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Interférence entre les processus mitotiques et la prise d’azote chez

Thalassiosira weissflogii. Implications en modélisation et sur les flux globaux.
(résumé détaillé)

Dans l'océan, l'azote constitue l'un des éléments majeurs limitant la croissance du
phytoplancton, et I'étude des processus intervenant dans son acquisition est d’une importance
capitale dans la compréhension des flux de matiere. Il est maintenant reconnu que le modeéle
michaélien, utilisé a I'origine pour représenter I'effet de la concentration d’un nutriment sur son taux
d’absorption, s’avére insuffisant dans le cas ou d’autres facteurs présentent des variations
temporelles, comme la lumiere en cycles diurnes. Dans ce cas, le statut physiologique (réserves
nutritionnelles et énergétiques) intervient comme élément de régulation endogéne. Le but de notre
travail est d’identifier dans quelle mesure le cycle cellulaire conditionne lui aussi la prise d’azote, et,
le cas échéant d’évaluer I'impact de cette propriété au niveau macroscopique. Pour cela, nous avons
réalisé des expériences en cultures continues de la diatomée Thalassiosira weissflogii soumise a
différentes conditions de lumiere et d’azote. Un suivi a haute fréquence du cycle cellulaire, du
nombre de cellules, de la concentration en nitrate, et des quotas en azote, carbone, chlorophylle a,
glucides et protéines nous a permis de différencier les effets du cycle cellulaire de ceux des variables
externes sur la prise de nitrate.

Nos résultats montrent que les forcages externes (lumiere et nitrate) et le statut
physiologique ne permettent pas a eux seuls d’expliquer le processus d’acquisition d’azote. Nous
montrons que la mitose est un processus majeur a prendre en compte, puisqu’il s’accompagne d’une
réduction de la prise de nitrates quelles que soient les conditions de croissance. Le point sous-jacent
est la détermination de I'entrée en mitose des cellules dans la journée. Nous montrons que les
conditions de croissance ont un impact sur la longueur du cycle cellulaire via des vérifications des
statuts azoté et énergétique effectuées en G1 et G2. Nos résultats suggeérent toutefois qu’une
horloge interne restreint la phase de division a deux fenétres temporelles dans la journée, le statut
physiologique des cellules ne déterminant que la proportion de la population qui entre en mitose au
sein de chaque fenétre.

Nos expériences montrent également que les conséquences macroscopiques de ces
propriétés individuelles sont fonction du degré de synchronisation de la population (proportion de
cellules effectuant simultanément leur mitose). Celui-ci est réduit lorsque les conditions
nutritionnelles ou lumineuses deviennent sub-optimales pour la croissance, ce que nous interprétons
comme étant la manifestation d’une variabilité individuelle exacerbée par des capacités
d’acclimatation différentes. Les hypothéses et conclusions de ce travail sont ensuite discutées d’un
point de vue évolutif. Finalement, nous proposons différents modeles du cycle cellulaire afin
d’évaluer le gain de représentativité obtenu par une complexification des modéles de croissance
classiques. Différents niveaux de complexité sont proposés a partir de nos hypothéses biologiques, et
testés sur d’autres données.

Mots clés : acquisition d’azote, cycle cellulaire, synchronisation, statut physiologique, modélisation,
phytoplancton, microalgues, diatomées, Thalassiosira weissflogii
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Glossaire

En fonction des domaines, certains termes employés dans ce manuscrit peuvent prendre
différentes significations. Afin d’éviter toute confusion, nous souhaitons dés maintenant clarifier le

sens que nous allons leur conférer.

acquisition d’azote : ensemble des processus conduisant a la biosynthése des molécules

azotées (=métabolisme de I'azote), comprenant I'absorption, la réduction et 'incorporation (=

amination) de nutriments azotés.

croissance ultradienne / infradienne : Une « croissance ultradienne » correspond a un temps

de génération inférieur a 24h. En d’autres termes, la population se divise en moyenne plus d’une fois

par jour. Au contraire le temps de génération d’une « croissance infradienne » est supérieur a 24h.

cycles cellulaires / lumineux: Le cycle cellulaire est le cycle de vie des organismes qui planifie

un certains nombre de processus au cours de la journée. Le cycle lumineux (syn. cycle lumineux
diurne) se rapporte au signal d’éclairement d’une période de 24h. Le terme « cycle » employé seul se

réfere au cycle cellulaire.

court terme / moyen terme : L'expression « court terme » fait référence a une échelle de

temps « horaire », c.a.d. inférieure a 24h. Au contraire I’expression « moyen terme » correspond a

une échelle de temps d’un ou plusieurs jours.

évenement majeur de division / de mitose : Correspond a un intervalle au cours duquel une

proportion significative de la population se divise / est en mitose.

limitation / facteur limitant: le facteur limitant |'activité biologique est I'élément dont la

disponibilité dans le milieu est la plus proche de sa valeur minimum permettant la croissance (Odum
1971). Par exemple, on parle de limitation par I'azote, de limitation azotée ou d’azote limitant quand

la concentration en nutriments azotés (ici le nitrate) limite la croissance.

horloge interne / rythme interne / rythme circadien / oscillateur interne : Toutes ces

expressions sont synonymes. Le mot « circadien » employé seul se rapporte a une période de 24h.

jour / diurne / journée : Les termes « jour » et « diurne » se rapportent a une période de

24h, sauf quand ils sont explicitement opposés aux termes « nuit » et « nocturne », dans ce cas ils

désignent spécifiquement la période d’éclairement. Le terme « journée » fait référence a la période



d’éclairement. Par extension, I'expression « seconde partie de journée » fait référence a la période
allant de 14h a 20h et « fin de journée » fait référence une période des quelques heures entourant le

crépuscule (20h).

microalgues / phytoplancton / autotrophes: Ces termes sont ici synonymes et font

référence aux microorganismes photosynthétiques unicellulaires.

porte / fenétre temporelle : Ces termes sont ici synonymes, ils se référent a la restriction

temporelle de la division (ou gating). Dans le méme contexte, « intervalle » est également

synonyme.

simulé / observé : Dans le Chapitre VI, les « simulations » (représentation d’une réalité par

un modele) sont confrontées aux « observations » (issues de nos expériences).

statut physiologique : état d’une cellule vis-a-vis de son fonctionnement. Nous détaillons les

aspects nutritionnels et énergétiques. L’état nutritionnel correspond au quota en azote, représenté
par le rapport entre les contenus cellulaires en azote et carbone (=rapport N/C), il est lié¢ a moyen
terme a la disponibilité en nutriments azotés. L’état énergétique correspond a la disponibilité en
énergie dans la cellule (= pouvoir réducteur), il est lié a court terme au cycle lumineux diurne et a

moyen terme a la dose de lumiére regue.

subjectif : Sous illumination continue, les termes « jour subjectif » et « journée subjective »
se référent a l'intervalle d’éclairement du cycle lumineux diurne (8h — 20h). Idem pour les termes
« nuit subjectif » (20h — 8h), « aube subjective » (autour de 8h) et « crépuscule subjectif » (autour

de 20h).

synchronisation / synchrone: Le cycle cellulaire des individus qui composent une population

« synchronisée » avance de facon « synchrone » (en méme temps, en parallele). Dans ce cas, mitose

et division surviennent de fagon « synchrone » dans la population.

taux de croissance / de division: Le terme de croissance peut faire référence a

I'augmentation de la biomasse ou du nombre d’individus. Le premier aspect correspond a la
biosynthése des molécules organiques qui doit permettre a la cellule de doubler son contenu. Nous
parlerons de taux de croissance. Quand nous ferons spécifiquement référence au carbone et a
I'azote, nous parlerons de taux de fixation de carbone et de taux d’acquisition d’azote.
L'augmentation du nombre d’individus est la conséquence directe de la division cellulaire, nous

parlerons de taux de division.
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0. Introduction

1. Limportance du phytoplancton dans I’Océan et la Biosphére

La poésie épique d’Homere' fait largement référence aux reflets chatoyants des flots marins,
dans lesquels le rouge, le mauve, le vert et le noir se joignent a un camaieu de bleu. Ses
protagonistes ne peuvent toutefois pressentir que ces nuances émanent grandement de la présence
d’organismes vivants microscopiques. Les grecs anciens considérent au contraire I'océan comme un
monde globalement stérile et infécond dans lequel les quelques « étres errants » (planktos en grec)

se nourrissent du corps des noyés.

Le monde océanique abrite pourtant une grande biodiversité d’organismes (Gray 1997), et
parmi eux, les autotrophes planctoniques (phytoplancton) sont responsables de la moitié de la
production primaire planétaire. Utilisant I'énergie lumineuse pour assimiler des substances
inorganiques (nutriments), ils représentent le premier maillon de la vie marine: ce sont les
producteurs primaires de la matiére organique dans I'océan. Dans les niveaux supérieurs du réseau
trophique (Figure 1), les organismes récupérent par ingestion I'énergie et les molécules organiques
accumulées en amont par le phytoplancton. A leur mort, la décomposition bactérienne de la matiere
organique en nutriments entretient le systéme. De ce fait, toute modification intervenant au niveau
du compartiment phytoplanctonique est susceptible de bouleverser la suite du réseau trophique.
C’est pourquoi une part importante de la recherche en biologie marine s’applique a comprendre les

mécanismes physiologiques de ces organismes.

Prédateurs supérieurs ‘

|

A Producteurs primaires

Figure 1. Représentation
schématique d'un réseau
trophique marin. Le premier
maillon, le phytoplancton
convertit les nutriments en
matiére organique grace a
I'énergie lumineuse. Matiere et
énergie seront transmises aux
échelons supérieurs par ingestion
jusqu'aux prédateurs supérieurs.
Les représentants de chaque
compartiment ne sont donnés
qu’a titre d’exemple.

" hous parlons ici de I'llliade et de I’Odysée, ceuvres d’Homére écrites aux alentours de 800 avant J.C.
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Cet intérét s’explique aussi par le fait que les autotrophes sont impliqués dans la régulation
climatique. Par la photosynthése, ils produisent un gaz vital pour la vie aérobie, le dioxygene (0,), et
consomment un des principaux gaz responsables de I'effet de serre sur Terre, le dioxyde carbone
(CO,). Or, le dernier rapport du GIEC' (2007) estime que « Iessentiel de I’élévation de la température
moyenne du globe observée depuis le milieu du XX° siécle est trés probablement attribuable a la
hausse des concentrations de gaz a effet de serre anthropiques ». Dans ce cadre, le phytoplancton
prend le réle d’'un thermostat naturel en séquestrant presque un tiers du CO, libéré dans
I'atmosphere par les activités humaines (GIEC 2007). Le principe de cette « pompe biologique »
(Figure 2) repose sur la production primaire de la zone euphotique, qui transforme une partie du CO,

dissous en carbone particulaire. Le transfert ce

cette matiére dans le réseau trophique, et la @ ﬁ5,5 Atmosphere

- *3,5
sédimentation des particules, conduiront a son m
piégeage dans les profondeurs (Figure 2). % @2
Certains  organismes  phytoplanctoniques | Zone euphotique + 0,5 |
participent plus indirectement au @1’5

- . . . Océan profond + 1,4
refroidissement climatique en produisant du | £ l

diméthylsulfure. Ce gaz diffuse dans

I'atmosphere ou il est transformé en aérosols

Figure 2. Flux et stockages de carbone liés a la « pompe
biologique » (en Gt/an). Données GIEC 97.

Les activités humaines (industries, transport...) rejettent
5,5(+0,5)GtC/an dans I'atmosphére. Les océans en captent

(Del Valle et al. 2008) qui contribuent a la

formation de nuage, et donc a la diminution du

rayonnement solaire recu sur Terre (Merzouk et 2(x0,8)Gt, dont la majorité est stockée dans les couches
profondes. La biomasse végétale terrestre équilibre ses flux
al. 2004). de carbone avec I'atmosphére (0+2Gt/an). Au final, environ

3,5GtC s’accumulent chaque année dans I'atmosphére et
1,4Gt dans I'océan profond.
Les microalgues interférent également
dans le domaine économico-environnemental. Certains dinoflagellés produisent des toxines ayant
un effet délétere sur la santé humaine. En conchyliculture, I'accumulation de ces produits par les
mollusques les rend régulierement impropres a la consommation (Kris & Frémy 2002). Dans le
domaine touristique, les efflorescences de certaines microalgues, dont les toxines sont ventilées dans
I"atmosphere, conduisent les autorités publiques a interdire I'acces aux plages. Dans ce contexte, la
présence d’Ostreopsis ovata est particulierement surveillée dans le bassin Ligure (Méditerranée
Nord-Occidentale), ou la palytoxine qu’elle sécréte est régulierement responsable d’intoxications

(Brescianini et al 2006, Kermarec et al. 2008). Enfin, les efflorescences massives de certains

dinoflagellés provoquent des « marées rouges ». Leur toxicité (comme Kariena brevis, Landsbertg et

! GIEC: Groupe d’experts Intergouvernementaux sur [|’Evolution du Climat. En anglais IPCC pour

Intergovernmental Panel on Climate Change. Cette organisation, rattachée a I'ONU, a pour mission de
synthétiser les travaux portant sur le changement climatique. www.ipcc.ch
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al. 2009) et leur effet anaérobisant (comme Noctiluca, Huang & Qi 1997) qui perturbent

|’écosysteme, I'économie (p. ex. le tourisme ou la péche) et la santé publique.

A contrario, le phytoplancton peut se révéler étre une biomasse d’intérét. Des compléments
alimentaires sont par exemple fabriqués a partir de la Spiruline, une cyanobactérie riche en protéines
et vitamines (Pulz 2001). Des substances algales sont également utilisées dans l'industrie agro-
alimentaire comme gélifiants et dans I'industrie pharmaceutique ou cosmétologique (Moreau et al.
2006). De plus, des tentatives d’exploitation biotechnologique de la croissance des microalgues sont
a I'étude. Par exemple dans le domaine du traitement de I'eau, les substances a éliminer (p. ex.
nitrates et phosphates) peuvent étre utilisées et concentrées par ces micro-organismes (Quin et al.
2005). Enfin, un des grands défis actuels consiste en la production de biocarburant a partir des lipides
synthétisés par certaines espéces phytoplanctoniques lors de leur croissance. Grace a un turn-over
qguotidien et a une accumulation importante d’acides gras, les rendements prévus sont au moins 20

fois supérieurs a ceux des espéces oléagineuses terrestres come le colza (Cadoret & Bernard 2008).

2. Laréponse du phytoplancton au changement global

Les organismes phytoplanctoniques subissent passivement les variations des conditions de
croissance. La lumiére, la concentration en nutriments, la température, le pH et I’hydrodynamisme
sont autant de facteurs qui agissent de concert sur leur métabolisme. Dans I’hypothése actuelle d’un
changement global de ces conditions, I'étude de la réponse physiologique des microalgues est

primordiale pour prévoir celle de I'écosysteme entier.

Exemple de ce changement global créé par 'Homme, le réchauffement climatique s’est
invité au centre des préoccupations écologiques et politiques actuelles. Malgré I'effet modérateur
exercé par les microalgues, la température de I'atmosphere s’est élevée d’un degré Celsius au cours

du dernier siécle (Figure 3). Cette augmentation devrait

0.6

Anomalies de température (°C) J
s’accélérer dans les prochaines décennies (GIEC 2007), 64
—— Moyenne annuelle 3
, \ P — Moyenne sur 5
et comme la température de 'atmosphére se répercute 02 i i

par transfert d’énergie a 'océan (Gill 1982), des effets 0

sont attendus sur les organismes marins. D’une part, la 02

température joue un réle direct dans le cycle de vie des 04

061880 1880 1900 1920 1640 1960 19A0 2000

organismes (Renaud et al. 2002, Lim et al. 2006), par

Figure 3. Evolution de la température globale
depuis 1850. Anomalies de températures autour

enzymatique. D’autre part, elle influe sur la dynamique dela moyenne calculée entre 1850 et 2000.

exemple en modifiant la cinétique des réactions
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de I'océan. Par exemple, une augmentation de la température doit conduire a un ralentissement de
la circulation thermohaline (Gamo 1999, Archer et al. 2004) et a un renforcement de la stratification
estivale de la colonne d’eau (McCormick 1990, Cox et al 2000). Ces phénomenes affecteraient
négativement la production primaire en diminuant les échanges verticaux et donc les apports
nutritionnels dans la zone euphotique.

L’augmentation de la température n’est pas I'unique conséquence de I'apport massif de CO,
dans I'atmosphere. Sa dissolution dans I'océan provoque des changements dans la chimie des
carbonates qui aboutissent a une acidification de la colonne d’eau. Cette tendance menace
I'intégrité de la coque externe des organismes calcaires végétaux (Riebesell et al. 2000, Delille et al.
2005) et animaux (Comeau et al. 2009), organismes moteurs de la pompe biologique (Baumann et al.

2004).

Enfin, I'agriculture intensive et I'évacuation des eaux usées provoquent un apport massif de
nutriments dans les fleuves, voir directement dans les bassins. Ce déséquilibre trophique, appelé
eutrophisation, cause dans certaines zones peu mélangées des proliférations massives de
microalgues. Au-dela d’'une biomasse critique, la production diurne d’oxygéne ne compense plus sa
consommation nocturne, provoquée par les processus de respiration et de dégradation. En
conséquence, I'hypoxie du milieu défavorise la biodiversité et peut conduire a I'arrét de la vie

aérobie (Aminot et al. 2001).

3. Contexte de départ

La croissance d’une population, en termes d’augmentation de biomasse ou de nombre
d’individus, résulte d'un grand nombre de processus cellulaires qui rendent son étude
transdisciplinaire. Au niveau physiologique, les biologistes mesurent I'impact des conditions de
croissance sur I'absorption de nutriments et sur leur conversion en matiére organique. En amont,
I"approche moléculaire consiste a comprendre la régulation de I'expression des genes impliqués dans
ces processus. Enfin, I'écologie étudie les processus de sélection qui permettent aux populations de

maintenir ou non leur croissance en fonction des conditions environnementales.

Le carbone et I'azote sont les deux principaux éléments de la biomasse phytoplanctonique
(rapport de Redfield C:N:P 106:16:1), et les concentrations en nutriments azotés limitent souvent la
production primaire océanique (Vitousek & Howarth 1991). Le cadre de ce travail est la
compréhension des mécanismes qui régulent la cinétique d’acquisition d’azote des microalgues. Ce

type d’étude recouvre différentes échelles de temps. Sur une échelle supérieure a 24h, la cinétique
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d’acquisition d’azote inorganique est généralement reliée a sa concentration dans le milieu (Caperon
& Meyer 1972, Maclsaac & Dugdale 1972) et a la dose de lumiére (Lim et al. 2006) par des fonctions
saturantes de type michaelienne’. A I’échelle diurne, elle est généralement expliquée par I'effet du
flux de photons sur le statut physiologique (Needoba & Harrison 2004). Nous notons que
I'implication du cycle cellulaire n’est pas particulierement étudiée alors que certains indices laissent
supposer l'existence d'un effet, direct ou indirect sur la cinétique d’acquisition d’azote. En effet, une
réduction de la prise d’azote a pu étre observée entre la fin de la journée et le début de la nuit, au
moment ou la population se divise (Raimbault & Mingazzini 1987, Pawloswski 2004). De plus,
Hildebrand & Dahlin (2000) ont mis en évidence une variation diurne de I'expression du géne codant

pour les transporteurs de nitrates qu’ils associerent au cycle cellulaire.

Le but de cette étude est donc d’examiner dans quelle mesure le cycle cellulaire
conditionne I’acquisition d’azote des microalgues. Deux approches sont utilisées, l'une est
expérimentale, I'autre numérique. Dans un premier temps une série d’expériences en cultures
continues sont conduites avec des conditions lumineuses et nutritionnelles diverses afin de limiter
spécifiguement certaines voies métaboliques. Notre but est de découpler temporellement les
processus qui participent a la croissance (acquisition d’azote et de carbone, cycle cellulaire...) pour
faire apparaitre leurs interférences. Dans un deuxieme temps, les hypothéses issues de |'expérience
nous permettent de représenter numériquement I'effet du cycle cellulaire sur I'acquisition d’azote et
la croissance. La question est de déterminer si la prise en compte de I'effet du cycle cellulaire sur ces

processus permet de mieux les représenter.

Ces deux approches permettront, dans ce manuscrit, d’explorer I'effet du cycle cellulaire a

trois échelles spatiales, celles de la cellule, de la population, et de I’écosysteme.

Dans un premier temps, nous chercherons une possible discontinuité de I'acquisition

d’azote liée a I'avancement du cycle cellulaire (Chapitre Ill). Nous nous focaliserons sur une

hypothétique interférence des processus de division sur la prise de nitrate.

Si I'impact du cycle cellulaire sur I'acquisition d’azote se vérifie, il nous apparait intéressant
d’identifier les mécanismes aboutissant a sa planification (Chapitre 1V). Nous déterminerons I'effet
des conditions environnementales et du statut physiologique sur la longueur relative des phases du

cycle et nous chercherons I'effet possible d’'une horloge interne sur la planification de la division.

1 e N . . . . / . . N
En référence a la courbe de Michaelis-Menten, liant la cinétique d’une réaction enzymatique a son substrat
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Nous changerons ensuite d’échelle, en examinant les conditions permettant aux propriétés
cellulaires d’avoir des conséquences macroscopiques. Nous examinerons les conditions qui

affectent la synchronisation d’une population (Chapitre V).

Puis nous nous appliquerons a intégrer I'effet particulier du cycle cellulaire dans la

régulation globale de I’acquisition d’azote (chapitre VI).

Finalement, nous élargirons notre cadre de travail pour discuter de la validité de nos
hypothéses en milieu océanique et de l'intérét écologique des particularités de notre modele

biologique (Chapitre VIII).

Et pour commencer, vous trouverez tous les éléments de connaissance nécessaires a la

compréhension du manuscrit dans la partie suivante.
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. Le phytoplancton : éléments de connaissance introductifs

1. Eléments et processus impliqués dans la croissance du phytoplancton

1.1. La photosynthése : produire de I’énergie et de la matiére organique grace au soleil

La photosynthése est un processus convertissant 1/ I'énergie lumineuse en énergie
biochimique, et 2/ la matiére inorganique en matiére organique. L’énergie est captée par des
pigments au niveau des chloroplastes par excitation électronique. Cet état est instable et le retour a
la normale s’effectue soit par la réduction de molécules au niveau des thylakoides (organelles du
chloroplaste), soit par la dissipation de I'énergie sous forme de fluorescence. Les processus de
biosynthese sont regroupés en deux phases dites ‘claire’ et ‘sombre’. La premiére phase nécessite
directement |'énergie lumineuse pour extraire un électron de la molécule d’eau. Dans le
chloroplaste, le quantum d’énergie apporté par cet électron est converti sous forme chimique
(Encadré 1). La seconde phase utilise I'énergie dégagée par la premiére pour incorporer le carbone

inorganique, elle ne nécessite donc pas directement de flux de photons.

L’équation bilan de ces réactions (ci-dessous) montre que deux molécules d'eau s’associent a
une molécule de dioxyde de carbone pour former, grace a l'énergie lumineuse, une molécule

organique de base (CH,0) en libérant de I'eau et du dioxygene.

2H,0+ lumigre —"2 54H"* +4e” + 0,

+ CO,+4H" +4¢"——CH,0+H,0

= 2H,0+CO, +lumigre — »(CH,0)+H,0+0,

1.2.La respiration: récupérer I’énergie stockée par la photosynthése

La nuit, I'’énergie nécessaire a la poursuite des activités métaboliques provient de la
dégradation des molécules constituées le jour. Les glucides, autrement appelés hydrates de carbone
ou sucres, sont des molécules riches en carbone. Leur catabolisme a lieu en plusieurs phases et selon
plusieurs voies. Dans le cytoplasme, le glucose est dégradé en pyruvate selon la voie de la glycolyse
(Garrett & Grisham 2005) ou en molécules de plus faible poids moléculaire selon la voie des

« pentoses phosphates » (Kruger & von Schaewen 2003).
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Encadré 1. Les différentes phases de la photosyntheése.

Lors de la phase claire, I'état d’excitation électronique de la Chlorophylle a (Chla) au niveau du
photosystéeme 2 (PS2) permet I'extraction d’un électron a partir de la molécule d’eau (donneur primaire). Cet
électron servira a réduire le NADP® (accepteur terminal). Le transfert électronique passe par des complexes
moléculaires (quinone, plastoquinone, cytochrome b6/f, plastocyanine) localisés sur la membrane du thylakoide
(Figure 5). La réduction de I'accepteur final intervient au niveau d’un deuxiéme centre réactionnel (PS1), elle
permet de stocker du « pouvoir réducteur » dans la molécule de NADPH. L’oxydation de cette molécule libérera
de I’énergie. De plus, le gradient de protons généré par ces processus entre
l'intérieur (lumen) et I'extérieur (stroma) du thylakoide est générateur d’ATP au
niveau de I’ATPase (Figure 5). Ce gradient ne se crée qu’en présence de lumiére. Le
fonctionnement opérationnel de la chaine de réaction (phosphorylation acyclique)
produit de I'O,, de I’énergie et indirectement de la matiere organique. En cas de
disfonctionnement en amont du PSl, le schéma est alors cyclique entre le PS| et
I’ATPase. Il y a une moindre synthése d’énergie et donc de matiere organique, et
pas de synthése d’0,.

L’ATP et le NADPH produits dans la phase claire sont utilisés Figure 4. IMiecanisme a‘absorption de
dans la deuxiéme phase dite ‘sombre’. Ces réactions se réalisent dans le carbone inorganique dans la cellule.
stroma a travers le cycle de Calvin-Benson. Le carbone absorbé par la cellule sous forme de CO, ou de HCO3 par
transport actif (Figure 4) est incorporé a un squelette carboné de ribulose-1,5-biP par une réaction de 8-

carboxylation (Figure 6). Cette réaction est catalysée par la Rubisco, une enzyme activée par la lumiére (Bruyant

et al. 2005). Le produit de cette réaction (Glycerate-3P) subi ensuite différentes réactions, ot interviennent les
molécules d’ATP et de NADPH, aboutissant a la formation d’une molécule de glucide.

hu H,0

lumen

stroma

Figure 5. Schéma général du transport d'électron au niveau des thylakoides des chloroplastes.

{|:H20P0j' D‘“*c Lo
=0
Rubisco H—C—0H O 07

HETOR 4 co, +hi0 g tlz—opo - T
HC —OH : ; H—tlz—OH

CH,0PO? H2C—0F 03"
Ribulose-1,5- 3-Phosphoglycerate

biphosphate v\

Figure 6. Incorporation de carbone inorganique sur un squelette de ribulose-1,5-bP par une réaction de
carboxylation catalysée par la Rubisco.
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Ces réactions sont exergoniques, c.a.d. qu’elles créent du pouvoir réducteur. Dans la mitochondrie, la
dégradation du pyruvate dans le cycle de Krebs libére a son tour de I'énergie, a I'origine de la

synthése de I'ATP. Le bilan de ces réactions (équation suivante) est inverse a celui de la
photosynthése. La dégradation d’une molécule organique (CHZO) consomme de I'oxygéne pour

produire de I'énergie, de I'eau et du dioxyde de carbone.
(CH,0) +0,——CO, + H,0O + énergie

La mobilisation des lipides permet également de récupérer I'énergie investie lors de leur
synthése (Cuhel et al. 2004). Enfin, la désamination des protéines alimentant le cycle de Krebs, ces
molécules sont également impliquées dans la production d’énergie nocturne (Audigié & Zonszain
1993). Nous noterons que la dégradation de ces molécules au cours de la nuit induit une variation
dans la composition biochimique des cellules. L’anabolisme synthétise glucides, lipides et protéines
le jour, et le catabolisme les consomme la nuit dans des proportions variables en fonction des

conditions de croissance.

1.3. Les éléments influengant la croissance

La production primaire est fortement dépendante du flux de photons puisque la lumiére est
la base énergétique de tout processus dans la cellule phototrophe. Bien slr, sa croissance est
également liée a la disponibilité en éléments constitutifs. Parmi eux, I’azote et le phosphore sont les
principaux éléments limitant la croissance phytoplanctonique (Vitousek & Howarth 1991, Conan et
al. 2007). La silice peut également étre responsable de la limitation des diatomées dans certaines
zones océaniques, notamment a la fin d’une efflorescence (Escaravage & Prins 2002). Enfin, des
éléments traces comme le fer ou le cuivre peuvent également faire défaut et limiter la production
primaire. Ainsi, I‘ajout de fer peut stimuler temporairement la production primaire dans certaines

zones océaniques appelées HNLC (High Nitrate Low Chlorophyll) (Blain et al. 2007).

La température est impliquée dans la cinétique de la plupart des réactions biochimiques par
son influence sur I'activité des enzymes (Holme & Peck 1998). Dans une certaine mesure, la vitesse
d’une réaction catalysée par une enzyme augmente avec la température. Au-dela, une augmentation
supplémentaire conduit a la dénaturation des enzymes (Prescott et al. 2003). Les microalgues
présentent donc généralement un optimum de croissance plus ou moins ténu (Renayd et al. 2002,

Katano et al. 2009).
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1.4. Le processus d’assimilation d’azote

La forme prédominante d’azote dans I'océan est le diazote (N,) que seuls les diazotrophes
peuvent utiliser (Rabouille et al. 2006). En effet, I'assimilation de N, doit étre catalysée par une
enzyme particuliére, la nitrogénase. Pour la plupart des organismes autotrophes, les seules formes

d’azote utilisables sont le nitrate (NO3), le nitrite (NO,) et Fammonium (NH,').

La premiére étape consiste en I'absorption du nutriment dans la cellule. Les nitrates entrent
par transport actif via un symport NOs/H" (Figure 7, fleches bleues). Schématiquement, 'entrée de
nitrate (chargé -) doit étre couplée a celle de protons (chargés +). Ces derniers sont expulsés par une
pompe a protons utilisant de 'ATP (Falkowski & Stone 1975). Le méme systéme de symport sert au
transport de nitrite, avec une affinité inférieure (Figure 7). L’absorption active de nitrite ne se fait
donc qu’en l'absence de nitrate. Un systéeme de transport a faible affinité (canaux anioniques)
permet également, en deuxieme ordre, I'échange de nitrate et nitrite avec I'extérieur (Figure 7,

fleche grise). Enfin, 'entrée d’ammonium dans

la cellule est facilitée par une protéine de

NO2-
NO3- transport sans utilisation d’énergie (Figure 7,

N
NH4* N fleche mauve). L'entrée d’ammonium (chargé
A N2 o . .
NO3- +) tend a dépolariser la membrane et donc a

NO2-
inhiber le symport NO5/H"* (Ullrich 1992).
NH4*

La suite du processus differe en
\ , fonction de la forme absorbée (Figure 8).
H* Puisque seul I'ammonium peut étre finalement

incorporé a un squelette carboné, le nitrate est

Pompe aproton \L Uniport NH4* réduit séquentiellement en nitrite puis en
utilisant del’énergie

ammonium via des enzymes, respectivement
S t NO3/H* ioni . . - ,
DQ ymport NO3/ Canaux anioniques la nitrate-réductase (NR) et la nitrite-réductase

(NiR). Ces réactions (Equations 1) nécessitent
Figure 7. Systemes de transport impliqués dans

I'absorption de nutriments azotés chez les du pouvoir réducteur (Falkowski & Stone 75),
microalgues. la premiére s’effectue dans le cytoplasme et la
seconde dans les chloroplastes (Figure 8). L’étape finale de I’assimilation consiste en I'incorporation
de 'ammonium sur une molécule de glutamate, c’est 'amination (Equation 2, Figure 8).

Ces différents processus sont consommateurs d’énergie, sous forme d’ATP ou de pouvoir

réducteur (fleches orange sur les Figure 8, Falkowski & Stone 1975, Turpin 1991).
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NR
NO3~ + 2e~ + 2H* + énergie —» NO2~ + H,0
NiR
" NO2~ + 6e~ + 8H* + énergie — NH4* + 2H,0

NR,NiR
= NO3~ +8e™ + 10H™" + énergie 0 NH4 + 3H,0

Equations 1. Bilan de la réduction de nitrate en ammonium. Le nitrate est réduit successivement en nitrite
grace a la nitrate-réductase (NR) puis en ammonium grace a la nitrite-réductase (NiR).

0O Q Q O

NH; MH;

w

Equation 2. Réaction d’amination dans le chloroplaste. L’ammonium est incorporé sur un squelette carboné
de glutamate pour former une molécule de glutamine.

NO2
bse,
,
N03 abSO/— Dt/on
\ /J[/O
NH4 NO3 "o,
e
Gbs
orpt/o NO2 re o,
ti

i amination
I=T===="=""% "7y - TTTTTTTTTTTTTTTTT=——— ]
' NH4 Glutamate <——— |
protéines... . : | !

) fi/fed@ i . | photosyntheése
~l%p, | Glutamine 2-oxoglutarate ¢ -----------

\‘\OSJ’/U' :
consommation \‘\\?ége I :
d’énergie hES :
I

I Glutamate + Glutamate ——

Figure 8. Schéma récapitulatif de 'utilisation d’azote chez un autotrophe planctonique. Nitrate et nitrite sont
absorbés via le méme systeme de transport actif dont I'affinité est plus forte pour le nitrate. L'ammonium est
absorbé par un transport facilité qui inhibe le transport actif de nitrate. Le processus d’assimilation débute par
la réduction du nitrate en nitrite dans le cytoplasme et du nitrite en ammonium dans le chloroplaste.
L’'ammonium est finalement incorporé a un squelette de glutamate, c’est 'amination. La glutamine formée se
lie a une molécule de 2-oxoglutarate issue de cycle de Krebs pour former a nouveau 2 molécules de glutamate.
L'une des deux molécules formées continue le processus de biosynthese dans le cytoplasme et I'autre
réalimente le cycle d’amination.

2. Controle de I'absorption d’azote chez les microalgues autotrophes

2.1. Effet des concentrations extracellulaires en nutriments

Le taux d’absorption des nutriments azotés (nitrate et ammonium) est relié dés les années

1960 a leurs concentrations dans le milieu (Caperon 1965, Dugdale 1967, Eppley et al. 1969). Pour
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des expériences in vitro et in situ, la formulation la plus largement adoptée et validée est une loi
monophasique saturante dite de ‘Michaelis-Menten’ (Figure 9A, Caperon & Meyer 1972, Maclsaac &
Dugdale 1972, Sarthoux 2005). Retranscrivant mathématiquement I’hypothése d’un transport
facilité, elle fonctionne pour la plupart des nutriments azotés pouvant étre absorbés par le

phytoplancton.

Cependant, des études ultérieures mettent en évidence une réalité plus complexe ou
I'utilisation d’un substrat azoté ne peut se réduire a une simple loi de saturation. La loi de Michaelis-
Menten est établie en étudiant individuellement I'absorption de chaque forme a faible
concentration. Or, Collos et al. (2005) observent une réponse biphasique de I'absorption de nitrate
de Thalassiosira weissflogii pour des concentrations supérieures a 50pmol.L™* (Figure 9B), suggérant
I'activation d’un transport actif secondaire. De plus, la concomitante présence de différents
nutriments interfére sur leur absorption individuelle. Comme cela est expliqué précédemment, la
présence d’ammonium inhibe fortement I'absorption de nitrate a des concentrations micromolaires
(Figure 9C, Maclsaac & Dugdale 1972, Demanche et al. 1979, Lomas & Glibert 1999, Collos et al.
2004). Elle réduit également I'expression de la nitrate réductase (Vergara et al. 1998) et I'expression
des génes encodant les symports de nitrates (Kang et al. 2007). Enfin, puisque le nitrite utilise, avec
une affinité moindre, le méme systéeme de transport que le nitrate, son absorption n’est sensible que

pour des concentrations submicromolaires en nitrates (Sciandra et Amara 1994).

Taux d‘absorption NO;"

A B C

[NOs1] [NO5T] [NH,*]

Figure 9. lllustration de I'impact de la concentration en nitrate et en ammonium sur le taux d'absorption de
nitrate. A. Courbe de Michaelis-Menten. B. Comportement du taux d'absorption a haute concentration en
nitrate (Collos et al. 2005). C. Inhibition de I'absorption de nitrate en présence d’'ammonium.

2.2. l'implication du statut physiologique

Les variations des conditions de croissance ont un impact sur le statut physiologique de la
cellule, qui constitue donc un autre niveau de régulation de I'acquisition d’azote. Nous distinguons
I’état nutritionnel, représenté par le quota azoté (rapport N/C), de I'état énergétique lié aux réserves

énergétiques de la cellule.
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2.2.1. Etat nutritionnel

La fonction de Michaelis-Menten liant directement I'acquisition d’azote a sa disponibilité ne
fonctionne qu’a quota azoté constant. En phase transitoire, cette représentation est donc caduque.
Par exemple, I'apport de nitrates aprés une carence en azote met en évidence un phénomene
d’acquisition d’urgence (surge-uptake) pendant lequel I'acquisition d’azote est accrue. Un délai
séparant la levée de la limitation et I'acquisition d’azote est souvent observé (Collos 1984, Sciandra
1991). Il varie en fonction du quota en azote, c'est-a-dire de la durée et de I'intensité de la limitation
qui a précédé (Maclsaac & Dugdale 1972, Collos et al. 1984, Dortch et al. 1991, Sciandra et al. 1994).
Il peut refléter le temps nécessaire a la synthése de nouveaux transporteurs, processus activé par la

présence de nitrate a I'extérieur de la cellule (Hildebrand & Dahlin 2000, Kang et al. 2007).

2.2.2. Etat énergétique

L’énergie nécessaire au processus d’acquisition d’azote (Turpin et al. 1988, Turpin 1991) le
rend dépendant du flux de photons (Falkowski et al. 1985, Vincent 1992, Needoba & Harrison 2004).
Cependant, il peut étre temporairement découplé de la présence de lumiére grace a la mobilisation
des molécules de réserve, par exemple des glucides via la voie des pentoses phosphates
(Vanlerberghe et al. 1992, Cf. p29).

Apparemment ubiquitaire chez les diatomées, cette caractéristique n’est pas évidente chez
toutes les espéces. Des résultats contradictoires sont par exemple trouvés pour Emiliania huxleyi
(Eppley et al 1971, Needoba & Harrison 2004). Notons également que certaines études mettent en
évidence une accumulation de nitrate dans la cellule a I'obscurité, suggérant que I'assimilation de
|’azote absorbé de nuit n’a lieu qu’au cours de la phase de jour suivante (Raimbault & Mingazzini

1987, Marsot et al 1992, Lomas & Glibert 2000).

2.2.3. Interférences entre les états énergétique et nutritionnel

La lumiere et l'azote affectent individuellement le statut physiologique mais leur
combinaison n’est pas linéaire.

Dans le cas d’une limitation par la lumiére, un phénomene d’acclimatation se traduit par une
augmentation du pool pigmentaire. Ce phénoméne est démontré chez des cyanobactéries
(Zevenboom et al. 1980, Healey 1985) et des microalgues eucaryotes (Rhee & Gotham 1981,
Thompson et al. 1989, Sciandra et al. 1997, Needoba & Harrison 2004). In fine, I'effet d’une limitation
en lumiére sur I'acquisition d’azote dépend également du statut nutritionnel de la cellule.

Dans un milieu riche en azote, cet élément est principalement acquis de jour. La part
nocturne tend a augmenter avec le degré de limitation en azote (Eppley et al 1971, Wheeler et al

1983, Cochlan et al. 1991, Marsot et al 1992). Ainsi, la capacité a acquérir I'azote de nuit permet a la
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cellule de compléter son quota azoté quand les conditions nutritionnelles sont défavorables. Or,

cette capacité dépend des réserves accumulées de jour, et donc de la dose de lumiére regue

(Beardall et al. 1994). Ainsi, l'acquisition d’azote d’une population limitée en azote dépend

également du statut énergétique de la cellule.

3. Le cycle cellulaire

3.1.Notion de cycle cellulaire

Figure 10. Le cycle cellulaire. En bleu, la phase
mitotique regroupe les processus de division
nucléaire et cellulaire. En orange l'interphase, ou
phase de croissance somatique, est ponctuée par
la réplication de I’ADN.

Le cycle cellulaire est une séquence d’étapes
a sens unique que la cellule doit franchir avant de se
diviser. La phase de mitose, en bleu dans la Figure
10, fut la premiére a étre discrétisée du reste du
cycle. Chez les eucaryotes, elle se caractérise par la
disparition de la membrane nucléaire, particularité
observable en microscopie. Le reste du temps, la
cellule ne semble que ‘grossir’, on parle d’interphase
(en orange dans la Figure 10). La réplication de ’'ADN
est restreinte a une période particuliere de
I'interphase, nommée ‘S’ pour synthése (Howard &

Pelc 51). Les deux phases résiduelles séparant les

phases M et S sont appelées G1 et G2 pour ‘gap’, dans le sens d’intervalles séparant deux

évenements discrets. Si la réplication de ’ADN se déroule au sein d’une phase particuliere chez les

miroalgues eucaryotes (exceptions Cf. Karentz 1983), elle est découplée du cycle cellulaire chez les

procaryotes (Vaulot 1994).

Au cours d’un cycle type, la principale période de croissance des autotrophes planctoniques

est la phase G1, et les processus de division opérent de nuit (Prezelin 1992, Berdalet 1992,

Kromkamp & Claquin 2005). Dans la plupart des cas, la phase G2 est assez courte, sauf chez certaines

especes de dinoflagellé (Cetta & Anderson 1990).
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3.2.Impact du cycle cellulaire sur la croissance et I'absorption

Le cycle cellulaire est donc, par définition, a l'origine de la planification de la division
cellulaire et de la réplication de I’ADN. Cependant, ses interactions avec les métabolismes du carbone
et de I'azote ne sont que partiellement connues. La principale difficulté réside dans la dépendance du
cycle cellulaire au cycle lumineux diurne, qui I'entraine sur sa propre fréquence et rend difficile la
distinction des deux effets.

Gerath et Chisholm (1989) démontrent chez le dinoflagellé Amphidinium carteri que I'activité
photosynthétique diurne est indépendante du cycle cellulaire, et seulement liée a I'alternance entre
le jour et la nuit. Pourtant, Claquin et al. (2004) notent une capacité photosynthétique supérieure en
G1 chez la diatomée Cylindrotheca fusiformis. Pour leur part, Bruyant et al. (2005) suggerent que la
capacité photosynthétique est a la fois une fonction de la lumiére (photoacclimatation) et du cycle
cellulaire. En particulier, la division cellulaire semble avoir un impact négatif sur la photosyntheése.
D’autres aspects du métabolisme du carbone sont reliés au cycle cellulaire, comme la synthese de
lipides et de cellulose (Kwok & Wong 2005 chez Crypthecodinium cohnii).

L'impact du cycle sur le métabolisme de I'azote, et particulierement sur son acquisition, est
particulierement peu documenté. Toutefois, Pawlowski (2004) suggere un effet de la division sur
|"absorption de nitrate. En simulant de facon lagrangienne les conditions d’une couche de mélange
profonde, il expose une population de Thalassiosira weissflogii a des cycles de 12h d’éclairement
tous les 3 jours (Figure 11). Comme dans un cycle lumineux diurne, I'absorption d’azote est forte lors
de la phase de jour puis diminue fortement au crépuscule, alors que la majeure partie de la
population se divise, puis reprend aprés plusieurs heures alors que la population n’est pas éclairée
(Figure 11, jours 29 et 30). De plus, Hildebrand & Dahlin (2000) notent un lien non linéaire entre le
cycle lumineux et I'absorption de nitrates dans les données de Raimbault & Mingazzini (87) avec
Pheodactylum tricornutum, de Smith et al. (92) avec Skeletonema costatum, et de Berges et al.
(1995) avec Thalassiosira pseudonana. lls expliquent ces déviations par la régulation de I’expression
du géne codant pour les transporteurs de nitrates, variable au cours du cycle cellulaire Les ARNm
correspondant sont abondant en début de G1, puis leur nombre diminue ensuite, réaugmente en
début de phase S et finalement chute en fin de phase G2/M. Les auteurs notent ainsi que I’hypothése
d’une acquisition continue d’azote au cours du cycle est erronée, et qu’elle peut fausser I'estimation

de sa cinétique.
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Figure 11. Réponse du taux d'absorption de nitrate de Thalassiosira weissflogii a un signal de lumiére
simulant une couche de mélange. Données de Pawlowski 2004. Les deux courbes bleues correspondent a deux
réplicats de culture et le signal de lumiéere est en orange.

3.3.Régulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est jalonné de points de contrble (checkpoints) régulant son avancement
en fonction du statut physiologique de la cellule. Une telle organisation assure que les conditions
sont requises a la division cellulaire (réplication de I’ADN correcte, fuseau mitotique formé, biomasse
et énergie suffisante) et permet ainsi de conserver l'intégrité du patrimoine génétique et la viabilité

des cellules (Vaulot 1994). La machinerie moléculaire de régulation est détaillée dans I'Encadré 2.

Par leur effet sur le statut physiologique, les conditions environnementales ont un impact
sur le passage d’'une phase a I'autre du cycle. La fraction de cellules en phase G1 augmente lors
d’une limitation en azote jusqu’au blocage de la population entiere dans cette phase lors d’une
carence totale (Chisholm et al 1986, Olson et al. 1986). La lumiére affecte également I'avancement
de la phase G1 chez toutes les microalgues (Spudich & Sager 1980, Heath & Spencer 1985, Zachleder
& Van den Ende 1992) et celle de la phase G2 chez certaines diatomées et cyanobactéries (Vaulot
1994). De plus, un point de contrdle sur la silice a été mis en évidence en G2 par le blocage dans
cette phase d’une population carencée en silice (Brzezinski et al. 1990, chez Thalassiosira weissflogii).
Enfin, la température a un effet non sélectif sur le cycle en affectant globalement toutes les réactions
biochimiques. Nous discuterons dans le paragraphe suivant de la possible implication d’une horloge

interne dans la régulation du cycle cellulaire.
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Encadré 2. Machinerie moléculaire de régulation du cycle cellulaire.

La machinerie moléculaire qui régule I'avancement du cycle cellulaire est étonnamment conservée a
travers les eucaryotes. Des levures jusqu’a I’Homme, deux structures protéiques complémentaires sont
impliquées. Les Cdk (cycline dependent kinase) activent par phosphorylation un substrat ayant un réle dans
I"avancement du cycle. Leur propre activation est dépendante d’autres protéines dont la concentration varie
au cours du cycle : les cyclines.

Les Cdk possédent deux sites de liaison a d’autres molécules. L’'un est dédié au substrat a
phosphoryler et I'autre a I’ATP qui cédera un P au substrat. L’ouverture de ces sites est dépendante de la
présence de certaines cyclines. Prenons I’exemple du passage entre les phases G2 et M. Une premiere cycline
se lie a une Cdk afin d’ouvrir le site ATP (« 1 » sur la figure ci-dessous) mais le complexe est immédiatement
inactivé par la kinase Weel (« 2 »). L’ouverture du site substrat n’est possible qu’en présence d’une autre
cycline (« 3 »). Enfin, cdc25 désphosphoryle le complexe cycline/Cdk au méme site que Weel et permet ainsi
au Cdk d’accueillir VATP (« 4 », le complexe est ‘activé’). Ce dernier phosphoryle le substrat en cédant son P'.

Il y a donc compétition entre Weel et Cdc25, respectivement inhibiteurs et activateurs du Cdk. La
concentration de ces protéines est régulée au cours du cycle par un contréle transcriptionnel de leur géne en
fonction des conditions de croissance (Dunlap 1999, Sommers 1999, Vaulot 1994).

I C
OO ™
R SES VAR VERE Y O Via B
La protéine cdk est 1. ouverture du 2. inactivation 3. ouverture du 4. activation du
inactive. A= site site ATP par une du complexe site substrat par complexe par
ATP, S=site substrat cycline par weel une autre cycline cdc25
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4. Le rythme circadien endogéne

4.1.Notion d’horloge interne

Les organismes photosynthétiques dépendant directement de la lumiere du jour,
|’adaptation aux variations diurnes du flux de photons a du constituer une forte pression de
sélection. L'empreinte du cycle lumineux diurne se manifeste dans la cellule photosynthétique par
I’existence d’un rythme endogene (ou rythme circadien, horloge interne) qui permet, par exemple,
d’anticiper le levé du jour en préparant I'appareil photosynthétique a recevoir des photons. Sa
période propre est d’environ 24h, elle peut dériver sous illumination continue mais est restaurée a
24h par cycle diurne normal (Edmunds & Funch 1969, Rivkin & Putt 1987, Lakin-Thomas 2006). La

machinerie moléculaire est expliquée en Encadré 3.

Cette horloge planifie différents processus dans la cellule, et I'organisme tout entier dans le
cas des organismes multicellulaires : de I'expression de certains génes au phototropisme en passant
par la division cellulaire, la bioluminescence, I'activité photosynthétique, la respiration, I'orientation,
la synthése et la migration de certains composés ou encore la sensibilité aux UV (Sweeney 1987,

Hastings 1991, Johnson et al. 1998, Johnson 2001, Mittag 2001, Suzuki et Jonhson 2001).

4.2.0rigine évolutive

Une horloge interne a pu étre mise en évidence chez des cyanobactéries comme
Synechococcus, présentes depuis 3,5 Ga a la surface de la Terre. Selon I'hypothese « escape from
light » (Pittendrigh 1993), une forte pression de sélection a du imposer I'existence d’un oscillateur
interne au sein des espéces. Pittendrigh suggere |'avantage évolutif offert aux organismes ayant
transféré, la nuit, des processus sensibles au rayonnement solaire (la réplication de I’ADN et la
division cellulaire sont sensibles au rayonnement ultraviolet). Chez les diazotrophes, la fixation de
diazote ne peut se réaliser en méme temps que la photosynthése, elle montre également un cycle

journalier perdurant en lumiere constante (Chen et al. 1996).

Une autre hypothése, « the early bird gets the worm » (McClung 2000), met en avant
I’avantage d’anticiper les conditions de croissance. L’anticipation de I'aube et du crépuscule est
démontrée sur lI'expression de genes orchestrant diverses voies métaboliques, notamment la
photosynthese (Harmer et al. 2000). De méme, une persistance de |'activité photosynthétique sous
illumination continue est mise en évidence chez des microalgues comme Euglena (Walter & Edmunds

1973), Lingulodinium polyedrum (Hastings et al 1991) et chez des procaryotes phototrophes.
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Encadré 3. Machinerie moléculaire de I'oscillateur interne.

Le mécanisme global de ce rythme endogéne peut étre schématisé par le modele TTO
(Transcription/Transition oscillator). La synthése d’un élément A provoque I'expression d’un géne codant pour un
élément B (Figure 12). En retour, I'élément B régule négativement I'expression de A et est a la base d’une des
réactions effectrices citées ci-dessus. Ainsi, A et B sont autorégulés, I’'un prenant le pas sur I'autre alternativement
au cours de la journée (Lakin-Thomas 2006). La fréequence de ce mécanisme oscillatoire, ou boucle de rétroaction,
se synchronise sur un signal forcant (en allemand ‘zeitgeber’, Figure 13) qui se trouve étre dans la plupart des cas le
cycle lumineux diurne (Edmunds & French 1969, Rivkin & Putt 1987, Fig. 3). La division cellulaire, entrainant la
désintégration de I'enveloppe nucléaire, peut entretenir le rythme en libérant des substances jusqu’alors isolées
dans I'un ou I'autre des compartiments cellulaires (Kondo et al. 1997). Ce rythme peut étre perdu en éclairement
constant, sous lumiére vive ou lors du passage de certaines algues mixotrophes en milieu organique.

Chez les eucaryotes, I’horloge interne responsable du cycle circadien est codée génétiquement de fagon
relativement ubiquiste dans un jeu de genes « Per » (pour periodicity) (Takahashi 1992). La transduction du signal
se fait comme pour le cycle cellulaire par la voie kinase-phosphatase (Conoli et al. 1996). Différents mutants « per »
ont été isolés montrant comme phénotypes des cycles de 18 a 28h. Chez les cyanobactéries, le rythme circadien de
I'expression des génes apparait encore plus ubiquitaire. Un grand nombre de mutants de Synechococcus elongatus
(>100) ont été isolés ayant des phénotypes différents tels qu’arythmies ou périodes altérées de 14 a 60h (Kondo et
al. 94). Une partie de ces mutants retrouvent un phénotype normal avec introduction d’ADN sauvage. Le centre de
régulation semble étre composé de 3 régions adjacentes (kaiA, kaiB, kaiC) dont I'abondance des différents ARNm
(a, b, c) est rythmée dans la journée (Suzuki & Johnson 2001).

La régulation de I’expression des genes peut s’opérer a deux niveaux. Le plus fréquent opére au niveau de
la transcription du géne, on parle de contréle transcriptionnel. Dans ce cas, la concentration en ARNm formés varie
au cours du cycle circadien sans pour autant causer de variation au niveau de la protéine codée. Ce contréle est
utile dans le turn-over de protéines (remplacement de protéines en anticipation d’une dégradation). Le contréle
traductionnel, ou post transcriptionnel agit sur la traduction ou la durée de vie des ARNm. La concentration en
composés utiles varie dans la journée (composés bioluminescents p. ex., McClung 2000, Mittag et al. 1998) sans
que la quantité d’ARNm, et donc sans que I’expression du géne en amont ait a varier.

rétroaction négative

g réponse
effectice

geéne "clock”

Figure 12. Mécanisme de l'oscillateur interne, d'aprés Lakin-Thomas (2006). La synthése d'un composé A
entraine I'expression d'un gene 'clock' codant pour un composé B qui sera a la base d'une réponse effectrice et
d'une rétroaction négative sur |'expression de A.

Signal
synchronisateur

'Zeitgeber'

= alternance jour,/nuit
* pulse de

nutriments = division cellulaire

» photosynthése...

Oscillateur interne

Figure 13. Mécanisme général de I'horloge interne. Un oscillateur moléculaire interne est synchronisé par un
signal forcant et synchronise lui méme une réaction effectrice dans la cellule.
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5. Suivre une cellule au niveau de la population : la synchronisation

5.1.Comment se synchronise une population

Puisque les conditions environnementales régulent I'avancement du cycle cellulaire, un signal
variable de lumiere ou de disponibilité en nutriments peut causer l'arrét temporaire du cycle
cellulaire. Prenons I’exemple du cycle lumineux diurne. Puisque le passage entre G1 et S dépend de la
dose de lumiere, les cellules se bloquent généralement en G1 la nuit (Figure 17). Ce phénomeéne
synchronise les cellules entre elles, puisqu’au levé du jour elles reprendront toutes leur avancement

en G1, ou elles s’y bloqueront a nouveau la nuit suivante.

Jour I Nuit

Figure 14. Phénomeéne de synchronisation sur signal lumineux fluctuant représenté par le blocage du cycle
cellulaire en G1 au cours de la nuit. Chaque ligne représente I'avancement du cycle d’une cellule sur 24h. Le
point représente la position de la cellule dans son cycle, il est rouge quand I'avancement est bloqué. De jour, le
cycle de chaque cellule avance différemment selon I’hypothese de la variabilité interindividuelle. De nuit les
cycles s’arrétent au point de blocage sur la lumiére en G1 (croix rouge) et repartent ensemble au retour de la
lumiere.
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5.2.La synchronisation en milieu naturel

Les premiéres divisions synchrones en océan ouvert furent rapportées sur Ceratium par
Gough en 1905 (cité par Smayda 1975). Sur la verticale, Vaulot & Marie (1999) noterent une
synchronisation des populations de picoplancton dans I'océan Pacifique équatorial avec un décalage
temporel de quelques heures entre Prochlorococcus, Synechococcus et les picoeukaryotes. A
profondeur fixe, les Chlorophyceae et les Euglenophyceae se divisent généralement au crépuscule ou
de nuit, cependant les diatomées montrent des pics de division de jour comme de nuit (Paasche

1968, Enright 1969, Sournia 1974, Smayda 1975, Williamson 1980).

En conditions nutritionnelles non limitantes, le cycle cellulaire se bloque en G1 en I'absence
prolongée de lumiére. Une limitation par |’azote ajoute un autre point de blocage dans le cycle, que

les cellules franchissent plus ou moins vite en fonction de leurs caractéristiques propres.

De plus, les conditions de croissance en milieu marin sont hautement variables. En surface, le
signal lumineux se rapproche d’une sinusoide tronquée de période 24h. A cause de I'hétérogénéité
des conditions dans la colonne d’eau (atténuation lumineuse, patch de nutriments), la trajectoire de
la cellule doit étre prise en compte. Au final, chaque cellule est exposée a un signal lumineux
différent qui peut étre a I'origine d’'une désynchronisation, au moins partielle, de la population

(Kroon et al. 1992).

D’autres phénomenes plus singuliers peuvent affecter la synchronisation d’une population, a
I'exemple du broutage préférentiel du zooplancton sur les grosses particules. Ce phénomene
particulier interfere avec le cycle cellulaire en faisant disparaitre les organismes les plus gros, et donc

les plus avancés dans leur cycle (Williamson 1980).

5.3.La synchronisation au laboratoire

En culture, la synchronisation d’une population a partir d’un signal fluctuant permet de
travailler dans des conditions proches du milieu naturel. Il peut cependant étre utile de recourir a des
inhibiteurs de croissance, spécifiques d’'une phase du cycle. L'idée n’est plus de suivre I'effet des
conditions de croissance sur le cycle mais I'effet de chaque phase sur la croissance.

Le nocodazole est un agent chimique empéchant la polymérisation des microtubules
nécessaires, au cours de la mitose, a la séparation des deux jeux d’ADN. Il interrompt le cycle
cellulaire en phase M, son action est réversible (Ng et al. 2006). L’hydroxyurée et I'aphidicoline

inhibent respectivement la ribonucléotide réductase et I’ADN polymérase, nécessaires a la formation
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d’ADN. lIs bloquent donc I'entrée en S du cycle, les cellules restent en G1. Enfin, la génistéine et la
camptothécine inhibent les ADN topoisomérases nécessaires pour recombiner I’ADN avant la division
(Garrett & Grisham 2000). lls bloquent donc le cycle cellulaire en G2.

En utilisant du nocodazole et de I'aphidicoline, Claquin et al. (2004) montrérent que la
capacité photosynthétique de Cylindrotheca fusiformis, une diatomée, était maximale en G1. Vaulot

et al. (1986) utiliserent I’hydroxyurée pour tester la sensibilité des phases G1 et G2 a I'éclairement.
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Il. Matériels et Méthodes

1. Matériels et Méthodes

1. Représenter I’environnement au laboratoire

1.1. De l'océan au laboratoire

La variabilité des conditions environnementales en milieu marin est peu propice a I'étude
expérimentale de leurs effets sur la croissance phytoplanctonique. La disponibilité en nutriments et
lumiere, et la température sont des forgages pouvant varier conjointement dans le temps et I'espace
(Figure 18). Il est difficile dans ces conditions de constante variabilité, d’appréhender les effets de
chaque élément sur le métabolisme. En outre, les faibles concentrations en nutriments du milieu
marin conduisent a de faibles densités d’individus, ce qui nécessite le prélevement de gros volumes.
Enfin, I"approche in situ est compliquée par les colits et les nombreux imprévus jalonnant les
missions océanographiques. Le biologiste marin tentera donc de représenter I'écosysteme dans le
souci de contréler un maximum de variables forcantes pour isoler leurs effets individuels sur le

métabolisme.

Une premiere approche réductrice consiste a limiter et isoler la zone d’étude dans des
mésocosmes in situ (Figure 18). Il devient possible de suivre, par exemple I'effet d’un ajout de
nutriments traces ou de polluants sur une communauté naturelle (Agusti et al. 2009).
L'aboutissement du processus réducteur ameéne au laboratoire. Les biologistes y étudient des
processus particuliers, comme [I'effet de la lumiére sur la croissance d’une population
monospécifique. Le recoupement d’informations parcellaires fera émerger une vision générale du

fonctionnement de I'écosystéme.

Figure 15. Echelles d'étude du phytoplancton : de I'océan au laboratoire. Diminuer I'échelle spatiale permet de mieux
controler le milieu mais sort I'objet d'étude de son écosysteme.
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1.2. De la culture en batch a la culture continue

La culture en milieu fermé non renouvelé, autrement appelée batch, se développe dans un
milieu en constante variation (Figure 16 haut). Le taux de croissance est dans un premier temps
faible, reflétant une période de latence (lag phase) liée au transfert de la souche dans un nouveau
milieu. Cette phase est d’autant plus courte que la culture est acclimatée. Suit la période de
croissance exponentielle pendant laquelle la culture n’est pas limitée par les nutriments. En fin de
phase exponentielle, les conditions se rapprochent du milieu océanique : un élément du milieu

commence a devenir limitant et le taux de croissance diminue. Lorsque I'élément limitant a disparu

du milieu, la croissance s’effectue sur les réserves intracellulaires de cet élément pendant un certain
temps. Enfin, lorsque le quota interne est totalement épuisé la croissance est nulle et la biomasse se
maintient a un plateau jusqu’a la mort des cellules (Figure 16 haut). Le confinement de la culture
provoque également I'accumulation des produits de I'excrétion dans le milieu, ceux-ci pouvant

devenir toxiques (Le Floc’h 2002).

Afin de maintenir la croissance de la population, il est possible de repiquer régulierement la
culture dans un milieu frais, on parle de culture semi-continue (Figure 16 centre). Cependant, cette
technique engendre une variation périodique des conditions de croissance qui peut synchroniser la

population contre la volonté de I'expérimentateur.

L'idéal est donc de renouveler en continu le milieu de culture. Ces cultures permettent de
conserver les cellules en phase exponentielle dans des conditions stables sur une longue durée

(Figure 16 bas). Le principe fut inventé par Monod (50) et Novick et Svilard (50) pour I'étude de la

croissance bactérienne. Fijumoto et al. (56) semblent étre les premiers a I'avoir utilisé pour étudier le
phytoplancton. Les cellules sont cultivées dans une enceinte scellée n’autorisant aucun échange
direct non contrélé avec I'extérieur, on parle de bioréacteur. Le milieu est renouvelé en continu et le
volume est maintenu constant grace a un flux entrant égal au flux sortant. Plusieurs types
d’utilisations sont possibles :

- en turbidostat, une mesure réalisée dans le bioréacteur sert a contrbler une variable d’état
du systéme. Ici, la mesure du taux de croissance sert a réguler le taux de dilution afin de maintenir un
taux de croissance maximum.

- en chemostat (CHEMical STATic environnement), le taux de dilution est fixé par
I’expérimentateur a une valeur inférieure au taux de croissance maximum. Le milieu n’est donc plus

suffisamment renouvelé pour soutenir la croissance de la population, un des éléments nutritifs

devient limitant. Le taux de croissance de la population s’ajuste sur le taux de division.
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Enfin, le cyclostat est une utilisation particuliere des deux modes précédents dans lequel une
condition nutritionnelle ou lumineuse est cyclique. L’exposition d’une culture a un cycle lumineux

diurne est un exemple de cyclostat.

. Temps

v

Temps ‘

- . s,
* ., °® s,

»
>

Temps |

Figure 16. Différents mode de culture de micro-organismes : de la culture confinée a la culture continue.
Les courbes noires représentent la variation d’un descripteur (ex : le nombre de cellules). En haut, culture en
batch : les conditions sont constamment variables et I'échelle de temps est de I'ordre de la semaine. Au
milieu, culture semi continue : le milieu est régulierement renouvelé, les conditions sont toujours variables
mais se prétent a des études plus longues. En bas, culture continue : le milieu est renouvelé en permanence,
les conditions peuvent étre stabilisées sur plusieurs mois (ligne pleine : forgage constant, ligne pointillée :
forgage cyclique).
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La culture en bioréacteur, si elle respecte des conditions d’application strictes, permet de
représenter |’évolution des variables chimiques et biologiques a partir d’un jeu d’équations
différentielles (Equations 3). La croissance des cellules doit &tre non limitée ou limitée par un seul
facteur connu, et les variables doivent étre homogenes dans I'enceinte expérimentale. Dans ce cas, la
variation de la biomasse et du nombre de cellules résulte du gain par la croissance et de la perte par
dilution. De plus, la variation du substrat dépend de I’équilibre apport/perte par dilution et de
I"absorption.

Equations 3. Equations de la biomasse et du
% = pX —DX = (P-_ D)X substrat en bioréacteurs.

biomasse ( X en umol.L™" ou en cell.L"")
taux de croissance ( L en .j'l)

oS taux de dilution (D en .j*Y).
E =DS,, —=DS - pX =D(§;, - S) — pX concentration en substrat (S en pmol.L™)
taux d’absorption ( p en umol.cell'l.j'l).
En mode turbidostat, trois situations sont possibles en fonction du taux de dilution. Si D >,
la population diminue (a droite de la Figure 17). Si D =U, la population se maintient, la croissance

est équilibrée. Troisieme cas, si D <, la population augmente transitoirement avant d’atteindre un

nouvel équilibre dans lequel un élément sera limitant a la croissance (a gauche de la Figure 17). Le

comportement est analogue en mode chemostat, la limitation s’accentue si D <, et au contraire
elle diminue si D > L. Dans ce cas, le systeme se rapproche des conditions turbidostat. La biomasse

a I'équilibre est déterminée par la concentration en élément limitant du milieu de renouvellement.

D<u D=u D>p
Nombre de cellule croit Nombre de cellule décroit
[nutriment] décroit [nutriment] croit
vers <— — > vers
limitation ou carence lessivage si D>umax

Figure 17. Evolution du nombre de cellule et de la concentration en nutriments en fonction du taux de
dilution.

La culture en photobioréacteurs trouve des utilisations dans différents domaines. En
physiologie, les propriétés cellulaires sont étudiées en suivant le comportement de la population. En
modélisation, les données acquises permettent d’estimer certains parameétres et de valider les
simulations (Pawlowski et al. 2002). En biologie évolutive, la constante sélection de la lignée la plus
adaptée aux conditions de croissance permet d’étudier les pressions de sélection (Harder et al. 1977,

Dykhuizen & Hartl 1983). En bioingénierie, les cultures continues permettent de produire des
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substances d’intérét telles que des acides aminés, des protéines et du biocarburant (Chaumont 1993,
Borowitzka 1999, Cadoret & Bernard 2008). En aquaculture, les microalgues sont cultivées pour
I"alimentation de larves de mollusques ou de crustacés (Borowitzka 1997). Anecdotiquement, ce type
de culture est méme envisagé pour recycler le dioxyde de carbone en oxygéne dans les stations

spatiales (Ganzer & Messerschmid 2009).

1.3. De I’équilibre au transitoire

La notion d’équilibre référe a une condition ol toutes les influences se compensent. Une
croissance équilibrée (balanced growth) est donc une situation ol tous les descripteurs évoluent de
concert sans modifier les ratios élémentaires internes. Cependant, cet état d’équilibre n’est pas tres
représentatif du milieu marin, siege d’'une grande variabilité des conditions environnementales. En
effet, I’équilibre n’est obtenu qu’en réunissant une stabilité des conditions environnementales sur le
temps et leur homogénéité dans I'espace. Or, les conditions de croissance en milieu marin sont
variables sur le temps et I'espace. Néanmoins, la facilité de suivre un équilibre en culture continue a

transformé une situation particuliere en référence.

Dans nos expériences, nous suivrons |'effet des conditions environnementales sur la
croissance a I'équilibre (Figure 18 haut) mais également I'évolution transitoire de cet équilibre lors

d’une modification des conditions de croissance (lumiére et azote) (Figure 18 bas).

weuy
et a,
-t LI

. .
. .
"raaant

Figure 18. Les cultures en continu

» permettent de suivre des populations a
I’équilibre (en haut) et de suivre
I’évolution de cet équilibre en
changeant les conditions
environnementales (en bas). Les
courbes noires représentent la variation
d’un descripteur (ex : la quantité d’azote

Temps

par cellule) et la courbe bleue celle
d’une variable forgante (ex : le taux de
dilution)
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2. Controler les conditions de croissance au laboratoire

Le centre de notre dispositif expérimental est constitué d’un bioréacteur contenant la culture
de microalgues. Les variables forcantes qui y sont contrélées sont : lumiere, température, pH et
apports en azote dissous (Figure 19). Le dispositif expérimental de controle est détaillé dans ce

chapitre, celui concernant les mesures le sera dans le suivant.

—p  Mesure
€———> mesure et contrdle

— 3utomatique
— — - S@Mi automatique

------- manuelle

<
C & N cellulaire| filtration Chla, sucres, protéines

Figure 19. Dispositif expérimental. Les bioréacteurs sont encadrés par deux rampes d'éclairement. Les variables mesurées
qui sont également controlées sont symbolisées par des fleches rouges doubles : lumiere, pH, température, dilution et
concentration en azote dans le milieu de renouvellement. Les variables mesurées mais non contrélées sont représentées
par des fleches bleues simples : lignes pleines = échantillonage et mesure automatiques (dénombrement cellulaire,
concentration en nitrate dans les cultures), ligne a grand traits = mesures manuelles dont le prélévement est automatique
(cycle cellulaire) et lignes a petits traits = échantillonage et mesure manuelles (contenu cellulaires en carbone, azote,
chlorophylle a, glucides et protéines). Tous les échantillons sont conservés temporairement a I'azote liquide puis au
congélateur a -80°C sauf ceux dédiés a I'analyse du contenu en carbone et azote cellulaire qui sont immédiatement placés a
I’étuve a 60°C.
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2.1. Controéler I'intensité et le signal lumineux

Le flux de photons est délivré par deux rampes de six tubes fluorescents (Osram Dulux 55W)
placées de part et d’autre du dispositif expérimental (Figure 19). L'ordinateur module l'intensité
lumineuse en délivrant une tension variable de 0 a 10V, celle-ci est relayée par des cartes
analogiques jusqu’a un ballast (Osram Quicktronic) situé au niveau des néons. Un algorithme permet

de programmer le signal lumineux désiré a partir d’une équation ou d’un tableau de valeurs.

L'intensité lumineuse recue au centre des bioréacteurs dépend de I'intensité de la source, de
la disposition géométrique des bioréacteurs par rapport a la source, et de I'auto-ombrage induit par
le développement de la culture elle-méme. L'intensité lumineuse est mesurée en continu au centre
des bioréacteurs et a I'extérieur par deux quantameétres sphériques 2n (Biospherical Instruments

QSL-100 et QSL-2100).

2.2. Controler 'apport en nitrate

L’azote inorganique est apporté exclusivement sous forme de nitrates par renouvellement
continu du milieu. Le nitrate est ajouté dans le milieu de renouvellement a la concentration de
200pmol.L?, celle-ci est régulierement contrdlée. La concentration résiduelle dans les bioréacteurs
est mesurée en ligne de fagon automatique (Cf. chapitre suivant). Des pompes péristaltiques (Gilson)
créent les flux entrants et sortant du bioréacteur. Les débits sont vérifiés quotidiennement et ajustés
dans le cas d’une dérive (causée par I'usure des tubes assurant le transport du fluide). Le milieu est
délivré goutte a goutte par une canule en verre au dessus de la surface de la culture. Le volume est
maintenu constant par une aspiration de la culture en sa surface avec un débit supérieur au débit

d’entrée (la voie de sortie pompe donc alternativement de la culture et de Iair).

2.3. Controler 'apport en carbone dissous

La concentration en carbone inorganique dissous (DIC) est maintenue grace a un bullage
finement controlé de dioxyde de carbone dans les cultures. N'ayant pas la possibilité de mesurer en
ligne le DIC dans les bioréacteurs, les ajouts de CO, sont réalisés en fonction de I"évolution du pH,
mesuré en continu dans les cultures. Nous choisissons de maintenir le pH a une valeur de 8,0 pour
laquelle la concentration en DIC avoisine les 1,8mmol.L™. De jour, la fixation photosynthétique de
CO, conduit a une augmentation du pH ; le dispositif bulle donc du CO, dans les cultures pour le

maintenir a sa valeur de référence. La nuit, la respiration produisant du CO,, le pH a pu descendre
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légerement au dessous de 8,0. (Figure 20). Les bioréacteurs étant scellés, I'évacuation des gaz

s’effectue a travers un filtre a air (Hepa-Vent).

8,3
8,2
8,1
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7,9
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temps (jours)
Figure 20. Evolution du pH au cours de 5 jours pendant I’expérience témoin.

2.4. Controler la température

Les sources de lumiére sont trés proches des bioréacteurs et dégagent une chaleur non
négligeable. Afin de garder une température constante, les cultures sont isolées de I'extérieur par
une double paroi en verre dans laquelle circule un liquide thermostaté a 22,0 +0,1°C par un cryostat.

De plus, la température ambiante du laboratoire est climatisée a 20°C.

2.5. Controler I’'absence de contamination

Bien que nous ne visions pas a I'axénicité totale des cultures, un maximum de précautions est
pris dés le montage des bioréacteurs et pendant toute la durée de I'expérience afin d’éviter le

développement de micro-organismes autres que Thalassiosira weissflogii.

Lors du montage, les bioréacteurs sont lavés a I'acide puis a I'’éthanol avant d’étre rincés par
le milieu de culture préalablement autoclavé et filtré. Toute la tubulure servant ensuite au transport
des fluides est également stérilisée. Les bioréacteurs sont clos apres remplissage de I'acide, et les

échanges de fluides s’opérent ensuite via la tubulure stérile.

Au cours de l'expérience, le milieu de renouvellement préalablement autoclavé est a
nouveau filtré sur 0,22um avant de parvenir au bioréacteur. Un clapet anti retour prévient la

contamination du milieu de renouvellement a partir de la culture. Dans la plupart de nos
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expériences, les forts taux de dilution imposés (1 a 2j) et I'absence de limitation en nitrate ne sont
pas propices aux développements bactériens. Les suivis quotidiens au cytomeétre en flux et compteur
Coulter permettent de s’assurer de la non prolifération de micro-organismes. Enfin, le bilan d’azote
(équation ci dessous) est vérifié afin de s’assurer de la cohérence entre I'azote entrant (S;,) et I'azote
mesuré dans le bioréacteur a tout instant, c'est-a-dire la somme de la concentration en nitrate dans
la culture (S) et de I'azote dans la cellule (N). Toute perte d’azote serait le signe d’'une compétition

sur le substrat entre populations phytoplanctoniques et bactériennes.
S+N 1
Sin

2.6. Homogénéiser la culture

Du a l'auto-ombrage des cellules, les conditions lumineuses ne sont pas homogénes dans le
bioréacteur. Pour une intensité moyenne de 900pmolquanta.m™.s™ recue au centre du bioréacteur
et une population d’environ 10%cell.L?, le flux de photons regu au sein du bioréacteur présente un
gradient de I'ordre de 5 a 10%. L’agitation a I'aide d’un barreau aimanté et le bullage d’air créent un
mouvement continuel assurant I’homogénéité de la culture sur une échelle de temps de la seconde.
L'effet d’'une variation de l'intensité lumineuse de cet ordre dans les photobioréacteurs est peu
discuté. Par une approche numérique, Esposito et al. (2009) suggerent toutefois un effet défavorable
sur la croissance a cause du découplage temporel entre la variation du flux de photons et la réponse

photophysiologique du pool pigmentaire.

3. Mesurer le systéme

3.1. Calculer le volume de prélevement maximal

Le nombre d’analyses effectuées requiert un volume échantillonné de culture non
négligeable. La fréquence des prélévements et le nombre de réplicats sont choisis en fonction du
taux de renouvellement (D). D étant égal au rapport débit (d) sur volume (V), le volume maximum
qgue l'on peut prélever dans le bioréacteur sans induire de réduction de volume sur 24 heures
correspond a V,,,, = D.V. Dans certaines expériences conduites avec un faible taux de dilution, la

fréquence de mesure et/ou le nombre de réplicats ont d{ étre réduits.

3.2. Mesurer le nombre de cellules

Le dénombrement cellulaire est assuré par un dispositif automatique constitué d’un
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préleveur/diluteur et d’'un compteur optique de particules (HIAC ROYCO 9700 Pacific Scientific
Instruments, Encadré 4). Le principe optique repose sur la mesure de 'ombre projetée par les
cellules lors de leur passage a travers un faisceau laser. Un logiciel dédié donne les résultats sous
forme de spectre de taille distribué en 50 canaux entre 1,5 et 30um. Les spectres de tailles sont le
fruit de la moyenne de 3 mesures consécutives. Un examen visuel est opéré pour les mesures

présentant un coefficient de variation supérieur a 3%.

3.3.Suivre le cycle cellulaire

Les échantillons dédiés a I'analyse du cycle cellulaire sont prélevés par un dispositif
automatique créé au cours de la thése (Encadré 5, Figure 23). L'appareillage comprend un jeu de
pompes et d’électrovannes transportant la culture et la solution fixatrice jusqu’a des tubes a
centrifugations (Eppendorf). Le mélange final est constitué de 10% de glutaraldéhyde préalablement
dilué a 10% (concentration finale 1%). La deuxiéme partie du dispositif correspond a un plateau
rotatif programmable contenant les tubes. Dans un délai de 8h suivant leur fixation, les échantillons

sont transférés dans de I'azote liquide puis dans un congélateur a -80°C jusqu’a analyse.

Le cycle cellulaire (détaillé p36) comprend une phase particuliere « S » au cours de laquelle la
concentration en ADN par cellule double, c’est ce descripteur que nous suivons. L'ADN des cellules
est marqué en ajoutant a 500pL de culture une solution de SYBR-Green | (SG1) a 5% pendant 15 min.
Le cytometre émet un faisceau laser a Argon (excitation a 488nm, modele 163A1202 Spectraphysics
USA) que chaque cellule absorbe, diffuse et diffracte en partie. Des capteurs mesurent ces
différentes propriétés ainsi que la fluorescence émise a plusieurs longueurs d’onde. Des populations
de cellules, par exemple Thalassiosira weissflogii, peuvent étre différenciées les unes des autres
grace a ces différents descripteurs, reflétant la taille, la granularité et le contenu en chlorophylle
(fluorescence naturelle dans le rouge). Le contenu en ADN par cellule est suivi grace au marquage
fluorescent du SG-1 dans le vert (émission a 520nm, Encadré 5, Figure 24). En G1, la population
contient un jeu d’ADN, en S I’ADN se réplique et en G2 le contenu en ADN aura doublé, tout comme
I'intensité de fluorescence dans le vert (Figure 9). La quantité d’ADN par cellule ne variant pas entre
les phases G2 et M, nous ne pourrons les distinguer et parlerons de phase G2/M. Une routine
développée en Matlab (Mathworks) permet d’extraire les fichiers de fluorescence du SG1 sous forme
de nombre de cellules par canal de fluorescence (Encadré 5, Figure 25). Le programme permet
également d’ajuster deux fonctions normales représentant les populations en G1 et G2/M. La phase

S est déduite par soustraction des deux courbes du signal de fluorescence global.
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Encadré 4. Etalonnage du HIAC et comparaison avec d'autres appareils de mesures.

Un étalonnage est réalisé avant les expériences avec des billes de calibrations de différentes tailles et les
mesures du HIAC sont comparées a celles du cytométre en flux (BectonDickinson FACScalibur) et du compteur
Coulter (Beckman Multisizer 3). Les résultats de cette comparaison sur une journée montrent un ratio fixe sur le
temps de 0,93 entre les dénombrements mesurés par le Coulter et le HIAC (Figure 21). Les deux appareils mesurent
de facon précise la taille des billes de références (Figure22A) mais la mesure de la taille de Thalassiosira weissflogii
est différente, et surtout la variation de la taille sur une journée n’est pas la méme avec les deux appareils. Dans
une expérience test ol la population est faiblement synchronisée, la variation du diamétre moyen de la population
mesuré au Coulter est tres faible comparée a celle mesuré au HIAC (Figure22B). D’autre part, la diminution de la
taille localisée entre minuit et 6h ne correspond pas a I'augmentation du nombre de cellules observée entre 15h et
21h. La variation de la taille mesurée au HIAC est davantage corrélée au contenu cellulaire en azote, carbone,
chlorophylle a, glucides et protéines. La variation de la taille mesurée au HIAC est davantage corrélée au contenu
cellulaire en azote, carbone, chlorophylle a, glucides et protéines. Nous considérons que le HIAC n’est pas apte a
mesurer précisément la taille de Thalassiosira weissflogii, mais qu’il convient a la mesure de son dénombrement.
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Figure 22. A. Comparaison du diameétre de billes de référence mesuré au HIAC (ordonnée) et au compteur Coulter
(abscisses). B. Comparaison du diamétre moyen d'une population de Thalassiosira weissflogii faiblement
synchronisée sur un cycle lumineux diurne (12:12, levé du jour a 8h).
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Encadré 5. Semi automatisation de I’analyse du cycle cellulaire

Intégration d’un échantillonneur automatique dans le dispositif expérimental et adaptation en vue du suivi du cycle

cellulaire

- élaboration du dispositif de prélévement : plateau tournant, pompes, électrovannes, transport de fluides (Fig. 23A)
- choix et modification du matériel acheté pour accueillir un nombre optimal d’échantillons (Fig. 23B)

- élaboration du protocole de fixation des échantillons et test de la viabilité de la méthode

- élaboration du programme de contréle par ordinateur (Amélie Gelay, IR CNRS)

- tests divers (vitesses, synchronisation entre les différents éléments, reproductibilité....)
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Figure 23. A. Dispositif d’échantillonnage et fixation automatique de culture pour analyse du cycle cellulaire. B. Exemple de
développement : dessin technique du plateau d’accueil des tubes a centrifugations

Optimisation du protocole de marquage de I'ADN de Thalassiosira weissflogii pour suivi du cycle cellulaire

- choix du marqueur, la Fig. 24 montre le marquage du noyau par le Sybr-
Green-l (SG1).

- tests sur le volume et le temps d’incubation.

- tests sur l'utilisation de perméabilisant de membrane et de RNase. Ces
tests ont conclus dans notre cas a leur inutilité.

Figure 24. Observation au microscope a épifluorescence de cellules de
Thalassiosira weissflogii marquées au SG1. En rouge : fluorescence naturelle de la

Chla. En vert : fluorescence du SG1 marqueur de I’ADN.

Elaboration d’un programme de traitement du signal en routine

Un volume important de données a été accumulée et un programme de déconvolution des courbes de fluorescence
a été élaboré. Il assure en routine 'extraction de I'information cible a partir des fichiers cytometre, la déconvolution
du signal G1, S et G2/M (Fig. 25) et I'enregistrement en base de données.

140~

120~ N
100~ J

Af Figure 25. Résultat graphique de la
déconvolution du signal de fluorescence
SG1 montrant la répartition des cellules
selon leur intensité de fluorescence en
. . . ) . deux populations G1 (pic de gauche) et
0 50 100 150 200 250 300 GZ/M (pIC de droite).

Fluorescence FL1 (Sybr-Green-I)

Nb événement par canal
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3.4. Mesurer I'azote inorganique dissous (nitrate et nitrite)

L’échantillonnage, la mesure et I'enregistrement des concentrations en nitrate et nitrite sont
entierement automatisés et intégrés au dispositif expérimental (Figure 19, Malara & Sciandra 1991).
Les échantillons sont prélevés par un jeu de pompes et d’électrovannes, puis filtrés afin de retenir les
particules, et injectés dans un auto-analyseur (Technicon). Dans un premier temps, le nitrite est
mesuré par une réaction colorimétrique qui le transforme en un complexe diazoique de couleur rose
(Benshneider & Robinson 52). Ensuite, le nitrate est réduit en nitrite au sein d’'une colonne
cadmium/cuivre (Wood et al. 1967) et I'analyseur effectue une nouvelle mesure. Finalement, la
concentration en nitrate est déduite de la différence entre les deux mesures. En amont, un dispositif
automatique dilue la culture afin de permettre a la réaction colorimétrique de fournir un signal
linéaire pour des teneurs en nitrate et nitrite inférieures & 150 pmol.L™. Cette contrainte nous a
conduits a utiliser des concentrations de nitrate dans le milieu de renouvellement d’environ 200
umol.L™". Des étalonnages permettent de vérifier I'efficacité de la colonne de réduction avant chaque

expérience.

3.5. Mesurer les quotas cellulaires

3.5.1. Carbone et azote

Deux ou trois réplicats de 10mL de culture sont filtrés pour mesurer les concentrations en
carbone et azote cellulaires. Les filtres (Whatman GF-C) sont préalablement calcinés a 500°C pendant
10h afin d’éliminer toute trace de matiere organique puis, apres filtration, stockés a I'étuve a 60°.
L'analyse est réalisée par chromatographie des gaz (CO, et N,) dégagés lors de la combustion de
I’échantillon (PerkinElmer CHN Series 2 2400). Les coefficients de variations sont respectivement

inférieurs a 3% et 5% pour les mesures de carbone et d’azote.

3.5.2. Chlorophylle a, glucides et protéines

Les mesures de quotas en chlorophylle a (Chla), glucides et protéines sont réalisées a partir
de prélevements manuels de 5 ou 10mL de culture en fonction de la densité cellulaire. Apres
filtration selon la méthode précédemment détaillée, les échantillons sont placés dans un bain d’azote

liquide puis a -80°C jusqu’a analyse.
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L’extraction de la Chla est réalisée dans un bain de diméthylsulfoxide dilué a 3/2 dans de
I'acétone pendant 15 minutes a I'obscurité. La fluorescence naturelle de la Chla contenue dans le

surnageant est mesurée au fluorimeétre (Turner design).

Les dosages de protéines et glucides sont basées sur des réactions colorimétriques. Les
protéines sont extraites par sonication puis mise en réaction avec des solutions commerciales (kit
Biorad DC Protein assay). Les glucides sont traités avec du phénol et de I'acide sulfurique concentré
(Sun 1984). L'absorbance des complexes colorés est ensuite mesurée au spectrophotometre. Les
coefficients de variations sont de I'ordre de 2%, 4% et 6% respectivement pour la Chla, les glucides et

les protéines.

4. Lisser, dériver et calculer

La fréquence d’acquisition des mesures de 0,5 & 2h™ permet de lisser et dériver les séries
acquises afin de calculer des taux. Le lissage est un point important et sensible car il détermine
I’échelle fractale du signal créé. En d’autres termes, la quantité d’information contenue dans le signal
final dépend des parameétres du lissage. Leur choix devra donc faire I'objet d’une attention

particuliére afin d’éviter de perdre ou créer de I'information.

4.1. Que calcule-t-on a partir des mesures ?

Les mesures décrites précédemment nous permettent d’approcher toutes les variables des
équations de la biomasse et du substrat en bioréacteur (Equations 3 p54), ce qui nous permet de

calculer les taux de division et d’acquisition de matiere.

Le taux de division est calculé en dérivant la série de dénombrement cellulaire (Tableau 1). Le
signal de mitose est calculé a partir du pourcentage de cellules en phase G1. Ces deux signaux

localisent les événements de divisions synchrones dans la population.

Le taux de fixation de carbone est calculé a partir de la variation des concentrations en
carbone particulaire (Tableau 1). Le taux d’acquisition d’azote est calculé de deux maniéres : a partir
de la variation (négative) de la concentration en azote inorganique dans la culture, et a partir de la
variation (positive) de la concentration en azote dans la cellule (Tableau 1). La comparaison de ces
deux estimations indépendantes permet de renforcer la robustesse des résultats. De légéres
différences ont pu étre observées au cours des expériences, elles peuvent provenir 1) de I'excrétion

d’azote sous d’autres formes que celles mesurées, ou de la présence d’une autre source d’azote
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inorganique comme I'ammonium ou l'urée; 2) de la présence d’'une autre forme d’azote particulaire
comme les bactéries ; 3) d'une perte de matiere azotée lors de la filtration ; 4) de variations sous
estimées de le teneur en nitrate si celle-ci était supérieure a la gamme pour laquelle la réaction
colorimétrique est constante ou inférieure a la limite de détection de I'appareil, et 5) d’erreurs de
mesure analytique. Nous avons tenté de limiter au maximum ces différents biais possibles en
vérifiant le bilan en azote, en choisissant une souche résistante a la filtration (Cf. p67) et en faisant en

sorte que la concentration de nitrates reste dans la gamme linéaire de la réaction colorimétrique.

Tableau 1. Equations de calcul des taux de division, d'acquisition d'azote et de fixation de carbone, ainsi que
du signal de mitose.

Taux Formule
L dx 1 oU X est la densité cellulaire (.L™") et D le taux de
Taux de division =——=+4+D A -1
dt X dilution (.j7)
. . . dpG1l 1 .
Signal de mitose Msignal = Tpﬁ ol pG1 est le pourcentage de cellules en phase G1
dacs) N . .
ps=——=+D(Sin—S) ou S est la concentration en nitrate dans la culture
Taux d’acquisition dt (umoI.L'l), Sin celle dans le milieu de
d’azote dN 1 renouvellement, N est la concentration en azote
pPyn=——"=+D cellulaire et D est le taux de dilution (.d'l)
dt N
Taux de fixation de dc1 D ou C est la concentration en carbone cellulaire
carbone Pc= dt C + (umol.L") et D est le taux de dilution (,j*)

4.2. Choisir les méthodes numériques

Les méthodes numériques sont choisies en fonction des caractéristiques de chaque série de
données (fréquence de mesure et bruit). Le principe général est de segmenter la série temporelle en
morceaux afin d’ajuster sur chacun d’eux une fonction polynomiale, c’est la méthode des « spline ».
L'intérét majeur est que le degré de ces polyndmes d’ajustement partiels sont plus faible que ceux
d‘une fonction ajustée a I'ensemble de la série. Cela réduit la création d’information, proportionnelle

au nombre de nceuds (phénomeéne de Runge).

La méthode de lissage la plus fréqguemment utilisée dans ce travail, dite ‘Savitsky-Golay’
(Savitsky & Golay 1964), effectue une régression polynomiale locale pour calculer chaque point du

lissage. Nous pouvons jouer sur le degré des polynomes et le niveau de segmentation de la série.
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Cette technique conserve les maxima et minima de la série, ce que ne permet pas d'autres
techniques comme la moyenne mobile. Au préalable, la série aura été interpolée afin d’obtenir un
espacement homogéne des points. L'autre méthode utilisée, dite ‘cubic’, conserve I'essence de la
précédente en divisant le jeu de donnée en segments pour ajuster localement des polyn6mes de
degré trois. Les parameétres sont ajustés sur une partie des données et testés sur d’autres par cross-
validation (Craven & Wahba, 1979). Contrairement a la méthode précédente, la courbe interpolée
passe par tous les points de mesure. Cet avantage apparent peut créer des variations dans le signal

lissé qui sont inexistantes dans le signal d’origine, ce qui est préjudiciable pour le calcul sa dérivée.

4.3. Evaluer la confiance

Puisque la quantité d’information contenue dans le signal dérivé dépend de la méthode de
lissage, nous devons estimer au cas par cas la confiance a attribuer aux différentes informations, a
défaut de trouver un estimateur numérique objectif. Nous devons particulierement vérifier la
vraisemblance des pics et leurs positions. Par exemple la Figure 26A montre que le taux de division
peut présenter de 1 a 3 pics quotidiens, ce nombre dépend des paramétres choisis lors du lissage.
Augmenter le nombre de nceuds diminuera I'écart entre les mesures et le signal lissé, mais
augmentera le nombre de points d’inflexions et donc celui des pics dans le signal dérivé. Un
compromis doit donc étre trouvé, qui minimise les résidus tout en conservant la forme du signal
originel. Estimer la significativité des pics engendrés lors du lissage suppose de vérifier si les
oscillations observées sont reproduites dans le temps et dans les différents bioréacteurs réplicats, de
prendre en compte le nombre de points impliqués dans la formation du pic, et finalement comparer
les signaux qui peuvent I'étre, comme les deux estimations du taux d’acquisition d’azote, ou comme

le taux de division et le signal de mitose.

Par exemple, la Figure 26A suggére que le double pic du taux de division calculé le jour 18
(Figure 26C) pourrait étre considéré comme suspect puisqu’il n’est di qu’a un seul point de mesure.
Dans le cas présent, le fait que le signal de mitose présente lui aussi un double pic (Figure 26B)
corrobore le signal de division. A l'inverse, le pic du signal de mitose observé au milieu du jour 19
(Figure 26B) n’est pas confirmé par le taux de division (Figure 26A et C). De méme, la mesure d’azote
cellulaire vers le jour 19,3 est anormalement élevée (Figure 26E) et I'épaulement créé dans le signal
du taux d’acquisition n’est pas reproduit dans I'autre méthode de calcul (Figure 26D et F), ce qui

cause une anomalie dans le bilan d’azote (Figure 26F).
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Figure 26. Résultats bruts, lissés et dérivés illustrant I’évaluation de la confiance a apporter a I'information.

5. Choisir les acteurs et les conditions expérimentales

5.1. Choisir le meilleur candidat

5.1.1. Etablissement du cahier des charges et choix du meilleur candidat

L'espéece choisie doit étre compatible avec l'usage des cultures en continue, c’est a dire ne
pas former de biofilm sur les parois ou les canules de prélevement, ne pas former d’agrégats, et ne
pas étre sensible a I'agitation. Son taux de croissance maximum doit étre suffisamment élevé pour
autoriser le volume de prélevement dédié aux mesures. Le candidat doit également résister a la
pression exercée par la filtration. En outre, il doit étre compatible avec les performances du
compteur de particules, notamment en termes de taille. En effet, le HIAC ne mesure fidelement que
les cellules d’'un diametre supérieur a 5um, alors que le cytométre présente des risques d’obstruction
pour des particules d’une taille supérieure a 30um. Le candidat doit donc se situer dans une gamme
de taille allant de 5 a 15um de diametre afin d’étre correctement détectée par le HIAC, et de ne pas
obstruer le cytométre méme s’il advenait que deux cellules se retrouve agrégées.

En considération du cahier des charges précédemment détaillé, nous avons choisi une
diatomée, Thalassiosira Weissf/ogiil, dont la souche’ est conservée stérilement au laboratoire sous
cycle lumineux carré. Les diatomées possedent un squelette externe siliceux, le frustule, qui leur

confere une certaine résistance. La taille de cette espéce rentre dans la fourchette fixée par notre

! (Grunow in Van Heurck) G. Fryxell & Hasle, 1977, anciennement Thalassiosira fluviatilis
% souche CCMP 1050 provenant du Pravasoli-Guillard National Center for Culture of Marine Phytoplankton (Cf.
Tableau 2 p69)
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cahier des charges. De plus, cette espece a déja été cultivée
en continu au sein du laboratoire, ce qui garantit sa viabilité
pour les cultures a réaliser, notamment elle ne forme ni

colonies ni biofilm.

5.1.2. Thalassiosira weissflogii
Le genre des bacillariophyceae est dominant dans les
eaux riches en nutriments, et donc largement responsable de

la production primaire aquatique et des flux de matieres dans

I'océan (Sarthoux et al. 2005). Leur frustule est composé de . ]
Image 1. Cellules du genre Thalassiosira

deux theques (s’emboitant comme les couvercles d’une boite a photographiées au microscope électronique a
balayage. (document Alfred Wegener Institute)

camembert), elles mémes constituées d’une valve (dans notre

analogie : le fond ou le couvercle de la boite) et du cingulum (le bord). Les échanges avec le milieu

extérieur, tel que la prise de nitrate, sont assurés par des perforations micrométriques formant des

motifs caractéristiques de I'espéce.

La principale méthode de reproduction est végétative, une cellule mére se divise en deux
cellules filles. Chaque cellule fille hérite d’'une des deux theques de la cellule mére, et celle que la
cellule fille synthétise est plus petite que celle qu’elle a hérité. Théoriquement, la taille moyenne de
la population doit donc diminuer au fil des générations. Lorsque la population atteint une taille
critique, une reproduction sexuée conduit a la formation d’une cellule de plus grosse taille,
I’auxospore (Von Dassow et al. 2006). Ecologiquement, la diminution de la taille est supposée servir
d’horloge dans la planification de la reproduction sexuée (Lewis 84, Armbrust & Chisholm 1992).
Cependant, comme dans d’autres études longues conduites avec Thalassiosira weissflogii (Von
Dassow et al. 2006), nous n’avons pas observé ce genre de phénoméne au cours de nos 4 mois
d’expériences. Pour comprendre pourquoi, il faut savoir que la reproduction sexuée provoque un
mangque a gagner pour la cellule. En effet, la méiose occasionne une discontinuité dans la croissance
somatique. Elle provoque également une perte de matiére car une partie des gameétes ne sont pas
fécondés. Lorsque la population est maintenue en phase de croissance exponentielle (c’est le cas en
turbidostat), les cellules n‘ont donc pas intérét a effectuer de méiose, sans quoi leur taux de
croissance ne leur permettrait plus de se maintenir. Les cellules capables d’ajuster la taille de leur
frustule a chaque génération (Von Stosch 1965) sont donc sélectionnées car cette caractéristique
conduit a la perte du processus de réduction de taille, qui est a I'origine de la reproduction sexuée

(Von Dassow et al. 2006).
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Une étude biogéographique rapide de I'espéce montre une répartition assez globale. En se
basant sur les sites d’échantillonnage des différentes souches enregistrées par le CCMP* et le CCAP?
(Tableau ci-dessous), la présence marine de T. weissflogii est reportée dans des bassins (Atlantique,
Pacifique) et milieux (tempéré, tropical, froid) tres différents. De plus, cette souche est euryhaline
(Radchenko & IlI'yash 2006), si bien que sa présence est également reportée en milieu saumatre

(Caraus 2002, Hallfors 2004).

Tableau 2. Caractéristiques des différentes souches de Thalassiosira weissflogii cultivées au CCMP (Etats-

Unis) et au CCAP (Ecosse).

souche site d’échantillonage zone type de milieu date d’isolement

CCMP 1010 entre les Bermudes et Atlantique Nord Tropical / Tempéré 1969 (Hargraves)
New York, Etats-Unis

CCMP 1047 Long Island, Etats-Unis  Atlantique Nord Tempéré 1974 (Hargraves)

CCMP 1048 Massachusetts, Etats- Atlantique Nord Tempéré 1976 (Guillard)
Unis

CCMP 1049 Long Island, Etats-Unis  Atlantique Nord Tempéré 1968 (Hargraves)

CCMP 1050 Californie, Etats-Unis Pacifique Nord Tempéré 1959 (Dodson)

CCMP 1051 Kahalulu, Hawai Pacifique Nord Tropical 1985 (York)

CCAP 1085/18

CCMP 1052 Fjord d’Olso, Norvege Atlantique Nord Froid 1978 (Syverstsen)

CCMP 1053 Portugal Atlantique Nord Tempéré 1973 (Sampyo)

CCMP 1587 Mer de Java, Indonésie  Pacifique Sud Tropical 1992 (Hargraves)

CCAP 1085/1 Mer du Nord, Atlantique Nord Tempéré 1975 (Belcher)

Angleterre

5.2. Choisir les conditions de culture

Pour éviter toute limitation due a d’autres éléments que I'azote, le milieu utilisé pour la
culture est une préparation de type f/2 (Guillard & Ryther 1962) apportant tous les éléments en
exces, dont la silice qui est nécessaire a la formation du frustule. L‘azote est ajouté au milieu de
culture sous forme de nitrate avec une concentration qui est fonction des expériences a conduire:

chémostat ou turbidostat.

L’eau de mer utilisée pour la préparation du milieu est prélevée a I'entrée de la rade de
Villefranche-sur-Mer (‘point B’, site pérenne du suivi SOMLIT, Image 2) a 2m de profondeur sur un
fond de 80m, puis filtrée sur 1uM avant d’étre stockée plusieurs semaines. Lors de la préparation des
milieux, I'eau est filtrée sur 0,22um puis autoclavée (20 min a 110°) dans des bidons de 20L en
polycarbonate (Nalgene Nunc International). Les éléments nutritifs (nitrate, silicate, métaux traces et
vitamines) sont ajoutés a I'aide d’une seringue stérile munie d’un filtre de maille 0,25um (Corning

SFCA).

1

CCMP : Pravasoli-Guillard National Center for Culture of Marine Etats-Unis.

ccmp.biogelow.org
% CCAP : Culture Collection of Algae and Protozoa, Ecosse. ccap.ac.uk

Phytoplankton,
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Image 2. Image satellite de localisation du
site de prélevement d'eau dit "point B" au
large de Villefranche-sur-Mer (Alpes-
Maritimes, France). Document
GoogleEarth.

5.3. Choisir les expériences a réaliser

L'approche choisie pour étudier I'impact du statut physiologique des cellules sur la prise
d’azote est de mesurer un certain nombre de caractéristiques chez des populations soumises a
différentes combinaisons de signaux lumineux et de régimes azotés (Tableau 3, p72). Les cultures en
mode « turbidostat » commencent sans renouvellement mais avec un milieu riche en azote. La
croissance est donc exponentielle. Une fois que la densité cellulaire atteint 10%.L™, I’équilibre est
maintenu en ajustant le taux de dilution au taux de croissance calculé pendant la phase
exponentielle. Ensuite, il est si nécessaire ajusté au taux de croissance moyen de la population
calculé sur 24h. A une concentration de 10° cellules.L™, le niveau de nitrate résiduel dans la culture
n’est pas limitant pour la croissance. En mode chemostat, le taux de dilution est fixé a une valeur
inférieure au taux de croissance maximum, ce qui conduit a un état de limitation. Le taux de
croissance s’ajuste au taux de dilution et la concentration d’azote particulaire égale la concentration
de nitrate dans le milieu de renouvellement (Cf. 1.2 page 52). Chaque expérience est conduite dans

deux bioréacteurs réplicats.

L'expérience référence « témoin » est conduite en I'absence de limitation nutritionnelle sous
un cycle lumineux diurne (12:12). Ces conditions conduisent a un taux de croissance moyen
journalier de 1,4}, valeur sur laquelle nous ajustons le taux de dilution (mode turbidostat). Au cours
des autres expériences, seules les variables for¢cantes expressément citées different de ces conditions
de référence. Les cultures sont préacclimatées sur les conditions témoin (sauf exception mentionnée)

avant I'application des conditions propres aux différentes expériences.
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Le role du statut azoté est testé dans trois expériences ou I'apport d’azote est diminué. Dans
Nlim1 et Nlim2, les taux de dilution sont fixés par l'utilisateur en dessous du taux de croissance

maximum (mode chemostat). Dans Nstarv, la culture est renouvelée par un milieu dépourvu d’azote.

Trois expériences portent sur I'effet d’'une diminution de la dose de lumiére. Dans L/imO,
Llim1 et LIim2, les doses de lumiére sont divisées respectivement par 2, 6 et 30. Les taux de dilution
sont ajustés afin d’éviter a la fois un lessivage des cultures et une limitation de la croissance par
I'azote. Il en est de méme dans pré-ML ou la dose de lumiére est diminuée d’1/8 par rapport au

témoin.

Enfin, I'effet du signal variable sur la synchronisation est étudié en modifiant le signal
lumineux dans deux expériences. Des cultures synchronisées sur un cycle lumineux diurnes sont
exposées pendant 60h sous éclairement constant dans CL (constant light). Dans ML, le nouveau
signal lumineux est une simulation des conditions ressenties dans une couche de mélange (Mixed
Layer) en idéalisant la trajectoire lagrangienne des cellules. Dans cette derniére condition, les

cultures sont préacclimatées dans les conditions de I'expérience pré-ML.

6. Imaginer un descripteur original : le signal de Mitose

Nous souhaitons étudier I'effet de la mitose sur la prise de nitrate et, pour ce faire, nous
devons la localiser a I'échelle diurne. Or, les phases G2 et M ne sont pas discernables a partir du
contenu cellulaire en ADN. Cependant, comme la seconde intervient a la fin de l'intervalle G2/M, et
sur I’hypothése d’un phénomene bref a I'échelle du cycle cellulaire, nous supposons qu’une grande
partie de la population est en mitose au moment ol le pourcentage de cellules en G1 (pG1)
commence a réaugmenter. Cette idée nous a conduits a utiliser la dérivée du pG1 pour localiser
temporellement les passages massifs en mitose au sein de la population. Nous rediscuterons de la

représentativité et de la légitimité de ce signal a la fin du manuscrit (p189).
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Tableau 3. Conditions lumineuses et nutritionnelles des différentes expériences discutées dans ce manuscrit.

Conditions

Lumiere
maximum journalier en umolquanta/m?/s
dose journaliere en molquanta/m?/j)

N\ __/\

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12
Temps (h)

800

Max =800 400
Dose=17 0

Azote

D = taux de dilution

D=1,4/j
D estajusté sur p=pmax
Sin=200umol/L

Max =800 323} /\ /\

- 0
Dose=17 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12
Temps (h)

D=0,69/j
Ws’ajuste surD (chemostat)
Sin=200umol/L

800
Max =800 402} /\ /\

D=0,5/j
us’ajuste sur D (chemostat)

Dose =17 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L
Temps (h)
800
Max =400 4°ﬂ A\ Pa D=0,9/j
Dose = 8,5 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=0 pumol/L
Temps (h)
D=0,9/]
Va0 @] o> n
) 00 06 12 18 o_l(_)emgg(h)lz 18 00 06 12 Sin=200umoI/L
800 = i
Max =120 400 D=0,5/]
Dose = 4,2 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 5|n=200um0|/|_
Temps (h)

Max =20 400

800 %
Dose=0,6 0

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12
Temps (h)

D=0,03-0,5/j
D> u
Sin=200pmol/L

800

Max =700 400 } /\ /\

Dose =15 0
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12
Temps (h)

D=1,4/j
D>
Sin=200pmol/L

2,000
Max = 2200 15
Dose =15 oo

0
06 12 18 00 06 12 18 00
Temps(h)

D=0,9/j
D> u
Sin=200umol/L

800

Max =400 200
Dose =35 0 £

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12
Temps (h)

D=2,0/j
D> u
Sin=200pmol/L
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lll. Conditionnement de l'acquisition d’azote par le cycle

cellulaire.

La prise d’azote des organismes photosynthétiques planctoniques est depuis longtemps
reliée a sa disponibilité dans le milieu, notamment par la loi de Michaelis-Menten qui fut établie en
conditions stables de nutriments. Depuis, il est reconnu qu’en dehors des conditions d’équilibre (lors
de variations d’intensité lumineuse ou de disponibilité en substrat), le statut physiologique de la
cellule conditionne également la prise d'azote. Au-dela, I'implication du cycle cellulaire sur les
processus d’acquisition d’azote a été trés peu étudiée. Toutefois, quelques indices, comme la
transcription variable du géne codant pour les transporteurs de nitrates au cours du cycle cellulaire,
suggerent un effet du cycle cellulaire sur la nutrition azotée (Hildebrand & Dahlin 2000). Par ailleurs,
la diminution de I'absorption de nitrates en fin de journée précédant sa réaugmentation quelques
heures plus tard en I'absence de lumiére (Pawlowski 2004) peut résulter de l'interférence de la
mitose sur la prise d’azote. Dans ce chapitre, nous porterons donc un regard attentif sur ce

phénoméne chez Thalassiosira weissflogii.

1. Suivi du métabolisme en conditions non limitantes

Commengons par étudier une population synchronisée sur un cycle lumineux diurne en
turbidostat, c’est a dire en conditions nutritionnelles non limitantes, nous parlerons de conditions
« témoin » (Tableau 4). Les données discutées ci-apres ont été récoltées a I'équilibre (18 jours apres
inoculation), comme en atteste |'égalité entre les moyennes journalieres du taux de division et des

taux spécifiques d’acquisition d’azote et de fixation de carbone (1,4.j").

Tableau 4. Rappel des conditions de I'expérience "témoin"

Conditions Lumiére Azote

maximum journalier en umolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)

800 D=1,4/j
. : = \ /\ =
Temoin g/loasxe_i(;o 402 L /\ D est ajusté sur p=pmax

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umol/L
Temps (h)
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1.1.Localisation des événements de mitose quotidien

1.1.1. Utilisation du dénombrement cellulaire

Dans cette expérience, la population est stable sur plusieurs jours, mais présente des
variations diurnes importantes (Figure 27). Son taux de division moyen de 1.4 j* correspond a 2
divisions quotidiennes (1,4/Ln(2)). Il est cohérent avec les valeurs reportées dans la littérature
(Nelson & Brand 1979, Chisholm & Costello 1980, Clark et al. 2002a). Au cours d’un jour, le nombre
de cellules dans le bioréacteur augmente globalement entre 15h et minuit et diminue le reste du

temps. Au cours de cette diminution, un épaulement est généralement observable en fin de nuit.

Le calcul du taux de division (Figure 27) montre qu’une forte proportion de la population se
divise entre 15h et minuit. Un ou deux événements de division de moindre importance sont
également visibles au cours de la deuxiéme partie de la nuit. Le fait que le taux de division instantané
de la population ne soit jamais nul est le signe d'une synchronisation partielle. Malgré cela, la
majeure partie de la population se divise au cours d’une période particuliere, que nous qualifierons

d’événement principal de division.

1,6e+8 4,0
1,4e+8 - _ - 3,5
— 1,2e+8 - 3,0
)
£ —
= <
¢ 1,0e+8 A 25 T
3 S
g 8,0e+7 L2,0 =
(]
b =
-g 6,0e+7 1 - 1,5 3
) ol
=4
4,0e+7 r 10
2,0e+7 - 0,5
0,0 : : : . : : : . : : : . : : : . : 0,0
17 18 19 20 21

Temps (j)

Figure 27. Dénombrement cellulaire (points = mesures, courbe = lissage) et taux de division (.j‘l) calculé au
cours de l'expérience témoin dans les deux réplicats de culture. La courbe orange rappelle le cycle lumineux
diurne. Nous noterons que les deux cultures, réplicats I'une de I'autre, présentent le méme comportement en
termes de taux de division.
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1.1.2. Utilisation du suivi du cycle cellulaire

Le pourcentage de cellules en phase G1 est maximum a minuit (autour de 75 %), diminue
jusqu’au milieu de la phase de jour, avant de réaugmenter dés la fin de la journée (Figure 28). Le
pourcentage de cellules en S n’est jamais supérieur a 5 %, si bien que les variations du pourcentage
de cellules en G2 sont globalement inverses de celles en G1. Les moyennes journalieres du
pourcentage de cellules dans les différentes phases sont de 56 % en G1, 40 % en G2/M et 4% en S.
Tout comme le taux de division instantané de la population n’est jamais nul, le pourcentage de
cellules en phases G1 et G2/M n’égale jamais zéro ou 100%, rappelant que la population n’est que

partiellement synchronisée.

Le signal de mitose montre un pic majeur en fin de journée (Figure 28). Ce pic est dédoublé
au cours du jour 18, la premiére partie est centrée en début de journée et la seconde autour de 20
heures. Ainsi, le suivi du cycle cellulaire met en évidence un événement de mitose principale de
qguelques heures centré autour de 18-20h, ce qui n’écarte pas l'occurrence asynchrone d'autres

événements mitotiques en dehors de cet intervalle.

- La superposition du taux de division et du signal de mitose permet de confirmer que
I’événement de mitose principal se situe entre la fin de la journée et le début de la nuit. Notons
que ces deux signaux sont proches, notamment le double pic au cours du jour 18 est observé

conjointement (Figure 29).
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Figure 28. Pourcentage de cellules en phase G1 et signal de mitose calculé au cours de I'expérience témoin
(temps en jour). La courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne.
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Figure 29. Superposition du taux de division (,j) et du signal de mitose calculés au cours de I'expérience
témoin (temps en jour).
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1.2.1dentification des phases d’acquisition de matiéere

1.2.1. Acquisition d’azote inorganique

La concentration en nitrates dans le bioréacteur n’est jamais limitante, elle varie de 20-
30umol.L"! en fin de journée & 100pmol.L™* au levé du jour (Figure 30). La concentration en azote
cellulaire montre une évolution opposée. Elle augmente au cours de la journée et diminue de nuit
autour d’une valeur moyenne de 130umol.L™ (Figure 31). Les deux bioréacteurs réplicats ont le

méme comportement.

La Figure 32 montre que I'acquisition d’azote a essentiellement lieu le jour. Elle débute dés le
début de I'éclairement, atteint un maximum vers 12h puis commence a diminuer jusqu’a la fin de la
phase claire. De nuit, I'acquisition d’azote se poursuit mais sa cinétique est réduite. La part nocturne

de I'acquisition ne représente que 20% des 1,7pmolN prélevés quotidiennement par la cellule.

-» La disparition des nitrates dans les cultures et 'accumulation d’azote dans les cellules

montrent que la prise d’azote a lieu essentiellement le jour.

120 6

100 A

80 1

60 1

40

20 1

Taux d'acquisition d'azote (pmol/j/cell)

Concentration en nitrates dans la cultures (umol/L)

17 18 19 20 21
Temps (j)

Figure 30. Concentration en nitrate dans le bioréacteur et taux d'acquisition d'azote associé au cours de
I’expérience témoin dans les deux réplicats de culture. La courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne.
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Figure 31. Concentration en azote cellulaire et taux d'acquisition d'azote associé au cours de I'expérience
témoin. La courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne.

Taux d'acquisition d'azote (pmol/j/cell)
w
1

17 18 19 20 21
Temps (j)

Figure 32. Taux d'acquisition d'azote calculé au cours de I'expérience témoin a partir de la concentration
nitrate dans les cultures (continue rouge) et de I'azote cellulaire (tiretée noire). Ces deux mesures
indépendantes de la prise d'azote donnent des résultats trés similaires. L’'anomalie observée au cours du jour
19 n’est du qu’a un point de mesure d’azote cellulaire. La courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne.

200*———W—\—ﬂ§-—___
150
100
50 -
0
17,0 17,5 18,0 18,5 19,0 19,5 20,0 20,5 21,0

Figure 33. Somme des différentes formes d’azote dans le bioréacteur (courbe noire pleine),
et azote cellulaire (umolIN/L) au cours de I'expérience témoin (temps en jour). La courbe

orange rappelle le cycle lumineux diurne et la courbe noire tiretée symbolise la concentration en azote dans le
milieu de renouvellement.
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Afin de s’assurer que tout I'azote introduit dans le bioréacteur sous forme de nitrate a bien
été utilisé par les microalgues, le bilan d’azote est calculé. Il est compris entre 0,95 et 1,05 sauf point
particulier. La conservation de la matiére azotée est illustrée dans la Figure 33 : la somme de I'azote
cellulaire et inorganique égale la concentration en azote du milieu de renouvellement. La quasi-
totalité de I'azote absorbé se retrouve dans le matériel particulaire, ce qui réfute 1/ une possible
excrétion d’azote sous une forme non mesurable et 2/ une possible compétition avec d’autres micro-

organismes (bactéries ou autres microalgues).

1.2.2. Fixation de carbone

La quantité de carbone par cellule augmente la journée et diminue de nuit avec un maximum
au midi solaire (14h). En conséquence, le taux de fixation de carbone est positif le jour et |égérement
négatif de nuit (Figure 34). Nous supposons que la respiration nocturne nécessaire au maintien des

fonctions vitales est responsable de la perte de 5-7% des 13pmolC fixés par jour.

-» La fixation de carbone est strictement restreinte a la période d’éclairement.
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Figure 34. Concentration en carbone cellulaire et taux de fixation de carbone au cours de I'expérience témoin.
La courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne.
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1.3. Conclusions de ces premiéres observations

Les acquisitions de carbone et d’azote se déroulent conjointement de jour et les processus

mitotiques surviennent, ensuite, en fin de journée ou de nuit (Figure ci-dessous).

60 4
50 1
40
30 1
20-\

10 + \
A

Taux de fixation de carbone (pmol.cell™*.j%)

-10 4

-20 T T T T T T T T T T T T 1
06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12

Taux d'acquisition d'azote (pmol.cell™.j") et taux de division (;j*)

Temps (h)

Figure 35. Taux d’acquisition d’azote calculé sur 'azote cellulaire (pmolN.j .cell™), taux de fixation de carbone
(pmoIC.j'l.ceII'l), taux de division (.j'l), et (umoIQuanta.m'Z.s'l) au cours de I'expérience

témoin.

Ces premiéres observations séparent temporellement la mitose des processus de croissance
somatique (acquisition d’azote et fixation de carbone). Plus particulierement, les maxima du taux
d’acquisition d’azote (en rouge) précédent ceux du taux de fixation de carbone (en bleu) de quelques
heures. Ce décalage laisse supposer un effet de la mitose sur I'acquisition d’azote mais il est hatif, a
ce stade, d’émettre quelconque hypothése. Dans la suite du chapitre, nous allons donc rechercher
avec des conditions de croissance différentes des indices qui tendraient a affirmer ou infirmer cette

premiere supposition.
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2. Suivi du métabolisme en conditions nutritionnelles ou lumineuses limitantes

2.1. Limitation par I'azote

Apres acclimatation dans les conditions de I'expérience précédente (témoin), les cultures
sont placées en mode chemostat de facon a limiter les cellules en azote. En conservant la
concentration en nitrate dans le milieu de renouvellement et la dose de lumiere, le taux de dilution

est réduit respectivement a 0,69 et 0,5 J™* dans les expériences Nlim1 et Nlim2 (détails ci-dessous).

Tableau 5. Rappel des conditions des expériences "témoin", "NIlim1" et "Nlim2".

Conditions Lumiéere Azote
maximum journalier en pmolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)
800 D=1,4/j
i . = \ /\ ’
Temoin Max =800 400 /\ D estajusté sur p=pmax
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umol/L
Temps (h)
800 _ H
. _ | /\ D=0,69/j
Nlim1 g/lax _i(;o o /\ us’ajuste sur D (chemostat)
ose= 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 [ Sjn=200umol/L
Temps (h)
800 D=0,5/j
. = \ /\ /]
NIlim2 Max =800 1 /\ us’ajuste surD (chemostat)
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 [ Sin=200umol/L
Temps (h)

2.1.1. Localisation de la phase de mitose

Dans un premier temps, la diminution du taux de dilution induit un accroissement de la
population. Quand I'azote devient limitant, un nouvel équilibre s’établit autour de 2,5.10%cellules.L™.
(Figure 36). La limitation réduit le taux de division journalier qui se stabilise respectivement autour
de 0,75 et 0,71j" dans les expériences Nlim1 et Nlim2. Dans ces nouvelles conditions, la population
ne présente plus d'oscillations diurnes aussi marquées que dans |'expérience témoin, la population
est donc fortement désynchronisée. En Nlim1, une phase de division majeure est toujours observée
en fin de journée, et une autre de méme ampleur en fin de nuit ou a l'aube. En N/im2, le taux de

division devient apériodique (Figure 36).

[ e L




Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire
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Figure 36. Nombre de cellules dans le bioréacteur et taux de division cellulaire au cours des expériences
Nlim1 (courbes continues) et Nlim2 (courbes tiretées) dans les deux réplicats de culture. La courbe orange
rappelle le cycle lumineux diurne. La fleche localise le changement de conditions de croissance.

Le signal de mitose présente en Nlim1 et Nlim2 un double pic le jour ol la limitation est
instaurée (Figure 38). Le premier a lieu en fin de journée et le deuxieme en fin de nuit. Ce
comportement est globalement reproduit au cours des deux jours suivants, avec une intensité de
plus en plus faible. L’affaiblissement du signal de mitose souligne lui-aussi I’effet désynchronisant de

la limitation en azote.

2.1.2. Localisation des phases d’acquisition de matiéere

La présence de nitrate devient indétectable dans les cultures dés les premiéeres heures de
I’expérience et le reste jusqu'a la fin. La concentration en azote cellulaire décroit au lendemain de
I'instauration de la limitation azotée pour tendre vers celle de |'azote inorganique du milieu de

renouvellement, le bilan en azote est donc vérifié.

Les deux estimations de la prise d'azote s'accordent pour mettre en évidence une diminution
du taux de 75 % en Nlim1 et 85 % en N/im2 par rapport aux conditions non limitantes (Figure 37). Les
variations du taux d’acquisition estimées d'aprés les mesures d’azote inorganique sont de plus faible
amplitude que celles estimées d'aprés les mesures d’azote cellulaires. Nous expliquons cette
différence par le fait que des variations de la concentration en substrat ont pu se produire en
dessous du niveau de détection de nos instruments de mesure (Technicon Cf. p63). Quoi qu’il en soit,
nous noterons que 1/ les variations observées ne sont plus en phase avec le cycle lumineux diurne et

2/ que les moyennes diurnes et nocturnes sont comparables (Figure 37).
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Au contraire de l'azote, la concentration en carbone cellulaire présente des variations
significatives en phase avec le cycle lumineux diurne. La fixation de carbone est toujours logiquement

restreinte a la période d’éclairement (Figure 38).

témoin ¢ Nlim1

Taux d'acquisition d'azote (pmol/j/cell)

Temps (j)

Figure 37. Taux d'acquisition d'azote calculé a partir de la concentration en nitrate dans la culture (rouge
continue) et de I'azote cellulaire (noire tiretée) au cours de I'expérience Nlim1. La courbe orange rappelle le
cycle lumineux diurne
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Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

- Quand la croissance est limitée par I'azote, le signal de mitose n’est plus en phase avec
le signal de lumieére (Figure ci-dessus). L’acquisition de carbone a toujours lieu le jour, qu’il y ait ou
non un événement principal de mitose au sein de la population. Les signaux de mitose et
d’acquisition d’azote sont en opposition de phase au cours des premiéres 24 heures de
I'expérience. Les variations relatives de ces signaux étant faibles par la suite, aucune opposition ne

peut étre mise en évidence.

2.2. Limitation par la lumiere

Nous souhaitons maintenant tester I'hypothése d’une opposition entre mitose et prise
d’azote dans le cas d’une limitation de la croissance par la lumiéere. Apres acclimatation des cultures
dans les conditions de I'expérience témoin, quatre conditions lumineuses différentes sont testées.
Les expériences LIimO et pré-ML sont conduites avec des conditions de lumiere assez proche des
conditions témoin. Nous souhaitons identifier comment une faible diminution de la dose de lumiere
modifie les observations faites en conditions témoin. Dans les expériences Llim1 et 2, nous suivons la
réponse transitoire d’'une population, acclimatée en conditions témoin, a une diminution plus sévere

de la dose de lumiére. Dans tous les cas, la croissance n'est pas limitée par l'azote.

Tableau 6. Rappel des conditions des expériences "témoin", "LIim0", "Llim1", "Llim2" et "pré-ML"

Conditions Lumiere Azote
maximum journalier en umolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)

Max =800 100 | D=1,4/)
Temoin B 400 /\ /\ D estajusté sur p=pmax
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umol/L
Temps (h)
800 D=0,9/j
. Max =400 400 !
LlimO Dose= 85 DL/\ LN D2 p
0se = o, 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 S|n=200um0|/|.
Temps (h)

800 D=0,5/j
. Max =120 400 !
>
Llim1 Dose = 4,2 OL_Q____A____ D>

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L

Temps (h)
800 D=0,03-0,5/j
. Max =20 e
Llim2 Dose=06 o D> u
! 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L
Temps (h)

D=1,4/j
Pré-ML | M0 @] N\ 0> 1.

Dose =15 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umoI/L
Temps (h)
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Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

2.2.1. Expérience pré-ML (dose de lumiére = 8/9° témoin)

Sous un éclairement inférieur d’un neuvieme a celui des conditions témoin, et toutes choses
étant égales par ailleurs, le taux de division journalier est conservé a 1,4.j".

A I'’échelle horaire, la période de jour est la phase principale d’acquisition d’azote et la phase
exclusive de fixation de carbone (Figure 39). Les cinétiques d’acquisition de ces deux éléments ne
montrent cependant pas le méme comportement. Si les deux taux présentent une évolution parallele
au cours des premiéres heures d’éclairement, le maximum de la cinétique d’acquisition d’azote
intervient vers 11h, trois heures avant celui de la fixation de carbone qui concorde avec le midi
solaire.

Or, la Figure 39 montre que le signal de mitose est positif en seconde partie de journée,

suggérant ainsi une interférence de la mitose dans les processus de d’acquisition d’azote.

2.2.2. Expérience LIimO (dose de lumiére = 1/2 témoin)

Avec une dose inférieure de moitié aux conditions témoin, le taux de division de la
population est de 0,9.j*. Notons que I’état de limitation par le carbone n’a pas été vérifié dans cette
expérience (contréle du pH non disponible).

Dans ces conditions, la succession des événements de prise de matiére et de mitose sont
conservés. Comme précédemment, la phase de fixation de carbone est limitée a la période
d’éclairement et I'acquisition d’azote a principalement lieu de jour. Nous noterons que la vitesse
d’acquisition d’azote est minimum lorsque le signal de mitose est maximum, puis réagmente en

début de nuit (Figure 40).



(;.I';1199"]owd)
2U0QJed 3p uollexly Ip xne|

800

600

400

200

40 -

30 A

20 1

10 A

-10 4

Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

Taux d’acquisition d’azote (pmol.cell™.j*)

00 06

12

18 00 06 12
Temps (h)

Signal de mitose

. .. , , . -1 -1 " .

Figure 39. Taux d’acquisition d’azote calculé sur I'azote cellulaire (pmolIN.j ".cell™"), taux de fixation de carbone
-2 -1 ;. ,

(umolQuanta.m™.s™") au cours de I'expérience pré-

-1
(pmolC.j
ML.

_|

Q

[

x

Q.

T3
3 %
o o
=
(@]

® S
=32
-—. @D
-0
NS

o

(on

o'

>

(]

800

600

400

200

.cell'l), signal de mitose, et

50

40

30 1

20

10 1

Taux d’acquisition d’azote (pmol.cell™.j*)

18

0
Temps (h)

Signal de mitose

Figure 40. Taux d’acquisition d’azote calculé sur I'azote cellulaire (pmolN.j*.cell"), taux de fixation de carbone

(pmolC.j™

.cell™), signal de mitose, et

2 1 ;. .
(umolQuanta.m™.s ") au cours de I'expérience LimO.

90



Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

2.2.3. Expérience Llim1 (dose de lumiére = 1/8° de celle du témoin)

Le taux de division moyen de la population répond a la réduction du flux de photons par une
diminution d’environ 55%, passant de 1,4 a 0,64 j’1 en deux jours. A I’échelle horaire, un évenement
majeur de division est clairement visible entre la fin de la journée et le début de la nuit aux cours des
jours suivant I'instauration des nouvelles conditions lumineuses (Figure 41). Au cours des trois jours

de suivi, le signal de mitose montre des pics en phase avec ceux du taux de division (Figure 41).
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Figure 41. Superposition du taux de division et du signal de mitose calculés au cours de I'expérience Llim1. La
courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne. Le manque de donnée a la fin du jour 2 est imputable au
changement de taux de dilution.

Le taux d’acquisition d’azote moyen a chuté de 35% et celui de carbone de 55% au cours des
deux premiers jours suivant I'instauration des nouvelles conditions lumineuse (Figure 42). Aprés 7
jours, ces taux ont chuté de 60% pour I'azote et 70% pour le carbone. Le bilan d’azote est conservé
entre 0,95 et 1,05. Au sein d’un jour, les processus d’acquisition d’azote sont presque exclusivement

restreints a la journée (Figure 42).

- Une diminution de la dose de lumiére telles qu’exercées précédemment ne provoque
pas de changement qualitatif dans la succession des événements (acquisition de matiére et mitose)
quotidiens (Figures 40, 41 et 43). Les processus d’acquisition de matiere (N et C) se déroulent au
cours de la journée et la mitose a lieu ensuite, en fin de journée ou de nuit. Cependant, le décalage
des maxima d’acquisition d’azote (vers 11-12h) et de carbone (a 14h) suggére une interférence de

I’évenement de mitose, qui a lieu dans la seconde partie de la journée.
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Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

2.2.4. Expérience Llim2 (dose de lumiere = 1/20e témoin)

La réduction du flux de photons est encore plus drastique en LIim2 qu’en Llim1 (Tableau 6).
En conséquence, le taux de division moyen chute de 1,3 2 0,6 j’1 (-60%) au jour 0, a 0,1j'1 (-95%) au
jour 1, et devient nul au jour 2 (Figure 44). Des variations sont toujours visibles au cours des
premieres 72h (Figure 44), elles localisent des phases principales de divisions a I'aube du premier
jour, et au cours de la nuit suivante (fleches Figure 44). De faibles évenements de mitose sont
identifiés par le signal éponyme, a I'laube du premier jour, entre le crépuscule et le milieu de la nuit
suivante et enfin en deuxiéme partie du jour suivant (fleches noires). Les oscillations du taux de
division et du signal de mitose ne sont pas en phase au cours du premier jour en conditions de faible

éclairement, sans doute a cause de la réponse du taux de division a I'instauration de la limitation.

Les taux d’acquisition d’azote et carbone décroissent de 80% au premier jour de limitation,
de 1,6 & 0,32pmolIN.cell™j* et de 11,3 & 2,1pmolC.cell*.j*. L’acquisition d’azote a lieu quasi

exclusivement de jour, 9/10 de I'azote étant acquis durant cette phase (Figure 43).
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Figure 44. Superposition du taux de division et du signal de mitose calculés au cours de I'expérience Llim2. La
courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne.

-» La dose de lumiére a laquelle sont exposées les cultures ne leur permet pas de maintenir
une croissance. Cependant, les observations faites au premier jour de I’expérience renforcent les
suppositions induites par les expériences précédentes. En effet, une nette diminution de la
cinétique d’acquisition d’azote est ressentie au moment de la division de la population alors que la

fixation de carbone se poursuit pendant plusieurs heures (Figure 47).
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Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

3. Suivi du métabolisme lors d’'un passage en lumiére continu

Dans les expériences précédentes conduites sous cycles lumineux diurnes, nous expliquons
une partie de la cinétique d’acquisition d’azote par la dynamique du cycle cellulaire. Cependant, nous
ne pouvons pas écarter le fait que ces variations soient dues au signal lumineux sans s’en affranchir.
C’est pourquoi nous exposons des cultures pré-acclimatées aux conditions de I'expérience témoin a
une illumination continue pendant 52h (expérience CL, pour constant light). Le changement de
régime de lumiere s'accompagne d’un doublement de la dose journaliere. Le taux de dilution est

ajusté au taux de croissance moyen journalier (Cf. tableau ci-dessous).

Tableau 7. Rappel des conditions des expériences "Témoin" et "CL".

Conditions Lumiére Azote
maximum journalier en pmolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?2/j)

800 D=1,4/j
. g = \ /\ V4]
Temoin Max =800 400 /\ D estajusté sur p=pmax
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L
Temps (h)
800 D= Z,O/j
Max =400 400
Dose =35 0 / D> u

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200pmol/L
Temps (h)

3.1.Localisation des phases de mitose

En réponse aux nouvelles conditions lumineuses, le taux de division augmente a 2,3 j* au
cours du premier jour et s’ajuste a 2,1.j"* le jour suivant, cette légére diminution étant probablement
due a l'auto-ombrage provoqué par le doublement de la biomasse algale dans le bioréacteur. A
I’échelle horaire, le taux de division augmente fortement a la fin de la premiére phase de jour
subjective’. L’événement principal de division dure plus longtemps qu’en conditions diurnes : il se
poursuit jusqu’a la fin de la premiére nuit subjective (Figure 45). Deux autres périodes de divisions
synchrones sont identifiables entre le crépuscule subjectif du deuxiéme jour et I'aube subjective du
troisieme jour. Enfin, un dernier pic de division précéde la récupération du signal diurne. Un
comportement identique a celui de I'expérience témoin est a nouveau observé deés le retour aux

conditions diurnes (Figure 45).

! « Subjectif » fait référence au déroulement d’un cycle diurne normal (LD). En CL, la nuit subjective correspond
par exemple a la période entre 20h et 8h pendant laquelle I’éclairement est nul en conditions LD.
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Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

Le comportement du signal de mitose s’apparente globalement a celui du taux de division.
Les différences résident en un premier pic plus fin que celui du taux de division, et dans un décalage

de 2h entre avec les pics observés au cours des secondes 24h (Figure 45).
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Figure 45. Superposition du taux de division et du signal de mitose calculés au cours de |'expérience CL. La
courbe orange rappelle le cycle lumineux diurne.

3.2.Localisation des phases d’acquisition de matiere

Note : Dans cette expérience, I'ajustement du taux de dilution au taux de division n'aurait pas suffit a

maintenir une concentration non limitante en nitrates. Des apports manuels ont été réalisés directement dans
. . . . B . ;. \ -1 .

les bioréacteurs afin de maintenir une concentration en substrat supérieure a 20umol.L”. Chaque ajout

engendre un artefact dans la mesure du taux d’acquisition d’azote correspondante.

Le taux d’acquisition d’azote journalier, estimé d'aprés les variations de nitrate et d'azote

|>l'j>l

particulaire, augmente de 1,7 a 2,5pmolN.cel apres l'instauration des conditions CL (Figure 46).

A I'échelle horaire, les oscillations de I'acquisition d’azote issue de la mesure de la
concentration en nitrates sont trop bruitées pour que I'on puisse en dégager un signal clair (Figure
46). Nous noterons tout de méme qu’elles enveloppent le signal calculé a partir des mesures de
I'azote cellulaire. La cinétique d’acquisition d’azote de la premiére journée subjective (jour 0) ne
différe pas de celle des conditions témoin (Figure 46). Elle chute ensuite lors du crépuscule subjectif,
alors que l'intensité lumineuse reste constante, puis reprend au cours de la deuxieme partie de la
nuit subjective. Elle traverse d’autres périodes faibles entre les crépuscule et début de nuit subjectifs
suivants (entre les jours 1 et 2) et a la fin de la derniére journée (jour 2), juste avant la récupération

du signal lumineux diurne.
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Ill. Conditionnement de I'acquisition d’azote par le cycle cellulaire

Les variations du taux de fixation de carbone sont similaires a celles obtenues en conditions
témoin au cours des 12h premieres d’illumination continue (jour 0). Ensuite, I'amplitude des

oscillations s’affaiblit et la cinétique devient apériodiques (Figure 51).

Taux d'acquisition d'azote (pmol/j/cell)

Temps (j)

Figure 46. Taux d'acquisition d'azote calculé a partir de la concentration en nitrate dans la culture (rouge
continue) et de I'azote cellulaire (noire tiretée) au cours de I'expérience CL. La courbe orange rappelle le cycle
lumineux diurne. Les absences de données sur la courbe rouge sont dues aux ajouts de nitrates dans la culture.
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-> Lors du passage en illumination continue, des oscillations du taux de division et du signal
de mitose sont toujours observées (Figure précédente). Elles localisent des événements majeurs de

mitose au sein de la population qui coincident avec des périodes de faible acquisition d’azote.

4. Effet du cycle cellulaire sur I'acquisition d’azote : conclusions

Nos expériences en lumiere limitante renforcent I'observation effectuée dans I'expérience
témoin qui soulignait que la majorité de |'azote est acquis de jour. Cependant, la cinétique
d’acquisition d’azote en deuxiéme partie de journée est altérée par I'occurrence des évenements de
mitose. Les expériences conduites avec limitation en azote ont mis en évidence que T. weissflogii
pouvait acquérir cet élément indépendamment de la présence de lumiére. Cependant, la cinétique
de prise d'azote présente toujours des oscillations diurnes. Nous les expliquons par I'avancement des
cellules dans leur cycle. Plus précisément, les périodes de prise d'azote réduite sont généralement
concomitantes avec un évenement majeur de mitose dans la population. Les expériences conduites
avec un cycle lumineux diurne suggerent donc que l'acquisition d’azote est réduite pendant les

phases de mitose, indépendamment de I'état de limitation azoté ou lumineux de la population.

Les observations effectuées lors du passage d'un cycle diurne a une illumination continue
confirment que I'abaissement de la prise d’azote en fin de journée n’est pas lié au flux de photon.
Ces résultats mettent en évidence I'implication du cycle cellulaire dans le métabolisme de I'azote

en suggérant que les processus mitotiques interrompent son acquisition.

Dans le chapitre suivant, nous allons examiner ce qui planifie le déroulement du cycle

cellulaire, et donc I'entrée en mitose des cellules.



[ s L




Chapitre IV

Comment est régulé I’'avancement du

cycle cellulaire ?

Metronome, by avo43
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IV. Régulation de I'avancement du cycle cellulaire

Le chapitre précédent a mis en évidence I'effet du cycle cellulaire sur le métabolisme de
I'azote chez Thalassiosira weissflogii, notamment par une diminution de l'acquisition d’azote en
période mitotique. L'objet de ce chapitre est d’examiner ce qui détermine la planification

quotidienne du cycle cellulaire, notamment |’horaire de la mitose.

Les conditions environnementales, via le statut physiologique de la cellule, déterminent la
vitesse d’avancement du cycle cellulaire (Cf. p38, Chisholm et al. 191986, Olson et al. 1986). D’autre
part, la division cellulaire semble associée a |'existence d'une horloge interne chez de nombreuses
espéces de microalgues (Cf. p40, Chisholm & Brand 1981). Ces deux aspects ont rarement été
abordés dans un ensemble cohérent. Le but de ce chapitre est donc de déméler les effets des

conditions environnementales et ceux d’une horloge interne, sur I'avancement du cycle cellulaire.

1. Avancement du cycle cellulaire en conditions non limitantes

Dans I'expérience témoin, la moyenne journaliére du pourcentage de cellules en G1 (pG1) est
de 56%, celle en S est de 4% et celle en G2/M de 40%. Sur 24h, les cellules sont donc majoritairement

en G1 (Figure 48).

Tableau 8. Rappel des conditions de I'expérience "témoin"

Conditions Lumiére Azote
maximum journalier en pmolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)
800 D=1,4/j
. - AN :
Temoin g/I:SXe _i(;o el /\ Destajusté sur p=pmax

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umol/L
Temps (h)

A I'échelle diurne, la population est majoritairement en G1 la nuit, et en G2/M le jour (Figure
48). Le pS augmente au cours de la nuit pour atteindre un maximum a la fin de la phase obscure,
mais il n’atteint jamais une valeur supérieure a 5%. Ce niveau constamment faible peut résulter de la
courte durée de cette phase, associée a l'incompléte synchronisation de la population. En effet, si
une phase de courte durée n’a pas lieu exactement en méme temps pour toutes les cellules, nous ne
I'identifierons pas clairement au niveau de la population. Nous pouvons reconstituer le déroulement
d’un cycle cellulaire moyen représentatif de la population synchronisée. La plupart des individus
sont en G1 en début de nuit, en S en fin de nuit ou a "aube, et en G2/M le jour. Comme détaillé

précédemment, la méthode de marquage d’ADN ne permet pas de différencier les phases G2 et M
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puisqu’il n’y a pas de variation du contenu cellulaire en ADN entre ces deux phases. Cependant, en
supposant que la phase de mitose soit de courte durée, la transition entre la phase G2/M et la phase
G1 se situe entre 16 et 23h (Figure 48). Cet intervalle ne correspond pas a la durée de la mitose pour
chaque cellule, mais a une fenétre au cours de laquelle une grande partie de la population se situe
dans cette phase. Nous pouvons noter que les deux cultures suivies simultanément et exposées aux

mémes conditions révelent des réponses trés similaires (Figure 48).
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Figure 48. Evolution du pourcentage de cellules en phase G1 (bleu), S (rose) et (vert) au cours de

I'expérience témoin. Les données des deux bioréacteurs réplicats sont représentées. Les phases G2 et M ne
sont pas discernables. Le signal lumineux diurne est indiqué en orange.

2. Effet de la disponibilité en azote, ou du quota en azote

Dans la littérature, les espéces de microalgues testées montrent communément un point de
blocage en G1 lié a la disponibilité en azote, qui se caractérise par une augmentation du pourcentage
de cellules en G1 (Olson et al 1986, Olson & Chisholm 1986, Vaulot et al. 1987). Deux hypothéses sur
ce contréle peuvent étre envisagées : soit un point de blocage entre G1 et S dont le passage dépend
du statut azoté, soit un allongement plus ou moins important de cette phase au sein duquel la

vitesse d’avancement dépend des mémes facteurs.

Dans le but de tester 'effet de I'azote sur la régulation du cycle cellulaire, deux types de
d'approches expérimentales peuvent étre envisagés en culture continue. Soit une limitation de la
croissance, par la diminution du taux de dilution (expériences Nlim). Soit une carence, par un

renouvellement de la culture avec un milieu privé de substrat azoté (expérience Nstarv).
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Tableau 9. Rappel des conditions des expériences "témoin", "Nlim1", "NIlim2" et "Nstarv"

Conditions Lumiére Azote
maximum journalier en umolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)
Max =800 400 | D=1,4/}
Temoin " 400 /\ /\ Destajusté sur p=pmax
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umol/L
Temps (h)
800 — H
. _ \ /\ /\ D=0,69/j
Nlim1 g/lax _?80 e us’ajuste sur D (chemostat)
ose= 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sjn=200umol/L
Temps (h)
800 D=0,5/j
. = \ /\ »/)
NIlim2 Max =800 a0 /\ us’ajuste sur D (chemostat)
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 [ Sin=200umol/L
Temps (h)
800
\
Max =400  “©| N D=0,9/j
NStarv Dose= 8,5 000 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin= 0 umol/L
Temps (h)

2.1. Avancement en conditions de limitation par I'azote

Les conditions des expériences Nlim sont détaillées dans le chapitre précédent (p85) et

rappelées dans le tableau ci-dessus.

Au cours du premier jour de limitation azotée, les pourcentages des cellules en G1 (pG1) et
en G2 (pG2) diminuent et augmentent respectivement de 12 points (Figure 49), de sorte que le
compartiment S (pS) ne montre pas d’évolution. La diminution du pG1 observée aprés |'instauration
de la limitation azotée est en opposition avec des résultats de la littérature (Vaulot 1994).
Cependant, le pG1 augmente ensuite pour dépasser de 10 points la valeur témoin (Figure 49) au jour
10, rejoignant les observations faites dans la littérature.

La phase du signal du pG1 et pG2 est également affectée par la limitation azotée. Alors que le
maximum du pG2 intervient durant la phase claire des jours 0 et 1, il est décalé a la fin de la nuit le
jour 10. Ce décalage suggere que le blocage en G1 du a la limitation azotée provoque un allongement

du cycle cellulaire.

103



IV. Régulation de I'avancement du cycle cellulaire

80
@
S
S AR AL
@ A
] L
2
o 60 - % v A
g A
v Tttt
[ B 2 -
£ Mha
@ VoA
2 44 vV &
@ w
©
o v r
] Y v
I v ¥
= VV Vv
o
S 20 A
g L
]
c
g
3
e 0 ”%WMIQWo“’WH”&W oooo00?® 806>\ o000 o000
T T T T
-1 0 1 2 3 10 11
Temps (j)
o 80
[)
g AD A
3 AN A
§ A A L
2
S 607 Mmoo A
8 Ay
5 A
[ : -
£ LA
@ VoA
L 40 - voaT g
@ W
© \Y4
° v v -
R, v v
] v
E vv A4V
2 20 A
& L
]
g
5
£ 0 oo 00706 00 o000 o 00%9%0%0 o0 ©—o o0 00”0 opg0 0 ®
T T T T
-1 0 1 2 3 10 11
Temps (j)

Figure 49. Evolution du pourcentage de cellules en phase G1 (bleu), S (rose) et

(vert) au cours de

I'expérience Nlim1 (en haut) et Nlim2 (en bas). Les données de I'expérience témoin sont rappelées en lignes

pointillées et marqueurs vides. Noter le saut temporel entre les jours 3 et 10. Les phases G2 et M ne sont pas

discernables. Le signal lumineux diurne est rappelé en orange pointillé.
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2.2. Avancement en conditions de carence en azote

Dans I'expérience Nstarv, une culture de Thalassiosira weissflogii non limitée (D=0,9 )
pendant 27 jours a été soumise a une carence totale en azote. Au 28° jour a 12h (jour 0 sur la figure
ci-dessous), le milieu de renouvellement est dépourvu d’azote et le taux de dilution reste inchangé.
Les nitrates résiduels dans le bioréacteur s’épuisent en quelques heures, puis le taux de division et la

densité cellulaires chutent a leur tours 24h plus tard..
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Figure 50. Evolution du nombre de cellules, du taux de division moyenné sur 24h, et de la concentration
extracellulaire en nitrates au cours de I'expérience Nstarv. La fleche symbolisme la fin de I'apport d’azote a
jO0,5. La population est auparavant en condition non limitante d’azote. Le cycle lumineux diurne est rappelé en
orange pointillé.

Au cours du premier jour sans apport d’azote, le comportement du pG1 reste inchangé par
rapport aux conditions non limitantes (Figure 51). L'évenement principal de mitose a toujours lieu en
fin de journée (Figure 51). Ensuite, le pG1 augmente jusqu’a dépasser 95%, 24h apres I'épuisement
des nitrates dans la culture. Des cycles sont encore visibles au cours des deux jours suivants, mais le
pG1 reste proche des 100% et I'amplitude des variations s’atténue. Deux évéenements de mitose sont
visibles a l'aube et au crépuscule du deuxiéme jour, comme en conditions non limitantes, a la
différence que I'événement du soir est beaucoup plus faible. Ensuite, I'occurrence des évenements

de mitose, de plus faibles intensités, ne semble plus liée au signal lumineux diurne.
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Figure 51. Evolution pourcentage de cellules en phase G1 et du signal de mitose au cours de I’expérience
Nstarv. La fleche symbolisme la fin de I'apport d’azote a j0,5. La population est auparavant en condition non
limitante d’azote. Le cycle lumineux diurne est rappelé en orange pointillé. Le cycle lumineux diurne est
rappelé en orange pointillé.

-» Ainsi, une limitation azotée semble agir différemment sur le cycle cellulaire suivant
I'échelle de temps considérée. A court terme, elle conduit a une augmentation de la proportion de
cellules en G2 et a une forte désynchronisation de la population. Quelques jours apreés, les cellules
se bloquent en G1, situation plus conforme avec les observations relevées dans la littérature. La
durée de la phase G1 s'en trouvant allongée, la durée du cycle s'accroit, semblant décaler au fil des
jours I’entrée en mitose de la population synchronisée. Enfin, une carence en azote provoque en

peu de temps le blocage des cellules dans la phase G1 de leur cycle.

3. Effet de la dose de lumiere

En plus du controle exercé par le statut nutritionnel, le cycle cellulaire de Thalassiosira
weissflogii comprend également un ou plusieurs points de blocage dépendant du statut énergétique,
c.a.d. de la dose de lumiére recue au cours des heures précédentes. L'existence d’'un point de
blocage en G1 a été démontrée chez toutes les microalgues testées et certaines especes, telles les
diatomées, en possedent un autre en G2 (Spudich & Sager 1980, Olson & Chisholm 1986, Vaulot et
al. 1986, Yee & Bartholomew 1988, Vaulot 1994, Jacquet et al. 2001). Nous nous proposons dans les
expériences suivantes de tester |'effet de la dose de lumiére, sur I'avancement du cycle cellulaire de

Thalassiosira weissflogii a court et moyen termes.
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Les expériences ont été réalisées en cultures continues non limitées par I'azote, avec un cycle
lumineux diurne, et des doses de lumiére comprises entre 0,6 a 17mo|quanta/m2.j'1 (Tableau ci-

dessous).

Tableau 10. Rappel des conditions des expériences "témoin", "Llim0", "Llim1", "Llim2" et "pré-ML"

Conditions Lumiére Azote
maximum journalier en pmolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)

Max =800 400 | D=1,4/;
Temoin - 400 /\ /\ D estajusté sur p=pmax
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umol/L
Temps (h)
800 D=0,9/j
. Max =400 400 ’
LI[mO Dose = 85 0 L/-\ N\ D2 u
0se = o, 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200pmol/L
Temps (h)

o00 D=0,5/j
0 Max =120 400
>
Llim1 Dose= 42 0 I Y

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umo|/L

Temps (h)
800 D=0,03-0,5/j
. Max =20 L e
Lllmz Dose =0,6 403 D> u
! 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L

Temps (h)

D=1,4/j

800
Pré-ML | M7 | N N D> n

Dose =15 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 Sin=200umoI/L
Temps (h)

3.1. Effet d'une réduction modérée de la dose de lumiére

Etablit & 56% en condition témoin (17molphotons.m™.j™), le pG1 journalier moyen diminue a
50% lorsque la dose de lumiére est réduite de 15% (conditions pré-ML, Figure 52 haut). Une
réduction du flux de photon plus prononcée de 35 et 80% (conditions L/imO et Llim1) n’a pas d’effet
plus marqué sur le niveau moyen des cellules dans les différentes phases du cycle (Figure 52 bas et

Figure 53 haut).

A I'échelle diurne, les variations sont conservées en phase (Figure 52 et Figure 53 haut).
Seules leurs amplitudes sont réduites de 5 a 20 points a cause de la désynchronisation partielle de la

population, provoquée par la diminution de la dose de lumiere.

Globalement, le cycle cellulaire reste donc conservé pour une gamme d’éclairement compris

entre 5 et 15molQuanta.m™j™.
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discernables. L'intensité lumineuse est indiquée en orange.

(vert) au cours de
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Figure 53. Evolution du pourcentage de cellules en phase G1 (bleu), S (rose) et (vert) au cours de
Iexpérience Llim1 (4,3molQuanta.m™.j?) en haut, et Llim2 (0,6molQuanta.m™.j?) en bas. Les données de
I’expérience témoin sont rappelées en lignes pointillées et marqueurs vides. L'intensité lumineuse est indiquée
en orange.
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3.2. Effet d'une forte diminution de la dose de lumiére

Pour une dose de lumiere trés réduite (expérience Llim2), le comportement du cycle
cellulaire est affecté. Une réduction de 95% du flux de photon (0,6molQuanta.m™.j") entraine en
deux jours une chute de 36% de la moyenne journaliére du pG1 (Figure 53 bas, page précédente). Le
pG2 augmente inversement et le pS n’est pas sensiblement modifié. Ces conditions de limitation
lumineuse n’ayant pas permis de maintenir la population durablement, nous ne pouvons garantir

gue ces observations correspondent a un état d'équilibre.

-> Ainsi, une diminution du flux de photon ne provoque pas de bouleversements majeurs
du cycle cellulaire de Thalassiosira weissflogii tant que la dose de lumiére journaliére reste
supérieure a 4molquanta.m™j™. Une diminution extréme de la dose (ici < 0,5mol.m™.j) provoque

cependant un blocage des cellules en phase G2 et I'arrét de la croissance.

4. Implication d’une horloge interne

Le fait que des limitations nutritionnelle ou énergétique provoque I'allongement d’une ou
plusieurs phases du cycle cellulaire a un impact sur sa durée globale, et donc sur le temps de
génération de la population. Cette augmentation devrait décaler I’événement de mitose de quelques

heures au fil des jours. Qu’en est-il réellement ?

4.1. Conservation du timing de la division en environnement variable

Tant que la population est synchronisée, des événements de division majeurs apparaissent.
Ils sont restreints au sein de fenétres temporelles qui perdurent au fil des jours. En effet, quelles que
soient les conditions de croissance, nos expériences montrent |'existence d'un évenement majeur
centré autour de 18-20h, et un autre de plus faible intensité est généralement visible a la fin de la
nuit (fleches Figure 54). Il importe de noter ici que la planification de la division s’avére indépendante
du temps de génération moyen de la population puisque I'entrée en mitose n’est pas retardée
lorsque celui-ci augmente. Ces intervalles sont cohérents avec I'étude de Chisholm & Costello (1980)
qui reportait deux pics majeurs de divisions par jour chez la méme espece. Nous suggérons
d’expliquer ces observations par la présence d’un oscillateur interne (non lié aux conditions
environnementales) qui rythme le cycle cellulaire en restreignant I’entrée en mitose des cellules a

ces fenétres temporelles.
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Edmunds (1966) a observé des pics de division quotidiens chez des populations dont le temps
de génération était supérieur a 1 jour. Notant que ces pics avaient toujours lieu au sein d’'une méme
fenétre temporelle, il suggéra: “There is only a limited period of the 24h circadian time [...] during
which cell division may occur, if it can occur at all”. Cette observation s’inscrit dans le concept du
"gating" (Sweeney & Hastings 58, Pittendright 1960), métaphorisant la planification de la division par
une porte dont I'ouverture serait cadencée par une horloge interne, et que les cellules franchiraient

ou non en fonction de leurs conditions physiologiques.

Notons toutefois que si de nombreux auteurs ont reliés la division cellulaire a une horloge
interne chez de nombreuses especes de microalgues (Chisholm & Brandt 1981, Goto & Johnson
1995, Brunelle et al. 2007) et méme de macroalgues (Titlyanov et al. 1996), d’autres ont mis en

évidence un controdle par le signal lumineux diurne seul (Spudich & Sager 1980, Kuwano et al. 2008).

LI TN T T TN O TR |

— témoin

— NIlim1
Llim2
CL

M signal

0 12 0 12 0 12 0 12 0
temps (heures)

Figure 54. Superposition des signaux de mitose obtenus avec des conditions différentes. Témoin : conditions
non limitantes, p=1,4.j"". Nlim : diminution de I'apport en azote (instauré au 2° jour a 10h), u=0,7-1,4.j"". Llim :
diminution de la dose de lumiére (instaurée au 2° jour a 8h), u=0,5-1,4.j". CL : passage en lumiére continue (au
2% jour a 12h), u=1,4-2,1.j ",

4.2.Conservation sous illumination continue des pics de division d’une population a

croissance ultradienne

La restriction temporelle de la division cellulaire (gating) est une extension de I'hypothese
du contrdle de la division cellulaire par une horloge interne dont I'action est communément mise en

évidence par la conservation d’oscillations diurnes du taux de division lors d’'un passage d’un
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éclairement cyclique a un régime continu (Goto & Johnson 1995, Mittag 2001). Les résultats de notre
expérience CL montrent justement que la dynamique du cycle cellulaire et du taux de division en
cycle diurne perdurent aprés un passage en lumiére continue (Figures 45 et 46 p95). Les pics du taux
de division et du signal de mitose surviennent toujours au sein des mémes fenétres temporelles,
c'est-a-dire en fin de journée et en fin de nuit. Alors que le pic de fin de journée est prédominant
dans l'expérience témoin, notons que les deux pics sont ici d’'une intensité comparable. Cette
observation peut résulter de 'augmentation du taux de division (2,1 j), qui s'accompagne d'une
augmentation du nombre de cellules se divisant au moins deux fois par jour. Notons également que,
le taux de division est toujours largement supérieur a zéro, signifiant qu’une partie des divisions se

réalise en dehors de ces deux fenétres temporelles.

La conservation des oscillations du taux de division lors du passage d'un éclairement cyclique
a un éclairement continu a largement été mise en évidence pour des populations infradiennes’
depuis les années 50 (Sweeney & Hasting 1958, Edmunds 1966, Goto & Johnson 1995). Cependant, le
cas des populations a croissance ultradienne’®, c'est-a-dire se divisant plus d’une fois par jour,
apparait plus complexe (Sweeney 1987). La fonction d’une horloge interne d’une période de 24h
chez des individus se divisant plus d’une fois au cours de cet intervalle n’est pas évidente (Suzuki &
Johnson 2001). L’absence d’horloge interne chez les procaryotes, se divisant généralement plus
d’une fois par jour, fut un dogme pendant de nombreuses années (Johnson et al. 1996). D’ailleurs,
une loi empirique, la « circadian infradian rule », établissait avant les années 1980 que le contréle
d’une horloge interne sur le cycle cellulaire ne s’exprimait que sur des populations a croissance
infradienne (Ehret & Wille 1970). Depuis, un rythme circadien a été mis en évidence, entre autre sur

la fixation d’azote de cyanobactéries (Grobbelaar et al. 1986, Chen et al. 1996).

Les eucaryotes sont supposés étre incapable de maintenir un rythme interne circadien
lorsque la croissance est ultradienne (Prezelin 1992, Suzuki & Johnson 2001). Or, nos observations
vont a I'encontre de ce postulat, puisque nous observons une conservation des oscillations du cycle
cellulaire et de I'acquisition d’azote dans I'expérience CL ou la croissance est largement ultradienne.
Nous observons également la conservation du contenu pigmentaire par unité de cellule et de volume
de culture (Figure 55 ci-dessous), ce qui est cohérent avec I'hypothese du contréle du pool
pigmentaire par une horloge interne (Ragni & Ribera d’Alcala 2007). Nos résultats suggerent donc
gu’une horloge interne peut maintenir le rythme du cycle cellulaire sur une période circadienne,

méme au sein d’une population eucaryote a croissance ultradienne.

1 . . . . o . ;. N .
population ou croissance infradienne : dont le temps de génération est supérieur a 1j.

2 . . . e . . . N .
population ou croissance ultradienne : dont le temps de génération est inférieur a 1j.
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Il faut cependant nuancer ces observations par le fait que ces oscillations n’ont été suivies
que pendant 50h en régime de lumiére continue alors que certaines espéces montrent une
conservation du rythme circadien pendant plusieurs semaines (Roenneberg & Morse 1993, Suzuki &
Johnson 2001). De plus, nous n’avons pas testé I'effet de la température sur la conservation de ces

oscillations, ce qui est I'autre caractéristique du contrdle par une horloge interne (McClung 2000).
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Figure 55. Concentration en Chla par unité de cellule (cercles et trait plein) et de volume de culture (triangles
et courbe tiretée) au cours du passage en lumiére continue (expérience CL).

4.3. Deux évéenements, deux portes, deux ouvertures ?

L'existence de deux événements majeurs de division/mitose quotidiens, séparés d’environ
12h (Figure 54), appelle différentes hypothéses. Soit il existe deux populations distinctes dont
I’'horaire d’ouverture de la porte est différent, soit deux ouvertures sont possibles au sein d’'une
unique population. Dans le cas d’une croissance infradienne, la premiére hypothése sous-entend
I'existence de deux sous-populations ayant des cycles cellulaires en opposition de phase, dont la
mitose se déroule pour I'une en fin de journée et pour I'autre en fin de nuit. La seconde hypothése
suggere |'existence d’une seule population, dont la majeure partie se divise en fin de journée.
Chaque jour, les cellules qui ne pourraient franchir la porte lors de sa premiére ouverture (car leur

statut physiologique ne le permet pas) profiteraient de la seconde pour se diviser.

Dans le cas d’une croissance ultradienne, la seconde hypothese semble plus crédible.

Prenons comme exemple I'expérience témoin ol la population se divise en moyenne deux fois par
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jour. Les deux événements quotidiens semblent alors davantage liés a une seule population se

divisant deux fois par jour.

= Ainsi, I'hypothése du "gating" est cohérente avec nos résultats a condition que le
concept soit adapté en modifiant la fréquence d’ouverture de la porte (deux fois par jour) et en

élargissant les conditions d’application (quelque soit le taux de croissance).

4.4. Comment I’horloge interne peut-elle influencer le cycle cellulaire ?

Si le contréle de la division cellulaire par une horloge interne est visible au niveau
macroscopique, son déterminisme est moléculaire. Comme expliqué en introduction (Encadré 3 p41),
I’'horloge interne est le fruit d’'une alternance auto-entretenue entre expression et répression de
génes. La preuve en est que la mutation des genes impliqués dans le rythme interne de
Chlamydomonas reinharditii provoque I’allongement de son cycle cellulaire (Goto & Johnson 1995).
L'influence d’une horloge interne sur le cycle cellulaire est envisagée sous la forme d’un contréle
temporel (Edmunds & Adams 1981, Sweeney 1982) qui peut se concevoir par une phase de « pause »
dont la sortie ne serait autorisée qu’a intervalles réguliers (Klevecz 1976). Cette hypothése serait en
mesure d'expliquer les deux pics de taux de division et de signal de mitose espacés d’environ 12h,

généralement observés dans nos résultats ( Figure 54).

5. Conclusions sur le contrdle de I’'avancement du cycle cellulaire

En conclusion, nos résultats suggerent un double contréle des conditions de croissance et
d’une horloge interne sur le déroulement du cycle cellulaire. Les conditions nutritionnelles ont un
effet différent a court et moyen terme. Dés que les cellules sont limitées, on assiste a une forte
désynchronisation de la population et a une diminution du pG1. Au contraire, quelques jours plus
tard les cellules sont partiellement (dans le cas d’une limitation) ou totalement (dans le cas d’une
carence) bloquées en phase G1. Le pG1 moyen de la population est d’ailleurs proportionnel au degré
de limitation par I'azote comme le montre la partie droite de la Figure 56. La dose de lumiére semble
avoir un effet inverse sur le déroulement de cycle cellulaire, puisqu’une forte diminution du flux de
photon provoque une diminution du pG1l moyen de la population chez Thalassiosira weissflogii
(Figure 56 gauche). Nous noterons cependant que I'effet sur le cycle cellulaire est silencieux sur une
large gamme de dose de lumiére, suggérant davantage un effet de seuil plutdét qu’un lien

proportionnel.
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Figure 56. Pourcentage de cellules en phase G1 moyenné sur 24h en fonction de la dose de lumiére (a
gauche) et de I’'apport d’azote (a droite).

Malgré I'impact des conditions de croissance sur la durée du cycle cellulaire, I’'horaire des
événements majeurs de division est conservé, suggérant |'existence d’un oscillateur indépendant.
Selon notre hypothése, les parameétres environnementaux jouent un role sur chaque cellule en
allongeant individuellement leur cycle cellulaire et I’horloge interne fixe un intervalle au cours
duquel la division est possible. Dans cet intervalle, la cellule se divise si ses conditions physiologiques
le permettent sans quoi elle attend lintervalle suivant. Cette hypothése satisfait les deux
observations, a priori opposables, de I'allongement du temps de génération (qui s’applique a chaque

cellule) et de la conservation des horaires de division (observée au niveau de la population).
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Dans quelle mesure les propriétés
individuelles peuvent avoir des

conséguences macroscopiques ?
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V. Conséquences macroscopiques des propriétés

individuelles

Nous avons défini dans le chapitre précédent que I'avancement du cycle cellulaire est
contrélé par les parametres environnementaux et par une horloge interne. Ainsi, I'entrainement du
cycle cellulaire par un signal externe fluctuant, tel que la variation diurne de lumiere ou de
disponibilité en nutriments, peut provoquer la synchronisation de la population. Par synchronisation,
nous entendons l'avancement en paralléle du cycle cellulaire de différents individus et donc
I'occurrence synchrone de la division. Nous le verrons, ce phénomene peut ne concerner qu’une
partie de la population. Dés que le cycle cellulaire d’au moins une partie de la population avance en
parallele, la synchronisation confére a la population les propriétés individuelles des cellules qui la
constituent. Ainsi, des caractéristiques individuelles telles que I'opposition entre la phase de mitose
et I'acquisition d’azote peuvent avoir des conséquences macroscopiques sur les flux de matiere au
niveau de la population. Cet impact populationnel sera d’autant plus fort que la proportion de

cellules qui procédent en mitose en méme temps est grande.

Nous avons précédemment fait I’hypothese que I'instauration de conditions défavorables a la
croissance mettait en valeur les différences interindividuelles. La capacité d’achever un cycle entre
deux « ouvertures de portes » est fonction des caractéristiques propres de chaque cellule. Nous
allons maintenant détailler I'impact d’une limitation nutritionnelle ou énergétique, et celui d’une
modification du signal lumineux, sur la synchronisation d'une population. Le degré de
synchronisation d’une population peut se quantifier en différents termes. D’une part, 'amplitude de
variation du pG1l est proportionnelle au nombre de cellules avangant en paralléle dans le cycle.
D’autre part, I'intensité des pics du taux de division ainsi que leur largeur permettent de rendre
compte de la synchronicité des événements de division dans une population. Comparons donc ces

variables en fonctions des conditions de croissance.



Chapitre V. Conséquences macroscopiques des propriétés individuelles

1. Effets d’une limitation nutritionnelle ou énergétique sur la synchronisation

1.1.

Effet d’une limitation de la croissance par I'azote

Tableau 11. Rappel des conditions des expériences "Témoin" et "Nlim1".

maximum journalier en umolquanta/m?/s
dose journaliére en molquanta/m?/j)

VAN

800
400
0

800
400
0

Conditions Lumiére
7 . M =800
Témoin Doce =17
. Max =800
thl Dose=17

VAN

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12

HVAN

Temps (h)

N\

Azote

D = taux de dilution

D=1,4/]
D estajusté sur p=pmax
Sin=200umol/L

00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12

Temps (h)

D= 0,69/j

Sin=200umol/L

us’ajuste surD (chemostat)

Reprenons les données des expériences Nlim dans lesquelles la diminution du taux de
dilution a causé une limitation de la croissance par I'azote (Tableau 11). Nous avons suivi le nombre

de cellules et donc le taux de division pendant 15 jours aprés l'instauration des nouvelles conditions

(Figure 57).
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Figure 57. Nombre de cellules (en noir, points = mesures, courbe = lissage) et taux de division (en rouge) au
cours de I'expérience Nlim1. La fleche symbolisme la diminution du taux de dilution de 1,4.j" 2 0,69.*  (j0,2).
Les trous de données sont dus a des défaillances techniques. Les données étant trés bruitées, les paramétres
de lissage choisis ne permettre d’identifier qu’un pic par jour. Chaque trait vertical symbolise minuit.
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16
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1.1.1. Effet a court terme

Des linstauration des nouvelles conditions, le comportement du taux de division cesse de
présenter le pic majeur de fin de journée. Le signal de dénombrement cellulaire est tres bruité et ne
permet plus d’identifier des événements de divisions synchrones (Figure 57). Le signal de mitose
permet encore d’identifier a 'aube et au crépuscule des événements de mitose au niveau de la
population (Figure 57) mais ceux-ci sont toutefois de faible intensité. L’amplitude de variation du pG1
tombe a 15-20 points au cours des deux premiers jours de limitation (Figure 60). La population est
donc fortement désynchronisée par I'instauration de la limitation en azote.

La désynchronisation d’une population quand les conditions deviennent défavorables peut
s’expliquer a travers I’hypothése de la variabilité inter-individuelle. En fonction de leurs
caractéristiques propres, les cellules arrivent plus ou moins a s’acclimater aux conditions

défavorables et in fine a compléter ou non un cycle au cours d’une période circadienne.

1.1.2. Effet a moyen terme
Le signal de dénombrement cellulaire devient moins bruité aprés 6 jours en conditions
limitantes (Figure 57). Au-dela, un pic du taux de division est a nouveau visible chaque jour mais la
phase est décalée par rapport aux conditions témoin. Le maximum est localisé en deuxieme partie de
nuit, entre 00h et I'aube. Ces résultats mettent en évidence la possible resynchronisation, au moins
partielle, d’une population en conditions défavorables a la croissance. Le suivi du cycle cellulaire au
jour 10 confirme la partielle resynchronisation puisque I'amplitude de variation du pG1 sur 24h

remonte a 25-30 points (Figure 60).

Ce résultat peut étre analysé a la lumiere des hypothéses formulées dans le chapitre
précédent, a savoir que I'avancement du cycle cellulaire est contrélé a la fois par les conditions de
croissance et par une horloge interne. Nous avions identifié que ce rythme circadien limitait la division
au sein de deux fenétres temporelles (des « portes ») en fin de journée et fin de nuit. Ici, les conditions
de croissance défavorables retardent I'avancement du cycle cellulaire de chaque individu. Au niveau
macroscopique, le statut nutritionnel de la majorité des cellules ne permet pas d’entrer en mitose lors
de la premiére « ouverture de porte » (en fin de journée), celles-ci doivent attendre la seconde pour se

diviser (en fin de nuit).
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1.1.3. Comportement apreés la levée de la limitation
Nous avons également suivi le comportement du taux de division au cours de la levée de la
limitation, déclenchée par I'ajout de nitrates dans la culture puis le retour aux conditions témoin. La
Figure 58 met en évidence une resynchronisation immédiate de la population dés le retour en
conditions favorables (jour 2). Le taux de division reprend sa phase originelle des le premier jour du
retour en condition témoin : le maximum du pic majeur se replace en fin de journée. Un deuxiéme
pic localisé en fin de nuit réapparait au 3° jour des conditions témoin (jour 5). Ces résultats montrent

gue la resynchronisation de la population sur un changement favorable est immédiate.
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Figure 58. Nombre de cellules (en noir, points = mesures, courbe = lissage) et taux de division (en rouge) lors
du retour aux conditions témoin en fin d'expérience Nlim1. La fleche symbolisme la réaugmentation du taux
de dilution de O,69.j'1 a 1,4.j'1 aj2,5. Chaque trait vertical symbolise minuit.

1.2. Effet d’'une limitation de la croissance par la lumiere

Les conditions de I'expérience Llim1 (Tableau 12) sont particulierement intéressantes pour
suivre I'effet d’'une limitation par la lumiere sur la synchronisation, car la diminution du flux de
photons engendre une modification de la dynamique de division tout en permettant la poursuite de
la croissance (Figure 59).

Dans la phase d’acclimatation en conditions témoin (jusqu’au jour 0), le taux de division
présente un pic mineur en fin de nuit et un pic majeur en fin de journée (Figure 59). Au premier jour
des nouvelles conditions de lumiére (jour 0), le pic de fin de journée est fortement diminué. Par la
suite, la phase du signal n’est pas modifiée mais les deux pics journaliers sont d’intensités

comparables.
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Tableau 12. Rappel des conditions des expériences "témoin" et "Llim1"

Lumiere

maximum journalier en umolquanta/m?/s
dose journaliére en molquanta/m?/j)

Azote

D = taux de dilution

Max =800 00| D=1,4/3
Témoin - 400 | /\ /\ D est ajusté sur p=pmax
Dose =17 0 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L
Temps (h)
800 D=0,5/j
. Max =120 00 '
Llim1 - 0 L—m D2 u
Dose = 4,2 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L
Temps (h)

La diminution de la dose de lumiére modifie donc I’équilibre des proportions de la

population se divisant lors des deux « ouvertures de portes ». En conditions témoin, la majorité de

la population procéde en mitose lors de I'’événement de fin de journée (Cf. p78) alors que dans ces

conditions de plus faible dose de lumiere, la part des cellules se divisant au cours des deux

évenements est comparable (Figure 59).

témoin ¢ Llim1

1,4e+8

1,2e+8
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-2

1 2 3 4
temps (j)

3,0

2,5

2,0
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0,5

0,0

taux de division (/j)

Figure 59. Nombre de cellules (en noir, points = mesures, courbe = lissage) et taux de division (en rouge) lors
de I'expérience Llim1. La fleche symbolisme la diminution du flux de photons (jour 0). Une diminution du taux
de dilution de 1,4.j" 3 1,0.j" a lieu 3 j0,7 et une seconde 3 0,5.j" a lieu & j1,4. Chaque trait vertical symbolise

minuit.

Le suivi du cycle cellulaire confirme la diminution du degré de synchronisation de la

population (Figure 60). Mais contrairement aux observations faites a partir du taux de division, il ne
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met pas en évidence de changement dans la phase du signal entre les jours 0 et 2 (Figure 59). La
divergence observée entre les deux approches peut provenir du fait qu’elles sont obtenues a partir
de mesures de types tres différents. Momentanément, les changements de structure au sein de la

population ne doivent pas étre perceptibles de la méme fagon par ces deux techniques.

50

40

30

20

10 +

Amplitude de variation du %G1 dans la journée

temoin  Nlim1 (j2) Nlim1 (j10) Nlim2 (j2) Nlim2 (j20)Nstarv (j2) Llim0 (j10) Llim1 (j2) Llim2 (j2)

Figure 60. Amplitude diurne de la variation du pourcentage de cellules en phase G1 dans les différentes
expériences. Témoin : conditions non limitante ; Nlim1 et 2 : limitation par I'azote ; Nstarv : carence en azote ;
Llim1 et 2 : limitation par la lumiére ; j2, j10 : au 2%, 10° jour des conditions limitantes.

-> Ainsi, une modification de la disponibilité en azote ou en lumiére entraine une double
modification de la synchronisation de la population. D’une part, le degré de synchronisation est
affecté. Cet effet peut n’étre que temporaire puisqu’une resynchronisation est perceptible apres
10 jours de limitation par I’azote (Figure ci-dessus). D’autre part, ces limitations modifient le timing
de la division au sein de la population synchronisée. Les deux fenétres temporelles localisées dans
le chapitre précédent (fin de nuit et fin de journée) sont conservées mais le rapport de cellules
procédant en mitose dans chaque intervalle change en fonction des conditions. Une limitation de
la croissance par I'azote dans I’expérience Nlim1 cause un basculement général vers la fenétre de
la fin de nuit (Figure 57) alors qu’une limitation par la lumiére dans I'expérience Llim1 provoque

une répartition homogéne de la division au sein de ces deux intervalles (Figure 59).
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2. Effet d’'une modification du signal lumineux sur la synchronisation

Dans l'océan, les conditions ressenties par une microalgue sont fortement variables car elles
dépendent a la fois de la variation des ressources dans le temps et |'espace et de la trajectoire de la
cellule dans cet espace au cours du temps. Dans une couche de mélange, il faut ainsi prendre en
compte le déplacement des microalgues dans la colonne d’eau. La couche de mélange (Mixed layer)
est la partie supérieure de la colonne d’eau, homogénéisée par d’actives turbulences produites par le
vent ou la convection océanique (Mupparapu & Brown 2002). La matiere dissoute et les petites
particules telles que les microalgues sont entrainées par ces turbulences a travers toute la
profondeur de la couche de mélange. Plus elle sera profonde et plus les cellules phytoplanctoniques

seront soumises a des périodes de faible éclairement.

Une facon simplifiée de représenter ces conditions est d’ajouter, au cycle lumineux diurne de
surface, une fréquence propre a la couche de mélange. Celle-ci dépend de sa profondeur et de la
vitesse moyenne des particules a I'intérieur, et ces paramétres dépendent eux méme des conditions
environnementales (p. ex. la vitesse du vent). Nous avons choisi de représenter de facon
lagrangienne les conditions de croissance s’appliquant a une cellule type au sein d’'une couche de
mélange. En d’autre terme, nous avons reconstitué au laboratoire le signal lumineux auquel cette
cellule type a pu étre exposée au cours de son trajet dans la colonne d’eau. Nous avons choisi
arbitrairement de représenter les conditions qui s’appliqueraient a une cellule faisant 6 fois par jour
le trajet entre la surface et le fond d’une couche de mélange plus profonde que la couche
euphotique. En conséquence, le signal choisi expose la population a de fortes variations d’intensité
lumineuse diurnes (Tableau 13 page suivante). Nous avons testé |'effet de ce signal sur une
population acclimatée a un cycle lumineux diurne classique (12:12) en conservant la méme dose de
lumiere dans les deux conditions. La phase de simulation des conditions de couche de mélange est

appelée « ML » (pour « Mixed-layer ») et la phase d’acclimatation est appelée « pré-ML ».
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Tableau 13. Rappel des conditions des expériences "Témoin", "pré-ML" et "ML"

maximum journalier en pmolquanta/m?/s
dose journaliére en molquanta/m?/j)

Azote

D = taux de dilution

800 = j
Max =800 400 ‘ /\ /\ D 114/-1 4 -
Dose = 17 . D estajusté sur p=pmax
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 | Sin=200umol/L
Temps (h)
800 D= 1,4/1
. Max =700
Pré-ML e el AN\ 0> W
Dose=15 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 5|n=200|_1mo|/L
Temps (h)
2,000 .
Max = 2200 150 D=0/
Dose =15 &0 P> u
400 Sin=200umol/L

06 12 18 00 06 12 18 00
Temps(h)

2.1. Impact sur la croissance au niveau individuel

A dose constante, le changement du signal de lumiére provoque une diminution du taux de
division moyenné sur 24h de 1,40.j" en situation pré-ML a 1,05 en condition ML (Figure 61). Cette
diminution d’environ un tiers est a relier au morcellement et a la réduction de la période éclairée. De

plus, les microalgues sont acclimatées & un flux maximum de photons de 700umol.m™.s™? en

condition pré-ML, or cette

photosynthétique des cellules n’est pas préparé a recevoir et utiliser ces intensités, ce qui diminue le

intensité triple au midi

rendement énergétique (Long et al. 1994).

solaire en condition ML.

126



Chapitre V. Conséquences macroscopiques des propriétés individuelles

2,2e+8 2,5
2,0e+8
g 1,8e+8 - 20
<9
2 1,6e+8 - _
© =
(9]
el c
o 1,4e+8 A ‘g
= 2
E =
2 1,2e+8 3
B
©
1,0e+8 -
Y = 1500
o~ 8,0e+7 -
c £
g E 1000
25 6,0e+7 -
2o
é ; 0 -4,0e+7 T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7

temps (j)

Figure 61. Nombre de cellules (en noir, points = mesures, courbe = lissage), taux de division (en rouge) et
(en orange) en conditions pré-ML et ML. Le taux de dilution est abaissé de 1,4.j'1 a 0,96.j'1 ajl,6.
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Figure 62. Pourcentage de cellules en phase G1 (en noir, points = mesures, courbe = lissage), signal de mitose
(en rouge) et (en orange) au 3° jour en conditions ML.
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2.2. Impact sur la synchronisation

La modification du signal de lumiere étant défavorable a la croissance des microalgues, elle
fait apparaitre des différences interindividuelles masquées en conditions pré-ML. En effet, comme
dans le cas d’une diminution de la dose de lumiéere ou de I'apport d’azote, le temps nécessaire pour
boucler un cycle dépend des caractéristiques métaboliques individuelles, rendant chaque cellule plus
ou moins compétitive par rapport aux autres. En conséquence, la population est fortement
désynchronisée, comme en atteste le signal bruité du taux de division (Figure 61) et les faibles
variations du pG1. Elles sont de 45 points dans les conditions de I'expérience témoin, de 15pts au 3°

jour de I'expérience ML puis ne sont plus perceptibles au dela (Figure 62).

2.3. Impact sur les flux de matiére a I’échelle de la population

En conditions pré-ML au jour -1, le taux d’acquisition d’azote est fortement asymétrique par
rapport au signal de lumiére (Figure 64). Au contraire, la cinétique de fixation de carbone est
identique a celle du flux de photons (Figure 63). L’éveénement majeur de mitose ayant lieu en fin
d’aprés midi au niveau de la population (Figure 62), et notre hypothese selon laquelle une cellule
n’acquiert pas d’azote au cours de cette phase, expliquent la diminution anticipée du flux d’azote

observée au niveau de la population (Figure 64).

En conditions ML entre les jours 5 et 6, les taux d’acquisition d’azote et de fixation de
carbone sont fortement corrélés entre eux et au flux de photons (Figure 64). La population étant
asynchrone, il n’y a plus d’événement synchrone de mitose. Cela ne remet pas en cause I’hypothése
opposant mitose et acquisition d’azote, mais signifie que cette opposition s’applique
individuellement a chaque cellule, et qu’elle n’a plus d’effet macroscopique lorsque la population
est asynchrone. En conséquence, les contenus en composés dérivés du carbone et de I'azote, tels
que la Chla, les protéines et les glucides, fluctuent eux aussi en phase avec le flux de photons (Figure

65).
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Figure 63. Concentration en carbone cellulaire (en noir, points = mesures, courbe = lissage), taux de fixation
de carbone (en rouge) et (en orange) en conditions pré-ML et ML. Noter le saut temporel entre
les jours 0 et 5.
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Figure 64. Concentration en azote cellulaire (en noir, points = mesures, courbe = lissage), taux d’acquisition
d’azote (en rouge) et (en orange) en conditions pré-ML et ML. Noter le saut temporel entre les
jours O et 5.
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Figure 65. Quotas cellulaires en chlorophylle a (en vert), protéines (en bleu) et glucides (en rouge) et
(en orange) en conditions pré-ML et ML. Noter le saut temporel entre les jours 0 et 5.

3. Quelles sont les conséquences macroscopigues de la synchronisation ?

L’effet individuel du passage en mitose sur I’acquisition d’azote est donc plus ou moins
ressenti au niveau de la population en fonction de la proportion de la population qui procéde
ensemble dans cette phase.

Dans ce contexte, une limitation en azote affecte négativement le degré de synchronisation
de la population. Les évenements de division sont répartis sur plusieurs intervalles quotidiens, ce qui
modere leur effet sur la population.

Un changement du signal synchronisateur, ici la lumiére, peut étre a I'origine d’une compléete
désynchronisation. Dans notre expérience ML, les oscillations a hautes fréquences de l'intensité
lumineuse neutralisent I'effet du cycle cellulaire sur les flux d’azote de la population, puisque chaque
cellule avance dans son cycle de fagon asynchrone. Les flux globaux sont donc uniqguement liés a
court et moyen termes aux conditions énergétiques et nutritionnelles (Figure 63 a Figure 65, Cf.
chapitre suivant). Cette globale désynchronisation est contradictoire avec I’"hypothése du gating (Cf.
chapitre précédent). L’oscillateur interne responsable de la restriction temporelle de la division
semble neutralisé par un signal lumineux variable a haute fréquence.

Les résultats de I'expérience ML remettent donc en question la validité dans le milieu marin
des hypotheses issues d’expériences réalisées sous cycle lumineux diurne. Pourtant, d’autres
expériences simulant des conditions variables de lumiéres ont montré la persistance d’une

syncrhonisation (Edmunds & Funch 1969). Pour expliquer ces différences, la fréquence du signal
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lumineux semble étre particulierement importante (Kroon et al. 1992). Reprenons |'expérience
similaire de Pawlowski (Cf. p38) conduite sur la méme souche que celle utilisée dans nos travaux
mais avec une fréquence des oscillations lumineuses nettement inférieure (0,3.j’") a la notre (6.j7).
Dans ces conditions ou I'éclairement est dispensé pendant environ une journée tous les trois jours,
les divisions se font de maniere synchrones aprés une dizaine d’heures d’éclairement, et le
lendemain en fin de journée subjective. Notre hypothése est que lorsque de longues périodes
d’obscurités encadrent des périodes de jour, tous les cycles se bloquent au niveau du point de
blocage sur la lumiére. Le corollaire est que I'effet de la variabilité interindividuelle apparait quand la
fréquence des oscillations augmente. Notons que la fréquence utilisée dans notre expérience
correspond & un ordre de grandeur de 1cm.s™ en vitesse verticale. Cette valeur est cohérente en
milieu naturel (Louis Prieur, comm. pers. 2009), et dix fois supérieure a celle des conditions de

Pawlowski.

-> Ainsi, une diminution de la disponibilité en lumiére et nutriment ou une dégradation du
signal lumineux diurne sont autant de conditions défavorables a la croissance qui mettent a jour
des différences individuelles en induisant une désynchronisation de la population. Dans la majorité
des cas testés, une partie variable des cellules continue toutefois de croitre selon un rythme
synchrone, prétant ainsi a l'effet individuel du passage en mitose des conséquences

macroscopiques plus ou moins marquées.
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VI. Intégration des effets du cycle cellulaire et du statut

physiologique

Dans la littérature, la variation diurne de la prise d’azote est généralement expliquée par des
considérations d’ordres nutritionnel et énergétique (détails p34). Mais, selon I'hypothése formulée
dans le chapitre lll, la mitose interrompt la prise d’azote au niveau cellulaire, et selon celle du
chapitre V, cette interruption est relayée au niveau de la population en fonction de son degré de
synchronisation. Ce chapitre a maintenant pour but de comprendre comment les propriétés induites
par I'existence d’un cycle cellulaire et celles inhérentes au statut physiologique se conjuguent pour
moduler la prise d’azote macroscopique. Nous allons détailler les effets a court et moyen termes du
statut physiologique et identifier de possibles anomalies dues a I'impact de la mitose. Les conditions

des différentes expériences discutées dans ce chapitre sont détaillées p72.

1. Effet de I’état énergétique

1.1. Echelle horaire

Dans nos expériences, la fixation de carbone est une fonction linéaire de lintensité
lumineuse instantanée (Figure 66 page suivante), sauf sous faible éclairement (expériences Llim) ou
la relation n’est pas significative (pvalue > 0,05). En conditions non limitantes d’azote, chaque cellule
fixe a chaque seconde environ 0,58fmolC par pmole de photons recue sur 1m2. Quand la croissance
est limitée par I'azote, ce taux tombe a 0,34 (calculé a partir des pentes de la régression). Au-dela de

800umolquanta.m™.s™, le lien s’inverse avec une pente plus faible.

L'effet direct et immédiat de la lumiere sur le métabolisme de |'azote se manifeste
clairement dans I'expérience ML, qui simulent de facon lagrangienne les conditions lumineuses
ressenties par une cellule type dans une couche de mélange. L’acquisition d’azote, tout comme la
fixation de carbone, suit les variations temporelles du flux de photons (Figure 63 et Figure 64 p129).
Une analyse de cross-corrélation entre ces différents signaux confirme I'évolution parallele. Pourtant,
le lien linéaire entre le flux de photons et I'acquisition d’azote n’est significatif que dans les
expériences témoin et ML (Figure 67). La pente de cette relation est positive jusqu’a environ
800umolquanta.m™.s™, puis devient nulle ou négative au-dela. La relation peut étre représentée
aussi bien par deux segments linéaires que par une fonction de Michaelis-Menten. Cependant, les

coefficients de détermination (r?) sont inférieurs a ceux calculés pour la fixation de carbone. En



détaillant les résultats de |'expérience témoin, une hystérésis diurne est visible dans le mode
d’acquisition de I'azote (Figure 69). Ce phénomene est le signe qu’un facteur différent de I'intensité
lumineuse peut affecter la prise d’azote, notamment dans la deuxiéeme partie de la journée. Le fait
que les points se trouvant sous la droite de corrélation correspondent a des mesures réalisées lors du
passage massif de la population en M corrobore notre hypothése que mitose et prise d’azote sont

mutuellement exclusives. Nous noterons que ce phénomene n’est pas visible sur la fixation de

carbone (Figure 68).

De nuit, I'acquisition d’azote peut étre reliée au contenu en sucres par cellules mais le
coefficient de détermination obtenu est encore plus faible que précédemment. Une nouvelle fois, les

points les plus bas correspondent a des mesures effectuées alors que le signal de mitose est positif

(Figure 70).
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Taux de fixation de carbone (pmol/j/cell)

Figure 66. Relations linéaires entre le taux de fixation de carbone et l'intensité lumineuse instantanée dans
les expériences témoin (vert, linéaire r?=0,93), Nlim1 (bleu, linéaire r>=0,62) et ML (rouge, linéaire 2 segments

r’=0.69).
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Figure 67. Relations linéaires et de Michaelis-Menten (MM) entre le taux d’acquisition d’azote et l'intensité
lumineuse instantanée dans les expériences témoin (bleu, linéaire r>=0,78, MM r?=0,80) et ML (vert, linéaire 2

segments r?=0,59, MM r?=0,56).
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Figure 68. Corrélation entre le taux de
fixation de carbone et l'intensité
lumineuse sur 2,5 cycles lumineux
diurnes en conditions témoin.

r?=0,93, pvalue < 0,05

Les points marqués correspondent a un
signal de mitose positif

Figure 69. Corrélation entre le taux
d'acquisition d'azote et l'intensité
lumineuse sur 2,5 cycles lumineux
diurnes en conditions témoin.

r?=0,78, pvalue < 0,05

Les points marqués correspondent a un
signal de mitose positif

Figure 70. Corrélation entre le taux
d’acquisition d’azote et le contenu
cellulaire en sucres de nuit dans les
expériences témoin et Nlim.

r?=0,37, pvalue < 0,05.

Les points marqués correspondent a un
signal de mitose positif
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1.2. Echelle diurne

Quand la croissance n’est pas limitée par |'azote, son acquisition a lieu essentiellement le
jour. Cependant, le rapport entre les taux d’acquisition diurne et nocturne varie en fonction de la
dose de lumiére regue : la part nocturne est plus élevée dans les expériences témoin et pré-ML
(Figure 71A), alors que la dose de lumiere limitée des expériences Llim a conduit a réduire la
proportion nocturne. Ces observations traduisent le fait que la part nocturne de I'acquisition d’azote
requiert de I'énergie. Celle-ci peut provenir du catabolisme des glucides (Figure 71B), dont la teneur

intracellulaire en fin de journée dépend elle-méme de la dose de lumiere (Figure 71C, Vanlerberghe

et al. 1992, Cf. détails p29).
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Figure 71.

Rapports entre I’acquisition d’azote nocturne et
diurne en fonction des conditions de croissance.

Rapport entre I'acquisition d’azote nocturne et
diurne en fonction du contenu cellulaire en
carbohydrates.

Contenu cellulaire en carbohydrates moyenné
sur 24h en fonction des conditions de
croissance.
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1.3.Moyen terme

A une échelle de temps supérieure a un jour, les taux d’acquisition d’azote et de carbone
sont déterminés par la dose de lumiéere recue par les cellules, comme le montre la Figure 72. Le taux
de division suit la méme évolution, permettant une conservation relative des contenus en carbone et

azote (Figure 72, courbe noire).
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Figure 72. Taux de division et d'acquisition d'azote dans les différentes expériences conduites sans limitation
en azote. Données moyennées sur 24h. Les doses inférieures a 20mo|.j'1.m'2 sont réparties en cycles lumineux
diurnes, la dose maximale correspond a un éclairement continu. Les courbes représentent des fonctions de
Michaelis-Menten. La courbe tiretée ne prend pas en compte le point mesuré en lumiere continue.

2. Effet de I’état nutritionnel

2.1. Echelle horaire

A cause de cinétiques d’acquisition différentes entre le carbone et |'azote, le rapport N/C
varie au cours d’un jour. Il diminue le jour puisque le carbone est acquis plus rapidement que I'azote,
et augmente la nuit puisque seul I'azote est acquis (Figure 73). Nous noterons que la valeur moyenne

observée (0,145) est proche du rapport de Redfield (0,15).
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Figure 73. Evolution du ratio N/C (mol/mol) au cours de I'expérience témoin.

La question est de savoir si I'évolution du rapport N/C a un impact sur I'acquisition d’azote.
Quand I'azote est en exces, le rapport N/C semble avoir un impact différent entre le jour et la nuit
(Figure 74). Le jour, I'acquisition d’azote est positivement corrélée au quota en azote jusqu’a une
valeur du rapport N/C d’environ 0,14. Au-dela, la relation s’inverse. La nuit, la relation est négative et
suit une exponentielle décroissante. La prise en compte de la dimension temporelle permet de
comprendre que ces relations s’inscrivent dans un cycle diurne (Figure 74 et Figure 76). A la fin de la
nuit, le quota en azote est maximum. Il commence a décroitre dés le début de la phase éclairée
puisque la photosynthése et la fixation de carbone reprennent. Parallelement, le retour de la lumiére
stimule I'acquisition d’azote. Dans la seconde partie de la journée, la diminution du flux de photon
entraine une diminution de I'acquisition d’azote (et de carbone), mais le rapport N/C continue de
baisser car la cinétique d’acquisition d’azote est toujours plus faible que celle du carbone. Ainsi, le
moteur principal de la dynamique d’acquisition d’azote sur 24h semble étre, non pas le statut

nutritionnel de la cellule, mais le flux de photons (Figure 74 et Figure 76).

En situation de limitation azotée, [I'acquisition d’azote est corrélée négativement avec le
rapport N/C, de jour comme de nuit (Figure 75). L'influence du cycle lumineux diurne n’apparait plus
dans la relation entre I'acquisition d’azote et le rapport N/C. Dans ce cas, le statut nutritionnel de la
cellule est le principal moteur de I'acquisition d’azote, inversement proportionnelle a I'écart séparant

le rapport N/C de sa valeur maximum.
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taux d'acquisition d'azote (pmol/j/cell)
w

0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20
N/C
Figure 74. Evolution de l'acquisition d'azote en fonction du quota N/C dans I'expérience témoin de jour
(jaune, mesures et polynéme cubique) et de nuit (gris, mesures et fonction exponentielle décroissante).
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Figure 75. Evolution de Il'acquisition d'azote en fonction du quota N/C dans I'expérience témoin de jour
(jaune) et de nuit (gris). La régression linéaire est calculée sur I'ensemble des mesures (r?=0.32).

141



Chapitre VI. VI.Comment s’intégre les effets du cycle cellulaire et du statut physiologique sur la prise d’azote ?

Taux d'acquisition d'azote (pmol/cell/j)

Figure 76. Evolution de I'acquisition d'azote en fonction du temps et du rapport N/C au cours de I'expérience
témoin.

2.2. Echelle diurne et moyen terme

La Figure 71A (p138) montre que I'acquisition d’azote est comparable de nuit comme de jour
chez des cellules dont la croissance est limitée par I'azote (rapport nuit/jour = 1), alors que la part
nocturne est faible, voire marginale dans les autres cas. Ce constat est cohérent avec celui établi par
Clark et al. (2002a) selon lequel la part nocturne de I'acquisition d’azote n’est significative que dans
un environnement limitant en azote. Il est également cohérent avec le fait que le contenu cellulaire
en glucides est maximal quand l'azote est limitant (Figure 71C). Notre hypothése est qu’une

limitation en azote, et donc un faible quota N/C a I’échelle diurne, favorise la production de réserves

énergétiques qui seront utilisées la nuit afin de poursuivre I'acquisition de nitrates.
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A une échelle de temps supérieure a un jour, l'acquisition d’azote par cellule est
proportionnelle a la quantité d’azote apportée dans le milieu (Figure 77). Les taux de fixation de
carbone et de division suivent globalement la méme tendance, permettant de maintenir

approximativement les contenus cellulaires en carbone et azote.
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Figure 77. Taux d'acquisition d'azote, de fixation de carbone et de division en fonction de l'apport d'azote
(expériences témoin, Nlim1 et Nlim2). Données moyennées sur chaque expérience.

-> Ainsi, les statuts nutritionnel et énergétique sont les moteurs principaux de I'acquisition
d’azote a court et moyen termes. En dehors d’une limitation azotée, la majeure partie de I’azote
est acquise de jour et sa cinétique est liée a l'intensité lumineuse instantanée. Cependant, la
mitose interfére a I’échelle horaire, comme le montre la non linéarité entre acquisition d’azote et
lumieére lorsqu’une proportion significative de la population est en mitose. La nuit, I'acquisition
d’azote est fonction du quota en sucres, et cette relation est également affectée quand le signal de

mitose est positif.

Quand l'azote est limitant, sa cinétique d’acquisition est comparable de jour comme de
nuit, et est inversement proportionnelle au rapport N/C. L'effet de la mitose n’a pas été observé

car la population est faiblement synchronisée.
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VIl. Prise en compte du cycle cellulaire dans Ila

modélisation de la croissance phytoplanctonique

1. Modéliser la croissance phytoplanctonique

1.1.La modélisation mathématique de systémes biologiques

Un modele mathématique est une idéalisation de la réalité a des fins descriptives pour
comprendre des processus, ou prédictives pour anticiper I'évolution d’un systéme. Un modele doit
partager certaines ressemblances avec le systéme réel tout en le simplifiant. Il résulte du choix d’un
niveau de complexité et d’'une échelle de représentation (cellule, organisme, population, groupes

fonctionnels...) qui fixe le niveau de détail et I’échelle temporelle des processus.

Les modeles de population ou d’écosystémes peuvent se baser sur I'analyse des flux entre
compartiments fonctionnels. Cette technique permet de suivre I’évolution globale d’une population
ou d’un groupe fonctionnel. Au contraire de ces modéles qui ne décrivent que des évolutions
globales, la représentation basée sur I'individu (‘IBM’, pour ‘individual based modeling’) permet de
rendre compte des comportements interactifs entre individus. Elle est cependant couteuse en temps
de calcul et plus difficile a valider (Coquillard & Hill 1997). En effet, la validation fine d’'un modele IBM

requiert des observations a I’échelle de la cellule, ce qui s’avere difficile dans le cas des microalgues.

1.2. Les modeéles de croissance et d’écosysteme

Les modeles d’écosystemes représentent des flux de matiére entre compartiments. Les
modeles de type ‘NPZD’ agregent la matiere en groupes fonctionnels, ou compartiments. Le vivant
peut étre discrétisé en Phytoplancton autotrophe (P) et Zooplancton hétérotrophe (Z) et le non
vivant en Nutriments (N) et Détritus (D) (Fasham 1995). En fonction du but du modeéle, et donc de ce
gu’il doit représenter, ces compartiments peuvent étre subdivisés, par exemple en diatomées et
flagellés en ce qui concerne le phytoplancton. Chaque compartiment peut également représenter
plus ou moins de processus. Ainsi, la croissance du phytoplancton peut étre liée uniquement a la
concentration en un nutriment (modéle de Monod) ou étre fonction du statut physiologique. Le

modele de Droop prend en compte un quota en azote, d’autres approches représentent le pool
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pigmentaire ou les ressources énergétiques de la cellule (Shuter 1972, Geider et al. 1998, Zonneveld

1998).

La tentation du détail et de la complexification peut étre grande, dans un but louable de
représenter le plus grand nombre de mécanismes agissant sur un systeme naturel. Il a cependant été
démontré qu’une augmentation de la complexité d’'un modele n'améliore pas forcément la
représentation du systeme (Arhonditsis & Brett 2004). Il est important de noter qu’a l'inverse des
modeles physiques, il n’existe pas de loi universelle représentant les processus biologiques. Ceux-ci
sont donc représentés par des formulations mathématiques empiriques. L'ajout de parametres
difficilement identifiables par I'expérience ou I'observation tend a introduire des incertitudes. De
plus, augmenter le nombre de liens entre variables complique I'analyse du systeme. En d’autres
termes, plus le modélisateur rajoutera des variables et des paramétres et plus il lui sera difficile de

prévoir les conséquences de leur modification.

1.3.La croissance du phytoplancton modélisée

En 1946, Riley représente mathématiquement la production primaire en la reliant a un taux
de croissance (M), un taux de respiration (R) et au broutage par le zooplancton lui-méme lié a un taux

de broutage (g) et a la densité d’organismes brouteurs (Z).

dP—P R Z

Toute la question est donc d’identifier les facteurs principaux qui gouvernent [. Une fois les
facteurs identifiés, nous devons représenter leur impact sur la croissance sous forme de fonction
(ftim1- fiim 2)- En supposant que les différentes limitations agissent simultanément sur la croissance,
nous pourrons les multiplier: B = &,y fiim1-fim2- Si au contraire nous supposons que la
croissance résulte du controle exclusif de I’élément le plus limitant, nous pourrons ne retenir que sa
fonction : @ = B4, -min(fiim 1, fiim2, - )- Cependant, ce type de représentation simple ne permet
pas de prendre en compte de possibles interactions plus complexes entre éléments limitants, telles

gu’entre la lumiére et I'azote.
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1.3.1. Modéles prenant en compte le statut physiologique

Dans le but de représenter les interactions

possibles entre éléments limitants, le statut s maintenance and growth
- related carbon losses

physiologique du phytoplancton peut étre

transiefit {

cart

formalisé en prenant en compte des réserves €0, —

»on pool P—,

énergétiques et/ou le quota en azote ou en — \ poush |} {pime——

volume

— 4 |

nitrogen transient

pigments. source JC- nitrogen pool |

De nombreux modeéles représentent le

pool pigmentaire afin de représenter le phénomeéne Figure 78. Modéle de Zonneveld (1998).
Carbone et azote sont représentés en tant que

de photoacclimatation sur la croissance du nutriment et pool organique agissant sur la
croissance.

phytoplancton (augmentation du pool pigmentaire

lors d’une diminution de la dose de lumiére, Le Floc’h 2002). Ainsi, le modele empirique de Cloern et
al. (1995) représente I'évolution du ratio Chla/C en fonction de variables forcantes telles que la
température et I'apport en azote et lumiere. D’autres modeles intégrent cette représentation pour
modéliser la croissance phytoplanctoniques, en séparant les quotas en azote et carbone (Zonneveld
1998, Figure 78), en séparant le pool pigmentaire du reste du pool d’azote (Geider et al. 1998), voir
en représentant des échanges dynamiques entre ces deux pools (Pawlowski 2004). L'idée d’échanges
dynamiques avait déja été proposé dans le modeéle de Shuter (1979), qui représente |'affectation
dynamique des réserves internes d’azote et de carbone a des fonctions particulieres (machinerie
somatique, structure, photosynthése). Enfin, le modele de Flynn (2001) permet de prendre en

compte différents types de limitation et leur interactions.

1.3.2. Modéles de cycle cellulaire

La notion de cycle cellulaire peut également étre incluse dans la modélisation de la
croissance phytoplanctonique. Arino et Kimmel (93) confrontent deux approches de la dynamique
des populations. Toutes deux sont basées sur I'évolution d’'un descripteur tel que la taille ou la
concentration en un composé interne dit ‘mitogene’. L'approche de base consiste en la réplication
d’un individu en deux cellules filles quand le descripteur a atteint un seuil critique. La notion de cycle
cellulaire intervient dans I’évolution de ce descripteur qui est lié a I'avancement du cycle cellulaire. A
cette vision, les auteurs ajoutent une approche individu-centrée ou chaque division crée deux
nouvelles entités différentes, générant ainsi de la variabilité interindividuelle. La durée du cycle de

chaque individu dépend de la valeur du descripteur a la ‘naissance’ de la cellule.
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Quelques années plus tard, Pascal et Caswell (1997)
lient la vitesse d’avancement d’une partie du cycle cellulaire
a I’état nutritionnel (Figure 79). Dans le reste du cycle,
I'avancement est constant. De facon analogue, Vaulot et
Chisholm (87) relient I'avancement d’une partie du cycle a
la lumiére, en reprenant I’hypothese de Spudich et Sager
(80) supposant I'existence d’un segment dépendant a la

lumieére.

Une segmentation plus fine du cycle cellulaire est

représenté par Tyson et Hannsgen (86), ol la durée des

1,0 Po
nutrient-dependent
segment
dpldt = £(S)

Pe

pinci veas:&

nutrient-independent
segment
dpldt = constant

Figure 79. Représentation du cycle
cellulaire selon Pascual & Caswell 1997.
L'avancement dp/dt dépend de la
concentration en nutriment au début du
cycle puis devient indépendant des
conditions exterieures au dela.

différentes phases du cycle sont déterministes (lié a la taille ou a une durée fixe) ou probabilistes

(Figure 80).

Hellweger (2008) teste numériquement I'hypothese d’une ‘mémoire inter générationnelle’

liant inversement la durée des cycles des cellules meres et filles en utilisant le concept de gating (Cf.

Chapitre 0.4 p110). La division des cellules est

supposée possible uniquement pendant une

‘fenétre d’opportunité’ quotidienne. Si la cellule a ‘{ : : ' [
mey b @ ’ @'_°

acquis la taille requise, elle se divise. Sinon, la

croissance continue jusqu’a la fenétre suivante, ce

qui produit in fine une cellule plus grosse. Celle-ci

Figure 80. Représentation du cycle cellulaire selon

engendrera deux cellules filles relativement

grosses, qui boucleront leur cycle en moins de

Tyson & Hannsgen 1986. L'avancement dans la
premiére phase 'C' est lié a la taille cellulaire, puis a

une variable probabiliste dans la phase 'A' et la durée
de la phase 'B' est fixe.

temps que la cellule mére.

Dans la suite du chapitre, nous représenterons les conséquences du passage en mitose sur
I"acquisition d’azote et la croissance de la cellule. Nous intégrerons les hypotheses formulées dans les

chapitres précédents en augmentant au fur et a mesure la complexité du schéma conceptuel. Enfin,

nous comparerons la représentativité et la complexité des différents modeles proposés.
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2. Construire un modeéle simple

2.1. Construire un schéma conceptuel

Nous allons, dans un premier temps, tenter de représenter le comportement du
métabolisme de croissance de Thalassiosira weissflogii, particulierement la prise d’azote, a partir
d’un modele simple. Nous avons choisi une représentation de la dynamique de la population basée

sur les flux de matiere.

Nous devons tout d’abord identifier les facteurs les plus importants agissant sur les processus
d’acquisition d’azote. L'effet de la disponibilité en nutriment est souvent représenté par une fonction
saturante. Dans nos expériences, nous avons pu constater que le taux d’acquisition d’azote n’est pas
lié a la concentration en nutriment quand sa concentration est submicromolaire. Dans I'expérience
témoin, c’est la variation diurne de lintensité lumineuse qui est responsable de la variabilité
observée, soulignant I'importance du statut physiologique sur la prise d’azote (Figure 81). Les
observations faites dans le chapitre VI vont nous permettre de représenter |'effet des conditions

extérieures et du statut physiologique des cellules sur la prise d’azote et la croissance.

= 61

©

O

= Qo

= 5 o °

o o ©° o

IS ° ° o

&4< o o (°)

2 o

R ° ° °

T 31 °

s ° e °

T 2 o

3 %0

% [ ]

- 17 ° .

x ° ° L °

g, RS AE WH L
0 20 40 60 80 100 120

concentration extracellulaire en nitrates (umol/L)

Figure 81. Relation entre le taux d’acquisition d’azote et la concentration en nitrate dans la culture au cours
de I'expérience témoin. Les mesures effectuées de jour sont symbolisées par des points jaunes et celles de nuit
par des points noirs.

Dans notre modele (Equations 4), le processus de fixation de carbone (l) est directement
dépendant du quota en azote (Q) selon le modéle de Droop et du flux de photons (L). L’acquisition
d’azote (p) dépend quant a elle de la concentration extracellulaire en substrat azoté (S). Néanmoins,

I’'absorption cesse lorsque les cellules ont atteint un certain quota N/C limite (Qpmax).
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u — H 1— Qmin L
Q L+ kL Equations 4. Processus de fixation de carbone et

d’acquisition d’azote du modele LDBiom
S Q
P = Proc s (1— J
S + S Qmax

La dynamique de la population est alors représentée par un modeéle a trois compartiments :

nutriment azoté (S), azote cellulaire (N) et carbone cellulaire (C). Nous faisons I’hypotheése que le
carbone n’est jamais limitant. Les variations au sein des compartiments (C , S , N Equations 5) sont

donc causées par les processus d’acquisition de carbone et d’azote et par la dilution (D).

C=p(Q,L)C-DC=(u(Q.L)-D)C Equations 5. Equations différentielles du
. modéle LDBiom
§=D8,-DS-p(Q.L)C=D(S, -8)-p(Q.L)C

N = p(Q,L)C~DN

Schéma 1. Modéle LDBiom. Variables: S= substrat, N= azote cellulaire, C= carbone. Processus: D= dilution, p =
acquisition d’azote, u= fixation de carbone.

Nous attirons I'attention du lecteur sur le fait que p représente ici le taux de fixation de

carbone (= taux de croissance) et non le taux de division de la population.

2.2.Résultats et comparaison aux données

Le modele LDBiom est simulé dans les conditions de lumiere et d’azote des différentes
expériences discutées dans les chapitres précédents (conditions en p72). Dans un premier temps, les
parametres du modele sont fixés par nos observations ou la littérature. lls sont ensuite ajustés pour
représenter au mieux les données des différentes expériences. Le méme jeu de parametre est utilisé

pour représenter I'ensemble des expériences.
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2.2.1. Conditions non limitantes, expérience témoin

A I'équilibre, les sorties du modele LDBiom sont en phase avec les variations diurnes du
carbone cellulaire de I'expérience témoin (Figure 82A p155). Le niveau moyen est légérement sous
estimé du fait que le maximum diurne est lui-méme sous estimé. Les variations de I'azote cellulaire
sont correctement représentées en amplitude mais leur phase est retardée de quelques heures
(Figure 82B). De la méme fagon, les nitrates sont représentés correctement en termes d’amplitude
de variation mais la disparition d’azote commence trop tard par rapport aux données (Figure 82C).
Au final, le rapport N/C est assez bien représenté en moyenne et en amplitude (Figure 82D) mais est

légerement décalé dans le temps par rapport aux données de I'expérience témoin.

2.2.2. Conditions limitantes en azote, expérience Nlim

Le modele LDBiom simulé dans les conditions de I'expérience Nlim aprés acclimatation en
conditions témoin représente une augmentation transitoire de la concentration en carbone cellulaire
dans le bioréacteur (Figure 83A p156). Cette évolution, consécutive a la diminution du taux de
dilution est observée dans les données mais la moyenne a I’équilibre est (faiblement) surestimée. La
perte d’oscillation d’azote cellulaire en conditions limitantes en azote est cohérente avec les données
(Figure 83B). Elle découle du fait que I'azote total dans le bioréacteur correspond quasi uniguement a
I'azote cellulaire, puisqu’il n’y a jamais d’accumulation de substrat dans la culture (Figure 83C). La
concentration d’azote cellulaire suit donc la concentration en azote du milieu de renouvellement. Au
final, le quota N/C est correctement représenté en amplitude et niveau moyen (Figure 83D). Le
décalage de la phase observé en condition témoin disparait lors de la limitation par I'azote puisque

les variations du ratio N/C sont dues uniqguement aux variations du carbone.

2.2.3. Conditions limitantes en lumiere, expérience Llim

Apres acclimatation dans les conditions de I'expérience témoin, nous simulons LDBiom lors
d’une limitation par la lumiere. La diminution du carbone cellulaire, causée par la diminution de la
dose de lumiere, est correctement représentée par le modele (Figure 84A p 157). Le modele
représente ensuite une réaugmentation du carbone cellulaire apres la diminution du taux de dilution
au milieu du jour 16 (j16,5). Une semaine plus tard, les valeurs observées sont surestimée. L'azote
cellulaire, et le carbone dans une plus faible mesure, sont surestimés tout au long de I'expérience,
méme en conditions témoin (Figure 84B). Cette constatation suggere qu’un élément non pris en
compte a pu limiter la croissance. Le comportement du substrat est globalement bien représenté,
avec une augmentation due a la diminution de la biomasse suivie d’'une diminution liée a la

diminution du taux de dilution (Figure 84C). Les oscillations sont correctement représentées mais le
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niveau moyen est alternativement sur- ou sous-estimé. Au final, le quota en azote est surestimé et
les oscillations clairement observées dans le modele sont de plus faibles amplitudes dans les

données.

2.2.4. Passage en lumiére continue, expérience CL
Simulé dans les conditions de I'expérience CL, le modeéle LDBiom représente I'augmentation
du carbone cellulaire dans le bioréacteur, causée par I'augmentation de la dose de lumiere en
lumiere continue. En particulier, la phase (période de forte augmentation et plateau) est
correctement reproduite (Figure 85A p158). Le niveau moyen est cependant surestimé a la fin de la
phase d’illumination continue. L'augmentation concomitante de la concentration en azote cellulaire

est bien reproduite en termes de niveau moyen mais les oscillations diurnes observées dans les

données ne sont pas reproduites par le modele (Figure 85B). Le comportement saccadé du substrat,
cohérent est avec les données. Il est d0 aux injections de nitrates dans la culture afin de prévenir
toute limitation en azote (Figure 85C). Enfin, le ratio N/C est correctement représenté en valeur
moyenne mais les (faibles) oscillations observées dans les données ne sont pas reproduites par le

modele (Figure 85D).
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3. Prendre en compte le cycle cellulaire

3.1. Construction d’un nouveau modele a partir des insuffisances du modéle LDBiom

La simplicité du modeéle précédent ne lui permet pas de représenter correctement la phase
de la prise d’azote a I'échelle horaire, ni de maintenir les oscillations diurnes d’acquisition d’azote
des lors que I'éclairement devient continu. Nous voulons maintenant tester si la prise en compte du

cycle cellulaire permet de résoudre ces probléemes.

Dans le chapitre Ill, nous avons mis en évidence une nette diminution de I'acquisition d’azote
lorsque la population était principalement en mitose. Nous allons donc supposer que les cellules
n‘acquierent pas d’azote quand elles sont dans la phase M. Nous considérons un modeéle
représentant plusieurs états clés du cycle. Nous voulons représenter les points de controle, identifiés
dans le chapitre IV, en G1 sur le statut nutritionnel et en G2 sur le statut énergétique. L’avancement
dans le cycle étant lié aux conditions nutritionnelles et énergétiques, nous avons également voulu
représenter les points de controle identifiés en G1 sur le statut nutritionnel et en G2 sur le statut
énergétique. Au final, trois états sont représentés, correspondant schématiquement aux phases G1,
G2 et M. La phase S n’est pas explicitement représentée car nous ne lui avons pas identifié de role
particulier dans le controle du processus d’acquisition d’azote. En dehors de lI'impact du cycle
cellulaire, nous restons dans I'esprit d’'un modeéle a quota ol, dans chaque phase, la prise d’azote et

de carbone dépendent aussi du ratio N/C.

Chaque état du cycle cellulaire est
donc décrit selon un principe similaire a
celui décrit précédemment pour le
modele LDBiom a la différence qu’il n'y a
pas d’acquisition d’azote dans I'état M.
(Equations 6, Schéma 2). Le taux de

passage entre chaque état (o,,,0,, et
oy,) est lié au statut physiologique

(Equations 7). Ainsi, le passage entre les

états 1 et 2 est lié au quota en azote

Schéma 2. Modele FreeCycle. Les trois compartiments
représentent trois états du cycle cellulaire dont le taux de
passage entre les états 2 et M est lié a la passage est lié aux conditions environnementales.
L’acquisition de matiére dans les différents états est

représentée par des sous modeles de type LDBiom.
L’acquisition d’azote est nulle en M.

selon une représentation de Droop et le

dose de lumiére recue par la cellule
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depuis la précédente division (temps de génération) selon une fonction a seuil. Le taux de sortie de

M est indépendant des conditions de croissance.

. Qu L
uw — IJ 1— —<min
Q, \L+k
Equation 6. Processus de fixation de carbone et d’acquisition
d’azote dans le modéle FreeCycle. v =état 1, 2 ou M.
S Q
72
p(// = Prmax 1-
S +Kkq Qrex
sauf oy =0
O1p = Oppp| 1= i
Ql Equations 7. Equations des processus reliant les différents états du
14 modéle FreeCycle
Oom =O0oMmmTa 2
1"+
Ld
Om1 =0

Au final, le bilan de masse prenant en compte ces processus aboutit au modéle présenté
dans les Equations 8. Une équation supplémentaire représente le nombre de cellules ( X ) a partir de

I’hypothése que le contenu en carbone avant division (QCmax ) est fixe quelque soit les conditions de

croissance. Dans ce cas, la variation du nombre cellules ( X ) provient du doublement du nombre de

cellules passant entre les états M et 1, calculé a partir du carbone en M ( X, =Cy, / Qg ey )-

C, =Cy(l, —D-0y,) +0,Cy N, =C,p, —N,(D-03,) + oy Ny,
C,=C,(, —D—0yy) +0,,C Nz =C,p, = N,(D-o0,y)+0o;,N,
Cy =Cy(Hy —D-0y;)+0,,C, Ny ==Ny (D-oy.)+o,uN,

S =—pC, —p,C, +D(S;, - 9) X = 20y, Xy —DX

Equations 8. Equations différentielles reliant les différentes variables du modéle
FreeCycle. L'équation du nombre de cellules n’intervient pas dans le calcul des autres
variables.

3.2. Résultats et comparaison aux données

Comme pour le schéma précédent, le modele FreeCycle a été paramétré en fonction des

données mesurées dans nos expériences. Les paramétres impossibles a approcher, comme les taux
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de passage entre états du cycle (o,,, o,, eto,,) ont été fixé grace a une analyse de sensibilité (Cf.

Annexe p220). Un unique jeu de parametre est utilisé pour représenter les différentes expériences.

3.2.1. Conditions non limitantes, expérience témoin

La Figure 86A montre I'évolution du cycle cellulaire moyen de la population simulé a I'échelle
horaire. Le pourcentage de cellules en G2 (pG2) augmente au cours de la nuit, a cause du point de
blocage entre G2 et M sur la dose de lumiére, puis la population passe massivement en M aprés
quelques heures de jours. Le taux de passage entre G2 et M est volontairement élevé, afin de
générer un événement majeur de mitose quotidien capable d’influencer I'acquisition d’azote au
niveau de la population. Le pourcentage de cellules en G1 (pG1) augmente apres la mitose, c'est-a-
dire en seconde partie de journée, et diminue aprés que le ratio N/C a atteint une valeur seuil.
Notons que la valeur de la concentration en azote (et carbone) cellulaire dans la population est, a
tout moment, la somme de 'azote (et du carbone) contenu dans les cellules des états 1, 2 et M

(Figure 86B).
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Figure 86. Résultats du modele en termes de cycle cellulaire (A, part de la population dans les différentes
phases du cycle sur 24h), et de concentration en azote cellulaire dans la population (B, oscillation de 'azote
cellulaire total [noir] et part contenue dans les différentes phases du cycle [couleurs] sur une semaine)

Le modele FreeCycle représente correctement les oscillations diurnes du carbone et de
I’azote cellulaire en termes de phase, de niveau moyen et d’amplitude (Figure 89A et B). Le substrat
n‘est plus consommé au crépuscule a cause de I'événement majeur de mitose au niveau de la
population (Figure 89C). Le quota en azote est donc également correctement simulé (Figure 89D).
L'avancement simulé du cycle cellulaire correspond a ce qui est observé dans les données, puisque le

pG1 est représenté correctement en phase, amplitude et niveau moyen (Figure 89E). Enfin, le
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nombre de cellules, calculé a partir du contenu cellulaire en carbone mesuré en fin de phase G2/M

en conditions témoin, représente correctement les oscillations mesurées (Figure 89F).

3.2.2. Conditions limitantes en azote, expérience Nlim

Le modele FreeCycle représente I'augmentation du carbone et de I'azote cellulaire lors de la
diminution du taux de dilution, mais tout comme avec le modéle LDBiom I'augmentation du carbone
est légérement surestimée (Figure 93A et B). La diminution du quota en azote est également bien
représentée, méme si elle est surestimée (Figure 93D). Apres la diminution du taux de dilution (j15),
le pG1 diminue légérement dans les données puis augmente a partir du 3° jour pour dépasser le
niveau témoin aprés une semaine en conditions limitantes. Le modéle ne peut rendre compte de la
diminution en début de limitation, mais représente bien I'augmentation du pGl moyen apres
quelques jours (Figure 93E). Cependant, la phase du cycle est conservée dans le modele alors qu’elle
apparait décalée dans les données. Enfin, I'augmentation du nombre de cellules prévue par le
modele a bien lieu en réalité mais dans une plus faible mesure (Figure 93F), suggérant un découplage
entre croissance et division lorsque la croissance est limitée par I'azote (Dubinsky & Berman-Frank

2001).

3.2.3. Conditions limitantes en lumiere, expérience Llim

La diminution de la dose de lumiére cause dans le modéle un ralentissement du passage
entre G2 et M et donc une augmentation du pG2 moyen dans la population (Figure 87). La
diminution du pG1 associée est bien observée dans les données (Figure 93E p168), et les oscillations
du nombre de cellules prévues par le modele sont proches de la réalité (Figure 93F). Au niveau des
flux de matiére, le modele prévoit une diminution du carbone et de I'azote cellulaires au cours du
premier jour (Figure 93A et B). Cette diminution, observée dans les données, est due a la diminution
de la dose de lumiere. La subséquente augmentation, également observée, est due a la diminution

du taux de dilution.
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Figure 87. Pourcentage de cellules dans les différentes phases du cycle simulé par le modele FreeCycle
appliqué lors de I'instauration d’une limitation par la lumiére (conditions L/im).
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3.2.4. Passage en lumiere continue, expérience CL
Nous allons maintenant tester notre modele lors du passage d'une lumiere diurne a
continue. Le cycle cellulaire atteint un équilibre stable apres 12h en lumiere continue (Figure 88),
contrairement a ce qui est observé dans les données (Figure 92E). Au cours des 12h premieres
heures, le pic de mitose a la fin du jour 15 entraine une inflexion sur I'azote cellulaire, comme
observée dans les données (Figure 92B). Ensuite, I'accumulation d’azote cellulaire n’est plus
influencée par le cycle et la deuxieme inflexion mesurée n’est pas simulée. Le modele prévoit une

augmentation continuelle du nombre de cellules, au contraire de ce qui est observé.

Avec ce modele, nous voulions tester si la prise en compte du cycle cellulaire permettait de
mieux représenter les oscillations d’acquisition d’azote, notamment sous illumination continue. Dans
nos expériences, nous avons lié ces oscillations a des passages massifs de la population en mitose.
Or, le cycle cellulaire ne montre pas d’évolution au-dela d’une demi-journée sous illumination
continue. En conséquence, I'impact de la mitose au deuxieme jour de lumiere continue ne peut étre

représenté dans le modele FreeCycle. Nous chercherons dans le paragraphe suivant a résoudre ce

probleme.
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Figure 88. Pourcentage de cellules dans les différentes phases du cycle simulé par le modéle FreeCycle
appliqué aux conditions CL.
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Figure 89. Résultats du modele FreeCycle appliqué aux conditions de I'expérience témoin.
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4. Conceptualiser I’hypothése de la restriction temporelle de la division (gating)

4.1. Description du modeéle

Le schéma précédent ne permet pas de représenter les oscillations du taux d’acquisition
d’azote au-dela de 12h d’illumination continue. Plusieurs tentatives ont été réalisées dans le but de
conserver la dynamique du cycle cellulaire en lumiére continue, par exemple en déplacant ou
augmentant l'intervalle sur lequel la dose de lumiére est calculée. Cependant, ces tentatives se sont
révélées infructueuses. Dans le schéma que nous proposons maintenant, nous insérons une
composante indépendante du signal lumineux apte a maintenir une synchronisation de la population
en lumiere continue. Reprenant la vision du « gating » de Hellweger 2008, nous supposons que la
division ne peut avoir lieu qu’au sein de certains intervalles de temps quotidiens fixée par une
horloge interne. Dans le chapitre IV, nous notons |'existence de deux intervalles quotidiens pendant

lesquels la division est dopée : en fin de

Le modele GatedCycle est donc

concu pour représenter le phénomene

nuit (aube) et en fin de jour (crépuscule). P

de «gating» (Schéma 3). Seul \

I'intervalle du crépuscule est représenté Owm1 p
car nos résultats (Chapitre 1V) M
I'identifient comme ayant le plus . ‘X

d’influence sur [l'acquisition d’azote. X O

Souhaitant représenter un passage

ponctuel et massif dans I'état M Schéma 3. Modéle GatedCycle. Identique au schéma de FreeCycle

sauf restriction horaire du passage entre 2 et M.
chaque jour, nous appliquons cette

restriction temporelle sur le taux de passage entre les états 2 et M (Schéma 3). Les équations du
modele sont similaires a celles de FreeCycle a la différence que le passage entre G2 et M n’est

autorisé qu’en fin de journée (Equations 9).

|_4

O =0 entre 15h et minuit Equations 9. Modification du taux de passage
2M T Y2Mm 74 4 , N
| * + de entre les états 2 et M dans le modeéle
L GatedCycle
o, =0 entre minuit et 15h
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4.2.Résultats et comparaison aux données de I’expérience CL

Les modeles FreeCycle et GatedCycle ont des sorties comparables quand ils sont simulés dans
les conditions précédemment testées, sauf sous illumination continue. Dans cette condition, la prise
en compte d’une horloge interne permet de simuler un cycle cellulaire dynamique au niveau de la
population, en partie en phase avec les données (Figure 93E, p168). La variation diurne du nombre
de cellules est surestimée mais reste en partie en phase avec les observations (Figure 93F). Tout au
long de la phase de lumiére continue, les oscillations simulées du pM permettent de représenter des
variations diurnes de I'azote cellulaire. Un premier épaulement est visible au bout de 12h sous
illumination continue, correspondant au crépuscule subjectif. Une diminution de I'azote cellulaire est

également simulée 24h plus tard et a la fin de la période de lumiére continue (Figure 93B).

5. Validation sur d’autres jeux de données

5.1. Passage en lumiére continue apreés acclimatation en cycle diurne d’une population

limitée par I'azote

5.1.1. L’expérience

Les modeles précédents sont testés lors d’'une modification du signal de lumiere, a savoir le
passage d’un cycle diurne a une illumination continue. Les données sont issues des expériences de L.
Pawlowski (2004) conduites a 17°C (-5° par rapport a nos expériences) sur des populations limitées
en azote de Thalassiosira weissflogii. Vu que le dispositif de régulation du pH est une innovation

contemporaine a nos expériences, I'absence de limitation par le carbone n’a pas pu étre vérifiée.

Conditions Lumiere Azote

maximum journalier en umolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)

Maxen LD = 180 D=0,4/j

CL2 Dose enlD=4 L/\ Mode chemostat

DoseenCL=8 00 06 12 18 00 06 12 18 o0 os 12 | Sin=70umol/L
Temps (h)
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5.1.2. Les résultats de nos modeles
Le carbone, I'azote et le ratio N/C sont bien reproduits par I'ensemble des modeéles (Figure
94A a D), mais a condition de baisser de moitié le paramétre établissant le taux de fixation de
carbone maximum (= taux de croissance maximum). Les raisons invocables sont la température plus
faible et une possible limitation en carbone. Dans le cas présent, la seconde possibilité apparait peu

crédible puisque I'azote est lui-méme un élément nutritionnel limitant.

FreeCycle et GatedCycle prévoient une augmentation du pG1 lors du passage en lumiere
continue (Figure 94E), suggérant un renforcement de la limitation en azote ; mais n’ayant pas suivi la
dynamique du cycle cellulaire, nous ne pouvons confirmer cette tendance. Dans cette expérience,
comme dans notre expérience Nlim, I'effet du cycle cellulaire sur le carbone et 'azote n’est pas
visible puisque tous les modéles ont exactement les mémes sorties tout au long des 24h d’un jour
(Figure 94A a D). Nous supposons que l'augmentation du pG1 moyen atténue la proportion relative

de cellules en phase M, et réduit donc I'impact des pics de mitose.

Notons que si la représentation du cycle cellulaire ne conduit pas a une meilleure simulation
des flux de matiere, elle permet cependant de simuler assez correctement la densité cellulaire.
L'augmentation observée sous illumination continue est reproduite mais le niveau atteint est
surestimé (Figure 94F), signe d’un découplage entre la croissance somatique et la division cellulaire
(Falkowski & Stone 1975). Sous éclairement diurne, les oscillations prédites par les modeles ne sont
pas en phase avec les données (division en fin de nuit) mais lors du passage en lumiére continue,
elles se retrouvent en phase (division en fin de journée). Cette constatation renforce I’hypothese des
deux intervalles de division (Cf. p113), nous supposons donc que la prise en compte d’une seconde

« ouverture de porte » dans GatedCycle pourrait améliorer sa représentativité.
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5.2. Simulation de couches de mélange, croissance non limitée par I’azote

5.2.1. Les expériences

Nous testons maintenant nos modeles avec des forcages de type ‘couche de mélange’
(explication p125). Deux conditions sont testées ou les oscillations du signal de lumiére ont des

périodes de 0,3 ou 3j, correspondant a des fréquences de 0,250 ou 0,013Hz.

Dans le premier cas, les conditions engendrent 3 pics de lumiére par jour pendant les 12h
d’éclairement possible. Les conditions sont celles de I'expérience ML, les cultures sont acclimatées en

conditions pré-ML (Tableau ci-dessous).

Dans le second cas, la dose de lumiére regue dépend des jours. Les cultures sont fortement
éclairée un jour sur trois, et faiblement voir nullement au cours des autres jours. Les données sont
issues de I'expérience que nous appellerons ML2 conduite par L. Pawlowski (2004) sur Thalassiosira

weissflogii, a 17°C sans régulation du pH (Tableau ci-dessous). Les cultures sont préalablement

acclimatées en mode chemostat sous illumination continue.

Conditions Lumieére Azote
maximum journalier en umolquanta/m?/s D = taux de dilution
dose journaliére en molquanta/m?/j)

800 D=1,4/j
. Max =700 L !
Pré-ML - o /IN\N__/\ D> u
Dose =15 .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 S|n=200umo| / L
Temps (h)
2,000 .
Max = 2200 3% D=0,9/j
Dose =15 8o D> u
“09 Sin=200umol/L
06 12 18 00 06 12 18 00
Temps(h)
Signal D=0,35/j
ML2 Variable | Mode chemostat
de période 3j o 1 2 s 4 s & Sin=100umol/L
Temps (jours)
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5.2.2. Simulation d’une variation de lumiére a haute fréquence (expérience ML)

Avec ces conditions, les modeles FreeCycle et GatedCycle ont les mémes sorties de matiéere.
Tous les modeéles retranscrivent assez correctement les variations a haute fréquence du carbone
cellulaire (Figure 95A). L’azote particulaire est cependant surestimé par rapport aux mesures (Figure
95B) et les modeéles rendent compte difficlement des variations hautes fréquences liées aux
fluctuations rapides de I’éclairement.

Dans les modeles Cycles, des inflexions sont simulées dans les évolutions d’azote cellulaire et
inorganique (fleches Figure B et D), qui ne sont pas représentées par le modele LDBiom. La
simulation de ces dépressions est concomitante a celle d’'un évenement de mitose (Figure E),
suggérant que les oscillations observées sont dues au passage en M d’une partie de la population. Or,
nous rappelons que les mesures mettent en évidence I'absence de synchronisation dans la
population (Cf. p128), donc les oscillations réellement observées ne peuvent étre imputables au cycle
cellulaire. Elles semblent davantage reliées aux oscillations de I'éclairement. D’ailleurs, la prise en
compte directe de la lumiére sur I'acquisition d’azote permet de représenter correctement ses
variations horaires (Figure 95G).

Les fluctuations du ratio N/C sont correctement rapportées par les modeles (Figure 95C), sauf
gue le niveau moyen est surestimé a cause de la surestimation de I'azote cellulaire. Ces simulations
soulignent une incohérence dans les données d’azote. En effet, la somme des mesures d’azote
cellulaire et inorganique (environ 120umol/L) est largement inférieure a la concentration en azote du
milieu de renouvellement (190umol/L). L’écart observé peut étre du a des erreurs de mesures ou a
I’excrétion d’une partie de I'azote absorbé sous une forme non mesurée par nos instruments. Le
modele ne rend évidemment pas compte de la perte d’azote mesurée et continue de simuler un
transfert total de I'azote du milieu de renouvellement vers les compartiments cellulaire et
inorganique. Ici, nos modéles prédisent donc I'évolution du systeme si celui-ci n’avait pas subi de
perte d’azote.

Nous noterons que la désynchronisation de la population n’est pas représentée par nos
modeles car la dynamique du cycle cellulaire est simulée a partir de I’évolution de la dose de lumiére,
qui continue de varier sur une période de 24h. L’intégration de I'effet de la lumiére a court terme sur
la dynamique du cycle pourrait permettre de simuler une synchronisation variable en fonction du

signal de lumiere.
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5.2.3. Simulation d’une variation de lumiére a basse fréquence (expérience ML2,

données Pawlowski 2004)

Comme dans la simulation de I'expérience CL2, le parametre fixant le taux de croissance
maximum a du étre diminué de moitié par rapport aux conditions de I'expérience témoin afin de
représenter la différence de température, les autres parametres sont conservés. Avec cette
modification, tous les modeles retranscrivent plutét correctement les variations observées du
contenu en carbone, particulierement les pics mineurs causés par les événements de faible et bref
éclairement (Figure 96A).

De méme, les oscillations de I'azote (cellulaire et inorganique) sont plutét correctement
représentées en phase et amplitude (Figure 96B et D). La plus grande différence entre les modeles de
cycle et le modéle LDBiom a lieu aprés chaque pic de lumiere. Dans les modeles Cycle, chaque
épisode lumineux engendre le déblocage des cellules en phase G2, et donc leur passage en mitose
(Figure 96E, I'augmentation du pG1 localise la phase de mitose). La simulation des événements de
mitose engendre une réduction temporairement de I'acquisition d’azote de la population en fin de
journée (Figure 96G). La reprise de I'acquisition d’azote, observée dans les expériences en début de
nuit, est représentée (fleches) mais son intensité est sous-estimée (les pics observés dans les
données ne sont représentés que par des épaulements).

Au final, la majeure partie des oscillations du ratio N/C observées dans les données est
représentée par les trois modeéles (Figure 96C). L'effet particulier des événements de mitose y est
reporté, comme en atteste |'écart entre les modeéles Cycles et LDBiom aprés un épisode de fort
éclairement.

Contrairement au modele GatedCycle, le modele FreeCycle ne simule pas de dynamique du
cycle cellulaire en obscurité continue. Celui-ci n"ayant pas été suivi au cours de cette expérience, il
n’est pas possible de valider directement cet aspect du modele. Cependant, la cohérence entre la
simulation et la mesure de la densité cellulaire, notamment au niveau de la phase, est un élément de

validation indirecte (Figure 96F).
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6. Intéréts de la prise en compte du cycle cellulaire

Le modele LDBiom s’avére capable de représenter la majeure partie du métabolisme de

croissance de Thalassiosira weissflogii a I’échelle horaire. Il présente toutefois certaines lacunes que
la prise en compte du cycle cellulaire permet de combler. L’'une d’entre elle est le décalage de la
phase d’acquisition d’azote de quelques heures simulé dans LDBiom par rapport aux données. Ce
décalage est di au retard entre 1/ 'effet direct de la lumiére sur la prise de carbone et de 2/ I'effet
du contenu en carbone sur la prise d’azote. La simulation d’'un évenement de mitose en fin de
journée permet de recaler les variations d’azote en phase avec les données. Une autre lacune du
modele LDBiom est I'arrét de toute oscillation dés lors que I’éclairement devient continu, la prise en
compte du cycle cellulaire permet de conserver temporairement (FreeCycle) ou sur le long terme
(GatedCycle) une cinétique d’acquisition d’azote dynamique sous illumination continue. En plus
d’améliorer la représentation de la croissance somatique diurne, la prévision de la dynamique du
cycle cellulaire, a I'équilibre et lors des changements de conditions de croissance, peut étre

considérée comme un avantage en soi. Enfin, représenter le cycle cellulaire permet de simuler

I’évolution horaire du nombre de cellules et ainsi d’approcher leur contenu en carbone et azote.

Cependant, ces améliorations ont un prix: la complexification du schéma conceptuel. Les
modeles Cycles ont approximativement une fois et demi plus de paramétres et plus de 2 fois plus de
variables que le modeéle LDBiom (Tableau 14). Dans notre cas, le choix de la plupart de ces
paramétres a un sens car il résulte des données obtenues lors de notre série d’expériences.
Cependant, les interactions dans les modeles Cycles deviennent plus difficiles a appréhender, ce qui

complique leur paramétrisation et leur analyse.

Tableau 14. Complexité comparée des modeles LDBiom, FreeCycle et GatedCycle.

LDBiom FreeCycle GatedCycle
nombre de paramétres 7 10 11
nombre de variables 3 7 7

En conclusion, le type de modele a utiliser doit étre choisi en relation avec ce que l'on
cherche a représenter ou tester. Si la question est de représenter I’évolution diurne globale de
I'azote et du carbone, la prise en compte du cycle cellulaire ne semble pas nécessaire,

particulierement dans un environnement limité en azote.
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Cependant, la volonté de représenter plus finement la prise d’azote au niveau horaire, par
exemple pour comprendre ses mécanismes de régulation, conduira a prendre en compte le cycle
cellulaire. Par exemple, ce niveau de précision nous a permis d’accréditer ou non la responsabilité du
passage en mitose dans les différentes oscillations observées de I'acquisition d’azote. D’une maniére
plus ou moins analogue, Bruyant et al. (2005) ont suggéré l'effet de la division sur la capacité
photosynthétique en observant un écart entre sorties de modéle et données au moment de la
division. La prise en compte du cycle cellulaire en modélisation parait donc avantageuse pour tester

des hypothéses I'impliquant.

Ici, nous constatons que le contrdle de la lumiéere sur le cycle cellulaire est mieux représenté
quand le passage entre G2 et M est fonction d’un seuil, et non d’une fonction de Michaelis-Menten.
Nous pouvons donc supposer que la lumiére agit sur le cycle sous la forme d’un point de restriction
gue la cellule ne franchit qu’aprés avoir été exposée a une dose de lumiére suffisante. Notons que
nos résultats expérimentaux suggerent également |'effet de la lumiéere sous la forme d’un seuil plutot
que d’un lien proportionnel (Figure 56 p115).

Ensuite, I'impossibilité de conserver une synchronisation du cycle cellulaire sous illumination
continue sans prendre en compte d’horloge interne accrédite I’hypothése du gating suggérée dans le
Chapitre VI.

En outre, la représentation du cycle cellulaire dans un modeéle de flux permet de simuler
parallelement la variation des flux de matiére et celle du nombre de cellules, ce qui permet de
simuler les quotas cellulaires en carbone et azote. Cette représentation souligne le découplage entre
croissance somatique (acquisition de matiere) et division cellulaire quand la croissance est limitée
par I'azote (Falkowski & Raven 1997).

Enfin, ce genre de modele pourrait étre utile pour tester I'effet des conditions de croissance
sur le déroulement du cycle cellulaire. En biotechnologies cela pourrait, par exemple, aider a trouver
les conditions de croissance optimales a la production d’'une substance d’intérét, si celle-ci dépend

de la phase du cycle.
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7. Quelques améliorations utiles envisageables

Une lacune de nos modeles Cycles est de ne pas simuler de fagcon convaincante la
désynchronisation observée de la population lorsque les conditions s’éloignent d’'un optimum.

Examinons quelles modifications pourraient combler cette lacune.

Revenons dans un premier temps sur la particularité du modele GatedCycle. La restriction
temporelle de la division permet de mieux localiser les phases de mitose et donc de mieux
représenter leur effet sur 'acquisition d’azote. Il peut paraitre arbitraire que ce soit au modélisateur
de fixer I’heure du passage en mitose, mais cela correspond a des observations biologiques (Cf.
Chapitre 1V). Cependant, celles-ci nous ont permis d’identifier deux fenétres de divisions
guotidiennes, et nous en avons représenté qu’une seule dans le modéle. Nous supposons que la
prise en compte de la seconde fenétre est susceptible de représenter la désynchronisation de la
population observées lors d’un passage en conditions défavorables a la croissance. En effet, elle

favoriserait la répartition des évenements de divisions sur plusieurs intervalles quotidiens.

Toutefois, puisque le phénomene de synchronisation est le reflet de la variabilité inter-
individuelle, il sera sans doute difficile a représenter dans un modele de flux. Au contraire, la vision

individu-centré permettrait d’introduction de la stochasticité entre les cellules. Nous pensons par

exemple a rendre variables les coefficients de demi-saturation sur la lumiére ou sur 'azote (k, k_,
k4 ). Chaque cellule pourrait ou non continuer a acquérir de la matiére et/ou a avancer dans son

cycle en fonction des conditions et de ses caractéristiques propres. Cela engendrerait une
désynchronisation partielle de la population quand les conditions d’azote et/ou de lumiére

s’éloignent de celle de I'expérience témoin. Un exemple de ce type de modélisation est illustré dans

les figures ci-dessous. Nous avons choisi de simuler I’évolution du contenu cellulaire en carbone

d’une dizaine de cellules sous cycle lumineux diurne. La cellule se divise quand le contenu en carbone
atteint sa valeur maximum (100). Pour représenter la variabilité interindividuelle, le k de chaque
cellule est tiré aléatoirement entre 10 et 12 (Figure 97). Les simulations montrent que sous lumiére

saturante (L, = 100 >> k ), la population est fortement synchronisée (Figure 97A). Sous faible
éclairement (L, =10 = k), la variabilité individuelle apparait, les divisions n’interviennent plus en
méme temps (Figure 97B), la population se désynchronise.

o= L Equations 10. Equations du
= = Bmax X N
L+k; modele IBM discuté p182.

Cc=08c
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contenu en carbone (unité arbitraire)

40 4 40~ E
30 E 301 i
20 4 201 i
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Figure 97. Simulation du contenu en carbone selon un modéle IBM dans lequel de la stochasticité a été
introduite sur le k_(Cf. équation ci-dessus). Chaque courbe correspond au comportement d’une cellule. La

courbe jaune représente le flux de photons. A. Quand Lmax >> k, , la population est synchrone. B. Quand ( Lmax

= k), la variabilité individuelle apparait et désynchronise la population.

Nous pensons que la logique individu-centrée peut étre a méme de représenter la
conservation de la dynamique du cycle cellulaire sous illumination continue, sans introduire de
parameétre arbitraire comme c’est le cas dans le modéle GatedCycle. En effet, nous pourrions calculer
la dose cumulée de lumiere recue individuellement par chaque cellule, au lieu d’'une moyenne
calculée sur le temps de génération moyen de la population. Nous supposons que cette dose
cumulée serait en constante évolution, méme sous lumiere continue. Ainsi, elle permettrait de
conserver une dynamique dans le cycle cellulaire sans avoir a conceptualiser le phénoméne du
gating. L'idée biologique sous jacente est que la division cellulaire est dépendante de la taille,

autrement dit des produits photosynthétiques créés (Wells 2002).

Nous pensons donc que la volonté de mieux représenter I'effet du cycle cellulaire sur la
croissance somatique et la division cellulaire conduira a une vision individu-centrée. Nous noterons
toutefois que nos modeles de flux « Cycles » représentent déja une grande partie de la variabilité de

ces processus.
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VIIl. Discussion et Perspectives

1. A quoi correspond réellement le signal de mitose ?

Notre méthode de marquage ne permettant pas de dissocier les phases G2 et M, il nous a
fallu utiliser une autre méthode pour localiser la phase mitotique. Le taux de division permet déja
d’approcher cette phase. Cependant nous avons préféré utiliser I'information issue du suivi du cycle
cellulaire. Plusieurs raisons expliqguent ce choix, malgré une manipulation plus lourde (analyse
manuelle, utilisation du cytometre en flux et de produits chimiques). D’un point de vue théorique, le
suivi du signal de mitose est avantageux, car son calcul provient de mesures directes de cycle
cellulaire, et non de sa conséquence sur le taux de division. D’un point de vue pratique, les variations
relatives du signal de mitose sont conservées lors d’'un changement des conditions de croissance,
contrairement au taux de division dont la moyenne journaliére sera affectée en cas de limitation
(Figure 36 p86, Figure 41 p91, Figure 44 p93, Figure 45 p95). Enfin, les mesures de cycle sont moins
bruitées que celles du dénombrement, offrant une meilleure confiance dans I'analyse de son signal

dérivé.

Revenons maintenant sur la légitimité théorique du signal de mitose. De prime abord, nos
résultats montrent que, lorsque la part des cellules en G1 (pGl) commence a augmenter,
I'acquisition d’azote est faible au niveau de la population. Ensuite, nous observons que le pic du
signal dérivé du pG1 est toujours décalé, voir opposé au pic journalier d’acquisition d’azote. Nous
pensons que ce pic rend compte du début d’un passage massif de la population de G2/M a G1. Or, la
phase de mitose est bréve comparée a la durée total du cycle cellulaire, par exemple de I'ordre de 20
minutes chez Eudorina elegans (Rayns & Godward 65). Et puisqu’elle termine la phase G2/M, nous
faisons I’hypothése que le signal de mitose permet de la

localiser dans le temps.

Examinons maintenant de facon plus détaillée quels
processus cellulaires sont visés par ce signal. Pour
commencer, détaillons le déroulement de la mitose chez les
diatomées. En prophase, le noyau migre sur le coté de la

cellule, a mi chemin des deux theques (Round et al. 1990).

Le fuseau mitotique (spindle, une sorte de rail) est formé en

Image 3. Cellule eucaryote (animale) en
mitose (métaphase). Les chromosomes
nucléaire disparait et les chromosomes s’attachent au fuseau, sont en bleu et le fuseau mitotique en
vert. (Photo du NIGMS, libre de droit)

direction des extrémités de la cellule. Puis la membrane
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c’est la métaphase (Image 3). Chaque jeu de chromosome migre ensuite vers une extrémité de la
cellule, c’est I'anaphase. Enfin, lors de la télophase le fuseau se désassemble et la membrane
nucléaire se reconstitue pour former les deux nouveaux noyaux. Parallelement au processus de
division nucléaire, un sillon de clivage apparait au milieu de la cellule pour diviser son cytoplasme en
deux. Cette opération est de courte durée, de I'ordre de 5 a 20 minutes (Round et al. 1990, Pickett-
Heaps 1991). Mais, chez les organismes siliceux, chaque cellule fille doit également synthétiser une
demi-valve pour compléter son frustule. Or, la séparation du cytoplasme peut étre temporellement
découplée de I'achévement du frustule, et donc de la cytocinese réelle, c.a.d. de la séparation
physique des deux cellules filles (Round et al. 1990). Il faut donc, dans le cadre de notre travail,
préciser la désignation du terme ‘mitose’. Théoriquement, apres la séparation du cytoplasme de la
cellule mere en deux parties, la formation des deux nouveaux noyaux marque celle des deux cellules
filles. Prises séparément, ces deux cellules contiennent un seul jeu d’ADN et sont donc en G1 (Figure
1998). Or, nous supposons que nos instruments (cytométre en flux, HIAC et Coulter) ne dissocient
pas les deux individus, tant que la séparation physique des deux cellules n’est pas réalisée. Cela nous

conduirait a identifient cette entité comme une seule cellule en G2/M (Figure 98).

~
Mesuré L G2/M [ G1 ]

wo [ @ ) [ v ) | - ]

Figure 98. Représentation du découplage entre la mitose et la cytocinése, et de son impact sur 'analyse
réalisée au cytomeétre. Nous supposons que nos instruments identifient en G2/M les cellules filles (en G1)
jusqu’a leur séparation.

Pratiquement, I'observation au microscope de cellules de la diatomée Melosira moniliformis en train
de se diviser permet de mettre en évidence une augmentation du protoplasme des cellules filles
avant leur séparation physique (Round et al. 1990), suggérant un début effectif de la phase G1 avant
cette séparation. Avec Thalassiosira weissflogii, nos observations confirment que les cellules encore
attachées au milieu de la nuit ont déja reconstitué leur noyau et sont donc déja en G1 (Image 4). Ceci
suggere que ce que nous appelons « mitose » correspond en réalité a des processus post mitotiques,

et plus particulierement a la séparation physique des deux cellules filles.
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Cependant, un suivi temporel de ces observations au microscope montre que les cellules

sont globalement jointives entre la fin de la journée et le début de la nuit, alors que le signal de

mitose est fort. Elles ne se séparent physiquement qu’au cours de la seconde partie de la nuit, quand

le signal de mitose est plus faible (Images 5). Contrairement a ce qui a été suggéré au paragraphe

précédent, ces observations suggérent que notre signal de mitose est associé a des événements se

produisant avant la séparation physique des cellules. Une hypothése est que, une fois les noyaux

reformés et les protoplasmes séparés, le cytometre en flux identifie déja les deux cellules filles

indépendantes. Dans ce cas, le signal de mitose localiserait bel et bien les processus mitotiques.

En conclusion, nous ne pouvons pas garantir que les processus impliqués par le ‘signal de

mitose’ sont les processus mitotiques sensus stricto, ou s'il s’agit de processus post-mitotiques

aboutissant a la séparation des deux cellules filles.

Image 4. Vue de cellules jointives de Thalassiosira
weissflogii mettant en évidence leurs noyaux.
Superposition de vues en lumiere naturelle et en
épifluorescence. Fluorescence dans le rouge de la
Chla et dans le vert du Sybr-Green-I, marqueur de
I'ADN .

19h30
Signal de mitose positif

00h30
Msignal nul

06h30
Signal de mitose négatif

Images 5. Vues au microscope optique de cellules de Thalassiosira weissflogii issues d’une population

exposée en conditions témoin.
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2. De I'effet du cycle cellulaire sur I’acquisition d’azote

Dans la littérature, les oscillations diurnes de I'acquisition d’azote des microalgues sont
généralement expliquées par la réponse du statut physiologique au flux de photons et a la
disponibilité en substrat (Cochlan et al. 1991, Marsot et al. 1992, Vincent 1992, Clark et al. 2002b).
Notre étude suggere que le cycle cellulaire interfére également dans la prise d’azote. En effet, nos
résultats mettent en évidence, sur des populations synchronisées, une diminution de I'acquisition
d’azote lorsqu’une proportion significative des cellules est en mitose® (Cf. Chapitres Il et VI). Nos
observations suggérent que la cellule n’acquiére pas d’azote lors des processus mitotiques, et que les
conséguences macroscopiques de cette interruption dépendent du degré de synchronisation de la

population (Cf. Chapitre V).

A I’échelle de la population, I'effet individuel du passage en mitose n’a d’'impact que si une
proportion significative de la population est dans cette phase en méme temps. Dans nos expériences,
c’est le cas lorsque la population n’est pas limitée par I'azote et qu’elle est soumise a un cycle
lumineux diurne (expériences témoin, LIim0, Llim1, Llim2 et pré-ML). Les observations effectuées lors
du passage en illumination continue (expérience CL) renforcent I’hypothése d’une interruption de
I'acquisition d’azote en mitose. En I'absence de cycle lumineux diurne, la synchronisation de la
population est relativement maintenue, et les évenements de mitose au sein de la population sont
toujours concomitants a une période de faible acquisition d’azote (Cf. p96). Toutefois, I'effet du
statut physiologique est toujours visible quand les cellules sont exposées a un cycle lumineux diurne.
En effet, I'acquisition d’azote a lieu préférentiellement en période éclairée et, en dehors d’un
évenement de mitose, elle est liée a I'intensité lumineuse instantanée (Cf. p137). La nuit, sa cinétique
est proportionnelle au contenu cellulaire en glucides, et donc a la dose de lumiére regue dans la
journée (Cf. p137).

Lorsque la croissance des cellules se déroule de fagon asynchrone, seul I'effet des conditions
environnementales sur le statut physiologique intervient. C’est le cas lorsque la population est
limitée en azote (expériences Nlim) et quand la période des oscillations du flux de photon est
largement inférieure a 24h (expérience ML). Dans le premier cas, I'acquisition d’azote a I'échelle de
la population a lieu de jour comme de nuit, et sa cinétique est inversement proportionnelle a I'écart
entre le statut azoté de la population et sa valeur maximum (Cf. p141). Dans le second cas, les
acquisitions de carbone et d’azote suivent strictement le signal lumineux (Cf. p129).

Notre approche modélisatrice permet de renforcer les hypothéses issues des résultats

expérimentaux (Chapitre VII). Notre modele, représentant l'interruption de la prise d’azote en

1 . . . ; .. . N .
Nous retiendrons que les processus impliqués par ce que nous nommons ici ‘mitose’ restent a confirmer
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mitose, permet de tester cette hypothese sur des jeux de données de la littérature. Il apparait que
cette représentation permet une meilleure restitution de I'acquisition d’azote quand une proportion

significative de la population est en mitose.

Maintenant que notre étude a mis évidence que l'acquisition d’azote n’avait pas lieu de
facon continue au cours du cycle cellulaire, d’autres approches pourront étre envisagées pour
approfondir a la fois la cause et I'effet de cette interaction. D’une part, le processus qui accompagne
la dépression de prise d’azote n’est pas forcément la mitose sensus stricto. Des études impliquant les
outils de la biologie cellulaire permettraient d’identifier plus clairement les processus correspondant
au ‘signal de mitose’. De plus, I'utilisation d’inhibiteurs de croissance spécifiques de certaines phases
du cycle cellulaire (Cf. p43) permettrait de préciser I'influence de chacune d’elles sur I'acquisition
d’azote. D’autre part, une étude plus détaillée de la chaine des processus d’acquisition d’azote
(absorption, réduction, amination : Cf. p32) permettrait d’identifier lequel (ou lesquels) d’entre eux
est (sont) bloqué(s) lorsque le signal de mitose est fort. Par exemple, une accumulation nocturne de
nitrates dans la cellule a été mise en évidence (Demanche et al. 1979, Martinez 1991, Marsot et al.
1992, Lomas & Glibert 2000), suggérant un éventuel découplage des processus d’absorption et
d’assimilation. Enfin, le séquencage du génome d’un nombre croissant de microalgues permet
maintenant de suivre I'expression diurne des genes impliqués spécifiquement dans I'absorption
(Hildebrand & Dahlin 2000) et I'assimilation (Brown et al. 2009, Granum et al. 2009). Ces études
permettent d’établir une relation entre la mesure des flux de matiéere et les mécanismes cellulaires,

voir moléculaires, qui les engendrent.

3. Lamitose interfére t’elle également avec les processus d’acquisition de carbone ?

Nos expériences suggerent que la fixation de carbone n’est pas affectée par le processus
responsable de la réduction de I'acquisition d’azote, que nous supposons étre la mitose. En effet, au
cours d’un cycle lumineux diurne, le taux de fixation de carbone est trés fortement corrélé au flux de
photons. Notamment il n’y a pas d’anomalie quand le signal de mitose est positif (Cf. p139). De plus,
les maxima journaliers de fixation de carbone sont toujours en phase avec le midi solaire (Cf. p84 a
92 et p129). Les seules variations de la fixation de carbone non imputables au flux de photons sont
visibles sous illumination continue mais elles sont d’'une amplitude nettement moindre que celles
observées pour |'azote (Cf. p96). Ces oscillations sont également représentées par nos modeles alors
gu’ils ne représentent un effet de la mitose que sur I'acquisition d’azote, suggérant que les variations

de fixation de carbone observées sont a relier uniquement au ratio N/C (Cf. p168). Enfin, dans ces
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conditions temporaires d’illumination continue, les oscillations du contenu cellulaire en Chla (riche
en azote) sont conservées en phase et en amplitude alors que le quota en glucides (riche en carbone)
est constant (Cf. p130).

La question sous jacente est de savoir comment la fixation de carbone pourrait continuer en
mitose si les bouleversements survenant dans cette phase sont a |'origine de l'interruption de
I'acquisition d’azote. Justement, la division des plastes suit un rythme indépendant de celui de Ila
division nucléaire (Chiang & Sueoka 69, Zachleder et al. 1989, Kuroiwa 1991), et de plus, ils se
transmettent d'une génération a la suivante (Douce & Joyard 1990). Ces informations expliqueraient
pourquoi les processus mitotiques seraient sans effet sur la fixation de carbone.

Une des corollaires est que le rapport N/C pourrait étre modifié au moment de la mitose. Cet
effet est effectivement simulé par nos modeles simulant le cycle cellulaire (Chapitre VII), mais son

intensité est vraisemblablement trop faible pour qu’il puisse étre visible dans nos expériences.

4. Lla_synchronisation particuliere de Thalassiosira weissflogii _est elle un avantage

évolutif ?

La plupart des microalgues suivent un cycle cellulaire type dont la phase G1 se déroule le jour
et ou la mitose survient la nuit (Nelson & Brand 1979, Spudich & Sager 1980). La majorité de la
matiére est donc généralement acquise en G1, d’ailleurs la capacité photosynthétique a été
positivement reliée a cette phase chez Cylindrotheca fusiformis (Claquin et al. 2004). Chez la plupart
des especes de microalgues, la phase G2 a vocation a préparer la cellule a la division, et est de courte
durée. Nos résultats vont a I'encontre de cette généralité, puisque dans la plupart des conditions
testées, la phase G1 de Thalassiosira weissflogii a lieu la nuit (Cf. Chapitre IV et Figure 99 ci-dessous).
Elle ne peut donc constituer la période principale d’acquisition de matiere, particulierement celle de
carbone qui nécessite directement la présence de la lumiere (Cf. p29). C'est au cours de la phase G2
que l'acquisition de matiére est essentiellement réalisée. Cette organisation atypique chez

Thalassiosira weissflogii peut s’expliquer par la présence d’un point de blocage en G2, réglé sur le

Gl Figure 99. Organisation générale du cycle cellulaire
/ des microalgues (a gauche) et organisation
particuliére chez Thalassiosira weissflogii dans nos
/ expériences (a droite).

nuit
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statut énergétique (Cf. pl114). Cette curiosité dans le monde des
microalgues confére a cette espece une double particularité pour sa
synchronisation. L’existence de points de blocage sur deux phases
différentes du cycle complique la synchronisation de la population (Cf.
p43), et affecte le déroulement du cycle des cellules synchronisées
(Figure 99). Les caractéristiques physiologiques spécifiques étant
généralement le fruit d’'une longue sélection, il se pose la question de

I'avantage évolutif que cette particularité peut conférer a

Thalassiosira weissflogii.
Image 6. Tronc couvert de

mousses et lichens. Deux
espéces (mousses et lichens)
cohabitent sur le méme tronc,

. . .. . 1 .
En écologie, le principe d’exclusion de Gause™ stipule que deux ; .
g€, lep P P q mais dans deux niches

especes limitées par la méme ressource ne peuvent coexister dans le écologiques distinctes,
R . e L e notamment par I'élévation et
méme biotope”. A I'équilibre, la plus compétitive aura éliminée I'autre, I'hygrométrie.

on dit que deux espéces ne peuvent partager la méme niche écologique (Image 6). Ce principe est
illustré par les modeles de compétition de Lotka et Volterra®. Dans 'océan, la grande diversité des
organismes phytoplanctoniques constitue un paradoxe compte tenu du spectre étroit des ressources
pour lesquelles ils entrent en compétition : c’est le paradoxe de Hutchinson®. La coexistence de
différentes espéces s’explique en fait par les différents aspects que revét la notion de niche
écologique. En effet, cette notion ne se décrit pas seulement en termes spatial et trophique. Ici, c’est
I'aspect temporel qui nous intéresse, c’est-a-dire I'incidence des fluctuations horaires de la ressource

sur 'acquisition d’azote.

Ainsi, I'avantage évolutif offert par la synchronisation particuliere de Thalassiosira weissflogii
pourrait étre d’acquérir de I'azote a des moments ou la majorité des autres espéces de microalgues
ne le font pas. En effet, la capacité qu’ont les diatomées d’acquérir I'azote la nuit n’est pas
ubiquitaire dans le monde des microalgues (Clark et al. 2002a). L’absence d’acquisition d’azote au
cours de la nuit est d’ailleurs cohérente avec le fait que la majorité des microalgues se divisent la
nuit. La possibilité d’une acquisition nocturne d’azote n’est avantageuse que si la mitose n’est pas
prépondérante au cours de la nuit. Les cellules finalement capables d’acquérir de I'azote la nuit

aurait la primeur des apports nocturnes de substrat. Elles accederaient, par exemple, en priorité aux

! Principe de Gause énoncé en 1934, Cf. Ricklefs & Miller 2005

’ Biotope : ensemble des éléments abiotiques caractérisant un milieu
> Modéles de Lodka et Volterra formulés en 1925 et 1926

* paradoxe de Hutchinson énoncé en 1961, Cf. Ricklefs & Miller 2005

195



Chapitre VIII. Discussion générale

pulses d’azote inorganique excrété par le zooplancton®, qui remonte en zone euphotique au cours de

la nuit (Haupt et al. 2009).

Il ne faut cependant pas perdre de vue que I'organisation classique du cycle cellulaire (Figure
99 gauche) doit elle aussi présenter une logique évolutive. Reprenons I'hypothése de Pittendrigh
« escape from light » (Cf. p40) selon laquelle les processus cellulaires se seraient organisés pour
isoler de nuit ceux sensibles a la lumiére. En particulier, les phases de synthése d’ADN (S) et de
mitose (M) sont sensibles aux ultraviolets (UV), qui peuvent provoquer des mutations au sein
patrimoine génétique (Hader & Sinha 2005). L'organisation classique du cycle cellulaire les éloigne de
la phase de lumiere (Figure 99). A l'inverse, celle de Thalassiosira weissflogii, expose les cellules en
mitose au rayonnement lumineux et donc UV (Figure 99). Il est donc probable que Thalassiosira
weissflogii soit dotée d’une propriété particuliere qui lui permette de résister a ce stress. La barriere
physique du frustule, et surtout la capacité de cette espéce a produire des molécules absorbant dans
I’'UV (Zudaire & Roy 2001) doivent lui conférer la protection nécessaire pour réduire les risques liés a
I'occurrence des phases S et M le jour. Ainsi, les caractéristiques particuliéres de Thalassiosira
weissflogii, tant physiologiques (organisation et synchronisation singuliéres du cycle cellulaire,
possibilité d’acquisition nocturne) que morphologiques (protection physique de I’ADN par un
frustule) ont pu lui conférer un caractére euryece. En d’autres termes, cette espéce présente une
niche écologique étendue qui lui permet de s’adapter rapidement aux changements des conditions
de croissance, et in fine d’optimiser sa compétitivité et son fitness (valeur sélective). Rappelons que
nous avions déja remarqué ce caractére en notant la formidable diversité d’habitats dans lesquels
cette espece peut se développer (Cf. p68), démontrant des aptitudes eurytherme (climats tropicaux,

tempérés, et froids) et euryhaline (eaux marines, saumatres et lacustres).

5. De I'impact écologigue de nos hypothéses.

Nos hypothéses sont issues d’expériences conduites au laboratoire sur des cultures
monospécifiques. La souche utilisée a été isolée il y a des années, et est depuis exposée a des
pressions de sélection tres différentes de celles existantes dans le milieu marin. Dans ce contexte,

quelles sont les applications possibles et pertinentes de nos résultats dans le cadre de I'océan réel ?

L'impact macroscopique du cycle cellulaire est dépendant de la synchronisation de la

population. Or, celle-ci est le résultat de deux phénomeénes indépendants (Chapitre IV). D’une part, le

1 . sz . /
Nous noterons toutefois que la forme d’azote excrété par le zooplancton est I'ammonium, notre étude ayant
portée sur I'absorption de nitrates.
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cycle cellulaire contient plusieurs points de contréle spécifiques aux conditions de croissance
(lumiére, azote, silice...). Au cours de la nuit, les cellules se bloquent au niveau du point de contrdle
spécifique a la lumiere, permettant la synchronisation des cellules exposées a un cycle lumineux
diurne. Cependant, une limitation par I'azote (qui ajoute un point de blocage dans le cycle) et la
variabilité du signal de lumiere recu dans une couche de mélange tendent a désynchroniser la
population (Chapitre V). D’autre part, la synchronisation est favorisée par I'existence d’une horloge
interne, qui fixe des fenétres temporelles pendant lesquelles les cellules se divisent majoritairement

(Chapitre IV).

Dans une couche de mélange, chaque cellule recoit un signal de lumiére qui dépend de sa
trajectoire. Divers résultats montrent que la synchronisation dépend de la fréquence des oscillations
de I'éclairement. A haute fréquence, la population se désynchronise massivement (Cf. expérience
ML), alors qu’elle reste fortement synchronisée quand la période des oscillations est supérieure a la
journée (Cf. expérience ML2, Pawlowski 2004). En zone stratifiée, les cellules sont exposées a un
cycle lumineux diurne normal qui permet une synchronisation maximale (expériences témoin).
Néanmoins, la stratification se caractérise souvent par des conditions nutritionnelles limitantes qui
sont propices a la désynchronisation (expériences Nlim). Ces éléments nous conduisent a penser que
le plus haut degré de synchronisation se trouvera en zone stratifiée non limitée en azote, c'est-a-dire
au niveau du maximum de chlorophylle. Nous pensons que c’est dans cette zone que I'impact du

cycle cellulaire sur I'acquisition d’azote est le plus fort.

Si les diatomées en général se synchronisent difficilement (Claquin et al. 2004), nos
expériences montrent que T. weissflogii se synchronise particuliéerement difficilement. En effet,
méme en conditions de croissance optimale (expérience témoin), le taux de division de la population
n’est jamais nul et la variation diurne du pG1l ne dépasse pas 40 points. Nous supposons que
I'existence de deux fenétres quotidiennes de division et de deux points de blocage dans le cycle
cellulaire peut en étre I'explication. Somme toute, T. weissflogii est peut étre un bon modeéle
biologique pour I’étude de certains processus physiologiques, mais il n’est peut étre pas le meilleur
modele pour travailler sur des populations synchronisées. Dans I'idée que nos constations peuvent
s’appliquer a d’autres especes de microalgues, il nous semble intéressant de tester la validité de nos
hypothéses sur des especes dont la synchronisation a été démontrée dans le milieu naturel. Parmi
elles, les algues picoplanctoniques sont particulierement connues pour se diviser de facon synchrone
dans le milieu marin (Carpenter & Campbell 1988, Vaulot & Marie 1999, Jacquet et al. 2001), mais
certains flagellés (Sweeney & Hastings 58) et certaines diatomées (Smayda 1975, Williamson 1980)

peuvent également montrer ce genre de caractéristiques.
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Quand bien méme ces études permettraient de préjuger d'un effet notable du cycle cellulaire
dans le milieu marin, sa quantification nécessiterait d’investir dans des mesures in situ a haute
fréquence. L’idéal serait de pouvoir suivre les dynamiques de l'acquisition d’azote et du cycle
cellulaire, mais cette entreprise s’avere délicate car ces mesures sont difficiles a réaliser en milieu
marin, notamment pour deux raisons. D’un c6té, la densité cellulaire océanique est faible, comparée
a celle de nos bioréacteurs. De 'autre, plusieurs espéces coexistent dans le méme environnement.
Notre méthode du suivi du cycle cellulaire impliquerait une large utilisation de produits de fixation et
de marquage et nécessiterait I'isolation des différentes populations au cytometre en flux. Une autre
approche permettant d'identifier la phase mitotique est d’identifier optiquement la proportion
d’entités formées de deux cellules attachées (ou doublets, Braunwarth & Sommer 1985), ou la
proportion de cellules en mitose (cette phase est caractérisée par I'absence de membrane nucléaire
chez les eucaryotes). Nous pourrions songer au développement d’'une méthode d’imagerie afin
d’automatiser ce type de mesure. Cependant, le procédé qui nous apparait le plus simple reste le
dénombrement des particules phytoplanctoniques et l'identification des périodes de division.
Stemmann et al. (2008) ont utilisé cette méthode pour suivre la synchronisation des microalgues au
sein du tourbillon de I'océan Pacifique Sud. lls reporterent, au niveau du maximum de Chla, une
variation diurne de I'abondance des microalgues avec un maximum en fin de journée. Enfin, la
cinétique d’acquisition d’azote peut étre mesurée par incubation en utilisant des isotopes de I'azote

(**NO3, Raimbault & Garcia 2008).

Pour conclure, nous pensons que la portée écologique de nos hypotheses devrait étre
davantage explorée. En effet, nous supposons que l'interruption de la prise d’azote observée
pendant la phase de mitose peut provoquer, sur des populations synchronisées, des variations de la
concentration en substrat dans le milieu. Nous pouvons préjuger que ces variations peuvent avoir un
effet synchronisant sur d’autres populations phytoplanctoniques (Bernard et al. 1996 ont montré
que des variations périodiques d’apport nutritif pouvaient synchroniser des populations de
microalgues). Au final, nous pensons que cette dynamique peut avoir des effets différents sur chaque
population en fonction des caractéristiques de son métabolisme (capacité a acquérir I'azote de nuit,
affinité pour le substrat...). En créant différentes niches écologiques, la discontinuité de I'acquisition
d’azote engendrée par le cycle cellulaire pourrait donc agir sur la composition des communautés de
microalgues. Dans ce sens, Vaulot & Marie (1999) mettent en évidence un déphasage du cycle
cellulaire de plusieurs populations synchronisées en milieu stratifié. En surface, la division de
Prochorococcus survient peu avant le crépuscule, celle de Synechococcus a lieu 2h plus tard, et celle
des picoeucaryotes suit 7h plus tard. Les auteurs lient ces observations aux métabolismes différents

de ces populations Les procaryotes ne peuvent utiliser les nutriments que de jour, mais ils le font
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plus rapidement que les picoeucaryotes. En conséquence, ils se divisent en phase éclairée mais leur
capacité de réparation de 'ADN leur permet de compenser |'effet délétere des UV. Cette logique de
sélection nous ameéne jusqu’aux expériences de compétitions d’Ahn et al. (2002), couplant la mesure
et la modélisation de la cinétique diurne d’acquisition d’azote de plusieurs espéces de microalgues.
Ils démontrent que la diversité spécifique de la communauté phytoplanctonique est favorisée quand

les différentes especes en présence ont des stratégies d’acquisition de substrat différentes.
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Annexe

Analyse de sensibilité du modele FreeCycle (chapitre VII)

Pour la plupart, les parameétres et conditions initiales du modele FreeCycle sont mesurables
ou calculables a partir de nos données. Cependant, certains ne peuvent étre estimés par une

approche expérimentale, c’est le cas des parameétres fixant les vitesses maximum de passage d’une
phase a l'autre (0,,,0,, et 0y;). Afin de connaitre clairement I'effet de chaque parametre et

condition initiale sur les différentes variables, nous avons effectué une étude de sensibilité en faisant
varier chaque parametre et condition initiale de plus ou moins 30%. Les résultats sont exposés dans

cette annexe.

Cette étude nous permet tout d’abord d’identifier les parameétres ayant le plus d’effet sur le
comportement du modéle : I, P, Qun et Q. - Par exemple, nous retrouvons I'effet négatif
d’une diminution I sur le taux d’acquisition de carbone et d’azote (barres bleus négatives dans la

colonne « mubar -». Au contraire, son effet sera positif sur la concentration en substrat dans le

bioréacteur (barre bleu foncé positive). Ensuite, cette étude nous permet d’identifier la conséquence
sur chaque variable d’'une modification des parametres 0,,,0,,, et oy;. Enfin, elle témoigne de la

cohérence de notre schéma conceptuel puisque une variation de 30% des parametres ajoutés par

rapport au modele LDBiom ne font pas exploser le modéle.
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Figure 100. Résultat de I’étude de sensibilité du modele FreeCycle. Chaque parametre et condition initiale (en abscisse) est modifié de plus (+) ou moins (-) 30%.
L'effet relatif sur la moyenne des différentes variables est représenté par les barres de couleur. S : concentration en substrat, XT : concentration en carbone
cellulaire, NT : concentration en azote cellulaire, pG1, pG2, pM : proportion de cellules dans les différentes phases du cycle.






Interférence entre les processus mitotiques et la prise d’azote chez Thalassiosira weissflogii.

Implications en modélisation et sur les flux globaux.

Le modeéle michaélien d’acquisition d’azote, utilisé a I'origine pour représenter l'effet de la
concentration d’un nutriment sur son taux d’absorption, s’avere insuffisant lorsque d’autres facteurs
présentent des variations temporelles, a I'exemple du cycle diurne de lumiere. Dans la littérature, les
oscillations diurnes de l'acquisition d’azote sont généralement expliquées par la réponse du statut
physiologique des microalgues au flux de photons et a la disponibilité en substrat. Cette thése a pour but
d’identifier dans quelle mesure le cycle cellulaire conditionne lui aussi la prise d’azote, et le cas échéant
d’évaluer l'impact de cette propriété au niveau macroscopique. Pour cela, nous avons réalisé des
expériences en cultures continues de la diatomée Thalassiosira weissflogii soumise a différentes conditions
de lumiére et d’azote.

Notre étude met en évidence une diminution de l'acquisition d’azote lorsqu’une proportion
significative de la population est en mitose. Il apparait également que les événements mitotiques sont
planifiés a la fois par les conditions de croissance et par une horloge interne. De plus, nos expériences
montrent que les conséquences macroscopiques de ces propriétés individuelles sont fonction du degré de
synchronisation de la population, et nous détaillons les facteurs agissant sur ce phénomeéne. Ensuite, nos
hypotheses sont reprises dans une approche numérique afin de tester le gain de représentativité obtenu en
prenant en compte le cycle cellulaire dans la modélisation de la croissance phytoplanctonique. Enfin, nous
discutons de l'effet du cycle cellulaire sur l'acquisition d’azote en milieu marin et de ses possibles
implications écologiques.

Mots clés : acquisition d’azote, cycle cellulaire, synchronisation, statut physiologique, modélisation,
phytoplancton, microalgues, diatomées, Thalassiosira weissflogii

Interference between mitotic processes and nitrogen acquisition in Thalassiosira weissflogii.

Implications in modeling and global fluxes.

The Monod model of nitrogen acquisition, originally used to represent the effect of a nutrient
concentration on the phytoplankton uptake rate, is inadequate when other factors show temporal
variations. Literature generally links the diurnal oscillations of nitrogen acquisition to a response of the
physiological status of microalgae to the photon flux and to the substrate availability. This thesis aims to
analyze how the cell cycle is also a significant determinant of nitrogen acquisition, and where appropriate,
to assess the impact of this property at the macroscopic level. In this purpose, we conducted continuous
culture experiments of the diatom Thalassiosira weissflogii exposed to various conditions of light and
nitrogen supply.

Results reveal a decrease in nitrogen acquisition when a significant proportion of the population is
in mitosis. The timing of the mitotic processes appears to be regulated both by the growth conditions and
by an internal clock. Moreover, our experiments show that the emergent behavior of the individuals
depends on the degree of synchronization the population, and we discuss the factors affecting this
phenomenon. Then, our hypotheses are used in a numerical approach in order to assess the gain of
representativeness obtained by taking into account the cell cycle in phytoplankton growth models. Finally,
we discuss how the cell cycle may impact nitrogen acquisition in the real marine environment and conclude
on the possible implications in ecology.

Keywords: nitrogen acquisition, cell cycle, synchronization, physiological status, modeling,
phytoplankton, microalgae, diatoms, Thalassiosira weissflogii
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