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Awvant-Propos

Cette thése a été co-dirigée par une partie tummsiest par une partie frangaise. En
Tunisie, M"™ Asma SAKKA HLAILI a assuré I'encadrement de la ¢béau Laboratoire de
Cytologie Végétale et de Phytoplanctonologie deeB& (LCVP), a la Faculté des Sciences de
Bizerte de I'Université de Carthage. En Francé Matacha JEAN et MStéphane MOUNIER
ont assuré I'encadrement de la thése au labord@®t@cessus de Transferts et d’Echanges dans
'Environnement (PROTEE, EA 3819) de I'Université @oulon.

Ce travail de these s’inscrit dans le cadre dunamagne d’échanges euro-méditerranéens
ARCUS CERES (Région PACA, MAE). Les données obtenae cours cette étude ont fait
I'objet de :

1) Deux articles parusen 2013, etleux articles acceptés avec major revisiordans des

revues scientifiques internationales impactées :

» Faouzi HERZI, Asma SAKKA HLAILI, Christophe LE POUPON, Hassine
HADJ MABROUK, Stéphane MOUNIER2013 Characterization of exudates
released by the marine diat@keletonema costatuaxposed to copper stress: a
3D-fluorescence spectroscopy appro&ibmetals (IF: 3,284)26: 773-781.

» Faouzi HERZI, Natacha JEAN, Huiyu ZHAO, Stéphane MOUNIER, Hassi
HADJ MABROUK, Asma SAKKA HLAILI, 2013 Copper and cadmium
effects on growth and extracellular exudation @& tharine toxic dinoflagellate
Alexandrium catenelta3D-fluorescence spectroscopy approahemosphere
(IF: 3,137) 93: 1230-1239.

» Faouzi HERZI, Natacha JEAN, Asma SAKKA HLAILI, Stéphane MOUNIER
Three-dimensional (3D) fluorescence spectroscopheffluorescent dissolved
organic matter released by the marine toxic digeflate Alexandrium
catenellaexposed to metal stress by zinc or leaccepté avec Major Revisions
dans Journal ofPhycology (IF: 2,239)

» Faouzi HERZI, Stéphane MOUNIER, Christophe LE POUPON, Asma SAKK
HLAILI, Natacha JEAN.Characterization of polysaccharides released by the
marine toxic dinoflagellatedlexandrium catenellagrown under metal stress.
Accepté avec Major Revisions dans Bulletin of Eruiimental Contamination
and Toxicology (IF: 1,05)



2) Quatre communicationsprésentées dans desngres internationaux:

» Estelle DUMONT,Faouzi HERZI, Asma SAKKA HLAILI, Thierry BALLIAU,
Stéphane MOUNIER, Natacha JEARQ13 Proteome modifications of the
toxic marine dinoflagellateAlexandrium catenellaunder metallic stress
conditions.40°™ Congrés CIESM Marseille, France, 28 octobre® fiovembre
2013.

» Faouzi HERZI, Asma SAKKA HLAILI, Estelle DUMONT, Thierry BALLIAJ,
Stéphane MOUNIER, Natacha JEARQ12 Does the protein expression from
the toxic dinoflagellateAlexandrium catenelldake a part in its occurrence in
metal perturbed coastal marine ecosysteB@&8” Congreés international ECSA
Venise, Italie, 3-7 juin 2012.

» Faouzi HERZI, Stéphane MOUNIER, Natacha JEAN, Hassine HADJ
MABROUK, Asma SAKKA HLAILI, 2012 Caractérisation des exsudats d'un
dinoflagellé toxique Alexandrium catenellaen présence des éléments traces
métalliques (cuivre, zinc, plomb et cadmiunif’ Workshop « Lagunes de
Thau et Bizerte, entre pressions environnementalets gestion durable »
Institut de Recherche pour le Développement (IRD)n&titut National des
Sciences de la Mer (INSTM), Bizerte, Tunisie, 3-di 12012.

» Faouzi HERZI, Natacha JEAN, Stéphane MOUNIER, Asma SAKKA HLAILI
2011 Etude de la réponse protéomique du dinoflageiiéqtie Alexandrium
catenellasoumis a un stress métalligu@ongres franco-tunisien des Sciences
de la Mer, Association Tunisienne des Sciences de Mer, Association
Francaise d’lchtyologie. Mahdia, Tunisie, 26-29 novembre 2011.

3) Une communicationprésentée dans wongrés national:

» Faouzi HERZI, Asma SAKKA HLAILI, Estelle DUMONT, Thierry BALLIAU,
Stéphane MOUNIER, Natacha JEAN2012 L'expression protéique du
phytoplancton toxiquélexandrium catenellpeut-elle contribuer a sa présence
dans les écosystemes marins cotiers perturbés eparcbntaminants

métalliques 2*"**Doctoriades Euro-méditerranéenne29-30 novembre 2012.

D’autres données feront I'objet de trois prochaipesblications concernant la réponse
protéomique dAlexandrium catenell§protéomes soluble et membranaire) en conditions de

stress métalliques.
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INTRODUCTION
GENERALE



Les écosystémes marins cotiers constituent des abimeerfaces entre la terre, I'océan
et I'atmosphere. Bien qu’ils ne représentent qu'daible surface (70% de la surface
océanigue), ces écosystemes sont tres produddiifjlmuant entre 14 et 30% a la production
primaire des océans (Mantouet al, 1991), et sont soumis a une importance pression
anthropique. Le compartiment phytoplanctonique joue réle important dans le
fonctionnement des écosystemes marins cétiers.fflef) @ c6té de sa position de principal
producteur primaire des océans, il est en généria bBase des réseaux trophiques. Le
phytoplancton, est constitué de microorganismeeliolaires autotrophes, capables de
réaliser la photosynthese et de produire tousdestituants cellulaires en utilisant I'énergie
lumineuse et des nutriments inorganiques. La netéganique produite est alors rapidement
transmise aux eéchelons supérieurs de la chaineriine. La croissance du phytoplancton
peut étre limitée par des facteurs physiques tedslajlumiére, la température, la turbidité, et
par des facteurs nutritionnels d’origine naturelleanthropique (Bougis, 1974). Concernant
les facteurs nutritionnels, les écosystemes coyiessnt particulierement sensibles, en raison
des apports significatifs en engrais, pesticidemétaux tracesia les cours d’eaux, et les
rejets urbains et industriels.

Dans les écosystemes marins coétiers, la diatoBkédetonema costatuoctcupe une
place clé dans le réseau trophique. Ainsi, elletnreaine domination annuelle sur 'ensemble
de la biomasse phytoplanctonique, dans plusieursyétemes tels que : Banyuls-sur-Mer
(Jacques, 1968), le Golfe de Marseille (Traverg,1)®u encore la petite rade de Toulon
(Jamet et al., 2005; Rossi et Jamet, 2008). Damsnmibeux eutrophisés par les apports
anthropiques,Skeletonema costaturee développe sporadiquement pendant les saisons
automnale et printaniére, faisant parfois I'objet «lblooms » phytoplanctoniques avec des
abondances dépassant®16ellules L*. Dans la communauté phytoplanctonique, les
microalgues nuisibles telles dilexandrium catenellasont responsables d’efflorescences
algales massives, appelées Harmful Algal Blooms «dABs » impliquées dans le
phénomene de marées rouges. L'intoxication panatgsaar consommation de fruits de mer
(IPFM) (en anglais « PSP »: Paralytic ShellfishisBoing) est provoquée par des
dinoflagellés produisant la toxine paralysante tsaxie qui appartiennent aux genres
Alexandrium Gonyaulax Gymnodiniurret Pyrodinium

Afin de se protéger des contaminants métalliquespHytoplancton développe des
mécanismes de défense se traduisant par I'activdéqgompes ATP-dépendantes, permettant
de maintenir un niveau intracellulaire de concdittrameétallique par rapport au niveau

extracellulaire. S’ajoutant a cela, I'exsudation gdeotéines, polysaccharides et acides



humiques, ayant de fortes capacités de complexaima-vis des métaux libres, pourrait
permettre de limiter I'effet toxique des métaux deasscellules.

La rade de Toulon (France, Méditerranée occidengseun écosysteme privilégié pour
les étudesn situ étant donné ses caractéristiques morphométriguaspeession anthropique
gu’elle subit. De nombreux travaux ont été effestdans la petite rade, certains portant sur
la densité et de la biodiversité planctoniques EtahFerec-Corbel, 1996; Janettal, 2001;
Jamet et al, 2005), d’autres analysant la taxonomie du zoaptan en fonction des
parametres saisonniers (Jamet et Ferec-Corbel, 1988) études ont aussi concerné la
caractérisation de l'activité phosphatasique duplaeton (Bogé et al., 2002; Jean et al.,
2003; Bogeéet al, 2006), et la production du diméthylsulfoniopmpate (DMSP) par le
phytoplancton de la rade de Toulon (Despaal, 2002; Jeaet al, 2005). La petite rade de
Toulon a également été utilisée comme site ataliecours du contrat du Baie (SIAT, 2002),
qui a mis en évidence I'impact de la pollution e métaux lourds dans cet eécosysteme. En
outre, un travail de thése récemment effectué (Raskamet, 2008) a permis de comparer la
structure et I'évolution des communautés planctaesaie la petite et de la grande rade, avec
une approche quantitative et qualitative, tenantpie de I'évolution des teneurs en éléments
traces métalliques dans I'eau. Dans la petite dad€oulon, les concentrations de cuivre dans
la colonne d’eau ont varié entre 0,62 et 2,82 pg.Cualors que les teneurs en plomb ont
fluctué entre 0,16 et 19,0 pg'LDans les organismes phytoplanctoniques, les comt®ns
en cuivre exprimées en g gont varié entre 2,69 T0g gC* et 3,92 1¢ g gC*, tandis que
les teneurs en plomb ont atteint au maximum 3,83¢1C* (Rossi et Jamet, 2008).

Des études précédentes ont montré la prédominasodimtelagellés, et des blooms du
dinoflagellé toxiqueAlexandrium dans des écosystemes marins c6tiers contamimégpa
eléments traces métalliques (ETMs) (Jetaal, 2005, 2006, 2012; Tessier al, 2011). Ces
études suggerent qlexandriumserait résistant aux ETMs. Afin de vérifier ce tpdet pour
'espéceAlexandriumcatenella mais aussi pour l@diatomée Skeletonema costafunous
avons caractérisé la matiére organique dissouteDMéxsudée par ces deux especes, en
utilisant la technique de spectroscopie de flueese 3D, analysé les exsudats
polysaccharidiques contenus dans la MOD, et étiedi@proteomes dlexandrium catenella
grace a la technique de I'électrophorese bidimensiba (2D). Les techniques innovantes de
spectroscopie de fluorescence 3D et d’électroplka2&ssont appliquées de fagon inédite aux
especes phytoplanctoniques étudiées afin d’évidues réponses aux stress métalliques.

La diatomée central8keletonema costatuanété choisie dans cette étude, car elle est

présente de fagcon permanente, et durant une Igpgniede de I'année, dans un écosysteme



cotier connu pour sa pollution métallique : la fetade de Toulon (Jamet al, 1996, 2001;
Rossi et Jamet, 2008). Elle est largement étudiés s tests de toxicité, principalement
envers le cuivre (Erickson, 1972; Moret al, 1978; Mandelli, 1969; Steeman-Nielson et
Wium-Anderson, 1970; Sunda al, 1976). Ainsi, cette espece, a été isolée auanive la
petite rade de Toulon, puis maintenue en culture.

Quant aAlexandrium catenellacette microalgue a un potentiel toxique (Védaal,
2001; Turki et Balti, 2005; Frehi, 2007), et espliguée dans les « HABs » caractérisant les
milieux perturbés par les rejets anthropiques, aomés par les métaux traces, comme la
petite rade de Toulon (Jeanat, 2006; Tessieet al, 2011). Cette espéce a été isolée a partir
de kystes présents dans les sédiments d’'une laantheopisée, la lagune de Thau, par le
Laboratoire d’Ecologie des Systémes Marins Co{{ESOSYM UMR 5119, Université de
Montpellier 2, CNRS, IFREMER et IRD). Ce labora&itous a plus particulierement fourni
la souche ACTO03 &lexandrium catenellgue nous avons ensuite maintenue en culture.

Ainsi, les objectifs spécifiques de la présente @€gmht :

1- Evaluer I'impact de la pollution métallique sBkeletonema costatugt Alexandrium
catenellaa I'échelle physiologique, en quantifiant les d&sset les taux de croissance des
cellules mises en cultures.

2- Caractériser les produits d’excrétion ou exsudate ces deux espéeces
phytoplanctoniques marines soumises a des stresglimées, afin de comprendre leurs
réponses face aux stress, et I'implication des eatsuthns la spéciation métallique et donc
dans la biodisponibilité et la toxicité des métaisca-vis des cellules.

3 - Etudier les protéomes exprimés pdexandrium catenellacultivée en conditions de
stress métalliques, de facon a identifier les [megde stress exprimées par cette espece
dans de telles conditions. Les protéines de stésgent identifiees, permettront de définir
le potentiel de tolérance Alexandrium catenellais-a-vis des ETMSs.

Pour répondre a ces obijectifs, deux campagnesatiithnnage ont été menées en juin
et juillet 2009, dans la petite rade de Toulonneagau de la station « port de Toulon » &3 m
de profondeur, afin de déterminer I'environnemehnysico-chimique du site d’étude et de
prélever les souches a étudiBké¢letonema costatdnAu laboratoire, des culturé@s vitro de
la diatoméeSkeletonema costatuet du dinoflagellé toxiquélexandrium catenellant été
réalisées en conditions normales et en conditiam#aminantes (sans et avec ETMs).
Différentes expérimentations portant sur la craisseales protéomes, les analyses de COD,
de carbohydrates, de polysaccharides exsudés,fleiodescence de la MOD ont été réalisées

a partir des cultures obtenué&s.costatuna été choisie car c’est une espece présente e&ans |



milieux cotiers méditerraneens, &t catenellacar c’est une espéce produisant des toxines
particulierement sensible aux apports anthropictepermettant une étude des protéomes
grace a l'absence de frustule.

Le travail de these ici présenté s’articule auttricing chapitres :

Le premier chapitre présente la problématique géeérfaisant état des données
historiques sur le phytoplancton, ses réponseslag#s a la pollution métallique, ainsi que
des mécanismes de défense gu'il peut mettre em placonditions de stress métalliques.

Le deuxiéme chapitre décrit les différentes techesqutilisées au cours de cette étude.
S’ensuivent les troisieme, quatrieme et cinquieima&pires, consacrés a la présentation des
principaux résultats puis a leurs discussions.

Le troisieme chapitre est réservé a I'étude dédtafe la contamination par le cuivre sur
la diatoméeSkeletonema costatumise en culture. Dans cette partie, sont préséegéstfets
des concentrations croissantes en cuivre sur legigues de croissance, I'exsudation du
COD, des carbohydrates, des polysaccharides (catigmoen monosucres) et de la matiére
organique fluorescente (FDOM).

Le quatrieme chapitre est consacré a I'étude depbict des ETMs (cuivre, zinc, plomb
et cadmium) sur la croissance et la cinétique loferdition des molécules extracellulaires par
Alexandrium catenellaen conditions normales et contaminantes, par ssecpie de
fluorescence 3D et par chromatographie en phasaugadCPG).

Le cinquiéme chapitre a examiné I'étude de la répoprotéomique @&lexandrium
catenellasoumise a différents stress métalliques. La misévidence de protéines de stress
exprimées par cette espéce a été réalisée par casps des gels électrophorétiques 2D
obtenus dans des conditions de référence et de#tioos contaminantes. L'identification des
protéines impliquées dans la réponse au stressuatete effectuée grace a la technique de
chromatographie en phase liquide couplée a laspeétrie de masse (LC-MS/MS).

Enfin, le mémoire de thése se termine par une woeimi générale, incluant une

synthése de 'essentiel des résultats obtenus,iabant a leurs perspectives.
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|. PHYTOPLANCTON

1. Taxonomie du phytoplancton

Du point de vue taxonomique, le phytoplancton nmonine grande diversité (Bougis,
1974). Toutefois, la classe prédominante parmi lgtgghancton marin est celle des
diatomées, suivie par la classe des dinophycées. dutres classes phytoplanctoniques
(chlorophycées, cryptophycées, prasinophycées.eeaghycées,...) sont incluses dans le

groupe des flagellés.

1.1- Diatomées

Les diatomées, ou bacillariophycées, sont des mguea (2 — 200 um) possédant un
exosquelette appelé frustule, a base de siliceehmdou opale, SK) nH,O) et de pectine.
Celui-ci est composé de deux valves (I'hypovalvevalve inférieure, et I'épivalveu valve
supérieurg qui s’emboitent 'une dans l'autre (a la facon @uboite de Pétri). Chez les
diatomées pennées, les valves sont allongéesnu&trsy bilatérale par rapport a une fente, le
raphé, de part et d’autre de laquelle se trouvestuabercules ornementaux (Figure 1A). Chez
les diatomées centrales, ayant une symétrie radiedetubercules d’ornementation sont

disposés en stries rayonnantes (Figure 1B).
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Figure 1. (A) Diatomée pennée : stries radiantes convergerdes le nodule central
(B) Diatomée centrale : striesommyantes convergentes vers le centre de la cellule
(http://www.microscopies.com/DOSSIERS/Magazine/@es/D-VOISIN-
Diatomees/Diatomee.htm)
Les diatomées peuvent étre solitaires ou se dévelappcolonies (surtout en chaines),
libres ou fixées. La formation de colonies peut dboer a diminuer la vitesse de
sédimentation, notamment pour les espéces formast ablonies en chaines spiralées

(Peperzalet al, 2003).



Ces microalgues se reproduisent par multiplicatigrgétative, assurée par une
succession de divisions cellulaires, aboutissaohé diminution de la taille moyenne des
cellules. Lorsque les cellules atteignent leurdargminimale, un processus de reproduction
sexuée se déclenche, appelé auxosporulation, gendre une auxospore donnant naissance

a une cellule initiale de grande taille (Figure 2).

Figure 2. Reproduction sexuée (ou auxosporulation) chez latodées centrales. Les
cellules algales sont réunies en file par emboiterdes digitations terminant les expansions
externes (http://www.afd-ld.org/~fdp_bio/content.pppge=cara_plantes&skin=modi)

Les diatomées sont constituées d’environ 100 O@@ces, répandues dans tous les
milieux aquatiques, que ce soit en eau douce, ansaamatre ou bien en eau salée. Ces
microalgues, surtout abondantes dans les écosystautrophes, préférent les fortes
températures et les intensités lumineuses élevidas. conséquent, elles sont souvent
responsables des « blooms » printaniers observisslela écosystemes tempérés (Rousseau
al., 1994).

Les diatomées sont les microorganismes les pllisastien maricultures. Ainsi, parmi
les especes les plus largement utilisées en canahliyte, se trouve la diatomée centrale
Skeletonema costatuf@hrétiennot-Dineet al, 1985) (Figure 3). Les valves &&eletonema
costatumsont plus ou moins bombées et discoides, avecametlie compris entre 10 et 20
um. Cette diatomée est considérée comme commuabkoedante parmi les communautés
phytoplanctoniques pélagiques, et est souvent vdsefans les estuaires, ou elle présente une
forte biomasse (Rincét al, 1999). Toutefois, elle est aussi particulieretredsondante dans

les milieux marins cétiers, ou elle constitue unillm@ important des chaines trophiques a



mollusques. Elle est un aliment incontournable durnissage des bivalves adultes en raison

de sa teneur en silice (Barikk al, 2000).

Figure 3. Skeletonema costatumww.ndu.ac.jp)
(A) Chaine de cellules en vue cingulaire (Micagse photoniqu&100)
(B) Détail des expansions externes (Microscope té@eiue a balayage)
(http://lwww.ndu.ac.jp/~t-nagumo/005SkeletonemaClhtm

Sur les cbtes frangaises, la diatorS&eletonema costatuoccupe une place clé dans le
réseau trophique pélagique. Elle montre une domimaannuelle sur I'ensemble de la
biomasse phytoplanctonique, dans plusieurs écosgsteéde ces cotes, tels que:
Banyuls-sur-Mer (Jacques, 1968), le Golfe de MHeséTravers, 1971) ou encore la petite
rade de Toulon (Jamet al, 2005; Rossi et Jamet, 2008). Dans ces milieutus par les
apports anthropiqueSkeletonema costatuse développe sporadiquement pendant les saisons
automnale et printaniére, faisant I'objet des «Mieo» phytoplanctoniques avec des
abondances dépassanf t@llules . Sur les cotes tunisienneSkeletonema costatugst
observée pendant toute I'année, montrant de fattesdances. Par exemple, dans la lagune
de Bizerte, de nombreuses études mesurant 'aboaddra biomasse des diatomées, (Grami
et al, 2008; Sakka Hlailet al, 2008), ont enregistré de fortes biomasses caesai24 - 231
mg C m). Les biomasses élevées, associées a ce grouplamgtonique, ont été attribuées
a des diatomées pennales parmi lesquelles figkedetonema costatu(Daly-Yahia-Kéfi et
al., 2005). D’autres recherches menées dans la baleiis ont montré de fortes abondances
estivales de Skeletonema costatunmrévélant que cette particularité constituait une
caractéristique commune avec plusieurs écosystamais méditerranéens, comme la
lagune de Mar Menor en Espagne (Daly-Yahia-keéfal, 2005). De plus, une étude récente



conduite dans la lagune de Bizerte a confirmé ésgmce d&keletonema costatuassociée a
d’autres dinoflagellés potentiellement toxiquessain de la communauté phytoplanctonique
(Bouchouicheet al, 2012).

1.2- Dinophycées

Les dinophycées, ou dinoflagellés, regroupent ge2g 300 especes. Les cellules (10 -
200 um) peuvent étre solitaires ou regroupées lemies. La paroi cellulaire, appelée théque,
peut étre fine et peu ornementée chez les dindlésgdits « nus », ou au contraire, épaisse,
renforcée par des plaques internes de cellulose, lelsedinoflagellés dits « cuirassés » ou
« armés ». Ces plaques sont variables par leurbmesmleurs contours, leurs dimensions et
leurs ornementations (pores, épines, cornes, cditetes, collerettes,...)

Les dinoflagellés ont deux flagelles a dispositmthogonale, un flagelle transversal,
aplati, situé dans un sillon équatorial (cingulumf),un flagelle longitudinal, logé dans un

sillon vertical (sulcus) (Figure 4).
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Figure 4. Morphologie d’un dinoflagellé (Bérard-Therriaeltal, 1999)

Les dinoflagellés possédent un noyau particulippe# « dinocaryon », a l'intérieur
duquel 'ADN n’est pas associé a des histones, cerast le cas chez les autres eucaryotes,
mais complexé a une protéine particuliere, ayantr ppanséquence la condensation
permanente des chromosomes, méme pendant l'insgphaes microalgues sont tres
diversifiées, en particulier par leurs comportersendlimentaires. Certaines sont
photosynthétiques strictes, d’'autres sont mixotrepltBautres encore sont hétérotrophes
strictes.

Les dinoflagellés se reproduisent surtout par mplidation végétative (bipartition). La
reproduction sexuée, qui n’existe que chez cera@gspeéces, donne un zygote qui s’enkyste
(kyste calcaire), et peut sédimenter et subsistegtemps, enfoui dans les sédiments. La
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prolifération de certains dinoflagellés, responsalldles phénomeénes des marées rouges, est
souvent liée a une remise en suspension des kites) développement subséquent des

cellules végétatives.

1.3- Flagellés
Les microalgues porteuses de flagelles formentréeige des flagellés qui renferme
plusieurs classes : les prymnésiophycées, les agfigcées, les prasinophycées, les
cryptophycées, les raphidophycées, les euglénophycdes chrysophycées et les
dictyochophycées. Les flagellés se reproduisemn|us souvent, par bipartition longitudinale
et sont capables d’enkystement. La reproductionémxquand elle existe, s’effectue grace a
des gametes flagellés peu dissemblables entrasagaie).

2. Production primaire du phytoplancton

Le phytoplancton est a la base de la productiomgire en milieu marin, processus
majeur dans le cycle biogéochimique du carbone tacéan (Tianet al, 2001). La fixation
du carbone inorganique par le phytoplancton dasi®#ix de surface, sa transformation en
carbone organique, puis son transport vers les paafgndes, sont des processus constituant
une « pompe biologique » qui régule la quantité osphérigue de CO La production
primaire peut étre tres importante lorsque le pHgiogon forme des efflorescences ou
« blooms » qui présentent une variabilité saisoenit géographique. Généralement, les
zones cotiéres sont caractérisées par des taudsélievproduction primaire (de 100 a 150 g C
m? ani’), diis essentiellement aux blooms de phytoplangeogrande taille (diatomées > 20
pm) (Zeitzschel, 1978 ; Grangt al, 2008). Cette classe phytoplanctonique est alors
caractérisée par des taux de croissance, d’assonildes nutriments et de production trés
élevés (Malone et Neale, 1981).

Le développement phytoplanctonique, dans la colodieau, est contr6lé par des
facteurs physico-chimiques tels que: la lumingsis nutriments, la turbidité et la
température de I'eau (Riper, 1979; Folkowski et @syel980; Gloveet al, 1987; Neale et
Richardson, 1987), mais aussi par des facteurdgbex tels que le broutage par le
zooplancton. Les consommateurs zooplanctoniquesreagsle transfert de la production
primaire vers les échelons supérieurs a travefgrdiftes structures ou réseaux trophiques
(Legendre et Rassoulzadegan, 1996a; Sakkal, 2002; Gramiet al, 2008). La structure

trophique est intimement liée a la taille des bearg (microzooplancton, mésozooplancton,
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...) qui, a son tour, dépend de la taille des praslust En effet, les microorganismes
composant le phytoplancton couvrent un large spetdrtaille, allant du picophytoplancton
(< 2 pm) au microphytoplancton (20 — 200 pum), esspat par le nanophytoplancton (2 — 20
pm).

3. Ecologie du phytoplancton

Le développement du phytoplancton est contrél@éipansemble de facteurs abiotiques,
parmi lesquels figurent la lumiere, la salinitétdenpérature et les sels nutritifs.

La lumiere est un facteur crucial agissant sur¢adpction phytoplanctonique. En effet,
la lumiere agit qualitativement et quantitativementr le métabolisme phytoplanctonique
(Glover et al, 1987). Ainsi, I'élévation de la luminosité entra une efflorescence de
microalgues aboutissant a un maximum de biomasde ptoduction primaire. En revanche,
en hiver, malgré la disponibilité des nutrimengsptoduction phytoplanctonique reste limitée
par un faible éclairement. Par ailleurs, une exjprsides cellules a une lumiére saturante,
réduit progressivement le taux photosynthétiquelléviaveider et Nauwerk, 1961; Harris et
Piccinin, 1977) et peut méme linhiber (Neale ettRirdson, 1987). De plus, les radiations
U.V. (280 — 400 nm) diminuent la photosynthese (hidlanseret al, 1993; Vincent et Roy,
1993) et peuvent réduire le taux de production @blginctonique (Smitbkt al, 1980).

La salinité, en agissant sur la biomasse chlordighyle (Revelante et Gilmartin, 1976)
et le taux de croissance du phytoplancton (¥inal, 2000), peut affecter le taux de
production phytoplanctonique. Par ailleurs, lesataims spatiale ou saisonniére de la salinite,
peuvent induire des changements dans la composgjpécifigue des communautés
micoalgales (Chien, 1992; Daly-Yahia-Kéfi, 1998d¥auet al, 1998).

La température est aussi un parametre importasgpiglle peut agir sur la biomasse
chlorophyllienne en affectant directement le taaxctbissance phytoplanctonique (Levasseur
et Thierriault, 1987). Les faibles températurest saccompagnées d’'une nette baisse de
croissance phytoplanctonique (Verity, 1981; Iriatd’urdie, 1993). En outre, en agissant sur
'assimilation des nutriments, la température pugsi affecter, indirectement, la production
phytoplanctonique (Bairdt al, 2001).

Les sels nutritifs constituent un facteur détermirour la croissance, la dynamique et
la structuration des communautés microalgales (Sakled, 1999; Chikhaoui, 2003). Dans
les eaux cotieres de la Méditerranée, le phospésirein élément nutritif plus limitant que

I'azote pour le développement phytoplanctoniquelKRdmouiet al, 2008).
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En Méditerranée occidentale, I'apport en compos&séa par les eaux du Rhéne,
expligue une biomasse importante dans la mer dialb@t le golfe du Lion (Antoinet al,
1995; Moutin et Raimbault, 2002). En revanche, eéaditérranée orientale, les apports
d’origine atmosphérique constituent la principaterse d’éléments nutritifs (Guerzoai al.,
1999; Ridame, 2001). Le bassin oriental est donsidére comme ultra-oligotrophe (Yacobi
et al, 1995), présentant une production primaire tedslé (2,04 g de C than?) (Sournia,
1973), limitée principalement par le phosphate (Kegral, 1991; Zohary et Robarts, 1998).
La Méditerranée est caractérisée par deux graditoligotrophie : un gradient ouest — est, et
un gradient nord — sud, le nord étant moins ol@ate que le sud (Sournia, 1973; Morel et
André, 1991; Antoineet al, 1995). Dans certaines lagunes méditerranéeteltss que la
lagune de Thau, la biomasse phytoplanctonique lesg€e& (Souchwet al, 2001). Cette
biomasse est alors attribuée aux cellules phytepaiues de plus grande taille (> 20 pum)
telles que les diatomées, tandis que le picophgitmpbn (0,2 a 2 um) contribue a 25% de la
production primaire totale (Vaquet al, 1996).

4. Phytoplancton nuisible

Le phytoplancton nuisible est impliqué dans dedoef§cences algales massives,
dénommées « Harmful Algal Blooms » (« HABs »), isgltiisant par un phénomene d’eaux
colorées aussi appelées marées rouges (Smayda,).1@@r@aines especes contribuant aux
« HABs » peuvent ne pas étre toxiques, mais nogciiretuisant des effets indésirables
succédant a leur mortalité, tels que l'anoxie diliemniliée a la présence d’'une quantité
importante de matiere organique, laquelle est diégrapar des bactéries en conditions
aerobies. D’autres espéces responsables de « HABmn® productrices de phycotoxines
causant la mortalité des animaux marins (mollusqyesssons, oiseaux, ...Mia leur
ingestion directe de microalgues toxiques (Shimiz898; Yassumoto et Murata, 1984).
Ainsi, la consommation de mollusques et de poissomsaminés par ces phycotoxines peut
induire des intoxications chez I'étre humain, gdans certains cas, s’averent mortelles
(Hallegraeff, 1993). La fréquence, ainsi que latritigtion des « HABs », a montré une
augmentation dans les écosystemes marins cotiercoats des derniéres décennies
(Hallegraeff, 1993; Sellneet al, 2003). Bien que cela n'ait pas encore été démpnt
I'eutrophisation forcée par les apports anthropsgpeurrait en partie expliquer I'expansion
de ce phénomene (Hallegraeff, 1993; Sel&taal, 2003; Gliberet al, 2005).
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Les espéces impliquées dans les « HABs » appagtienpour 75%, a la classe des
dinoflagellés (Smayda, 1997b) particulierement ahotgl dans les écosystemes marins
cétiers eutrophes (Walker, 1984). Plusieurs synémhgés aux dinoflagellés toxiques ont été
répertoriés a ce jour (Lillgt al, 2002; Gilberet al, 2005) :

» L’intoxication diarrhéique par consommation de tsude mer (IDFM) (en anglais
«DSP» : Diarrhetic Shellfish Poisoning), causée @es dinoflagellés appartenant aux
genresDinophysiset Prorocentrum La principale toxine diarrhéique est I'acide okiplie.

» L’intoxication paralysante par consommation deit$ride mer (IPFM) (en anglais
« PSP » : Paralytic Shellfish Poisoning), provogpée des dinoflagellés appartenant aux
genresAlexandrium Gonyaulax Gymnodiniurret Pyrodinium La toxine paralysante est la
saxitoxine.

» L’intoxication neurologique par consommation deits de mer (INFM) (en anglais
« NSP » : Neurologic Shellfish Poisoning), indt les brévétoxines synthétisées par le
dinoflagelléGymnodinium breve.

» La ciguatéra, intoxication entrainant des troulgastro-intestinaux et neurologiques
liées a la consommation de poissons (ICP) (en amg&FP »: Ciguatera Fish Poisoning)
contaminés par des dinoflagellés du geBeembierdiscusLes toxines responsables de ce
syndrome sont les ciguatoxines et les maitotoxines.

Parmi les différents syndromes sus- cités, le smdrIPFM semble étre le plus connu
et aussi I'un des plus dangereux puisqu’il peut &tal. Ce syndrome est le plus souvent
causé par des especes appartenant au @éexandrium telles quAlexandrium catenella
(Figure 5), Alexandrium fundyense, Alexandrium minutum, Alexandrium tanserest
Alexandrium taylori Par conséquent, ce genre a suscité l'intérétsdesntifiques qui ont
exploré les paramétres biologiques et écologigaescterisant ce genre, ainsi que sa biologie,
son écologie, sa toxicité, ses interactions avex dmitres organismes, sa capacité
d’enkystement et les facteurs de déclenchemeneglblsoms. Ainsi, Laabit al. (2004) ont
montré que la prolifération Alexandrium est susceptible d'une part d’interrompre
'expansion d'autres communautés algales, et déap@rt, de limiter la fécondité et la
viabilité des crustacés qui les consomment. D’autreestigations ont porté sur la toxicité de
cette microalgue, son enkystement, et son effetestractus digestif de I'huitr€rassostrea
gigas(Genoveset al, 2007 ; Masseradt al, 2009).
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Figure 5. Alexandrium catenelléchaine de deux cellules)
observée au microscope inversEQ)

Les « blooms » dlexandriumont été signalés dans diverses eaux marines tglies
'ouest de I'océan Pacifique (Scholin et Andersb®94), les eaux cotieres du Chili (Cordova
et Muller, 2002), du Japon, de la Chine, de la €al¢ Sud (Adactet al, 1996; Yeunget al,
2002), de la Nouvelle-Zélande (Mac Kenae al, 2004), et dans d'autres écosystemes
particuliers comme le fjord de Shetland (EcossedufEt et al, 2010). Les espéces
d’Alexandrium sont aussi rencontrées dans de nombreux écosystedtess de la
Méditerranée du Nord (Vilat al, 2001; Pennat al, 2005) et Sud (Daly Yahia, 2001; Turki
et Balti, 2005; Frehet al.,2007; Armiet al.,2011).

Sur les cétes francaises, I'occurrencéldkandriuma été rapportée dans plusieurs
ecosystemes dont I'étang de Thau (Abadteal, 1999; Lilly et al, 2002). Dans cet
ecosysteme particulieAlexandriumse développe sporadiquement, et croit principaime
aux périodes printaniére et automnale. Les efftameses de ce dinoflagellé conduisent
souvent a la fermeture des fermes aquacoles entartuption de I'élevage conchylicole.
Ainsi, en novembre 1988, suite a une prolifératiohlexandrium l'interdiction momentanée
de la commercialisation des coquillages de Tha( éatce appliquée. Lors de cet évenement,
les bivalves ont bioaccumulé jusqu’a 852 ug d'églgint-saxitoxine par 100 g de chair, une
valeur qui a dépassé de loin le seuil de salubiet coquillages selon la norme européenne
(80 ug d’équivalent saxitoxine pour 100 g de chaiiale). Dans la petite rade de Toulon, la
présence dilexandriuma aussi été relevée (Jestral, 2005, 2006). Dans cet écosysteme, ou
la contamination par les ETMs est tres importaiiesgieret al, 2011), les dinoflagellés
dominent souvent les autres groupes présents éagemmunautés phytoplanctoniques (Jean
et al, 2005) et le genrélexandriumpourrait étre le principal responsable des « bloems
phytoplanctoniques a certaines périodes de l'aridéanet al, 2006). Ceci suggére que ce
dinoflagellé nuisible pourrait étre tolérant a lallgon, plus particulierement aux

contaminants métalliques.
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Sur les cOtes tunisiennes, le gemexandriuma été identifié et répertorié dans
plusieurs régions, comme la baie et le lac de T{dédy Yahia, 2001, Armet al, 2011). Des
blooms de ce dinoflagellé nuisible ont coincidécades mortalités massives de poissons
(Romdhaneet al., 1998). Dans la lagune de Bizerte, une étude récanmontré que les
efflorescences dlexandriumétaient sporadiques, bien que ces microalguesny aiteint des
densités trés élevées (>°1tellules L), contribuant jusqu’a 61% du phytoplancton nugsibl
présent (Bouchouicha Smigaal, 2012).

II. CULTURES PHYTOPLANCTONIQUES
1. Especes cultivees, techniques d’isolement ceflue et méthodes de

culture

Plusieurs especes de microalgues appartenant aiblati@phycées, prasinophycées,
cyanophycées et cryptophycées, sont cultivées gesrfins économiques, principalement
pour le nourrissage d’organismes commercialisésawir des larves de décapodes, de
copépodes, de rotiferes et de mollusques bivalv@sréfiennot-Dinetet al, 1986).
Néanmoins, certaines especes de diatomées telléSkgletonema costatuet Thalassiosira
pseudonanasont les plus fréquemment utilisées en maricul{@krétiennot-Dinetet al,
1986; Coutteau et Sorgeloos, 1992).

Il existe six différentes techniques d’isolementutaire : isolement a pipette pasteur ou
a pipette capillaire, isolement par électrodépositn rayures ou par électrodéposition en jet,
isolement sur gel d’agar-agar (Robert, 1994). Laxcte la technique adéquate dépend de la
taille des cellules a isoler, mais la techniquesa&ment a pipette capillaire semble étre la

technique la plus fréequemment utilisée.

Il existe différentes méthodes de culture : culkwer batch, cultures en mode continu et
cultures en mode semi-continu (Guillard et RytH&62). Les premieres consistent en une
inoculation de cellules isolées dans un milieu wleuce fraichement préparé, tel que le milieu
f/2 (Guillard et Ryther, 1962; Ifremer, 2007). Bu@sque la population atteint son maximum
de densité cellulaire, les microalgues sont tragsf dans un volume plus grand de culture,
contenant du milieu frais et enrichi, et ainsi diées jusqu’a I'obtention de grands volumes de
culture (centaines de litres) (Ifremer, 2007). takures en mode continu nécessitent I'apport
régulier de milieu frais aux flacons de culture fandjue I'exces de culture est
continuellement pompé. Ce systeme permet d’obtdes populations dont la densité

cellulaire et les caractéristiques biochimiguest smmstantes (Sciandrat al, 2003). La
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technique de culture en mode semi-continu est danique la plus simple. Un inoculum
contenant les cellules phytoplanctoniques a cultest injecté dans un récipient contenant
tous les éléments nutritifs nécessaires a leuriptioktion, et donc a la croissance de la
population phytoplanctonique. Aprés cette inocolatinitiale, il n’y a plus d’échange
d’éléements nutritifs et de biomasse avec I'extétiéa milieu étant clos. C’est pourquoi, par
analogie au fait que la culture continue est uesys ouvert, on peut également appeler une
culture en batch, une culture fermée (Ifremer, 2007

Au laboratoire, les microalgues se développent ddas chambres de culture
thermostatées, avec une température, un éclairestenne photopériode, contrélés. En
France, les premiers essais de cultures continuéséten menés dans le cadre de la
conchyliculture par Riva et Lelong (1981). Ces cheurs ont mis des especes
phytoplanctoniques dans un bassin en béton de*38amvant une eau de mer enrichie par
deux engrais agricoles azotés et phosphorés, paatast le rapport de Redfielde( N : P =
16 : 1). La variabilité saisonniere constatée étagtortante, et le nanoplancton montrait une
nette dominance par rapport aux diatomées et awofldgellés. En outre, Baud (1990) a
développé une technique qui consistait a produisedi@omées en masse, en utilisant des
eaux salées souterraines, riches en, @0 sels nutritifs et en métaux, notamment enesgit
en fer. Dans d'autres régions, comme aux Etats-UNassachussetts), une technique
intermédiaire a été développée dans les années @d80la culture commerciale du bivalve
Mercenaria mercenaria (Clam) en nurserie (Walsbkt al, 1985, 1989). Cette technique
consistait a réaliser une culture continue Tdalassiosirapseudonanaet de Skeletonema
monzeledans des bassins de 46 contenant une eau salée souterraine enrichie erofet
micronutriments du milieu f/2 (Guillard et Rytha962).

2. Cinétiques de croissance des cultures phytoplaonaiques
La croissance des cellules phytoplanctoniques nasesulture présente quatre phases
essentielles :

» Une phase de latence (1), pendant laquelle lassance des cellules est lente. La
durée de cette phase dépend des volumes respioidsulum et de milieu de culture, et
surtout de l'acclimatation de la culture mére auxivedles conditions dans le récipient de
culture (Ifremer, 2007). Cette phase serait daggnian artefact de transfert plutét qu’'une

étape inhérente a la croissance (Figure 6).
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» Une phase exponentielle (2), justement définie Ipacaractere exponentiel de la
croissance. L’augmentation du nombre de cellulé¢) (par unité de temps (dt) est alors
proportionnelle au nombre de cellules présente&natdnt t (Figure 6). Le facteur de
proportion est appelé taux de croissance instanfahéet s’exprime selon la formule (1)
(Landry et Hassett, 1982) :

i = Ln (N/No) / At (@D

Avec Ln = logarithme népérien
Ny = biomasse au tempgs t
N; = biomasse au tempstat
At = intervalle de tempstot

Le taux de croissance est souvent exprimé en nodwmédoublements par unité de
temps. Si par exemple, le temps est exprimé e jéritaux de croissance sera alors converti

en nombre de dédoublements par jour, appellé KuEakelon la formule (2) :

K=u/Ln2 (2)

» Une phase stationnaire (3) qui perdure jusqu'gwcan élément, dit « limitant » (le
plus souvent un élément nutritif comme I'azote eyhosphore), dont la concentration est
plus faible par rapport aux besoins du phytoplamctiteigne une valeur qui ne peut plus
satisfaire la demande des cellules (Figure 6). Astegle, le taux de croissance p décroit
jusqu’a zéro, et la culture entre en phase stagioan la biomasse et/ou le nombre de cellules
n'augmente(nt) plus. D’autres causes, comme lamditiin de la lumiére disponible due a
'auto-ombrage des cellules devenues tres abonslaptivent aussi étre a l'origine d’un
flechissement du taux de croissance, sans toutédaisuler (Ifremer, 2007).

» Une phase de déclin (4), aussi appelée phasendscahce, se traduisant par la mort
des cellules, lesquelles ne trouvent plus dansilieurde culture les éléments nécessaires a
leur survie. Elles liberent alors leurs constitsacellulaires, et si le milieu n’est pas stérile,
celui-ci se transforme rapidement en bouillon déucalpour les bactéries hétérotrophes, et en

particulier lesvibrio, bien armés pour digérer les macromolécules (Ere2007).
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(1) : Phase de latence
(2) : Phase exponentielle
(3) : Phase stationnaire
(4) : Phase de déclin

Figure 6. Cinétique de croissance des cellules phytoplangt@s mises en culture

ll. MATIERE ORGANIQUE

1. Matiére organique naturelle (MON)

La matiere organique naturelle (MON) est ubiquigteSsente dans tous les milieux
terrestres (Mac Carty, 2001), les milieux aquatigles eaux de surface (Violleau, 1999), les
eaux souterraines (Artinget al, 2000), et dans les eaux de décharges (kaaf, 2002). Sa
composition chimique varie en fonction du milieu tlefle provient. La MON joue un role
fondamental dans les processus biogéochimiquepariculier dans le cycle du carbone, et
dans la mobilité des polluants au sein des eauxiéharges. La MON provient de la
dégradation et de la condensation des moléculegr@renance de la matiére biologique
vivante (Hatcher et Spiker, 1988; Hedges, 1988 ; $3miza, 1992). Dans les milieux
aguatiques, la MON interagit avec les cations atrdmue au transport des métaux lorsqu’ils y
sont associés. Une fois complexés a la MON, lesauméteviennent généralement moins
toxiques (Vasconcelaost al, 2002). Cela diminue aussi leur possibilité adi&ssimilés par les
organismes vivants. Dans les océans, la MON s&drauB9% sous forme dissoute (matiere
organique dissoute, MOD), alors que 9% sont caresditde matiére organique particulaire

(matiére organique associée aux particules ettagtfMOP). La masse carbonée attribuée au
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phytoplancton contribue pour 2% a la MON, et celltribuée au zooplancton et aux
bactéries, contribue pour moins de 1% (Duursmaagtdon, 1981).

La MON contient des biopolyméres (Croeteal, 2003) et des géopolymeres (William
et Druffel, 1987) qui subissent des réactions dgrabtiation, de condensation, des
précipitations et des associations. Les géopolysneeaferment les acides humiques qui
peuvent se dégrader en particules plus petitesinepl®s acides fulviques, ceux-ci étant aussi
capables de se polymériser en particules plus ggo&ans les sols, les deux types d’'acides
peuvent se transformer en humine, par dégradatigmotymeérisation. Les biopolymeres tels
gue les polysaccharides sont des polymeéres exclusiveissus des organismes vivants.

Afin de comprendre les processus de transfert ddQ& dans I'environnement, il est
nécessaire de caractériser celle-ci au niveau dersposition chimique, de sa structure et de
ses propriétés (Weber, 1988). En effet, du pointuechimique, la MON peut contenir une
proportion importante de carbone, jusqu’a 50%, mmugui concerne les sols (Senesi, 1990;
Xue et Jaffé, 2009). La MON possede également, dansquelette carboné, des fonctions
guinones et thiols qui lui conférent des propriétéscomplexation vis-a-vis des métaux. La
MON a des propriétés de fluorescence permettariteidr des informations sur la structure
et les propriétés générales des macromoléculefudt@escence est I'une des techniques les
plus sensibles permettant de caractériser la MQiarér d’'un échantillon aqueux de faible
volume, sans nécessité de concentration ou d’déxdrada fluorescence tridimensionnelle
(3D) met en évidence la signature des acides anghégs acides fulviques (Sierea al,
2005). L’'analyse de cette signature a montré quEraentrations égales, les intensités de
fluorescence des acides fulviques sont plus imptasaque celles des acides humiques. Cette
analyse a également montré que parmi les moléademasses molaires importantes, la
probabilité de désactivation des états excitésepéinction interne est plus grande, ce qui
diminue l'intensité de fluorescence, et déplacaniexima vers les grandes longueurs d’onde.
Par conséquent, une forte intensité de fluorescesicgénéralement associée a des composés
de faibles masses moléculaires, faiblement condemsérésentant des degrés aromatiques
faibles (Sierreaet al, 2005).
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2. Matiere organique exsudée par le phytoplancton

2.1- Importance de I'exsudation du phytoplancton emilieu marin

Dans la zone euphotique du milieu marin, une focimportante de carbone fixé par le
phytoplancton (production primaire) est libérée soisme de MOD (exsudation
phytoplanctonique), puis recyclgi la boucle microbienne faisant intervenir les proszes
et les bactéries (Azaet al, 1983, 1994). L’'exsudation des microalgues estg@ncée surtout
lors de leurs efflorescences, ce qui pourrait coediula formation d’agrégats sous forme de
neiges marines (Passaw al, 1994, 1995). Cette hypothese a été confirméd.paganet al
(1994) qui ont observé que les diatomées libéradavantage de substances dissoutes
pendant leur efflorescence.

Les molécules exsudées par le phytoplancton camtnibactivement au pool de COD
dans les océans (Wiebe et Smith, 1977; Lancelo® 19@nsen, 1983; Co&t al, 1988; Le
boulangeret al, 1997; Sakkat al, 2002). En effet, on estime que 5 a 30% du CODede
de mer provient de I'exsudation phytoplanctonigdadueet al, 1980; Fogg, 1983; Lancelot
et Billen, 1985; Biddanda et Benner, 1997). Dassclauches supérieures de la colonne d'eau,
ou l'activité phytoplanctonique est importante, sj@éciation des meétaux traces peut étre
contr6lée par la complexation avec les ligands rigyes excrétés par les micro-organismes
(Brulandet al, 1991).

Dans certains bassins océaniques, les polysacchaadstituent la majeure partie de la
MOD des eaux de surface (Beneeml, 1992; McCarthyet al, 1993, 1996; Aluwiharet al,
1997), puis les concentrations de polysaccharidgetingnt rapidement avec la profondeur
(McCarthy et al, 1996). Ces carbohydrates comprennent des subessacides uroniques
(Mopperet al, 1995) et des aldoses (McCarttyal, 1996; Borch et Kirchman, 1997; Skoog
et Benner, 1997). Plusieurs travaux ont montrélgxsudation phytoplanctonique constitue
la principale source de carbohydrates dissous WEngcosystemes marins (Romankevich,
1984), des corrélations existant entre la biomassgoplanctonique et la concentration des
carbohydrates dans les eaux de surfaces de certéigiens océaniques (Pakulski et Benner,
1994; Bagrsheinet al, 1999; Fajoret al, 1999).

Excepté le phytoplancton, d’autres organismes (notent les copépodes et les
euphausiacés) excrétent des substances dissoutedimentent le pool de COD dans les
ecosystemes aquatiques (Passow, 2002). Ces organipeuvent produire de grandes
guantités de polysaccharides extracellulaires,ulnstances expolysaccharidiques (Hoagland

et al, 1993; Myklestad, 1995; Stoderegger et Herndl98)9 Ces substances peuvent
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s’agréger entre elles par coagulation, pour foroes particules organiques détritiques de
nature polysaccharidique, communément appelée ysquiharides (EPS) (Passow, 2002).
Les bactéries sont aussi capables de produire B8sad sein d’agglomérats ou de biofilms
participant a la réserve de MOD, et conduisant earichissement du réseau trophique
(Passow, 2002). Les EPS constituent une matieqgqer@ la prolifération des bactéries, des
ciliés et des flagellés, et constituent une sodeautriments pour le zooplancton (Passow,
2002). Les particules exsudées, d'aspect gélatinepgrmettent I'agrégation du
phytoplancton, il s’ensuit alors une sédimentatiendonc I'exportation du carbone, de la
surface vers les couches profondes de la coloreamudPassowt al, 1995). De cette facon,
les complexes EPS - matiére organique rendent settece de carbone plus accessible aux
grands consommateurs du réseau trophique, faisasit la lien entre le réseau trophique
classique et le réseau microbien (Azainal, 1994). Les particules polysaccharidiques jouent

donc un réle crucial dans la dynamique de la mnatéganique (MO).

2.2- Composition de la MO exsudée par le phytoplatan

La majeure partie de la matiere organique exsu@e-(90%) est constituée de
molécules de haut poids moléculaire comme les pobjsarides (Myklestad, 1995). Ces
substances sont des polymeres majoritairement cegspdioses neutres (glucose, galactose,
fucose, rhamnose,...), et d’acides uroniques (addeugpnique, galacturonique) (Biersmith
et al, 1997). Les polysaccharides sont activementddéet en grandes quantités, durant la
croissance du phytoplancton (Angaal, 1963; Guillard et Hellebust, 1971; Eberlenal.,
1983; Biddanda et Benner, 1997), mais aussi dwamtbroutage par le zooplancton (Dagg,
1974; Lampert, 1978; Strorat al, 1997). La composition chimique des polysacclesrid
exsudeés est généralement spécifique aux especdssgpioduisent (Myklestad, 1995). Par
exemple, les diatomé&dhaetoceros affiniet Chaetoceros curvisetysroduisent des résidus
de rhamnose, de fucose et de galactose, qui pedgame grande différence de structure
(Mykestad, 1995).

Outre des polysaccharides, les exsudats phytoplaigctes contiennent des protéines,
des acides nucléiques, des lipides, et d’autresposés polymériques (Hellebust, 1974;
Wingenderet al, 1999). Toutefois, les protéines exsudées neeseptent qu’'une faible
fraction (0,2 — 6,9%) de I'ensemble des substatibéstes par le phytoplancton (Hellebust,
1974). Par exemple, il a été montré que I'exsudaties acides aminés constitue seulement
7% du total des molécules libérées fkeletonema&ostatum(Hellebust, 1974). Certaines

especes produisent des lipides, c’est le cas d@rigsophycée d’eau douc@chromonas
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danica (Billmire et Aaronson, 1976). Par ailleurs, d'@astrespeces sont capables de libérer
des vitamines, comme la vitamine B12 (Droop, 1968)thiamine et la biotine, dans un
milieu de culture (Carlucci et Bowes, 1970). D'astrauteurs ont rapporté une libération
d’inhibiteurs de croissance et de toxines létalesirples poissons, par des espéeces de
prymnésiophyceées, telles gBeymnesium parvurat Chrysochromulina polylepi€Dundas et
Skjoldal, 1991).

2.3- Contréle de la MO exsudée par le phytoplancton

La production du COD par le phytoplancton est tvasiable selon les espéces, et
dépend fortement du taux de croissance et de pétaiologique des cellules (Baines et Pace,
1991, Jackson, 1993; Hansell et Carlson, 1998)aMaurs, I'exsudation du COD dépend de
plusieurs facteurs environnementaux, tels que naidre, la température, le pH, la salinité
(Passow, 2002), et plus particulierement de laibpmhibilité des nutriments (Pened al,
1999; Alcoverroet al, 2000; Staatet al, 2000). En effet, il a été montré qu’une limitatio
nutritive des microalgues par I'azote et le phosphtavorisait la libération de carbohydrates.
De plus, une augmentation du ratio N : P par rapgoratio classique de Redfieice( 16 : 1)
pourrait induire une augmentation de I'excrétions gelysaccharides par le phytoplancton.

La présence de contaminants dans le milieu a amssinfluence sur la libération des
molécules organiques dissoutes par le phytoplanckm. effet, le phytoplancton des
ecosystemes soumis a de fortes pressions anthrepigplieantes (comme les lagunes et les
rades), est capable de secréter des ligands orgsnigu inorganiques ayant diverses

compositions chimiques (Gonzalez et Davila, 1995).

3. Propriétés spectroscopiques de la matiere organie

Dans les eaux naturelles, une fraction trés imptetde la MO est colorée, c'est-a-dire
gu’elle absorbe une partie du spectre lumineux \(edaret Boran, 1981). Suite a cette
absorption, la MO émet un signal de fluorescenpeésenté par une bande (Dienert, 1910).
Cette eémission de fluorescence, dont les compas@gibes sont les principaux responsables
(Ewald et al, 1983), peut concerner 70% de la MOD (Laane etlé&d®82; Parlantet al.,
2000; Ischiiet al,, 2012). La spectroscopie de fluorescence resanéthode globale, car elle
ne permet pas une identification moléculaire peéaies constituants de la MOD. En
revanche, elle présente I'avantage de ne néceasiten traitement préalable de I'échantillon,

et d'aboutir a des informations globales sur lesad@ristiques moléculaires et les
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concentrations relatives des composés fluorescebmnalyse d'un échantillon par
fluorescence permet d'obtenir des spectres 3D, l@ppmatrices d’excitation — émission
(EEMs) différant par I'intensité et la position desxima de fluorescence, lesquels varient en
fonction de l'origine de I'échantillon étudie. Cdsnnées semi-quantitatives et qualitatives
permettent de caractériser la fluorescence d'uraré@dlon. La position des maxima de
fluorescence est liée a la nature et a la struadesefluorophores, tandis que lintensité de
fluorescence est liée a leurs concentrations dacbadntillon. Les composés humiques et
protéiniques sont les deux principaux composantgdiscents (Mopper et Schultz, 1993). En
biologie, I'utilisation de la fluorescence a perrdigstimer I'activité biologique au sein d’un
milieu, via I'observation chronologique de la formation demposés fluorescents (Parlaeti
al., 2000). Ainsi, pour un échantillon phytoplanctpré donné, I'apparition de la bande de
type o sur le spectre de fluorescence est reliée a ungt@diologique, et notamment a des
exsudats phytoplanctoniques. Cette méme bandeégealgment expliquer le stade ultime de
la dégradation de la MOD ayant subi de nombreusesformations. Par ailleurs, certains
travaux ont montré que le phytoplancton ne reptéspas une source directe de composés
humiques (De Grandprét al, 1996; Hogeet al, 1998; Rochelle-Newall et Fisher, 2002).
Dans la littérature, I'observation des élémentsorfiscents a été realisée a partir
d’environnements différents, tels que les eauxidere (Mounieret al, 1999; Del Castillet

al., 1999; Baker, 2001; Nagab al, 2003), les eaux d’estuaires (Matthewesal, 1996; Jaffé

et al, 2004), I'eau interstitielle des sédiments (Bgedi2004), les eaux polluées (Baker et
Genty, 1999, Baker 2002), et les eaux de mer (Cob®96; Baker et Spencer, 2004;
Kowalczuk et al, 2005). Dans le but de mieux observer les comgssiduorescents, des
traitements PARAFAC (Bro, 1997) sont appliquésandlyse de la MO dans les estuaires
(Stedmonet al, 2003; Stedmon et Markager, 2005; Luciabial, 2008), dans les eaux
marines (Murphyet al, 2008), dans les eaux douces (Cory Mcknight, 26f@Bbrooket al.,
2006) et dans les extraits de sols (Banaitial, 2006).

Outre ses propriétés fluorescentes, la MO possgsi ane grande affinité d’adsorption
vis-a-vis des métaux. Ainsi, les fonctions thiolSH) et quinones (-C=0) qu’elle contient,
sont impliquées dans la captation des métaux endeasontamination métallique. Ces
fonctions forment ainsi des ligands ayant la peetgrde modifier la forme des métaux, mais
aussi leur biodisponibilité dans le milieu (Gonzalzavila, 1995; Gouvéet al, 2005).
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IV. ELEMENTS TRACES METALLIQUES (ETMs)

1. Définition et répartition des ETMs

Par définition, un métal est un élément chimigaglus souvent issu d’un minerai, doté
d'un état chimique particulier. Il possede des péips de conduction de chaleur et
d’électricité, a des caractéristiques de duretdeemalléabilité, et se combine aisément avec
d’autres éléments pour former des alliages utilfsI’lhnomme. Si les métaux sont souvent
indispensables au déroulement des processus lgjakgi(oligo-€léments), nombre d’entre
eux peuvent s'avérer toxiques ou dangereux pouersis formes de vie, lorsque leurs
concentrations dépassent un seuil, lui-méme fomcte I'état chimique (spéciation) de
I'élément considéré. C'est le cas par exemple dyFe), du cuivre (Cu), du zinc (Zn), du
nickel (Ni), du cobalt (Co), du vanadium (V), dué@um (Se), du molybdene (Mo), du
manganese (Mn), du chrome (Cr) et du titane (Tig(Ml, 2001). D’autres métaux tels que le
mercure (Hg), le plomb (Pb), le cadmium (Cd) emtiaoine (Sb) ne sont pas nécessaires a la
vie; leur présence a partir de tres faibles comadohs est généralement préjudiciable
(Chiffoleauet al, 2001).

L’appellation “éléments traces métalliques” (ETM®y par extension, “éléments
traces” (Miquel, 2001), est communément utiliséerpadésigner les éléments métalliques
présents en tres faibles concentrations (traces3y tlanvironnement. A I'état naturel, les
ETMs sont des micropolluants capables d’entrainemdigsances. Leur toxicité se développe

par bioaccumulation le long de la chaine alimeatair

Les ETMs sont présents dans tous les compartindenti&nvironnement, par nature
(sources naturelles), ou parce que certaines @@sianthropiques favorisent leur dispersion
(source anthropique). Les concentrations en ETMs di& phase agueuse sont moindres par
rapport a celles existant dans la phase solide.i,Amsédimentation des dépots métalliques
particulaires au fond des lits des cours d’eau egizbnes cotieres conduit potentiellement a

une accumulation dans les sédiments.

Les métaux (cationiques) s'associent préférentil® aux aluminosilicates
(anioniques). Les métaux dissous dans l'eau, pmawerprincipalement des activités
anthropogéniques, ont tendance a s’adsorber ssurface des particules en suspension
comme les particules d’argiles et certains débosgdnismes morts, lesquels sont dispersés
dans la colonne d’eau. Ainsi adsorbés, ces métauxgnt étre remis en suspension en cas de

changements des parametres physico-chimiques deumiiotamment de l'agitation de la
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colonne d’eau (Windom, 1989). En Méditerranée, BHdd1s sont plus concentrés dans les
couches supérieures que dans les couches inféridara colonne d’eau, ou ils sont présents
en quantités relativement stables. Ces profilsiqditrs observés en Méditerranée ont été
interprétés comme un état non stationnaire, lesreégpgaperficiels étant plus forts que les
transferts verticaux occasionnés par I'activité dgajue et les mouvements hydrologiques
(RNO, 1974 — 2004). La distribution d’'un métal déremtre ses différentes formes chimiques
dans le milieu, correspond au processus de spatiatétalligue (Le Faucheet al, 2005).

De plus, la répartition des ETMs dans la colonread’est aussi déterminée par les possibles
interactions existant entre les cations métalliqleephase particulaire, et la phase dissoute,

ainsi que l'indique la Figure 7 (Buffle, 1988).
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Figure 7. Spéciation des différentes espéces physico-chimique
dans le milieu marin (Buffle, 1988)
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2. ETMs dans le milieu marin

Dans certains écosystémes marins perturbés paplasrts anthropiques, comme la
Baie de Bizerte, les concentrations en ETMs s@wééls dans les sédiments (0,45 pg €d g
31,51 ug Cu g, 37,09 pg Pb§et 161,59 ug ZnY ainsi que dans la colonne d’eau (0,20 pg
Cd L*, 3,70 ug Cu I, 2,80 pg Pb I et 11,00 pg zZn 1) (Tarhouni, 2012). Dans d’autres
ecosystemes marins perturbés comme la petite edeulon, les teneurs en ETMs mesurées
dans les organismes atteignent aussi des nivegporiamts (2,6810* g gC* & 3,9%10% g
gC! Cu, 3,8%10° g gC* Pb) (Rossi et Jamet, 2008). Ces éléments songéagians des
réactions biochimiques, et contribuent a I'équédilstu milieu marin. Toutefois, les apports
accrus des contaminants métalliques résultant ctest@s anthropiques, peuvent modifier la

composition de I'eau de mer, laquelle peut deviemiique pour la faune et la flore marines.

Les activités humaines modifient tres significatnent la répartition des ETMs, et des
formes chimiques sous lesquelles ils sont présaris I'environnement (Miquel, 2001). Les
activités industrielles ou automobiles rejettents denes particules dans l'atmosphere,
lesquelles peuvent ensuite étre rejetées dans ilesuxnaquatiques. Les métaux peuvent
diffuser directement & travers la surface de l'epéce a la surface d’échange entre
'atmosphére et la colonne d’eau (Ridagteal, 1999), comme ils peuvent aussi bien étre
mélangés avec les eaux de ruissellement. Ces emilermnent les métaux provenant des
phénomenes de corrosion des surfaces en contactesveaux de ruissellement. Les métaux
peuvent aussi étre acheminés vers lavigles cours d’eaux et les égodts, pour s’accumuler
par la suite en grande partie dans les sédimehtse dioaccumuler dans les organismes

marins.

Dans les milieux aquatiques, les ETMs se répartisgmtre trois compartiments
abiotiques, notéa-1, A-2 etA-3, présentés sur la Figure 8.
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Figure 8. Cycle des éléments traces métalliques dans lesuriiquatiques (Branica,
1990)

L’abondance relative des ETMs dans chacun de cepaximents est gouvernée par
leurs caractéristiques physico-chimiques, leurareatchimiques et leurs états d’équilibre. La
complexité des échanges au sein des écosystemeégjagsigeut, plus ou moins rapidement,
conduire a des changements dans la répartitiokléasents métalliques selon les variations,
des caractéristiques physico-chimiques du milieudes concentrations en métaux de l'un
des compartiments.

Plusieurs écosystémes cotiers meéditerranéens sobidmpact de la pollution par les
contaminants métalliques. C’est le cas de la lagienBizerte, qui est localisée au nord-est de
la Tunisie. Dans cette lagune, les ETMs ont ungirogi naturelle, en provenance des terres

agricoles environnantesja les eaux de ruissellement et les oueds, mais aunssiorigine
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industrielle, surtout due aux rejets d’'une usimggirgique située a proximité. Selon Sratfi

al. (2010), les sédiments fins (particules < 63 pm)cdatre de la lagune constituent une
matrice trés riche en métaux traces, tandis gui\aean des bordures de la lagune, les métaux
sont tres abondants dans les sédiments grossieshibaet al (2004) ont distingué 11
éléments traces au niveau des sédiments de cgisé@og, a savoir : Sb, As, Ba, Cd, Cu, Pb,
Mo, Se, Ag, Ti, U et Zn. Une étude récente a mogtré les eaux lagunaires contenaient des
concentrations faibles (de 0,01 & 11 {9 en Cd, Cu, Pb, Zn, Mg et Fe, mais des teneurs
assez élevées dans les sédiments sous-jacent$806,39 pg g, Zn : 161,59 ugg Mn :
161,59 pg g) (Tarhouni, 2012).

bY

De facon similaire a la lagune de Bizerte, une ytimh par des contaminants
métalliques a aussi été détectée dans la petikedad oulon. Dans cet écosysteme, les ETMs
proviennent des cours d’eau (Le Las et L'Eygoutipr) se jettent dans la rade, et des rejets
anthropiques dds aux activités des ports commenciditaire et touristique. En outre, le
déversement des eaux de ruissellement provenabagigomération toulonnaise contribue
largement a la contamination des eaux de la peiite par les métaux traces (Rossi et Jamet,
2008; Tessieet al, 2011). Des teneurs en ETMs plus élevées étaientirées dans la petite
rade de Toulon, semi-fermée (Cu : 13,5 - 23,8 nM; 8,73 — 1,24 nM; Zn : 27,8 — 58,7 nM),
comparativement a la grande rade de Toulon, ousgentdée large (Cu : 2,2 - 15,6 nM; Pb :
0,19 -0,78 nM; Zn : 9,0 — 38,8 nM) (Jeatral, 2012) (Figure 9).
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Figure 9. Concentrations des métaux dissous (cadmium, ¢yploenb et zinc) dans la
rade de Toulon (Jeast al, 2012)
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Les métaux présents sous forme dissoute peuvemterapnt changer de forme en cas
de variation de pH ou de conditions rédox. Ce ph@me s’observe au niveau des zones de
convergence des cours d’eau. Dans les milieux apees, les métaux sont présents sous une
forme inorganique, associée aux anions majeursbqoates, chlorures et hydroxydes)
(complexation inorganique), ou sous forme organigssociée a la MOD composée de
ligands complexant les ions métalliques (complexatorganique). Les parametres de
complexation, pour le cuivre, le zinc, le plombestadmium, sont étroitement corrélés a la
guantité de COD et a la quantité de MOD (Town Hdlligi, 2000a, 2000b).

3. ETMs et phytoplancton
3.1- Absorption des ETMs par le phytoplancton

A faibles teneurs, certains ETMs (Mg, Fe, Mn, Zm, Cu et Mo) sont nécessaires au
métabolisme cellulaire des étres vivants. lls agispar exemple, comme co-facteurs dans le
maintien de I'activité enzymatique, et au cours dictions biochimiques vitales pour les
cellules. Concernant le phytoplancton, I'absorptiaiun métal par une cellule
phytoplanctonique se fait au niveau de sa paromplique les étapes suivantes : en premier
lieu, le transport du métal depuis la solution Jarsurface de la membrane cellulaire, puis, sa
fixation sur les sites de transport, et enfin, digslation du métal par la cellule lors du
passage au travers de la membrane lipidigue (Hud<€$8). Trois mécanismes principaux

assurent le transport des métaux au travers dedvrares biologiques (Figure 10) :
» La diffusion simple

» La diffusion facilitée par les composants de lanhene cellulaire, qui peuvent étre
des canaux ioniques intégrés dans la membrane,esuligands extracellulaires. Ces
derniers sont des molécules liposolubles tels qgecdmplexes avec les lipides, ou des
citrates, qui favorisent le passage des métauxraers des membranes cellulaires
(Errécalde et Campbell, 2000)

» Le transport actif, gouverné par un gradient deeqia#l au travers de la membrane

cellulaire

L’interaction entre les ETMs et le phytoplanctort B&gie par la physico-chimie du
milieu, lequel pourra avoir un effet sur la rép@oti entre les différentes formes chimiques
meétalliques, et leur assimilation par les producquimaires (Greene et Darnall, 1988; Crist
et al, 1990, 1992).
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LES 4 TYPES DE TRANSFORTS MEMERANAIRES
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Figure 10.Mécanismes de transports membranaires
(http://lwww.facbio.com/content/index.php?option=caontent&task=view&id=18&Iltemid=34)

3.2- Effets des ETMs sur le phytoplancton
A fortes concentrations, certains métaux comme ite 2t le cuivre, deviennent
nuisibles pour le phytoplancton, alors que d’aus@st toujours toxiques, comme le plomb et
le cadmium (Linget al, 2009; Poirieret al, 2009). Il a été montré que la spéciation
gouvernait la toxicité du métal. En effet, un métalis forme cationique, donc libre (ex :
CU, PE*, Cd*, Zn") est plus réactif avec les espéces neutres, @t ibiodisponible et,
donc, rapidement assimilé par les organismes \svelméz lesquels il peut induire des effets

néfastes (Vasconcelos et Leal, 2001).

Les effets des contaminants métalliques sur legutghcton ont largement été étudiés
lors d’expérimentations impliquant des espéces agualgales maintenues en cultures en
présence de métaux. Dans ce contexte, les ETMmamiré divers effets au niveau cellulaire,
les métaux pouvant affecter la croissance, la @yothéese, la respiration, I'assimilation des
nutriments, et pouvant méme induire la mort ceitalaC’est ainsi que l'augmentation des
teneurs de dix métaux (Cu, Zn, Ni, Cr, Pb, Cd, Ng, Sb et Se) inhibait la croissance de la
diatoméeT halassiosiraaestivalismise en culture (Thomas &, 1978). D’autres auteurs ont
mis en évidence I'effet inhibiteur du cadmium sairctoissance de la diatom€haetoceros
tenuissimugDesai efal., 2006). Ces auteurs ont observé qu’en présence dancentration
de 10 mg Cd L}, 65% des cellules de cette espéce ont été endodesiagt 50% des cellules
étaient apoptiques au bout de 8 jours de contammatoncernant les dinoflagellés, Lage

al. (1994) ont aussi rapporté une inhibition de canse de I'especAmphidinium carterae
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par le cuivre a faibles concentrations. TripathGaiur (2006) ont signalé que le cuivre et le
zinc induisaient une inhibition de la photosyntheeeompagnée d’'une diminution de la
croissance et de la consommation de nitrates clespélceScenedesmusp. De méme,
Goeringet al (1970), en cultivant des espéces de diatomégsésence de fortes teneurs en
cuivre, ont observé une baisse de I'assimilatiorsilaium par ces microalgues. En outre,
Herzi et al (2013b) ont rapporté gugkeletonema costatuoultivée en présence de cuivre,
diminuait sa production de ChJ caroténoides et phéopigments.

Certaines especes commiézschia delicatissimat Chaetocerosspp. disparaissaient
des communautés phytoplanctoniques lorsqu’ellésrétaxposées a de fortes concentrations
de cuivre, cadmium, plomb et mercure (Thoratal, 1980). Leur disparition était en faveur
de la prédominance d’autres especes colBketetonema costatuen Thalassiossiraspp. De
méme, Lorenzeaet al. (2007) ont mentionné quBkeletonema costatugtait une espéce
dominante en présence de différentes concentratio@mlliques. Ceci suggeéere que les
especes phytoplanctoniques ont des degrés de noéemifférents vis-a-vis des métaux.
Effectivement, Brandet al (1986), en examinant le taux de croissance dessjBces
phytoplanctoniques cultivées en conditions de stneétallique, ont montré gugkeletonema
costatum Thalassiossira pseudonared Thalassiossira oceanicétaient tolérantes au cuivre.
Par ailleurs, cette étude montrait que les codumpihoridés étaient plus tolérantes au cuivre
gue les diatomées. Néanmoins, quelques dinoflagetlén certain nombre de cyanobactéries
restaient sensibles aux métaux. De facon simildMamdelli (1969) a classé les dinoflagellés

comme étant des organismes plus sensibles au querkes diatomées.

La tolérance des microalgues aux ETMs ne variespakement entre les espéces et les
classes phytoplanctoniques, mais aussi en fondgdeur milieu de vie. En effet, Gaws al
(1981) ont conclu que les especes vivant dans deisoeanements neéritiques étaient plus
tolérantes que les espéces des eaux oceaniqueséide, Murphy et Belastoch (1980) ont
montré que les especes provenant des environnemgnitigues étaient moins sensibles aux

polluants métalliques que celles originaires desrennements océaniques.
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3.3- Mécanismes de défense mise en place par le fopjancton contre la
contamination métallique

Certaines especes de microalgues sont capablesrders dans des milieux ou les
concentrations en meétaux traces sont tres élevBasvlik-Skowronska, 2001). Cette
résistance dépend de nombreux facteurs commeueerdu métal, les conditions du milieu et
la capacité des microalgues a se « défendre »méemnismes de défense employés par le
phytoplancton, pour faire face aux contaminantsatfigties, sont principalement :

‘ Le développement des pompes ATP-dépendantes suieas une faible concentration
en métaux dans le milieu intracellulaire (Gonzdberslaet al, 1995),

ﬂ Un changement intracellulaire du degré d’oxydaties métaux (Gouvést al, 2005),
ce qui conduit & des formes métalliques moins tesgPawlik-Skowronska, 2001),

‘ La complexation entre les ions métalliques etligands intracellulaires tels que les
acides gras, les polypeptides et les aminoacigesguc permet de diminuer la toxicité
(Gonzalez — Davilat al, 1995),

ﬂ Une précipitation des complexes métalliques autéase des cellules, ou la libération
d’exsudats ayant de fortes proprietés complexanpesmettant de modifier la
biodisponibilité des métaux (Gouvéaal, 2005).

La stratégie de défense impliqguant I'excrétion deslécules extracellulaires par le
phytoplancton est tres étudiée, puisqu’elle jouedl® important dans la spéciation des ETMs
dans I'eau de mer (Gonzalez — Dawlaal, 1995; Pawlik-Skowronska, 2001 ; Hegtial,
2013a, b). Sunda et Hunstman (1998) ont rapporté lgseexsudats produits par le
phytoplancton, en se complexant avec les métauxrgient modifier la chimie des ETMs et
contribuer ainsi a la détoxification métallique (Rar, 1995 ; Morelli et Scarano, 2001; Le
Faucheuret al, 2005). C’est ainsi que la chlorophyd&blamydomonas reinhardfpeut, en
culture,excréter des phyto-chélateurs qui augmentent |lgp@mtion des métaux (Xuet al,
1988; Sunda et Guillard, 1976; Gouvaal., 2005).

Comme mentionné précédemment, la majeure partieegesdats est composée de
matiere organique de haut poids moléculaire atlingdes polysaccharides. Ces molécules
sont exsudées d’'une maniere plus importante erdeastress métallique (Pistocadti al.,
1997), et sont de différentes natures (Gonzalezt®at al, 1995). Elles peuvent modifier la
biodisponibilité des ETMs, et par conséquent lexicité (Vasconcelo®t al, 2001). En
effet, des microalgues exposées a différents méfis que le cadmium, le cuivre, le
mercure et le zinc) sont capables de produire dsallothionéines (Engel, 1987; Viarengb

al., 1989), protéines riches en soufre et en cystéyent un faible poids moléculaire (Fowler
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et al, 1987). Les métallothionéines ont la capacitéixkr des ions métalliques grace a des
interactions non covalentes (Cosson, 1992; Stillni#895), en utilisant des groupements
thiols. Ces protéines ont alors un réle de détdixinaet de stockage des ETMs ainsi que de
régulation du métabolisme des métaux essentiels,régonse a des modifications
physiologiques (Piscatatal., 1964).

Le phytoplancton utilise plusieurs stratégies déemie, soit directement a travers la
synthése de molécules intracellulaires ayant dpaaii@s complexantes pour les métaux, ou
indirectement, a travers I'exsudation dans I'espadeacellulaire de la MOD, en réponse au
stress métallique (Nagata, 2000). Cette MOD, ctuesdi principalement de carbohydrates et
d’acides aminés, est susceptible de former des lexepavec les métaux. De plus, les acides
aminés qu’'elle contient possédent une grande &ffide complexation vis-a-vis des ions
meétalliques libres (Biddanda et Benner, 1997). iBlus acides aminés peuvent agir comme
des ligandwia leurs groupes. — aminés et — carboxylés. Ce type de liaison est fortement
dépendant des constantes de stabilité stoichiaqétrainsi que des conditions de cultures
(Lorenzoet al, 2007). Dans les systéemes naturels, les constantd faibles par rapport aux
culturesin vivo, en raison de la complexation des acides amings @autres cations présents
dans le milieu (Lorenzet al, 2007). Les acides aminés histidines et cystémesidés par le
phytoplancton, possédent une grande affinité pesiications métalliques libres, grace a leurs
groupes imidazoles et thiols (Buffle, 1988). Aindg sont considérés comme les acides
aminés les plus complexants vis-a-vis des métaaxk@ds et SOvago, 2002). Les acides
humiques et fulviqgues exsudissitu, en réponse a une contamination métallique, pessed
également des pouvoirs complexants trés élevés Ipsumétaux (Midorikawa et Tanoue,
1998). D’autres analyses situ traitées par la technique de fluorescence 3D anitré une
complexation ligand-métal, mise en évidence pamppéition des pics fluorescents
correspondant a des exsudats phytoplanctoniquespite T correspondaient au COD exsudé
par les cellules, alors que les pics M témoignaitnia présence des produits de dégradation
de la matiére phytogénique. Les pics M sont assoziéa bande de fluorescence ndiée
observée a des longueurs d’ondes comprises eriret®70 nm en excitation, et entre 420 et
480 nm en émission. Cette bande est attribuéewhstances humiques et fulviques. Les pics
T sont associés a la bande de fluorescence riptédservée a des longueurs d’ondes
comprises entre 270 et 280 nm en excitation, ee&#0 et 350 nm en émission. Cette bande
est attribuée aux protéines, aux phénols et awdea@minés type tryptophanes (Loreeto
al., 2007; Parlantet al,, 2000).
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CHAPIIRE 11

MATERIELS ET METHODES
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*PARTIEI ™
JSOLEMENT €T CULTURE DES MICROALGUES

|. ISOLEMENT DES CELLULES PHYTOPLANCTONIQUES

1. Site d’isolement deSkeletonema costatumla petite rade de Toulon

La petite rade de Toulon est un écosysteme cdtisd au Sud-Est de la France. Cet
écosysteme communique avec la Méditerranaéa grande rade de Toulon (Figure 11). La
petite rade compte quatre principaux bassins vessdont le plus important est le bassin
versant du Las Riviéere Neuve, avec 6 000 ha. Litepeide est semi-fermée, avec une surface
de 11 kn3, un volume de 108 millions de litres et un tempgékidence de I'eau estimé entre
3 et 6 jours (Richard et Jamet, 2001). Sa profondeyenne est de I'ordre de 14 m. Le fond
de la petite rade est constitué pour plus de 40%aithde fin, susceptible d'étre remis en

suspension par une mer agitée ainsi que par le trafritime.

1.1- Réseau hydrique

La petite rade de Toulon recoit les rejets antlyogs, provenant de deux cours d’eau
sle Las et 'Eygoutier. La riviere Las charrie peage essentiellement une pollution organique
due a l'urbanisation importante des communes alentfloulon et Le Revest-les-Eaux).
L’Eygoutier, pour sa part est entouré a la fois das zones urbaines, industrielles et

agricoles, draine divers types de pollutions liées activités.

Las Toulon Eygoutier
7
N

La Seyne

4311- s-mer Le Pradet

Latitude
&
[
<?

St Mandrier

43077 & FRANCE
0 2,5 Km
—
5 Mediterranean Sea
43.05 I I I I I I I I
5.86 5.88 5.90 592 594 5.06 598 6.00 6.02

Longitude
Figure 11.Petite rade de Toulon : Localisation de la statitsnlement deSkeletonema

costatum(*)
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1.2- Courantologie

Les études portant sur la courantologie de lagedile de Toulon sont rares. Toutefois,
Jouanet al. (2001) ont pu mettre en évidence les grandesitd@i entre les courants et les
régimes des vents principaux. Du c6té Est, dangrémde rade, la circulation vers le
Sud-Ouest augmente le long du littoral. L'eau edars la grande rade a travers la digue de
la passe, avec une vitesse d'environ 40 ¢m Lorsque cette eau rencontre la cote, un
mouvement d’upwelling prend naissance. Du coté Oues la grande rade, les vents
engendrent des courants orientés dans le sensSHsgtEst. Cela entraine une sortie massive
des masses d’eau de la petite rade, par la gradée lta compensation est faite par la montée
des masses d’eau profonde, provoquant un upwediinges cétes Ouest de la petite rade. Les
eaux montantes apportent les éléments nutritifsessires pour la croissance et le
développement du phytoplancton. La structure hydigue des masses d'eau dépend
fortement des saisons. Les caractéristiques hydeodigjues dans la petite rade de Toulon
font intervenir la combinaison de plusieurs factet&ls que la circulation générale au large,
les épisodes météorologiques (vents, pluies), legées, les courants locaux, la structure

hydrologique et la morphologie littorale.

1.3- Niveau de contamination chimique

La proximité de la petite rade de Toulon, avecdeds commercial et militaire, ainsi
gu’'avec l'agglomération toulonnaise, I'expose a yodution importante. L'étude réalisée
par le SIAT en 2002 a révélé une pollution métakicconsidérable, par le cuivre et par le
plomb (2,82 pg Cu t, 19 pug Pb ). Une telle pollution a des conséquences sur les
organismes sensibles qu’abrite cet écosystémeai@grorganismes sont considérés comme
des biomarqueurs, ou especes sentinelles, permkttantveillance de la qualité du milieu.
Ce sont généralement des especes qui menent usédeaataire, comme les mouldsyilus
galloprovincialig, qui bioaccumulent d’'importantes concentrationee domposeés
xénobiotiques tels que le zinc, le mercure, le flarh certains polychlorures de biphényles
(PCBs). La pollution dans la petite rade de Touloa toutefois pas empéché le
développement de certaines espeéeces phytoplanctenitpaques commeAlexandrium
minutum et Dinophysissp., mais a entrainé la disparition de la macrtgposidonia
oceanica(Joannyet al, 1993). Certaines espéces marines majoritairas tiapetite rade
pourraient donc s’étre adaptées contrairement atré's, aux pollutions présentes dans cet

écosysteme.
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2. Prélevement de I'eau et isolement des cellules

Des échantillons d’eau (10 L) ont été prélevésiaeiau de la station « port de Toulon »
en juin et juillet 2009, a 3 m de profondeur (maximde la concentration en Chlorophyale
a I'aide d’'une bouteille Niskin. L'eau a été conaxr a I'obscurité et au frais (4°C), jusqu’au
retour au laboratoire. Les échantillons d’eau orgude été filtrés par filtration inverse afin
d’isoler les cellules d8keletonema costatum

Pour S. costatum, les microalgues ont été isoléadsega la technique d’isolement
cellulaire a pipette capillaire (Robert, 1994). &chantillon d’eau de mer (10 mL) a été mis
dans une boite de pétri, puis observé au microséopersé. Tout en observant cet
échantillon, une goutte d’eau renfermant la, ouckdhile(s), deSkeletonema costatym éte
aspirée au travers de la pipette capillaire, et si&paans une autre boite de pétri. Cette goutte
étant susceptible de contenir plusieurs cellulespBces différentes, un autre isolement a
ensuite été effectué. Cette opération a été reg@tésteurs fois jusqu’'a l'obtention d’'une
goutte ne renfermant qu’un seul type de cellulesiespondant &keletonemaostatum Les
cellules deSkeletonema&ostatumisolées ont été immédiatement mises en culture dans

petit volume (50 mL) de milieu f/2.

Pour A. catenella, la procédure d’isolementde culture des souches francaises ou
tunisiennes n’a pas pu aboutir malgré de nombresaie. L’étude a été donc menée sur une
souche pure provenant de la lagune de Thau (ACTOBadant des cellules kystes. Le milieu

de culture utilisé est également un milieu f/2.

lIl. CULTURES PHYTOPLANCTONIQUES

1. Procédure

Les cellules deSkeletonemaostatumet d’Alexandriumcatenellaont été mises en
cultures fermées sur milieu /2 (Guillard et Ryth£862). Ce milieu a été préparé a partir
d’eau de mer naturelle prélevée a la plage de lakarre (presqu’ile de Giens, milieu non
pollué). Cette eau a d’abord été filtrée sur aesnbranes en nylon de 0,22 um de porosité
(pour éliminer toutes les particules), puis aute@ty et enfin amendée par des solutions
stocks spécifiques a I'espéce cultivee (TableaeixIl). La préparation des solutions stocks
ainsi que toutes les manipulations des culturegtntéalisées en conditions stériles, sous une

hotte a flux laminaire. Le matériel utilisé pounliéer les cultures ainsi que leur repiquage, a

38



été soigneusement lavé avec une solution d’acidegure 10%, puis du détergent, puis rincé a

'eau milliQ.

Les cultures ont été maintenues dans un incubaeus une luminosité de 135
pmol photons M s*, & une température de 20°C et une photopériode tie Les cultures ont
été maintenues par repiquage bimensuel d'un inatue la culture mere diluée dans un
volume de milieu f/2 neuf. Les analyses prévues pegideux espéces étant différentes, les
protocoles de cultures sont Iégérement différetair Skeletonema costatymne quantité
importante était nécessaire pour obtenir suffisandenmatiere organique et d’exsudats et 1
mL de la culture mére en phase exponentiefi&éur) a été dilué dans 200 mL de milieu f/2
neuf (Figure 12) alors que poAflexandriumcatenella 5 mL de la culture mére en milieu de
phase exponentielle (% jour de croissance) ont été dilués dans 35 mL iieurf/2 neuf

était suffisant (Figure 13).

Tableau I. Composition du milieu utilisé pour cultiver laathmée
Skeletonema costatuimodifié d’apres Guillard et Ryther, 1962)

Solutions stocks (g [) Volume ajouté par litre (mL) Concentration finale
NaNO; 100 0,75 882 pmol N'L
Nat,POs, H,O 100 0,05 36 umol P*L
NaSiOs 100 0,50 327 umol Sit
Fe-EDTA :

*FeCls,6H,0 270 16 0,50 10 pmol Fe [*
*Na,EDTA 170 16

CuSQ,5H,0 9,8 16 1,00 25ug Cut
ZnSQ, 7H,0 2218 1,00 5ugZnt
CoCb, 6H,0 10 18 1,00 2,5ugCot
MnCl,,4H,0 180 18 1,00 50 pg Mn
NaoM0oO,,2H,0 6,3 10 1,00 6,3 ug Mot
Vitamine B12 0,5 1,00 0,5ug [t
Biotine 2,510 0,20 0,5ug *
Thiamine 0,5 0,20 0,1 mgr*
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Culture mere
Skeletonema

costatum en phase
exponentielle

~_"
I

| Inoculumi=———

Coton

hydrophile

4

Bulles d’aii

Repiquage d&. costatum Croissance d8. costatum S. costatunapres 7 jours

Figure 12.Repiquage et mise en culture Slecletonema costatum

Tableau Il. Composition du milieu utilisé pour cultiver lendilagellé
Alexandrium catenell@modifié d’aprés Guillard éRyther, 1962)

Solution stock (g LY

NaNO; 46,76
Na;H>PO4,H0 3,06
Fe-EDTA

* FeClk,6H,0O 1,77
* Na,EDTA,2H,0O 2,44
Solution de métaux traces

* NaoEDTA,2H,0 3,09
* ZnS0Oy, 7H,O 0,07
* CoSQ,, 7H,O 0,02
* MnSO4,4H20 0,54
* NapM0QOy,,2H,0 1,48
* Na,SeQy 0,17
* NiCl ,,6H,0O 1,49
Solution de vitamines

* Vitamine B12 0,10
* Biotine 1,00
* Thiamine,HCI 2,00

Quantité ajouté pour 1 litre

1,0CmL
1,0CmL
1,0CmL

1,0CmL

1,00 mL

1,00 mL

1,00 mL
1,0CmL

1,00 mL
1,00 mL
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Concentration finale (LM)
549
22,4

6,55
6,56

8,093
0,254
0,569
2,420
0,00612
0,001
0,00627

0,296
0,00485
0,00148



Repiquage (5 mL
de culture mére

dans 35 mL de /2

neuf, tous les 15

(1) Culture mére dA. catenella

ACTO3 en milieu de phase exponentiell

1%

40 mL

jours) H
(2) Repiquage : 5 mL de culture
mére dans 35 mL de /2 neuf
ACTO3 ACTO3
4o0mL |* 35 mL :
v
: (3) Incubation dans la chambre
v de cultur
v v v v v v
J5(-1mL) JI0(-1mL) J15(-1mL) J2DiL) J25(-1mL) J30 (-1 mL)
/3 - - /3 - -
ACTO3 ACTO3 ACTO3 ACTO3 ACTO3 ACTO3
40 mL 40 mL 40 mL 40 mL 40 mL 40 mL

jours, pour dénombrement des cellules
d’A. catenell: (courbes de croissant

E (4) Prélevement de 1 mL tous les|5

Figure 13.Protocole expérimental utilisé pour la culture duoflagellé toxiqueAlexandrium

catenellaACTO3
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2. Suivi des cinétiques de croissance des cultugsytoplanctoniques

Les cinétiques de croissance Skeletonema&ostatumet d’Alexandriumcatenellaont
éte établies en suivant I'évolution temporelle dimsités cellulaires au moyen d’un
microscope inversé (Leica, DMI 4000 B) et d'undudelde Malassez (100x).

Le taux de croissance, a été calculé selon le rmatieLandry et Hassett (1982) :

N;= Noe" 1)
Avec:

No: Densité cellulaire (cellules}) initiale (t = 0)

N; : Densité cellulaire (cellules) au temps t

W : Taux de croissance netté'fTaux de croissance brute —Taux de mortalité)
t : Temps

Puis, I'équation (1) a été transformée, comme:suit

Ln (N/ Ng) = p t (2)

L’équation (2) est celle d’'une régression linéalesLn (N / Np) en fonction du temps, de la

forme : y = ax. La pente (a) de cette régressiprésente le taux de croissance net, .

A partir du taux de croissance |, le taux de démuént K (3') et le temps de division de la
population (T en J) ont été respectivement cal¢csldsla base des équations (3) et (4):

K=u/Ln2 3)

T=1/K (4)
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* PARTIE II **
eXPERIENCES D€ CONTAMINATIONS METALLIAUES

|. CONTAMINATION METALLIQUE DES CULTURES DE

Skeletonema costatum

L’effet du cuivre sur la croissance et I'exsudatites molécules extracellulaires chez
Skeletonema costatumété examiné grace a des expériences de contamidas cultures de

cette diatomée.

1. Préparation des solutions contaminantes

Pour étudier la réponse d8keletonema costatunau stress métallique, deux
concentrations finales en cuivre (Cu 1 = 2,02%Met Cu 2 = 1,10xIBM) ont été préparées
a partir des solutions stocks (Tableau I), ensatiit de I'eau milliQ préalablement filtrée sur
0,22 uM, puis autoclavée. Ces concentrations @nctliisies suite a des études préliminaires
montrant que pour Cu 1, une production importantecddbone organique dissous se
produisait sans déterioration importante de la lweude croissance tandis que pour la

concentration Cu 2, la densité cellulaire de lasphgtationnaire diminuait d’environ 50%.

2. Procédure expérimentale
Les repiquages dek8letonema costatuprovenant de la phase exponentielf@§iour)
ont été faits dans des milieux de cultures contéesirpar des concentrations de 2,02%@Q
M (traitement Cu 1) et 1,10xFP0Cu M (traitement Cu 2), avec addition d’'EDTA (1@¥1
M). En outre, des cultures non contaminées ont siereémoin (T). Pour prendre en compte
la concentration en cuivre libre (E) dans le milieu f/2, la spéciation des métaux & ét
calculée par MINEQL+ dans les traitements T, Cu Ce 2 prédisant des concentrations de
cuivre libre de 192 10° et 10® M, respectivement. Le calcul de la spéciationeéfgtctué en
tenant compte de la concentration des especesagmiprésentes dans I'eau de mer et des
constantes d’équilibres de formation des especepleass (Schecher et McAvoy, 1992).
Tous les traitements ont été réalisés en tripliatent été incubés pendant 7 jours dans

les conditions précédemment décrites pour les adtdeSkeletonema costatui@haque jour
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d’incubation, des sous-échantillons de chaque tiondbnt été prélevés, afin de déterminer la
densités cellulaires dekeletonema costatyies concentrations en pigments (chlorophglle

phéopigments et caroténoides), en COD et en cadbateg. La fluorescence des molécules
exsudees, ainsi que la composition en monosucregxtgpolysaccharides (EPS) libérés ont

éte journalierement déterminées.

3. Analyses

3.1- Analyses des pigments chlorophylliens

Les teneurs en Chhl, phéopigments et caroténoides ont été détermirads p
spectrophotométrie (Richards et Thompson, 1952enzen, 1967). Des sous-échantillons
(24 mL) de cultures ont été prélevés tous les jaursours de la croissance afin de doser les
pigments chlorophylliens. Les sous-échantillonséiétfiltrés sur des filtres en fibres de verre
(Whatman GF/F). Puis, les filtres ont été mis ddes tubes a essai, auxquels 10 mL
d’acétone (90% V/V) ont été ajoutés, puis vorteatdgisses pendant 24 h a 4°C pour extraire
les pigments. Apres centrifugation a 1861,47 g pehild min, le surnageant de chaque tube
a été prélevé afin d’'étre caractériser par spectrtopmétrie. Les absorbances de I'extrait
acétonique ont ainsi été mesurées avant et apidication par 100 pL de HCl a 20%, aux
longueurs d’onde 480, 510, 665 et 750 nm.

Les absorbances nettes ont été calculées selforhesles suivantes (Richards et Thompson,
1952; Lorenzen, 1967) :

Asgo= DOyg0— DOrs0
As10= DOs10— DOrs0
Ages= DOgss— DOrso
As65 ac= DOs65 ac— DOrs0 ac

As65 ac <Aees
Avec :

DOugo, DOs10, DOggs €t DO750: Absorbances a 480, 510, 665 et a 750 nm de I'éxtrai
avant acidification

DOessacet DO7s0ac: Absorbances a 665 et a 750 nm de I'extrait aprigfigation
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Les teneurs des pigments ont ensuite été calcsédes les formules suivantes :

Chlorophyllea (mg mLY) = (26,7 x (Ass- Asssad X V) / (V x L)
Phéopigments (mg ml) = (26, 7 x (1, 7 X Bes ac- Asss) X V) / (VX L)
Caroténoides (mg mb) = (7,6 x (Ago— 1,49 x A10) x V) / (VX L)

Avec :

v, volume de l'acétone contenant I'extrait (mL)
V, volume du sous-échantillons filtré (mL)

L, largeur de la cuve spectrophotométrique (cm)

3.2- Analyse du carbone organique dissous (COD)

Des sous-échantillons (18 mL) de cultures ont éepés tous les jours au cours de la
croissance afin de doser le COD. Les sous-échamgilbnt d’abord été filtrés sur des filtres
GF/F préalablement brilés a 450°C, puis les fitralbtenus ont été conservés %& 4n
présence d'azide de sodium Nafd N). La concentration en COD a été déterminéeaya
un analyseur de carbone organique total (TQGgV Shimadzu), relié a un injecteur
automatique d’échantillon (ASI-V, Shimadzu). L'aysgur de carbone organique total (COT)
utilise la méthode d’oxydation catalytique a haigepérature avec la détection IR de,CO
(Benner et Strom, 1993), calibré par de I'hydrogénalate de potassium (Fisher Scientific,
Analytical Reagent Grade).

3.3- Analyse des carbohydrates

Des sous-échantillons (2 mL) de cultures ont éédepés tous les jours au cours de la
croissance afin de doser les carbohydrates. Leséthnatillons ont été mélangés a 50 uL de
phénol (80%). Le mélange obtenu a été vortexe, acigifié avec 5 mL d’acide sulfurique
concentré. Puis, le mélange était laissé a incal#s5°C pendant 10 min. La concentration en
carbohydrates a été déterminée par spectroscopieidifMe, a 485 nm, apres calibration. Le
D-Glucose (200 pg mt) a été utilisé comme standard. Les concentratiensarbohydrates

étaient exprimées en mmol C (Dubetsal,, 1956).

3.4- Caractérisation des exopolysaccharides (EPS)

Des sous-échantillons (50 mL) de cultures ont éepés tous les jours au cours de la
croissance afin de doser les EPS. Les sous-édhastibnt d’abord été filtrés sur des filtres

en polycarbonate (Nuclepore), puis les filtrats &tét conservés £@ en présence d’azide de
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sodium NaN (1 N) (Figure 14). Au moment de I'analyse, un vokide 150 mL d’éthanol a
été ajouté aux 50 mL d’échantillon provoquant l&cjpitation des EPS. Une centrifugation a
1861,47 g pendant 15 min a permis de récupérde R (culot). Aprés séchage et broyage,
les EPS ont été transformés en poudre. Afin d'@®ailya composition en monosucres des
EPS, une solution A de 1 mg EPS T été préparée (1 mg d’EPS en poudre a été dissous
dans 1 mL d’eau milliQ). Dans une deuxieme éta®®, 5L de I'échantillon préconcentré
étaient injectés dans un tube a hémolyse, aux&0ald_ d’érythréitol et 1 mL de TFA (acide
trifluoroaceétique) 4 N ont été ajoutés. Le mélangeenu a ensuite été placé pendant 4 h dans
une étuve a 110°C (permettant I'hydrolyse totale pielysaccharides), puis a été séché sous
jet d’air. Une fois sec, 8 gouttes de pyridine,ctities d’hexamétyldisilazane et 2 gouttes de
triméthychlorosilane ont été ajoutées. La pyridide formule chimique &HsN et le
triméthylchlorosilane sont utilisés comme catalysel’hexaméthyldisilazane a pour réle le
conditionnement de la colonne de chromatographie.

Le tube était ensuite incubé pendant 15 min a testyr® ambiante, puis séché de
nouveau. Par la suite, 0,2 mL de cyclohexane dhtagiutés au mélange. Puis, 1 pL du
meélange a été prélevé et injecté dans le chronmegtbgren phase gazeuse (CPG) afin d'étre

analyseé.
0.2 mL Pyridine (8)

Hexaméthyldisilazane (4)
¢._ cyclohexane r Triméthylchlorosilane (2)

1puL ééchage (jet dair)
cvelohexan — Incubation (15 min).

Sous-échantillon 50 mL
(Culture deS. costatum

-4 h (110°C)
500 pL de A + 50

Filtration

T - Séchage (jet d’air)
sur 0,22 pm

| UL érythréitol +

Filtrat EPS + azide de sodium 1 mL de TFA (4N)

24 heures a°C

—

Précipitation des EPS Solution A (1 mg EPS nit)

Centrifugatioln
(3 000 tr mir™) Séchage (50°C)

EPS (culots) EPS (poudre)

et broyage

Figure 14.Etapes expérimentales d’extraction et de caraat@isdes exopolysaccharides
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3.5- Analyse de la fluorescence 3D

Des sous-échantillons (4 mL) de cultures ont éédepés tous les jours au cours de la
croissance afin d’'analyser les matrices d’excitagmission (EEMs). La fluorescence des
filtrats obtenus a été analysée en utilisant uetspguorometre (Hitachi F4500) équipé d’une
lampe d’excitation en Xenon (Xc152HUS, USHIO). Lesdes d’excitation et d’émission
étaient fixées entre 200 nm et 600 nm, avec un déipservalle de 5 min. La vitesse du
scanner était de I'ordre de 2 400 nm thiha réponse était fixée a 0,T.sAvant chaque
mesure, I'échantillon était mis a buller en présed@zote (), pendant 10 min, dans le but

d’éliminer I'oxygéne dissous, considéré comme ghenc

. CONTAMINATION METALLIQUE DES CULTURES
D’ Alexandrium catenella

Les effets des ETMs cuivre, zinc, plomb ou cadmsaumla croissance, I'exsudation des

molécules extracellulaires et les protéomeédakandrium catenellant été examinés.
1. Préparation des solutions contaminantes

Pour chaque métal testé, neuf solutions de coratemts différentes (3, 6, 12, 16, 18,
25, 60, 100 et 200 uM) ont été préparées a pataotutions stocks (Tableau Ill), en utilisant
de l'eau milliQ préalablement filtrée sur 0,22 ppuis autoclavée. Trois concentrations
supplémentaires de cadmium (0,5, 1 et 9 uM) onsiaé® ajoutées pour couvrir la forte

dynamique de la toxicité du cadmium pour les falencentrations.

Tableau IIl. Préparation des solutions de métaux utiliséesr pester la réponse
d’Alexandrium catenellaux stress métalliques

Métaux Masse molaire Masse de métaux ajoutés (mg dans 100 mL)

1
(g mol) Solutions métalliques contaminantes (UM)

3 6 12 16 18 25 60 100 200

CuSQ,5H,0 249,6 0,0 015 0,76 040 045 0,68250 2,50 5,00
ZnSQ, 7H,O 287,6 0,07 0,14 0,27 0,37 042 0,5839 466 233
3CdsQ,7H,0 769,5 0,08 0,15 031 041 046 06454 256 5,13
PbSQ,2H,0 379,3 0,11 0,23 045 061 068 09528 3,79 7,59

a7



2. Procédure expérimentale

Les inoculum dAlexandrium catenellarélevés en fin de phase exponentielle (21 jours)
ont été introduits dans des milieux de culturedamimés en cuivre, zinc, plomb ou cadmium,
a des concentrations finales de 0,5, 1, 3, 6, @218&, 25, 60, 100 ou 200 uM. Des cultures
témoins, sans métal dans le milieu de cultureaoissi été réalisées. Un suivi de croissance
des cultures obtenues a été effectué, en détertrimdensité cellulaire de I'espéce tous les 5
jours d’incubation, pendant 30 jours. De plus, tdas cing jours d’incubation, des
échantillons de culture ont été prélevés afin derdéner les concentrations en COD et la
fluorescence des molécules exsudées. Les EPS exdadé le milieu de culture ont été
caractérisés en fin de phase exponentielle-débphdse stationnaire.

Comme pour S. costatum, les concentrations en tigtalde Ca*, zZr**, P* ou Cd*
dans le milieu de culture ont été calculée a I'alddogiciel de spéciation MINEQL et de la
composition chimique du milieu f/2 (Figure 15). Boles traitements (témoin et contaminés)
ont été réalisés en triplicats, les concentratioteales en métaux étant supposées constantes

au cours de la culture.

MTotaux(M)
0.E+00 5.E-05 1.E-04 2.E-04 2.E-04
1.E+00 : : : ‘
1.E-02+
1.E-04+
=) o ® °
~ 1.E-06- . @©° % ; §
= 1.E-08
1.E-10 & Cu2+
m Cd2+
1.E-12 APb2+
O Zn2+
1.E-14

Figure 15.Concentrations (en M) des métaux totauxd}) et libres (Mibre) dans les
milieux de cultures contaminés par le cuivre, tezle plomb ou le cadmium
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3. Analyses du COD, de la FDOM et des EPS

Les méthodes d’analyse du COD, de la fluorescenaie® EPS sont celles décrites
précédemment pour les expériences de contamindédkeletonema costaturioutefois,
contrairement &keletonema costatyhes analyses d’'EPS exsudés n’ont pas été réalisée
au long de la croissance Adéxandrium catenella mais seulement en fin de phase

exponentielle — début de phase stationnaire delasance (jour 20 en conditions témoins).

4. Extraction et dosage des protéines

4.1- Centrifugation des échantillons

Des volumes (entre 1 et 2L) de cultureAldxandrium catenella (contenant
9x1C cellules) en fin de phase exponentielle-début Hlase stationnaire (jour 20 en
conditions témoins), ont été centrifugés pendanmirba 1 500 g. Aprés centrifugation, les
culots cellulaires ont été collectés puis rassesiblé

Les culots cellulaires obtenus ont été rincés deiscdans de I'eau de mer filtrée sur
0,22 um et autoclavée, puis centrifugés a 15 0@énglant 10 min. Les culots cellulaires ainsi

rincés ont été conservés a -30°C.

4.2- Extraction et dosage des protéines solubles

Afin de réaliser I'électrophorese 2D des protéisekibles des cultures Alexandrium
catenella il est indispensable d’extraire des protéinesaddisiles. L'extraction des protéines
a été réalisée d'aprés la méthode de Gitaal (2005). Pour cela, 4xi@ellules de culot
cellulaire ont été mélangées avec 1 mL de Trisnfdd, pH 8,7) et 1,2 uL d’endonucléase
pour chaque. L'endonucléase permet d’éliminer tedes nucléiques présents dans I'extrait,
lesquels pourraient apparaitre sous la forme des spotles gels 2D. Cette méthode était
complétée par une extraction physique consistant’udimasonication de la suspension
cellulaire précédemment obtenue, a une fréquenawesae 20 kHz, pendant 3 min avec des
cycles 10” on, 10”off, dans un bain de glace ptimiter la dénaturation des protéines due a
'échauffement. Il en résulte la lyse cellulaire,igia libération des protéines solubles, a
'extérieur des cellules. Puis, une centrifugatthn lysat obtenu a été effectuée a 15 000 g
pendant 30 min. Le culot a été récupéré et congeoué I'analyse ultérieure des protéines
membranaires. Le surnageant représentait I'exdejprotéines solubles a caractériser. Celui-
ci a été concentré par ultrafiltration dans un tMbeaspin 15 R, seuil de coupure 10 kDa, a

1 500 g, jusqu’a obtenir un volume d’extrait de 1BD. Ce volume a ensuite été dilué avec
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400 pL de solution de réhydratation, de compositiarée (7 M), thiourée (2 M), CHAPS
(1%), triton X-100 (3%), DTT (1 %), ampholytes (&) et bleu de bromophénol (0,002%).

Le dosage des protéines de I'extrait a été réalifdide du kit Reagent Compatible
Detergent Compatible Protein Assay (RCDC Proteisaf4sBio-Rad).

Ce kit est un test colorimétrique basé sur le deskglLowryet al. (1951). Les gammes
d’étalonnages ont été réalisées a partir d'unetisolumére de Sérum d’Albumine Bovine
(BSA) de concentration connue (6 pgLen utilisant la solution d’extraction (solutid@nis
40 mM, pH 8,7) comme solution de dilution. Le dasades protéines de I'extrait était

effectué en duplicats.

5. Electrophorése 2D
L’électrophorése 2D est une technique de sépardtsmprotéines en fonction de leurs
points isoélectriques et de leurs poids molécudaire

5.1- Premiere étape : Réhydratation active

La premiere étape de I'électrophorése 2D consistene imprégnation des protéines le
long d’un gel spécifique contenant un gradient e @e gel est disposé sur une bandelette en
plastique, I'ensemble gel et bandelette constituame « IPG strip » (Immobilized pH
Gradient Strip). Les IPG strips étant initialemeéshydratées, il est nécessaire de réaliser
leur réhydratation juste avant l'isoélectrofocdisa (IEF). Pendant la réhydratation, les
protéines de l'extrait pénétrent dans le gel. llsex deux modes de réhydratation: la
réhydratation passive et la réhydratation active.
- La réhydratation passive consiste a laisser le dgl I'lPG strip s'imprégner
passivement (sans tension) de I'extrait protéique
- La réhydratation active se déroule sous I'effeind’tiension permettant aux protéines
de mieux pénétrer dans le gel de I'lPG strip. Diansadre de cette étude, la réhydratation
active a été choisie. L'appareil utilisé pour cetdydratation est la PROTEAN IEF Cell
(Bio-Rad) (Figure 16).

La quantité de protéinesndettre en contact avec une strip dépend du typmldeation
utilisée. Pour une coloration de bleu de Coomadsfaut déposer entre 200 et 400 pg de
protéines pour une strip de 17 cm. La coloratidia@gent est plus sensible, et ne nécessite

gu’entre 50 et 80 pg de protéines pour une strip7dem. Le volume de I'extrait a déposer est
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déterminé grace aux résultats du dosage protéigaeggemment décrit. Le volume d’extrait
nécessaire pour une réhydratation active optinstlde350 pL.

La premiéere étape de la réhydratation active aistinga déposer 350 pL de I'extrait
dans le canal du plateau de focalisation, en paadntm de I'extrémité du canal jusqu’au
milieu de la strip, puis a faire la méme chose rdipde I'autre extrémité. La deuxieme étape
de la réhydratation active consiste a retirer ldipadhésive de la strip (pH 3 — 10), puis a
limprégner avec I'extrait selon la technique d’irégnation en « U », en positionnant la strip
dans le canal du plateau de focalisation, cot&egal le bas (indications « + » et « pH 3 - 10 »
a gauche du plateau et partie biseautée du camhaita). Apres 15 min d’imprégnation, la
strip était recouverte avec 2 mL d’huile minérakhufle minérale permet d’éviter
I'évaporation de l'extrait protéique et la précgibn de l'urée pendant la réhydratation).
Enfin, le plateau de focalisation était fermé lacé dans le PROTEAN IEF Cell pendant 18
h, a 20°C et sous une tension de 50 V, comme iédiqula figure 15.

Extrait protéique concentré
(0,15 mL) apres UF + 400
pL solution de réhydratatios

IPG strip
déshydratée

IPG strip

Réhydratation active réhydratee
(50 V, 20 °C, 18 h)

| | > | W |
pH 3 t bH 10 .v:?-:-ji pH 3 f pH 10
AVANT Hﬁ —e— APRES
REHYDRATATION .o REHYDRATATION

Plateau de focalisation
(PROTEAN IEF CELL)

Figure 16.Protocole expérimental de la réhydratation active
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5.2- Deuxiéme étape : IsoElectroFocalisation (IEF)

La deuxieme étape de I'électrophorése 2D consistane séparation horizontale des
protéines le long du gradient de pH de I'lPG sttips protéines sont des macromolécules
dotées de charges électriques qui varient en fuamatu pH du milieu dans lequel elles se
situent. En effet, il existe un pH pour lequel pFstéines possédent une charge nulle, ce pH
correspond au point isoélectrique et not¢ aHpl. Lorsque les protéines se trouvent a un pH
supérieur a leur pHelles sont chargées positivement, et négativemmeand le pH du milieu
dans lequel elles se trouvent est inférieur apédir

L’'IEF s’est déroulée dans le méme plateau de fea@tin que celui utilisé pour la
réhydratation active selon le protocole d’O’Far(@®75)(Figure 17). Au début de I'lEF, un
papier buvard imbibé de 10 uL d’eau nanopure esrénsous les extrémités de chaque strip.
Les papiers buvards permettent de piéger les icdsepts dans I'extrait, lesquels pourraient
migrer en méme temps que les protéines et pertuabarigration de celles-ci. L'IEF est

programmée pour une durée de 21 heures, a 20°€ usotourant constant de 50 pA par IPG

strip.
[ T | I]I]I:> [ ]
pH 3 IPG strip réhydratée pH 10 pH 3 Protéines séparées pH 10

par I'extrait protéique par IEF

Plateau de ocalisation
21 ha20°C

Figure 17.Protocole expérimental d’isoélectrofocalisatiorafies O’ Farrell, 1975)
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5.3- Préparation des gels de polyacrylamide

Les gels de polyacrylamide utilisés dans I'étudgeét discontinus, constitués d’'un gel
de séparation a 12% et d’'un gel de concentratisBlbamesurant 17 cm de codté sur 1 mm
d’épaisseur. Les volumes des constituants de ldigolmonomere permettant de réaliser ces
gels sont indiqués dans le tableau IV.

Les solutions monomeéres d’acrylamide / bis-acrythari et 2 étaient dégazées dans un
erlenmeyer reli€¢ & une pompe a vide, afin d’élimiteutes les bulles d'air. Apres ce
dégazage, I'APS (initiateur de la polymérisation) le TEMED (catalyseur de la
polymérisation) étaient ajoutés aux solutions mog@s, avant chaque polymérisation. Puis,
les solutions obtenues étaient injectées entrgpldesies de verre, puis laissées a polymériser
(Figure 18).

Acrylamide - 2 Monomere _ Bis-acrylamide

APS (Initiateur

TEMED
(Catalyseur)

Stand de polymérisation f T Monomeéres en soluti

Gel de polyacrylamide

Polymérisation des gels

=

Migration verticale des
Gel 1 protéines selon leurs

Gel de séparation 12 % | — poids moléculaires
v

Gel 1
Gel de concentration 5 %

Figure 18 Protocole de préparation des gels discontinupatigacrylamide utilisés pour la
séparation verticale des protéines
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Tableau IV. Composition élémentaire d’'un gel 2D discontinu diyacrylamide / Bis-acrylamide

Gel 1: Gel 2:
gel de concentration (5%) 1 Gel gel de séparation (12%)

8,000 mL
0,320 mL
12,787 mL
68,8 uL APS 10% 220,0 uL.
TEMED | 68uL TEMED 22,0 ul.
Volume total | 1omL Volume total 32 mL

5.4- Troisiéme étape : Equilibration

La troisiéme étape de I'électrophorése 2D est @&gpéluilibration. Cette étape est
précédée d’'une dénaturation des protéines dediep@r le sodium dodécyl sulfate (SDS). Le
SDS un détergent et tensioactif anionique fort, s@ifixe sur les protéines et permet
I'acquisition d’'une charge globale négative ideméigpour toutes les protéines. L'équilibration
consiste a réduire les protéines par du dithiaibir§DTT), puis a les alkyler par de
I'lodoacétamide. L'équilibration se déroule en mrése de deux solutions S1 et S2, contenant
respectivement le DTT et I'iodoacétamide.

Dans le cadre de cette étude, les IPG strips étpiacées dans les canaux d'un plateau
d’équilibration, puis recouvertes avec 6 mL de 8otuS1. Les strips étaient soumises a une
premiére agitation orbitale pendant 10 min, suili;e élimination de la solution S1. Puis, 6
mL de solution S2 ont été ajoutés sur les strips,étpient soumises a uné™ agitation
orbitale pendant 10 min, suivie de I'éliminationldesolution S2 (Figure 19).
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2 Solutions d’équilibration
SletS2

IPG strip dans le plateau Elimination de la solution
d’équilibration S2

Solution d’équilibration 1 agitation orbitale (10

. L - 2érre
“eE— pad .
(6 mL) ——— [ min)

L

- I
-,
.
.

1°" agitation orbitale (10 P
min)

Elimination de la solution Solution d’équilibration 2
S1 (6 mL)

Figure 19. Protocole expérimental de I'équilibration

5.5- Quatrieme étape: Sodium Dodécyl sulfate - Bacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS — PAGE)

La quatrieme étape de I'électrophorése 2D est app&odium Dodécyl Sulfate
-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS — PAGEtt€ étape consiste en une séparation
verticale des protéines selon leurs poids moléadaia l'intérieur du gel réticulé de
polyacrylamide selon le protocole de Laemmli (1970)

Le début de la SDS - PAGE était marqué par lintcitbn de [I'IPG strip,
préalablement équilibrée, dans une solution tamip@miGlycine-SDS 1 x concentrée (TGS).
Puis, une solution de recouvrement a base d’agémosiel et de Bleu de bromophénol (BBP)
était injectée sur la plague de verre la plus haaiiemoyen d’une micropipette. L'IPG strip
était ensuite insérée entre les deux plaques de wentenant le gel de polyacrylamide
polymérisé. La fin de la SDS - PAGE était marquéel@aéplacement du front de migration

en bas du gel (Figure 20).
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IPG Strip Solution de recouvrement

Aquiilibré Agarose + BBP fondu
equilibréee
Début SDS- PAGE Fin SDS- PAGE
Tampon TG§ - —~ /
1x concentré T T A s
L, - -
Front de
_ migration
3«—— pH —»1C
— - e T :
f— — — I Spot |
- - M| = ¢ i protéique !
— o » — K.
A= Ringage 3x [ Coltﬁratlgn ad [— °
""""" — al eude | =
1 Protéines; aleau mQ = = . .
| Standardg = = Coomassiey f—
Gel 2D apres SDS - PAGE Gel 2D avant coloration Gel 2D apres coloration

Figure 20. Protocole expérimental de la SDS - PAGE (d’ajuasmmli, 1970)

La SDS-PAGE était programmée a ampérage constaet, deux étapes: étape 1,
ampérage = 20 mA par gel pendant 1 heure, étapmpéerage = 30 mA par gel pendant 5

heures (ou jusqu’a ce que le front de migratioatéint le bas du gel).

5.6- Cinquieme étape : Coloration des gels et acgition des images des gels 2D

Les gels obtenus apres SDS-PAGE étaient rincéss 3léms 150 mL d’eau milliQ sous
agitation orbitale, pendant 5 min. Puis, ils éthidisposés dans une boite de coloration
contenant 150 mL de Bleu de Coomassie ImperialeRrdbtain (Thermoscientific) et mis
sous agitation orbitale pour coloration, pendaht3D. Puis, les gels colorés étaient décolorés
en présence de 150 mL d’eau milliQ. Cette étapdédeloration était répétée jusqu’a ce que
les gels 2D soient transparents, permettant deigsu les spots protéiques colorés en bleu.

Les images des gels 2D étaient acquises en scarmgantci au moyen d’un
densitometre GS-800 (Bio-Rad). Les images obtertaent ensuite analysées grace au
logiciel Quantity one (Bio-Rad), puis au logici@ ttaitement d'image PD-Quest (Bio-Rad).

56



5.7- Calcul du taux d’expression des protéines —lsétion des protéines d’intérét

Le taux d’expression des protéines permet d'estifimgensité de la modification du
protéome en réponse a la contamination métallique.

Le taux de sur — expression d’'une protéine donnég aalculé comme le rapport de
l'intensité normalisée du spot correspondant, s¥primé en conditions contaminantes, sur
l'intensité normalisée de ce méme spot expriméoenlitions témoin.

Le taux de sous — expression d’'une protéine doanéeé calculé comme le rapport de
l'intensité normalisée du spot corresponsant expren conditions Témoin, sur l'intensité
normalisée de ce spot sous - exprimé en conditamsaminantes. Il a été considéré que
l'impact de la contamination métallique sur I'exgs®n d’'une protéine donnée, était d’autant
plus important que le taux d’expression de cetbégime était élevé en valeur absolue.

Les protéines d’intérét ont été seélectionnées aumbdse du calcul de leur taux
d’expression, considérant que ce taux devait étp&rseur ou égal a 2, en valeur absolue,
pour que la protéine considérée soit sélectionméente protéine sur — exprimée ou sous

-exprimée en conditions contaminantes (Baal, 2003).
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CHAPIIRE 111

REPONSE DE Skeletonema costatum
A LA CONTAMINATION PAR LE
CUIVRE : CROISSANCE, PIGMENTS
ETEXSUDATION CARBONEE
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A- RESULTATS
|. EFFET DU CUIVRE SUR Skeletonema costatum

1. Effet du cuivre sur la croissance

Aprés contamination par le cuivre, une diminutiormrguée de la croissance de
Skeletonemacostatum était observée (Figure 21). L’inhibition la plusoponcée était
observée suite au traitement Cu 2 (¥1@° M). En fin d'incubation, les densités cellulaires
dans les cultures témoins (1 840 cellules™nétaient supérieures de 1,5 & 5 fois a celles
enregistrées suite aux traitements Cu 1 (2102 M) (1 205 cellules mt) et Cu 2 (300
cellules mLY). L'effet toxique du cuivre sur la croissance Bkeletonema costatuse
traduisait par un allongement de la phase de latéhc 0,95 J, Cu1:1,96 J, Cu 2:2,12 J).
Durant la phase exponentielle, les cellules deiid témoins ont rapidement proliféré, leur
densité augmentant de 540 & 1 840 cellule® mlors que dans les cultures traitées par Cu 1,
la densité cellulaire passait de 400 a 1 205 esloil*. Concernant les cultures traitées par
Cu 2, leur densité en fin de phase exponentielit daible (300 cellules mit), ne
représentant que 34% de la densité cellulaire déisires témoins au méme stade de

croissance.

2500
——T

—o =Cul
-4 -Cu:

2000

1500 -

1000 -

500

Densité cellulaire (cellules mILl)

0 1 2 3 4 5 6 7
Temps (Jours)
Figure 21. Cinétiques de croissance &&eletonema costatulors des traitements témoins

(T), et contaminés par le cuivre 2,020 (Cu 1) et 1,10x18 M (Cu 2) (Densité cellulaire
moyenne + écart type, n = 3)
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Les taux de croissance (u) et de déedoublementedKplus élévés atteignaient dans les
conditions témoins (u : 1,053 K : 1,51 J), le double des valeurs enregistrées suite aux
traitements Cu 1 (4 : 0,5 3K : 0,73 F) et Cu2 (u: 0,474 K : 0,67 3 (Tableau V). En
revanche, le temps de dédoublement (T) était plng €n présence de contamination (Cu 1 :
1,96 J, Cu 2: 2,12 J) que dans les conditionsit&sr(@ : 0,95 J) (Tableau V).

Tableau V. Taux de croissance (U), taux de dédoublement (kgreps de dédoublement (T),
observés che3keletonema costatuem réponse aux traitements témoin (T), et contasrniaé

le cuivre 2,02x18 M (Cu 1) et 1,10x18 M (Cu 2). Chaque résultat est la moyenne de valeur
obtenues en triplicat

Traitement T Traitement Cu 1 Traitement Cu R
H (3 1,05+ 0,30 0,51+ 0,43 0,47 0,54
K (J% 1,51+ 0,45 0,73: 0,23 0,67 0,60
T(J) 0,95+ 0,21 1,96+ 0,76 2,12+ 0,67

2. Effet du cuivre sur I'évolution des teneurs enigments

Dans les cultures témoins, les concentrations &raghylle a (Chl a) ont montré une
augmentation de 1,88 & 4,20 mg hu cours de la phase exponentielle de croissaace d
Skeletonema costatuusqu’au jour 5) (Figure 22A). Puis, les tenesosit restées stables
autour de 4 mg ) jusqu'a la fin de la croissance. De méme, lesuenen caroténoides ont
augmenté graduellement (jusqu’au jour 6), puigsetle sont stabilisées autour de 0,5 fmg L
Concernant les phéopigments, leurs concentratitaiené beaucoup plus élevées en fin de
croissance (3 mg1) qu’au début de celle-ci (0,4 mg*L L'accumulation des phéopigments
en phase stationnaire suggere le stade ultime gladktion cellulaire correspondant a la fin
de croissance.

Dans les cultures contaminées par le cuivre 2,02MQCu 1), les concentrations en
Chl a étaient significativement plus faibles (P < 0,@@r rapport aux cultures témoins
(Figure 22B). En effet, les teneurs maximales igéaque de 2,4 mg tdurant la phase
exponentielle. En fin de croissance, les concdntratétaient encore plus faibles (1,8 mb).L
Les teneurs en caroténoides (entre 0,04 et 0,06 Thgt en phéopigments (entre 0,2 et 1,4

mg L) étaient plus faibles que celles mesurées dansoleditions témoins (P < 0,05).
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Dans les cultures contaminées par le cuivre 1,18MQCu 2), les teneurs en Cal
montraient des valeurs plus faibles (P < 0,05)rppport aux autres traitements (T et Cu 1),
avec des valeurs inférieures & 0,7 mydurant toute la croissance (Figure 22 C). De facon
similaire, les teneurs en phéopigments (0,5 rifyy ét en caroténoides (0,2 mg)Létaient

significativement plus faibles (P < 0,05) que ksaurs du témoin (3,0 mg').
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Figure 22. Evolution des concentrations en chlorophgléChl a), phéopigments (Pheop.) et
caroténoides (Carot.) au cours de la croissanc@kdietonema costatudans les conditions
témoins T (A), et contaminées Cu 1 (B) (2,02%8M) et Cu 2 (C) (1,10xI®M) (Moyenne +
écart-type, n = 3)
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. EFFET DU CUIVRE SUR L'EXSUDATION DE
BIOMOLECULES PAR Skeletonema costatum

1. Effet du cuivre sur le COD libéré au cours de lacroissance de

Skeletonema costatum

L’évolution des concentrations en COD libéré Sheletonemaostatumau cours de sa
croissance, différait en fonction des traitemerits Qu 1 et Cu 2) (Figure 23). Dans les
conditions témoins, les concentrations en COD agtreenté de 4,5 & 7,0 mg*lpendant la
phase exponentielle (jours 1 a 5). Ce résultat &wagigun lien étroit entre la libération du
COD et la croissance dekeletonema costatyrnomme l'indique la Figure 23. En fin de
croissance, une augmentation de la concentratioB@n (7,1 mg [') a été observée, qui

pourrait étre liée a la lyse cellulaire.

1 T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
Temps de culture (Jours)

Figure 23. Evolution des concentrations en COD dans les tiongi témoin (T) et
contaminées Cu 1 (2,02x¥0/) et Cu 2 (1,10x10M) (Moyenne + écart type, n = 3)

Dans les cultures faiblement contaminées par lerey(iCu 1), le COD a montré une
évolution similaire a celle des cultures témoinscaurs de la croissance, suggérant une
libération plus importante des molécules carboregesas de stress cuivrique (Figure 23).
Néanmoins, les concentrations pour Cu 1 étaierstéllevées (de 5,9 & 9,0 mg)L

Dans les cultures fortement contaminées par lereui@u 2), la libération du COD

pendant la phase exponentielle était beaucoup nimipsrtante (3,2 — 4,7 mg™) (P < 0,05)
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gue pour les autres traitements (T et Cu 1) (Fid@dBe Toutefois, au cours de la phase
stationnaire (& partir du jour 5), I'exsudation @®D augmentait fortement passant de 5,1 a
8,1 mg L}, pour étre supérieure a celles du témoin.

La Figure 24 présente I'évolution des teneurs e @sudé par cellule (COD/Cellule)
au cours des différents traitements. Les valewssplas élevées ont été observées en tout
début de croissance, puis ont diminué de maniegtique jusqu’a la fin du cycle vital. Ceci
suggere gue les cellules produisaient beaucoupddSOD pendant leur croissance, puis la
cinétique de libération du COD ralentissait considiement. On remarque des rapports

COD/Cellule particulierement élevés en réponse plua forte contamination par le cuivre
(Cu 2).

6E-O4£
5E-04 " o T
X —A - Cul

a0 1 - - -
% AE-041 A& - Cu?2
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© 1
O 3E-04- '
[@)) 1
= '
O 2E-04- Y
O .
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M -ﬁ :
4

Temps de culture (Jours)

Figure 24. Evolution du rapport COD/Cellule au cours de laigsance deSkeletonema

costatumen conditions témoins (T) et contaminées Cu 12¢210% M) et Cu 2 (1,10x16M)
(Moyenne = écart type, n = 3)
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2. Effet du cuivre sur les carbohydrates libérés aaours de la croissance de

Skeletonema costatum

La libération des carbohydrates dans les cultuéesoins montrait des variations
similaires a celles observées pour les cinétiquesrdissance (Figure 25). Le maximum de
concentration (1,2 mmol C1) est observé pendant la phase stationnaire deiksance.

Les teneurs en carbohydrates dans les culturdsriaint contaminées par le cuivre (Cu
1), s largement supérieures a celles du témoiaytir pu 3™ jour. Ces teneurs ont atteint un
maximum (1,7 mmol C £) durant la phase stationnaire, comme cela étaitrobsians les
conditions témoins.

En présence de la plus forte contamination (Cule®),teneurs en carbohydrates ont
évolué de facon identique que dans les conditi@msoins (Figure 25). Néanmoins, la
libération des carbohydrates était moins importgadans les conditions témoins.

Pendant les trois premiers jours de croissanceapeort Carbohydrates / cellule a
montré une diminution dans les traitements témies2x10® & 5x10* mmol C cellul&") et
Cu 2 (de 5x18 a 3x10° mmol C cellul&) (Figure 26), mais les valeurs étaient beaucous pl
élevées dans le traitement fortement contaminé. Ransonditions Cu 1 et Cu 2, comme cela
était observé pour le rapport COD/Cellule, les wedanaximales étaient enregistrées en tout
début de croissance. En présence d’'une plus fedriamination Cu 1, ce rapport a augmente
jusqu'au jour 3 (de 2xIda 3x10° mmol C celluld), puis il a chuté, atteignant des valeurs

proches de celles du témoin (autour de I3Bnol C cellul&).
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Figure 25. Evolution des concentrations en carbohydratescaurs de la croissance de
Skeletonema costatuem conditions témoins T et contaminées par le euur 1 (2,02x18 M)
et Cu 2 (1,10x18 M) (Moyenne + écart type, n = 3)
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3. Effet du cuivre sur la composition des exsudasolysaccharidiques (EPS)

libérés au cours de la croissance dekeletonema costatum

L’analyse chromatographique des EPS exsudés a érédés compositions en
monosucres tres différentes en fonction des traitdsn (Figure 27). Dans les cultures
témoins, le glucose a été le monosaccharide legisisde, puisqu’il a formé de 54 a 93% des
monosucres totaux libérés pendant la période desamce (Figure 27A). Le mannose et le
galactose étaient respectivement les deuxiéme o&iéime principaux monosaccharides
libérés durant la croissance, contribuant entreett49% aux monosucres totaux. D’autres
monosucres, comme le fucose et l'arabinose, onteégmt été produits, mais leurs
contributions étaient nettement plus faibles.

En réponse a la contamination par Cu 1, les EP&éssétaient aussi majoritairement
constitués de glucose (38 — 92%) et de galactose- @2%) (Figure 27B). Pendant la phase
stationnaire de croissance &&eletonema costatufjours 2, 3 et 6), le glucose a méme
contribué, a lui seul, a 80% des EPS libérés. Gdguenl'arabinose exsudé (12 — 36%) était
plus abondant qu'en conditions témoins, surtoutdpaeh les 3" 4°™ et 5™ jours de
croissance.

Dans les cultures contaminées par Cu 2, les cslioieg principalement produit des
EPS a base de glucose (70 — 98%), durant presqte [ croissance, a un taux beaucoup
important qu’en conditions témoins (Figure 27C). dadactose (18%) et le mannose (49%)

ont été exsudés seulement durant les premiers jleursoissance.

67



A- Témoin
100

80

60 -

40 -

20 -

Monosccharides exsudés (%)

0 1 2 3 4 5 6 7
Temps (Jours)

B- Cu 1 (2,02x1¢ M)

100 - — O Rhamnose
H Mannose
80 - ] O Arabinose
O Fucose

607 W Glucose

-]
40 - Galactose

20

Monosccharides exsudés (%)

0 1 2 3 4 5 6 7
Temps (Jours)

C- Cu 2 (1,10x10 M)

100 -
80 -

60 -

40 -

20 -

Monosaccharides exsudés (%)

0 1 2 3 4 5 6 7
Temps (Jours)

Figure 27.Composition en monosucres des polysaccharides ésqahdant la croissance de
Skeletonema costatusoumise aux conditions témoins (A) et contamiriBest C)
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4. Molécules fluorescentes libérées au cours dedmissance deSkeletonema
costatum

Les analyses par spectroscopie de fluorescencenBpeomis d’obtenir des spectres de
fluorescence entre 250 — 600 nm d’émission, et-2860 nm d’excitation tout au long de la
croissance d&keletonema costatur@es spectres sont traités par PARAFAC, afin dape
les composants fluorescents indépendants, prédantsla matiere organique. Les résultats
obtenus montrent que de nombreuses molécules, dganpropriétés chimiques différentes,
étaient libérées dans les culturesSkeletonema costaturRarmi ces molécules, la présence
d’acides aminés (tyrosine, phénylalanine, tryptogaou d’'acides humiques et fulviques
était particulierement remarquée. Suite au traitenRARAFAC, trois composantes ont été
distinguées (Figure 28).

La composante C1 est définie par une réponse dargomaines suivantd.em: 450 -
525 nm ethex 275 / 325 nm. Ces derniers sont reliés a la meat@ganique fulvique et
humique (Coble, 1996). Cette matiere organique ragtuprovenir de la lyse des cellules
mortes deSkeletonemaostatumen fin de phase stationnaire de la culture.

La composante C2 est définie par une réponse éandoimaines suivantgnm,: 500 -
575 nm ethex 250 — 350 nm. Ces derniers correspondraient engaile a des substances
humiques et fulviques nettement plus aromatiquesmugés.

La composante C3 est définie par une réponse @éandoimaines suivantdgn,: 350 -
420 nm ety 250 — 300 nm. Ces derniers étaient par contrigugment d’origine protéique.
Dans cette composante, un seul fluorophore pratéapparaissait, proche de la réponse du

tryptophane.
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Figure 28. Contribution des trois composarftrgs fluoresceksC2 et C3, caractérisant la
matiére organique exsudée dans les cultures téraircontaminées Cu 1 et Cu 2. En
abscisse, sont représentées les longueurs d’orgtaission X.m), et en ordonnées, les
longueurs d’'onde d’excitationdy)

La Figure 29 montre [|'évolution temporelle de I8nsité de fluorescence des
composantes C1, C2 et C3, au cours de la croissitskeletonema costatuem conditions
témoins et contaminées. La contribution de la #isoence a été plus élevée dans les cultures
témoin que dans les cultures soumises a la contéioninzuivrique (Figure 29A, B et C). De
plus, I'évolution temporelle de la contribution efluorescence de chague composante (C1,
C2 et C3) a éteé différente de celle de la contitlouspécifique exprimée soit en intensité de
fluorescence par cellule, soit en intensité derfisoence par carbone (Figure 29D, E, F, G, H
etl).

Ainsi, dans les cultures contaminées par Cu 1, coetribution modérée de la
composante C1 a été observeée lors de la phaseaentie. Ceci n'a pas été observé pour la
contribution spécifique par cellule (Figure 29D)aim a été décelé pour la contribution
spécifiqgue par carbone (Figure 29G). Cela pousighifier que le matériel fluorescent ne
proviendrait pas des cellules elles-mémes (parrdpoptionalité), mais plutét de I'excrétion
par les cellules de carbone plus fluorescent.

Dans les cultures contaminées par Cu 2, la cotimibbudes composantes C1 et C3
restait faible par rapport aux traitements téme@n€u 1. Nous pouvons également observer
une décroissance exponentielle au niveau de lailbotibn spécifique par cellule, signifiant
gue la production de molécules fluorescentes edt@eée par la densité cellulaire, elle-méme
controlée par les teneurs en’Cdans le milieu de culture. De plus, la contribntipécifique

par cellule de la composante C3 a été importantaléut et en fin de croissance de
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Skeletonema costatyunet correspondait au domaine protéique (FigureF2@t [). Son

évolution temporelle montrait une augmentation iende croissance (jour 7), quelles que

soient les conditions, qui pourraient résulter é'diorte sénescence cellulaire.
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Figure 29. Evolution temporelle de l'intensité de fluorescerfifeen u.a : unité arbitraire) (A, B et C),
de l'intensité de fluorescence par cellule (D, Eeéet de l'intensité de fluorescence par mg d&CH

et I), des trois composantes fluorescentes (Clet@3) détectées dans la matiere organique exsunlée
réponse aux différents traitements (T, Cu 1 et Cu 2
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lIl. ANALYSE EN COMPOSANTES PRINCIPALES DES
DIFFERENTES VARIABLES ESTIMEES DANS LES TROIS

TRAITEMENTS

Les résultats précédemment obtenus ont montré guerdissance dé&keletonema

costatum et sa libération de molécules extracellulairegpemdaient fortement de la

concentration en métal et de la phase de croissaficede mieux déterminer les paramétres

responsables des variations qualitatives et qadings des molécules exsudées, une ACP a

été réalisée. Les variables considérées dansAeResont reportées dans le Tableau VI.

Tableau VI. Variables considérées pour le traitement ACP

Variables

Abondance phytoplanctonique
Chlorophyllea
Phéopigments
Caroténoides
Carbohydrates

Carbone organique dissous
Glucose

Galactose

Mannose

Composant 1

Composant 2

Composant 3
Concentration

COD/Cellule
Carbohydrate/Cellule
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Symboles ACP

Abon.
Chla
Phéop.
Carot.
Carboh.
COD

Glu

Gal

Man

C1

C2

C3

CcC
COD/Cell
Carboh/Cell



1. Projection des variables

Les deux premiers axes F1 et F2 totalisaient réspetent 48,9% et 19,3% de la
variance, soit un pourcentage cumulé de 68,24%réSeltat peut étre considéré comme

satisfaisant étant donné le nombre de variablésesa(Tableau VII).
Tableau VII. Variables considérées avec leurs coordonnées (G@ORurs contributions
relatives (CTR) sur les axes factoriels F1 et F2

Pourcentage de la variance expliquée

0, 0,
par chacun des axes de 'ACP Axe F1 (48,95%) Axe F2 (19,29%)

COORF1 CTRF1 COORF2 CTRF2

Abon. 0,97 12,04 -0,00 0,01
Chla 0,87 9,78 0,37 4,65
Phéop. 0,89 10,27 0,01 0,01
Variables Carot. 0,43 2,38 0,59 11,35
Carboh. 0,47 7,14 -0,60 11,69
COD 0,64 5,23 -0,67 14,90
Glu -0,66 5,56 -0,28 2,58
Gal -0,08 0,09 0,72 16,92
Man 0,01 6,65 0,35 4,17
C1 -0,04 2,90 0,49 8,02
C2 -0,31 1,28 0,42 5,73
C3 -0,97 4,15 0,18 1,13
cC -0,79 8,12 0,45 6,69
DOC/Cell -0,94 11,41 -0,04 0,06
Carboh/Cell -0,98 9,96 -0,27 2,44
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1.1- Projection sur I'axe F1

Le maximum de variables se projetait sur ce prerai®, extrayant plus d’inertie
(48,95%). A son péle positif, les variables ayam¢ influence directe en présence de cuivre
étaient présentes. Parmi elles, se trouvait 'abood cellulaire (CTR = 12,04), la Gh(CTR
= 9,78) et les phéopigments (CTR = 10,27). Il esbter que, sur cet axe, du coté positif de
celui-ci, se projetaient les faibles concentrati@ms cuivre (cultures témoin), et de cété
négatif, les fortes concentrations, représentastcldtures contaminées par Cu 2. Le pole
négatif était défini par COD/Cell (CTR = 11,41),rBah/Cell (CTR = 9,96), glucose (CTR =
5,56) et la composante fluorescente C3 (CTR = 4I&)leau VII, Figure 30).

1.2- Projection sur I'axe F2

Cet axe, extrayant 19,29% de la variance totatejé&fsi positivement par le galactose
(CTR = 16,92), les composantes fluorescentes CR(ET8,02), C2 (CTR = 7,73), et les
caroténoides (CTR = 11,35). Sur son plle négatifedt présents le COD (CTR = 14,90) et
les carbohydrates (CTR = 11,96). Il est a noter, gue cet axe, se projetait les faibles

concentrations en cuivre, représentant les culiwoetaminées par Cu 1.

Variables (axes F1 et F2 : 68.24 %) B Observations (axes F1 et F2 : 68.24 %)
1
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Figure 30. Projection des variables considérées (A) et conagoms relatives (B), sur les
axes F1 (en traits discontinus rouges) et F2 (aitstrdiscontinus verts), H, L et C
correspondant respectivement aux concentrations, @l 2 et au témoin, lindice
correspondant au jour de culture)
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B- DISCUSSION

|. EFFET DU STRESS METALLIQUE SUR LA CROISSANCE
ET LES TENEURS EN PIGMENTS DE Skeletonema costatum

Les résultats relatifs a la croissanceSikeletonemaostatumont montré une variabilité
importante de I'évolution des densités cellulaieesfonction de la contamination en cuivre.
Dans les cultures témoin, la densité cellulaireimit en phase exponentielle (1,8%&6llules
L™ était significativement supérieure a celle obsem#ns les cultures contaminées par Cu 1
(1,2x10 cellules L) et par Cu 2 (300xE0cellules ) (Figure 21). Le taux de croissance
cellulaire (u) observé dans les cultures témoin®5(1)") a diminué de moitié aprés
contamination par Cu 1 (0,5I*Vet par Cu 2 (0,47Y) (Tableau V). En comparant les
cinétiques de croissance 8keletonema costatusuite aux différents traitements (T, Cu 1 et
Cu 2), il apparait que le cuivre induisait une pngjation de la phase d’adaptation pour les
traitements Cu 1 et Cu 2. La phase exponentiefparmissait plus tardivement, et était moins
importante en termes de densité cellulaire que tEmsonditions témoins (Figure 21). Cela
suggere que les cellules se divisent lentemené@onise a la contamination. Le méme résultat
a été rapporté dans d’autres travauxSkeletonema costatufRueteret al, 1978; Anderson
et al, 1978). Ces travaux soulignaient que la duréla gdhase de latence était fonction de la
concentration en cuivre. Toutefois, ils ont momjue la croissance dgkeletonema costatum
était non seulement influencée par la concentragoncuivre, mais également par la
concentration en silicates dans le milieu de caltlaquelle pourrait jouer un role vis-a-vis de
la toxicité du cuivre puisque les silicates peuvierdr le cuivre en formant des silicates de
cuivre. D’autres études utilisant 'TEDTA comme agehélatant pour le cuivre, ont conclu
gue le cuivre avait moins d'effet sur la croissadeecette espece (Mandelli, 1969; Khan et
Saifullah, 1989). Dans l'étude ici présentée, lamocamtration de cuivre inhibitrice de la
croissance (2,02x10M) était légérement supérieure & celle obtenueMzdelli (1969) et
Khan et Saifullah (1986). De facon similaire, Jensial (1976) ont montré une tolérance de
cette espéce aux faibles teneurs en cuivre (1,640 Le niveau de cuivre mentionné par
ces auteurs était proche de la concentration égildans le milieu témoin de cette étude
(3x10® M). Par ailleurs, Berlandt al (1977) ont mis en évidence une forte toléranceete
espéce vis-a-vis du cuivre (inhibition & 1,6%14). Toutefois, Morekt al (1978) ont conclu
que le niveau d'inhibition était de 6x2M Cu, en présence de 5xi® d’EDTA. En

revanche, dans la présente étude, I'inhibition éssance était obtenue a 2,02%1, en
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présence de 10xf0\ d’'EDTA. Concernant la forte réduction de croissaiobtenue dans les
cultures contaminées par Cu 2, il est probable aplke-ci soit liée a I'augmentation des
teneurs en cuivre libre dans le milieu de cultuteine part, et a la diminution de la
biodisponibilité des éléments nutritifs assimilés [pa microalgues, d’autre part.

L’effet toxique du cuivre, qui s’est traduit pareudiminution de la croissance dans les
cultures contaminées par Cu 1 et Cu 2, pourraisiasiexpliquer par les concentrations
métalliques utilisées dans cette étude (2,02xa01,10x16 M), lesquelles dépassaient la
capacité de complexation de 'EDTA en présence atéoms majeurs compétiteurs {Ga
Mg?*, Na', F€*...) malgré une concentration d’'une concentrationl6&10® M d’EDTA.
Dans les cultures contaminées par Cu 2, les ptésiformés dans le milieu pourraient en
effet constituer des associations avec les cellplegoplanctoniques. Cette observation a
egalement été relevée par Rueteral (1978) a propos de la méme espece. Dans d’autres
travaux, il a été montré que la toxicité du cuietait liée a la concentration en cuivre libre
(Andersoret al, 1978; Sundat al, 1976).

Lorsque le cuivre est présent en faibles conceotrmidans un milieu, il peut facilement
s’associer a 'EDTA, et ainsi ne plus manifestesfi#t toxique sur la croissance de I'espéce.
Cette hypothése était vérifiee dans la présenteegtand niveau des cultures témoins, qui
montraient une densité cellulaire importante (1,8>cHules LY) et un taux de division élevé
(1,05 JY), supérieurs & ceux observés en réponse aux autitmments (Cu 1 et Cu 2)
(Tableau V, Figure 21). De la méme facgon, concdrihes cultures témoins et faiblement
contaminées par le cuivre, les courbes de croiss@tatent caractérisées par une courte phase
d’adaptation, suivie d’'une phase exponentielle cemgant a partir du deuxieme jour. Ce
résultat confirmait que le cuivre, a ce seuil dddité, ne constituait pas un facteur de stress
pour les cellules. Le cuivre est alors utilisé pag microorganismes comme un oligo-élément
indispensable a leur métabolisme, puisqu’il estaomstituant essentiel de certaines enzymes
fonctionnelles, comme les plastocyanines (Raeenal, 1999) ou encore les oxydases
(Kieffer, 1991).

En comparant I'évolution des teneurs en pigmenks &_phéopigments et caroténoides)
au cours de la croissance 8keletonema costatunh,apparait que I'espegeroduisait ces
substances a des concentrations variables, endorat degré de contamination en cuivre
(Figure 22). En conditions témoins, les teneur€hha et en phéopigments ont évolué avec
une tendance similaire a celle observée pour hestiques de croissance, et étaient nettement
plus élevées par rapport aux teneurs mesuréespense aux traitements Cu 1 et Cu 2. Ces

fortes concentrations en pigments pouvaient alGgpBquer par une activité cellulaire
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intense dans les cultures témoin, due aux faiklesurs en cuivre (3xFM), et & la présence
d’EDTA dans le milieu de culture, lequel jouaitride de chélateur. En revanche, dans les
cultures contaminées par Cu 1, une augmentatioréréedles teneurs en Ghétait observée

en début de croissance, suivie d’'une productioblestale ce pigment jusqu’en fin de
croissance. Cette tendance n’était donc pas smmikaicelle observée pour les cinétiques,
puisque beaucoup plus de pigments chlorophylliensalent étre produits pendant la phase
exponentielle. Etant donné les faibles densitédulegles en début de croissance, les
concentrations plus élevées en @hhlors observées ne peuvent étre expliquées par les
besoins énergétiques des cellules pour I'absorptiota réduction des éléments nutritifs
comme les nitrates. Il est également a noter ggefdneurs plus élevées en phéopigments
produits en fin de croissance résultaient vraisablbment d'une intense dégradation
chlorophyllienne. Le méme résultat a été mentichends des études antérieures réalisées sur
la méme espéce, montrant une deégradation chloroging plus importante chez
Skeletonema costatugque chez d’autres espéces, suggérant une foitétéacte I'enzyme
chlorophyllase chez cette diatomée (Jefisewgl, 1987).

Au cours de notre étude, les résultats d’ACP onficoé la sensibilité d&keletonema
costatumau cuivre (Figure 30). Il existe en effet une élation négative (P < 0,05) entre les
teneurs en pigments (Chl phéopigments et I'abondance) et les fortes corations en
cuivre d’'une part, et une corrélation positive (®,85) entre I'abondance cellulaire et les
faibles concentrations en cuivre, d’autre part. Casélations suggerent que la croissance
cellulaire et la production des pigments chloropégk étaient affectées par le cuivre. De la
méme maniére, certains auteurs ont mis en évidimsceffets drastiques du cuivre sur la
croissance d&keletonema costaturse traduisant par la diminution du taux de ceoisg et
par une augmentation de la taille des cellulesl@Bdret al, 1977). ToutefoisSkeletonema
costatumest considérée comme une espece résistante @s stetalligue par rapport a
d’autres especes de diatomées et de dinoflageld@sme en témoigne sa présence dans les
milieux contaminés par les métaux traces (Pistoecal, 1997).
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Il. EFFET DL) STRESS METALLIQUE SUR L’EXSUDATION
DE BIOMOLECULES PAR Skeletonema costatum

Dans les conditions témoins, les concentration€@D ont progressivement augmente
pendant la premiére phase de croissance, puisntestabilisées en fin de croissance. Cette
tendance était similaire a celle des cinétiquescagssance (Figure 23). En outre, une
corrélation positive (P < 0,05) a été observéeeehévolution des teneurs en COD et la
densité cellulaire (Figure 30). Cette corrélatiaggere que le COD pourrait étre libéré par les
cellules vivantes en conditions normales d’'une, padis aussi par les cellules mortes, d’autre
part. En revanche, en présence d’une plus faibieaagnation (Cu 1), I'évolution des teneurs
en COD a montré une allure semblable a celle obseevéconditions témoins, avec une
production légerement plus importante de COD deseghases exponentielle et stationnaire
de la croissance (Figure 23). Ceci suggére qu’pange & la contamination Cu 1 (2,02%10
M), Skeletonema costatupourrait augmenter son exsudation de COD. En pecésdiune
contamination plus importante Cu 2 (1,10%1M), les teneurs en COD exsudé par
Skeletonema costatugtaient moins importantes que celles mesurées ldansonditions
témoins et Cu 1. Etant donné la faible densitéulzte dans les cultures contaminées par Cu
2, le COD qui y est mesuré pourrait donc ne pakes®nt résulter de I'exsudation cellulaire
(Figure 23). Ce COD pourrait aussi résulter deotéefdégradation cellulaire que provoque la
toxicité du cuivre libre dans le milieu, lequel afdrs présent a des concentrations de I'ordre
de 16°M.

Comme indiqué en Figure 24, la différence de prodocdu COD entre les cultures
témoins et les cultures contaminées est d’autarst marquable lorsque les concentrations
en carbone sont rapportées au nombre de cellulesplDs, la diminution du rapport
COD/Cellule pendant la phase exponentielle, suggeeefaible libération de molécules dans
le milieu. La stabilisation de ce rapport en finaleissance, dans les cultures témoin et Cu 1,
pourrait correspondre a la diminution et a la disdtion de la biomasse cellulaire dans le
milieu. Dans les cultures Cu 2, ce rapport a pit&sane évolution peu différente en fin de
croissance, correspondant a une légere augmenthiioapport COD/Cellule. Ceci pourrait
étre expliqué par une forte dégradation cellulatantribuant & une augmentation du COD
dans le milieu. Il est également a noter que lesesoconcentrations en cuivre étaient
positivement corrélées (P < 0,05) au rapport COD@e au rapport Carbohydrates/cellule,
au glucose et a la composante fluorescente C3r@g-8f)). Une telle corrélation traduit une

réponse intense et synergique des produits d’eiisagd@rincipalement EPS et protéines, par
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Skeletonema costatunvis-a-vis du stress cuivrique. Pudét al (2003) ont étudié les
mécanismes de libération des exsudats cellulairemterévélé que les substances libérées
étaient résistantes a la dégradation bactériereien $es auteurs, cette résistance semble étre
un facteur nécessaire pour préserver la stabilitéodnplexe ligand-métal, ce qui conduirait a
expliquer I'adaptabilité des cellules face au stregtallique.

La concentration en carbohydrates dans les cultle&keletonema costatumontrait
une variabilité en fonction de la phase de croissaet de la contamination en cuivre
(Figure 25). Dans les conditions témoins, une proda@xponentielle de carbohydrates était
observée pendant la premiére phase de croissarnze, gar une exsudation constante durant
la phase stationnaire. La méme tendance a étévelesem présence d'une plus faible
contamination (Cu 1), bien que les concentratiomsc&bohydrates aient été plus fortes.
Comme cela a été suggéré pour le COD, la fortedilwh de carbohydrates pourrait étre une
réaction stimulée par I'exces de cuivre dans léennifle culture. Néanmoins, en réponse a une
plus forte contamination Cu 2, une concentrationcddohydrates assez importante a été
mesurée durant la deuxieme phase de croissance,celie-ci était relativement faible par
rapport a celles mesurées dans les cultures térabosmtaminées par Cu 1 (Figure 25). Cette
concentration en carbohydrates pourrait proversraidiules vivantes dont I'exsudation a été
stimulée par la forte teneur en cuivre total (11®%M), plus particuliérement par sa forme
libre (CU* = 10° M). En examinant I'évolution du rapport Carbohytésdcellule, une allure
décroissante de ce rapport a été observée pouuleses témoins et Cu 2 (Figure 26). En
revanche, une différence a été observée par rapprrtultures Cu 1, lesquelles montraient
un pic de concentration en carbohydrates en fipldese exponentielle. Ces résultats sont en
accord avec ceux rapportés dans d'autres travadamicur la libération des carbohydrates
extracellulaires (Myklestad, 1995; Pistocéhial, 1997). La libération de ces biomolécules
dans le milieu pourrait jouer un réle crucial ddasspéciation des métaux, du fait des
interactions entre leurs charges négatives etaiégns métalliques (Vasconcelesal, 2002;
Gonzalez-Davila, 1995).

La composition en monosaccharides dans les EPSIéxsa varié en fonction de la
concentration en cuivre et de la phase de croisséifigure 20). Ainsi, pour les cultures
témoins, les cellules ont libéré plus de glucose,gdlactose et de mannose, dans des
proportions différentes (Figure 27). Toutefois, s@en a de faibles teneurs en cuivre (Cu 1),
elles produisaient en plus de l'arabinose et dedacDe fagcon similaire, en présence d’'une
plus forte contamination en cuivre (Cu 2), les WeB produisaient majoritairement du

glucose.
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I1l. EXSUDATION DES MOLECULES FLUORESCENTES
PAR Skeletonema costatutSOUS LE STRESS METALLIQUE

L’application de la technique de fluorescence 3Dsdi@ présent travail nous a permis
de mettre en évidence l'apparition de moléculesréiscentes a des moments précis du
processus de croissance Skeletonema costaturbe traitement PARAFAC effectué sur les
différents échantillons a permis de détecter troimposantes. La troisieme composante (C3)
correspondrait a des substances protéiques (F2@Jrdes deux autres composantes (C1 et
C2) correspondraient a des acides humiques etqgfidgi Ces composés organiques sont
naturellement présents dans I'eau de mer (IsiBioger, 2012). Les microorganismes libérent
des substances organiques et leur capacité arlibése molécules extracellulaires a été
etudiée par plusieurs auteurs (Fogg et Westlakes 1$rmeki et al, 2010). Les exsudats
phytoplanctoniques peuvent avoir des propriétésodeplexation avec le cuivre, et ainsi jouer
un réle important dans la spéciation de ce métah@alez-Davila, 1995; Vasconcelesal,
2002). Ceci pourrait étre le cas dans les cultimgdement contaminées (Cu 1) puisque la
contribution de la composante C1 a augmenté pendaphase exponentielle, traduisant
I'exsudation de molécules qui complexent le cuiifigure 29). La composante C3 a montré
une légere augmentation en fin de croissance, sgwnelant & une production cellulaire de
protéines (Figure 29). L’absence de contributios demposantes C1 et C2 pourrait étre
attribuée au quenching du cuivre, excepté pour dmposante C1, pendant la phase
exponentielle.

Pour les cultures contaminées, le mécanisme densifatilisé parSkeletonema
costatum pourrait étre une exsudation de composés complebarcuivre. Ainsi, les
composantes C2 et C3 n’étaient pas affectées paivee (Figure 29), ce qui pourrait résulter
de la complexation entre les composés a l'origieecds composantes et le cuivre. Les
mesures de fluorescence caractérisent deux typesnagoseés : le premier composé C1, lié au
COD libre directement exsudé par le phytoplanctnsecond composé C2, est du matériel
réfractaire humique probablement prodauitsitu, en tant que sous-produit de la dégradation
bactérienne de la matiere phytogéene (Ishii et Ba3@t2). La présence de la composante C1,
indique I'excrétion de protéines dissoutes duramtase exponentielle.
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C- CONCLUSION

Nos travaux montrent que la croissance Sleletonema costatumest affectée en
réponse au stress cuivriqgue. Une augmentation dmrhaentration en matiére organique
exsudée (COD, carbohydrates, molécules fluoressegttgpolysaccharides) a été observée
dans le milieu de culture. La diatom&keletonema costatuest capable de libérer des
molécules susceptibles de changer la spéciatioralliqgge dans son environnement,
I'exsudation étant plus prononcée sous une forteartration métallique.

Les résultats obtenus ont aussi révélé que l'aldesplus exsudé paBkeletonema
costatumdans le milieu de culture, suite a une contanomapar le cuivre est le glucose.
L’exsudation de cet aldose semble étre utilisée ngenmécanisme de défense ou de
protection vis-a-vis de la contamination métalligie effet, les aldoses produits pendant les
contaminations sont les constituants de base dé&s fEBduits. Ces EPS possédant une
stucture complexes et de type polymérique pougpaiimettre de former des complexes
ligands-métaux, de facon a diminuer la biodispditéoet la toxicité du métal.

Enfin, Skeletonemacostatuma libéré des substances fluorescentes composées de
protéines, d’acides humiques et fulviques. De lanm@acon que le glucose exsudé, ces
biomolécules, détectées pendant la croissance ponsé au stress métallique, étaient
probablement impliquées dans un mécanisme de @efBlies pourraient également jouer le
réle de ligands complexant les métaux, limitantdeniodisponibilités et leurs effets toxiques
sur ce microorganisme.

Ce chapitre a fait I'objet d’'une publication pam@&nsBiometals(Herziet al, 2013b)
(Annexe A).
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CHAPITRE IV

REPONSE D’ Alexandrium catenella A LA
CONTAMINATION PAR LE CUIVRE, LE
ZINC, LE CADMIUM ET LE PLOM®B :
CROISSANCE &L EXSUDATION
CARBONEE
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&- RESULTATS

|. EFFET DES ETMs (cuivre, zinc, plomb ou cadmium)SUR LA
CROISSANCE d’Alexandrium catenella

1. Effet du cuivre

Les cinétiques de croissance des culturéddedandrium catenell@ontaminées par le
cuivre étaient perturbées par rapport a celles cldtures témoins (Figure 31). Ces
perturbations étaient significatives a partir decéencentration 12 puM (test Wilcoxon : P <
0,05).

Pour les cultures contaminées par 3 uM et par 6dgMu, les cinétiques de croissance
étaient similaires a celles du témoin (Figure 3BM\,En présence de 6 uM de Cu, la densité
cellulaire pendant la phase stationnaire dimind&nviron 10% par rapport aux cultures
témoins (Figure 32). Les taux de croissance (07)4aihsi que le temps de dédoublement
cellulaire (5,00 J) mesurés pendant la phase expiefie, ont, quant a eux, été légerement
affectés en comparaison avec les cultures témejas (", 2,78 J) (Tableau VIII).

Dans les cultures contaminées par 12 uM de Cudimmution de 30% de la densité
cellulaire a été observée par rapport aux culttéewins (Figure 32). De méme, le taux de
croissance (0,13 a diminué de 44% relativement aux cultures témdgh25 3) et les
cellules contaminées ont mis plus de temps a seubéto(5,55 J) que les cellules non
contaminées (2,78 J) (Tableau VIII).

En présence de 16 uM de Cu, une réduction de 108% diensité cellulaire était
observée (Figure 32). Par conséquent le taux dssarce était nul (Tableau VIII). Pour les
concentrations 18, 25, 60, 100 et 200 uM, le cuanmiainait une forte mortalité des cellules
végeétatives ou un enkystement (Figure 31), tandés lguaux de croissance restait nul. En
comparaison avec les autres métaux, le cuivre saftuia transformation des cellules
végétatives en kystes dés la concentration 16 pdd. Kystes avaient une forme spécifique
(Figure 33).

83



T XCu3

mPb3

ACd3
ozZn3 >_9 A A
oT A

1E+04

8E+03

6E+03 -

4E+03 -

2E+03 -

0

1E+04 4

Densité cellulaire(CellulemlL™

8E+03 -

6E+03 -

4E+03 -

2E+03

0E+00 -

EPb 16 -D-
XCu 16 o O o
ACAB o7
ozZn 6
oT o - | | [ ]

o

- A

n
o © a

A

[ +4
0E+00 - XXX X _X_X_

5 1 1B 20 25 30

mPb 60
X Cu 60
ACd 60
ozneo ©
oT

-G-

< Lo o4

<

R ox 0B o8 ox s

0

5 10 15 20 25 30
Jours

-B-
u S
on [ ]
gE+03 | ACd® <>><8< %
oZné6 )-Q A A
6E+031 ©T A
X A
4E+03 - X
A
2E+03 >i@
X
0E+00 +——+— : —
0 5 1 15 20 25 30
mPb I8 -E-
1E+04 1 wcu s o oo
ACd 18
8E+03 |
ozZni18 © ° o
6E+03 | OT © o =
o 9 g
4E+03 . A4
° 8 ,
2E403 | A
X R x
0E+00 +— XXX XX X
0 5 1 15 20 25 30
mPH100 _H -
E+04 - wcu 100 o o o
gEs03 | ACIDO o
O Zn 100
6E+03 | OT
>
4E+03
o
2E+03

X 20

oeo0 . B8 & ooy

0O 5 10

5 20 25 30
Jours

1E+04

8.E+03 -

6.E+03 -

4.E+03 -

2.E+03 -

mPbD
XCu 12 S0 0.0
Acde oo X X

Zn12
e 1 1

OT

0.E+00

1E+04 4
8E+03 -
6E+03 -

4E+03 -

2E+03 -

% wok o 4
0E+00Jf;£‘ XX X ) X

0

IE+04

8E+03 -

6E+03 -

4E+03 -

2E+03 -

5 1 1 20 25 30

mPb200 _ | -
X Cu 200

ACd 200
ozn200 ©
oT

< Lo

<

v

el B § Ao

0

5 10 15 20 25 30
Jours

Figure 31. Cinétiques de croissanceAdexandrium catenell®ACTO3 cultivée en conditions
témoins et contaminées par les métaux traces ¢uivre plomb ou cadmium
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Densité cellulaire (%)

16 18 25 60 100 200

Concentration en métal (uUM)

Figure 32. Diminution (%) de la densité cellulaire dans lesltues contaminées
d’Alexandrium catenelldCTO03 pendant leur phase stationnaire, par rapgoxtconditions
témoins

Tableau VIII . Taux de croissance (U, ef) ket temps de dédoublement cellulaire (T, en J)
d’Alexandrium catenellaACT03 cultivée en conditions témoins et contaméngar les
meétaux traces cuivre, zinc, cadmium ou plomb

Cu Zn Cd Pb

Témoin | 0,25 2,78 0,25 2,78 0,25 2,7 0,25 2,18
3uM 0,14 5,00 0,15 4,76 0,13 55 0,14 5,00
6 uM 0,14 5,00 0,14 5,00 0,14 5,0 0,14 5,00
12 uM 0,13 5,55 0,15 4,76 0,15 4,7 0,13 5,95
16 uM 0,00 0,00 0,15 4,76 0,12 5,8 0,12 5,88
18 uM 0,00 0,00 0,15 4,76 0,11 6,70 0,11 6,10
25 uM 0,00 0,00 0,16 4,34 0,06 1250 0,11 6,70
60 uM 0,00 0,00 0,05 13,90 0,00 00,00 0,06 12,50

100uM | 0,00 0,00 0,06 12,50 0,00 0,00 0,00 0,00

200 M | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40
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2. Effet du zinc

Les contaminations par le zinc ont entrainé desugmtions significatives (test de
Wilcoxon: P < 0,05) des cinétigues de croissantAledandrium catenelladés la
concentration 12 uM (Figure 31). En présence de@®|eM de zinc, les densités cellulaires
n'ont été réduites que de 5 et 8% respectivemat,rgpport aux densités cellulaires des
cultures témoins (Figure 32). De la méme facontdeg de croissance (0,14 - 0,15, Jainsi
gue les temps de dédoublement (4,76-5,00 J) oneraowent varié comparativement aux
cultures témoins (0,253 2,78 J) (Tableau VIII).

Dans les cultures contaminées par 12 uM de Zmroiasance semblait étre [égérement
perturbée par rapport a la croissance observéeorditons témoins (Figure 31). Cette
perturbation concernait uniquement 12% de la dérsliulaire. Le taux de croissance (0,15
JY), ainsi que le temps de dédoublement (4,76 Jeritaégérement supérieurs a ceux des
cultures témoins.

En présence d’'une contamination par 16 uM, 18 uRbgiM de Zn, la croissance était
€galement perturbée par rapport aux conditionsit&ndinsi, la densité cellulaire relevée au
cours de la phase stationnaire était réduite det #6%, respectivement (Figure 32). Le taux
de croissance était légérement modifié (0;3painsi que le temps de dédoublement (4,76 J).
Toutefois, ces valeurs restaient équivalentes Bscehesurées en présence de cuivre, aux
mémes concentrations.

En présence de 60 uM de Zn, la croissan@desandrium catenellatait fortement
perturbée, le zinc manifestant son effet le plugtee & partir de cette concentration. Ainsi, la
diminution de la densité cellulaire enregistréecaurs de la phase stationnaire a été estimée a
93%, par rapport aux conditions témoins. Le tauxméssance et le temps de dédoublement
mesurés pendant la phase exponentielle étaiers d®0,05 J et 13,90 J, respectivement.
Outre son effet inhibiteur de la croissance, le amduisait aussi la transformation d’'une
partie des cellules végétatives en kystes, a pietla concentration 60 uM (Figure 33). Pour
les tres fortes concentrations (100 uM et 200 pi);roissance cellulaire était totalement

inhibée et toutes les cellules se transformaielklystes.
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3. Effet du cadmium

Contrairement aux autres ETMs étudiés, I'effet si&falu cadmium sur les cinétiques de
croissance a été observé des les plus faiblesrmordgtions {.e. en présence de 3 uM et de 6
UM de Cd) (Figure 31). Ainsi, le Cd apparaissaihome le plus toxique des ETMs testés pour
les trois premieres concentrations. En effet, p@srconcentrations, les cultures contaminées
par le cadmium présentaient les plus faibles densiellulaires, durant toute la croissance
(Figure 31). En outre, des la contamination paiMdde Cd, la densité cellulaire était réduite
de 20%, alors que 7% était la réduction maximategistrée en présence des autres ETMs au
méme niveau de contaminatiare(3 uM) (Figure 32).

Dans les cultures contaminées par 12 uM de Cd, naitdecellulaire diminuait par
rapport au témoin de 38%, contre 30% pour le cuiz®&6 pour le Pb et 12% pour le zinc a la
méme concentration (Figure 32). A cette concewtnati’effet toxique du cadmium se
traduisait par la formation de kystes, qui n’éthipas observés en présence des autres
métaux. En augmentant la contamination métalliquégia 25 uM de Cd, la réduction des
densités cellulaires était beaucoup plus importéée50 a 78%) que celle induite par les
autres metaux, excepté le cuivre (< 53%) (Figude B@rsque le cadmium était administré a
de fortes concentrations (60, 100 et 200 uM), wmte fmortalité cellulaire était observée, le

taux de survie des cellules pendant la phase statii@avoisinant 0 % (Figure 32).

4. Effet du plomb

La croissance des culturesAtxandrium catenell@ontaminées par le plomb subissait
une inhibition significative (test Wilcoxon : P <0B) dés la concentration 12 uM (Figure 31).
En présence de faibles concentrations (3 uM et § [dvplomb n’induisait gu’une réduction
de 6 & 10% de la densité cellulaire (Figure 32).

Dans les cultures contaminées par 12 uM de Pb nsitdecellulaire n’était réduite que
de 26% au cours de la phase stationnaire de lasamge (Figure 32). Cette contamination a
imposé un taux de croissance (0,13 densiblement égal & celui du cuivre & la méme
concentration, donc deux fois plus faible qu’enditons témoins (Tableau VIII). Il en est de
méme pour le taux de dédoublement cellulaire, taii énviron deux fois plus élevé (5,5%)J
gu’en conditions témoin.

Pour les concentrations intermédiaires de plombu¥6et 18 M), la croissance était
davantage perturbée (Figure 30), montrant une itapte réduction cellulaire (41 et 48%) par

rapport au témoin, et aux cultures contaminées lparinc (17 - 32%) aux mémes
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concentrations (Figure 31). Cette réduction cellelétait associée a des taux de croissance
de 0,12 et 0,11Y et correspondait a des temps de dédoublement, &8 & 6,70 J
(Tableau VIII).

A une concentration de 25 pM, le plomb a fortemehibé la croissance de I'espece.
Son effet toxique s’est traduit par une réductioonpncée de I'abondance cellulaire (82%),
par rapport aux cultures témoins (Figure 32), et’'ppparition de kystes représentant le stade
ultime de la toxicité cellulaire (Figure 33). A stade, le taux de croissance et le temps de
dédoublement étaient fortement affectés, estintgshet 6,70 J, respectivement.

Aux trés fortes concentrations (60 uM, 100 uM et 20@) en plomb, la croissance

s’arrétait totalement, toutes les cellules étamtsairansformées en kystes.

5. Comparaison de l'effet des ETMs sur la croissaec d’Alexandrium
catenella

Aux faibles concentrations (3 UM et 6 uM), le cadmiapparait le plus toxique des
ETMs testés, car il induit I'inhibition de la creance cellulaire et I'apparition de kystes a un
stade précoce. Cependant, pour des concentratiopsnmes (16 pM), le cuivre est le métal
le plus toxique, puisqu’il induit, en plus de I'ergtement des cellules végétatives, I'inhibition
totale de la croissance.

Pour le classement des métaux en fonction deilitabn de la croissance, le cadmium
apparait le plus toxique, suivi par le plomb, levogiet enfin le zinc. Si on considéere
'apparition des kystes, le cadmium est toujoues®e premier métal induisant cet effet, suivi
par le cuivre, le plomb et enfin le zinc. D’apr&dte classification, on pourrait déduire que le

cadmium est le métal le plus toxique et le zinm@ns toxique des métaux étudiés.
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Il. EFFET DES ETMs (cuivre, zinc, plomb ou cadmium) SUR
L'ENKYSTEMENT d’ Alexandrium catenella

Des observations microscopiques ont révélé, qu'da-de certaines concentrations,
variables selon les ETMs étudiés, le stress megtadlinduisait la transformation des cellules
végétatives dhlexandriumcatenellaen kystes (Figure 33A). Les concentrations méiadis
minimales qui ont entrainé I'enkystement étaient #2 uM pour le cadmium, 16 uM pour le
cuivre, 25 uM pour le plomb et 60 uM pour le ziRtg(re 31).

Des observations microscopiques ont permis de campaspect des kystes formés
suite aux diverses contaminations métalliques. iAiles kystes formés en réponse a la
contamination cuivrique possédaient une forme §ipée, particulierement allongée (Figure
33B), tandis que des kystes de forme circulaireétabservés dans les cultures contaminées

par les autres métaux (Figure 33C).

&9 3 @

20 um

Figure 33. Alexandrium catenell?ACTO3 observée au microscope (G : x400) (A) Cedul
végeétatives cultivées en conditions témoins (B)lUlzltransformée en kyste sous I'effet du
cuivre (C) Cellule enkystée en réponse aux autreaminations métalliques
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lIl. EFFET DES ETMs (cuivre, zinc, plomb ou cadmium) SUR
TEXSUDATION DU COD PAR Alexandrium catenella

Les taux d’exsudation cellulaire du COD p&idexandrium catenella durant sa
croissance montraient une évolution temporelleédifite en fonction de la contamination

métallique (Figure 34).

1. Effet du cuivre

Dans les cultures témoins, le rapport COD/Cellubecatré une diminution, du début de
la croissance (4,0 ng COD celld)gusqu’au jour 20 (2,5 ng COD cellife(Figure 34A). La
méme tendance a été observée dans les culturesrinaes par de faibles concentrations de
cuivre (.e. 3 UM, 6 uM, 12 uM), avec des valeurs du rapp@DZellule similaires a celles
des cultures témoins. En revanche, en présenaatds toncentrations de cuivige(16 uM,
18 uM, 25 pM, 60 uM, 100 uM et 200 uM), le rappo@D/Cellule a montré des valeurs
significativement supérieures a celles du témoinZ3 ng COD cellulé) (test Wilcoxon : P
< 0,05), avec un premier pic au jour 5 suggérarg rgaction cellulaire envers le stress
métallique. Les cultures contaminées par 16 1M alenGntraient les valeurs les plus élevées
(autour de 27 ng COD cellukg avec deux pics, I'un au jour 5, I'autre au j@@, autour de
27 ng COD cellulé.

2. Effet du zinc

Comme pour la contamination par le cuivre, pourfadsles contaminations de ziniog(
3 UM, 6 uM et 12 uM), le rapport COD/Cellule moritane évolution temporelle similaire a
celle des cultures témoins, marquée par une difimuatepuis le jour 5 (2 ng COD cellife
jusqu'a la fin de la croissance (1,5 ng COD cellii@igure 34B). Cependant, en présence de
fortes concentrations de zinc (60 uM, 100 uM et @80, un premier pic a été observé au
jour 5 (16 ng COD cellul®, suivi d’'une diminution jusqu’au jour 20, puisud’ deuxiéme pic
& partir du jour 20 (18 ng COD cellifle Enfin, & partir de la contamination par 16 uM de
zinc, le rapport COD/Cellule était significativenigplus élevé que celui obtenu pour le
témoin (test Wilcoxon : P < 0,05), ce qui étaitlégeent le cas pour la contamination par le

cuivre.
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Figure 34. Evolution temporelle du rapport COD / Cellule,sadé par les cultures
d’Alexandrium catenelldACTO3 cultivées en conditions témoins, et contaesn@ar les
métaux traces cuivre, zinc, plomb ou cadmium
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3. Effet du cadmium

Comme pour les autres ETMs testés, pour de fodetaminations de cadmium (60
UM, 100 uM et 200 puM), le rapport COD/Cellule aga@té un premier pic au jour 5 (10 ng
COD cellulé"), puis un deuxiéme, plus prononcé, au jour 20 §5COD cellulé), suivi
d’'une augmentation jusqu’a la fin de la croissafféigure 34C). Dans les cultures faiblement
contaminées (3 UM, 6 uM et 12 pM) par le cadmiwrapport COD/Cellule a montré des
valeurs et des profils d’évolution similaires a xeabservés pour les cultures témoins. Au
contraire, 'augmentation de la contamination gacddmium (16 uM — 200 uM) a été suivie
d’'une élévation de ce rapport. Les valeurs les glesées (28 ng COD celltfe étaient
€galement observées en présence des plus fortesrsoations de cadmium (100 uM et 200
uM). Ce rapport était significativement plus élegée pour les cultures témoins (test
Wilcoxon : P < 0,05).

4. Effet du plomb

Les fortes contaminations par le plomb (16 uM - 0O ont induit une augmentation
significative du rapport COD/Cellule par rapporkaonditions témoins (test de Wilcoxon : P
< 0,05), avec un premier pic au jour 5 (jusqu'anjoCOD cellul&), suivi d’un deuxiéme pic
(> 20 ng COD cellulé) au jour 15 (22 ng COD cellut® pour la concentration 200 uM, puis
d’une augmentation jusqu’au jour 30 (jusqu'a 260@D cellule’) (Figure 34D). En outre, le
rapport COD/Cellule était d’autant plus élevé gaeniveau de contamination augmentait, et
était significativement plus élevé que celui obéguaur les cultures témoins (test Wilcoxon :
P <0,05).
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IV. EFFET DES ETMs (cuivre, zinc, plomb ou cadmium)SUR
L’EXSUDATION DES MOLECULES FLUORESCENTES PAR
Alexandrium catenella

Pour chaque concentration métalligue, des matridexcitation-émission de la
fluorescence (EEMs) de la FDOM ont été obtenuemealysées tous les cing jours. Ainsi, des
jeux de matrices de 6 (nombres de jours) x 4 (mxéttudiés) x 9 (concentrations étudiées) =
288 EEMSs, ont été obtenus, puis analysés graadgbtithme PARAFAC. La séparation a été

optimale en utilisant quatre composantes fluoressefMounieret al, 2011).

La composante C1 était constituée d’'un pic sitwdes longueurs d’onde d’excitation
entre 220 et 260 nm, et a des longueurs d’'ondeis&om situées entre de 300 et 450 nm
(Figure 35A-B). Ce domaine combinait un pic tryptapigue (pic R, selon Burdige, 2004),
un pic de substances humiques (pic A’, selon Berd04), et un pic signalant la présence
des substances fulviques en milieu aquatique (psefon Coble, 1996 et Patel-Sorrenteto
al., 2002). Cette composante représentait donc ume Zlmorescente rassemblant des

substances protéiniques, liée a un domaine deasudest humiques.

La composante C2 était située entre 250 nm et 3d5pour les longueurs d’onde
d’excitation, et entre 315 nm et 400 nm pour cefésnission (Figure 35C-D). Le maximum
du pic était positionné sur le couple de longuelionde EX / EM = 280 nm/355 nm. Cette
composante fluorescente était attribuée a un flplawee protéinique, du type tryptophane (pic
T, selon Coble, 1996).

La composante C3 était située entre 270 nm et 3@0pour les longueurs d’onde
d’excitation, et entre 360 nm et 480 nm pour cellfénission, avec une intensité maximale
au niveau du couple de longueurs d’onde EX / EM5 8Bm / 410 nm (Figure 35E-F). Cette
composante était associée a un fluorophore humigelen Coble (1996), I'existence de ce

fluorophore est liée au milieu marin.

La composante C4 était constituée de deux pics éboents, dont les intensités
maximales étaient alignées sur les mémes longuwtargle d’émission. Le pic le moins
prononcé était situé dans les hautes longueursid’diexcitation (entre 325 nm et 410 nm).
Il était moins étalé dans les longueurs d’onde @éian (entre 425 nm et 540 nm) que le pic
situé dans les basses longueurs d’onde d’excité&ioine 240 nm et 300 nm) (Figure 35G-H).
Cette composante, en raison de ses pics sépatéa Gedmonet al, 2003 ; Alberts et
Takacs (2004b), correspondait a des substancesghamierrestres. La présence de cette
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composante montrait la diversité de I'état du mila des substances fulviques pouvaient

aussi étre retrouvées (Ishii et Boyer, 2012).

1. Contribution de la fluorescence en I'absence dmntamination

La contribution de la fluorescence a montré quieaglétait élevée méme en I'absence
de contamination (Figure 35A-C-E-G), probablemant&son d'un effet de quenching des
meétaux contaminant par le milieu de culture. Tolkescomposantes fluorescentes ont aussi
montré une augmentation de leur contribution, dur jBuau jour 20. Concernant la
composante C1, une augmentation importante a &@érake apres le jour 15, suivie d’'une
diminution au jour 30 (Figure 35A). Pour la compasaC2, une augmentation du jour 5 au
jour 20 a été décelée, suivie une diminution régalijusqu’au jour 30 (Figure 35C). En
revanche, les composantes C3 et C4 ont montré wmrikution qui augmentait
régulierement au cours de la croissance (Figure@pEENn I'absence de contamination,
I'activité biologique semblait étre maximale au fja@0 pour les composantes C1l et C2
(Figure 35A-C). Comme ces composantes étaient kées protéines, ce résultat pourrait
correspondre a la faible activité biologique existpendant la phase stationnaire de la
croissance. L'augmentation réguliére des composab8et C4 (Figure 35E-G) indiquait la
production progressive de complexes aromatiquesrdficents, confirmant la production
marine de MOD (Ishii et Boyer, 2012).

2. Contribution de la fluorescence en réponse a leontamination par le

cuivre
La contribution de la fluorescence en réponse latasnination métallique a

généralement été faible par rapport a celles dearealnon contaminées (Figure 35A-C-E-
G,). Cela pourrait étre attribué a l'effet quenchidg cuivre. Toutefois, cette faible
contribution pourrait aussi étre attribuée a lablaidensité cellulaire dans les cultures
contaminées, et ainsi, a la faible production deMQa contribution des composantes
fluorescentes C1 et C2 en réponse a la contaminatimique, a montré une augmentation
de libération de la FDOM aux jours 20 et 25, suiVigne diminution progressive jusqu’a la
fin de croissance. Cette forte contribution potrére attribuée a une importante activité
métaboliqgue des cellules au cours de la phase exfiele (Figure 31). Toutefois, les
composantes C3 et C4 montraient une diminutionliggude la contribution de fluoresence

en fin de croissance. La composante C3 semblaitrétins affectée par la contamination

94



cuivrique, excepté pour 16 puM de Cu, au jour 20, laucontribution montrait un pic
important. Quant a la composante C4, sa contributait plus affectée et manifestait une

diminution en fonction des teneurs en cuivre.
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Figure 35.Evolution de la fluorescence (u.a.) et de la flsoemce par carbone (u.a./carbone) en
réponse a la contamination par le cuivre, au cdears croissance Alexandrium catenella
ACTO3

95



Concernant la contribution spécifique par carbdeeailb) (contribution divisée par le
contenu en COD), les composantes C1 et C2 montrdéesnpics de fluorescence autour des
jours 10 et 20, puis diminuaient progressivemesgjta la fin de croissance (Figure 35B-D-
F-H). Cette contribution concernait plus partictdi@ent les contaminations par 6 uM et 12
MM de cuivre, respectivement. En comparaison ageclltures témoins, les contributions
spécifigues des composantes C3 et C4 n'ont pasgéhae tendance. Concernant la
contribution spécifique par carbone en fonctiodadeoncentration du métal libre et du temps
de croissance (Figure 36), celle-ci a montré un@rdition progressive lorsque la teneur en
cuivre libre augmentait dans le milieu de culteci pourrait signifier que la production du
carbone organique fluorescent par les cellulesait’@u’indirectement liée au temps de
croissance, et était plutdt en relation avec lacentration en CU, lequel montrait son effet
toxique a fortes doses. Concernant la contribusipécifique par cellule (Fcell) (Figure 36A-
B-C-D), la plus forte contribution de fluoresceracété observée pour la concentration 16 uM
de cuivre, pour les composantes C1, C2 et C3. Esepce de la concentration intermédiaire
18 uM de cuivre, la contribution de la fluorescermemontré moins de variations et
correspondait au domaine de concentration ou lestekysont apparus. Une légere
contribution de Fcell a aussi été montrée pour dacentration 25 pM, concernant la

composante C1.
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Figure 36. Evolution de la fluorescence spécifique par celktl évolution de la contribution de
la fluorescence par carbone (u.a. / NPOC) en fonaliu LOG de la concentration en cuivre
libre, en réponse a la contamination par le cuamecours de la croissanceAtExandrium
catenellaACTO03
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Concernant la contamination par le zinc, une dinnbmuglobale de la contribution des

composantes C1 et C2 a été observée en fonctida dencentration, mais pas de facon

systématique (Figure 37A-C-E-G). A la fin de laissance (jour 30), en présence de la

contamination par 16 uM de Zn, la FDOM a été palitcement fluorescente pour toutes les

composantes.
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Figure 37.Evolution de la fluorescence (u.a.) et de la flsoemce par carbone (u.a./carbone) en
réponse a la contamination par le zinc, au courdaderoissance @&lexandrium catenella

ACTO3

98




Pour la fluorescence par carbone (Fcarb), la coemesCl a augmenté du jour 5
jusqu’au jour 20, ou elle a montré un maximum, lis a diminué progressivement vers le
jour 30 (Figure 37B-D-F-H). La méme tendance aofigervée pour la composante C2, avec
beaucoup plus de fluorescence au jour 10 et emdircroissance. En revanche, pour les
composantes C3 et C4, un rapport constant a éarabdu jour 5 au jour 30. Concernant la
fluorescence par cellule (Fcell), celle-ci éta@teliaux fortes concentrations pour les quatre
composantes étudiées (Figure 38A-B-C-D). Ceci ausignifier que les teneurs élevées en
zinc ont stimulé les cellules a libérer davantageMiOD dans le milieu de culture. En
présence d’'une forte concentration en zinc (60 UMF;DOM caractérisée pourrait provenir

des kystes &lexandrium catenella.
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Figure 38. Evolution de la fluorescence spécifique par celletl évolution de la contribution de
la fluorescence par carbone (u.a. / NPOC) en fonatu LOG de la concentration en zinc libre,

en réponse a la contamination par le zinc au cderk croissance Alexandrium catenella
ACTO3
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4. Contribution de la fluorescence en réponse a @ntamination par le

plomb

La contribution de la fluorescence augmentait riégeinent depuis le début jusqu’a la
fin de la croissance (Figure 39A-C-E-G). Les cwtucontaminées par 16 uM de Pb ont
montré une augmentation de la fluorescence pouguase composantes (C1, C2, C3 et C4),

particulierement en fin de croissance.
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Figure 39.Evolution de la fluorescence (u.a.) et de la flsoesce par carbone (u.a./carbone) en
réponse a la contamination par le plomb, au coufa deissance &lexandrium catenella
ACTO3
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La contribution spécifique par carbone a montrénéane tendance. Cette augmentation

de la fluorescence spécifique résultait probablerdantarbone organique fluorescent exsudé

par les cellules au cours de leur croissance.

Pour les cultures contaminées par 100 uM de Pb,fluneescence importante était

décelée, particulierement pendant la phase expetierdt en fin de phase stationnaire. Cette

FDOM pourrait provenir des kystesAdéxandrium catenella.
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Figure 40. Evolution de la fluorescence spécifique par celletl évolution de la contribution de
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Quant a la contribution spécifique par celluleg edtait plus élevée en présence des
fortes concentrations (100 uM et 200 uM), et maimgortante en présence de faibles teneurs
(3 UM et 12 uM) (Figure 40A-B-C-D % colonne).

5. Contribution de la fluorescence sous la contamation par le cadmium

Concernant la contamination par cadmium, la coutidm de la fluorescence était
supérieure a celle des conditions témoin, au jopod la composante C1, au jour 20 pour la
composante C2, et aux jours 5, 15 et 30 pour laposante C3 (Figure 41A-C-E-G). En
revanche, la composante C4 était inférieure a obléervée dans les conditions témoins. Pour
les composantes C1 et C2, la fluorescence dimidugibur 5 au jour 10, puis elle augmentait
régulierement jusqu’au jour 20, ou elle atteigaais maxima.

La plus forte contribution de fluorescence étaiteobe pour la composante C1, en
présence de 3 uM, et pour la composante C2, eremqésde 16 pM et 18 uM. Les
composantes C3 et C4 ont montré une augmentatijpiége et constante jusqu’a la fin de la
croissance. Quant a la contribution spécifique gabone, celle-ci montrait une tendance
similaire pour les quatre composantes fluorescefiiigsire 41B-D-F-H). Elle était faible par
rapport aux conditions témoins, excepté en présdacg uM et 6 uM, ou elle montrait des
pics fluorescents pendant la phase exponentielle.
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Figure 41.Evolution de la fluorescence (u.a.) et de la flsoence par carbone (u.a./carbone) en
réponse a la contamination par le cadmium, au aifa croissance Alexandrium catenella

ACTO3
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De méme, la contribution de la fluorescence paluleelFcell) était plus importante

pendant la phase exponentielle pour les fortesutsnen cadmium (Figure 42A-B-C-D™

colonne).
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Figure 42. Evolution de la fluorescence spécifique par celletl évolution de la contribution de
la fluorescence par carbone (u.a. / NPOC) en fonau LOG de la concentration en cadmium
libre, en réponse a la contamination par le cadmawntours de la croissanceAtExandrium
catenellaACTO03
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6. Contribution de la fluorescence sous la contamation par le cuivre et le
cadmium

Pour le cuivre et le cadmium, la contribution déll@rescence des composantes C3 et
C4 a montré une réguliere augmentation au coula dmissance, et une réguliére diminution
en fonction des concentrations contaminantes (Egg8b et 41). Le cuivre et le cadmium
induisaient des effets différents selon les compiesafluorescentes. La composante C3 était
la moins affectée par le cuivre et le cadmium gtigrétait liée a la matiere humique marine et
a 'EDTA. La composante C4 était principalementeefée par les deux métaux et sa
contribution diminuait avec la concentration du ahét

La forte contribution de la fluorescence par cadyabservée aux jours 10 et 20, était
plus importante en présence de faibles concentgt@n cuivre libre (de 9,93x16 a
7,06x10° M) et en cadmium libre (de 1,30xiG 5,19x1¢ M) (Figures 36 et 42). Cette
matiere fluorescente décrite par les composantesetCC2, définissait le domaine des
protéines (Figure 35) et semblait étre en relatwac l'activité biologique de I'espéce. A
l'inverse, quand le niveau du métal libre augmentans le milieu de culture (de 1,0851®
1,0x10" M de Cd"; et de 1,08x10 & 4,38x10 M de Cd"), les cellules n’étaient plus
capables de produire des molécules extracellularesaison de la toxicité des métaux libres
pour le métabolisme cellulaire. De ce fait, la FD@Mit définie par un fluorophore de type

humique, qui pourrait résulter des débris celleiou du phénoméne d’enkystement.

7. Contribution de la fluorescence sous la contamation par le zinc et le
plomb

Pour le zinc et le plomb, la contribution de leoflescence des composantes C3 et C4 a
montré une réguliere augmentation au cours dediasance, et une réguliére diminution en
fonction des concentrations contaminantes (FigBrest 39). Contrairement au cuivre et au
cadmium, la composante C3, la plus affectée pairie et le plomb, était associée a la
matiere organique particulaire. En revanche, lapmsante C4 était moins affectée par les
métaux, et sa contribution diminuait avec la coneian.

Comme pour le cuivre et le cadmium, la forte cdmttion de la fluorescence par
rapport au NPOC était observée en présence de fosteentrations en zinc libre (1,3%18
2,8x10° M) et plomb libre (5,9x1® a 1,14x1¢ M) (Figures 39 et 41). Ces fortes

concentrations en métaux libres témoignaient ggdaence de FDOM libérée dans le milieu
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de culture, laquelle se traduisait par deux compesa fluorescentes C1l et C2, qui

correspondaient a I'activité biologique de I'espéce

V. MONOSUCRES EXSUDES PAR Alexandrium catenella EN
REPONSE A LA CONTAMINATION PAR LES ETMs

1. Caractérisation des monosucres exsudés palexandrium catenella

La nature et les proportions de monosucres compdssupolysaccharides exsudés par
Alexandrium catenellaen fin de phase exponentielle-début de phase statie de la
croissance (Jour 20), étaient liees a la naturendtal contaminant et a sa concentration
(Figure 43). Dans les cultures témoins, la prédonteade trois monosucres, glucose,
galactose et mannose, était observée. Toutefoiglutse était le monosaccharide le plus
exsudé (64%), le galactose et le mannose contrilz2udb% aux monosucres totaux.

Pour les cultures contaminées par 6 UM de chaqud ELivre, zinc, plomb ou
cadmium), la composition en monosucres exsudéé diférente en fonction du métal testé
(Figure 43a). En présence de 6 uM de Cu, les eslloht principalement libéré du galactose
(50%), ensuite du fucose (25%). D’autres monosucoesme le glucose et le xylose ont été
produits, mais leur contribution est restée faif20%). Pour les cultures exposées aux
concentrations 6 pM de zinc, cadmium ou plomb llease était le plus exsudé, contribuant
respectivement a 74, 47 et 64% aux monosucres totangalactose était le deuxiéme
monosucre libéré, avec une contribution allant da 43%.

Les cellulesexposées a une contamination cuivrique modéréepar 12 uM de Cu),
ont libéré du galactose (42%), du fucose (31%)ydose (15%) et du glucose (10%) (Figure
43b). En revanche, celles cultivées en présenaindea la méme concentration, produisaient
principalement du glucose (75%), du galactose (18%46u xylose (10%). Quant aux cellules
maintenues en présence de 12 uM de Cd, elles satdéxbeaucoup plus de fucose (42%),
puis du galactose (23%) et du xylose (20%). Enfngcontamination par 12 uM de Pb
semblait favoriser la production de glucose (478é)rhamnose (35%) et de xylose (17%).

Les cellules contaminées par 18 uM de Cu libéraentusivement du glucose, tandis
gue celles exposées au zinc, au cadmium et au pkblalméme concentration, ont exsudé du
glucose (53 — 62%) et du galactose (37 — 46%) (EidGcC).
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Figure 43. Composition en monosucres des polysaccharidesdésgspar les
cultures dAlexandrium catenellACTO03 (J 20) témoins et contaminées par les
ETMs (cuivre, zinc, plomb ou cadmium) aux concerdres 6 uM, 12 uM et 18
UM en fin de phase exponentielle — début de phasiersnaire de la croissance
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2. Evolution des contributions des monosucres exsésl par Alexandrium
catenellaen fonction des concentrations en ETMs

2.1- Cuivre

L’évolution de la contribution de chague monosuarsudé en fonction des
concentrations en meétaux, montrait qu’en présencg dd et de 12 uM de Cu, le glucose
était exsudé en faibles proportions, contrairenmant autres aldoses (galactose, fucose et
xylose), lesquels présentaient des contributionsvééls aux mémes concentrations
(Figure 44a). Toutefois, la diminution de la comition de ces aldoses observée a 18 uM de

Cu, était synchrone avec une augmentation de lailbotion du glucose.

2.2- Plomb

Quel que soit le niveau de contamination par lenplole glucose était I'aldose exsudé
le plus abondant (Figure 44b). Le galactose éilagiré dans des proportions relativement
faibles par rapport au glucose, son exsudation &tantlée en présence de 6 UM et de 18
UM de Pb. D’autres aldoses, comme le rhamnoseatidse ont été fortement libérés a 12
MM, tandis que leur exsudation était inhibée a8 u

2.3- Zinc

En présence de 6 uM et 12 uM de Zn, I'exsudationgldicose a été relativement
importante, contrairement a ce qui était observdr p@ cuivre aux mémes concentrations
(Figure 44c). L'exsudation du galactose sembla# &timulée par 18 uM de Zn, alors que
celle du glucose diminuait dans ces conditions. lib@sation modérée d’arabinose a 6 UM, et

de xylose a 12 uM, était également observée.

2.4- Cadmium

Comme pour le plomb, la libération du galactoseldainstimulée en présence de 6 uM
et de 18 uM de Cd. Le fucose et le xylose étairpti@dés dans des proportions variables, a 12
MM. D’autres aldoses, comme le rhamnose, l'arakirgtsle mannose, ont également été

exsudeés, dans de tres faibles proportions (Figddg. 4
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Figure 44. Evolution des contributions des monosaccharidesud®s (Glu: glucose, Gal:
galactose, Fuc : fucose, Arb : arabinose, Xyl oggl Man : mannose, Rhm : rhamnose) par les
cultures dAlexandrium catenell&CTO03 (J 20) en fonction des concentrations en ETRU : a,
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VI. ANALYSE EN COMPOSANTES PRINCIPALES DES
DIFFERENTES VARIABLES ESTIMEES SOUS LES
CONTAMINATIONS AVEC LES DIFFERENTS ETMs

Une ACP a été effectuée afin de comprendre Il'inapiicn des différents facteurs
mesurés dans les variations qualitatives et quaints des substances exsudées par
Alexandrium catenellaLes variables considérées dans cette ACP somtrtéms dans le
Tableau IX.

Tableau IX. Variables considérées dans I'ACP, des résultatedsudation des monosucres
parAlexandrium catenella

Variables Symbole ACP
Abondance phytoplanctonique| Abond
Carbone organique dissous COD
Glucose Glu
Galactose Gal
Mannose Man
Xylose Xyl
Rhamnose Rhm
Arabinose Arb
Fucose Fuc
Composante 1 Cl
Composante 2 C2
Composante 3 C3
Composante 4 C4
Composante 5 C5
COD/cellule COD/cell
Carbohydrates/cellule Carboh/Cell

Temps de culture Temps
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1. Cas de la contamination par le cuivre

Pour la contamination cuivrique, le résultat deGRArévele que les deux axes, F1 et F2
sont respectivement responsables de 36,49% et (6%7de la variance totale, soit d’'un
pourcentage cumulé de 63,55%. Ce résultat peutcétnsidéré comme satisfaisant étant
donné le nombre de variables considérées (Figyte 45

1.1- Projection sur I'axe F1

Sur ce premier axe, extrayant le plus d’inertie4966), se projetent plusieurs variables.
Au pole positif de I'axe, des variables ayant wenliavec la fluorescence de la matiére
organique sont présentées ; parmi lequelles : CR(€ 15,65), C2 (CTR = 14,97), C3 (CTR
= 13,72) et C4 (CTR = 13,20). Au plle négatif dexé, se projette le rapport COD/cellule
(CTR = 13,59). Du co6té positif, se projette ledbl@s concentrations en cuivre, et de son cbté
négatif les fortes concentrations de ce métal.

1.2- Projection sur I'axe F2

Cet axe, qui extrait 27,06% de la variance totaest,positivement défini par le COD
(CTR =7,40), 'abondance phytoplanctonique (CTB,48), le galactose (CTR = 15,01) et le
glucose (CTR = 11,72). Sur son pble négatif soasgmtées les variables : temps (CTR =

10,88) et C5 (CTR = 11,32). Sur cet axe, se pejetes trés fortes concentrations en cuivre.

Variables (axes F1 et F2 : 63,55 %) Observations (axes F1 et F2 : 63,55 %)
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Figure 45.Projection des variables considérées et concemtisaén cuivre, sur les axes F1 et

F2 de 'ACP
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2. Cas de la contamination par le zinc

Les deux axes, F1 et F2, extraient respectiveme/213® et 23,20% de la variance

totale, soit un pourcentage cumulé de 62,41% (Eig6).

2.1- Projection sur I'axe F1

Sur cet axe, ayant 39,21% de contribution du cositify sont présentes les variables :
abondance phytoplanctonique (CTR = 8,45) et C1 (ETR50). Le galactose (CTR = 7,47),
le xylose (CTR = 9,80), le rhamnose (CTR = 10,83)nannose (CTR = 7,56) et I'arabinose
(CTR = 7,56) se projettent du coté positif. Lesamrirations modérées en zinc apparaissent

du cété négatif de I'axe.

2.2- Projection sur I'axe F2
Cet axe, contribuant pour 23,20% a la variancdepst défini, de son c6té positif, par
C2 (CTR=10,21), C3 (CTR=13,28) et C4 (CTR=11,5Fpdrte également la projection des

concentrations faibles et modérées en zinc.

Variables (axes F1 et F2 : 62,41 %) Observations (axes F1 et F2: 62,41 %)
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Figure 46. Projection des variables considérées et concemisagn zinc, sur les axes F1 et
F2 de 'ACP
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3. Cas de la contamination par le plomb
Les axes F1 et F2 extraient respectivement 33,4%2,88% de la variance totale, soit

un pourcentage cumulé de 55,87% (Figure 47).

3.1- Projection sur I'axe F1

Sur cet axe, ayant 33,49% de contribution, se fterjel’abondance phytoplanctonique
(CTR = 11,39), le rapport COD/Cellule (CTR = 10,48) fucose (CTR = 9,60), l'arabinose
(CTR = 9,60), le mannose (CTR = 9,60) et le glug@ER = 7,20). Sur ce méme axe sont

également présentes les concentrations plus fable®dérées en plomb.

3.2- Projection sur I'axe F2

Cet axe, extrayant 22,38% de la variance totaleteplar variable galactose (CTR =
13,46) sur son pdle positif. Sur son pble négaéfprojettent : C1 (CTR = 7,58), C2 (CTR =
12,51), C3 (CTR = 11,41) et C4 (CTR = 11,88).

Variables (axes F1 et F2 : 55,87 %) Observations (axes F1 et F2 : 55,87 %)
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Figure 47.Projection des variables considérées et concemrtisaén plomb, sur les axes F1 et
F2 de 'ACP
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4. Cas de la contamination par le cadmium

Les axes F1 et F2 extraient respectivement 44, #22,068% de la variance, soit un

pourcentage cumulé de 66,81% (Figure 48).

4.1. Projection sur I'axe F1

Sur cet axe, du c6té positif, se projette un marinde variables, parmi lesquelles le
COD (CTR =9,79), 'abondance phytoplanctonique RG18,38), le galactose (CTR = 8,98),
le xylose (CTR =8,48), le fucose (CTR = 8,48), lecgse (CTR = 8,51), C1 (CTR = 7,62),
C2 (CTR = 9,99) et C4 (CTR = 8,89). La projectioms cconcentrations en cadmium est

également observée sur cet axe C2 et de moindnerengslon I'axe C1.

4.2. Projection sur I'axe F2
Sur cet axe, extrayant 22,08% de la variance tosalerojette le rapport COD/cellule
(CTR =12,80).

Variables (axes F1 et F2 : 66,81 %) Observations (axes F1 et F2 : 66,81 %)
1
4
0.75 COD/cell Fuc ™ 3 T-125
-~
/7 N °
0.5 cd12-125°
2 |’ , Cd18-130
0.25 ; ¢ cdisy10n Cd6-125
s £ | %eeCd12-J10) *
@ o 1], , Cd18420\ Cd12-25
S 0 N ad12-J15 Cds'”\) *
o o \_, eCd6-J15, | ‘
o o O\ e cd2u20
-0.25 \TJI10T5
\ ® 20
s 1 ¥d6-1200 Z
: < Cglazo
~ fﬁ - - -~ <~
0.75 2 T30 « o Cd6-120 N
* (di18-J5 !
C25 & ey o7
1 -3 <t Cdeds
4 -0.75 05 -025 0 025 05 075 1 3 2 41 0 1 2 3 4 5 6
F1 (44,74 %) F1 (44,74 %)

Figure 48.Projection des variables considérées et concemrisan cadmium, sur les axes F1
et F2 de 'ACP
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VIl. COMPARAISON DE L'EXSUDATION PAR Skeletonema
costatumet Alexandrium catenella

L’analyse quantitative et qualitative des molécudgsudées paklexandrium catenella
au cours de sa croissance révele qu’'une grande pag polysaccharides est exsudée pendant
la phase exponentielle. Parmi les monosucres campass polysaccharides, le glucose était
l'aldose le plus exsudé sous la contamination ayer (Figures 43 et 44). Cet aldose a
eégalement été exsudé @akeletonema costatunorsque cette diatomée était soumise a une
contamination par ce méme meétal a forte conceatratCette réponse, commune aux deux
especes phytoplanctoniques, pourrait leur permeatingliser le glucose comme ligand
extracellulaire afin de complexer le cuivre, et aide réduire la biodisponibilité et la toxicité
de ce métal.

De facon similaire, les analyses par fluorescence appliguée aux deux especes
pendant leur croissance, ont mis en évidence plissEomposantes fluorescentes confirmant
'exsudation de substances extracellulaires digsowes substances fluorescentes renferment
des substances protéiniques en cas de contamipatida cuivre. De la méme facon que pour
le glucose, les protéines exsudées par les cellpdesraient constituer un mécanisme

modifiant la spéciation métallique dans leur enwirement.
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B- DISCUSSION

|. EFFETS DES DIFFERENTS STRESS METALLIQUES SUR
LA CROISSANCE D’ Alexandrium catenella

La croissance @&lexandrium catenella montré une variabilité importante en réponse
aux différents stress métalliques en fonction dexentrations de métaux et de la phase de
croissance. Dans les cultures contaminées paolasentrations 3 uM et 6 uM, le cadmium
s’est averé le métal le plus toxique pour la camsg dAlexandrium catenellgFigure 31).
Cette toxicité se traduit par une faible densitfutz@re et par un taux de croissance moins
élevé (0,13 J), en comparaison avec ceux obtenus en réponsescaaminations par le
cuivre, le zinc ou le plomb (0,14 — 0,18)JEn outre, la diminution de la densité cellulaire
induite par le cadmium, se traduit par une perte2@% de la densité par rapport aux
conditions témoins, contre 7% pour le cuivre, lacziou le plomb (Figure 32). Cette
importante réduction indique que le cadmium affeletecroissance des cellules a des
concentrations plus basses que les autres métauplu3, la transformation des cellules en
kystes, induite par le cadmium a ces concentratidvaspas été observée pour les autres
meétaux a ces niveaux de contamination. Ces résdtait en accord avec ceux rapportés par
d’autres études (Berlanet al, 1976; Morelli et Scarano, 2001), lesquels onintréd des
inhibitions de croissance et des perturbations glesessus physiologiques de plusieurs
espéeces phytoplanctoniques contaminées par le gadnii’allongement de la phase de
latence, observée dans les cultures contaminéedepeadmium par rapport aux autres
métaux, a aussi été signalé par Toeksal (1997). Contrairement au cadmium, le plomb a
manifesté son effet toxique a partir de 12 pM, isdot une diminution de la densité
cellulaire de 22 a 26%, par rapport aux condititgraoins (Figure 32), correspondant a un
taux de croissance de I'ordre de 0,13 Toutefois, & partir de 16 UM, le cuivre étaiplas
toxiqgue des métaux testés, induisant alors une tiédude 97% par rapport aux conditions
témoins (Figure 32). En revanche, le zinc a togadté le moins toxique des métaux a ces
concentrations. Néanmoins, les fortes concentratiggtalliques (60 UM, 100 uM et 200 pM)
ont inhibé la croissance et par conséquent entrainé forte mortalité cellulaire. A ces

niveaux de contamination, le taux de croissandelaek était nul (Tableau VIII).
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Le taux de croissance Alexandrium catenelleenregistré pour les cultures témoins
(0,25 JY) était inférieur & celui mesuré chez la méme ese@9 J) cultivée en conditions
de limitations nutritives (Collost al, 2007). En revanche, il était semblable a c&2q J")
reporté par Siet al (1997) pourAlexandrium catenellaultivée a une température entre 20
et 25°C. Une étude récente, conduite par Lagtbal (2011), a montré que les faibles taux de
croissance observés chaexandrium catenell0,30 ') étaient étroitement liés aux faibles
salinités du milieu. Nos résultats révelent quetdesx de croissance Alexandriumcatenella
ont progressivement diminué lorsque les concentratien plomb, cadmium ou cuivre
augmentaient dans les milieux de culture (Tabledl).\Cette diminution suggere que les
niveaux élevés de contamination métallique inhittaia croissance des cellules en agissant
sur leurs mécanismes de division cellulaire. Cesulté@ts sont en accord avec ceux
mentionnés par Branét al (1983, 1986) pour lesquels la réduction de laissemce
d’Alexandrium catenellgtait induite par I'excés de cuivre, de zinc oucddmium dans le
milieu. D’une maniere similaire, des travaux pluscians portant sur la contamination
métallique du phytoplanton indiquaient aussi urgucéion de la croissance des différentes
especes (Gavist al., 1981) et une augmentation de la taille celluléB&auber et Florence,
1987). De plus, les concentrations tres élevéesqdare métaux testés sAtexandrium
catenella,ont induit le phénoméne d’enkystement des celldéesette espéce.

Le comportement des celluleé$Alexandrium catenellavis-a-vis des métaux totaux et
libres a été examiné grace a l'utilisation du lagide spéciation MINEQL+, en se basant sur
le modele de Sundet al (1976). Nos résultats révelent que la biodispbtébdes métaux
libres était moins importante pour le cuivre queurpkes trois autres métaux étudiés. Les
données ainsi calculées pour le cuivre indiquatenfaibles concentrations en métal libre
(formes ionique et inorganique) par rapport a setle métal total. Ces faibles teneurs en
fraction libre suggérent la présence de biomolé&catemplexantes libérées par les cellules
pouvant jouer le role de ligands. L'augmentatiors deneurs de ces molécules suggérait
ensuite une réaction cellulaire en réponse au sstnastalligue. Les molécules exsudées
pourraient posséder des propriétés complexanted-vis des métaux, et ainsi, protéger les
cellules contre l'intoxication et I'apoptose. Cegnres observations étaient mentionnées par
des études antérieures portant sur la biodispdgilet la spéciation des métaux (Vasconcelos
et al, 2002 ; Le Fauchewst al, 2005). Pour le zinc, la concentration en métakla été
beaucoup plus élevée que pour le cuivre, le plomlkeaadmium. Ces fortes concentrations
en meétaux libres par rapport a celles des métatauxp pourraient montrer qu’une faible

guantité de molécules ayant un pouvoir complexardté exsudée, contrairement a ce qui a

118



été observé pour le cuivre. De méme, le cadmiurs sauorme libre, était présent en fortes
concentrations, plus élevées que pour le cuivreeoetr le plomb. Ce métal s’associait
préférentiellement aux ions Q@résents dans le milieu de culture. Cette assogiatait faible

et la dissociation était rapide, c’est pourquoirkction libre obtenue est aussi élevée. Des
travaux précédents, réalisés sur des cultures playictpniques contaminées par les métaux
traces, ont mentionné des résultats similaires |€kdil et Hawke, 1992). L'influence des
métaux libres sur la densité et la croissance disles a également été étudiée par Lege
al. (1994), lesquels ont montré que l'effet du mdtaldisponible (libre) sur la croissance
cellulaire était plus important que I'effet de lancentration totale du métal. Comme il a été
montré dans des études antérieures (Vasconetled, 2002), les agents chélatants, par
exemple 'EDTA utlisé dans la présente étude, anbes précipités d’hydroxydes de fer,
mais également de manganése, sont susceptiblesordplexer les métaux traces. lIs
contribuent par conséquent a la diminution de da&tfon libre dans les milieux de cultures.
Toutefois, les signaux fluorescents produits par dellules au cours de leur croissance,
correspondant a la FDOM sont capables de formercdegplexes ligands-métaux. Lorsque
les cellules se transforment en kystes, elles p@ant étre incapables de réagir a la forme
libre du métal, et par conséquent, elles ne pradnt pas de molécules extracellulaires pour
complexer le métal. La formation de kystes poudaiic représenter une stratégie de défense,
et dans le méme temps, une forme de résistanadaiedi contre les conditions défavorables

induites par le stress métallique (Genowtsl, 2009).
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Il. EXSUDATION DU CARBONE ORGANIQUE DISSOUS PAR
Alexandrium catenella EN REPONSE AUX DIFFERENTS
STRESS METALLIQUES

Au cours de la présente étude, le COD exsudéAfmandrium catenella subi une
variabilité importante de ses concentrations enction du niveau de contamination
métallique et de la phase de croissance. Ces catiens atteignaient des valeurs
importantes pour des contaminations élevées, patminent pendant la phase exponentielle
(Figure 31). Ce carbone pourrait résulter de I'eatiodd du phytoplancton, mais aussi de la
dégradation des cellules mortes, dans le miliecwdire. En revanche, en réponse a des
contaminations trés élevées (60 uM, 100 uM et 200, des concentrations de carbone
étaient relativement faibles et ne pourraient téswue des débris cellulaires. En effet, a ce
niveau de contamination, un grand pourcentage telex s’est transformé en kystes, les
autres cellules subissant une mort cellulaire. &g, il reste difficile de relier I'origine du
COD aux kystes, les études sur le sujet étant pmbreuses, voire inexistantes.

En présence d’'une contamination métallique plusiéaj3 uM et 6 uM), au contraire,
les cellules libéraient moins de COD, avec un padéné d’exsudation observé en début de
croissance, suggeérant une réaction cellulaire facestress métallique. Par la suite, la
diminution des taux de COD libéré observée jusquEli™ jour, pourrait justifier
'adaptabilité des cellules aux conditions modénénuentaminées du milieu (Figure 34).

Les valeurs les plus faibles du rapport COD/Celaliéenues pour les cultures témoin
par comparaison avec les cultures contaminées r@g-Bf), pourraient correspondre a une
faible libération de molécules par les cellulesaudie part, les résultats des analyses
statistiques appliqguées aux conditions contamisaméyélaient des corrélations positives (P
< 0,05) entre le COD, I'abondance phytoplanctonigtui&es concentrations 6 uM, 12 uM et
18 uM de cuivre, de plomb ou de cadmium. Ces ctiofls suggerent que le COD était
davantage libéré en présence de métaux, qu'entamslnon contaminantes. Parallelement,
il a été mentionné, en se basant sur les résditaeP, que le COD exsudé était positivement
corrélé (P < 0,05) aux monosucres libérés, poairie, le plomb et le cadmium (Figures 46,
47 et 48). Une telle corrélation pourrait indigugrune réaction concomitante, matérialisée
par une forte production de matiére organique, @ @ééclenchée par les cellules
d’Alexandrium catenellaCette matiere organique libérée pourrait étrdinkes aux métaux
présents dans le milieu de culture, afin de nas&nateux-ci en limitant leur biodisponibilité

pour les cellules. D’une maniere similaire, des ésuantérieures avaient montré que le COD
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exsudeé par plusieurs especes phytoplanctoniquigpBieipalement constitué d’une fraction
importante (15 — 30%) de carbohydrates (BiersmitlBenner, 1998 ; Vasconceles al,
2002).

La relation qui pourrait exister entre la contartiora métallique et I'exsudation du
COD parAlexandrium catenellatraduit le degré d’adaptation des cellules auxddmns du
milieu. Le carbone exsudé dans le milieu extracalel est destiné aux métaux traces,
préférentiellement a la forme libre, dans le butlideter sa biodisponibilité et former des
complexes moins toxiques. Ce moyen de défense landégat été évoquée par Kaplan al.
(1987), lequel montrait que les ions métalliquedis@ient aux polysaccharides anioniques
libérés par certaines especes phytoplanctoniquasin il a été montré par de nombreux
auteurs Cosovi, 2005; Plavsi et al, 2006; Lorenzet al, oset 2007; Dryderet al, 2007;
Zhanget al,, 2008), les substances organiques dissoutesisgarAlexandrium catenella
renfermant des ligands type acides aminés et husyicgent susceptibles de former des
complexes ligands-métaux. Par ailleurs, les trawdai¥’asconcelost al (2002) et Strmiki
et al (2010) sur des algues marines exposées au strésdlique, affirmaient que les
exsudats libérés par les cellules étaient influema les teneurs en métaux. Hormis le stress
di aux meétaux, la libération du carbone extracael pourrait également étre induite en
conditions de limitations nutritives (Myklestad,98). Ainsi, la libération du COD pendant la
phase stationnaire, pourrait étre due aux élémeatstifs devenant limitants en fin de

croissance dans le milieu de culture.
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.  COMPOSITION ET CONCENTRATIONS  DES
MOLECULES EXSUDEES PAR Alexandrium catenella EN
REPONSE AUX DIFFERENTS STRESS METALLIQUES

L’exsudation de monosaccharides dans le milieuultere dépend du métal testé, de sa
concentration et de la phase de croissance (Fif)reEn comparant les pourcentages
d’aldoses exsudés en conditions témoins et contan@sades difféerences quantitatives plutot
gue qualitatives apparaissent (Figure 44). Ainsihsd&es cultures témoins, les cellules
libéraient principalement du glucose, puis du gakse et du mannose. A l'inverse, pour des
niveaux de contamination de 3 UM et de 6 Nexandrium catenella exsudé, outre du
xylose, de l'arabinose et du fucose, dans des ptiops variables, bien que le glucose soit
clairement le monosaccharide prédominant (Figuje B&sque la contamination était plus
importante (12 uM), les cellules ont alors libéed plus, du rhamnose. Pour de fortes
contaminations métalliques (18 pM), les produitexdudation étaient principalement
composés de glucose et de galactose (Figures 48)etes cinétiques de libération d’EPS
chez Alexandrium catenellaont montré une hétérogénéité remarquable en tonaties
concentrations croissantes en meétaux. D’apres rigsogtions observées, il apparait que le
glucose a été fortement exsudé a 18 pM lorsquedasentrations des autres aldoses ont
diminué (Figure 44). Cela suggérait que dans daditons de stress, le glucose s’avere étre
I'aldose le plus libéré dans la MOD (Benradral, 1992; Pakulski et Benner, 1994). D’'une
maniére similaire, des études antérieures ont migvidence la prédominance du glucose
dans la matiére organique phytoplanctonique, ave mburcentages allant de 28 a 71%
(MacCarthyet al, 1996; Skoog et Benner. 1997). Ainsi, le glucese considéré comme
I'aldose le plus abondant dans les cellules, esorade sa fonction de réserve pour les espéeces
phytoplanctoniques (Handa, 1969; Cowie et Hedgé®41Herne®t al, 1996). En revanche,
d’autres investigations considerent le galactosencertfialdose prédominant avec le xylose,
puis le glucose, le mannose, le fucose et l'ara@n@iersmith et Benner, 1998). Hormis
I'effet des métaux sur la variabilité quantitatigt qualitative des aldoses, d’autres facteurs
peuvent aussi interagir comme les concentrationsutnments, la phase de croissance et
I'éclairement (Myklestad, 1989). En outre, les remsl d’ACP montrent des corrélations
positives (P > 0,05) entre les aldoses exsudé3QI@ et 'abondance cellulaire. Ces variables
sont également corrélées avec les concentrationemndes (6 UM et 12 uM) en cuivre, zinc,
plomb ou cadmium. Toutes ces observations prouvdsd réactions concomittantes
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déclenchées paklexandrium catenellaisant a neutraliser les métaux libres, en fornust

complexes stables moins biodisponibles pour ldalesl

V. MOLECULES FLUORESCENTES EXSUDEES PAR
Alexandrium, catenella EN REPONSE AUX DIFFERENTS
STRESS METALLIQUES

Nos résultats montrent différentes réponses dedhoence au cours de la croissance
d’Alexandrium catenellaCes réponses étaient corrélées avec les cingtatpieroissance des
cellules pour les composantes C1l et C2, tandisllgs’eétaient constantes pour les
composantes C3 et C4 (Figure 35). Deux hypothésest@ envisagées afin d’expliquer
I'évolution de la matiére fluorescente exsudéelparcellules en fonction de la croissance et
des métaux testés. Selon une premiére hypothesegi€ supposé que, si la réponse ne
dépendait pas du stress métallique, alors, la ibotibn de la fluorescence spécifique par
cellule devait étre constante durant toute la sazise dAlexandrium catenellaméme si les
concentrations métalliques augmentaient. Cela nsagp@ observé pour les moyennes et les
fortes concentrations en métaux totaux, en présdesquelles plus de fluorescence était
mesurée durant la croissance (Figures 35 - 42pli® la contribution spécifique par cellule
a augmenté parallelement avec la diminution de taiticellulaire (Figures 35 - 42).

Selon une seconde hypothese, la production de types de molécules fluorescentes
est envisagée. Le premier type serait constituéndécules fluorescentes exsudées par
Alexandrium catenelladue a l'activité biologique des cellules vivants présence des
faibles (1 uM et 3 uM) et moyennes (6 uM et 12 (cehcentrations. Tandis que le deuxieme
type proviendrait de la matiére organique fluorasedibérée pardlexandrium catenella
résultant de la dégradation des cellules exposékes diveaux tres éleves d’'ETMs (25 uM,
60 UM et 100 uM). Cette derniere a été révelédgsaleux composantes fluorescentes C3 et
C4, qui ont montré un rapport spécifique, constantfonction du temps et des teneurs en
métaux (plus de cellules mortes pendant la phasgoshaire) (Figure 37). Quant a la
composante fluorescente C2, en lien avec les fllmm@s de type protéinique / tryptophane
(pic T selon Coble, 1996), elle correspondrait aenper type. La présence de cette
composante fluorescente dans le milieu de cultindique la libération de protéines en
solution sous l'effet du stress métallique. La picitbn de composantes fluorescentes était
généralement forte lorsque la concentration tothlemétal était en dessous d’une valeur

critigue (moins de 60 uM), pour tous les métaux wESs.
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Face au stress métallique induit par le cuivrezite, le plomb ou le cadmium, le
phytoplancton réagissait donc en produisant plusienolécules fluorescentes. Les deux
composantes C1 et C2 ont pu surpasser I'extincliofiuorescence due a la complexation par
les métaux, et elles étaient moins affectées papord aux composantes C3 et C4. Ceci
pourrait indiquer que leurs rbles est importantsdancomplexation des métaux présents dans
le milieu de culture. A linverse, C3 et C4 ont ifoduites en continu au cours de la
croissance des cellules (Figures 35, 36, 37, 3843941 et 42), cette observation suggére
leur lien important avec la production de matiérganique d’origine marine (Ishii et Boyer,
2012). La variabilité de la fluorescence des coraptes C3 et C4 en fonction du temps est
gouvernée par la concentration en métal : pluofeentration en métal augmente, moins la
contribution est importante, ce qui peut indiquierspde complexation et donc davantage de
guenching (Figure 35). En outre, la présence sanak des difféerentes composantes et leur
contribution a la fluorescence totale et spécifidpar cellule et par carbone), pendant la
phase exponentielle (Figures 35-42), indique gegeditaient impliguées dans des mécanismes
de défense contre le stress métallique.

Les résultats des analyses en composantes priesipat montré que les concentrations
moyennes (6 UM et 12 uM) sont positivement corgel@x composantes fluorescentes C1,
C2, C3 et C4, a I'abondance cellulaire, et au C@&pectivement pour le zinc, le plomb et le
cadmium (Figures 35-42). Ces observations pourrajeermettre d’affirmer que les
substances fluorescentes dans le milieu de cufitmeiennent des cellules soumises aux
faibles concentrations en métaux, et par conségugygerent la deuxieme hypothése comme

la plus probable.

C- CONCLUSION

Un des objectifs de ce travail était de réalisara@ctérisation quantitative et qualitative
des molécules libérées au cours de la croissarex@ndrium catenelladans un milieu
contenant différentes concentrations en métauedrax savoir le cuivre, le plomb, le zinc ou
le cadmium. Les résultats obtenus ont révélé qaes des conditions de stress métalliques, la
croissance dilexandrium catenellaétait affectée. Les cellules exposées a de faibles
concentrations en métaux (3 UM et 6 pM) ont moutr& croissance moins perturbée que les
cellules cultivées en présence de concentrationgréed (12 uM et 16 uM). De plus, les

cellules contaminées par des concentrations swjpésea 18 uM ont commencé a se
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transformer en kystes, quel que soit le métal t€d@cernant la classification des métaux en
fonction de leur effet inhibiteur sur la croissanieeCd se manifestait comme le métal le plus
toxique, suivi par le plomb, le cuivre et enfinZiac. Quant a leurs effets sur I'apparition des
kystes, le cadmium était toujours classé le prensigii par le cuivre, le plomb et enfin le
zinc. On pourrait donc conclure que le cadmiumesstétal le plus toxique pour la croissance
d’Alexandrium catenellalors que le Zn est le moins toxique parmi les mé&tudiés. Nos
résultats révelent aussi que la toxicité des métundlexandrium catenellase traduit en
termes d’exsudation du COD dans le milieu extratale. Le cuivre et le cadmium ont
induit une forte libération du COD/Cellule, par papt au plomb et au zinc. De plus, le
glucose apparait comme l'aldose prédominant pamirionosucres exsudés, quel que soit le
métal testé. Celui-ci pourrait étre utilisé par teslules comme outil de défense contre le
stress métallique. Il a également été observé gsecéllules produisaient beaucoup plus
d’exsudats extracellulaires lorsqu’elles étaienpcsées a des concentrations élevées en
métaux. Cette augmentation était couplée, en padiel’évolution temporelle des
concentrations en COD libéré durant la croissaqoe] que soit le métal étudié. Ainsi, la
libération des molécules organiques pourrait jauerdle important dans la spéciation des
meétaux. En effet, la matieére organique exsudédgsaespeces contaminées par les métaux,
peut se complexer avec les métaux libres et, pasémuent, former des ligands moins
toxiques et moins biodisponibles pour les cellul@gns ce travail, les matrices d’excitation-
emission de la FDOM ont été traitées par I'algorelPARAFAC, mettant en évidence quatre
composantes utilisables. Deux composantes C1 ebiées a I'activité biologique, et deux

autres C3 et C4 sont liées a la matiére organicqueugte par le phytoplancton.
Ce chapitre a fait I'objet d’'une publication pamd@nsChemospher¢Herziet al.,

2013a) (Annexe B) et de deux publications acceptaasJournal of PhycologtBulletin of

Environmental Contamination and Toxicology
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CHAPITRE V

IMPACT DES ELEMENTS TRACES
METALLIQUES SUR LE PROTEOME
D’Alexandrium catenella
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&- RESULTATS

.  IMPACT DU PLOMB SUR LE PROTEOME
D’ALEXANDRIUM CATENELLA

1. Impact de la contamination par le plomb 6 uM

1.1-Profils d’expression protéique

Les profils d’expression protéique (PEPsAléxandrium catenellaultivée en présence
de Pb 6 uM sont présentés en Figure 49. Le nombakde spots détectés sur ces PEPs était
en moyenne de 240 + 74 spots (n = 3). Ce résuthdt iaférieur (29% plus faible) a celui
obtenu pour les PEPs Témoin (Figure 50), lesquelstraient un nombre total de spots égal
en moyenne a 339 + 89 spots (n = 3). Toutefoise cbtférence n’était pas significative (Test
de Student : P > 0,10).

Les spots protéiques détectés en présence dguRbgbnt horizontalement répartis le
long d’'une gamme de pl comprise entre 4,0 et &dis qu’ils sont verticalement distribués
dans une gamme de poids moléculaires (MW) allart4dda 183 kDa. Cette répartition des
spots protéigues était similaire a celle obserutdes PEPs Témoin (Figure 50). Sur la base
des critéres précédemment définis (chapitre Iltigpdy section 11.6.), 78 protéines d’intérét
(parmi les 240 protéines détectées) montraient moelification de leur expression, en
réponse a la contamination par Pb 6 uM. Sur lessFHEP6 UM, les protéines sur — exprimées
et sous — exprimées sont désignées, respectivesterst,la forme de rectangles et de cercles
noirs (Figure 49), tandis qu’elles sont désignéess da forme de fleches noires sur les PEPs
Témoin (Figure 50). Sur les PEPs Témoin, les pmegiayant disparu en réponse a la
contamination par Pb 6 uM sont signalées sousrtadale cercles blancs (Figure 50). Quelle
gue soit la nature de la modification de I'expressprotéique (sur — expression, sous —
expression, disparition), les protéines d’intét@ient toujours réparties de fagon homogéne
sur les PEPs (Figures 49 et 50).

Sur les 78 protéines d’intérét, une seule protépet 1) était sur — exprimée de fagon
significative par rapport au Témoin (0,01 < P <5),Qandis que 44 protéines étaient sous —
exprimeées, parmi lesquelles : 3 protéines (spo&l433) I'étaient de fagon tres significative
(P < 0,01), 5 protéines (spots 2, 29, 36, 39, 40)agon significative (0,01 < P < 0,05), et 4
protéines (spots 7, 10, 25, 34) de facon asse#isaive (0,05 < P < 0,10). Les protéines qui
n'étaient pas sous — exprimées de facon signifiegiar rapport au Témoin (P > 0,10), étaient

considérées comme indicatrices de modification itépme lorsque leur sous — expression
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s’aveérait significative dans d’autres conditions teomnantesj.e. soit en cas de plus forte
contamination par le plomb (avec 12 uM et/ou 18 udbjt en cas de contamination par le
zinc (avec 6 uM et/ou 12 uM, et/ou 18 uM).

Enfin, parmi les 78 protéines d’intérét, au moinspd8téines (exemple : spots 5 et 9)
disparaissaient totalement des PEPs Pb 6 uM pamonapp Témoin (Figure 50). Les
coordonnées de poids moléculaire (MW) et point lestiéque (pl) des protéines sur —
exprimées, sous — exprimées, disparues, sont i@e#gsur les Figures 49 et 50.
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Comparaison contamination par Pb 6 uyM  vs Témoin

. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Pb 6 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Pb 6 uM
kDa ol 35 45 55 6.5 7.5
§ !
;i X4 R Protéing inconmee
T 17.74.0 Protéine non identifies
e 15058 Triosephosphate isnmerase
(1] H353 Bmding Inmmoglobaline proteise
7 31764  Malms dechydropenaza
8 31763 FemédoxineNADP raduriase

i1y 18854  Malae dechyfrozenass

21" 32858  Feridoxine-NADP rducise
25 18253 Superouyds dismutase [Cu-Za)
= a5 Cumain

ETY 19856  Riboss-3-phosphate isomerase

20" 216357  Ribulose | S-hsphosphate catbesylase
30 20460  Sous -umits fdu protsasome

31 19445 Protize imconme

£ 14154  Drotéine inconme

3™ 15658 Luifooe

34 15762  Deridimmechiorophylle proseme

35 24865 Protssome subumt alphs
a3 m;.m Mnm.ﬂ.—ch&mq)h]lhpmme
L e 15, 7 FemidomineNADP reducse

@* 1053 Pmmdtr_hm: tharmune 20

47 15063 Sous -vmis o doprosssoms

O Protéines sous-ex rt aux gels Témoin
D Protéines sur-exp ort aux gels Témoin

kDa pl 35 4.5 55 65 75
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Pb 6 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Pb 6 uM

kDa pl 35 45 5.5 ES 75

250

150 : B

o _ .
100 -
i - o 17740 Prowsize now idearifiss
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- 5 14353  Bmding lemmoslabuline protsine
5-:1‘ T 31764 Malae deshydrozennss
3 31763 Femsdoxine-NADP reductse
18° 180/54  Malawe dishydoosnace
7 - 2™ 331850 Femédoxine-NADP réducise
25" 18253 Superouyde dismumse [Cu-Za]
24 14145 Calmodlize
3 12856  Fivess3-phosphar somensse
297 11657 Ribulose | S ssphosphae carberylase
2z 3n 0460 Sous -uws B du prowasoms
‘ 31 19448  Provdine mconme
33 14154 Frovdine mcomme
20\ 33 15698  Lurifénoe
34" 15768 Dendimme-chloroplylle proteme
£ 14865 Droteazame subumit algha
347 4864 Pedimmechiorophylls prosems
38" 34157 Femédoxine NADP reductase
15‘ 407 11953 Promeime de choc thermue 50
£ 15061 Sous - ume e du provasome

O Protéines sous-ex
D Protéines sur-expri
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port aux gels Témoin

g

port aux gels Témoin

Figure 49. Profils d’expression protéique (PEPs) des cultuigslexandrium catenella
contaminées par le plomb 6 uM

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstintinalysés par LC-MS/MS

B : Noms, poids moléculaires (MW) et points isoéigcies (pl) des protéines d'intérét

*%

*%

" Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0

Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,0p
Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®05 < P < 0,1p
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Comparaison Témoin vs contamination par Pb 6 pM

. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Pb 6 uM
Noms des protéines sous-exprimées en présence de Pb 6 uM
l:| Noms des protéines disparues en présence de Pb 6 pM
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2 IBESE Fibwilose 1,5-bisphospham carbonylass
10" 18934 Malue deshydrozennse
26 141435 Calmoduline
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Pb 6 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Pb 6 uM
Noms des protéines disparues en présence de Pb 6 pM
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i £.5
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Pb 6 uM
Noms des protéines sous-exprimées en présence de Pb 6 uM
Noms des protéines disparues en présence de Pb 6 pM

kDa ol 3.5 45 55 £.5 75 . 2

250
150 i 024E  Protine inconme
1o : an 17740 Brotéine non idextifies
£ 15040 Triosephosphac: isomésase
75 3 14558 Sous - unie o di proEasome
5 34333 Biding Ierumoglobuling protéine
7+ JLTE4  Malme deshyirozémase
50 B 31763 Femédoxine-NADP réductase
@ JRREE Fibalose 1.5-bisphosphate carbosylase
H 18054  Malwe deshvirozénass
31 31840  Feredoxine WADT raductase
¥ e | 235 18253 Superouyds dismumse [Cu-Za]
26 141435  Calmoduline
- 22 19856  Ribosa-Sphosphatsisomerase
- 20" 21457  Ribulose hisphosphate carboxylase
£l 460 Sous -umis f du provasome
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? B” 34157  FerddowineNADD mductse
15 40" 22853 Protine de choc thermigue 80
g a7 150061 Soms -umis udu promaseme

nes disparues sur les gels Pb 6 par rapport aux gel
nes sous -exprimées ou sur-exprimées sur les gel

Figure 50. Profils d’'expression protéique (PEPs) des cultui@®oins dAlexandrium
catenella

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstintinalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

™ Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0

™ Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®01 < P < 0,05
Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®(05 < P < 0,1p
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1.2-Identification putative des protéines d’intérét

Sur les 78 protéines d’'intérét, 24 protéines onépa prélevées dans les gels 2D pour
identification par LC-MS/MS. PuisgAlexandrium catenellan’est pas une espéce modele,
peu de séquences peptidiques appartenant a cpéieeesont mentionnées dans les bases de
données protéomiques. Par conséquent, I'ideniificates protéines Alexandrium catenella
s’est avérée putative, nécessitant le plus sowentéaliser une homologie avec les ségquences
peptidigues d’autres espéces appartenant au gdas@ndrium (Alexandrium fundyense,

Alexandrium minutugrAlexandrium ostenfeldiilorsque cela était possible.

Dans le cas contraire, les séquences d’autredlatyetieés Amphidinium carterae
Gonyaulax polyedraHeterocapsa triquetraKarlodinium micrum Oxyrrhis maring, puis
celles de certaines microalgu€xypthecodinium cohniiSymbiodiniunsp.), ou protozoaires
(Neospora caninum Paramecium tetraurelia Plasmodinium berghei Tetrahymena
thermophila Toxoplasma gondii ont été utilisées. Les résultats de I'identtiiza putative
des protéines d'intérét mises en évidence dans éttle, sont rassemblés dans le Tableau X,
avec les coordonnées MW/pl (expérimentales et itpdées) de chaque protéine, et les noms

des microorganismes utilisés pour I'analyse, pardiogie, des données LC-MS/MS.

Pour certains spots, l'identification protéiquess’avérée infructueuse pour des raisons
techniques (séquence peptidiqgue non déterminé@ps Bacas, les protéines ont été qualifiées
de « non identifiées ». Pour certains autres spatsgquence peptidique a été déterminée
mais ne correspondait a aucune protéine connues Baras, les protéines correspondantes

ont été qualifiées d'« inconnues ».
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Tableau X.Identification putative par LC-MS/MS des protéirdmtérét dont I'expression
esit modifiee paAlexandrium catenella&n réponse a une contamination métallique par le

plomb 6 uM, 12 uM, 18 uM ; ou le zinc 6 uM, 12 pA8, UM

Srg’m Ngég?iiieege E'\;I;\)N (kDa)‘I/'rE)(-E:‘O. Noms des protéines Acceggii(r:lienimber FonCtéJour;a?:\?leogique
22 29.2/4.8 - Inconnue ig?%%dum tetraurelia Protéine non classifiée (99)
4 15 25.0/5.9 ~ 28.0/5.3 [Tosephosphate isomérase - Kariodinium micrum Glycolyse (02.01)
5 2 24.5/5.8 29.0/5.4 Sous — unité du protéasome (E)éy;:;gi;lrgarina (D]_iggdg f%q protéasomale
6 11 24353 74.3/5.1 HoandRnogenuine ggs"f;fg"di”i“m cohnil Action chaperonne (14.01)
7 75 31.7/6.4  35.5/7.5 Malate déshydrogénase (MDH ;{,'\;’gg‘li”m micrum Cycle de Krebs (02.10)
8 19 31.7/6.3 45.0/7.0 z:éa':lrg;ioxine»NADP réductase (I-glgtgloscgpsa triquetra ;I'ng.réslpgg d’électron
9 25 38.8/59 59.5/5.4 Sé?ﬁcljox??aié)&%}%?g?te ggggig'ax polyedra Photosynthese (02.30)
10 6 18.9/5.4  35.5/7.5 Malate déshydrogénase (MDHﬁg\r,'\j’giZ“li“m micrum Cycle de Krebs (02.10)
12 16 31.7/43  50.3/5.1 Inconnue g'jf(’;‘\‘jgi“m berghe Protéine non classifiée (99)
15 15 30.4/5.1 41.7/8.0 (Pphélsaghoglycolate phosphatasegérs\t;g)(;jinium sp. (l\él)i:.t.ggolisme du phosphore
16 3 49.4/51  60.0/6.4 f;r;‘tf]a‘sg”“ﬁ de TATP Neospora caninum Synthése ATP (02.45.15)
18 6 465/4.9  28.3/4.9 Sous - unité du protéasome  Loxopasma gondi (Dli?g‘_’gf%q protéasomale
19 19 18.1/6.2  35.5/7.5 Malate déshydrogénase (MDHﬁZ{,'\j’giz"l‘“m micrum Cycle de Krebs (02.10)
20 3 19.1/6.7 38.0/9.1 Sréortigiigénizp—cg;lorophylle gw;;gsrilulm minutum ﬁ)b;ggp(t)lgn lumineuse
21 23 32.8/5.9 45.0/7.0 ;:S\rlrs;joxine-NADP réductase ggt;(loscgapsa triquetra ;I'zrg%sf(])-gt d’électron
25 11 18.2/53  17.9/5.9 (Ssl‘opgr)oxyde dismutase [Cu'zngztgzhg(;“e”a thermophila b1 xification (32.07)
26 3 14.1/45  16.8/4.1 Caimoduline (CaM) Sxyrrhs mharina fliéf‘f%f” Calcium
28 13 19.8/5.6 33.9/5.9 Egt;?)se 5-phosphate isomérasd(—glgtglo'\?gpsa triquetra Egozifao(;es Pentoses phosphates
20 16 21657 79158 Lopeon oo oIk DeEnner o2 MUt photosynthese (02.30)
30 4 20.4/6.0  22.6/6.1 Sous— unit§ du protéasome yoxanarium ostenfeldi (Dliggdg{'%”] protéasomale
31 3 19.4/4.8 - Inconnue Aexandrian MMM protgine non classifie (99)
32 2 14.1/5.4 - Inconnue Sxyrris arina Protéine non classifiée (99)
33 23  156/58  74.5/5.6 Luciférine (LBP) plexandrium catenella  pioluminescence (02.45.01)
34 17 25.7/6.9 37.8/6.6 rI?réortigii::ient(eP—c;:)r)ﬂorophylle ?)S/rlrgidinium sp. é)b;ggp(t)lgn lumineuse
35 8 24.8/6.5  27.9/5.8 Sous— unité du protéasome e <M fundyense (Dliggdg{'%”] protéasomale
36 3 24.8/6.4 38.0/9.1 Sréortigiigénizp—cg;lorophylle gl\%gggsrilulm minutum ﬁ)b;ggp(t)lgn lumineuse
37 7 23.8/6.6 27.9/5.8 Sous — unité du protéasome ﬁféﬁl]&rium fundyense (Dliggdgf%q protéasomale
39 2 34.1/5.7 45.0/7.0 ;:Fe'\rlrsgﬁoxine-NADP réductase ggts&oscgpsa triquetra g'zrg%sl?ggt d’électron
40 8 229/53 31.9/53 Z;gtgigg)de choc thermique 90Alexandiium fundyense action chaperonne (14.01)
a1 18 24.6/6.7 38.9/9.0 rI?réortigii::ient(eP—c;:)r)ﬂorophylle ggg)glililax polyedra é)b;ggp(t)lgn lumineuse
42 3 25 4/71 38.0/8.9 rI?réortigii::ient(eP—c;:)r)ﬂorophylle gl\'/ejggldlrgilm minutum é)b;ggp(t)lgn lumineuse
43 17 25.7/6.7 38.2/8.7 Sréortigiigénizp—cg;lorophylle ggnngiinium carterae ﬁ)b;ggp(t)lgn lumineuse
44 6 25.8/6.5 27.9/5.8 Sous — unité du protéasome ﬁféﬁl]&rium fundyense (Dliggdgf%q protéasomale
45 8 25.8/6.4  27.9/5.8 Sous— unité du protéasome e iag " UMY (Dli?g"’gf%r]‘ protéasomale
46 7 25.8/6.2  27.9/5.8 Sous - unité du protéasome e iag " UMY (Dli?g"’gf%r]‘ protéasomale
47 5 25 .0/6.2 27.9/5.8 Sous — unité du protéasome Alexandrium fundyense Dégradation protéasomale

A4UHAS

(14.13.01.01
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L’analyse des séquences de 23 protéines sur lggddines d’intérét prélevées, a
conduit & un résultat d’identification.

Aucune fonction biologique connue n’a pu étre asséga la protéine associée au spot
1, seule protéine sur — exprimée significativemsatséquence n’étant homologue qu’a celle
d’'une protéine inconnue rencontrée cRazamecium tetraureligTableau X).

Les séquences des protéines associées aux spdiset,33, sous — exprimées tres
significativement, étaient respectivement homolsgaeelles des protéines : triosephosphate
isomérase (TPI) exprimée pKarlodinium micrum ferrédoxine — NADP réductase (FNR)
séquencee chekleterocapsa triquetraet luciférine (LBP) synthétisée pa&lexandrium
catenella

Les séquences des protéines associées aux sp@6,239 et 40, sous — exprimées
significativement, étaient respectivement homolsgaecelles des protéines : ribulose 1,5 —
bisphosphate carboxylase (RUBISCO) exprimée @anyaulax polyedra péridinine —
chlorophylle protéine (PCP) séquencée cAézxandrium minutumFNR séquencée chez
Heterocapsa triquetraet protéine de choc thermique 90 (HSP 90) exmipaAlexandrium
fundyense

Les séquences des protéines associées aux spbis Z5 et 34, sous — exprimées
assez significativement, étaient respectivementdhogues a celles des protéines : malate
déshydrogénase (MDH) exprimée aarlodinium micrum superoxyde dismutase [Cu — Zn]
(SOD) séquencée chetetrahymena thermophilaet péridinine — chlorophylle (PCP)
séquenceée che&xymbiodiniunsp.

Les séquences des protéines disparues associéesspais 5 et 9, étaient
respectivement homologues a celles des protéisess — unité. du protéasome exprimée

parOxyrrhis marina et RUBISCO séquencée chemnyaulax polyedra
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1.3- Catégories fonctionnelles des protéines d’in

Les protéines d'intérét, exprimées en réponse Gptdamination par Pb 6 pM, étaient
associées a huit catégories fonctionnelles conngigmal cellulaire, bioluminescence, action
chaperonne, réponse au stress oxydatif, métaboligmergétique, photosynthese,
photorespiration et métabolisme des carbohydr&igsie 51).

La réponse au stress oxydatifa les sous — unités du protéasome, la SOD, HSP 180 et
Binding Immunoglobuline protéine (BIP) ; puis laghbsyntheseyia la RUBISCO, la PCP, la
FNR, la TPI et la ribose 5 — phosphate isomérastl)(Représentaient, dans cet ordre, les
deux catégories fonctionnelles les plus affectegsP 6 UM (27% des protéines identifiées
concernaient la réponse au stress oxydatif, 24%eronient la photosynthése). Puis, le
métabolisme des carbohydrates (TPI, MDH, RPI) (13&)nétabolisme énergétique (FNR)
(7%), la photorespiration (RUBISCO) (4%), le signakllulaire (CaM) (4%), la
bioluminescence (LBP) (4%) et I'action chaperond8®R 90, BIP) (4%), étaient les fonctions

biologiques moins perturbées par cette contamination

Légende

Signal cellulaire
BB Bioluminescence
Chaperonne

ﬁ Réponse au stress oxydatif

2 Métabolisme énergétique

27%

2 Photosynthése

% Inconnue

§ Photorespiration

24% @ Métabolisme des carbohydrates

Figure 51.Distribution des fonctions biologiques assignéesmuoxeines d’intérét exprimées
parAlexandrium catenellan réponse a une contamination par Pb 6 uM
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1.4- Taux d’expression des protéines analysées paCtMS/MS

Les taux d’expression calculés dans le cas de m@aoonation par Pb 6 uM, sont
présentés sur la Figure 52, avec des signes pgoafféctés aux taux de sur — expression, et
des signes négatifs affectés aux taux de sousressipn.

La Figure 52 confirmait les perturbations du pratéad’Alexandrium catenellaultivée
en présence de Pb 6 uM, certaines protéines moninanexpression modifiée de -7,3 & +2,0
fois par rapport aux conditions Témoin (P < 0,1®).seule protéine sur — exprimée (spot 1),
inconnue, était +2,0 fois sur - exprimée en répaenksecontamination par Pb 6 pM. Toutefois,
les protéines les plus affectées par la contanoinaitaient sous — exprimées, il s’agissait de
la MDH (spot 7) et de la FNR (spot 21), montrans deux d’expression de —7,3 chacune.
Puis, Pb 6 uM avait un impact plus faible, quoidagjours significatif, sur la sous —
expression des protéines : SOD (spot 25: -6,5), (§pot 4 : -4,0), PCP (spot 36 : -3,2),
RUBISCO (spot 29 : -2,8), HSP 90 (spot 40 : -2{4)BP (spot 33 : -2,3).

4

| I T N R
TR | N L B HHHHﬁHHﬂH ﬁMBH@@H

* *k

>

*k

Taux d'expression

-10

Spot n°

Figure 52. Taux d’expression des protéines d’intérét exprergarAlexandrium catenellan
réponse a une contamination par Pb 6 pM. L’axe atdennées indique le taux moyen
d’expression de chaque protéine; les valeurs ipesjt en noir, indiquent les taux
d’expression des protéines sur — exprimées (au?) ; les valeurs négatives, en gris,
indiquent les taux d’expression des protéines soegprimées (taux -2). En blanc, sont
représentés les taux d’expression les moins medi{i2 < taux < +2), de certaines protéines.
Le taux d’expression des protéines disparues e$eQ

*%

" Taux d’expression des protéines dont I'expressi@it &és significativement différente par rapport au
Témoin P < 0,0)

™ Taux d’expression des protéines dont I'expresstait gignificativement différente par rapport au Témoin
(0,01 <P <0,0p

" Taux d’expression des protéines dont I'expresstait @ssez différentepar rapport au Témoird{05 < P <
0,10
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2. Impact de la contamination par le plomb 12 uM

2.1-Profils d’expression protéique

Les profils d’expression protéique (PEPsAléxandrium catenellaultivée en présence
de Pb 12 uM sont présentés en Figure 53. Le notatalede spots détectés sur ces PEPs était
en moyenne de 202 + 98 spots (n = 3). Ce résuitdt i6férieur (40% plus faible) a celui
obtenu pour les PEPs Témoin (Figure 54), lesquelstrient un nombre total de spots égal
en moyenne a 339 + 89 spots (n = 3). Toutefoise cbtférence n’était pas significative (Test
de Student : P > 0,10).

Les spots protéiques détectés en présence de M Ednt horizontalement répartis le
long d’'une gamme de pl comprise entre 4,0 et &ridis qu’ils sont verticalement distribués
dans une gamme de MW allant de 14 a 183 kDa. Gitatition des spots protéiques était
similaire a celle observée sur les PEPs Pb 6 uMetoin (Figures 49 et 54). Sur la base des
criteres précédemment définis (chapitre Il, pattisection 11.6.), 107 protéines d’intérét
(parmi les 202 protéines détectées) montraient moelification de leur expression, en
réponse a la contamination par Pb 12 uM. Sur I&spt6téines d'intérét, 18 protéines étaient
sur — exprimées par rapport au Témoin, parmi ldkzgie6 protéines (spots 1, 12, 14, 16, 17,
18) I'étaient de facon tres significative (P < Q,0&t 2 protéines (spots 13, 15) de facon
significative (0,01 < P < 0,05). L'ensemble dest@mmes sur — exprimées était regroupé dans
la moitié supérieure gauche des PEPs Pb 12 uM,de®gpl allant de 4,3 a 5,1, et des MW
entre 29 et 72 kDa (Figure 53). Puis, 16 protéitasent sous — exprimées par rapport au
Témoin, parmi lesquelles une protéine (spot 34aif&le facon assez significative (0,05 <P <
0,10). L’ensemble des protéines sous — expriméaisrégroupé dans la moitié inférieure des
PEPs Pb 12 uM, avec des pl entre 4,5 et 6,9, eMifésallant de 14 a 32 kDa (Figure 53).
Les protéines dont la différence d’expression iit@as significative (P > 0,10) par rapport au
Témoin, étaient considérées comme indicatrices ddifroation du protéome lorsque leur
différence d’expression s’avérait significative dahautres conditions contaminantes, soit
en présence d’'autres concentrations de plomb (&vad et/ou 18 uM), soit en cas de
contamination par le zinc (avec 6 uM et/ou 12 plowe 18 pM). Enfin, parmi les 107
protéines d’intérét, au moins 73 protéines (exempleots 5, 6, 9, 10, 19, 21, 25, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 37, 39, 40) disparaissaient totalerdeatPEPs Pb 12 uM par rapport au Témaoin.
Ces protéines étaient distribuées de facon homog@nies PEPs Témoin (Figure 54). Les
coordonnées MW/pl des protéines sur — expriméass soexprimées ou disparues, sont

indiquées dans les Figures 53 et 54.
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Comparaison contamination par Pb 12 uM  vs Témoin

kDa o 3.5 4.5 55 E5 75

250 | .

. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Pb 12 pM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Pb 12 pM

. .
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o e
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port aux gels Témoin

KDa ol 35 45 55 8.5 7.5
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Pb 12 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Pb 12 uM

31743 Proteine inoonmme

Protéine non identifies
Proteine non identifies

451 Phosphozlycolate phosphatase

404751  Sous—unith fide I'ATD synthase
Protéine non identifies

10  Soos—_unithedn Protessome
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Figure 53. Profils d'expression protéique (PEPs) des cultul®slexandrium catenella
contaminées par le plomb 12 uM
A : Gels 2D montrant les protéines d'intérét (doakpression est modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstinainalysés par LC-MS/MS
B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét
™ Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0
™ Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,05
Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®05 < P < 0,1p
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Comparaison Témoin vs contamination par Pb 12 uM
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Figure 54. Profils d’expression protéique (PEPs) des cultur@soins dAlexandrium

catenella

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstianalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d’intérét

" Protéine dont I'expression ét#iés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0)
Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,05
Protéine dont I'expression étaissez différentepar rapport au Témoi®05 < P < 0,1p

*%k

144



2.2-1dentification putative des protéines d’intérét

Sur les 107 protéines d’intérét, 28 protéines anée prélevées dans les gels 2D pour
identification par LC-MS/MS. L'analyse des séquende 24 protéines sur les 28 protéines
d’intérét prélevées, a conduit a un résultat d’idieation.

Parmi les protéines sur — exprimées tres signifieatent, les séquences des protéines
associées aux spots 16 et 18 étaient respectivdroendlogues a celles des protéines : sous -
unité B de I'ATP synthase exprimée plaeospora caninuiet sous - unité du protéasome
séquenceée chekoxoplasma gondi{Tableau X). En revanche, aucune fonction biologiq
connue n'a pu étre attribuée aux protéines dessshat 12, la séquence de ces protéines
n'étant homologue qu’a celles de protéines incosnuwespectivement rencontrées chez
Paramecium tetraureliset Plasmodinium bergheitandis que lidentification des protéines
associées aux spots 13, 14 et 17 n’'a abouti a ar&suitat. Sur les 2 protéines sur —
exprimées significativement, seule la protéine daéso@u spot 15 a été putativement
identifiée comme étant homologue a la phosphogitegbhosphatase (PGP), séquencée chez
Symbiodiniunsp.

La séquence de la protéine associée au spot 34-ssxmimee assez significativement,
était homologue a celle de la protéine PCP, sé@aetiteSymbiodiniunsp.

Enfin, les séquences de nombreuses protéines déeparotamment celles des protéines
associées aux spots 5, 37, 6, 9, 29, 10, 19, 223328, 30, 33, et 40, étaient respectivement
homologues a celles des protéines : sous — uaiths protéasome exprimées [axyrrhis
marina et Alexandrium fundyens@®IP rencontrée cheCrypthecodinium cohniiRUBISCO
séquencée che@onyaulax polyedraet Heterocapsa triquetraMDH chez Karlodinium
micrum FNR chezHeterocapsa triquetraSOD chezTetrahymena thermophilaRPI chez
Heterocapsa triquetrasous — unitd du protéasome exprimée palexandrium ostenfeldii

LBP chezAlexandrium catenellat HSP 90 exprimée paAtexandrium fundyense

Pour certains spots, l'identification protéiquess’avérée infructueuse pour des raisons
techniques (séquence peptidique non déterminées Bacas, les protéines ont été qualifiées
de « non identifiées ». Pour certains autres spatsgquence peptidique a été déterminée
mais ne correspondait a aucune protéine connues Baras, les protéines correspondantes

ont été qualifiées d'« inconnues ».
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2.3- Catégories fonctionnelles des protéines d’int

Les protéines d’intérét, exprimées en réponsecatdgamination par Pb 12 uM, étaient
associées a neuf catégories fonctionnelles conmigral cellulaire, bioluminescence, action
chaperonne, réponse au stress oxydatif, métaboligmergétique, photosynthese,
photorespiration, métabolisme du phosphore et misa® des carbohydrates (Figure 55).

La réponse au stress oxydatifa les sous — unités du protéasome, la SOD, HSP 180 et
BIP ; puis la photosyntheseia la RUBISCO, I'ATP — synthase, la PCP, la FNR eRRl,
représentaient les deux catégories fonctionnedielus affectées par Pb 12 uM (26% des
protéines identifiées concernaient la réponse aesstoxydatif, 19% concernaient la
photosynthese). Puis, le métabolisme des carbotegd(MDH, RPI) (10%), le métabolisme
énergétique (ATP — synthase, FNR) (8%), la phopiraton (PGP, RUBISCO) (6%), le
signal cellulaire (CaM) (4%), la bioluminescenc®R) (4%), I'action chaperonne (BIP, HSP
90) (4%) et le meétabolisme du phosphore (PGP) (2%)ent les fonctions biologiques moins

affectées par cette contamination.

Légende

Signal cellulaire
B Bioluminescence
.. Chaperonne
ﬂ Réponse au stress oxydatif

#E Métabolisme énergétique

26%

Photosynthése

% Inconnue

@ Photorespiration
19% . Métabolisme du phosphore

§ Métabolisme des carbohydrates

Figure 55. Distribution des fonctions biologiques assignées@otéines d'intérét exprimées
parAlexandrium catenellan réponse a une contamination par Pb 12 uM

146



2.4- Taux d’expression des protéines analysées paCtMS/MS

Les taux d’expression calculés dans le cas de lsaconation par Pb 12 puM, sont
présentés en Figure 56. Les résultats obtenus iaiéigides modifications du protéome
d’Alexandrium catenellaen présence de Pb 12 uM, certaines protéines ambntme
expression modifiee de -2,3 a +19,2 fois par rappok conditions Témoin (P < 0,10). La
seule protéine significativement sous — exprim@et(84), attribuée a la PCP, était -2,3 fois
sous - exprimée en réponse a la contamination lpdr2RuM. L'impact du stress métallique
était autrement plus important sur les protéines-sxprimées telles que la PGP (spot 15), la
sous — unitg de 'ATP synthase (spot 16), une sous — uamitil protéasome (spot 18), mais
aussi des protéines non identifiées (spots 131 7¥ou inconnues (spots 1, 12). Ces protéines
montraient des taux de sur - expression parti@ani@nt élevés, les plus importants de cette

étude, dépassant +16,0 pour la plupart.

25

Taux d'expression

124567 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 21 22 24 25 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 39 40 41 43 44 45 46 47

-10

Spot n°

Figure 56. Taux d’expression des protéines d’intérét exprinpzeg\lexandrium catenellan
réponse a une contamination par Pb 12 uM. L’axeatdennées indique le taux moyen
d’expression de chaque protéine; les valeurs ipesjt en noir, indiquent les taux
d’expression des protéines sur — exprimées (auK?) ; les valeurs négatives, en gris,
indiquent les taux d’expression des protéines soegprimées (taux -2). En blanc, sont
représentés les taux d’expression les moins medi{2 < taux < +2), de certaines protéines.
Le taux d’expression des protéines disparues e$eQ

™ Taux d’expression des protéines dont I'expressi@it &és significativement différente par rapport au
Témoin P < 0,0)

™ Taux d’expression des protéines dont I'expresstait gignificativement différente par rapport au Témoin
(0,01 <P <0,0p

" Taux d’expression des protéines dont I'expresstait @ssez différentepar rapport au Témoird{05 < P <
0,10
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3. Impact de la contamination par le plomb 18 pM

3.1-Profils d’expression protéique

Les profils d’expression protéique (PEPsAléxandrium catenellaultivée en présence
de Pb 18 uM sont présentés en Figure 57. Le notobakde spots détectés sur ces profils
était en moyenne de 239 + 92 spots (n = 3). Cdteésiait inférieur (29% plus faible) a celui
obtenu pour les PEPs Témoin (Figure 58), lesquelstmient un nombre total de spots égal
en moyenne a 339 + 89 spots (n = 3). Toutefoise cbtférence n’était pas significative (Test
de Student : P > 0,10).

Les spots protéiques détectés en présence de M E®nt horizontalement répartis le
long d’'une gamme de pl comprise entre 4,0 et &ridis qu’ils sont verticalement distribués
dans une gamme de MW allant de 14 a 183 kDa. Gitatition des spots protéiques était
similaire a celle observée sur les PEPs Pb 6 pM,2PbM et Témoin (Figures 49, 53 et 58).
Sur la base des criteres préecédemment définis tcbapipartie |, section 11.6.), 89 protéines
d’intérét (parmi les 239 protéines détectées) naderit une modification de leur expression,
en réponse a la contamination par Pb 18 uM. SuB®sgrotéines d'intérét, 21 protéines
étaient sur — exprimées, parmi lesquelles seulenhamnt protéines (spots 14, 15) I'étaient de
facon assez significative (0,05 < P < 0,10). L'enBke des protéines sur — exprimées était
regroupé dans la moitié supérieure gauche des PEP8 M, avec des pl allant de 4,1 4 5,1,
et des MW entre 29 et 72 kDa (Figure 57). Puisprtéines étaient sous — exprimées parmi
lesquelles : une protéine (spot 4) I'était de fagmnificative (0,01 < P < 0,05), et deux
protéines (spots 11, 36) I'étaient de facon asgpifieative (0,05 < P < 0,10). Les protéines
sous — exprimeées étaient principalement regrougaes la moitié inférieure des PEPs Pb 18
UM, avec des pl entre 4,0 et 6,9, et des MW altaajoritairement de 14 a 26 kDa (Figure
57). Les protéines dont la différence d’expressidétait pas significative par rapport au
Témoin (P > 0,10), étaient considérées comme itritea de modification du protéome,
lorsque leur différence d’expression s’avérait #igative dans d’autres conditions
contaminantesi.e. soit en présence d’autres concentrations de pl@wbec 6 UM et/ou 12
HKM), soit en cas de contamination par le zinc (&v@dM et/ou 12 uM, et/ou 18 puM). Enfin,
parmi les 89 protéines d’intérét, au moins 54 pnete (exemple : protéines 5, 9, 19, 25, 29 et
31) disparaissaient totalement des PEPs Pb 18 pMapport au Témoin (Figure 58). Ces
protéines étaient distribuées de fagcon homogenelesuPEPs Témoin (Figure 58). Les
coordonnées MW/pl des protéines sur — expriméass soexprimées ou disparues, sont

indiquées dans les Figures 57 et 58.

148



Comparaison contamination par Pb 18 uM  vs Témoin
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Figure 57. Profils d’expression protéique (PEPs) des cultuwl&slexandrium catenella
contaminées par le plomb 18 uM
A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstianalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d’intérét

*%

" Protéine dont I'expression ét#iés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0)

Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,05
Protéine dont I'expression étaissez différentepar rapport au Témoil®05 < P < 0,1p
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Figure 58. Profils d'expression protéique (PEPs) des cultuié®oins dAlexandrium
catenella

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstintinalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

™ Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0

™ Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®01 < P < 0,05
Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®(05 < P < 0,1p
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3.2-1dentification putative des protéines d’intérét
Sur les 89 protéines d’intérét, 23 protéines onépa prélevées dans les gels 2D pour
identification par LC-MS/MS. L'analyse des séquende 15 protéines sur les 23 protéines

d’intérét prélevées, a conduit a un résultat d’idieation.

Sur les deux protéines (spots 14, 15) sur — ex@snassez significativement, seule la
séquence de la protéine associée au spot 15 aepidéntifiée par homologie avec la protéine
PGP, déja séquencée ci@mmbiodiniunsp. (Tableau X).

La séquence de la protéine associée au spot 4-sexggrimée significativement, était
homologue a celle de la protéine TPI, séquencée Khdodinium micrum tandis que la
séquence de la protéine associée au spot 36, gpriBiée assez significativement, était
attribuée a la PCP identifiée ch&lexandrium minutum

Enfin, les séquences des protéines disparues assoaux spots 5, 9, 29, 19 et 25,
étaient respectivement homologues a celles degipest: sous — unité du protéasome
exprimée par Oxyrrhis maring RUBISCO séquencée che@onyaulax polyedraet
Heterocapsa triquetra MDH chez Karlodinium micrum et SOD chezTetrahymena

thermophila

Pour certains spots, l'identification protéiquess’avérée infructueuse pour des raisons
techniques (séquence peptidiqgue non déterminé@ps Bmcas, les protéines ont été qualifiées
de «non identifiées ». Pour certains autres spatsgquence peptidique a été déterminée
mais ne correspondait a aucune protéine connues Baras, les protéines correspondantes

ont été qualifiées d'« inconnues ».
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3.3- Catégories fonctionnelles des protéines d’inmt

Les protéines d’intérét, exprimées en réponsecatdgamination par Pb 18 uM, étaient
associées a sept catégories fonctionnelles connwggnal cellulaire, réponse au stress
oxydatif, métabolisme énergétique, photosynthéseoptopbspiration, métabolisme du
phosphore et métabolisme des carbohydrates (Fx§)re

La réponse au stress oxydatifa les sous — unités du protéasome et la SOD ; puis |
photosynthesesia la RUBISCO, I'ATP — synthase, la PCP et la TPprésentaient les deux
catégories fonctionnelles les plus affectées parl®uM (26% des protéines identifiées
concernaient la réponse au stress oxydatif, 25%econient la photosynthése). Puis, la
photorespiration (PGP, RUBISCO) (9%), le métabolisdes carbohydrates (TPI, MDH)
(9%), le signal cellulaire (CaM) (6%), le métaboiis énergétique (ATP — synthase) (3%) et
le métabolisme du phosphore (PGP) (3%), étaientolestions biologiques moins affectées

par cette contamination.

Légende

Signal cellulaire

g8 Réponse au stress oxydatif

i Métabolisme énergétique

Photosynthése
&% Inconnue

¥ Photorespiration

[ Métabolisme du phosphore

| Métabolisme des carbohydrates

Figure 59. Distribution des fonctions biologiques assignées@otéines d’intérét exprimées
parAlexandrium catenellan réponse a une contamination par Pb 18 uM
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3.4- Taux d’expression des protéines analysées paCtMS/MS

Les taux d’expression calculés dans le cas de lgaconation par Pb 18 puM, sont
présentés en Figure 60. Les résultats obtenus iaiéigides modifications du protéome
d’Alexandrium catenellaen présence de Pb 18 uM, certaines protéines ambntme
expression modifiée de -3,9 a +2,0 fois par rappax conditions témoins (P < 0,10). La
seule protéine significativement sous — expriméet(d), attribuée a la TPI, était -3,0 fois
exprimée en réponse a la contamination par Pb 18 iMpact du stress métallique sur les
protéines assez significativement sous — exprinf@@d < P < 0,10) était moins important
pour la PCP (spot 36), qui était -2,0 fois expriméais plus élevé pour une protéine non
identifiée (spot 11) dont le taux d’expressiontédai -3,9. La seule protéine significativement
sur — exprimée (spot 15) identifiée, correspondana PGP, présentait un taux de sur -

expression de +2,0.

Taux d'expression

Figure 60.Taux d’expression des protéines d’'intérét exprinpge\lexandrium catenellan
réponse a une contamination par Pb 18 uM. L’axeatdennées indique le taux moyen
d’expression de chaque protéine; les valeurs ipesjt en noir, indiquent les taux
d’expression des protéines sur — exprimées (auK?) ; les valeurs négatives, en gris,
indiquent les taux d’expression des protéines soegprimées (taux -2). En blanc, sont
représentés les taux d’expression les moins medi{2 < taux < +2), de certaines protéines.
Le taux d’expression des protéines disparues eseQ

™ Taux d’expression des protéines dont I'expressi@it &és significativement différente par rapport au
Témoin P < 0,0)

™ Taux d’expression des protéines dont I'expresstait gignificativement différente par rapport au Témoin
(0,01 <P < 0,05

" Taux d’expression des protéines dont I'expressiait assez différentepar rapport au TémoirD(05 < P <
0,10
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4. Comparaison de I'impact du plomb aux concentrabns testées

4.1-Comparaison des profils d’expression protéique

Comme cela a été mentionné précédemment, le notobak de spots détectés en
présence de chaque concentration de plomb (6 pMM®u 18 uM) était toujours inférieur
a celui observé en conditions témoins, mais cdeérdiices n’étaient pas significatives (Test
de Student: P > 0,10). Aucune différence signifigan’existait entre le nombre total de
spots détectés en présence de Pb 6 uM, et le ndaothrele spots détectés en présence de Pb
12 uM, ou en présence de Pb 18 uM, ce nombre simitaire (compris entre 202 et 240
spots) (P > 0,10).

Quelle que soit la concentration de plomb testdas les spots présents sur les PEPs
contaminés sont répartis de fagon homogéne, danérae gamme de pl et de MW (pl : 4,0 —
7,1; MW : 14 — 183 kDa). Cette gamme de répartiéshidentique a celle des spots détectés
sur les PEPs Témoin.

Le nombre de protéines sur — exprimées augmemadt la concentration contaminante
de plomb, passant d’une protéine sur — expriméarésence de Pb 6 uM, a 18 protéines et a
21 protéines sur - exprimées en présence de PM1& de Pb 18 uM, respectivement. Aprés
analyse statistique, la contamination par Pb 12 ¢dvWiduisait au plus grand nombre de
protéines significativement sur — exprimées (8¢ras en présence de Pb 12 uM, contre une
protéine et deux protéines respectivement sur firagps en présence de Pb 6 uM et Pb 18
UM). Quelle que soit la concentration de plombéestes protéines sur — exprimées étaient
toujours regroupées dans la moitié supérieure iCadement), a gauche (horizontalement),
des gels 2D (pl: 4,1 -5,1; MW : 29 — 72 kDa).

Les plus fortes concentrations de plomb conduisagx plus grands nombres de
protéines disparues (73 protéines et 54 protéiesgzectivement disparues en présence de Pb
12 uM et de Pb 18 uM, contre 33 protéines dispagngsrésence de Pb 6 uM), tandis que la
plus faible concentration de plomb conduisait au Io@nde protéines sous — exprimeées le
plus important (44 protéines sous — exprimées ésepice de Pb 6 pM, contre 16 protéines et
14 protéines respectivement sous — exprimées aemré de Pb 12 uM et de Pb 18 uM). La
concentration 6 ©M conduisait au plus grand nondaerotéines significativement sous —
exprimées (12 protéines en présence de Pb 6 puMrecame protéine et 3 protéines
respectivement sous —exprimées en présence de RiM1et de Pb 18 uM). Excepté en
présence de Pb 6 uM, les protéines sous — exprigté&Ent toujours regroupées dans la
moitié inférieure des gels 2D (pl : 4,0 — 6,9 ; M\ — 32 kDa).
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4.2-Protéines d’intérét exprimées en commun

Le nombre de protéines d’intérét exprimées en comren réponse aux contaminations
par Pb 6 uM, Pb 12 uM, ou Pb 18 uM, apparait sudiegrammes de Venn de la Figure 61.
Ces diagrammes permettaient de dénombrer 25 pretélimgérét exprimées en commun
(Figure 61A). Parmi ces 25 protéines, une seulesta— exprimée (Figure 61B), associée au
spot 1, correspondant a une protéine inconnuerda@@ntrée cheRaramecium tetraurelia

Puis, 4 protéines étaient sous — exprimées en confirigure 61C). Sur ces 4 protéines,
celles associées aux spots 26 et 34 ont été apalys# LC — MS/MS. La séquence de la
protéine associée au spot 26 a été identifiee cor@taet homologue a la CaM, déja
séquencée chez le dinoflageldxyrrhis marina(Tableau X). La séquence de la protéine
asscoiée au spot 34 a été identifiée comme étanvlbgoe a la PCP déja séquencée chez la
microalgueSymbiodiniunsp., protéine impliquée dans I'absorption luminenséspensable a
I'activité photosynthétique.

Enfin, 20 protéines avaient disparu en commun (EigikD), parmi lesquelles celles
associées aux spots 5 et 9 ont été analysées par M6/MS. La séquence de la protéine
associée au spot 5 était homologue a la sous € wuiti protéasome déja séquenceée chez le
dinoflagellé Oxyrrhis marina et ayant pour fonction la dégradation protéasemdgs
protéines mal repliées, dénaturées ou obsolétddedia X). La séquence de la protéine du
spot 9 a été identifiée était homologue a la RUBISEEja séquencée chez le dinoflagellé
Gonyaulax polyedraLa RUBISCO est une protéine fondamentale impkgdans la fixation

du CQ indispensable a I'activité photosynthétique.
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A

Protéines dont I'expression est modifiée vs Pb 6. 12. 18 uM

/Pb6 / \ Pb12)\
[ 30 | 28 |
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B

Protéi nes sur - exprimées

D

Protelnes disparues

---}_,.»-" T, g u.\,\.-f "'-\

f’Pbﬁ f"/n ‘IPbTZ\'\ c / b6/ Pb12)

Protelnes sous - exprimées

. [ P"“ Pbiz\

Figure 61. Diagrammes de Venn représentant les protéineséddnexprimées en commun
par Alexandrium catenell@n réponse aux contaminations par le plomb 6 @11 ou 18
UM

A : Protéines d'intérét exprimées en commun
B : Protéines sur — exprimées en commun

C : Protéines sous — exprimées en commun
D : Protéines disparues en commun

4.3- Expression des protéines d’intérét en fonctiodu niveau de contamination

4.3.1 — Sur — expression des protéines d’intér&beation du niveau de contamination

La protéine inconnue associée au spot 1 était sexprimée des la plus faible
concentration de plomb (Figure 62). Le taux de-sarpression de cette protéine a augmenté
de +2,0 en présence de Pb 6 uM a +8,2 en préseriig ti2 UM, pour diminuer en présence
de Pb 18 uM (Tableau XI). Les contaminations pafdPpM et/ou Pb 18 uM (excepté celle
par Pb 6 uM) conduisaient a la sur — expressionifgigtive de 7 autres protéines d’intérét
(Figure 62). Celles - ci correspondaient a : ur@édine inconnue (spot 12), 3 protéines non
identifiées (spots 13, 14, 17), la PGP (spot 16§ sous — unit@ de 'ATP synthase (spot
16), une sous — unit€du protéasome (spot 18). En comparaison ave®l@sminations par
Pb 6 uM et par Pb 18 uM, la contamination par Pbub® induisait les taux de sur —
expression les plus significatifs et les plus éepéur les protéines sus — citées (Tableau XI).
Ces taux étaient compris entre +13,5 (spot 13)16t2+(spot 17) ; ils étaient les plus élevés

calculés dans cette étude (Tableau XI).
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Figure 62. Intensité d’expression (intensité moyenne en % piotéines d'intérét sur —
exprimées paAlexandrium catenellaen fonction de la concentration contaminantelemp.
Les barres d’histogramme en blanc, gris clair,,gris noir, correspondent respectivement a

'expression des protéines, en conditions téemansprésence de Pb 6 uM, de Pb 12 uM, ou
de Pb 18 uM

*%

" Expressiontres significativement différenteen condition contaminé® (< 0,0)
Expressiorsignificativement différente en condition contaminé®,01 < P < 0,0pb
Expressiorassez différenteen condition contaminé®,05 < P < 0,1p

4.3.2 — Sous — expression des protéines d'intérérction du niveau de contamination

La contamination par le plomb, quelle que soitdaaentration testée, provoquait la
disparition systématique de la sous — unitfu protéasome, correspondant au spot 5 (Figure
63). De la méme facon, Pb 12 uM conduisait a lpatison des sous — unitéset f du
protéasome, associées aux spots 30 et 37. Deyplegendance a la sous — expression, bien
gu’étant non significative, était observée en présede Pb 6 pM concernant la protéine

associée au spot 35, également assignée a une sauéo du protéasome.

La contamination par Pb 6 uM conduisait a la soegpression de la MDH associée
aux spots 7 (-7,3) et 10 (-2,9) (Tableau Xl). Lapdirition de cette protéine était ensuite
observée en présence d’'une concentration supéfiEieM) pour le spot 10 (Figure 63). Cet

impact était confirmeé par la disparition de la M@RH niveau du spot 19, en présence de Pb 12
MM et de Pb 18 puM.

La contamination par Pb 6 uM aboutissait a la seegpression de la FNR associée
aux spots 21 (-7,3) et 39 (-6,0), puis celle parlPuM a la disparition de cette protéine au

niveau de ces mémes spots (Tableau Xl). De plustemdance a la sous — expression, bien
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gue non significative, était observée en présendebdé uM et de Pb 12 uM concernant la

protéine associée au spot 8, correspondant égaleéntemNR.

La sous — expression de la protéine PCP assockéspais 34 (-2,2) et 36 (-3,2) était
remarquée en présence de Pb 6 uM (spots 34, 8@)fb 12 uM (spot 34 : -2,3) (Figure 63
et Tableau XI).

La RUBISCO n’était plus du tout exprimée en présetie plomb, quelle que soit sa
concentration, en ce qui concerne le spot 9 (Fig@)eLa contamination par Pb 12 pM et par
Pb 18 uM conduisait a la disparition de cette pneté@u niveau du spot 29, mais aussi a la

disparition de la SOD associée au spot 25.

La contamination par Pb 12 uM provoquait la didparides protéines LBP (spot 33)
et HSP 90 (spot 40), confirmant une tendance @ua s expression de ces protéines, déja
observée en présence de Pb 6 uM (spot 33 : -p& 49 : -2,4) (Figure 63 et Tableau XI).
Elle conduisait aussi a la disparition des prot®iBéP (spot 6), RPI (spot 28), ainsi qu'a

celles de deux protéines inconnues (spots 31,R3g\Ee 63).

Enfin, Pb 6 uM et Pb 18 pM entrainaient la sougpfession de la TPI (spot 4 : -4,0
et -3,0, respectivement) ainsi que celle d'une net non identifiee (spot 2: -4,1 et -2,1,
respectivement), sous - expression observée senleaneprésence de Pb 18 uM, pour une
autre protéine non identifiée (spot 11 : -3,9) (fFeg63 et Tableau XIl).

La contamination par Pb 12 uM semblait avoir I'efeeplus drastique, conduisant au
plus grand nombre de protéines significativementsexprimées ou disparues (Tableau XI).
Excepté dans le cas du spot 5, la contaminatio®Ppa& UM ne provoquait généralement pas
la disparition des protéines mais seulement leus soexpression ; méme si elle induisait le
nombre de protéines significativement sous — exgesrie plus important, a des taux compris
entre : -2,2 (spot 34) et -7,3 (spots 7 et 21) [@al XI). La contamination par Pb 18 uM
semblait avoir un impact intermédiaire sur le poaté par rapport a celui induit par les deux
concentrations précédentes (trois protéines déht&gnificativement sous — exprimées, et six
protéines d'intérét disparues).
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Figure 63.Intensité d’expression (intensité moyenne en %) mleséines d’intérét sous —
exprimées pafAlexandrium catenellaen fonction de la concentration contaminantelemp.

Les barres d’histogramme en blanc, gris clair,,gris noir, correspondent respectivement a
'expression des protéines en conditions Témoinprésence de Pb 6 uM, de Pb 12 uM, ou
de Pb 18 uM

*%

" Expressiontres significativement différenteen condition contaminé® (< 0,0)
Expressiorsignificativement différente en condition contaminé®,01 < P < 0,0pb
Expressiorassez différenteen condition contaminé®,05 < P < 0,1p

4.3.3 — Comparaison des catégories fonctionnelles@ées aux protéines d’intérét

Les protéines dont I'expression était modifiéeesaitix contaminations par Pb 6 uM,
Pb 12 uM ou Pb 18 uM, étaient principalement aggscidans cet ordre, a la réponse au
stress oxydatif, a la photosynthese, ou au métbhelides carbohydrates (Figures 51, 55 et
59). Quelle que soit la concentration de plombéesta réponse au stress oxydatif était
toujours la fonction la plus affectée par la coritetion (27% en présence de Pb 6 uM, 26%
en présence de Pb 12 uM, 26% en présence de PM)1L&Ep présence de Pb 6 uM ou de Pb
18 uM, la photosynthése semblait étre perturbéagtn similaire (24% en présence de Pb 6
MM, 25% en présence de Pb 18 uM). En revancheétabmlisme des carbohydrates semblait
de moins en moins impacté par les concentratiosissantes de plomb (13% en présence de
Pb 6 uM, 10% en présence de Pb 12 uM, 9% en presknBb 18 uM). La bioluminescence
d’Alexandrium catenellatait perturbée en présence de Pb 6 uM et de RbM,2ce qui
n’était plus le cas en présence de Pb 18 uM. ©b#iervation concernait également l'activité
chaperonne. En revanche, le métabolisme du phaosptiérait perturbé qu’en présence des
plus fortes concentrations de plomb. Cet impactiraduisait par une sur — expression

particulierement significative de la PGP en répantecontamination (Figure 56).
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. IMPACT DU ZINC SUR LE PROTEOME
D’ALEXANDRIUM CATENELLA

1. Impact de la contamination par le zinc 6 uM

1.1-Profils d’expression protéique

Les profils d’expression protéique (PEPsAléxandrium catenellaultivée en présence
de Zn 6 uM sont présentés en Figure 64. Le nonabtaé de spots détectés sur ces PEPs était
en moyenne de 200 + 11 spots (n = 3). Ce resutdtt fignificativement inférieur (Test de
Student: P = 0,05) (41% plus faible) a celui obtgour les PEPs Témoin (Figure 65),
lesquels comportaient un nombre total de spotse&igatoyenne a 339 + 89 spots (n = 3). Les
spots protéiques détectés en présence de Zn 6 pM@irontalement répartis le long d’'une
gamme de pl comprise entre 4,0 et 7,1, tandisgjgbint verticalement distribués dans une
gamme de MW allant de 14 a 183 kDa. Cette répamtidies spots protéiques était similaire a
celle observée sur les PEPs Pb 6 uM, Pb 12 uMB8RbVL et Témoin (Figures 48, 52, 56 et
64). Sur la base des criteres précédemment défihepitre Il, partie I, section 11.6.), 83
protéines d’intérét (parmi les 200 protéines dées)t présentaient une modification de leur
expression en réponse a la contamination par ZM6 Sur ces 83 protéines, 4 protéines
étaient sur — exprimées, parmi lesquelles une guolgine (spot 14) I'était de facon assez
significative (0,05 < P < 0,10). Les 4 protéines-s@xprimées étaient regroupées au centre, a
gauche des PEPs Zn 6 uM, avec des pl autour detddes MW autour de 30 kDa (Figure
64). Puis, 34 protéines étaient sous — exprimémnipasquelles, une protéine (spot 5) I'était
de facon trés significative (P < 0,01), 5 (spot&31,35, 36, 41) I'étaient de facon significative
(0,01 < P < 0,05) et 2 (spots 18, 34) I'étaienffatmn assez significative (0,05 < P < 0,10)
(Figure 64). La majorité des protéines sous — exges était répartie dans la moitié inférieure
des PEPs Zn 6 uM, avec des pl entre 4,0 et 6@esMW de 14 a 32 kDa (Figure 64). Les
protéines qui n'étaient pas sous — exprimées dmfaignificative par rapport au témoin (P >
0,10), étaient indicatrices de modification du poohe lorsque leur sous — expression
s’aveérait significative dans d’autres conditions teomnantesj.e. soit en cas de plus forte
contamination par le zinc (avec 12 uM et/ou 18 udbit en cas de contamination par le
plomb (avec 6 uM et/ou 12 uM, et/ou 18 uM). Enfiarmi les 83 protéines d’intérét, au
moins 45 protéines (protéines associées aux spd@s &L et 30) disparaissaient totalement
des PEPs Zn 6 uM par rapport au Témoin (Figure Gé% protéines étaient distribuées de
facon homogene sur les PEPs Témoin (Figure 65A9.doerdonnées MW/pl des protéines

sur — exprimées, sous — exprimées ou disparuesinshiquées sur les Figures 64 et 65.
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Comparaison contamination par Zn 6 uM

vs Témoin
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 6 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 6 pM
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 6 pM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 6 pM

!

1 0248
2 17740 Protize non identifise

5~ 15058  Triosephosohats Gomemse

§ 14558 Sous—uniten duprottaseme

$ 14353  Bindine Inoumoglobutine protéine
10 18954 Malaw deshydrozenase

19 18162  Malaw déchydrozenase

1 48241  Prowize incomms
357 18253 Superonyde dsmumse [Cu-Za]

6 14145  Calmodutine

e 12856  Ribose-i-phosphars omerase

2 2657 Ribulesa 1, 5-sphosphoe cobosylase
34* 1STES Dérdinme chioroghyile prosime
35" 14863  Sous—unitea da provéasome
36" 14864  Dérigisine chiorophylle prosine

37 13REE  Sous—uoie o du protasems
417 24667 Pendinme-chlomophylle proveims

47 15061 Soes-wnie o do protéasems

Figure 64. Profils d’expression protéique (PEPs) des cultul®slexandrium catenella

contaminées par le zinc 6 uM

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstntinalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

*%

*%

" Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0

Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,0p
Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®(05 < P < 0,1p
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Comparaison Témoin vs contamination par Zn 6 uM

. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 6 pM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 6 pM
D Noms des protéines disparues en présence de Zn 6 uM
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 6 pM
Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 6 pM
Noms des protéines disparues en présence de Zn 6 uM
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Figure 65. Profils d’expression protéique (PEPs) des cultusoins dAlexandrium

catenella

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstinanalysés par LC-MS/MS
B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

" Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0
Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,0p

*%

Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®05 < P < 0,1p
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1.2-Identification putative des protéines d’intérét

Sur les 83 protéines d’intérét, 25 protéines onépa prélevées dans les gels 2D pour
identification par LC-MS/MS. L'analyse des séquende 23 protéines sur les 25 protéines
d’intérét prélevées, a conduit a un résultat d’idieation.

L’analyse de la seule protéine sur — exprimée asggarficativement (spot 14) n'a
abouti a aucun résultat.

La séquence de la protéine associée au spot 5-sexgrimée trés significativement,
était homologue a celle de la protéine sous — umitdu protéasome exprimée par le
dinoflagelléOxyrrhis marina(Tableau X).

Les séquences des protéines associées aux sfiis 35, 36 et 41, sous — exprimées
significativement, étaient respectivement homolsgaecelles des protéines : TPl exprimée
par Karlodinium micrum SOD séquencée ch@&etrahymena thermophilaous — unité du
protéasome exprimée pa&lexandrium fundyenseet PCP rencontrée chexexandrium
minutumet Gonyaulax polyedra

Les séquences des protéines associées aux spat 3B sous — exprimées assez
significativement, étaient respectivement homolegaecelles des protéines : sous — uaité
du protéasome exprimée poxoplasma gondiet PCP séquencée chggmbiodiniunsp.

Les séquences des protéines disparues associéespaisx 8, 21, 9 et 30, étaient
respectivement homologues a celles des protéi@$R rencontrée cheteterocapsa
triquetra, RUBISCO séquencée ch&onyaulax polyedrat sous — unit§ du protéasome

exprimée paAlexandrium ostenfeldii

Pour certains spots, l'identification protéiquess’avérée infructueuse pour des raisons
techniques (séquence peptidique non déterminées Bacas, les protéines ont été qualifiées
de « non identifiées ». Pour certains autres spatsgquence peptidique a été déterminée
mais ne correspondait a aucune protéine connues Baras, les protéines correspondantes

ont été qualifiées d'« inconnues ».
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1.3- Catégories fonctionnelles des protéines d’in

Les protéines d’'intérét exprimées en réponse aidgamination par Zn 6 uM, étaient
associées a sept catégories fonctionnelles connsggnal cellulaire, action chaperonne,
réponse au stress oxydatif, métabolisme énergetighetosynthése, photorespiration et
meétabolisme des carbohydrates (Figure 66).

La réponse au stress oxydatifa les sous — unités du protéasome, la SOD et la; BIP
puis la photosynthéseia la RUBISCO, la PCP, la FNR, la RPI et la TPI, ésantaient, dans
cet ordre, les deux catégories fonctionnelles les affectées par Zn 6 pM (34% des
protéines identifiées concernaient la réponse aesstoxydatif, 26% concernaient la
photosynthese).

Puis, le métabolisme des carbohydrates (TPIl, REHM(17%), le signal cellulaire
(CaM) (4%), la photorespiration (RUBISCO) (4%) 'ection chaperonne (BIP) (4%), étaient

les fonctions biologiques moins perturbées paeaahtamination.

Légende
Signal cellulaire
“.". Chaperonne
ﬁ Réponse au stress oxydatif
tiih o Métabolisme énergétique

Photosynthése

% Inconnue

§ Photorespiration

§ Métabolisme des carbohydrates

26%

Figure 66.Distribution des fonctions biologiques assignées@wotéines d’intérét exprimées
parAlexandrium catenellan réponse a une contamination par Zn 6 uM
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1.4- Taux d’expression des protéines analysées paCtMS/MS

Les taux d’expression calculés dans le cas de léaconmation par Zn 6 uM sont
présentés en Figure 67. Les résultats obtenus iaiéigdes modifications du protéome
d’Alexandrium catenellaen présence de Zn 6 UM, certaines protéines nminuae
expression modifiee de -28,0 a +2,1 fois par rappox conditions témoins (P < 0,10). La
seule protéine significativement sur — expriméeotsp4), dont I'analyse n’'a pas permis
I'identification, était +2,1 fois exprimée en répena la contamination par Zn 6 uM. L'impact
du stress métallique était plus important sur lesémmes sous — exprimeées telles que la PCP
(spots 34, 36, 41) dont les taux d’expressiongiteent entre -2,4 et -3,3, les sous — unités
du protéasome (spots 5, 18, 35), et la TPI (-3,@ltefois, la protéine dont I'expression était
la plus affectée par Zn 6 uM, était la SOD, montrant taux de sous - expression

particulierement bas, le plus faible calculé dastsecétude, égal a -28,0.

e ____* ek — — —

€0+ -

1

Taux d'expression

20 - ———————— - - [ e

I R e e et i i [ il

-30

Spot n°®

Figure 67.Taux d’expression des protéines d’intérét expringglexandrium catenellan
réponse a une contamination par Zn 6 puM. L’axe a@e®nnées indique le taux moyen
d’expression de chaque protéine; les valeurs ipesjt en noir, indiquent les taux
d’expression des protéines sur — exprimées (fauk?) ; les valeurs négatives, en gris,
indiquent les taux d’expression des protéines soegprimées (taux -2). En blanc, sont
représentés les taux d’expression les moins medi{2 < taux < +2), de certaines protéines.
Le taux d’expression des protéines disparues e$eQ

*kk

Taux d’expression des protéines dont I'expressi@mit &és significativement différente par rapport au
Témoin P < 0,0)
” Taux d’expression des protéines dont I'expresstait gignificativement différente par rapport au Témoin
(0,01<P<0,0p
" Taux d’expression des protéines dont I'expressiait assez différentepar rapport au TémoirD(05 < P <
0,10
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2. Impact de la contamination par le zinc 12 uM

2.1-Profils d’expression protéique

Les profils d’expression protéique (PEPsAléxandrium catenellaultivée en présence
de Zn 12 uM sont présentés en Figure 68. Le notokaeiede spots détectés sur ces PEPs était
en moyenne de 162 + 90 spots (n = 3). Ce resutitt fignificativement inférieur (Test de
Student: P = 0,07) (52% plus faible) a celui obtgour les PEPs Témoin (Figure 69),
lesquels montraient un nombre total de spots égai@/enne a 339 + 89 spots (n = 3).

Les spots protéiques détectés en présence de dMIsbnt horizontalement répartis le
long d’'une gamme de pl comprise entre 4,0 et &dis qu’ils sont verticalement distribués
dans une gamme de MW allant de 14 a 183 kDa. @&pirtition des spots protéiques était
similaire a celle observée sur les PEPs Pb 6 uMLZP°pM, Pb 18 uM, Zn 6 uM et Témoin
(Figures 49, 53, 57, 64 et 69). Sur la base ddsres précédemment définis (chapitre I,
partie |, section 11.6.), 87 protéines d’'intérétrfpales 162 protéines détectées) présentaient
une modification de leur expression, en réponsecdhtamination par Zn 12 uM.

Sur les 87 protéines d’intérét, 3 protéines étaseint— exprimées, parmi lesquelles une
seule protéine (spot 1) I'était de facon signifieat(0,01 < P < 0,05). Les 3 protéines sur —
exprimées étaient regroupées au centre, légereargaiche des PEPs Zn 12 uM, avec des pl
autour de 4,5, et des MW autour de 30 kDa (Figune B8is, 27 protéines étaient sous —
exprimées, parmi lesquelles 5 protéines (spots ¥4, 2B, 31, 39) l'étaient de facon
significative (0,01 < P < 0,05) et 5 protéines (spgh, 35, 36, 41, 43) I'étaient de fagon assez
significative (0,05 < P < 0,10) (Figure 68). La ordg des protéines sous — exprimées était
répartie dans la moitié inférieure des PEPs ZnNi2 avec des pl entre 4,5 et 6,9, et des MW
allant de 14 a 26 kDa (Figure 68).

Les protéines dont la différence d’expression iitgas significative par rapport au
Témoin (P > 0,10), étaient considérées comme itritea de modification du protéome
lorsque leur différence d’expression s’avérait #igative dans d’autres conditions
contaminantegd,e. soit en présence d’autres concentrations de avec(6 pM et/ou 18 uM),
soit en cas de contamination par le plomb (aveM@tiou 12 pM, et/ou 18 pM).

Enfin, parmi les 87 protéines d’intérét, au moifspsotéines (exemple : spots 5, 8, 9,
10, 12, 17, 18, 19, 22, 25) disparaissaient totaigndes PEPs Zn 12 uM par rapport au
Témoin (Figure 69). Ces protéines étaient distesuéle facon homogene sur les PEPs
Témoin (Figure 69). Les coordonnées MW/pl des met&sur — exprimées, sous — exprimées

ou disparues, sont indiquées dans les Figures 68. et
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Comparaison contamination par Zn 12 pM  vs Témoin

45 s : - [ Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 12 pM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 12 yM
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D Protéines sou aux gels Témoin
|:| Protéines sur x gels Témoin

Figure 68.Profils d'expression protéique (PEPs) des cultuéslexandrium catenella
contaminées par le zinc 12 uM

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstianalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

K%

" Protéine dont I'expression ét#éiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0)
Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,05
Protéine dont I'expression étaissez différentepar rapport au Témoil®05 < P < 0,1p
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Comparaison Témoin vs contamination par Zn 12 uM

. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 12 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 12 yM

|:| Noms des protéines disparues en présence de Zn 12 uM

. =

isparues sur les gels Zn 12 par rapport
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 12 uM
Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 12 yM
Noms des protéines disparues en présence de Zn 12 uM
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 12 uM
Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 12 yM
Noms des protéines disparues en présence de Zn 12 uM
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Figure 69. Profils d’'expression protéique (PEPs) des cultuié@®oins dAlexandrium
catenella

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstntinalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

*%

" Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0
Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,0p
Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®(05 < P < 0,1p
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2.2-1dentification putative des protéines d’intérét
Sur les 87 protéines d’'intérét, 31 protéines onépa prélevées dans les gels 2D pour
identification par LC-MS/MS. L'analyse des séquende 28 protéines sur les 31 protéines

d’intérét prélevées a conduit a un résultat d’ideation.

Aucune fonction biologique connue n’a pu étre assgga la protéine associée au spot
1, seule protéine sur — exprimée significativemesatséquence n’étant homologue qu’a celle

d’une protéine inconnue rencontrée cRezamecium tetraureli@Tableau X).

Les séquences des protéines associées aux spits39, 29 et 31, sous — exprimées
significativement, étaient respectivement homolsgaecelles des protéines : TPl exprimée
par Karlodinium micrum FNR séquencées cheleterocapsa triquetraRUBISCO exprimée
par Heterocapsa triquetraet protéine inconnue dont la séquence était réna® chez
Alexandrium minutum

Les séquences des protéines associées aux spats, 36, 41 et 43, sous — exprimées
assez significativement, étaient respectivement diogoes a celles des protéines : CaM
exprimée paiOxyrrhis marina sous — unitéx du protéasome séquencée cAéxandrium
fundyensePCP séquenceées ch&lexandrium minutupGonyaulax polyedrat Amphidinium
carterae

Les séquences des protéines associées aux spd@s &, 9, 10, 19 et 25, disparues,
étaient respectivement homologues a celles degipest: sous — unités du protéasome
séquencees ché&axyrrhis marinaet Toxoplasma gondiiFNR rencontrée cheddeterocapsa
triquetra, RUBISCO séquencée cheGonyaulax polyedra MDH séquencées chez
Karlodinium micrum et SOD exprimée pdretrahymena thermophil&n revanche, I'analyse
des séquences des protéines disparues associéspaaxl7 et 22, n'a abouti a aucun un
résultat d’indentification, alors que celle de latpine associée au spot 12 montrait une
homologie avec la séquence d'une protéine incord@ja rencontrée cheRlasmodinium

berghei

Pour certains spots, l'identification protéiquess’avérée infructueuse pour des raisons
techniques (séquence peptidique non déterminées Bacas, les protéines ont été qualifiées
de «non identifiées ». Pour certains autres spatsgquence peptidique a été déterminée
mais ne correspondait a aucune protéine connues Baras, les protéines correspondantes

ont été qualifiées d'« inconnues ».
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2.3- Catégories fonctionnelles des protéines d’int

Les protéines d'intérét, exprimées en réponsecamdamination par Zn 12 uM, étaient
associées a huit catégories fonctionnelles connusignal cellulaire, action chaperonne,
réponse au stress oxydatif, métabolisme énergetipietosynthése, photorespiration,
meétabolisme du phosphore et métabolisme des cailbatieg (Figure 70).

La réponse au stress oxydatifa les sous — unités du protéasome, la SOD, HSP 90 et
la BIP; puis la photosynthéseja la RUBISCO, la PCP, la FNR, la TPI et la RPI,
représentaient, dans cet ordre, les deux catégomnetonnelles les plus affectées par Zn 12
MM (31% des protéines identifiees concernaient dpomse au stress oxydatif, 26%
concernaient la photosynthese). Puis, le métabelides carbohydrates (TPI, RPI, MDH)
(17%), le métabolisme énergétique (FNR) (5%), tnal cellulaire (CaM) (4%), I'action
chaperonne (HSP 90, BIP) (4%) et la photorespmai®RIUBISCO) (4%), étaient les fonctions

biologiques moins perturbées par cette contamination

Légende

Signal cellulaire
BB Bioluminescence
..~ Chaperonne
@ Réponse au stress oxydatif

31% zn: Métabolisme énergétique

Photosynthése
ﬁ Inconnue

3§ Photorespiration

27% [ Métabolisme du phosphore

¥ Métabolisme des carbohydrates

Figure 70.Distribution des fonctions biologiques assignées @motéines d’intérét exprimées
parAlexandrium catenellan réponse a la contamination par Zn 12 uM
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2.4- Taux d’expression des protéines analysées paCtMS/MS

Les taux d’expression calculés dans le cas de t#éaounation par Zn 12 uM sont
présentés en Figure 71. Les résultats obtenus iaiéigdes modifications du protéome
d’Alexandrium catenellaen présence de Zn 12 uM, certaines protéines amntine
expression modifiee de -21,8 a +2,0 fois par rappox conditions témoins (P < 0,10). La
seule protéine significativement sur — expriméet(&podont I'analyse a abouti a une protéine
inconnue, était +2,0 fois exprimée en réponsecdif@amination par Zn 12 uM. L'impact du
stress meétallique était beaucoup plus important pesl protéines sous — exprimees telles
gue : la RUBISCO (spot 29) dont le taux d’expresstieignait -13,2, la FNR (spots 21, 39)
avec des taux entre -8,0 et -4,4, et la TPI (speB#4). Cet impact était moins important pour
la sous — unité& du protéasome (spot 35 : -2,7) et la PCP (spatgdB643), qui présentaient
des taux d’expression autour de -2,0. Toutefoigprtzéine dont I'expression était la plus
affectée par Zn 12 uM était la CaM, avec un tausales - expression particulierement bas,

égal a -21,8, parmi les plus faibles calculés datie étude.
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Figure 71. Taux d’expression des protéines d’intérét exprerEggAlexandrium catenellan
réponse a une contamination par Zn 12 uM. L'axe aldennées indique le taux moyen
d’expression de chaque protéine; les valeurs igesjt en noir, indiquent les taux
d’expression des protéines sur — exprimées (fauw) ; les valeurs négatives, en gris,
indiquent les taux d’expression des protéines soegprimeées (taux -2). En blanc, sont
représenteés les taux d’expression les moins mediff& < taux < +2), de certaines protéines.
Le taux d’expression des protéines disparues e$ieQ

™ Taux d’expression des protéines dont I'expressi@it &es significativement différente par rapport au
Témoin P < 0,0)

™ Taux d’expression des protéines dont I'expresstait gignificativement différente par rapport au Témoin
(0,01 <P < 0,05

" Taux d’expression des protéines dont I'expresstait @ssez différentepar rapport au Témoird{05 < P <
0,10
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3. Impact de la contamination par le zinc 18 uM

3.1-Profils d’expression protéique

Les profils d’expression protéique (PEPsAléxandrium catenellaultivée en présence
de Zn 18 uM sont présentés en Figure 72. Le notokaeiede spots détectés sur ces PEPs était
en moyenne de 136 + 37 spots (n = 3). Ce resutitt fignificativement inférieur (Test de
Student : P = 0,02) (60% plus faible) a celui obtgrour les PEPs Témoin (Figure 73),
lesquels montraient un nombre total de spots égai@/enne a 339 + 89 spots (n = 3).

Les spots protéiques detectés en présence de gMIsbnt horizontalement répartis le
long d’'une gamme de pl comprise entre 4,0 et &dis qu’ils sont verticalement distribués
dans une gamme de MW allant de 14 a 183 kDa. @&pirtition des spots protéiques était
similaire a celle observée sur les PEPs Pb 6 uM,2PbM, Pb 18 uM, Zn 6 uM, Zn 12 uM,
et Témoin (Figures 48, 52, 56, 63, 67 et 72). @ubdse des criteres précédemment définis
(chapitre 11, partie I, section 11.6.), 122 protésd’intérét (parmi les 136 protéines détectées)
présentaient une modification de leur expressioniéponse a la contamination par Zn 18
MM. Sur les 122 protéines d’intérét, deux protéifgmts 1, 13) étaient sur — exprimées de
facon tres significative par rapport au Témoin (®,81), tandis qu’une protéine (spot 14)
était sur — exprimée de facon assez significativ@y < P < 0,10). Ces trois protéines étaient
regroupées au centre et a gauche des PEPs Zn 18vedides pl entre 4,4 et 5,0, et des MW
autour de 30 kDa (Figure 72).

Puis, 13 protéines étaient sous — exprimées pasguklles, une protéine (spot 41)
I'était de facon significative (0,01 < P < 0,05),deux protéines (spots 36, 43) I'étaient de
facon assez significative (0,05 < P < 0,10) (Figi2¢ Les protéines sous — exprimeées étaient
réparties dans la moitié inférieure des PEPs Zp 3 avec des pl entre 4,6 et 6,7, et des
MW globalement compris entre 14 et 26 kDa (Figure 72

Enfin, parmi les 122 protéines d’intérét, au mdifs protéines (exemple : spots 4, 5, 9,
10, 16, 17, 18, 21, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 3138437, 39, 40, 44, 45, 46, 47) disparaissaient
totalement des PEPs Zn 18 uM par rapport au Téfkagure 73). Les coordonnées MW/pl
des protéines sur — exprimées, sous — exprimégmrdies, sont indiquées dans les Figures 72
et 73.
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Comparaison contamination par Zn 18 pM  vs Témoin
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7.5

. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 18 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 18 uM

Protéine inconmme

Protéine non identifiea

O Protéines sous-€ ort aux gels Témoin
|:| Protéines sur-ex| rt aux gels Témoin

Figure 72. Profils d’expression protéique (PEPs) des cultui&slexandrium catenella

contaminées par le zinc 18 uM

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la

contamination métallique). Les spots numérotéstianalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

™ Protéine dont I'expression ét#iés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0)
Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,05
Protéine dont I'expression étaissez différentepar rapport au Témoi®05 < P < 0,1p
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Comparaison Témoin vs contamination par Zn 18 uM

. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 18 uM

Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 18 uM

D Noms des protéines disparues en présence de Zn 18 pM

15058 Triosephosplats isomerase
5 4558 Sows—unite o du prorasome
kDal A Jpi 3.5 Malnz déshvirozénass |

Protains non identifiee
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=0 / I 16 48451 Sous—ounite 3de UATP syuthase
100 ! . R ' 17 39045 Drovinenonidemifiée
' ' - ' : 1t 46549 Sous—unité o duprotéasome
2 31850  Femédowine-NADP réductase
b 18253 Superosyde dismumse [Cu-Za)
26 14145 Calmoduline
% 19856
bt 1457
30 0460
31 10448
3 15760
33 24865
36" ERE RS
37 1866
30 15T
40 229153
a= BT
43° 15T
a4 15065
s 2EE4
26 1WRE2
& W02

sparues sur les gels Zn 18 par rapport
us -exprimées ou sur-exprimées sur |
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 18 uM
Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 18 uM
Noms des protéines disparues en présence de Zn 18 pM

4 050 Trinzaphosphate fsomerse
5 M558 Sn‘us uu.ueuiupmtasume
& e B R Ribal:r;a I,Shis_ubu‘;phaﬁtmhmflm

Proteine non identifias

16 49451  Sous—unité §de]'ATP synthase
17 9045  Drotéine mon idemtifite
18 45548 [T ——— uﬂ:prﬂtéﬂ.snme
[ 21 31850 Femddosine-NADP réductase '
u 7445  Drotdine non identifiée
[ 18253 Superowyds dismumse [Cu-Za] '
26 14143  Calmoduline
ET 198556  Roboseiphosphatesomsmase |
g 2657 Ribulose 1.5bisphosphate carborylase
30 WAED  Sous—uwité fduproaome |
Tl 19448  DProtiine iconms
34 15769 Feridininechiorophylle proens
S 14865 Sous-—wie -udup.maa. '
3 4064 Perifinine-chlorophylle protaze
[ a7 JHEE  Sous—wnih @ duprotasome
30 34157  TFemédoxine-NADP réductase
40 119553 Drotie de choc hermigie 90
I
4 23767 Perifiamechomplylls protie
|4 WS 'Snus-unueudupwmm
55 2P64  Souws—uciteads protessome
|36 15862 Sous—uzite s dupromasome '
-;- 15-1}--6 2 _Snus—um:l-e.u :{upmteasnme

s disparues sur les gels Zn 18 par rapport aux:
'S SOUS -exprimées ou sur-exprimées sur les ¢
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. Noms des protéines sur-exprimées en présence de Zn 18 uM
Noms des protéines sous-exprimées en présence de Zn 18 uM
Noms des protéines disparues en présence de Zn 18 uM

. =

4 254K5 9 Trinsaphosphate isum.érnse

5 14558 Sons — l.m:e a duprmm

F 3858 Ribalsa] m]:bu-pm caroonylase
18254  Male deshydrozenase

kDa[ A |pi 3.5 45 5.5 6.5 75 * 30344  Prowine non idesrifiée
0750 Protine non idestifiés
150 18 49451 Sous—mité § de TATP syathose
- # 17 90435 Dotimencnidemfiée
18 44548 Sous —rite o du pm‘naa olme
75 2 31850  Femsdoxine NADP rductse
24 FT448 Protéins non identifiss
25 13053 Supemude smutase [Tu- En]
50 26 14145  Calmodiline
2% T0.B!55 Ribose-5phosphate someraze
0 11657 Riblose L 5bisphosphiate catboylase
o1 30 0460 Sous i 4 protésoms '
31 18448 Protzine inconmme
34 15768 Peridinime-chioroplylls proveme
3= J4BES  Sous—uit o du provéasome
36" 14864 Péridisine-chicrophyils proweine
37 1LEF  Seus—unitew du proviasome
0 V5T FemddoineNADT reductase
i 12953 Protsine ds choc themmique 20

41" 24667  Peridinmechiorophyile proweme
43 15767  Peridisme-chiorophyile proteine

nes disparues sur les gels Zn 18 par rapport aux g
nes sous -exprimées ou sur-exprimées sur les gel

Figure 73. Profils d’'expression protéique (PEPs) des cultui@®oins dAlexandrium
catenella

A : Gels 2D montrant les protéines d’intérét (domtpression était modifiée en réponse a la
contamination métallique). Les spots numérotéstintinalysés par LC-MS/MS

B : Noms, MW et pl des protéines d'intérét

‘ 44 25.8/6.5 Sn‘us TLite udu protéasome
43 15064 Sn‘us TLite ﬂdu protsasame
44 ISEEJ S-:ms tite ndu protsasome
a7 15061 Sous—wzite @ du provssome

" Protéine dont I'expression étaiés significativement différentepar rapport au TémoirP(< 0,0
Protéine dont I'expression étaignificativement différente par rapport au Témoi®{01 < P < 0,0p
Protéine dont I'expression étaitsez différentepar rapport au Témoi®(05 < P < 0,1p
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3.2-1dentification putative des protéines d’intérét
Sur les 122 protéines d’'intérét, 30 protéines onépa prélevées dans les gels 2D
pour identification par LC-MS/MS. L'analyse des gégces de 26 protéines sur les 30

protéines d’intérét prélevees, a conduit a un tasdlidentification.

Malheureusement, I'analyse des trois protéines $spof3, 14) significativement sur
— exprimées ne s’est pas avéerée concluante. $@iheldonnait aucun résultat (spots 13 et
14), soit elle n'aboutissait a aucune fonction dgidue connue (spot 1), la séquence n’étant
homologue qu’a celle d’'une protéine inconnue, retréenchezParamecium tetraurelia
(Tableau X).

La séquence de la protéine associée au spot 5-sexy@imée trés significativement,

était homologue a celle de la protéine sous — umitdu protéasome, exprimée par le
dinoflagelléOxyrrhis marina(Tableau X).

Les séquences des protéines associées aux spo#l3el3, sous — exprimées
significativement, étaient respectivement homolsgaeelles de la protéine PCP, rencontrée
chezAlexandrium minutugrGonyaulax polyedr&t Amphidinium carterae

Les séquences des protéines disparues associésgasib, 18, 30, 35, 37, 44, 45, 46,
47, étaient homologues a celles des sous — unités  du protéasome, respectivement
exprimées chezOxyrrhis marina Toxoplasma gondii A. ostenfeldii et Alexandrium
fundyenseCelles des protéines associées aux spots 21é&ai@dt homologues a la séquence
de la FNR chez le dinoflagelldeterocapsa triquetraLes séquences des protéines disparues
associées aux spots 4, 9, 29, 10, 16, 25, 26,228t 80, étaient respectivement homologues a
celles des protéines : TPl exprimée chez le digefla Karlodinium micrum RUBISCO
exprimée parGonyaulax polyedraet Heterocapsa triquetra MDH séquencée chez
Karlodinium micrum sous — unitg de I'ATP synthase, SOD rencontrée cAetrahymena
thermophila CaM séquencée pour le dinoflagel@yrrhis marina RPI exprimée par
Heterocapsa triquetraPCP séquencée ch&ymbiodiniumsp., HSP 90 rencontrée chez

Alexandrium fundyense

Pour certains spots, l'identification protéiquess’avérée infructueuse pour des raisons
techniques (séquence peptidique non déterminées Bacas, les protéines ont été qualifiées
de « non identifiées ». Pour certains autres spatsgquence peptidique a été déterminée
mais ne correspondait a aucune protéine connues Baras, les protéines correspondantes

ont été qualifiées d'« inconnues ».
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3.3- Catégories fonctionnelles des protéines d’inmt

Les protéines d'intérét, exprimées en réponsecamdamination par Zn 18 uM, étaient
associées a sept catégories fonctionnelles connsggnal cellulaire, action chaperonne,
réponse au stress oxydatif, métabolisme énergetighetosynthése, photorespiration et
meétabolisme des carbohydrates (Figure 74).

La réponse au stress oxydatifa les sous — unités du protéasome, la SOD et HSP 90
puis la photosynthésgia la RUBISCO, I'ATP — synthase, la PCP, la FNR, RI €t la RPI,
représentaient, dans cet ordre, les deux catégometonnelles les plus affectées par Zn 18
MM (39% des protéines identifiees concernaient dpomse au stress oxydatif, 29%
concernaient la photosynthese). Puis, le métabelides carbohydrates (TPI, MDH, RPI)
(8%), le métabolisme énergétique (ATP — synthaddR)H6%), le signal cellulaire (CaM)
(4%), la photorespiration (RUBISCO) (4%) et I'actidmaperonne (HSP 90) (2%), étaient les

fonctions biologiques moins perturbées par cettéaroimation.

Légende

Signal cellulaire
.. Chaperonne
@ Réponse au stress oxydatif
ZE Métabolisme énergétique

Photosynthese

_ 39%
% Inconnue

#¥ Photorespiration

N Métabolisme des carbohydrates

6%

Figure 74.Distribution des fonctions biologiques assignées@wotéines d’intérét exprimées
parAlexandrium catenellan réponse a la contamination par Zn 18 uM
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3.4- Taux d’expression des protéines analysées paCtMS/MS

Les taux d’expression calculés dans le cas de m@aounation par Zn 18 uM sont
présentés en Figure 75. Les résultats obtenus iaiéigdes modifications du protéome
d’Alexandrium catenellaen présence de Zn 18 uM, certaines protéines amntine
expression modifiée de -4,4 a +6,8 fois par rappart conditions Témoin (P < 0,10). La
seule protéine assez significativement sur — exgeifspot 14), dont I'analyse n’a pu aboutir
a l'identification, était exprimée +2,3 fois en ofse a la contamination par Zn 18 uM. Les
deux protéines tres significativement sur — expes@pots 1, 13), dont I'analyse conduisait a
une protéine inconnue et a une protéine non idéatdtaient +6,0 fois et +6,8 fois exprimees,
respectivement. L'impact du stress métallique étaitns important, compris entre -4,4 et -
2,0, pour les protéines sous — exprimées assignkeBCP (spots 36, 41, 43).

Taux d'expression

12 4567829 1011121314151617181921222425262829303132333435E|5373940 H§44454647

* *

Spot n°

Figure 75.Taux d’expression des protéines d’intérét exprinpzg®\lexandrium catenellan
réponse a une contamination par Zn 18 pM. L'axe aldennées indique le taux moyen
d’expression de chaque protéine; les valeurs igesjt en noir, indiquent les taux
d’expression des protéines sur — exprimées (fauw) ; les valeurs négatives, en gris,
indiquent les taux d’expression des protéines soegprimees (taux -2). En blanc, sont
représenteés les taux d’expression les moins medif& < taux < +2), de certaines protéines.
Le taux d’expression des protéines disparues e$eQ

Kk

Taux d’expression des protéines dont I'expressi@it &és significativement différente par rapport au
Témoin P < 0,0)
™ Taux d’expression des protéines dont I'expresstait gignificativement différente par rapport au Témoin
(0,01 <P <0,0p
" Taux d’expression des protéines dont I'expressiait assez différentepar rapport au TémoirD(05 < P <
0,10
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4. Comparaison de I'impact du zinc aux concentratios testées

4.1-Comparaison des profils d’expression protéique

Le nombre total de spots détectés en présence deeltancentration de zinc (6 uM,
12 uM, ou 18 uM) était toujours significativementérieur a celui observé en conditions
témoins (Test de Student: P < 0,10). Le nombral tde spots détectés sur les PEPs
contaminés diminuait régulierement avec la conegiotn contaminante de zinc, passant de
200 + 11 spots en présence de Zn 6 uM, a 162 pOB €n présence de Zn 12 uM, a 136 +
37 spots (n = 3) en présence de Zn 18 uM.

Toutefois, aucune différence significative n’existantre le nombre total de spots
détectés en présence de Zn 6 uM et le nombredetapots détectés en présence de Zn 12
MM, ni entre le nombre total de spots détectés ésepice de Zn 12 et le nombre total de spots
détectés en présence de Zn 18 uM (Test de Stuéent0,10). En revanche, le nombre total
de spots détectés en présence de Zn 18 uM étaiticagjvement inférieur a celui détecté en
présence de Zn 6 uM (Test de Student : P = 0,04).

Tous les spots présents sur les PEPs contaminésépanmtis de fagcon homogene, dans
la méme gamme de pl et de MW (pl: 4,0 — 7,1 ; MM:— 183 kDa). Cette gamme de
répartition est identique a celle des spots d&textéles PEPs Témoin.

Quelle gue soit la concentration de zinc testéendmbre total de protéines sur —
exprimeées était similaire, autour de 4 spots. Apreayse statistique, la contamination par Zn
18 uM conduisait au plus grand nombre de protéaigsificativement sur — exprimées (3
protéines en présence de Zn 12 uM, contre 1 pe&nprésence de Zn 6 uM ou de Zn 12
MM). Les protéines sur — exprimées étaient toujoegsoupées au centre (verticalement), a
gauche (horizontalement), des gels 2D (pl : 4,40~ MW autour de 30 kDa).

Les plus fortes concentrations de zinc conduisasmnt plus grands nombres de
protéines disparues (57 et 105 protéines respewtinedisparues en présence de Zn 12 uM et
de Zn 18 uM, contre 45 protéines disparues en pcésge Zn 6 uM), tandis que la plus faible
concentration de zinc conduisait au nombre de pregésous — exprimées le plus important
(34 protéines sous — exprimées en présence de ZiMpBcontre 27 et 13 protéines
respectivement sous — exprimées en présence de @Ml de Zn 18 uM). Les proté€ines
sous — exprimeées étaient toujours regroupées damwitié inférieure des gels 2D (pl : 4,0 —
6,9 ; MW : 14 — 32 kDa).
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4.2-Protéines d’intérét exprimées en commun

Le nombre de protéines d’intérét exprimées en comren réponse aux contaminations
par Zn 6 puM, Zn 12 uM, ou Zn 18 uM, apparait serdeagrammes de Venn de la Figure 76.
Ainsi, sur les 34 protéines exprimées en commugufiei 76A), trois protéines étaient sur —
exprimées (Figure 76B), parmi lesquelles les pne®iassociées aux spots 1 et 14 ont été
analysées par LC — MS/MS. S’agissant de la protésseciée au spot 1, elle correspondait a
une protéine inconnue, déja rencontrée dPeamecium tetraureligTableau X). Quant a la
protéine associée au spot 14, son analyse par MSAMS n’a conduit a aucun résultat

d’identification.

Puis, trois protéines était sous — exprimées ennaom(Figure 76C). Sur ces trois
protéines, celles associées aux spots 36 et 4kténanalysées par LC — MS/MS. Les
séquences de ces protéines étaient homologuesea della PCP, déja séquencée chez les
dinoflagellésAlexandrium minutumet Gonyaulax polyedrgTableau X). La PCP est une

protéine impliquée dans I'absorption lumineusespdnsable a I'activité photosynthétique.

Enfin, 28 protéines avaient disparu en commun (igueD), parmi lesquelles la
protéine associée au spot 9 a été analysée par MS/MS. La séquence de la protéine
associée au spot 9 était homologue a celle de IBIRCO, déja séquencée chez le
dinoflagellé Gonyaulax polyedrgTableau X). La RUBISCO est une protéine fondamlent

impliquée dans la fixation du G@ssociée a 'activité photosynthétique.
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Figure 76. Diagrammes de Venn représentant les protéineseddnexprimées en commun
parAlexandrium catenellan réponse aux contaminations par le zinc 6 pMyNI2ou 18 uM

: Protéines d’intérét exprimées en commun
: Protéines sur — exprimées en commun

. Protéines sous — exprimées en commun

: Protéines disparues en commun

oOOw>

4.3-Expression des protéines d'intérét en fonction duimeau de contamination

4.3.1 — Sur — expression des protéines en fondtiomveau de contamination

Parmi les trois protéines significativement suixpranées en commun (spots 1, 13 et
14) en réponse a la contamination par le zincrtééme inconnue associée au spot 1 était
significativement sur — exprimée a partir de lagantration Zn 12 uM (Figure 77). A partir
de cette concentration, le taux de sur — expresida protéine augmentait de +2,0 a +6,0 en
présence de Zn 18 puM (Tableau Xl). La sur — exprasde la protéine non identifiée
associée au spot 13 était seulement induite pat&pM, avec un taux de sur - expression
néanmoins éleve, de +6,8 (Tableau Xl). La contatiwngpar Zn 18 uM et par Zn 6 uM
conduisait a la sur — expression de la protéineidentifiee correspondant au spot 14, avec

un taux de sur — expression de +2,1 (Figure 7&ablebu XI).
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4.3.2 — Sous — expression des protéines en foratigiveau de contamination

La contamination par Zn 6 pM conduisait a la soegpression des sous — unitégdu
protéasome correspondant aux spots 5 (taux de-seupression : -3,9), 18 (taux de sous —
expression : -2,7), 35 (taux de sous — expressi6rb), et a la disparition de cette méme
protéine au niveau du spot 30 (Figure 78 et TablBuDe facon similaire, Zn 12 uM
conduisait a la disparition des sous — unitfu protéasome associées aux spots 5 et 18, ainsi
gu’a la sous — expression de cette protéine awanide spot 35 (taux de sous — expression : -
2,7) (Figure 78 et Tableau Xl). De plus, une temdaa la sous — expression, bien que non
significative, était observée en présence de ZpNI2 concernant les protéines associées aux
spots 30 et 37, également assignées a la sougé-outhii protéasome (Figure 78). Enfin, la
contamination par Zn 18 puM provoquait la dispantgystématique des sous — unitedu
protéasome correspondant aux protéines associgespats 5, 18, 30, 35, 37, 44, 45, 46 et
47, dont la sous — expression était remarquée @sepce de la concentration précédente,
suggérant un effet de concentration sur I'impadedmntamination par le zinc (Figure 78).

Quelle que soit la concentration testée, la contatimn par le zinc provoquait la sous
— expression de la PCP associée aux spots 36 (Z8,8; Zn 12 :-2,1; Zn 18: -2,0) et 41
(Zn6:-2,4;2Zn 12:-2,2; Zn 18 : -4,4) (Figur8 et Tableau XlI). La PCP était également
sous — exprimée en présence de Zn 12 uM (-2,8 ndL8 pM (-2,0), concernant le spot 43
(Tableau XI). Cet impact était confirmé par la seusxpression de la PCP en présence de Zn
6 UM (-2,7), laquelle était associée au spot Isiajue par la disparition de cette protéine a

la plus forte concentration de zinc (Figure 78 &bl€au XI).

La contamination par Zn 6 UM aboutissait a la disipa de la FNR associée aux
spots 8 et 21, tandis que la contamination par ZpM2conduisait a la disparition de cette
protéine au niveau du spot 8 (Figure 78). La comation par Zn 12 uM induisait la sous —
expression de la FNR concernant les spots 21 (et,39 (-8,0), tandis que la concentration
supérieure (Zn 18 uM) provoquait la disparitionaddte protéine au niveau de ces mémes
spots (Figure 78 et Tableau XI).

La TPI était de moins en moins exprimée en présdeseconcentrations croissantes
de zinc, en ce qui concerne le spot 4, pour final@ndisparaitre, au niveau de ce spot, en
présence de Zn 18 uM (Figure 78), indiquant égattme effet de concentration sur I'impact
de la contamination par le zinc. Il en était de raguour la CaM associée au spot 26, et pour
la RUBISCO associée au spot 29. Enfin, c’étail@BOD (spot 25) que la contamination par

le zinc semblait avoir I'impact le plus sévére,quuie la sous — expression de cette protéine
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était treés importante, des la plus faible concéiotnade zinc testée (-28,0), sa disparition étant

ensuite constatée en présence de Zn 12 uM ou d8 @iMiFigure 78 et Tableau XI).

La contamination par Zn 18 uM avait I'effet le pldestique, nombre de protéines
disparaissant a cette concentration (3 protéinesedét significativement sous — exprimées,
24 protéines d’intérét disparues) (Figures 72 et Z&)contamination par Zn 12 uM avait un
impact plus faible (10 protéines d'intérét sigrafivement sous — exprimées, 10 protéines
d’intérét disparues). Enfin, la contamination par&uM avait un effet moins significatif (8
protéines d’intérét significativement sous — ex@@®, 4 protéines d’intérét disparues), bien
gue conduisant au taux de sous — expression lebplsienregistré dans cette étude, égal a -
28,0, pour la SOD associée au spot 25 (Figure Gakdeau XI).

25 4 - - ) 10 - "
Triose phosphate isomérase Sous - unité adu

(spot 4) 09 - protéasome

(spot 5)
2.0 A 0.8 A
15 - 06 -

05 -

*kk
10 4 04 -

*%

Intensité (%)
Intensité (%)

*k
03 -

05 | T T 02 | T

0.0 0.0
Témoin Zn6 Zn12 Zn18 Témoin Zn6 Zn1 Zn18

Traitement Traitement

= = o =

0.6 o 12 4
Sous - unité a du Ferrédoxine-NADP réductase
0 | protéasome (spot 21)
(spot 18) 10 4
0.12
S 0D < %%
S S
2 o008 - S 064
7] 7
c c
2 006 1 2
c * £ 04
*%
0.04 -
0.2 4 T
0.02 A
0.00 0.0
Témoin Zn6 Zn12 Zn18 Témoin Zn6 Zn12 Zn18
Traitement Traitement
|E+= = . -

197



Intensité (%)

Intensité (%)

Intensité (%)

16

Superoxyde dismutase [Cu-Zn]

14 (spot 25)
12
10
0.8
0.6
04
02 *%
0.0
Témoin Zn6 Zn 12 Zn18
Traitement
= O
09 - -
Ribulose 1,5-bisphosphate
08 carboxylase
(spot 29)
0.7
0.6
05 '|-
04
0.3
0.2
0.1+ i
00 =
Témoin Zn6 Zn 12 Zn18
Traitement
= B &
14 PR L
P éridinine - chlorophylle protéine
(spot 34)
12
10
0.8 4 *
0.6 -
04 4
0.2 4§
0.0
Témoin Zn6 Zn 12 Zn18
Traitement

g e O«

198

Intensité (%)

Intensité (%)

Intensité (%)

251 Calmoduline
(spot 26)
20 4
15 A
10 A
05 4
*
0.0 ===
Témoin Zn6 Zn12 Zn18
Traitement
0.7 1 Protéine inconnue
(spot 31
06
05 4
04 T
03 4
0.2 4
*%
0.1+
0.0
Témoin Zn6 Zn12 Zn18
Traitement
- - =
14 .
Sous - unité adu
protéasome
12 4 (spot 35)
10 A
08 4
*
06
04 4
*%
0.2 4
0.0
Témoin Zn6 Zn12 Zn18
Traitement

“OH ==



14 05 -

Ferrédoxine-NADP réductase
P éridinine - chlorophylle protéine 05 | (spot 39)
12 (spot 36) ’
-‘V 04 4
10 04 T
< * * < i
S o8 - s 03
e 2 03
2 06 1 2
1T T 02
£ £
04 02 -
0.14
02 4 **
0.14 f
00 00
Témoin Zn6 Zn12 Zn18 Témoin Zn6 Zn1» Zn18
Traitement Traitement
20 4 . 16 - -
P éridinine - chlorophylle protéine P éridinine - chlorophylle protéine
18 4 (spot 41) 14 | (spot 43)
16 -
12 A *
14
—~~ * ] 10 4
\0\?/ 12 4 *% \0\?/ *
2 10+ % 08 -
7]
c c
g 084 L o6 |
c £
~ 06 - .
04 4
04 4
0.2 | i 02 |
0.0 0.0
Témoin Zn6 Zn12 Zn18 Témoin Zn6 Zn12 Zn18
Traitement Traitement
- = 2 & B O
(=] = -

Figure 78. Intensité d’expression (intensité moyenne en %) mteseines d’'intérét sous —
exprimées pafAlexandrium catenellaen fonction de la concentration contaminanteiec. z

Les barres d’histogramme en blanc, gris clair,,gris noir, correspondent respectivement a
I'expression des protéines, en conditions témansprésence de Zn 6 uM, de Zn 12 uM, ou

de Zn 18 uM

- Expressiorreés significativement différenteen condition contaminé® (< 0,0
Expressiorsignificativement différente en condition contaminé®,01 < P < 0,0pb
Expressiorassez différenteen condition contaminé®,05 < P < 0,1p

*%k

*

199



4.3.3 — Comparaison des catégories fonctionnelles@ées aux protéines d’intérét

Les protéines dont I'expression était modifiée &ponse aux contaminations par Zn 6
MM, Zn 12 uM ou Zn 18 uM, étaient principalemerdarsees, dans cet ordre, a la réponse au
stress oxydatif, a la photosynthese, au métaboldsecarbohydrates (Figures 66, 70 et 74).
Quelle que soit la concentration en zinc testéeép@mnse au stress oxydatif était toujours la
fonction la plus affectée, (34% en présence de gM631% en présence de Zn 12 uM, 39%
en présence de Zn 18 pM). Puis, la photosynthesié @ plus en perturbée par les
concentrations contaminantes croissantes de zirib @6 présence de Zn 6 uM, 26% en
présence de Zn 12 uM, 29% en présence de Zn 18 HEMJjevanche, le métabolisme des
carbohydrates était moins impacté lorsque les gurat@ns de zinc augmentaient (17% en
présence de Zn 6 uM, 17% en présence de Zn 12 ydenBprésence de Zn 18 pM).
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[Il. COMPARAISON DE L'IMPACT DU PLOMB ET DU ZINC
SUR LE PROTEOME D' ALEXANDRIUM CATENELLA

1. Comparaison des profils d’expression protéique

Quel que soit le niveau de contamination des aestafAlexandrium catenellpar le
zinc ou par le plomb, les protéines exprimées @tamijours distribuées de fagon homogéne
dans la méme gamme de pl et de MW (pl: 4,0 — MW : 14 — 183 kDa). Cette gamme
était similaire a celle dans laquelle se répairigsgdes protéines exprimées pexandrium

catenellacultivée en conditions témoin.

Pour une concentration métallique donnée, le nontbta&l de spots détectés en
réponse aux contaminations par le zinc était tosjooférieur au nombre total de spots
détectés en réponse aux contaminations par le plbiab,que ces différences ne soient pas
significatives (P > 0,10). Le nombre total de spi#tectés en réponse aux contaminations par
le zinc diminuait lorsque que la concentration aamhante de zinc augmentait, avec une
différence significative entre le nombre de spottectiés en présence de Zn 6 pM et le
nombre de spots détectés en présence de Zn 18 1M (F0). En revanche, le nombre total
de spots détectés en réponse aux difféerentes cmatthoms par le plomb était comparable

d’'une concentration a une autre (6 uM, 12 uM, ou 8 (P > 0,10).

Dans le cas de la contamination par le zinc, lebrende protéines significativement
sur — exprimeées était peu élevé, égal a 3 proté@inasaximum (en présence de Zn 18 puM).
Concernant la contamination par le plomb, le nonmbagimal de protéines significativement
sur — exprimeées était plus important, égal a 8mes (en présence de Zn 12 uM). Dans les
deux cas de contamination métallique, les protéitaient toujours situées a gauche des gels
2D ; ils présentaient donc des valeurs basses.de pl

Dans le cas de la contamination par le zinc, le brende protéines disparues
augmentait en méme temps que la concentration roamate en zinc, passant de 45
protéines (en présence de Zn 6 pM) a 105 protéersprésence de Zn 18 uM). La
contamination par le plomb induisait soit un nombteeprotéines disparues élevé (maximal
dans cette étude) égal a 73 protéines (en présienPé 12 uM), soit un nombre de protéines
disparues faible (minimal dans cette étude) égaB drotéines (en présence de Pb 6 uM).

Pour chacune des concentrations métalligues 6 pM8efuM, le nombre de protéines
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disparues était toujours plus faible en répongsecahtamination par le plomb qu’en réponse a
la contamination par le zinc (33 protéines disparpeur Pb 6 uM, contre 45 protéines

disparues pour Zn 6 uM ; 54 protéines disparues Burl8 pM, contre 105 protéines

disparues pour Zn 18 uM).

Concernant le nombre de protéines significativemsmis — exprimées, aucune
différence notable n’était observée entre les coimations par le plomb ou par le zinc. Quel
que soit le niveau de contamination, la répartittes protéines sous — exprimées était
toujours comparable, homogene dans la méme gammk(d® — 6,9), mais regroupée dans

la moitié inférieure des gels 2D, dans la gammbi#é (14 — 32 kDa).

2. Protéines d’intérét exprimées en commun

2.1-Protéines exprimées en commun a la concentration m@minante 6 uM

Le nombre de protéines d’intérét exprimées en comeruréponse aux contaminations
par Pb 6 uM et par Zn 6 uM, apparait sur les dragras de Venn de la Figure 79. Un
nombre total de 46 protéines dont I'expressiont étaidifiée en commun (protéines sur —
exprimées, protéines sous — exprimées, protéirgmidies), était dénombré en réponse aux
contaminations par Pb 6 uM et par Zn 6 uM (Figu@8)7 Sur ces 46 protéines, une protéine
était sur — exprimée en commun (Figure 79B), issait de la protéine associée au spot 1,

correspondant a une protéine inconnue (Tableau X).

Puis, 23 protéines étaient sous — exprimées en comkigure 79C). Sur ces 23
protéines, les protéines associées aux spots74,16, 25, 26, 28, 29, 34, 35 et 36, ont pu étre
identifiées. Leurs séquences étaient homologuesllaéscdes protéines : TPI, BIP, MDH,
SOD, CaM, RPI, RUBISCO, PCP et sous — uaithi protéasome (Tableau X).

Enfin, sur ces 46 protéines, 22 protéines avaiéspgadu en commun (Figure 79D),

parmi lesquelles la protéine associée au spotithéaologue a la RUBISCO.
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Protéines dont I'expression est modifiée vs P b6 uM et Zn 6 uM
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Figure 79. Diagrammes de Venn représentant les protéineséddnexprimées en commun
par Alexandrium catenellan réponse aux contaminations par le zinc 6 uM retepplomb 6
UM

: Protéines d’intérét exprimées en commun
: Protéines sur — exprimées en commun

. Protéines sous — exprimées en commun

: Protéines disparues en commun

oOOw>

2.2-Protéines exprimées en commun a la concentration maminante 12 uM

Le nombre de protéines d’intérét exprimées en comaruréponse aux contaminations
par Pb 12 pM et par Zn 12 pM, apparait sur lesrdragies de Venn de la Figure 80. Un
nombre total de 46 protéines dont I'expressiont étaidifiée en commun (protéines sur —
exprimées, protéines sous — exprimées, protéirgmidies), était dénombré en réponse aux
contaminations par Pb 12 uM et par Zn 12 uM (Fig®0&). Sur ces 46 protéines, deux
protéines étaient sur — exprimées en commun (FigO®), il s’agissait de la protéine
associée au spot 1, correspondant a une prot&oeroe, et de celle associée au spot 14,

homologue a une protéine non identifiée (Tableau X)

Puis, 4 protéines étaient sous — exprimées en confirigure 80C), parmi lesquelles la
séquence du spot 26 a été analysée. La séquenette@rotéine était homologue a celle de
la CaM.

Enfin, sur ces 46 protéines, 40 protéines avaiespgadu en commun (Figure 80D),
parmi lesquelles les protéines 5, 9, 10, 19, 2Bespondaient respectivement aux protéines :
sous — unité du protéasome, RUBISCO, MDH et SOD.
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Figure 80. Diagrammes de Venn représentant les protéinegéddinexprimées en commun
par Alexandrium catenell@n réponse aux contaminations par le plomb 12 ppaele zinc
12 uM

: Protéines d’intérét exprimées en commun
: Protéines sur — exprimées en commun

. Protéines sous — exprimées en commun

: Protéines disparues en commun

oOOw>

2.3-Protéines exprimées en commun a la concentration m@minante 18 uM

Le nombre de protéines d’intérét exprimées en comeruréponse aux contaminations
par Pb 18 uM et par Zn 18 uM, apparait sur lesrdragies de Venn de la Figure 81. Un
nombre total de 47 protéines dont I'expressiont étaidifiée en commun (protéines sur —
exprimées, protéines sous — exprimées, protéirgmidies), était dénombré en réponse aux
contaminations par Pb 18 uM et par Zn 18 uM (Fi@irR). Sur ces 47 protéines, 4 protéines
étaient sur — exprimées en commun (Figure 81BmPees protéines, les protéines associees
aux spots 1, 13 et 14 correspondaient respectivemante protéine inconnue, et a deux
protéines non identifiées (Tableau X).

Puis, 4 protéines étaient sous — exprimées en confirigure 81C), parmi lesquelles la

protéine associée au spot 36 était homologue #0fe

Enfin, sur ces 47 protéines, 39 protéines avaiéspgadu en commun (Figure 81D),
parmi lesquelles les protéines associées aux 5pots29 et 25 correspondaient aux protéines

sous — unité du protéasome, RUBISCO et SOD.
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Figure 81. Diagrammes de Venn représentant les protéineseddinexprimées en commun
par Alexandrium catenell@n réponse aux contaminations par le plomb 18 ppaele zinc
18 uM

: Protéines d'intérét exprimées en commun
: Protéines sur — exprimées en commun

: Protéines sous — exprimées en commun

: Protéines disparues en commun

o0Ow>

3. Comparaison de I'impact du plomb et du zinc sufexpression protéique

3.1- Impact du plomb et du zinc sur la sur — expreson des protéines

Une protéine inconnue (spot 1) était souvent Sigativement sur — exprimée par
Alexandrium catenellan présence de plomb (6 uM, 12 uM) ou de zinc ({2 8 uM)
(Tableau Xl). Cette protéine était significativernesur - exprimée des la plus faible
concentration de plomb testée, a un taux de +20BI€au XI), ce qui n’était le cas qu’a partir
de la concentration 12 UM pour le zinc avec un texsur — expression identique. Ce taux
augmentait jusqu’a +6,0 en présence de Zn 18 uM,adteignait des valeurs plus élevées
encore, jusqu’a +8,2, en présence de Pb 12 uM éaabXl). Ces observations suggerent que
le plomb pourrait avoir un impact plus fort queziec sur la sur - expression de cette protéine

parAlexandrium catenella

La contamination par le plomb aurait aussi un impplus important que la
contamination par le zinc, concernant la sur - esgion d’une protéine non identifiée (spot

13). Cette protéine était significativement suixprenée en présence de Pb 12 uM, a un taux
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de +13,5, ce qui n’était le cas qu’a partir dedacentration 18 UM en présence de zinc, et a

un taux plus faible, valant +6,8 (Tableau XI).

De facon similaire, une protéine non identifiee (spd) était significativement sur —
exprimée en présence de Pb 12 uM, a un taux élevélder, alors qu'a la méme
concentration, la sur — expression de cette protéi@iit pas significative en présence de
zinc (Tableau XI). A la concentration 18 uM, lexalde sur — expression de cette protéine
était plus élevé pour le plomb (+2,6) que pourite £+2,3), indiquant ici aussi, que le plomb

aurait un impact un peu plus important que le suncla sur - expression de cette protéine.

Enfin, la contamination par le plomb conduisaitaasur — expression significative de
cing protéines différentes qui n'étaient pas sexprimées en présence de zinc (quelle que
soit la concentration testée) (spots 12, 15, 1&t1B). Parmi ces protéines, le niveau de sur —
expression était remarquable en présence de PM1paqur la PGP (spot 15 : +16,4), la sous
— unitép de 'ATP synthase (spot 16 : +16,3), et la sousi#é a du protéasome (spot 18 :
+16,7) (Tableau Xl). Deux autres protéines étaigalement sur — exprimées a des taux
particulierement élevés en présence de Pb 12 uMs(420 17), mais leur identification a été

impossible (Tableau XI).

Ces résultats semblent indiquer que, de facon gknée plomb pourrait avoir un
impact plus fort que le zinc sur la sur — exprasgile certaines protéines du protéome
d’Alexandrium catenellale plomb conduisant a un nombre plus importantpdetéines

significativement sur — exprimées, ceci a des fammiculierement éleves.

3.2- Impact du plomb et du zinc sur la sous — expssion et la disparition des
protéines

Quelle que soit la concentration contaminante dempl ou de zinc, la RUBISCO
associée au spot 9 disparaissait systématiquemsngeale 2D (Tableau Xl). Toutefois, il
fallait une concentration plus élevée de zinc (M) jque de plomb (12 uM), pour induire
linhibition d’expression de la RUBISCO assignée spot 29, tandis qu’en présence d’une
concentration contaminante de 6 uM, la RUBISCO @éso a ce spot, n'était
significativement sous — exprimée qu’en présencegla®b (Tableau Xl).

La différence d'impact suscitée par les métaux plogh zinc n’était pas évidente a
dégager en ce qui concerne I'expression de lasongéo du protéasome. En effet, la sous —

unité a du protéasome associée au spot 18 était fortesaentexprimée (+16,7) en présence
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de Pb 12 uM, tout en étant sous — exprimeée, voispadie, en réponse aux diverses
contaminations par le zinc (Tableau Xl), alors qe#le associée au spot 5, disparaissait
systématiquement en réponse aux contaminatiorie péwmb, tandis qu’en présence de zinc,
elle ne disparaissait qu’a partir de la concerdratl2 puM, et était sous — exprimée (tres
significativement) a la concentration 6 uM de caahg3,9) (Tableau XI). Pourtant, le plomb
n'affectait jamais de fagon significative I'express de la sous — unité du protéasome
associée au spot 35, alors qu'en présence de lanprotéine associée a ce spot était
notablement sous - exprimée (-6,5 en présence deliM ; -2,7 en présence de Zn 12 uM),
finissant par disparaitre a la concentration 18 & ce métal (Tableau Xl). De facon
similaire, la disparition systématique de certais@ss — unitéa du protéasome (spots 44, 45,
46, 47) était remarquée en présence de Zn 18 vk qlie la contamination par le plomb ne
conduisait a aucune modification significative gieassion de ces sous — unités, quelle que
soit la concentration contaminante de ce métal. &foist, dans la plupart des cas, les métaux
plomb et zinc semblaient toujours perturber I'eggien des sous - unitésdu protéasome

associées a certains spots des gels 2D (Tableau XI)

La contamination par le zinc semblait avoir un ictpglus important que la
contamination par le plomb concernant la sous fesgion de la SOD (spot 25), de la CaM
(spot 26), des PCP (spots 34, 36, 41, 43), des (SN&s 8, 21), de la TPI (spot 4) et de la
sous — unitgl du protéasome (spot 30) palexandrium catenellaEn effet, la SOD était
significativement sous - exprimée en présence dellplou de zinc, dées la concentration
contaminante 6 uM, mais a un taux nettement plergeé(-28,0) en présence de zinc, qu’en
présence de plomb (-6,5) (Tableau Xl). Puis, la S{¥paraissait aux concentrations 12 uM
et 18 uM, quel que soit le métal testé. ConcerfafaM (spot 26), la sous — expression de
cette protéine n’était pas significative en présetie plomb quelle que soit sa concentration,
tandis qu’elle était significative en présence de 12 uM, a un taux tres élevé (-21,8),
I'expression de cette protéine étant ensuite cot@plént inhibée en présence de Zn 18 uM
(Tableau XIl). Puis, la contamination par le zincgltpi que soit la concentration testée,
provoquait la sous — expression significative de@GP associée a certains spots (41, 43), alors
gue la contamination par le plomb n’induisait jasnaucune modification d’expression de
cette protéine (Tableau XI). De facon similairePI@P était sous — exprimée a des taux plus
élevés (ou disparaissait) en présence de zinc putéh présence de plomb (spots 34, 36).
Les FNR (spots 8, 21) disparaissaient des la @ildef concentration testée de zinc, ce qui

n'était pas le cas pour le plomb. En présence de, zia TPl (spot 4) était soit
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significativement sous — exprimée (-3,2 en préselecén 6 UM ; -3,4 en présence de Zn 12
HM), soit disparaissait (en présence de Zn 18 jaM)s que cette protéine n’était pas sous —
exprimée en présence de Pb 12 uM, et ne dispatgmsais en réponse a la contamination
par le plomb. Enfin, la sous — unfié&lu protéasome (spot 30) disparaissait en préesena

6 UM et de Zn 18 uM, mais pas en présence de plommames concentrations.

Inversement, la contamination par le plomb pouaadir un impact plus important que
la contamination par le zinc sur la sous - expagsdie la LBP (spot 33), de la HSP 90 (spot
40) et des MDH (spots 7, 19) pAtexandrium catenellal’expression de la LBP n’était
modifiee qu’'en présence de plomb, avec un effes pliastique a la concentration 12 uM
(disparition) gu’a la concentration 6 uM (taux :3@2(Tableau XI). Les mémes modifications
d’expression étaient faites concernant HSP 90 (samgpression en présence de Pb 6 uM : -
2,4 ; disparition en présence de Pb 12 uM), aff@grdnce que cette protéine finissait par
disparaitre en présence de Zn 18 uM. La MDH eétdtitsggnificativement sous - exprimée en
présence de Pb 6 uM (spot 7), soit disparue erepcésde Pb 12 uM et de Pb 18 uM (spot
19), ce qui n’était pas observé dans le cas deritamination par le zinc (Tableau Xl).

Enfin, la contamination par le plomb avait aussi impact plus important que la
contamination par le zinc concernant la sous -esgon de la BIP (spot 6) et de la RPI (spot
28), puisque ces protéines disparaissaient enmrésie Pb 12 uM, ce qui n’était pas le cas
pour Zn 12 uM, méme si une sous — expression rgmifisative de ces protéines était alors

remarquée (Tableau XI).

Ces résultats suggerent que les métaux plomb etaxmient des impacts différents sur
la sous — expression de certaines protéines dégra dAlexandrium catenellaPour les
protéines sous — exprimées SOD, CaM, PCP, FNR, ddels — unitéd du protéasome, la
contamination par le zinc avait un impact plus imgat que la contamination par le plomb.
En revanche, pour les protéines sous — exprime&s¥SMDH, BIP, RPI, la contamination
par le plomb avait un impact plus important quectatamination par le zinc. Enfin, a
l'inverse du zinc, le plomb induisait une expressiadifiée (sous — expression) de la LBP

chezAlexandrium catenella

Concernant les sous - unitégiu protéasome, la RUBISCO et la SOD, leur expoessi
parAlexandrium catenell&tait toujours affectée par les deux métaux tegigslle que soient
leurs concentrations respectives, sans qu'il soiir putant possible de dégager une nette
différence d’'impact entre le plomb et le zinc.
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Tableau XI. Taux d’expression des protéines dintérét en famctides conditions
contaminantes Pb 6 uM, Pb 12 uM, Pb 18 uM, Zn 6 412 uM et Zn 18 uM.

(+) : augmentation des teneurs en protéines enitammsl contaminantes ; (-) : diminution des teneers protéines en conditions
contaminantes ; Disp. : disparition de la proténeconditions contaminante$§”; Expression trés significativement différente enditions
contaminantes (P < 0,01)" Expression significativement différente en comtiti contaminantes (0,01 < P < 0,05) Expression assez
différente en conditions contaminantes (0,05 <(?19)

Spot n° Protéine Pb 6 pM Pb 12 pM Pb 18 pM Zn 6 UM Zn 12 uM Zn 18 uM
1 Inconnue 2,0 (+) 8,2+ (+) 37 () 3,3+ 2,07 (+) 6,07 (+)
2 Non identifiée 4,1% (-) - 21 () 2,2 (9 - -

4 TPI 4,00 (<) - 3,07 () 3,24 () 3,4% (9) Disp.
5 Sgrl(’ft"é‘;‘sngri“ Disp. Disp. Disp. 3,90 () Disp. Disp.
6 BIP 25 () Disp. - 29 () 43 () -
7 MDH 7,3% () - - 4,0 () 25 () -

8 FNR 53 () 2,0 () - Disp. Disp. -

9 RUBISCO Disp. Disp. Disp. Disp. Disp. Disp.
10 MDH 2,9% (1) Disp. - 25 (1) Disp. Disp.
11 Non identifiée - - 3,9* (1) - - -

12 Inconnue - 18,5%** (+) 53 (+) - Disp. -
13 Non identifiée - 13,5%* (+) 6,0 (+) - - 6,8*** (+)
14 Non identifiée - 17,7%* (+) 2,6* (+) 2,1* (+) 2,4 (+) 2,3* (+)
15 PGP - 16,4* (+) 1,7 (+) - - -
16 | FRTP -Synhase - 163 (+) | 46 () : : Disp.
17 Non identifiée - 19,2 (+) 79 (+) - Disp. Disp.
18 | Sy trheo - 16,75 (+) 89 (+) 2,7 () Disp. Disp.
19 MDH - Disp. Disp. - Disp. -
21 FNR 7,35 (2 Disp. - Disp. 4.4 () Disp.
22 Non identifiée - - 12,8 (+) 21 €) Disp. -

24 Non identifiée - 56 (+) 9,0 (+) - - Disp.
25 SOD 6,5% (-) Disp. Disp. 28,0** (-) Disp. Disp.
26 CaM 41 () 38 (9 26 () 49 € 21,8% () Disp.
28 RPI 7,8(-) Disp. - 2,1¢) 3,6(-) Disp.
29 RUBISCO 2,8% (4 Disp. Disp. - 13,2%* (<) Dis
30 | Sous unieh 30 () Disp. - Disp. 40 () Disp.
31 Inconnue 1,7 () Disp. Disp. - 3,1* (-) Disp.
32 Inconnue 3,1 () Disp. - - - -

33 LBP 2,35 (1) Disp. - - - -
34 PCP 2,2% () 2,3% () 2.2 () 2,7% () - Disp.
35 | Sous unies 20 () - - 6.5 (-) 2,7% () Disp.
36 PCP 3,2% (<) - 1,5* (-) 3,3% () 2,1% (9) 2,0% ()
37 | Spueunieu - Disp. - 216 83 () Disp.
39 FNR 6,0 (-) Disp. - - 8,0 (-) Disp.
40 HSP 90 2,4% (-) Disp. - - - Disp.
41 PCP - - - 2,4% () 2,2 () 4.4% (-)
43 PCP - - - - 2,0% (1) 2,0 (-)
s | Somoume | : : : : Disp.
a5 | Sqmiume | : : : : Disp.
46 | Hiotéasome : : 21 () : : Disp.
a7 | S e 20 () - - - - Disp.
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4. Comparaison de limpact du plomb et du zinc surles catégories
fonctionnelles assignées aux protéines d’intérét

Quels gque soient les métaux testés, plomb ou @hdeurs concentrations, les
protéines d’intérét étaient toujours principalemassociées, dans cet ordre, a la réponse au
stress oxydatif, a la photosynthese et au métabelides carbohydrates (Figures 51, 55, 59,
66, 70 et 74).

Cependant, ces trois catégories fonctionnelleerdtdabujours plus affectées par le
zinc que par le plomb, comme semblaient I'indiglesr plus fortes proportions de protéines
impliquées dans ces fonctions en présence de miea grésence de plomb (réponse au stress
oxydatif : 34% en présence de Zn 6 UM contre 27%psence de Pb 6 uM, 31% en
présence de Zn 12 uM contre 26% en présence d@ BM139% en présence de Zn 18 uM
contre 26% en présence de Pb 18 uM ; photosyntl#&¥# .en présence de Zn 6 UM contre
24% en présence de Pb 6 uM, 26% en présence d& gMIontre 19% en présence de Pb
12 uM, 29% en présence de Zn 18 uM contre 25% é&sepce de Pb 18 uM ; métabolisme
des carbohydrates : 17% en présence de Zn 6 pMecb8% en présence de Pb 6 uM, 17%
en présence de Zn 12 uM contre 10% en présence ti2 pM).

De plus, toujours concernant le zinc, 'augmentationniveau de contamination se
traduisait par 'augmentation de la proportion gestéines impliquées dans la réponse au
stress oxydatif, et dans la photosynthése (stnegsatif : de 34% en présence de Zn 6 puM a
39% en présence de Zn 18 uM ; photosynthése : 4ee2bprésence de Zn 6 puM a 29% en
présence de Zn 18 uM), suggérant un effet de ctradiem de ce métal sur ces deux
catégories fonctionnelles. Aucun effet de concdioiman’était pourtant constaté en présence
de plomb, ni pour la réponse au stress oxydatponr la photosynthése, le taux des protéines
d’intérét impliquées dans ces fonctions restanba@kment constant en présence de ce métal,
guel que soit sa concentration. En revanche, lmiplet le zinc partageaient le fait d'impacter
plus faiblement le métabolisme des carbohydratemesure que leurs concentrations
contaminantes augmentaient (de 17% en présence de M a 8% en présence de Zn 18
UM ; de 13% en présence de Pb 6 uM a 9% en préderieb 18 uM).

En revanche, la fonction de bioluminescenddl@kandrium catenellaeprésentée par
la protéine LBP, n’était affectée qu’en cas desstigar le plomb, la contamination par le zinc
ne modifiant aucunement I'expression de cette pretdl en était de méme pour la fonction

métabolisme du phosphoreAdexandrium catenellaeprésentée par la protéine PGP.
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B-DISCUSSION

. PROTEINES IMPLIQUEES DANS LA REPONSE AU
STRESS OXYDATIF

Parmi les différentes fonctions métaboliques pbées par la contamination
métallique (photorespiration, métabolisme du phosphométabolisme énergétique,
photosynthese, métabolisme des carbohydrates| sigihdaire, bioluminescence, réponse au
stress oxydatif, action chaperonne), la réponssti@ss oxydatifyia les teneurs des sous —
unités du protéasome, de la SOD, de HSP 90 et Fedait la fonction la plus affectée par
les métaux plomb (26% a 27% des protéines d’ift@éinc (31% a 39% des protéines
d’intérét) chezAlexandrium catenellaToutefois, le zinc semblait avoir un impact pfost
gue le plomb sur la réponse au stress oxydatif elediaoflagellé, avec un effet de
concentration notable, cette catégorie fonctioenélant davantage perturbée lorsque les

concentrations contaminantes augmentaient.

1. Superoxyde dismutase

Dans les conditions physiologiques, les cellulesinayun métabolisme aérobie
produisent constamment et inévitablement des espe&aetives de I'oxygene (ROS). Les
ROS sont alors principalement générées au couls i@spiration cellulaire, a I'intérieur des
mitochondries, mais aussi pendant la photosyntres@térieur des chloroplastes, pour ce

qui concerne les végétaux (Stohs et Bagchi, 19d8ffer et al, 2009 ; Leeect al, 2012). La

forme la plus simple de ROS est I'anion superox@de™ qui se forme par addition d’'un

électron a I'oxygéne moléculaire,OPendant la photosynthése, les anions Gsont les
produits de la photoréduction de }@ans le photosystéme | du chloroplaste (Miller-84oet
Van Dolah, 2004 ; Kiefferet al, 2009). Au cours de la respiration cellulaire, les
mitochondries produisent de 2 a 3 nmol g'Opar minute, par mg de protéines (Leteal,

2012). Des études estiment que 1 a 4% de hWléculaire consommé par la chaine
respiratoire mitochondriale, reste incompletemeéudiuit en raison d’un « défaut » naturel du
transport d’électrons au niveau de la NADH-ubiquemaxydoréductase (complexe I), ce qui
conduit a I'oxydation incomplete de la fonction mpme du coenzyme Q, et donc a la

formation de radicaux semi-quinones. Chaque radieali-quinone est capable de transférer
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un électron a une molécule ¢t génere donc un radical superoxyde @Btohs et Bagchi,

1995).

Toutefois, les stress environnementaux subis Eacddules peuvent augmenter leur
production de ROS, ce qui perturbe I'équilibre pblggyique initialement existant entre
prooxydants et anti-oxydants. Ce déseéquilibre uargtat prooxydatif est connu sous le nom
de stress oxydatif (Okamoto et Colepicolo, 1998).chntamination métallique crée un stress
oxydatif qui augmente les niveaux de ROS (Bareteal, 2012 ; Leeet al, 2012), comme
cela a par exemple été mesuré dans les chloroplastedinoflagellé marinGonyaulax

polyedra (Sigaud-Kutneret al, 2002). En effet, les métaux entrainent la foromatdes
radicaux Q ~ et ' OH, au cours des réactions de Fenton (1) et derHabéeiss (2), (3) et (4),

suivantes (Leet al, 2012) :

metal™ £ Ha03 —metal™* ' £ "OHL-O0H ™ (1)

metal® ™! £ 05~ —=metal®* +0, (2)

metal”* +Ha05—metal” '+ "OH+0OH~ (3)
— metal™ /metal” ! ” e s

0;” +Hx0; 5 02+ "0OH-0OH (4)

Les tres toxiques radicaux hydroxyl€3H, dérivant de la réaction d;B, avec les
meétaux (cf. réaction (3) ci-dessus), représeni@mhéjeure partie des ROS générées par le

stress métallique (Leet al, 2012). En paralléle, les radicaux superoxydgs,®odérément
réactifs, peuvent interagir avee® (en présence de métaux ou pas), ou encore NO¢

afin de générer les oxydants plus puissants etdyé&stoxiques :OH, ROO ou ONOO

(Okamoto et Colepicolo, 1998 ; Sigaud-Kutredr al, 2002 ; Leeet al, 2012). Le stress
oxydatif induit par ces ROS en exces, entraineclaagements dans 'homéostasie cellulaire
rédox, et conduit a une activation anormale desoubts du signal rédox sensibles (lete
al., 2012). De hauts niveaux de ROS peuvent aussivoend des dommages cellulaires
importantsvia la dénaturation des protéines et des acides quelg] mais aussiia la

peroxydation des lipides membranaires qu’ils oarasént. En effet, les biomolécules sont
des cibles potentielles du stress oxydatif, notantm@our le radical hydroxyleOH,

hautement toxique (Okamoto et Colepicolo, 1998 ¢ ke al, 2012). Les ROS peuvent
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attaquer les biomoléculeg €n arrachant un électron a un atome de ces bémmlek if) en
leur arrachant un atome d’hydrogeérnig) en s’additionnant sur leurs doubles liaisons ffi€re

et al, 2009). Ainsi, ils peuvent réagir avec les acigess polyinsaturés des phospholipides
membranaires, y initiant la formation de chainespdmxydation lipidique (Roméet al,
2000 ; Shiet al, 2005). Par alilleurs, le stress oxydant peut érdgrala carbonylation des
protéines, comme cela a été observé dans les mestéiu foie, chez le poiss@arassius

auratusexposé au cadmium (Séti al, 2005).

Dans des conditions physiologiques, un équilibrastex entre la production
physiologique de ROS et leur détoxification a Bneur des cellules (Kieffegt al, 2009).
Cet équilibre repose sur I'action de molécules-artidantes et d’enzymes spécifiques (Stohs
et Bagchi, 1995), lesquelles sont particulierensmilicitées en cas de stress oxydatif. Les
mitochondries et les chloroplastes étant les prades sources de ROS, ces organites sont

donc naturellement riches en enzymes anti-oxydafteset al, 2012). Six enzymes sont
impliquées dans la détoxification cellulaire dedicaux superoxydes £ : la superoxyde

dismutase (SOD), [l'ascorbate peroxydase (APX), laatalase (CAT), Ila
monodéshydroascorbate réductase (MDAR), la déshgdoobate réductase (DHAR) et la
glutathion réductase (GR) (Dumont, 2008 ; Kieffer a., 2009). Le processus de

détoxification des radicaux superoxydes Orepose sur l'action conjuguée de ces Six

enzymes, selon le schéma suivant (Figure 82) :
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Figure 82.Processus de détoxification des radicaux superax@e assuréar six enzymes

anti — oxydantes : superoxyde dismutase (SOD), rbat® peroxydase (APX), catalase
(CAT), monodéshydroascorbate réductase (MDAR), yfrslascorbate réductase (DHAR), et
glutathion réductase (GR) (Dumont, 20083. protéine encadrée est sous — exprimée (voire
dégradée) ou disparait du protéome d’Alexandriurtecella en réponse a la contamination

métallique

Parmi ces enzymes anti-oxydantes, les SODs (FigByesont des métalloprotéines,

oxydo-réductases (EC 1.15.1.1), acceptrices deopsoH au cours de la dismutation des

anions superoxydes,0, en @ et HO,, selon la réaction (Alschet al, 2002) :
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Reaction: 2 superoxide + 2 Hi+) = 2] + HiZ)O(Z).
=D

2 = superoxide + 2 x H(+) = ::I)a:: + H(2)0(2)

Figure 83. Structure tridimensionnelle de la superoxyde dissel (SOD) dans les
mitochondries de rein humaifBorgstahl et al, 1992) (http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/enzymes/)

Les SODs sont des enzymes ubiquistes, présentefos ldans les mitochondries, les
chloroplastes, le cytosol et le milieu extraceikdaselon les especes considérées (Sigaud-
Kutner 2002 ; Gilletet al, 2006). Elles forment une famille comprenant tralasses
d’isoformes spécifiquement localisées, identifiéas la base des métaux fixés sur leurs sites
actifs : les Cu-Zn SODs (chloroplastiques, cytapms), les Fe-SODs (chloroplastiques) et
les Mn-SODs (mitochondriales) (Stohs et Bagchi, 19B% et al, 2003 ; Miller-Morey et
Van Dolah, 2004 ; Let al, 2012 ; Leeet al, 2012).

Les SODs participent & I&"1ligne de défense contre le stress oxydatif (Fi@2eet
les effets déléteres qu’il impose aux cellules (@&tMorey et Van Dolah, 2004 ; Bareeh

al.,, 2012). Elles permettent de réguler efficacememapidement les teneurs en radicaux
libres superoxydes £ dans les cellules (Kieffeat al, 2009 ; Kosovat al, 2011 ; Leunget

al.,, 2011 ; Leet al, 2012). Les SODs commencent par convertir cesnarém HO; ; puis
I'H O, qui résulte de cette conversion est détoxifié @@sa dismutation en, @t HO, sous
I'action de la catalase (CAT) (Bareenhal, 2012 ; Leeet al, 2012).

Les ROS formées en excés en réponse au stresdignétapeuvent agir comme
molécules de signal pour l'induction cellulaire dduréponse anti — oxydantaa I'expression

d’enzymes telles que la SOD (Barestral, 2012). L'induction de la SOD est ainsi reconnue
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comme un mécanisme protecteur minimisant les doramagllulaires oxydatifs chez les
organismes vivant dans les environnements polld&arioto et Colepicolo, 1998). Ainsi, le
cuivre induisait I'expression du géne de la Cu-ZdDSchez la plantédrabidopsis thaliana
(Remanset al, 2012). Une induction rapide de la Mn-SOD en ré&eon la contamination par
le plomb 18 puM, était enregistrée dans les celldesdinoflagellé marirKarenia brevis
(Miller-Morey et Van Dolah, 2004). De la méme fagbexpression significative de la Cu-Zn
SOD était constatée en cas de contamination divkiP&rna viridispar du cadmium (Leung
et al, 2011).

Toutefois, chez la microalgughlamydomonas reihnardtéxposée au cadmium, une
augmentation des teneurs en Mn—-SOD était observéeéene temps qu’une diminution des
teneurs en Fe-SOD (Gillet al, 2006). D’autres études ont porté sur l'activieggld SOD
chez Gonyaulax polyedrasoumise a des expositions chroniques (30 jourspmties (48
heures) au mercure, au cadmium, au plomb et awec(@kamoto et Colepicolo, 1998). Ces
travaux rapportaient qu’en cas d’exposition chrarid’activité de la SOD augmentait durant
le 1* jour d’exposition, tandis qu’en cas d’expositicapide, la Fe—SOD et la Mn—SOD
étaient induites. En revanche, aucune inductiola d&u-Zn SOD n’était mentionnée dans ces
conditions de stress métallique. Chez d’autresavicganismes tels que les levures, une forte
stimulation de I'expression de la Mn-SOD était mésy en méme temps qu’une légere
diminution de I'expression de la Cu-Zn SOD (Vietoal, 2001). Dans les feuilles de Peuplier,
une diminution des teneurs en Cu-Zn SOD était rdppoen conditions de stress par le
cadmium (Kiefferet al, 2008 ; Kosoveet al, 2011). De tels résultats étaient également
mentionnés dans des études portant sur I'exprest@oBARNmM, sur I'abondance et sur
I'activité de la Cu-Zn SOD chez les plantes (Kietieal, 2008, 2009). Ces études montraient
une diminution effective de ces trois parametresit dlorigine pourrait étre une disponibilité
réduite des métaux cuivre et zinc par rapport admoam contaminant, ainsi qu’une
compétition possible de ce métal, avec le cuivrdeetinc, sur le site du co-facteur de
'enzyme (Kiefferet al, 2008, 2009).

De facon équivalente aux résultats rapportés cessus, I'expression de la Cu-Zn
SOD ne semblait pas induite par le stress métalligde au plomb ou au zinc,
lorsqu'Alexandrium catenell@&tait exposée a ces méetaux. En effet, dans |lameeetude, la
Cu-Zn SOD était toujours fortement perturbée (seusxpression ou dégradation) par les
concentrations contaminantes de zinc ou de plostBds. En présence des concentrations 12

MM et 18 uM de ces métaux, la Cu-Zn SOD dispartisyatématiquement du protéome
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d’Alexandrium catenellasuggérant d’utiliser cette protéine comme margpeotéomique du
stress par le plomb et le zinc, a ces concentstién revanche, en présence de la plus faible
contamination testée (6 uM), des différences d’ichpmur le protéome semblaient exister
entre le zinc et le plomb, le taux de sous — egmwasde la Cu-Zn SOD étant de -6,5 en
présence de plomb, alors qu'il atteignait -28,0t dai valeur minimale enregistrée, en
présence de zinc. Ces résultats indiquaient doeclawcontamination par le zinc avait un
impact plus sévére, par rapport a la contamingiamle plomb, sur la Cu-Zn SOD exprimée
par Alexandrium catenellaCette réduction drastique des teneurs en Cu-ZbB $Qurrait
résulter d’'une dégradation de cette protéine mamétaux testés. En effet, les acides aminés
constitutifs des protéines sont trés sensiblesragssoxydant, lequel peut se traduire par un
clivage des séquences polypeptidiques, et daraslearticulier d’'enzymes, par I'inactivation
de celles — ci (Stohs et Bagchi, 1995). De facameg#e, I'oxydation des protéines les rend
beaucoup plus sensibles a la dégradation par kEgsome (Delattret al, 2005), ce qui
pourrait contribuer a expliquer la disparition lai-Zn SOD du protéome Alexandrium
catenellaaux fortes concentrations métalliques. Des travagrés sur certains animaux (rat,
grenouille) exposés au plomb, ont ainsi montré lgueontamination par ce métal diminuait
les teneurs en glutathione réduite, glutathionectade, mais inhibait également le recyclage
du gluthatione oxydé, tout en réduisant les nivedenSOD et de catalase, conduisant a une
augmentation du taux de ROS, ainsi qu’a une dindnwdu potentiel anti-oxydant (Lext al,
2012).

2. Sous — unités et p du protéasome

Le protéasome est un complexe enzymatique multi ctéjgue présent dans les
cellules eucaryotes, ou il est localisé a l'intéridu noyau, dans le cytosol, ou encore associé
au réticulum endoplasmique (Daswet al, 2013). Le protéasome a pour fonction la
dégradation protéolytique intracellulaire des praé mal repliées, oxydées, endommagées
ou obsoletes (Contrerast al, 2010; Wanget al, 2011 ; Marzanoet al, 2012). La
dégradation protéasomale évite 'accumulation aéggts protéiques qui pourraient interférer
avec les processus métaboliques, et de fait, iedaimort cellulaire (Flick et Kaiser, 2012 ;
Marzanoet al, 2012). De par cette dégradation, le protéasome gussi un réle important
dans la réponse au stress oxydatif, 'expressio@tigue ou pendant le cycle cellulaire. La

protéolyse par le protéasome peut s’effectievié la voie ubiquitine - protéasome, laquelle
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est énergéetiquement dépendante (ATP) (Flick etdfai®012 ; Rodriguest al, 2012) {i)
indépendamment de l'ubiquitine et de 'ATP (Shangaylor, 2012).

L’ubiquitine est une petite protéine (8,5 kDa, ®idas aminés) capable de se lier de
facon covalente a d’autres protéines, avec l'ai@g@maymes activant I'ubiquitine, au cours
d’'un processus appelé ubiquitination (Dasirial, 2013). La voie ubiquitine — protéasome
est un systéme protéolytique trés sélectif qui aemg deux étapes : 1, l'identification du
susbstrat protéique par ubiquitination, les protiiblées pour la dégradation étant marquées
par la protéine ubiquitine ; 2, la dégradation gestéines cibles ubiquitinées (Shang et
Taylor, 2012). L’'ubiquitination est coordonnée pais enzymes différentes, notées E, et
Es. L'ubiquitine est d’abord activée pag,Eria la formation d’'une liaison thiol-ester de haute
énergie, entre un résidu C-terminal de la glycinesdaibiquitine et le résidu cystéine de E
Puis, des enzymes ;Econjuguées a l'ubiquitine, transférent l'ubiquitirectivée, via
lintermédiaire thiol-ester ubiquitine, vers le stfat protéique a dégrader, lequel est
spécifiguement lié a &zenzyme appartenant a la famille des ligases itlrigu- protéines.
L’enzyme E catalyse ensuite la formation d’une liaison isdjokpentre un groupe carboxyle

de I'ubiquitine et le groupe amine du substrat gopie a éliminer.

Le complexe protéasome - ubiquitine a une formbaté, avec une cavité cernée par
guatre anneaux en son centre, dans laquelle dedféa digestion des protéines ubiquitinées
(Dasuri et al, 2013). Chaque anneau est composé de sept psotélas deux anneaux
internes comportent sept sous — unitésesponsables de l'activité catalytique ; les deux
anneaux externes contiennent sept sous — uajtésii contrélent I'acces des protéines a

dégrader au coeur du protéasome, et ont un rol@t giutictural.

La protéolyse par le protéasome joue un rble ingmordans la réponse au stress
oxydatif, en éliminant les protéines oxydées, @@ament ciblées par ubiquitination (Flick et
Kaiser, 2012). Ainsi, certains travaux rapporten¢ @ugmentation significative du taux de
protéines ubiquitinées dans des cellules exposées aontaminants métalliques suscitant un
stress oxydatif (Marzanet al, 2012). L’augmentation de I'abondance des soustésio du
protéasome était rapportée comme étant un indicateu’accélération de la dégradation
protéasomale dans ces conditions (Rodrigaies, 2012). Des métaux tels que le cadmium
augmentaient I'activité protéasomale chez le ménéet al, 2007). De facon similaire, une
sur — expression de +2,1 fois des sous - unitéfu protéasome était mesurée dans le
protéome du crab&riocheir sinensissoumis a une exposition chronique au cadmium, la

résistance de ce décapode face au cadmium reppsarablement sur la protéolyse des
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protéines oxydées par le protéasome (Silvestral, 2006). Chez l'algue brune marine
Scytosiphon gracili®xposée au cuivre, et chez le pois€bgsias melanostigmaxposé au
mercure, les sous - unitésdu protéasome étaient également sur — expriméastrégaset
al., 2010 ; Wangpet al, 2011).

Dans le contexte de I'étude, les concentrations sbess - unitésy du protéasome
exprimées parAlexandrium catenellaétaient toujours affectées par la contamination
métallique au plomb ou au zinc, quel que soit ieau de cette contamination. Concernant
limpact du plomb, celui — ci se traduisait exceptiellement par la sur — expression, a un
taux tres élevé (+16,7), d’'une sous — unitélu protéasome (spot 18) (Tableau Xl). Ces
résultats étaient en accord avec ceux mentionnés & travaux ci — dessus, suggérant
gu’Alexandrium catenellsse prémunirait de I'accumulation des protéines oagdgar le
stress meétallique, en augmentant son taux de dégnada&rotéasomale. Toutefois, dans la
plupart des cas, I'impact du plomb restait néfastieles sous — unités du protéasome. Quelle
gue soit la concentration de plomb testée dansd&tla disparition systématique de la sous —
unité a du protéasome correspondant au spot 5 était olesesuggérant I'utilisation de ce
protéine comme indicateur protéomique du stressaltiggte par le plomb. De fagon
équivalente, Pb 12 uM conduisait a la disparitioncdetaines sous — unités et § du
protéasome (spots 30 et 37). Concernant la conédimimpar Zn 6 uM, celle — ci conduisait &
la sous — expression des sous — unitds protéasome au niveau des spots 5 (-3,9), IBeP,

35 (-6,5), mais aussi a la disparition de cettegmetau niveau du spot 30, tandis que Zn 12
KM conduisait a la disparition des sous — unitésl protéasome associées aux spots 5 et 18,
ainsi qu'a la sous — expression de cette protéineigeau du spot 35 (-2,7). Enfin, la
contamination par Zn 18 uM provoquait la dispant®ystématique des sous — unit€du
protéasome correspondant aux spots 5, 18, 30, 35443745, 46 et 47. D’autres travaux
montraient que le stress oxydatif pouvait cibleptetéasome lui — méme, en induisant des
modifications oxydatives de celui — ci, par glutbaylation ou par nitrosylation, et donc un
dysfonctionnement de la dégradation protéasomadsydet al, 2013), lequel pourrait donc

aussi concerner le protéasom@ldxandrium catenella
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Il. PROTEINES IMPLIQUEES DANS LA PHOTOSYNTHESE

La photosynthéseyia les teneurs des protéines RUBISCO, FNR, PCP, ATP -
synthase, RPI et TPI, était 18" fonction la plus affectée par les métaux plomi941®25%
des protéines d’intérét) et zinc (26% a 29% degépres d'intérét). Globalement, le zinc avait
un effet un peu plus important que le plomb sutiété photosynthétique, avec un effet de
concentration, l'activité photosynthétique étantatdage perturbée lorsque les concentrations

contaminantes de zinc augmentaient.

1. Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase

La ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase (RUBISGERIit toujours fortement
perturbée (sous — expression ou dégradation) parolecentrations contaminantes de zinc ou
de plomb testées. La RUBISCO associée au spot @ardissait systématiquement du
protéome dAlexandrium catenellaguelle que soit la concentration de plomb ouide.De
plus, la RUBISCO associée au spot 29 était de mamsnoins exprimée en présence des
concentrations contaminantes croissantes de changtal, pour finalement disparaitre en
présence de leurs plus fortes concentrations. €ssltats suggerent I'utilisation de la
RUBISCO comme marqueur protéomique du stress nggtallpar le plomb ou par le zinc,
chez Alexandrium catenellaLa disparition de la RUBISCO correspondant aut g8 était
toutefois observée a partir d’'une concentration fditse de plomb (12 uM) que de zinc (18
uM); et pour une concentration contaminante de M, cette RUBISCO était
significativement sous — exprimée en présence daanipl alors qu’aucune différence
d’expression n’était constatée en présence dedzup®ite concentration, suggérant un impact

plus fort du plomb que du zinc sur la RUBISCO sgtigée paAlexandrium catenella

220



La RUBISCO (Figure 84) est une carboxy — lyase 41L1.39) capable de catalyser
la fixation du CQ sur le ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP : sucréapbrcing carbones), au

cours de la réaction :

Reaction: Z 3-phospho-D-givcerate + 2 Hi+) = D-ribuiose 7,5-bisphosphate + CO{Z) + HZ)O.
0 0

0 [+] [8]
] ._'!_,W,_'!_” 2
“)H/\“'}, ©  42xHM="T)" 7m0+ Co) HH@O

(8] 8] 4] (8] (4] (4]
2 % 3-phospho-D-glycerate D-ribulose 1,5-bisphosphate

Figure 84. Structure tridimensionnelle de la ribulose 1,5hissphate carboxylase
(RUBISCO) chez  Spinacia oleracea (Taylor et Anderson, 1997)

(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/enz/ine

La RUBISCO est I'enzyme la plus abondante sur npkaeéte, ou elle contribue de
40% a 55%, a I'ensemble des protéines solublexptes dans les feuilles des organismes
photosynthétiques (Ishidet al, 1997). Outre son implication dans la photoresioina via
'oxygénation du RuBP, la RUBISCO présente dansstema des chloroplastes est
indispensable a 1882°étape de la photosynthése, ou cycle de CalvirutEigs). Le cycle de
Calvin est indépendant de la Iumiere, contrairemenix réactions claires de la
photophosphorylation. Il permet de synthétiser ivearbohydrates (amidon, saccharose,
glucose) associés a l'autotrophie des organismetgynthétiques, en utilisant le g@xé
par le RuBP en présence de RUBISCO, ainsi querbgm@roduite sous forme d’ATP et de
NADPH pendant les réactions claires. Le cycle dévi@acomprend trois étapes: (1) la
carboxylation du RuBP donnant du 3-phosphoglycéiR@A), en présence dB, de CQ et
de RUBISCO ; (2) la réduction du PGA en glycérajdizh 3-phosphate (GAP) en présence
d’ATP et de NADPH, étape conduisant a la formapooprement dite des carbohydrates ; (3)

la régénération du RuBP destiné a un nouveau cgcleativin.
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Figure 85.Représentation schématique du cycle de Calvin (&behl, 2009).Les protéines
encadrées sont sous — exprimées (ou dégradéesdmaraissent du protéome d’Alexandrium

catenella en réponse a la contamination métalligueDO, aldolase ; FBPase, fructose 1,6-
bisphosphatase ; GAPDH, glycéraldehyde 3-phosptétkydrogenase ; PGK, phosphoglycérate kinase KPRu
phosphoribulokinase ; RPE, ribulosephosphate 3-&pmise ; RPI, ribose 5-phosphate isomérase; Rubisco,
ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase BPaSe, sedoheptulose 1,7-bisphosphatase ; TKT,

transketolase ; TPI, triosephosphate isomérase

Plusieurs études ont mis en évidence les effetastesf dus a I'accumulation des
métaux dans I'appareil végétatif des organismegoslyathétiques. Les métaux provoquent
(i) la dégradation des chlorophylles ce qui inhibpHatosyntheseij endommagent jusqu’a
l'ultrastructure des chloroplastés X entrainent la sous — expression de nombreusesinpst
impliquées dans l'activité photosynthétique, pluécgsément dans le cycle de Calvin, telles
que la RUBISCO, la triosephosphate isomérase (€Pl)aldolase (ALDO) (Gilletet al,
2006 ; Fuhret al, 2008 ; Kiefferet al, 2008 ; Ahsart al, 2009). Les résultats de ces études
sont donc en accord avec la réduction des ten@uRdJBISCO ici enregistrée en réponse au
stress métalliquejia, soit la sous — expression de cette protéine sadilisparition pour cause
d’inhibition de I'expression protéique ou de dégtama Les conséquences directes de cette
réduction pourraient étre une moindre fixation dD,Cainsi qu’'une moindre efficacité du
recyclage du RuBP pendant le cycle de Calvin (i€reft al, 2008). Chez d'autres
microorganismes tels que la microalgeseudokirchneriella subcapitatées contaminations
par le chrome et le palladium entrainent une ditionudrastique des quantités de RUBISCO

a lintérieur des chloroplastes (Vanniat al, 2009, 2011). Des résultats similaires sont
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obtenus en présence de cadmium chez la micro@@lemydomonas reinhardt{iGillet et
al., 2006). Les métaux cadmium, cobalt, cuivre, lithissrontium et zinc, induisaient une
réponse similaire dans les feuilles de riz (Hajdatlkal, 2001). Des concentrations élevées
d’arsenic conduisaient a la dégradation de plusieprotéines impliquées dans la
photosynthese, dont la RUBISCO, dans les feuilled&gibstis tenuis(Duquesnoyet al,
2009).

A l'intérieur de la structure primaire de la RUBISCl'acide aminé le plus sensible a
I'oxydation est la méthionine (Gat al, 2009). Lorsque cet acide aminé est oxydé, il adnd
a la formation de résidus sulfoxyde de méthioni@mdtmanet al, 2005). Or, les résidus
résultant de cette oxydation sont impligués dansnégquage des protéines vouées a la
dégradation protéolytique par les protéases (Brédassbach, 2000 ; Desimoaeal, 1996).
Par conséquent, la dégradation de la RUBISCO assogu stress meétallique pourrait
s’expliquer par le marquage oxydatif de cette pnetéau niveau de ses acides aminés

méthionine.

Outre la réduction des teneurs en RUBISCO, unemditin significative de I'activité
de cette enzyme (autour de 50%) était constatgwésence de cobalt, de zinc ou de cuivre,
chez la plante aquatig&alvinia natansd’ou un potentiel de fixation du carbone sévenmgme
perturbé (Dhiret al, 2011). Le cadmium provoquait également la dimorute l'activité de
la RUBISCO dans des plants de mais et de haricgan{&vet al, 2008 ; Smeetst al, 2005).

Or, de nombreuses protéines portent des sitesiderni aux métaux, et nécessitent des cations
métalliques pour leurs activités catalytiques (Denska — Kepovat al, 2004). Ainsi, les
sites actifs de la RUBISCO sont organisés autaur dation Mg*. La diminution d’activité

de la RUBISCO résultant de la contamination meépadi pourrait donc étre liee a la
substitution des ions Mg par des cations métalliques contaminants (Van st Clijters,
1990). Elle pourrait également résulter d’une taigrréversible se formant entre les cations

meétalliques contaminants et les groupements th®lss RUBISCO (Pankoviet al, 2000).

Le maintien de l'activité de la RUBISCO, ainsi ggen assemblage, sont des
processus complexes impliquant d'autres protéingssi aque certains meétabolites
(Demirevska — Kepovat al, 2004). Ainsi, I'activation de la RUBISCO est lectéalisée par
une protéine spécifique présente dans le chlorpida RUBISCO activase (RA) (Salvucci
et al, 1987). L'assemblage de la RUBISCO fait interveme autre protéine du chloroplaste :
la RUBISCO Binding Protein (RBP) (Raat al, 1988). Il a été rapporté que la RA pourrait
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jouer un réle dans le maintien de I'activité dé&RldBISCO en conditions de stress métallique
(Siedlecka et Krupa, 2004). D’autres travaux memtent une diminution des taux de RA et
de RBP, et une diminution des taux de RUBISCO,égomse a un stress métallique, par le
cuivre, dans des plants de blé; par le chromez dgeudokirchneriella subcapitata
(Demirevska — Kepovat al, 2004 ; Vanniniet al, 2009) ; et par le cadmium, chez le
Peuplier (Durancet al, 2010). Ces résultats suggerent que les diminutitedivité et de
teneurs en RUBISCO, souvent enregistrées en régonsestress métallique, pourraient aussi

étre liées aux déegradations de la RA et de la Rgferedrées par les métaux.

2. Complexe péridinine chlorophylle - protéine

Le complexe péridinine chlorophylle — protéine (BP@Bt toujours perturbé par les
concentrations contaminantes de zinc ou de plonfos@&es aux cultures Alexandrium
catenella Pour chaque concentration de plomb testée, la &GS6éciée au spot 34 présentait
des teneurs significativement réduites (sous —esgion, ou dégradation) par rapport au
protéome témoin. Des résultats similaires étaibsensés, quelle que soit la concentration de
zinc, pour la PCP associée aux spots 36 et 41. @R pourrait donc étre un marqueur
protéomique du stress métallique par le plomb auepainc chezAlexandrium catenellaCes
perturbations de la PCP semblaient moindres quescehregistrées pour la RUBISCO, la
PCP apparaissant toujours dans le protéome quelsqitele niveau de contamination
métallique (excepté au niveau du spot 34 en préséan 18 puM), ce qui n'était pas le cas
de la RUBISCO. Toutefois, contrairement au plongbzinc provoquait toujours la sous —
expression de la PCP associée a certains spoté3y¥De plus, concernant les protéines sous
— exprimées en commun (spots 34 et 36), les tawsods — expression de la PCP en cas de
contamination par le zinc étaient plus bas qu’esm @a contamination par le plomb. Ces
résultats suggerent que le plomb et le zinc ontnde=aux d’'impact différents sur la PCP, la

contamination par le zinc ayant un effet plus intg@atr que celle par le plomb.

Il est généralement admis que les organismes gfigliiens captent I'énergie
lumineuse grace a des complexes pigments — pretéherris et Miller, 1994). Parmi les
organismes chlorophylliens, les dinoflagellés pdesé un complexe pigment — protéine
spécifique, de nature hydrosoluble, appelé comppéxielinine chlorophylle - protéine (PCP).

Le complexe PCP peut étre particulierement abondaet certains dinoflagellés tels que
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Gonyaulax polyedraespece chez laquelle il représente jusqu'a 5%pdetines solubles
totales (Leet al, 1997).

Le complexe PCP des dinoflagellés capte I'énengigineuse grace a un pigment de
type caroténoide (Hofmanet al, 1996). Ce pigment caroténoide est la péridintagtant
I'énergie lumineuse dans le bleu — vert (longu€onde d’absorption entre 470 nm et 550
nm), a des longueurs d’onde inaccessibles pouhltraphylle. L’énergie lumineuse captée
par la péridinine est ensuite transférée vers éedres réactifs de la chlorophylle, lesquels
convertissent I'énergie lumineuse en énergie chimidies molécules de péridinine d’un
complexe PCP forment des interactions de Van deal$\&@ec la chlorophylle, rapprochant
ces deux pigments, et facilitant par la — mémetrdasfert d’énergie lumineuse depuis la
péridinine vers la chlorophylle, ce qui optimisglatosynthése (Hofmaret al, 1996).

Des études menées sur la PCP des dinoflag@léaodiniumsp. et Gonyaulax
polyedrag ont montré la prédominance de la péridinine ppport a la chlorophylle, avec un
ratio de 4:1 (Prézelin et Haxo, 1976). La PCP pelaipter deux formes différentes selon les
especes considérées : la forme monomérique etrzefdimérique (Hilleret al, 2001). La
forme monomérique est une protéine de 32 kDa, ptésedeux domaines similaires, dont
chacun se lie a un cluster composé de quatre me&de péridinine et d'une molécule de
chlorophylle (Hofmanret al, 1996). La forme dimérique comprend deux polypkgtide 15
kDa environ (lesquels peuvent étre, ou ne pas iéatiques), chaque polypeptide étant relié
a un cluster chromophore identique a celui de |® R@©nomérique (Hofmanet al, 1996)
(Figure 86).

Figure 86. Structure tridimensionnelle de la forme dimériqudalpéridinine chlorophylle —

protéine (PCP) chegmphidinium cartera¢gHofmannet al, 1996)
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La PCP contient également une molécule d'un lipiggpelé digalactosyl diacyl
glycérol (DGDG) (Hofmanret al, 1996). La PCP est tournée vers la lumiére thytikone
des chloroplastes, la partie lipidigue DGDG étamthéissée dans la membrane interne des
thylakoides. Liée a la DGDG, la partie protéique ldePCP assume trois roleg Elle
solubilise la PCP dans le compartiment aqueux doraplaste, puisqu’en la seule présence
de la DGDG, la PCP serait hydrophobg €lle module les propriétés d’absorption des
pigments péridiniens et chlorophylliens ) elle arrange les molécules de pigments entre

elles, de sorte qu’un transfert efficace de I'éreehgmineuse puisse avoir lieu.

Les caroténoides peuvent servir de quenchers, td@sdc par transfert d’énergie,
I'état excité d’'une espece chimique (Sigaud — Kugteal, 2002). Grace a cette propriété, les
caroténoides protegent des dommages photooxydadéss, centres réactionnels de la
photosynthese ainsi que les complexes d’antenrsegias, chez certaines plantes soumises a
une forte intensité lumineuse ou a un stress ffR@malhoet al, 1998 ; Garcia-Plazaokt
al., 1999). Chez les dinoflagellés, la péridininelesguencher important dQ la péridinine
et le B-carotene agissent comme des anti-oxydants ce#sléSigaud — Kutnest al, 2002).
La péridinine a un rble protecteur majeur contrestieess oxydatif chez le dinoflagellé
Lingulodinium polyedrumsa production de péridinine augmentant de 60%éponse au
stress oxydatif (Pintet al, 2000). Des résultats antagonistes sont mentiodages d’autres
études concernant le dinoflageEonyaulax polyedrachez lequel les niveaux de péridinine
diminuent en cas d’exposition au mercure, au cashmau plomb ou au cuivre (Okamatd
al., 2001). Les résultats de ces travaux sont enrd@ec ceux ici présentes, les teneurs en
PCP cheZlexandrium catenell&tant réduites en réponse au stress métalliquie ggomb
ou par le zinc. La réduction des teneurs en péndindiminuerait la capacité
photosynthétique, mais permettrait parallelementrétpuler le flux d’électrons entre les
photosystemes | et I, empéchant ainsi la formati@mions superoxydes,Ovia la réaction

de Mehler, et évitant donc les dommages photooXgd&@kamotoet al, 2001).
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3. Ferrédoxine — NADP réductase

La ferrédoxine - NADP réductase (FNR) est fortenqaarturbée (sous — expression,
voire dégradation) par les concentrations contam@sade zinc ou de plomb testées dans
I'étude. En présence de plomb, la FNR associéespots 21 et 39 est sous - exprimée a partir
de la concentration 6 pM, pour disparaitre du o a la concentration 12 uM. En
revanche, en présence de zinc, la FNR disparalad&scentration 6 uM au niveau des spots
8 et 21, disparition confirmée au niveau du spét I8 concentration 12 uM, tandis que la
disparition des spots 21 et 39 est observée arlaeotration contaminante supérieure (18
KM). La disparition de la FNR des spots 8 et 2fireeluisait a partir d’'une concentration plus
faible de zinc (6 uM) que de plomb (12 uM), suggémn impact néfaste plus important du
zinc que du plomb, sur la FNR synthétiséeAdaxandrium catenella

La FNR (Figure 87) est une oxydo - réductase agissar certaines protéines fer —
soufre (EC 1.18.1.2). Plus précisément, la FNRIgsade transfert d’électrons existant entre
le coenzyme NADP(H) et la protéine fer — soufraddoxine notée Fd (Ceccaredi al,

2004), selon la réaction :
Reaction: 2 reduced ferredoxin + NADP(+) + H(+) = 2 axidized ferredoxin + Nadph,

(j)\\ . . Lﬁ[? (f” 8 a @\.
My -:-!I—l-—l!-" & N _II'_“_Il_: &
2 % reduced ferredoxin + \q— LI \y_z' + H(+) =2  oxidized ferredoxin + \r_zf bl \d

|
NADP() NADPH

Figure 87. Structure tridimensionnelle de la ferrédoxine — NA réductase (FNR) chez
Azotobacter vinelandii (Prasad et al, 1998) (http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/enzymes/)
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La FNR est une flavoenzyme localisée dans le strdesachloroplastes, a proximité
de la membrane thylakoidienne (Figure 97). Elletgoaine liaison non - covalente avec un
groupement prosthétique appelé Flavine Adénine @émtide (FAD). Le groupement FAD
est un co — facteur dérivé de la vitamine B2 (ldoahe) qui confere a la FNR sa capacité
catalytique lors d’'un transfert d’électrons (SarcBAequetaet al, 2012)La FNR intervient
plus particuliéerement pendant la photophosphonatiors de la derniere étape de transfert
d’électrons de celle — ci (Figure 96). Ce transtégétectrons par la FNR s’opere en présence
du substrat Fd, métalloprotéine constituée de @ladier — soufre, portant deux cations fer
tétracoordonnés avec deux anions sulfures, eteygatupements thiols de résidus cystéine
(Lodeyroet al, 2012). Lors du transfert d’électrons, les catiar de la Fd oscillent entre les
degrés d'oxydation +2 (forme réduite de Fd) et faBnie oxydée de Fd). Parallelement au
transfert d’électrons, le NADRest réduit en NADPH (Hanket al, 2011), le NADPH étant
un coenzyme essentiel au cycle de Calvin (Figure é@Bsi qu'a d’autres réactions de
régulation, de protection et de biosynthese cetkdaLodeyroet al, 2012). Dans cette étude,
les quantités réduites de FNR exprimées Adaxandrium catenellan conditions de stress
métallique auraient probablement un impact néfastel’activité photosynthétique de cette
especeif de facon directe, pendant le transfert d’électidasa photophosphorylation )(de
facon indirecte, au cours du cycle de Calvin, @ésorades quantités moindres de NADPH
disponible.

La FNR participe a d’autres voies métaboliqueslguehotosynthése, parmi lesquelles
figurent lassimilation de l'azote, la synthese aitees aminés (acide glutamique),
I'assimilation du soufre et le métabolisme desdis (Lodeyreet al, 2012). Il peut donc étre
envisagé que ces voies métaboliques soient peesiripar le stress métallique chez
Alexandrium catenellaau méme titre que la photosynthése. En raisosadeapacité a
moduler I'environnement rédox dans lequel se tratives cellules, la FNR est également
impliquée dans la défense cellulaire contre les rdages générés par le stress oxydatif
(Palatniket al, 1997). Ainsi, I'expression génétique de la FNRitéhduite chez la bactérie
Pseudomonas putidaoumise a un stress oxydatif (Leeal, 2006). Ce type de résultats
n’était pas observé au niveau du protéonfdeXandrium catenellgouisque la FNR était soit
sous — exprimée (ou dégradée), soit disparaissaigérant que les cellules de cette espéce

étaient moins protégées des dommages occasionniésghass oxydatif.
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Certaines études ont mis en évidence la solubdisatestructive de la FNR, depuis
les membranes thylakoidiennes vers le stroma desoplhastes, lorsque des plantes étaient
soumises a un traitement par des peroxydes et deg&nes, montrant I'effet toxique de ces
substances oxydantes sur la FNR (Palagtilal, 1997). Il n’est donc pas a exclure que la
réduction des teneurs en FNR mesurée dans notite étit le résultat, non pas d’'une sous —
expression spécifique de cette protéine, mais phlitine telle solubilisation de la FNR en
conditions oxydantes. Des travaux récents menésiesiralgues et des cyanobactéries ont
aussi montré que la Fd était une cible du stregdaiX, au profit d’'une autre enzyme appelée
flavodoxine (Fld), dont l'activité est égalementatgsée par la FNR (Lodeyret al, 2012).

La diminution des teneurs en Fd mesurée dans ca®anjanismes semblait résulter de la
forte sensibilité des clusters fer — soufre aux @@ oxydantes. L'oxydation de la Fd au
niveau de ces clusters conduit a la formation destamces instables se dégradant rapidement,
donc aboutissant a linactivation de la moléculeada libération du fer qu’elle contient
(Lodeyroet al, 2012).

Certains auteurs ont rapporté I'impact toxique ddnsium 150 pM sur la FNR de la
microalgueChlamydomonas reinhardtiun taux de sous — expression de -1,7 de la FHIR ét
mesuré dans ces conditions (Gillgt al, 2006). Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus dans la présente étude, bien que les taugods — expression mesurés pour
Alexandrium catenell@xposée au zinc ou au plomb a des concentratib@seures a celles
du cadmium testées s@. reinhardtii soient beaucoup plus bas, entre -4,4 et -8,0 (en
présence de Zn 12 uM), témoignant de I'impact beap@lus fort du zinc ou du plomb chez

Alexandrium catenellague du cadmium chéz. reinhardtii.

En bref, la réduction des teneurs en RUBISCO, PCPN&R enregistrée dans cette
étude en réponse au stress meétallique, montreaguei¢ photosynthétique est séverement
perturbée par la contamination au zinc ou au ploohtgz Alexandrium catenellaCette
perturbation de I'activité photosynthétique pourrsiaccompagner d’'un ralentissement du
métabolisme énergétiqgue associé a une réductiomédesves en ATP, puisque I'ATP est
produit au cours de la photophosphorylation. Cegssus pourrait alors étre compensé par la
sur — expression de I'ATP — synthase pour proddaeantage d’ATP, comme cela sera

indiqué au point V de cette discussion.
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l1l. PROTEINES IMPLIQUEES DANS LE METABOLISME
DES CARBOHYDRATES

Le métabolisme des carbohydratés, les teneurs des protéines RPI, TPl et MDH, est
la ™ fonction la plus affectée par les métaux plomb @%3% des protéines d'intérét) et
zinc (8% a 17% des protéines d’intérét). Globalemlenzinc semble avoir un effet un peu
plus fort que le plomb sur le métabolisme des carthattes, tandis que I'impact de ces deux

métaux diminue avec les concentrations contamisarrt@ssantes.

1. Triosephosphate isomérase

Excepté en cas de contamination par Pb 12 puM,résspn de la triosephosphate
isomérase (TPI) semblait toujours modifiée en présede plomb ou de zinc. Ainsi, les
teneurs en TPI diminuaient significativement damgptotéome des cellulesAtExandrium
catenella exposées au Pb 6 uM et au Pb 18 uM, avec des daux4,0 et de -3,0
respectivement, qui ne témoignaient pas d'un dfatoncentration de ce métal. En revanche,
impact de la contamination par le zinc sur la E®dit de plus en plus fort en présence des
concentrations croissantes de ce métal, la TPsdamt par disparaitre en réponse a la
contamination par Zn 18 uM. La contamination parzilec avait un impact un peu plus
important que la contamination par le plomb, puistpelPl ne disparaissait jamais en
réponse a la contamination par le plomb, ce quaih'gas le cas en présence de zinc. Enfin,
en présence de Pb 6 uM et de Zn 6 uM, la TPI gtais — exprimée (ou dégradée) de facon
équivalente suggérant l'utilisation de cette pre@&omme marqueur protéomique du stress

occasionné par cette concentration métallique éh@zandrium catenella

La TPI est impliquée dans l'interconversion defoaks et des cétoses (EC 5.3.1.1). La
TPI est un dimére stable de deux sous — unitésppptidiques composées d’environ 250
acides aminés, présent dans le cytosol cellula@ra glupart des étres vivants (Figure 88). La
TPI catalyse tres efficacement (Putnedral, 1972), I'interconversion de la dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) en glycéraldéhyde 3-phosphate \@86sovaet al, 2011), au cours de

la réaction :

Reaction: D-glyceraldehyvde 3-phosphale = glveerone phosphalte.
) 8] 0

Il
u—r—H\)\&u 0 O=P=0
= ]

Il
0 0 0
D-glyceraldehyde 3-phosphate glycerone phosphate
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Figure 88. Structure tridimensionnelle de la triosephosph&emérase (TPIl) chez
Trypanosoma brucei (Verlinde et al, 1991) (http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/enzymes/)

La TPI participe a differentes voies métaboliquent le cycle de Calvin
(photosynthése) (Figure 85) et la glycolyse (Figg®¥ (Ralseet al, 2008). Dans le cycle de
Calvin, la TPI catalyse la conversion du G3P en PHAu cours de 1a°% étape suivant la
carboxylation du RuBP. Par conséquent, la réduaesteneurs en TPI observée en réponse
au stress meétallique confirme la perturbation deplotosynthése, liée aux protéines
RUBISCO, PCP et FNR, précédemment étudiées.

La glycolyse, également appelée voie d’Embden —dvteyf — Parnas, est une voie
d’assimilation du glucose qui se déroule dans l@so} cellulaire. La glycolyse utilise le
glucose comme substrat afin de produire de I'éeergius forme d’ATP, ainsi que du

pyruvate disponible pour le cycle de Krebs. La tiéadilan de la glycolyse est :

1 glucose + 2 ADP + 2 Pi + (2 NAD-----> 2 pyruvate + 2 ATP + 2 $0 + (2 NADH)

La glycolyse est composée d'une série de dix mé@astiregroupées en deux
phases successives : 1, une phase préparatoigerézintions) qui consomme de I'énergie (2
ATP) au cours de laquelle la dégradation du gluedmritit a deux trioses phosphates, 2, une
phase rentable (cinq réactions) qui produit deelfgire (4 ATP) ainsi que la forme réduite du
coenzyme NAD (2 NADH) (Figure 89). La TPI catalyse 1&°™5 étape de la phase
préparatoire de la glycolyse, étape correspondéirgoanérisation du DHAP en G3P (Ralser
et al, 2008).
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Figure 89. Déroulement de la glycolyséa protéine encadrée est sous — exprimeée (voire

dégradée) ou disparait du protéome d’Alexandriurteella en réponse a la contamination

métallique

De facon similaire a ce qui est observé pour ldau@s dAlexandrium catenella

I'exposition des feuilles de Peuplier a du cadmi2puM conduisait a une diminution des

s\ s

guantités de TPI dans le protéome de cette esgEdale (Kieffeet al, 2008). Des résultats

analogues étaient obtenus concernant des cellulesadeniféres exposées a des extraits de

sols contaminés par les métaux nickel, cadmium, pJder et aluminium (Ben Fredit al,

2012). Toutefois, des concentrations en plomb awteul00 pg ! aboutissent & des résultats

antagonistes chez I'huitrf@accostrea glomerat@frhompsonet al, 2011, 2012), alors que

chez certains poissons soumis a un stress chron{§parus auraty la TPl est
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significativement sous — exprimée et proposée colpimm@arqueur potentiel pour ce type de
stress (Alvest al, 2010).

L’activité catalytique réduite de la TPI pourra@indérer une résistance particuliére au
stress oxydatif chez les levures, et chez le némafaednorhabditis elegan@Ralser et al.,
2006, 2007). Les teneurs réduites de TPl mesumtagponse au stress meétallique dans le
protéome dAlexandrium catenellgpourraient conférer a ce dinoflagellé une telEstance.

En réponse a un stress oxydaSaccharomyces cerevisiaprésente une diminution
d’expression de plusieurs protéines impliquées tiagdycolyse, tandis qu'une augmentation
d’expression des enzymes de la voie des pentosesplpdites est observée (Godenal,
1998). La glycolyse est en effet étroitement liéla &oie des pentoses phosphates, ces deux
voies métaboliques utilisant le méme substrat, lelucage 6-phosphate
(http://www.snv.jussieu.fr/lbmedia/Metabo/pentosepiht Des résultats équivalents a ceux
observés che3. cerevisiasont obtenus a partir de cellules épithéliales hoesasoumises a
des stress oxydants pas® et NO (Le Goffeet al, 2002). Une activité accrue des enzymes
de la voie des pentoses phosphates conduirait tade®levés de NADPH, co-facteur requis
par les principales enzymes anti — oxydantes (@jisia réductase) neutralisant les ROS
formées en réponse au stress (Pafiiakl, 2007). Par conséquent, 'augmentation du flux de
la voie des pentoses phosphates, conjuguée audisaament de la glycolyse, pourrait jouer
un réle crucial dans le systeme de protection leétkicontre le stress oxydatif (Ralsral,
2007). Par allleurs, le possible ralentissemeriadgycolyse en réponse au stress métallique
pourrait conduire a des teneurs plus importantegiiose au niveau intracellulaire, et donc
expliquer I'exsudation de cette biomolécule pdexandrium catenellax de forts niveaux
dans le milieu extracellulaire, comme cela a précédent été mesuré et présenté (chapitre
IV, section A, paragraphe V).
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2. Ribose 5-phosphate isomérase

La ribose 5-phosphate isomérase (Ryp@st significativement affectée par les métaux
testés (plomb, zinc), qu'en présence des plussfadacentrations contaminantes. En effet,
cette protéine ne disparait du protéomdéleXandrium catenellaqu'en réponse aux
contaminations par Pb 12 uM et par Zn 18 uM. Taigefa concentrations égales, la
contamination par le plomb a un impact plus impartpue la contamination par le zinc sur la

Rpi exprimée paAlexandrium catenella.

La Rpi (EC 5.3.1.6) catalyse linterconversiono(igrisation et épimérisation) du
ribose 5-phosphate (R5P, aldose) en ribulose 5pbtads (Ru5SP, cétose) (Zhaegal, 2003),

au cours de la réaction :

Reaction: D-nibose 5-phosphate = D-ribulose S-phosphate.
0 O O

I 0 0

O P} |
I —0 () [ e ()
0 1

) 0 o 0o 0 0
D-ribose S-phosphate  D_jjhulose S-phosphate

La Rpi est une enzyme intracellulaire ubiquistesexit sous deux formes distinctes,
notées RpiA et RpiB (Zhangt al, 2003) (Figure 90). Bien que ces deux formes ysealt la

méme réaction, la forme RpiA semble prédominer ¢éerUcCaryotes (Steat al, 2007).

Figure 90.Structure tridimensionnelle de la ribose 5-phosphabmérase (RpiA) chez

Escherichia col(Zhanget al, 2003) (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/datalseazymes/)
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La Rpi a un réle métabolique dans le cycle de @alphotosynthese), ou elle catalyse
'avant - derniere étape du cycle conduisant @&d¢gnération finale du RuBP (Figure 85). La
Rpi est également impliquée dans la voie des pestpkosphates (Figure 91) (Zhaatcal,
2003). Cette voie, appelée voie de Warburg — Dickensorecker, se déroule dans le
cytoplasme et utilise du glucose 6-phosphate, leegteaussi substrat de la glycolyse. La voie
des pentoses phosphates a plusieurs rolés ellé conduit au co-facteur réduit NADPH
impliqué dans la biosynthése des acides gras etldaéduction du glutathion a la base de la
défense anti — oxydanté)(elle produit du ribose 5-phosphate, précurseusr rdecléotides
présents dans les acides nucléiques (ADN, ARN)TPAet plusieurs coenzymes rédox
(NADH, NADPH) (iii) elle aboutit & I'érythrose 4-phosphate, précursies acides aminés
aromatiques (phénylalanine, tyrosine et tryptophamans le contexte de I'étude, les
fonctions ci — dessus pourraient étre perturbéetap@eplétion de Rpi enregistrée en réponse

au stress meétallique ch@texandrium catenella

La voie des pentoses phosphates comprend deursbascessives (Figure 91) : la
1% phase, dite oxydative, est irréversible, tandis lgu&™ phase, dite non oxydative, est
réversible (Kruger et Schaewen, 2003). E4phase oxydative génére du NADPH et du Ru5P
a partir du glucose 6-phosphate. I°8%hase non oxydative débute par I'interconversion du
Ru5P en R5P, réaction alors catalysée par la Rpiduisant a la formation de trois
carbohydrates distincts : le fructose 6-phospHatglycéraldéhyde 3-phosphate et I'érythrose

4-phosphate (Figure 91).
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Figure 91. Voie métabolique des pentoses phosphates

(http://www.humans.be/pages/biochoses.htirg. protéine encadrée est sous — exprimée

(voire dégradée) ou disparait du protéome d’Alexamd catenella en réponse a la

contamination métallique
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La contamination par le cadmium 150 uM conduit a dimeinution de 1,9 fois du
taux de Rpi chez la microalg@hlamydomonas reinhard{iGillet et al, 2006). Des résultats
similaires sont obtenus en réponse a une contaminggr du cadmium 20 uM chez le
Peuplier (Kiefferet al, 2008). Ces résultats sont en accord avec cewenobtpour la Rpi
exprimée pailexandrium catenellapuisque la Rpi n'apparait plus dans le protéomeed
dinoflagellé lorsque celui — ci est exposé a PluliRet a Zn 18 uM. La comparaison de ces
résultats suggére un impact plus important de oasentrations en plomb et en zinc sur
catenella que des concentrations 150 pM et 20 uM de cadmsunr@. reinhardtii et sur le
protéome du Peuplier, respectivement. Chez lesnmges photosynthétiques, le stress
métallique modifie les teneurs en Rpi ce qui pbdula régénération du RuBP (cycle de
Calvin), et donc la photosynthése, confirmant ce é€fait postulé précédemment chez
Alexandrium catenellaconcernant la sous — expression ou la dégradalkesn protéines
photosynthétiques RUBISCO, PCP, FNR et TPI.

Les métaux pourraient également interférer avemia des pentoses phosphates, en
se substituant & I'action co — enzymatique dé'Mg&"* et Mré*, cations requis tout au long
de cette voie métabolique (Figure 91). Les réactibisemeérisation aldose — cétose reposent
sur deux meécanismes possibles : soit un déplacehnybnide de proton, soit un transfert de
proton via un intermédiaire 1,2-cis-enediol (Nagorski et Richa2001). Lors du *
mécanisme, les enzymes catalysant la réactionnttigsation nécessitent la présence d’'un
meétal agissant comme centre électrophile (Zhetngl, 1993). Certaines études ont formulé
I’hypothese selon laquelle la Rpi pourrait appdrtances enzymes (Steat al, 2007). Afin
de valider ce postulat, ces études ont mesurévigicde la RpiB en présence des métaux
cadmium, magnésium et zinc, ch@&zypanosoma cruziToutefois, chez ce procaryote,
l'activité de la RpiB n’est pas affectée par lestame testés, montrant que cette enzyme agit

sur son substrat indépendamment de la contaminaidallique (Stermt al, 2007).
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3. Malate déshydrogénase

La malate déshydrogénase (MDH) est toujours aféegtar la contamination au
plomb, ses teneurs étant significativement plusldaijusqu'a -7,3 fois (spot 7) en réponse a
la contamination par Pb 6 uM par rapport au progtémoin ; et cette protéine disparaissant
du protéome contaminé (spots 10 et 19) pour lesettrations supérieures en plomb (Pb 12
UM, Pb 18 pM). L'impact du zinc sur la MDH semladatefois moins fort que celui du plomb
concernant certaines protéines, telles que ceflecas au spot 7, dont I'expression n'est pas
significativement modifiée en présence de Zn 6 eMcelle associée au spot 19, qui ne
disparait pas du protéome en présence de Zn 18TpMefois, I'impact néfaste du zinc est
relevé pour la MDH associée au spot 10, lequeladaipen réponse aux contaminations les
plus importantes (Zn 12 uM, Zn 18 uM). Cette prméilisparait a la fois en présence de Pb
12 uM et de Zn 12 pM, indiquant que la MDH pouréite un marqueur protéomique du
stress occasionné par certaines concentrationsaroordntes de plomb et de zinc chez

Alexandrium catenella

La MDH est une petite protéine de 62 kDa préseate ¢h matrice mitochondriale des
cellules eucaryotes (Figure 92). La MDH (EC 1.17).8st une oxydo — réductase catalysant
la conversion du malate en oxaloacétate (Zbhbwal, 2009). Cette réaction de conversion

s'accompagne de la réduction du coenzyme N&DNADH, selon la réaction :

0 0 d\\ i | 7 1] i \‘LI\

A S ST, N Mo g I T

0L ) sl A R Ao N sl

(S)-malate gw d! o oxaloacetate o o o
NAD(+) NADH

Figure 92. Structure tridimensionnelle de la malate déshydiragé (MDH) chez
Aquaspirillium  arcticum (Kim et al, 1999) (http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/enzymes/)
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La MDH est impliquée dans le cycle de Krebs, appelgle des acides
tricarboxyliques ou cycle du citrate (Figure 93h(& al, 2002, Silvestret al, 2006, Zhotet
al., 2009, Sukaloviet al, 2011). Ce cycle comprend dix étapes qui se d&mowans les
mitochondries des cellules eucaryotes, sous I'actaialytique de huit enzymes différentes.
La MDH catalyse la 19" et derniére étape du cycle (Figure 93). Le cyel&rkbs succéde a
la glycolyse, et finalise le métabolisme des caybofites en produisant de I'énergie sous
forme d’ATP. Pour cela, le pyruvate formé graca allcolyse est converti en acétyl pris en
charge par le coenzyme A (CoA-SH) pour donner deéltyl-CoA. Puis, I'acétyl subit une
série de reactions produisant £H,0, ainsi que de I'énergie sous forme de divers
coenzymes réduits (NADH, FADHet CoQoH,). Ces coenzymes réduits contiennent une
partie de I'énergie initiale des carbohydrates bwdisés, énergie restituée sous forme d’ATP

au cours de la phosphorylation oxydative de larehaéspiratoire mitochondriale.

Figure 93. Cycle de Krebs, également appelé cycle des atitesboxyliques ou cycle du
citrate (http://www.snv.jussieu.frl.a protéine encadrée est sous — exprimée (voireadég)

ou disparait du protéome d’Alexandrium catenella@ponse a la contamination métallique
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Les résultats ici présentés concernant la réducties teneurs en MDH par
Alexandrium catenellapourraient confirmer I'effet néfaste des métaux la déperdition
énergeétique liée a une diminution du stock d’ATEmidution précédemment évoquée et
associée a la perturbation d’expression de noméseysotéines impliguées dans la
photosynthese. Ce processus pourrait étre compmnséa sur — expression de 'ATP —
synthase pour produire davantage d’ATP. D'aprésiosrauteurs, la MDH pourrait tenir un
réle dans la régulation du stress résultant deokdatnination métallique (Sukalovat al,
2011). Par ailleurs, la MDH pourrait protéger lefludes dEscherichia colides dommages
induits par le stress oxydatif §8,, radiationsy) (Oh et al, 2012). Ainsi, plusieurs études
mentionnent une accumulation de malate, substrkt BM¥OH, chez diverses plantes exposées
a l'aluminium (Pelletet al, 1995, Larseret al, 1998). Toutefois, l'activité de la MDH est
inhibée dans des racines de mais exposées a demntations millimolaires de cuivre et de
zinc (Sukalovicet al, 2011), et dans des plants de riz contaminés paadmium 2,5 ppm
(Shah et Dubey, 1995). De la méme facon, la MDHseas — exprimée, dans les racines de
plants de tomate en réponse a la contaminatiorltesc- ci par I'aluminium 20 uM (Zhoet
al., 2009), et chez le crali&riocheir sinensien réponse a la contamination par le cadmium
500 pg L (Silvestreet al, 2006). Ces travaux sont donc en accord avecémstats de la

présente étude.

Par ailleurs, certains travaux montrent que desites tolérantes a I'aluminium
exposees a ce métal, sécretent des anions orgaraqiges tels que le malate, 'oxalate ou le
citrate, afin de chélater, et donc d’immobilisess ions AY* & la surface de leurs racines, et
ainsi d’empécher I'entrée du métal dans leur aplpadmgétatif via le systéeme racinaire
(Kobayashiet al, 2005, 2007, Zhotwet al, 2009). La diminution des taux de MDH ici
enregistrée pourrait ainsi induire une accumulatiemalate capable de chélater les iorf§ Pb
et Zrf*, ce qui permettrait Iimmobilisation de ces ionétafliques et pourrait diminuer leur

toxicité.
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IV. PROTEINE IMPLIQUEE DANS LA PHOTORESPIRATION
ET LE METABOLISME DU PHOSPHORE

La phosphoglycolate phosphatase (PGP) est suriad@ parAlexandrium catenella
a des taux tres élevés (> +16,0), en présence aifes fconcentrations contaminantes de
plomb (12 uM et 18 uM) testées. Aucune modificatitexpression de la PGP n’est observée
dans le cas de la contamination par le zinc, quplke soit sa concentration, suggérant que,
contrairement au zinc, le plomb pourrait avoir umpact spécifique sur le protéome

d’Alexandrium catenella

La PGP (Figure 94) est une hydrolase spécifiqudigisens monoesterphosphoriques
(EC 3.1.3.18). Elle catalyse I'hydrolyse du 2-pHusglycolate, en 2-glycolate et
orthophosphate (Lyngstadagtsal, 1995), au cours de la réaction :

Reaction: Z-phosphoglycolate + HiZ)0 = ghveolafe + phosphate.
0 0 o

0
(1—|I1 n\)k ;
1 0 +H(2)D=“\)'l\“+ o7yNo

0
2-phosphoglycolate glycolate phosphate

Figure 94. Structure tridimensionnelle de la phosphoglycolptosphatase (PGP) chez
Thermoplasma acidophilum (Kim et al, 2003) (http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/enzymes/)

Plus précisément, la PGP est une enzyme impliquée ta photorespiration des
organismes photosynthétiques, qui se déroule danshloroplastes, les peroxysomes et les
mitochondries (Figure 95). Sa sur — expression Alakandrium catenell&xposée a des
concentrations contaminantes de plomb suggére cineaton de la voie photorespiratoire

chez cette espéce phytoplanctonique. Il est géeréeait admis que les cations divalenté'Ca
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Mg?*, Mn**ou C&*, activent le role catalytique de la PGP pendaphigtorespiration (Kinet

al., 2004). Ces cations se fixent sur un site dedraisgpécifique de I'enzyme, proche de son
site catalytique (Stieger et Feller, 1997). Una fdiés sur le substrat 2-phosphoglycolate, les
cations polarisent la liaison phosphore — oxygémeatte molécule, augmentant le caractéere
électrophile de l'atome de phosphore, ce qui f&ciliattaque nucléophile de la liaison
phosphore — oxygéne par la molécule d’eau (Kinal, 2004). Dans cette étude, les cations
PK* pourraient donc, au méme titre que les cations—suiés, activer le role catalytique

photorespiratoire de la PGP, de plus sur - expripaé@lexandrium catenella

La photorespiration et la photosynthese sont deoggssus meétaboliques essentiels,
étroitement liés par l'activité de I'enzyme ribudog,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase
(RUBISCO) sur le substrat ribulose 1,5-bisphosph@aBP) (Figure 95). En effet, la
RUBISCO catalyse soit la carboxylation du RuBP4fian de CQ) pendant la 2" étape de
la photosynthése, soit son oxygénation (fixatiorO)' pendant la %° étape de la
photorespiration (Reumann et Weber, 2006). Au nivdas chloroplastes, I'oxygénation
photorespiratoire du RuBP conduit au 3-phosphogiteéet au 2-phosphoglycolate. Le 3-
phosphoglycérate obtenu est recyclé en RuBP pelaldfit®étape de la photosynthése (cycle
de Calvin), tandis que le 2-phosphoglycolate ne pentir d’'intermédiaire photosynthétique.
En revanche, grace a lactivité catalytigue de I&PP le 2-phosphoglycolate est
déphosphorylé en 2-glycolate et phosphate. Puis, @d8%2-glycolate est recyclé en 3-
phosphoglycérate qui est intégré dans le cyclealeiltC(Reumann et Weber, 2006). Ainsi, la
déphosphorylation du 2-phosphoglycolate par la P@&Rente deux avantage} €lle évite
'accumulation du 2-phosphoglycolate a I'intérielas chloroplastes, laquelle pourrait induire
I'inhibition de I'enzyme triosephosphate isoméraspliqguée dans la glycolyse (Mamedew
al., 2001) {i) elle permet au 2-phosphoglycolate d’étre recyidine, en substrat RuBP,
lequel est ainsi disponible en tant que substrdd géotosynthese (Kirat al, 2004).
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Figure 95. Photorespiration, cycle de Calvin, et voie d'askiion de l'azote, chez la
diatoméeThalassiosira pseudonar{®arker et Armbrust, 2005l.a protéine entourée est sur

— exprimée par Alexandrium catenella en réponsea adntamination métalliqueruBP :
ribulose 1,5-bisphosphate ; 3-PGA: 3-phosphogbteér Pi: orthophosphate; PGP : phosphoglycolate
phosphatase ; GDCT : glycine décarboxylase T-pretgi GSII: glutamine synthétase Il ; NR: nitrate

réductase ; GSlII : glutamine synthétase I

Contrairement a la photosynthése, la photorespiraboutit a la libération de G@t
NH3, en consommant du RuBP et de I'énergie sous faltA&P, tout en induisant une
réduction de la fixation du carbone atteignant jiss0% (Bahet al, 2010 ; Zhanget al,
2012). Certains travaux rapportent un manque ddobgdrates disponibles pour le
métabolisme cellulaire, ainsi qu'un phénoméne deesgence cellulaire, comme
conséquences néfastes d’une activité photorespeattense (Wingleret al, 2000). Par
conséquent, la photorespiration pourrait étre c@mée comme un processus contre —
productif pour les organismes photosynthétiquesamaotent pour les cellulesAlexandrium
catenellastressées par le plomb, sur — exprimant la PGRquge dans la photorespiration.

Toutefois, certains auteurs soulignent qu’en raisenla consommation det
d’énergie qu’elle occasionne, la photorespirationrpat jouer un réle primordial dans la
protection des organismes photosynthétiques comtetress photooxydatif (Winglest al,
2000). De plus, la photorespiratiovia le CQO, et le NH qu’elle produit, fournirait des
molécules directement assimilables pour les voiésaboliques du carbone et de l'azote

(Parker et Ambrust, 2005). Ainsi, des études mesaesles mutants déficients en PGP, ont
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révélé une interruption de croissance chez lestgdakrabidopsis thaliana(Somerville et
Ogren, 1979) eHordeum vulgargHall et al, 1987), et chez la microalg@hlamydomonas
reinhardtii (Suzuki et al, 1990). Cette interruption de croissance serait dueaine
accumulation de 2-phosphoglycolate a lintérieurs dehloroplastes, laquelle inhiberait
l'activité de la triosephosphate isomérase implegguians la glycolyse (Mamedast al,
2001).

En outre, la photorespiration permettrait la dig8gn de I'excés d’énergie chez tous
les eucaryotes photosynthétiques exposés a des fintensités lumineuses (Winglet al,
2000 ; Parkeet al, 2004). La fixation, par la RUBISCO, d;®lutét que de Cg donc la
voie photorespiratoire plutét que la voie photobgtitjue, serait favoriséé) (orsque I'apport
énergétique dépasse la capacité de la voie phdtatique a absorber I'excés d'énergi@ (
guand la teneur en GQdisponible est inférieure a la teneur en G@isponible. La
photorespiration pourrait alors étre utilisée pas @rganismes photosynthétiques stresseés,
comme un puits d’énergie évitant I'hyper — réduttide la chaine photosynthétique de
transport d’électrons (Wingleet al, 2000). Plusieurs études mentionnent que dessstres
abiotiques peuvent conduire a une activation devdee photorespiratoirevia la sur —
expression de la PGP. Ainsi, suite a un stressiduelrla PGP est sur — exprimée dans les
feuilles du Peuplieropulus americana(Bonhommeet al, 2009). La photorespiration est en
effet connue pour son action protectrice de l'appaphotosynthétique vis-a-vis de la
photoinhibition (Osmond et Grace, 1995 ; Patkal, 1996). De facon similaire, la plante
Puccinellia tenuifloradéveloppe une tolérance a la salinité grace @feantation de son taux
photorespiratoire (Yuwet al, 2011). Le stress oxydatif généré par les cyclapmne —
oxylipines induit aussi la sur — expression de @PPchez la plantérabidopsis thaliana
(Duckershoffet al, 2008). Enfin, la photorespiration produit certaimétabolites tels que
'acide aminé glycine qui peut étre utilisé danssymthese du glutathion impliqué dans la
défense contre le stress oxydatif des cellules tdtat Foyer, 1998 ; Noctat al, 1999). De
la méme facon, la sur — expression de la PGP Adakandrium catenellapourrait
indirectement protéger les cellules du stress adydecasionné par la contamination due au

plomb, en éliminant I'exces d’énergie lié au stress

Par ailleurs, le stress métallique da a la contatimingar le plomb pourrait stimuler le
métabolisme du phosphore, puisque la PGP sur -ineg@rserait capable d’agir sur des
guantités plus importantes de 2-phosphoglycolateduypsant ainsi plus d’orthophosphates

disponibles pour le cycle du phosphore. Cette hgs® pourrait étre validée par des travaux
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précédents, mentionnant qu'une autre phosphatapgréphosphatase, catalysant I’hydrolyse
du pyrophosphate en orthophosphate, est présentglusnfortes concentrations suite a
I'exposition de la microalgu€hlamydomonas reinhardta 150 uM de cadmium (Gilledt

al., 2006). Certains auteurs ont d’ailleurs évoquéidtence d'un couplage entre la
détoxification des métaux et le métabolisme du phose, via un phénoméne de
vacuolisation cellulaire (Nishikawat al, 2003). Leurs travaux ont mis en évidence une
diminution des teneurs en polyphosphates liée a angmentation des teneurs en
orthophosphates, a l'intérieur des vacuoles de ieromgue Chlamydomonas acidophila
exposee pendant trois jours au cadmium 20 uM. bésphosphates combinés au cadmium a
l'intérieur des vacuoles, seraient alors indispasibsous la forme d’orthophosphates
cytoplasmiques, assurant aux cellules@eacidophilaune détoxification par séquestration
vacuolaire (Nishikawat al, 2003). Une telle stratégie de détoxification paiirétre utilisée
parAlexandrium catenellagrace a 'activité d’'une PGP sur - exprimée e¥spnce de plomb,

et donc a des teneurs plus importantes en orthpphtes.

V. PRQTEINE IMPLIQUEE DANS LE METABOLISME
ENERGETIQUE

L’impact de la contamination par le plomb a forbmcentration (12 uM) se traduit par
la sur — expression a un taux particulierementé&(ev+16,0) de la sous — unjiéde I'ATP —
synthase cheAlexandrium catenellaComme pour la phosphoglycolate phosphatase, cette
sur - expression n'est jamais observée dans |lele€ds contamination par le zinc, quelle que
soit sa concentration, indiquant que le plomb anupact spécifique sur I'expression de la

sous — unit I'ATP — synthase pahlexandrium catenella

L’ATP — synthase (Figure 96), complexe protéiquardesse moléculaire élevée (400
kDa) (Kanget al, 2012), agit comme hydrolase des anhydrides deaptibsphorique (EC
3.6.3.14). L'ATP - synthase reéalise la synthéseTdPAa partir d’ADP et d’orthophosphate.
L’ATP est a la base du métabolisme énergétiqueettes vivants, son hydrolyse en présence
d’ATP — synthase apportant I'énergie indispensabldonctionnement de toutes les cellules.

Cette hydrolyse produit de 'ADP et de I'orthophbate, au cours de la réaction :
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Reaction: Afp + HIZ)O + Hi+)iinl = ado + phosphate + Hi+)fCOwE.
o 2 Ko N
'".'I.""_i'._'"".."'f"f\lg \(:( +H2)0 + HH (@) = ,'n_ /\Y—\( L \ O 4+ H(H)(Out)

ATP phusplnte

Figure 96. Structure tridimensionnelle de 'ATP - synthasezBos taurug§Abrahamset al,
1994) (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databasesymes/)

En outre, I'ATP — synthase est impliquée dans plusi autres fonctions
meétaboliques. Elle peut agir comme peptidase édintinles protéines anormales ou
endommagées, mais aussi comme chaperonne protégeaarant les protéines ayant un
réle clé dans le métabolisme cellulaire (Suzitkal, 1997). Dans le contexte de I'étude, ces
fonctions particulieres pourraient s’appliquer aelules dAlexandrium catenell@xposées
au plomb, la sous — unifede 'ATP — synthase alors sur — exprimée, permet&liminer,

ou de réparer, les protéines endommagées paess strétallique.

L’ATP - synthase est localisée dans les membramesctétes mitochondriales, ainsi
gue dans les membranes thylakoidiennes chloroglestides organismes photosynthétiques.
Elle est composée de deux parties (Figure 97) panige polaire, notéeofFenchassée dans la
membrane, et une partie globulaire, notéeald contact soit de la matrice mitochondrialet, soi
du stroma des organismes photosynthétiques (Kangl, 2012). La partie £ appelée
« stator», comprend trois sous - unitsdirectement impliquées dans la synthese d'ATP,
mais également trois sous - unitgstructurales, ainsi que des sous - urifgsts. La partie
Fo, appelée «otor », constituée de sous - unitésycet ¢, est mobile dans le plan de la

membrane, autour d'un axe constitué de certaings -sonités
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Afin de fonctionner, 'ATP — synthase nécessite gradient protonique de part et
d’autre d’'une membrane (Von Ballmoos et Dimroth, 2Q0’ou la nécessité pour cette
enzyme d'y étre enchassée, que la membrane soitoitdriale ou thylakoidienne. Dans les
mitochondries, 'ATP — synthase est impliquée darnsynthése d’ATP pendant la respiration
cellulaire, lors de la derniere étape de celle étdape de phosphorylation oxydative. Pendant
la phosphorylation oxydative, des réactions rédexpsoduisent au niveau d’'une chaine
respiratoire mitochondriale, laquelle est compa$éee série de complexes protéiques. Les
réactions rédox de la phosphorylation oxydativeligyent une circulation d’électrons le long
de la chaine respiratoire, ce qui a pour conséguene libération d’énergie. L'énergie libérée
génere le gradient protonique, de part et d’autréadnembrane, gradient indispensable a la
synthése d’ATP. Puis, les protons du gradient ts@rdg le complexe de I'ATP — synthase, ce
qui induit la rotation de la partieretor » Fo. Cette rotation provoque un changement de
conformation de la partie stator» Fi, laquelle permet la phosphorylation de 'ADP enFAT
en présence d’'orthophosphate. Dans les chloropld®8 P - synthase est impliquée dans la
synthése photosynthétique d’ATP, pendant les m@astclaires de celle- ci. Le gradient
protonique est alors créé grace a une chaine pimbkadique, puis la synthése d’ATP,
appelée photophosphorylation, se déroule dans rlemat sur la base de ce gradient
protonique. L'ATP — synthase est donc une enzyréalek phosphorylations respiratoires et
photosynthétiques, lesquelles représentent dewes\viadispensables au fonctionnement du
meétabolisme énergétique des organismes photosyntbstauxquels appartieAtexandrium

catenella
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Figure 97. Structure et fonctionnement de I'ATP - synthase sdda membrane
thylakoidienne, lors de la photophosphorylation rfvia State University websitela
protéine entourée est sur — exprimeée ; la protéémeadrée est sous — exprimée (voire
dégradée) ou disparait dans le protéome d’Alexamdricatenella en réponse a la

contamination métallique

Certains travaux montrent que I'exposition deslfesiide Typha angustifoliaa des
concentrations millimolaires de chrome induit & suexpression de I'ATP — synthase a des
taux dépassant +1,5 (Ba al, 2010). De facon similaire, la cyanobactéhieabaenasp.
PCC712 réagit & la contamination par I'arsenicdgtipdu 15™ jour de contamination), en
sur — exprimant I'ATP — synthase en vue d’accrdarsynthése d’ATP (Pandey al, 2012).

En présence d’arsenic, I'ATP - synthase est auss+ £xprimée par les frondes de la fougére
Pteris vittata (Bona et al, 2010). D’autres métaux tels que le mercure owaddmium,
induisent aussi une réponse protéomique adaptataat a augmenter les quantités d’'ATP —
synthase chez la microalg@hlamydomonas reinhardtiet chez certains lichens (Gillet

al., 2006 ; Nicolardiet al, 2012). De facon générale, cette réponse protémmagaptative
instaurée par les organismes photosynthétiques,pleumettrait i) de soutenir une activité
photosynthétique généralement perturbée par lessstneétallique, ainsi que l'atteste la
perturbation par l'arsenic, de la chaine photositigne de transport d’électrons chez
vittata (Bonaet al, 2010) (i) de répondre a des besoins énergétiques plus tamoafin de

résister au stress métallique (Kosataal, 2011). Le surplus d’énergie provenant d’une
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hydrolyse activée de I'ATP pourrait aussi rendnespbroductif le transport actif des cations
métalliques contaminants hors de la cellule pafl PA- synthase (Gillett al, 2006). Dans
ces conditions, la sur — expression de I'ATP —Isgs¢ pourrait représenter une stratégie de
détoxification, utilisée par une variété d’organgsrdontAlexandrium catenellapour lutter

contre le stress métallique.

Le stress métallique peut aussi induire 'augmématies niveaux d’ATP - synthase
chez des organismes non photosynthétiqgues, comlaeesemontré en présence d’arsenic,
chez le ciliéTetrahymena pyriformist chez la bactéri€lebsiella pneumoniagDawareet al,
2012 ; Zhanget al, 2012) ; en présence de chrome, chez la bad®dégadomonas aeruginosa
(Kilic et al, 2010) ; en présence de cadmium, chez le bivekma viridis (Leunget al,
2011) ; ou en présence de cuivre, chez le poi€mrorhynchus mykis€Eyckmanset al,
2012).

Par ailleurs, certains auteurs rapportent 'augateri synchrone des teneurs en ATP
— synthase, et en enzyme pyrophosphatase implidaé® I'hydrolyse du pyrophosphate en
orthophosphate, chez la microalg@lamydomonas reinhardtiexposée a 150 pM de
cadmium (Gilletet al, 2006). Des résultats comparables sont obtenus ldgrésente étude,
la contamination par Pb 12 uM, voire celle par BbuM, induisant aussi 'augmentation
conjointe des teneurs en sous — urfitecde I'ATP — synthase et en phosphoglycolate
phosphatase chexlexandrium catenellaCes résultats suggerent I'action conjuguée de ces
deux enzymes, l'activité¢ de la PGP conduisant a aidsophosphates disponibles pour la
synthese d’ATP en présence d’ATP — synthase. Ades,teneurs accrues en PGP pourraient
conduire & des quantités plus importantes d’ortbsphates, qui permettraient a de fortes
teneurs en ATP — synthase de produire plus d’AT&pddiible pour le métabolisme

énergétique.

249



VI. PROTEINE IMPLIQUEE DANS LE SIGNAL
CELLULAIRE ET L'ACTIVATION DES PROTEINES
KINASES

L'ion C&* contribue & la régulation du métabolisme cellelaiia le contréle qu'il
exerce sur l'activité biologique de nombreusesémes. Afin d’accomplir cette fonction de
régulation, il peut s’associer a la CaM, protéiméquiste, soluble, de bas poids moléculaire
(17 kDa), constituée d'une chaine polypeptidiqueld8 acides aminés. Pour cela, les ions
C&* forment avec la CaM, un complexe calcium — calnliogu(C&* - CaM) (Means et
Dedman, 1980, Stefagt al, 2008). La CaM ainsi liée au Eaagit comme modulateur de
I'activité biologique de plusieurs protéines, ce gxplique le nom de calmoduline qui lui a

été attribué.

Dans le protéome Alexandrium catenellala calmoduline (CaM) (spot 26) était de
moins en moins présente lorsque les concentratiomsminantes de zinc augmentaient, pour
finalement disparaitre du protéome en réponse @ula forte concentration de zinc testée.
Ainsi, les quantités de CaM étaient 21,8 fois ffaikles que dans le protéome témoin, en cas
d’exposition des cellules Alexandrium catenella Zn 12 pM. Par ailleurs, la contamination
par le zinc avait un impact plus important quedatamination par le plomb sur la CaM. En
effet, la sous — expression de la CaM n’était pgsifecative en présence de plomb, quelle
gue soit sa concentration, tandis que cette sexpression était significative en présence de
Zn 12 pM, a un taux tres élevé (-21,8), I'expressie cette protéine étant ensuite

completement inhibée en présence de Zn 18 pM.

La CaM change de conformation pour conduire aaaméormation dite activante, au
moment de la fixation du Gasur au moins un de ses quatre sites de fixatiora(i¥let
Dedman, 1980). Cette nouvelle conformation permat@aM d’interagir avec des protéines
cibles, les protéines kinases?Cacalmoduline dépendantes (CaM kinases), afiredattiver
(Alves et al, 2010). Deux types de CaM kinases sont identificks CaM kinases
spécialisées et les CaM multifonctionnelles. PdesiCaM kinases spécialisées, la kinase des
chaines légeres de la myosine (MLCK) a un réle darsontraction musculaire. Les CaM
kinases multifonctionnelles (CaM kinases Il), quantelles, contribuent a de nombreux
processus métaboliques parmi lesquels 1€ métabolisme énergétique, grace a la
phosphorylase kinase capable d’activerla glycolydeo (qui produit du glucose par

phosphorolyse du glycogend)) (la sécrétion de neurotransmetteuiry (a régulation par
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facteurs de transcription. Dans ce dernier cas,dabl kinases modulent I'activité des
facteurs de transcription, qui sont par définitt@pables, soit de déclencher, soit de réprimer,
le taux de transcription de 'ADN en protéines,tsud un signal recu par un récepteur
cellulaire spécifique (Figure 98) (Mittler, 2002).

PCD
SA NO R
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Gene-for-gene —=  _ onses
Tyr ROl
phosphatase scavenging
Two-component l
is-ki 2
His-kinase? —
MAPK Transcription
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Figure 98. Implication de la calmoduline dans la régulatios thcteurs de transcription dans
le cas d’'un stress oxydatif pap® (Mittler, 2002).La protéine encadrée est sous — exprimée
(voire dégradée) ou disparait du prottome d’Alexamd catenella en réponse a la

contamination métallique

L'ion C&* peut également étre un messager dans la transalaigtisignaux cellulaires
impliquant des récepteurs tels que lhistidine kagDesikanet al, 2001). Lors de la
stimulation d’un tel récepteur en réponse & unssirées teneurs cytoplasmiques erf'Ca
s'élévent, activant le systéme Ca calmoduline, lequel peut alors stimuler des soie
meétaboliques spécifiquesa I'activation des CaM kinases (Figure 99) (Maksyeni2007).
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Figure 99.R6le du complexe Ga- calmoduline (C& - CaM) dans la réponse au stress chez
les plantes (Maksymiec, 2007).es protéines encadrées sont sous — expriméese (voir
dégradées) ou disparaissent du protéome d’Alexandricatenella en réponse a la

contamination métallique

Les molécules se liant au €atelles que la CaM, sont des molécules ciblesade |
toxicité métallique, en raison de la similarité ralque entre les cations métalliques
contaminants et le a(Rivettaet al, 1997). Au moment de la fixation sur la CaM, une
compétition pour cette fixation s'établit entreGef* et les cations métalliques contaminants,
comme cela a été mis en évidence lors d’'une étuddasgermination des plants de radis
exposés a Cd (Rivettaet al, 1997). La fixation des cations métalliques suCEM aurait
pour effet la perturbation de la signalisation welre dans laquelle cette protéine est
impliquée (Clemens, 2006). Ainsi, des études maohtgee le cadmium, une fois fixé sur la
CaM, inhiberait I'activation par le complexe Ta CaM, de la protéine CaM kinase
phosphodiestérase (Rivettal, 1997).
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Une diminution de 3,8 fois des quantités de Catvbbservée dans les cellules du foie
de daurade lorsque celles - ci sont soumises atressschronique (Alvest al, 2010).
Pourtant, les conditions de stress déclenchentrg@néent une série de réactions générant
l'augmentation des niveaux de Calaquelle induit I'activation des CaM kinases (&bt
al., 2010). Prenant en compte ces informations, lardition des quantités de CaM produites
par Alexandrium catenell&n réponse a la contamination par le zinc pourégitimer () la
synthése de nombreuses protéimesla répression des facteurs de transcription (Ei@8)
(i) la transduction du signal cellulair@i ) I'activation de certaines enzymes telles que la
phosphorylase kinase impliquée dans la glycogémplge qui conduirait a des quantités

réduites de glucose disponible, et donc a un riakerhent du métabolisme énergétique.

VIl. PROTEINES CHAPERONNES

Les « heat shock proteins » (HSPs) forment unelliae protéines ubiquistes dont la
séquence d’acides aminés se conserve phylogéngigmie depuis les bactéries jusqu’aux
mammiféres et aux plantes (Gaioal, 2007). Ainsi, la séquence des HSPs reste homelagu
50% parmi toutes les séquences connues chez lesyetas (Miller — Morey et Van Dolah,
2004). Les HSPs, généralement cytoplasmiques, clastées en trois catégories qui se
distinguent par leurs poids moléculairgdés HSPs de poids compris entre 15 kDa et 30 kDa
(i) les HSPs de poids moléculaire autour de 70 kiDalés HSPs dont le poids se situe entre
80 kDa et 110 kDa (Csermely et Kahn, 1991), les $18B plus couramment étudiées étant
les HSPs 60, 70, 90 et 110 (Gataal, 2007). En I'absence de stress, elles représedéehta
2% des proteéines cellulaires, ce qui les classmigas protéines les plus abondantes (6o
al., 2007) ; toutefois les HSPs voient leur synthésgneenter pendant le stress cellulaire
(Hossainet al, 2012). Ainsi, I'induction des HSPs dans les tisdiétres vivants exposés a
des températures extrémes, a des U.V. ou a deancimaints métalliques, permet d'utiliser

ces protéines comme marqueurs moléculaires powaisligypes de stress (Veenal, 2009).

Dans des conditions physiologiques, les HSPs agisse tant que chaperonnes
assistant d'autres protéines dans leur maturatibles contribuent au repliement
tridimensionnel adéquat de ces protéines, repliensans lequel une perte de fonction
pourrait se produire (Beere, 2005). En outre, |I8&#lévitent 'agrégation des protéines avant
la fin de leur repliement tridimensionnel, et papgent également au transport membranaires
des protéines (Hossai al, 2012).
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En conditions de stress, notamment en cas de sixgdatif [i€ & une contamination
métallique, les HSPs sont requises en plus grandestités. Les especes réactives de
'oxygene (ROS) se forment alors en exces et sasteptiblesij de modifier les résidus des
acides aminés cystéinedi)( d’'induire la formation de ponts disulfures intepu
intramoléculairesiif) d’oxyder les protéines contenant du fer ou dwreu{Ramaglieet al,
2004). Les HSPs sont alors capables de contrezffats en se liant aux polypeptides abimés
ou malformés. Les HSPs liées aux protéines irrésleraent abimées assurent leur ciblage en
vue d'une dégradation protéasomale, ou bien maimtiet les protéines partiellement
endommagées dans leur état replié, afin d’évitée adegradation, puis contribuent a leur
réparation et a leur réactivation (Miller-Morey 8an Dolah, 2004). Grace aux HSPs, les
protéines restent donc dans leurs conformationgtifiimelles et ne s’agregent pas entre elles
avant la fin du repliement tridimensionnel (Timpeet al, 2008). Ainsi, certains auteurs ont
observé une corrélation entre les taux de RO&deteeurs en HSPs, confirmant I'implication
de ces protéines dans la réponse au stress oxy@aiperio et al, 2008). L’augmentation
alors relevée de I'abondance des HSPs, s’accompagggte de la reprise des processus

meétaboliques cellulaires (Thompsenal, 2012).

Parmi les chaperonnes de petite taille, HSP 7(aeasieux étudiée (Gaet al, 2007).
Outre son activité chaperonne, HSP 70 est aussineg@ en réponse a un stress chaud
(Kobiyamaet al, 2010). La microalgu€hlamydomonagposséde deux types de HSPs 70,
'une dans le cytosol, I'autre dans les chlorogasttandis que chez les plantes, HSP 70 est
présente dans le réticulum endoplasmique, le ney#icytoplasme (Kobiyamet al, 2010).
Afin d'éviter l'agrégation, les HSP 70 stabilisées protéines non encore repliées en se
groupant autour d’elles, puis établissent desdi@sa haute affinité et a faible affinité avec
elles, afin que dautres chaperonnes assistent pesgéines dans leur repliement

tridimensionnel (Mayer et Bukau, 2005).

Contrairement & HSP 70, HSP 90 est une protéinpecbane parmi les moins
connues (Ramagliat al, 2004). Elle est présente dans la plupart desileslleucaryotes et
procaryotes, ou elle constitue jusqu'a 2% des prese cytosoliques totales, méme en
'absence de stress (Somji al, 2002). C’est une chaperonne indispensable aalailité des
cellules eucaryotes, sa déficience les rendanicpbgrement sensibles au stress (Picard,
2002). Dans des conditions physiologiques, outreasaivité chaperonne, HSP 90 contribue
(i) a la maintenance de l'intégrité structurale ket @gulation des protéines cytosoliques (Gao

et al, 2007) {i) a la croissance et a la différenciation cell@dir) au transport intracellulaire
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(iv) a la régulation de I'activité des récepteurs hammaux stéroidiens, des protéines kinases et
des facteurs de transcription, avec lesquels etled des complexes et interagit (Soetjal,
2002). Il est montré que I'expression de HSP 90ézgilée par une variété d’agents stressants
tels que la température, le stress hyperosmotiguas aussi la contamination par les
polychlorures de biphényles (PCBs), les arséndtéssemétaux (Gaet al, 2007). Ainsi,
'augmentation du taux de HSP 90 pourrait étreigdtil stratégiguement par les organismes

pour se prémunir de la toxicité de leur environneme

Dans la présente étude, les quantitts de HSP 76si aappelée Binding
immunoglobuline protéine (BIP), sont fortement irtiges par le plomb, comme l'indique la
disparition de cette protéine en réponse a la oginttion par Pb 12 uM ; tandis que ces
guantités ne sont pas du tout affectées par le @onant a HSP 90, la contamination par le
plomb a également un impact plus important quedatammination par le zinc, sur son
expression. En effet, cette protéine est sous +iragp (ou dégradée) avec un taux de -2,4
suite a l'exposition des cellules a Pb 6 uM, puiSPH90 disparait du protéome a la
concentration supérieure (12 pM), alors qu’aucuweifitation n’est relevée en réponse a la
contamination par le zinc aux mémes concentratibies qu’HSP 90 finisse par disparaitre

en présence de Zn 18 uM).

D’autres travaux mentionnent des résultats sinefgaites quantités d’HSPs diminuant
aussi en réponse au stress meétallique chez le enfatetnerochaete chrysosporiyrohez
lequel les quantités d’'HSP 20 sont reduites de §0Pa en présence de cuivre ou de cadmium
50 uM (Ozcaret al, 2007). Dans les huitres Sydney Rock, HSP 70aeptdtéine la plus
affectée par le stress métallique, comme lindilguéiminution de ses teneurs en présence de
cadmium (50 pg 1), de plomb (5 ug t) ou de zinc (5 pgt) (Thompsoret al, 2012). Une
réponse équivalente est observée chez certainsaugg€omme dans les graines de soja, ou
les quantités d’'HSP 70 sont quatre fois inférielgesconditions de stress par le cadmium
(Hossairet al, 2012).

La régulation des teneurs en HSPs pourrait dépetgli@ nature des contaminants
meétalliques, comme semblent l'indiquer les impalit&rents du plomb et du zinc sur les
HSPs 70 et 90 exprimées palexandrium catenellaAinsi, dans des cellules de poumon
humain, HSP 90 est sous - exprimée en présencadieiwm, de nickel et de chrome, alors
gu’elle est sur - exprimée en présence d’'arsenidf(@wet al, 2003). Néanmoins, HSP 70
sur - exprimée en réponse a des stress métallipuéigples, est une protéine candidate au
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réle de biomarqueur de la contamination métalligoa spécifique chez les huitres Sydney
Rock (Thompsonet al, 2012). La régulation des teneurs en HSPs pouawassi étre
influencée par la concentration des contaminanttltigues testés (Leungt al, 2011).
Ainsi, une diminution d'expression d’'HSP 22 est @vée chez le bivalvérgopectens
irradians exposé au cadmium 200 pg'Ltandis que I'expression de cette protéine est
maximale dans les spécimens exposés au cadmiumdl.0®, suggérant que certaines HSPs
sont exprimées dans une gamme limitée de concemsatn cadmium, tandis que de fortes
concentrations de ce métal pourraient inhiber éequression. L’effet particulierement néfaste
du plomb a la concentration 12 uM sur les teneursH&Ps 70 et 90 exprimées par
Alexandrium catenellgpourrait donc s’expliquer par les concentratiélevées testées de ce
métal, ces protéines ayant peut étre été sur —ine&es en présence de concentrations
meétalliques plus faibles. En effet, de nhombreudesles montrent une augmentation des
guantités intracellulaires de HSPs en réponse masssimétallique (Hall, 2002). Comme
préecédemment évoqué, les HSPs contrent l'effetugmateur qu’ont les métaux sur
linactivation des enzymes vitales et des protéif@stionnelles (Hossaiet al, 2012).
L’augmentation d’expression de certaines HSPs iesi abservée chez plusieurs bivalves
marins tels qu€rassostrea gigagHSP 90) exposé au cadmium (Clebial, 2008),Mytilus
edulis(HSP 60) exposé au cuivre (Sandetral, 1991),Chlamys farreriHSP 90) exposé au
cadmium, au plomb et au cuivre (Gaial, 2007), mais également chez les récifs coraliens
Montastraea franksi(HSP 90) en réponse au stress par le cuivre (\&nal, 2009).
L’exposition du dinoflagelléKarenia brevisau plomb a la concentration 18 pM, induit
également I'expression d’'HSP 60 (Miller-Morey etrivBolah, 2004), tandis qu’HSP 70 est
sur - exprimée dans les macroalgues marines etdages d’eau douce exposées au cadmium
(Irelandet al, 2004).

256



VIII. PROTEINE IMPLIQUEE DANS LA
BIOLUMINESCENCE D' Alexandrium catenella

Certains dinoflagellés commeAlexandrium catenella sont capables de
bioluminescence, contribuant a la phosphoresceonctume des océans (Okamatb al,
1999). Cette bioluminescence résulte de la lumé&rese par des organites tres fragiles
présents dans le cytoplasme des dinoflagellésnitegaappelés scintillons émettant des flashs
lumineux trés rapides (environ 100 ms) (Moeteal, 1989). CheZGonyaulax polyedrala
bioluminescence résulte de la rupture de scintild@mgorme sphérique vers la fin de la nuit
(Okamotoet al, 1999). Les scintillons contiennent trois molésuléférentes responsables de
la bioluminescence : 1, I'enzyme luciférase ; 2,ldaiférine, qui est le substrat de la
luciférase ; 3, une protéine liée a la luciférinppelée luciférine — binding protéine (LBP)
(Nicolaset al, 1987, Morseet al, 1989). La luciférase catalyse la réaction d’oximade la
luciférine en présence dXOréaction produisant du G@t le monoanion oxyluciférine a I'état
excité (Kumaret al, 1990). L'énergie d’excitation contenue dans loyférine est libéréee
sous forme de photons dés lors que l'oxyluciféniegouve son état stable (Morse al,
1989). La luciférine des dinoflagellés dériveraitldechlorophyllea, un lien étroit existant
entre la photosynthese et la bioluminescence demie - organismes (Akimotet al,
2004). La luciférine est protégée de I'autooxydapar la liaison étroite qu’elle forme avec la
LBP (Morseet al, 1989).

La LBP est un dimére de deux sous — unités pohgigpes étroitement liées entre
elles par des liaisons non covalentes (Inouye, ROO& LBP appartient a la famille des
protéines capables de se lier ad'G&umaret al, 1990), mais contrairement & la luciférase,
elle n’a pas de fonction catalytique particulidra. LBP peut étre un constituant majeur des
dinoflagellés, comme cheZonyaulax polyedraou sa concentration peut atteindre jusqu’a
1% des protéines totales pendant la nuit, tandisllguchute a 0,1% pendant la journée
(Morseet al, 1989). La synthese maximale de LBP a lieu penldgnpremiéres heures de la
nuit, une fois terminée la production photosyntinégi d'Q, (Morseet al, 1989). Aprés ce pic,
la concentration de LBP reste constante pendamuéel, puis diminue rapidement jusqu’a
atteindre 10% de sa concentration initiale dangolenée (Morseet al, 1989). La LBP
séquestre la luciférine dans un état stable jusqe’@gue des ions €asoient disponibles
(Andersonet al, 1974). Lorsque la concentration intracellulaire@&* augmente, la LBP,
qui porte au moins deux sites & forte affinité p6af’, est activée, ce qui initie la réaction

bioluminescente (Kumaet al, 1990). La LBP se lie alors aux ions*Cae qui provoque un
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changement de sa conformation (Hawtkal, 2007). Un tel changement expose la liaison
luciférine — Q a I'enzyme luciférase, ce qui facilite I'oxydati@u substrat luciférine et
permet a la lumiére d’étre émise (Hawtlkal, 2007). Il est donc admis que la luciférine de la
LBP ne réagit avec la luciférase et @u’en cas de liaison préalable de la LBP avet Ca
(Kumaret al, 1990).

Dans notre étude, seule la contamination des esltdhlexandrium catenellgpar le
plomb a un impact sur les quantités de LBP préseata@s le protéome ce dinoflagellé. Ces
résultats indiquent donc un impact spécifique dumfl sur la LBP. La contamination par Pb
12 uM provoque la disparition de la LBP du protéai®déexandrium catenellaconfirmant la
perturbation de cette protéine déja observée esepcé de Pb 6 uM, avec un taux de -2,3.
Pourtant, une stimulation de la bioluminescencé élaservée chezsonyaulax polyedra
lorsque ce dinoflagellé était exposé aux métauX H@ ppb), C" (1 ppm), PB* (5 ppm) ou
CU?* (0,25 ppm) (Okamotet al, 1999). L'émission lumineuse provenant @enyaulax
polyedraétait alors quatre a huit fois plus importanter&@monse au stress métallique, tandis
que la fréquence des flashs bioluminescents augibhede facon spectaculaire. Ce
phénomene pourrait s'expliquer par la capacité dqules meétaux a provoguer une
augmentation de la fréquence des potentiels d’adciiofintérieur des vacuoles, qui se
traduirait par une augmentation en retour de lquie@ce des flashs lumineux. Toutefois, tous
les métaux n'auraient pas cette capacité. Aing,rdsultats équivalents a ceux obtenus chez
G. polyedrasont observés en présence des métaux manganggesiian et calcium, tandis
gue des résultats antagonistes sont obtenus ensepaune contamination par les métaux fer,
cuivre, nickel et zinc che@. polyedraPyrocystis lunulaet Pyrocystis fusiformigLecuyeret
al., 1979), se rapprochant alors de ceux obtenus plexandrium catenellaans le contexte

de I'étude.
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CONCLUSION GENERALE
et PERSPECTIVES
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L'objectif de cette étude était d’examiner I'effdés meétaux traces sur les réponses
physiologiques et biochimiques de deux espéces riamaat a deux classes
phytoplanctoniques différentes, mais originaireécdsystémes marins cotiers soumis a de
fortes pressions anthropiques. Pour cela, des iexjgés d’écotoxicologie ont été menées au
laboratoire en exposant les deux espe&tlesetonema costatugt Alexandrium catenella
des concentrations croissantes de différents métaimre, zinc, plomb ou cadmium).

Les expériences de contamination menées sur lantégtSkeletonema costatuont
révélé que sa croissance était inhibée en répanstoees concentrations de cuivre. De plus,
des concentrations croissantes en MOD exsudée (CE@dbohydrates, molécules
fluorescentes et polysaccharides exsudés) ont éséinges dans les milieux extracellulaires
des cultures contaminées, suggérant le réle de@® Mans la défense cellulaire contre la
contamination métallique.

Parmi les composants polysaccharidiques compoaafiOD exsudée patkeletonema
costatumsuite a une contamination cuivrique, le glucosdt €aldose le plus libéré dans le
milieu de culture. L'exsudation de cet aldose paitiétre utilisée comme un mécanisme de
défense ou de protection vis-a-vis de la contangnamnétallique. La libération de FDOM
composeée de protéines, d’acides humiques et fulsigaeSkeletonema costatuem réponse
au stress métallique a également été mise en éeidenc

Des expériences de contaminations métalliques gategnent été menées sur le
dinoflagellé toxiqueAlexandrium catenellaCes expériences ont permis d’établir une étude
guantitative et qualitative des molécules libéréescours de la croissance de cette espece,
sous l'effet de la contamination par le cuivrezilec, le plomb ou le cadmium. Nos résultats
ont révélé que dans des conditions de stress méwlla croissance Mlexandrium catenella
était inhibée. Les cellules cultivées en présemctaibles concentrations en métaux (3 UM et
6 M) ont montré une croissance moins perturbéelegieellules cultivées en présence de
concentrations plus modérées (12 uM et 16 uM).lEegnce de concentrations supérieures a
18 uM, les cellules contaminées par les métauxasesformaient en kystes de résistance. Le
classement des métaux en fonction de leur effebitelr sur la croissance montrait que le
cadmium était le métal plus toxique, suivi par llengb, puis par le cuivre et enfin par le zinc.
Quant a l'effet des métaux sur la transformatios dellules en kystes, le cadmium était
toujours classé le premier, suivi par le cuivrer p@a plomb et enfin par le zinc. Par
conséquent, le cadmium était le métal le plus toxigour la croissance Alexandrium
catenella tandis que le zinc était le moins toxique des meétdudiés. La toxicité des métaux

sur Alexandrium catenellase traduisait également en termes d’exsudatioruaatu COD
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dans le milieu extracellulaire. En effet, le cuietde cadmium induisaient une forte libération
du COD/Cellule, par rapport au plomb et au zinc. drre, le glucose et le galactose
apparaissent comme les aldoses prédominants pesmidnosucres exsudés, quel que soit le
meétal testé. S’ajoutant a cela, I'exsudation dé-IXOM par Alexandrium catenella été
analysée par spectroscopie de fluorescence 3D.is8ué de cette analyse, des matrices
d’excitation-émissions traitées par I'algorithme RPRFAC mettaient en évidence quatre
composantes utilisables. Deux composantes (C1 eéf@knt liées a I'activité biologique, et
deux autres (C3 et C4) étaient liées a la matiggaraque produite par le phytoplancton.

Les ligands organiques libérés par la diatonBesletonema costaturat par le
dinoflagellé Alexandrium catenell&n conditions de stress métallique, pourraientifienda
spéciation métallique dans le milieu de culturaiesi réduire la biodisponibilité des métaux
en limitant leurs effets toxiques sur ces especegsoplanctoniques. Plus explicitement, la
matiere organique exsudée pourrait se complexer gemeétaux libres, et par conséquent,
former des ligands moins toxiques et moins biodigges pour les cellules.

Enfin, I'analyse de la réponse protéomiquéldkandrium catenella mis en évidence
des protéines de stress métalliques impliquées plasgurs catégories fonctionnelles, parmi
lesquelles la réponse au stress oxydatif, la plotbése, le métabolisme des carbohydrates,
la photorespiration et le métabolisme de phosph@rautres protéines étaient plutot
impliquées dans le métabolisme énergétique comiTdPksynthase, mais aussi dans le signal
cellulaire, l'activité chaperonne ou la bioluminesce. La sous—expression, la dégradation,
ou la sur-expression de ces protéines, pourraippbrger une capacité de résistance et
d’adaptation au dinoflagell&lexandrium catenellais-a-vis des conditions de stress oxydatif
suscitées par les métaux traces, notamment le plS8mbla base des résultats présentés dans
cette étude, il peut étre postulé que certains g®ppytoplanctoniques, grace a des stratégies
de défense telles que I'exsudation de ligands daggas et la modification d’expression de
certaines protéines, pourraient se développer aimadt d’autres groupes, marquant de leur

prédominance les écosystémes marins coétiers pestpevdes contaminants métalliques.
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Par ailleurs, il serait intéressant de complétertcavaux par I'étude de linfluence du
stade physiologique (phase d’adapatation, phasenexpelle, phase stationnaire) des
especes phytoplanctoniqgueslexandrium catenellaet Skeletonema costaturaur leurs
réponses aux stress métalliques, en termes d’etisndie MOD et de polysaccharides, et de
modification des protéomes. Il serait égalementeutie tester l'effet des métaux sur
'enkystement et la toxicité (PSP)Alexandrium catenellaafin de mettre en évidence les
protéines impliquées dans la conversion des celiégétatives en kystes et dans la toxicité
de ce dinoflagellé. L'étude de I'impact de stresmbinés (cocktails de métaux et d’autres
contaminants, T..) permettrait de caractériser les réponses desesghytoplanctoniques
Alexandrium catenellaet Skeletonema costatuaux stress combinées dans des conditions
davantage représentatives du milieu naturel. Eifinalyse des teneurs en métaux accumulés
dans leurs compartiments intracellulaires poutaitduire a des corrélations entre ces teneurs
et le degré dimpact des métaux sur les réponsgsiglbgiques et biochimiques du

phytoplancton.
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Abstract In alaboratory study. metal contamination
experiments were conducted to investigate the effects
of two free copper concentrations { 107% and 1078 M)
on cell growth and on dissolved organic matter
exudation by a marine diatom Skeleionema costatunt.
Throughout incubation, the growth kinetics and exu-
dation of extracellular molecules (i.e. dissolved
organic carbon (DOC) and the fluorescent organic
matter) were determined. Results revealed an inhibi-
tion of S. costatum growth when the free copper level
increased (from 107° 1o 107%). Furthermore, DOC
release was more significant in cultures contaminated

F. Herzi - AL 8. Hlaili - H. H. Mabrouk

Laboratoire de Cytologie Végéuale et
Phytoplanctonologic, Départemoent des Sciences de la Vie,
Faculté des Sciences de Bizerte, Université de Carthage,
7021 Jarrouna, Bizerte, Tunisia

e-mail: faouzi-herzi @uaiv-tin.fr

A. S Hlaili
e-mail: asma_sakka@yahoo.fr

F. Herzi - C. Le Poupon - S, Mounier (Z:])
Laboratoire des Processus de Transferts et d"Echanges
dans I'Environnement (PROTEE EA 3819), Equipe
Chimie Analytigue et Processus de Transferts dans
I'Environnement, Université du Sud Toulon-—Var, BP
20132, 83957 La Garde Cedex, France

e-mail: mounier@univ-tln.fr

C. Le Poupon
e-mail: lepoupon @univ-tin.fr

by 107 M Cu®* than in control, suggesting a coping
mechanism developed by this species. In this study.
samples were datly analysed by 3D-fluorescence and
PARAFAC algorithm. in order to compare the fluo-
rescent material produced during growth under dif-
ferent contaminations. PARAFAC weatment revealed
two main contributions: one related to the biological
activity (Cl}, the other linked to the marine organic
matter (C2). The third component C3 was typically
protein-like. This fluorophore was considered as a
ryptophan-like fluorophore, whereas the C1 and the
C2 components were associated to marine production
such as humic matter.

Keywords Trace metals - 3D-fluorescence
spectroscopy - Copper - Exudation -
Fluorescence proteins - Diatoms
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Intreduction

Phytoplankton, at the base of marine food webs, can
accumulate the metallic pollutants dispersed in marine
enviromments (Hudson 199%8). Indeed. metals could be
adsorbed on algal membrane, or complexed by the
dissolved organic matter (DOM) exudates released by
phytoplankton ( Visviki and Rachlin 1994), In polluted
aquatic environments, phytoplankton interacts with
trace metals which can then be found in intracellular
organelles (Ballan-Dufrancais et al. 1991), or linked to
proteins {Ahner et al. 1994). Some metals can be toxic
to marine organisms, leading to growth inhibition, as
well as to increasing rates of cell death (Khan and
Saifullah 1980; Perrein-Ettajani et al. 1999). In some
polluted marme environments, phytoplankton species
proved themselves to be resistant to metals, and hence,
can play an important role in seawater metal speciation
{Gouvea et al. 2005). The algal resistance dependsona
number of factors, such as the nature of the contam-
inant metal, the culture conditions and the capacity of
the phytoplankton species to overcome the metal
toxicity (Pistocchi et al. 1997). According to a previous
study (Mopper et al. 1993}, phytoplankton exudates
extrace llular molecules and metabolites to complex the
metal ions present in the extracellular medium. This
complexation can reduce metal toxicity, and thereby
changes its availability (Maeda and Sakaguchi 1990).
Several substance classes, including amino acids
{glutathione-like), humic substance originating form
aged organic matter or sulphur-rich substances have
been hypothesized to play a central role in metal
binding (Dryden et al. 2007; Zhang et al. 2008}
Cysteine and glutathione-like substances, which are
phytoplankton-denived amino acids. are known to act
as trace metal Hgands (Lorenzo et al. 2007). Glutathi-
one is an important Cu-ligand, responsible for copper
complexation (Ross et al. 2003). Proteins, lipids.
humic-like substances, which possess hydrophobic
and hydrophilic functional groups (-NH,, —~COOQOH.
—OH, =SH) (Cosovi¢ 2005) can act as metal ligands.
and efficiently bind Cu (Plavsi¢ et al. 2006).
Copperis a trace element required for phytoplankton
growth and cellular activities (O Halloran and Culotta
2000). However, its excess induces an inhibition or a
reduction of microalgae growth (Yan and Pan 2002:
Bossuyt and Janssen 20043, Among the phytoplankton,
diatoms are an important group that contribute to large
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primary production and to its trophic transfer in coastal
ecosystems (Sakka Hlaili et al. 2007). Considering
diatoms’ crucial role in planktonic food webs. some
studies have examined their responses to various
contaminants (Ben Othman et al. 2012), in particular
metals. Among the diatoms, Skelefonerma costatun has
been extensively studied, with a focus on the toxicity of
copper (Pistocchi et al. 1997).

The fluorescence spectroscopy technique has been
used to characterize DOM coming from various
environment. such as rivers (Nagao et al. 2003),
estuaries (Jaffé et al. 2004), marine ecosystems
(Kowalczuk et al. 2005), and biological cultures
(Partantt et al. 2000). To identify the fHuorescent
compounds, the parallel factor analysis (PARAFAC)
atgorithm was applied as a statistical EEM treatment
(Bro 1997). Thanks to this algorithm, the fluorescent
DOM (FDOM) can be mathematically identified,
leading to the optimal separation of several fluorescent
components. PARAFAC algorithm was successfully
used to mvestigate DOM onigins of aquatic samples
from estuarine (Luciani et al. 2008). marine (Murphy
and Belastock 1980) and freshwater ecosystems
(Holbrook et al. 2006). However, to our knowledge,
no study mentioned the use of PARAFAC to charac-
terize DOM released in phytoplankton cultures con-
taminated by trace metals,

The aims of this study were (i) to examine the effect
of free copper levels on the S costatum stress
response, (ii} to characterize the FDOM present in
8. costatum cultures grown under increasing levels of
free copper. This characterization, based on dissolved
organic carbon (DOC) analysis and on FDOM treated
by PARAFAC, aimed at explaining the links between
trace metal contamination and DOM exudates us a
result of stress reaction.

Materials and methods
Phytoplankton cultures and metal contamination

The S. costanan strain was isokated from the small bay of
Toulon (France) in 20009, by the laboratory Processus de
Transferts et d’Echanges dans 'Environnement (PRO-
TEE. Université du Sud Toulon-Var). Cultures were
grown on {2 medium (Guillard and Ryther 1962)
prepared into 0.2 pm-filtered and sterilized natural
scawater. The total copper concentration in the basal
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medium was below 3 x 107% M (Jean et al. 2012).
Culture of 8. costarm was subcultured each week during
exponential phase, by injecting 1 mL of ancient culture
in 200 mL of fresh 2 mediwm. The cultures were
maintained at -+20 °C. and exposed to 135 pmol pho-
tons m > s~ during a light:dark cycle of 12 h:12 h.

In order to study the effects of copper on the
exudation of extracellular DOM, culture medium was
supplemented with CuSO45H,0O dissolved in ultra-
pure water. Two free copper concentrations in the /2
medium were achieved: 107 and 10™% M in presence
of 10 x 107® M EDTA. For the controls, the final
concentration was 1072 M of Cu?*. To take into
account the free copper ion activity in the {72 medium,
speciation calculation of these initial conditions were
performed, and led to a cupric concentration of 10 2
107 and 107 M of Cu*, for control, Cu, and Cu,
conditions, respectively. All cultures were performed
in triplicates, in 300 mL of /2 solution, and were
grown for 8 days under the same conditions. Each
culture was daily sampled (25 mL} to determine cell
abundance. pigment levels, DOC contents and PDOM.

Phytoplankton abundance

From the triplicates of each treatment, subsamples
{1 mL) were preserved in Eppendorf tubes and tixed
with 3.4 mL of acidic Lugel solution. §. costatim cells
were counted under an inverted microscope (Leica
DMI 4000 By, at a magnification of 100x on a
Malassez cell.

Pigment analysis

The remaining subsample (24 mL) was filtrated onto
Whatman GFVF filters. The obtained filters were
frozen, and pigments were extracted from the filters
with acetone (90 %) for 24 hin the dark. Chlorophyll
a {Chl ¢}, carotenoids (Carot) and pheopigments
{pheop} were estimated by spectrophotometry. Super-
natant absorbance was measured at 480, 510, 6635 and
730 nm before and afier acidification. Calculation of
pigment concentration was achieved according to
Richards and Thompson (1952). and Lorenzen (1967).

Analysis of dissolved organic carbon (DOC)

Subsamples (18 mL) from the 24 mL filtrated samples
were dedicated to the DOC concentration measurements,

201

DOC concentrations were determined with a total
organic carbon analyser (TOC-Vegy. Shimadzu)
linked to an automatic sample injector (ASI-V,
Shimadzu). Measurements were carried out in tripli-
cates, Before measurements, samples were acidified
{with | % of HCI} and bubbled for 10 min. to remove
climinate inorganic carbon,

Fluorescence analysis

The excitation emission matrix of Huorescence (EEM)
measurements was carried out on 4 ml culture subsam-
ples, taken from the 24 mL of filtrated aliquot. Fluores-
cence of the obtained filtrates was measured using a
spectrofluorometer (Hitacht F4300) equipped with a
Xenon excitation lamp (XclS2HUS, USHIO. The slits
of both excitation and emission were fixed at 3 nm. The
excitation wavelengths were set from 200 1o 480 nm, and
that of the emission between 200 and 600 nm, with a step
interval of 5 min. A scan speed of 2400 nm min~ was
used. The PARAFAC CanDecomp was programmed
hased on the MATLAB software (verston 6.3 and
algorithm of Stedmon and Bro (2008). After elimination
of the Rayleigh and Raman diffusion scattering, the inner
filter effect was vorrected by the CDA method, by mean
of two spectra (the raw one and the diluted one), for the
some sample (Luciani et al. 2009} After these correc-
tions, the data treatment of the EEM led to a decompo-
sition of the dataset by three components,

Statistical analyses

Statistical tests were performed using Statistica 7.1
software for Windows. The non-parametric Wilcoxon
test was particularly applied to compare growth
kinetics and organic matter produced wmong contam-
imated and control cultures of §, casratum, Ditferences,
characterized by p coefticients, were considered as
stgniticant at p < 0.05.

Results

Growth kinetics

In the control cultures, the 8. costatum abundance
increased from 540 to 1,840 cells mL™", corresponding

© a maximal growth rate () of 1.05 d! (Fig. 1). The
duplication rate (K) and the time of duplication (T) were
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Fig. 1 Growth kinetics of 8. costatum in the control and the
contaminated cultures (Cuy: 1077 M Cu?™ and Cus: 107% M
Co")(n=23)

Table 1 Net growth rates (x4, in d="), specific doubling rates
(K. ind™") and times of cell doubling (7. in d) of 8. cestatum in
control, Cuy. and Cu, conditions

Control Cu, Cu,
pd™h 1.05 051 0.47
K@ 1.51 0.73 0.67
T () 0.95 1.96 2.12

evaluated to 1.51d™" and to 095 d. respectively
(Table 1). In Cuy conditions, the growth rate (u =
051 d™") and the duplication rate (K = 0.73 d=)
observed during the exponential phase were smaller
than the control (Fig. 1). The S. costatum cell density
reached at day 4 (1.205 cells mL ). was 34 % below
that obtained with the control. In Cuy conditions, the
growth parameters were drastically decreased compared
to the control and to Cu, (Fig. 1). A low density at the
end of the exponential phase (300 cells mL™") can also
be noticed, representing 83 % of reduction compared to
the control.

Pigment concentrations

In control. Chl « exhibited an increase. from
1.88 &+ 0.48104.22 = 0.11 mg L', during the expo-
nential growth phase. then. a progressive decrease was
observed. to reach 4.0 £ 0,10 mg L™ throughout the
stationary phase (Fig. 2a). Levels of carotenoids and
pheopigments showed a gradual increase from the
beginning of incubation until the end of experiment.
In Cu, conditions, a significant decrease (p < 0.05)
of Chl a relatively to the control was observed
(Fig. 2b). The Chl @ reached a maximal concentration
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Fig. 2 Temporal evolution of pigment concentrations (Chl a.
pheopigments and carotenoids) in the control (a) and copper
contaminated cultures of 8. costamum: Cuy (b) and Cua
(©)(n=23)

of 237 £ 0.30 mg L' during the growth phase.
However, a decrease in the concentration was
observed after day 3 until L8l £ 055 mgL
Carotenoid and pheopigment concentrations were
noticeably lower in contaminated cultures compared
to control cultures.

In Cu, conditions. Chl a exhibited the lowest levels
compared to control and to Cuy. The Chl ¢ concentrations
never exceeded 0.73 £ 0.22 mg L' during the growth
phase (Fig. 2¢). Similarly, the maximal level of
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pheopigments (0.53 £ 0.23 mg L") was significantly
lower (p < 0.05) than the control (298 £ 0.10 mg L),
Carotenoid levels decreased from 022 £ 0.17 to
0.09 = 0,03 mg L', and remained under the control
conditions,

Release of DOC

Temporal evolution of the released DOC by S. costa-
nim was variable among the three studied conditions
(Control, Cuy and Cus) (Fig. 3). In the control. DOC
levels increased from 449 to 7.0mg L', and
remained constant from day 4 to day 6. This increase
could be linked to the physiological liberation of
organic molecules by the strain. In Cuy conditions.
DOC presented similar evolution pattern as in the
control, but exhibited systematically higher levels.
particularly pronounced from day 4 to the end of
incubation. reaching a maximum (8.98 mg LY at
day 6. In Cus conditions. the released DOC was less
important from day 1 (323 mg L") to day 5
(4.72 mg L"), compared to control and Cu,. Then.
the released DOC increased suddenly. from 5.07 to
8.05 mg L', in one day. reaching higher levels than
control,

Release of Huorescent organic matter

In culture medium. several molecules can be exudated.
with different chemical properties. Some molecules
had fluorescent propertics, mainly proteins (tvrosine.
tryptophan. phenylalanine). and aromatic compounds.

10

DOC g

—y COnt0I
—pr = Cul
= <A =Cu?2

(]

4 5 6 7
Times (Days)

1 4

Fig. 3 Temporal evolution of DOC exudates by Skeletonema
costatum grown in control and copper conditions (Cu, and Cu,)
(n=3)
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FFollowing the treatment by PARAFAC. three compo-
nents were extracted in control and contaminated
cultures (Concordia: 70.50 %) (Fig. 1).

The C1 component was composed of two maxima
(250/475 and 325/475 nm). which can be attached to
organic matter such as fulvic and humic matter
(Fig. 4). This component could be linked to degrada-
tion of dead cells during the late stationary phase, in
response to cupric stress.

The C2 component was composed of two maxima
{250/550 and 350/550 nm) (Fig. 4). This component
wis described as related to marine production (Ishii
and Bover 2012). even if one can observe a red-shift.

The C3 component was composed of a maximum at
250/380 nm. and of a secondary maximum at
250/500 nm, and was typically protein-like (Fig. 4).
In protein area. there was only one protein peak that
appeared. This fluorophore was considered as trypto-
phan-like fluorophore. The evolution of the tluores-
cence contribution of the three detected components
during incubation was presented on Fig, 5.

IFor control conditions. there was a regular increase
in fluorescence during the growth period for the three
components (Cl. C2 and C3) until day 3. Then. an
important decrease was observed until the end of
incubation. In Cu; conditions. a delay in the apparition
of the Cl component (maximum on day 4) can be
observed. with a lower contribution compared 1o the
control. This delay was vet observed in the growth
graphs (Fig. 1). In Cua conditions, contribution of the
C1 component was constant and low, The C2 and C3
components were similar, except the last day for the
C3 component. where an increase in fluorescence wis
observed. The decrease in the component contribution
observed after the exponential phase for control. Cu,
and Cu, could explain the stabilisation of the organic
mitter produced during the stationary phase.

When examining the specific fluorescent response
to cell content, a pronounced exponential decrease in
the control and the Cua conditions (Fig. 3d-f) can be
observed. For Cuy, the decrease was less important,
meaning that the production of fluorescent molecules
was controlled by the cell number under moderate
[Cuz"' ] = 107? M. The C3 component showed a high
specific fluorescence contribution. at the beginning.
and at the end of the incubation period (Fig. 5f). This
component was related to the protein domain, its
evolution also showed an increase on day 7. for all the
studied treatments. This could be linked to cell
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Fig. 4 Representation of

the CI. C2 and C3 @
component contributions.
For three graphs, abscissa
represented wavelength
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Fig. 5 Evolution of fluorescence intensity (a, b and ¢) and of specific fluorescence (divided by cells) (d, e and £) throughout the time of

culture, for the three components (C1, C2 and C3) detected in the different conditions (control. Cu, and Cu,)

degradation. as suggested by the pheopigment
increase occurring at the end of incubation.

Discussion

In the present study. the physicochemical conditions
of the three studied cultures essentially diftered in
terms of free copper concentrations. The decrease in
the growth Kinetics in Cuy and Cus conditions.
compared to the control, could explain the effects of
free copper levels on the lag phase. which appeared
less important when conce ntrations of Cu** increased
from 10~ 1o 10™% M. This could mean that cells spent
much time to divide when cupric activities became
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high. i.e. [Cu®*] = 107 M. in the medium. The same
results were obtained by Rueter (1977), and Anderson
and Morel (1978) for S. costatum. which reported a
variation of the lag phase. according to increases in
free copper concentrations. Similarly, the results of
Morel et al. (1978) showed an increase in the length of
the lag phase, when in presence of 1075 M of Cu?*.
This concentration was close to that causing the
growth inhibition in the present study. Previously, it
has been shown that S costatm was inhibited at
[Cul =6 x 107° M. in presence of 5 x 107°M
EDTA. ie. 107% M of Cu®* (Morel et al. 1978).
By contrast, in this study. the inhibition was observed
for the same species. at 107% M of Cu**.in presence
of 10 x 107 M of EDTA. Morcover. Brand et al.
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(1986) reported that S. costanmm was particularly
resistant to free copper, being able to divide, at the
cupric ion activities tested (107%% and 107%2 M of
Cu?*). like in the present Cu; conditions. Above the
Cuy range of concentrations (107 % 10 107%* M Cu?*).
8. castarm did not grow, as it has been demonstrated
by Metaxas and Lewis (1991).

The effect of Cu”" levels on the variability of the
lag and the stationary phases, led to suggest a cellular
adaptation. As a result, one can think that the medium
became conditioned by the cells themselves, and that
the conditioning occurred during the extended lag
phase. Indeed. cell exudated organic substances in
response to the increase in free metals. The produced
DOM should alter the copper speciation in the medium
by binding the metals (Fisher and Fabris 1982). This
assumption was validated for Cu, conditions, through
a higher DOC release and by the Cl fluorescent
component production peak. on days 3-5. Another
possibility was that the surviving cells may become
adapted to the high free copper levels, during the
extended lag phase. This adaptation may implicate an
intracellular physiological response, such as the
exudation of fluorescent tryptophan-like at the begin-
ning of the lug phase. The isolated strain coming from
coastal polluted waters {small bay of Toulon). wherein
the concentrations of total Cu were about4 x 1078 M
{Rossi and Jamet 2008: Jean et al. 2012), could be
more resistant than strain isolated from open waters,
This observation was also proved by Murphy and
Belastock { 19801, in their examination of the tolerance
of § costanm to metal stress in two oceanic and
neritic environments.

The significant effects of free copper activity on the
S. costarum response were also supported by result
concerning pigment concentration. In control condi-
tions, Chl ¢ and pheopigments exhibited the same
patterns as growth kinetics, In this culture medium,
free copper activity { 1072 M Cu®*) seemed not to be
toxic for cells and pigment production. On the other
hand, the presence of EDTA at 10 x 107° M played
an important role in chelating processes. However,
when Cut increased in the medium (107° M), the
pigment concentrations decreased, compared to the
control. Furthermore. the production of Chl ¢ was high
during the growth phase and then fell during the
stationary phase. The enhancement of Chl a during the
exponential phase could be related to the energetic
necessity of cells for absorption and reduction of some
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nutrients, i contaminated medium. By contrast, the
decrease in Chl g production in stationary phase
involved the difficulty of the strain to adapt in the
mediuny used up of nutrients, These data suggest that
the photosynthesis process could be affected under
high copper levels (Coté 1983; Thompson and Couture
19911

Results of DOC showed different behaviors
between control and contaminated cultures. Indeed,
the syachronous DOC release with growth kinetics in
control conditions meant that a part of the DOC was
produced by cells. The stability of DOC concentra-
tions registered at the end of incubation may result
from cellular degradation. When Cu®* increased
(1072 M), the refeased DOC was significantly higher
than in control cultures. proving that cells triggered a
reaction of exudation in response to stress (Pistocchi
et al. 1997 Diannelidis and Delivopoulos 1997). By
contrast, under high Cu?* concentrations (1075 M),
despite a low DOC release, an enhancement of DOC to
cell ratio was observed in presence of the low cell
densities. In this case, it can be hypothesized that DOC
came from both exudation and cell degradation, which
was clearly confirmed by the high pheopigment levels
observed at the end of incubation in Cu, conditions,
The organic molecules exudated by 8. costatum might
have complexing properties towards free copper and
could play an important role in metal speciation, as it
has been reported in previous studies (Vasconcelos
etal. 2002). This could be confirmed by the increase in
fluorescence contribution of the C1 component during
the exponential phase under 107° M Cu®*. The 3D-
fluorescence spectroscopy also revealed that under
mereased cupric activities (l(’}*ﬂ"—l()\'8 M (qu*). the
fluorescence contribution was low for the three studied
components, The C3 component, which exhibited a
little increase at the end of the incubation, could be an
indicator of the cell proteins release. Moreover, the
absence of fluorescence contribution for component
under contaminated conditions could be attributed to
copper quenching, except for the component Cl, for
which the fluorescence signal occurred under 107 M
of Cu™. This fuorescence peak meant that a back
quenching occurred. due to competitive complexing
molecules produced by the cells. However, it scemed
that for Cu, conditions, free copper concentrations
(1078 M Cu*"y were too high limiting the phyto-
plankton biomass and decreasing the fluorescence of
dissolved proteins. The C2 and C3 components were
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more affected compared to C1. may be due to the low
complexation constant between exudates and these
components. The first type Cl was related to labile
DOC, directly exudated by phytoplankton. The second
component C2 was refractory humic-like material,
presumably produced in situ, by transformation of
biological material (Ishii and Bover 2012). Their
occurrence confirmed the marine origin of these
components. Furthermore, these components could
be the origin of the organic compounds naturally
present in seawater (Coble 1996: Ishii and Bover
2012). The ability of §. costatum to release DOM in
responses o cupric stress has been also studied by
Lorenzo et al. (2007}, which demonstrated an exuda-
tion of ligands complexing free copper.

Conclusion

The present study confirmed that under increasing free
copper concentrations, the growth of the diatom
8. costaium was affected. As a result, the concentra-
tions of organic molecules (DOC and FDOM)
increased in medium contaminated by moderate
cupric concentration (107° M Cu?*). Fluorescence
measurements revealed that the phytoplankton cells
here studied were able to release a material susceptible
to change metallic speciation. Release-DOC and Cl
humic-like fluorescent component (250 /475 and
325/475 nm) increases occurred during the growth
process. Indeed, the diatom exudation was more
pronounced during the exponential phase freeing the
fluorescent C1 component under copper contamina-
tion. It was not possible to define if these complexant
molecules were directly responsible for the speciation
changes. Contamination of copper. influencing the
production of carbon and of fluorescent components,
fed to modification of the cell environment.
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« Defence mechanisms set up by the toxic dinoflagellate against metal stress.
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In this study, metal contamination experiments were conducted to investigate the effects of copper and
cadmium on the growth of the marine toxic dinoflagellate Alexandrium catenella and on the production of
dissolved organic matter (Dissolved Organic Carbon: DOC; Fluorescent Dissolved Organic Matter: FDOM).
This species was exposed to increasing concentrations of Cu®* (9.93 x 10 '°-1.00 » 10 " M) or Cd**
(1.30 x 10 "5-4.38 « 10~7 M), to simulate polluted environments. The drastic effects were observed at
pCu?* =7.96 (Cu*': 1.08 x 10°® M) and pCd*' =7.28 (Cd*": 5.19 = 10 M), where cyst formation

:::::ﬁ'ds" occurred. Lower levels of Cu®* (pCu®* > 9.00) and Cd** (pCd** > 7.28) had no effect on growth. However,
Boo when levels of Cu?* and Cd** were beyond 10 7 M, the growth was totally inhibited. The DOC released per
3D-fluorescence spectroscopy cell (DOC/Cell) was different depending on the exposure time and the metal contamination, with higher
PARAFAC DOC/Cell values in response to Cu?” and Cd**, comparatively to the control. Samples were also analyzed

by 3D-fluorescence spectroscopy, using the Parallel Factor Analysis (PARAFAC) algorithm to characterize
the FDOM. The PARAFAC analytical treatment revealed four components (C1, C2, C3 and C4) that could be
associated with two contributions: one, related to the biological activity; the other, linked to the decom-
position of organic matter. The C1 component combined a tryptophan peak and a characteristic humic
substances response, and the C2 component was considered as a tryptophan protein fluorophore. The
C3 and C4 components were associated to marine organic matter production.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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algal blooms (HABs) (Chan et al., 2002). They may induce various
syndromes such as: The Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP), the
Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) and the Ciguatera Fish Poisoning
(CFP) (Glibert et al., 2005). Over the last decades, the frequency and
the distribution of HABs have increased in marine coastal ecosys-
tems (Sellner et al., 2003). As a result, although it has not yet been

Please cite this article in press as: Herzi, F., et al. Copper and cadmium effects on growth and extracellular exudation of the marine toxic dinoflagellate
Alexandrium catenella: 3D-fluorescence spectroscopy approach. Chemosphere (2013), http:{/dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2013.06.084
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really demonstrated, eutrophication forced by anthropogenic in-
puts could partially explain the HAB expansion (Glibert et al.,
2005). Among the dinoflagellates, Alexandrium genus is one source
of HABs. Blooms of Alexandrium have been reported in various mar-
ine waters, such as the northwest Mediterranean (Penna et al.,
2005), the coastal waters of Chile (Cordova and Muller, 2002),
Tunisia (Turki and Balti, 2005), Algeria (Frehi et al., 2007), and in
France (Thau lagoons) (Lilly et al., 2002).

In a polluted coastal marine ecosystem (Toulon Bay, France), the
dinoflagellates were predominant relatively to other phytoplank-
ton groups like diatoms (Jean et al,, 2005). In this ecosystem, where
metal contamination has been reported (Tessier et al., 2011), Alex-
andrium bloomed at some periods of the year (Jean et al., 2006),
suggesting that this genus could be tolerant to metal
contamination.

In marine ecosystems, metal cations are complexed by natural
inorganic and organic ligands. This complexation leads to a compe-
tition between natural ligands present in organic matter, inorganic
anions, and membrane transport proteins for binding metal cat-
jons, which change the bicavailability of the metal for the cell
(Sunda and Hunstman, 1998). As a result, complexation of metals
by natural organic ligands often decreases their toxicity in aquatic
environments (Moffett et al., 1990). Hence, metal toxicity towards
organisms does not only depend on the total metal concentration,
but essentially on the metal cation chemical speciation, which can
be calculated on the basis of the free ion activity model (Sunda and
Guillard, 1976). The natural organic ligands capable of metal com-
plexation can have a biological origin, as the phytochelatine, which
is produced by phytoplankton for the metal detoxication (Le Fauc-
heur et al., 2005). Moreover, organic ligands released by phyto-
plankton can modify trace metal speciation (Vasconcelos et al,
2002). Therefore, the studies characterizing the DOM released by
phytoplankton under stress metal conditions should bring a better
knowledge of the DOM implication in the metal availability for
phytoplankton. This DOM can be monitored by 3D-fluorescence
spectroscopy approach.

The fluorescence spectroscopy technique has been applied to
characterize DOM coming from various environments. Successive
advances in fluorescence analysis have improved the method, from
1-dimension (Vodacek et al., 1997), and then, 2-dimensions (Lloyd,
1971), to a powerful technique based on the Excitation-Emission
Matrices of fluorescence (EEMs). Studies on Fluorescent Dissolved
Organic Matter (FDOM) have been carried out from samples col-
lected in many types of aquatic ecosystems, such as rivers (Mou-
nier et al.,, 1999), estuaries (Jaffé et al., 2004), benthic (sediment
pore water) or polluted areas (Burdige, 2004), biological cultures
(Parlanti et al., 2000) and marine ecosystems (Kowalczuk et al.,
2005). To improve identification of fluorescent compounds, the
PARAFAC algorithm is applied as a statistical EEMs treatment
(Bro, 1997). Thanks to PARAFAC, the FDOM can be mathematically
identified, leading to the optimal separation of fluorescent compo-
nents. Other algorithms have helped to non linear corrections: the
elimination of Rayleigh and Raman scatterings (Zepp et al., 2004),
the statistical method Concordia (Bro and Kiers, 2003), and an in-
ner filter effect correction using the Controlled Dilution Approach
(CDA) (Luciani et al., 2009). PARAFAC has been successfully used
to investigate the FDOM origins in aquatic samples from estuarine
(Luciani et al., 2008), marine (Murphy et al., 2008) and freshwater
ecosystems (Holbrook et al., 2006), and it also has been applied to
soil-extracted DOM (Banaitis et al., 2006). However, to our knowl-
edge, no study mentions the use of PARAFAC to characterize FDOM
released by phytoplankton grown in cultures contaminated by
metals.

The first objective of this study is to examine the effects of the
two trace metals, copper and cadmium, on the growth of Alexand-
rium catenella, in order to explore the physiological response of this

299

dinoflagellate to metal stress. A second objective is to characterize
the FDOM released by A. catenella cultures submitted to increasing
Cu and Cd concentrations. This characterization, based on DOC
analysis, and on FDOM 3D-fluorescence results treated by PARA-
FAC, aimed at investigating the links potentially existing between
FDOM exudates and metal contamination as a result of A. catenella
stress reaction.

2. Materials and methods
2.1. Alexandrium catenella cultures

A strain of A. catenella (ACT03) was isolated from the Thau la-
goon (France) in 2003, by the Laboratory Ecologie des Systémes
Marins Cotiers (ECOSYM UMR 5119, Université Montpellier 2,
CNRS, Ifremer and IRD). The cultures from this strain were main-
tained in f/2 medium prepared in 0.2 um polycarbonate filtered
and sterilized natural low contaminated seawater. The cultures
were grown at +20 °C in sterile 250 mL flasks exposed to 135 pmol
photons m~2 s~ during light:dark cycle of 12 h:12 h.

To study the effects of metal contamination on the growth, on
DOC and on the FDOM responses, culture medium was supple-
mented with two different solutions of the studied metals, pre-
pared in ultrapure water with CuSO4, 2H,O or with 3CdSO,,
8H,0 salts. For each metal, different levels of contamination were
achieved thanks to eight different total concentrations (3, 6, 12, 16,
18, 25, 60 and 100 puM). Growth conditions were labeled as follow-
ing: Cd; or Cu;, where i and j are the total metal concentrations ex-
pressed in uM. Based on the MINEQL-program and on the known
composition of the /2 solution, the corresponding Cu®* and Cd**
were calculated, and reported in pM?* units. The pCu®* and pCd**
were defined as the negative Logyo of the molar free Cu?* and
Cd?* ion concentrations (Table 1). Cation activities of Cu®* and
Cd2* were calculated and found below 107''M in the control
conditions.

2.2. A catenella growth kinetics

Growth kinetics of contaminated and control cultures were
monitored by counting cells present in 1 mL-Lugol fixed subsam-
ples, with an inverted microscope (Leica DMI 4000 B) at a magni-
fication of 100x. Cell counts were performed until the stationary
phase, ie. during 30 d, at 5 d period interval. The net growth rate
(1) and cell doubling rate (K), were then calculated using an expo-
nential model (Landry and Hassett, 1982).

At a given metal concentration, decrease in cell concentration
(AD) was calculated by the following equation:

AD = Dr = Du x 100

Dr
where Dr is the cell concentration in control conditions during sta-
tionary phase, and Dy, the cell concentration in given metal con-
tamination conditions during the stationary phase.

Table 1

Total and free metal concentrations, expressed in M, and free metal concentration
expressed in pM2* units, used for Cu and Cd contamination of Alexandrium catenella
ACTO3 cultures.

[MIT (M) [Cd*] (M) pCd* [Cu®] (M) pCu®
3x10°° 1.30 < 1078 7.88 9.93 x 107" 9.00
6x10°° 259 % 1078 7.58 251 x 1077 8.60

12 x 1076 5.19 x 1078 7.28 7.06 x 107° 8.15
16 x 107° 693 %10 7.15 1.08 x 1078 7.96
18 x 107¢ 7.80 < 107 7.10 1.27 x 1078 7.89
25 % 10°8 1.08 x 107 6.96 1.98 x 1078 7.70
60 x 107° 292 x 1077 6.53 5.69 x 1078 7.24
100 x 107° 438 x 1077 6.36 1.00x 10 7 7.00
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2.3. DOC determination

The DOC concentrations were measured on 35 mL A. catenella
subsamples, first homogenized, and then filtered through a pre-
combusted (450 °C, 4 h) glass fiber filter (Whatman GFJF). In the
obtained filtrates, DOC concentrations were determined with a to-
tal organic carbon analyzer (TOC-Vcsy, Shimadzu) linked to an
automatic sample injector (ASI-V, Shimadzu). DOC measurements
were carried out in triplicate, standard deviations being always
below 2%, The relative carbon content by cell was obtained by
dividing the DOC content by the cell concentration DOC/Cell
(ng C Cell™"), to express the cell activity.

2.4. 3D-fluorescence spectroscopy

The EEMs measurements were carried out in 4 mL of filtered A.
catenella subsamples. Fluorescence was measured using a spectro-
fluorometer (Hitachi F4500) equipped with a Xenon excitation
lamp (Xc152HUS, Ushio). The slits of both excitation and emission
were fixed at 5 min. The excitation wavelengths were scanned
from 200 nm to 480 nm, and those of the emission were between
200 nm and 600 nm, both with a 5 nm step and a scan speed of
2400 nm min~'. PARAFAC was programmed based on the software
MATLAB (version 6.5) and algorithm of Stedmon (Stedmon and
Bro, 2008). The inner filter effect was systematically corrected by
the CDA procedure (Luciani et al., 2009) by measuring the raw fil-
tered sample and the half diluted one. After these corrections, the
best decomposition of the 96 EEMs (6 d x 2 metals x 8 concentra-
tions of metal) was optimized for four components (Concordia:
84.51%). Contribution of the components were divided by the
DOC concentration to give the specific fluorescence, called Fpoc,
or divided by the number of cells in solution to have cell specific
fluorescence contribution, called Feey.

2.5. Statistical analyses

Statistical tests were performed using Statistica 7.1. software
for Windows. The non-parametric Wilcoxon test was applied to
compare growth kinetics among contaminated and control cul-
tures of A. catenella. Differences, characterized by p coefficients,
were considered as significant at p <0.05.

3. Results
3.1. Effects of metals on A. catenella growth kinetics

Growth of the metal contaminated cultures showed quantita-
tive perturbations in comparison with the control (Fig. 3). For
low Cu®* concentration, AD was decreased from 7% at
pCu®* =9.00 (Cus) to 38% at pCu®* = 8.15 (Cuy3) (Fig. 1). At higher
concentrations, beyond pCu®* = 7.96 (Cu;g), AD decreased drasti-
cally (100%), indicating that no growth was observed. For Cd, AD
was about 30% at pCd®* = 7.88 (Cd). Concentration of free metals
reaching around 1.30 x 10"* M induced 100% of decrease in cell
concentration for Cu;g and 30% for Cds, These results suggest that
Cu was more toxic for A. catenella than Cd, at equal concentration
in free ions. Between pCd®* = 7.88 and 7.28, AD increased slightly
to 40%, and then more so until pCd** =6.36, where no growth
was observed.

The net growth rate (u, Fig. 2) and the doubling rate (K, data not
shown) of cells in control cultures, reached 0.24 and 0.34d ',
respectively. For Cu contamination, beyond pCu®* =7.96 (Cuyg),
the growth of A. catenella was totally inhibited (x and
K=0.00d""). For Cd contamination, between pCd*'=7.88 and
pCd** =7.28, the A. catenella growth seemed to be slightly
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Fig. 1. Decrease in cell concentration of Alexandrium catenells ACTO3 at the
stationary phase of growth (>day 20) under Cu or Cd contamination. AD: decrease
in cell concentration.
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Fig. 2. Net growth rates (s, in d ') of Alexandrium catenella ACTO3 in control and
metal contaminated cultures.

enhanced, as attested by the increase in p (0.13-0.15d"") and in
K (0.18-0.21 d""). Then, a regular decrease in the p values was ob-
served from pCd®* =7.15 (0.12d™") to pCd** = 6.36 (0.00d').

3.2. Effects of metals on DOC/Cell release

The DOC/Cell released was systematically observed at day 5,
suggesting a fast cell reaction towards metal stress (Fig. 4). The cul-
tures contaminated by pCu®* = 9,00 and pCu?®* = 8.60, exhibited no
significant difference in DOC/Cell (Wilcoxon test: p > 0.05) com-
pared to control. However, the contamination at pCu®*=7.96
(Cuyg) showed significantly higher DOC/Cell (3.3-27.0 ng Cell ")
than the control (Wilcoxon test: p < 0.05) (Fig. 4A). This increase
was persistent until pCu®* =7.89 (Cu;s). For Cd contamination, it
seemed that DOC/Cell was enhanced under higher contamination
levels (Fig. 4B), but in a lesser value than that obtained in presence
of copper. For both Cu and Cd, the cellular exudation carbon ratio
showed a depression on day 10. The maximal values of DOC/Cell
were observed at pCu®* =7.96 and at pCd?®" = 6.36.

3.3. Effects of metals on FDOM

The C1 component (Figs. 5-7, Line 1) had a maximum intensity
for 240 nm of excitation and 350 nm of emission, with a slow de-
crease until 420 nm. This component combined a tryptophan peak
(SR peak maximum
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Fig. 5. Representation of raw component contributions to fluorescence from Alexandrium catenella according to the free Cu and Cd concentrations, The columns represents
respectively the Cu and Cd impacts on FDOM, and the lines the components C1, €2, €3 and C4. On each graph, abscissa represents the days from 5 to 30. The dotted line
represents the cyst apparition.

characteristics of a humic/fulvic substances peak (Coble, 1996; Pa- gathering the fluorescent protein substances excitation wave-
tel-Sorrentino et al,, 2002). It therefore represented a domain lengths, associated with the humic substances.
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The C2 component (Figs. 5-7, Line 2) was located between 250 couple of wavelengths EX/EM = 280/355 nm. This component was
and 315 nm for excitation and between 315 and 400 nm for emis- considered as a fluorescent protein fluorophore tryptophan
sion. Indeed, the maximum of the peak was positioned at the (type T).
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each graph, abscissa represent the days from 5 to 30. The dotted line represents the cyst apparition and control conditions are represented by the x axis.

The C3 component (Figs. 5-7, Line 3) was positioned around According to Coble (1996), the existence of this fluorophore is
325 nm for excitation and 415 nm for emission. This component linked to the marine environment (type C) and is widespread dur-
was related to humic fluorophores in environmental waters. ing the marine production (Ishii and Boyer, 2012).

Please cite this article in press as: Herzi, F., et al. Copper and cadmium effects on growth and extracellular exudation of the marine toxic dinoflagellate
Alexandrium catenella: 3D-fluorescence spectroscopy approach. Chemosphere (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2013.06.084
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The C4 component (Figs. 5-7, Line 4) contained two well de-
fined peaks. The less pronounced peak was located in the high
excitation wavelength, at 370 nm, while the major one was excited
between 275 and 460 nm. The maximal intensities were associated
to the same emission wavelength, at 460 nm. The nearest compo-
nent described in literature by Coble (1996) is the component gen-
erally associated with humic terrestrial inputs (types A and C).

3.3.1. Control condition

In the control cultures, all the fluorescence components showed
an increase in the fluorescence contribution, from day 5 to day 15
(Fig. 5). For C1 component, an important increase was observed
after day 15, followed by maxima on days 20 and 25, and decrease
on day 30. For C2 component, the increase from day 15 to 20 was
softer, with a regular decrease from day 20 to day 30. However, the
C3 and C4 components accused a linear contribution according to
the days, until the end of experiment. Hence, without metal addi-
tion, the FDOM production seemed to be maximal between days
20-25 and 15-20, for C1 and C2 components, respectively. As these
components were linked to proteins, these could be indicators of
the low biological activity during the stationary phase. The regular
increase in the C3 and C4 components indicated the production of
more aromatic and complex components among the FDOM.

3.3.2. Contamination with copper

For Cu contamination, the fluorescence contribution was gener-
ally lower than for the control (Fig. 5). For C1, C2 and C3 compo-
nents, the fluorescence contribution increased until the cyst
development, defined as the Cu?* concentration: pCu®* = 7.96. Be-
yond this value, the contribution to fluorescence was drastically
decreased. Hence, one can consider that the decrease in fluores-
cence with increasing metal concentrations was more related to
low biological production rather than to the metal quenching. Ex-
cept for C4 component, the maximum of contribution occurred on
day 20. The fluorescent signal appeared under moderate pCu®*
(8.15-8.60). For the C3 and C4 components, a regular increase in
the contribution to fluorescence was observed until the cyst appa-
rition defined above. These components seemed to be less affected
by metal contamination, except for the last days of growth (days
20, 25 and 30), where the contribution decreased. The contribution
of C4 component decreased with pCu®*, keeping linear trend dur-
ing the experiments, except on day 25, before the cyst apparition.

The specific contribution (Fpoc), for C1 component, decreased
between low (9.00) and high pCu®* (8.15) (Fig. 6). For the C2 com-
ponent, the Fpoc, which increased until day 10, and decreased on
day 15, appeared for pCu®>* comprised between 8.60 and 8.15.
The Fpoc of the C3 component did not change in trend, like C4 com-
ponent, compared to control.

The highest Fc. were observed with a lesser importance for C1,
C2 and C3 components, at pCu®* =7.96 (Fig. 7), where cysts ap-
peared. Based on these observations, the maximum of specific fluo-
rescence was hence observed when the cells transformed into
resistance cysts.

3.3.3. Contamination with cadmium

For Cd, like for Cu, the maximum fluorescence contribution oc-
curred on day 20, with an increased until pCd** = 7.15 (Fig. 5). This
behavior was more intense for C2 component. Furthermore, the
highest fluorescence contributions were obtained for the C1 com-
ponent, represented by low concentration (pCd?* =7.88), and the
C2 component, represented by medium concentrations

(pCd?* = 7.10-7.15). However, the C3 and C4 components showed
a regular increase until the end of incubation, with a similar peak
in intensity at day 20.

For Fpoc, the maximum was observed on day 25 (instead 20 ob-
served for Cu conditions) (Fig. 6). A maximum plateau was

observed during the last incubation period (days 20, 25 and 30),
when free concentration was above the cyst apparition, defined
as the Cd** concentration: pCd®" =7.28. Otherwise, like Cu, one
can observe that specific contribution was quite constant in func-
tion of Cd?*, except beyond pCd?* = 6.96, where there was the pla-
teau. This pointed out a difference between Cu and Cd effects.
However, specific fluorescence contribution by cell (Fcey) was less
important than for Cu contamination at the same free concentra-
tion (Fig. 7). It exhibited an increase after the cyst apparition,
and kept a maximum after the exponential phase, on day 20, visi-
ble at high concentrations. The maximum of Fc.;; was observed just
before, at pCd?* = 6.36, where no growth was observed.

3.3.4. Comparison of the contaminant effects of copper and cadmium

For both metals, fluorescent contribution for the C3 and C4
components showed a regular increase during the growth, and a
regular decrease with the metal concentration (Fig. 5). Cu and Cd
had different effects on FDOM release. The C3 component was less
affected by Cd** and Cu?* than by the growth phase, as this compo-
nent was linked to humic marine matter. By contrast, the C4 com-
ponent was the most affected component, since its contribution
decreased with the increasing metal concentrations.

The Fpoc according to the different Cu levels, observed at day 20,
was enhanced in presence of low free concentrations, from
9.93 x 107'° to 7.06 x 107° M, whereas, for Cd, the trend was less
observable due to the low values of Fpoc. The FDOM, described by
C1 and C2 components, defined the protein domains (Fig. 6), and
was thus in relation with the biological activity. Hence, when
Cu?* and Cd** levels were beyond the cyst apparitions, the cells
were not able to produce fluorescent extracellular molecules. The
FDOM defined by humic fluorophores, could result from cellular
debris, or encystment phenomenon.

4. Discussion
4.1. Growth of A. catenella and DOC/Cell release

The growth of A. catenella in f/2 culture medium followed a sim-
ilar pattern to that described for other dinoflagellate species (Juhl,
2005). Reduction of the A. catenella growth after metal contamina-
tion, recorded in this study, was in agreement with previous stud-
ies conducted on other dinoflagellates (Lage et al., 1994). Here, we
have expressed the decrease in cell concentration through some
variables such as the net growth rate (x) and the specific doubling
rate (K) (Landry and Hassett, 1982). Net growth rate () is the most
prevalent endpoint used in toxicity tests, since any toxic effect may
be reflected in cell growth change (Miao et al., 2005). A previous
study reported a maximal net growth rate of 0.89 d~! for A. catenel-
la during a bloom of this species in the Angle creek of Thau lagoon
(southern France) (Collos et al., 2007). This rate, mentioned for the
species grown in situ, was 3 times higher than that we have regis-
tered in control cultures (0.24 d=1). However, our values were sim-
ilar to those found by others authors reporting a net growth rate of
0.29d"! for A. catenella at an optimal temperature of 20 °C, for a
light-dark cycle of 14 h:10 h (Siu et al,, 1997). In contaminated
conditions, for the present study, A. catenella exhibited contrasting
net growth rates according to the metal contamination. In response
to the first addition of Cu or Cd, the growth rates showed lower val-
ues around 0.14 d~!, compared to the control (0.24 d~!). These val-
ues were lower than those obtained for Gymmnodinium sp.
contaminated by 0.2 and 0.5 mg L ' of Cu, which were of the order
of 0.33 and 0.34d! respectively, compared to the control
(0.54 d~1) (Pistocchi et al., 1997). In contrast, for similar metal con-
centrations, higher growth rates (0.92-0.46 d~!) have been found
for Cylindrotheca fusiformis (Pistocchi et al, 1997). On the other
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hand, for Amphidinium carterae, the growth rate was affected in a
more acute way at low concentration of Cu (Lage et al., 1994).
These observations suggest that dinoflagellate growth could be
more sensitive to metals than diatom growth.

In the present study, for copper contamination, the values of u
and K have dropped suddenly to zero just after pCu?* = 7.96, mean-
ing a drastic toxic effect on A. catenella. For cadmium contamina-
tion, the decrease in px and K values was slower, from
pCd?* = 7.15 to pCd** = 6.36 where values became null. This sug-
gests different toxic effects on the species, between copper and
cadmium. The contaminant effects of these metals on FDOM and
DOC, at low free concentrations, differed, indicating different
mechanisms of adaptation to the presence of toxic ions. The AD
was about 30% for the ion free activity concerning Cd
(pCd®*=7.88) or Cu (pCu®" =8.15). This may indicate the resis-
tance of the cells at these low free metal concentrations in the
medium. Free Cu concentrations up to pCu®* = 8.60, acted slightly
on the growth of A. catenella. However, the effect of Cu®* was evi-
dent for concentrations higher than pCu?* = 8.15, since A. catenella
cells transformed into cysts. Similar results have been found in
other studies for A. carterae and Prorocentrum micans exposed to
total Cu concentration of 7.87 M (1.94 uM labile copper), these
species showing inhibition (100%) or reduction (70%} of cell motil-
ity in these conditions (Lage et al., 1994).

At high metal concentrations, although the growth rates de-
clined, A. catenella cells seemed to resist towards Cu and Cd stress,
and be still able to survive, This resistance was marked by the re-
lease of extracellular DOM by cells. The general trend for the DOC
released could be explained by an increase in the cell number
(Fig. 3), more rapid than the DOC production, leading to a depres-
sion of the DOC/Cell pattern during the exponential phase. During
the stationary phase (>day 20), the DOC/Cell reached a maximum
plateau. The DOC/Cell was maximal for pCu?* =7.96 and
pCd?* =6.36, as the cells produced the maximum of DOC, when
the free metal toxicity was reached. Cells could release more che-
lating molecules in the culture medium, in response to the in-
creased metal contamination. These mechanisms seemed to
function even when total inhibition was reached, independently
of the cyst development.

DOC exudated by the cells showed increases according to free
metal concentrations. This trend could be consistent with tendency
of cells to protect themselves against damages that could affect cell
metabolism, by producing more DOC. It has already been shown
that anionic polysaccharides, able to bind metal ions, are released
by some phytoplankton species to protect cells from metals (Kap-
lan et al., 1987). The latter study was in accordance with the in-
creased values of DOC/Cell released by A. catenella in response to
metal stress, found in our study.

4.2. Fluorescence

The observed fluorescence exhibited variations according to the
free metal concentrations and to the incubation time. The contri-
bution of fluorescence of each component (C1, €2, C3 and C4), for
the two metal studied, was dependent on the growth, the free me-
tal activity, or the two at the same time. The results here presented,
showed an enhancement of fluorescence during the incubation
period. This increase in fluorescence was synchronized with expo-~
nential growth of cells for the Ct and C2 components, and showed
a linear increase slightly perturbed by metal, for the C3 and C4
components. For this reason, two hypotheses can be considered.
The first one supposed that Feoy should be constant, during the
incubation of the cultures in the presence of metals, even if the free
metal concentrations increased. This was not the case, particularly
for high Cu®* levels. Moreover, the Fpoc has increased with the
increasing in cell numbers, meaning that the DOC release was

related to the phytoplankton concentration. This suggests that
the fluorescence was more related to the extracellular carbon exu-
dates by cells. The second hypothesis suggested that the fluores-
cent substances released by cells were linked to free metals,
meaning that concentrations of Cu?" under the cyst apparition,
activated mechanisms that produced fluorescent substances in
the medium. However, at concentration of 10°8M for Cu?* and
10~7 M for Cd?*, cells were transformed into cysts; therefore, the
fluorescence could come from cyst formation or from cell degrada-
tion. The variation of fluorescence was expressed through the C3
and C4 components, indicated that the specific contribution in-
creased with time (more dead cells during stationary phase, and
with the free metal concentrations). These fluorophores were typ-
ical of marine humic-like material (Parlanti et al., 2000) and their
appearance is a sign of degradation of organic matter. Furthermore,
the fluorophore responsible of these two components have already
been recognized as typical humic-like components receiving indi-
vidual designation, like A and C (Coble, 1996; Patel-Sorrentino
et al., 2002). The C3 and C4 components were continuously pro-
duced during the growth, and were associated with DOC, suggest-
ing their important relationships to the marine production of fresh
organic matter, rather than to terrestrial signal (Coble, 1996). The
biological origin of this fluorescence contribution was supported
by the fact that the net production (DOC) was affected by the metal
quenching. Indeed, the more the free metal concentration in-
creased, the less the contribution was important. Besides, the max-
imal level of specific DOC/Cell was synchronized with this
fluorescence contribution, which occurred during the exponential
growth phase. This indicated that these components occurred at
the same time that the defense mechanisms against metal stress.

The presence of the C1 and C2 components may indicate the
excretion of dissolved protein and their protein by-products (ami-
no acids for example). The fluorescence of proteins was generally
observed when free metal levels were below the critical values,
specific for each metal, reaching 5.19 x 107% and 1.08 x 1078 M
for Cd®* and Cu?*, respectively. Below these values, the cells over-
came the quenching effect due to Cu and Cd, and produced fluores-
cent components.

The C1 and C2 components were also used as markers, to esti-
mate biological activity and different stages of the biological pro-
duction, as it has been shown by previous studies (Parlanti et al.,
2000). Indeed, the C1 component seemed to be more related to
the defense mechanisms of cells, while the C2 component ap-
peared more linked to the growth process of the species. Chloro-
phyll-a degradation product could not be responsible for this
signal, since their fluorescence maxima were situated above
650 nm (French, 1960).

5. Conclusions

The main objective of this study was to determine, for the first
time, the characterization of exudates from the toxic dinoflagellate
A. catenella grown in metal contaminated medium. Results re-
vealed that under metal stress conditions, the development of A.
catenella was perturbed from the ion free concentration of:
1078 M for Cu and 10~7 M for Cd.

We report an increase in organic matter exudates by cells under
metal stress, at the end of the exponential phase. The release of or-
ganic molecules should play an important role in metal speciation.
It is concluded that the dynamic release of organic molecules de-
pended on the nature and on the concentration of metals. The me-
tal toxicity induced pronounced release of extracellular material,
and led to an inhibition of the net growth.

The FDOM was treated by the PARAFAC and gave 4 usable com-
ponents. Two components (C1 and C2) were related to the
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biological activity involved in growth processes, and defence
against stress metal. C1 appeared before and after cyst apparition,
while C2 was involved in low contamination stress conditions. The
two others components (C3 and C4) were more linked to degrada-
tion of organic matter from algal cells. These components were
more sensitive to metal quenching during growth process. The
fluorescence quantum yield of the released carbon, decreased
according to metal concentrations, it was high under low metal
concentrations, but declined with increasing metal levels. This
observation is consistent with the production of less fluorescent
DOC, suggesting the predominance of polysaccharides instead of
proteins in the exudated molecules.
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Résumé L'impact de plusieurs éléments traces métalgerMs) (plomb, zinc, cuivre ou cadmium) sur laissance de deux
espéces phytoplanctoniques marines, la diatd@®kééetonema costatuet le dinoflagellé toxiquélexandrium catenellaa été
étudié a partir de cultures réalisées en conditfumgiologiques et en conditions contaminantes. réssiltats obtenus ont
révélé des perturbations de croissance éhezostaturmet chezA. catenella lorsque ces especes étaient exposées a de fortes
concentrations métalliques. Les effets létaux seifi@staient par une forte mortalité cellulaire, @opagnée, cheX. catenella

par la conversion d’'un certain nombre de cellulgétatives en kystes de résistance. Puis, I'exisuddé la matiére organique
dissoute (MOD) pafS. costatunet parA. catenellaen réponse aux stress métalliques, a été casgmeérl’exsudation du
carbone organique dissous (COD) variait en fonatierla phase de croissance, et était associée aaunde contamination
métallique, et a la nature du métal testé. Lesuvalenaximales de COD exsudé par cellule étaient r@esten réponse a la
contamination par le cuivre 16 UM pendant la ptdiadaptation, et en réponse a la contaminationiggaadmium 200 uM
pendant la phase exponentielle de la croissanees. $iécifiquement, la matiére organique dissouterdscente (FDOM)
exsudée pafS. costatunet parA. catenellaa été analysée par spectroscopie de fluorescebcas8ociée a l'algorithme
PARAFAC. Les traitements PARAFAC révélaient quatre cosaptes, lesquelles étaient attribuées a deuxilootibns
principales, I'une liée a l'activité biologique despece, l'autre liée a la décomposition de la iénat organique. Les
composantes C1 et C2 étaient combinées a des pitsghaniques et a des substances humiques, tamslieg composantes
C3 et C4 étaient associées a la production de matigenique marine. Par ailleurs, le glucose puigdkactose étaient les
aldoses prédominants parmi les polysaccharidesdézsdans la MOD. De plus, des modifications protqoes étaient
observées dans les protéomes.datenellaen réponse aux divers stress métalliques. Legipes de stress exprimées par
catenellaétaient mises en évidence par comparaison despddéxpression protéiques (PEPs) obtenus partréfagrorese
bidimensionnelle (électrophorése 2D), en conditiphgsiologiques et en conditions contaminantes. pre$éines de stress
étaient impliquées dans de nombreuses catégomesidanelles : réponse au stress oxydatif (supe®xdismutase, sous —
unités du protéasome), photosynthése (ribulosebisfhosphate carboxylase, complexe péridinine oploylle — protéine,
ferrédoxine-NADP réductase), métabolisme des cadiralies (triosephosphate isomérase, ribose 5-phtespeomérase,
malate déshydrogénase, photorespiration et mésam®lidu phosphore (phosphoglycolate phosphatasejabatiéme
énergétique (ATP — synthase), signal cellulairénfoduline), activité chaperonne (HSP 70, HSP 9@d)i@uminescence &.
catenella(luciférine — binding protéine). La sur — expressie la phosphoglycolate phosphatase (PGP) &t dell’ATP —
synthase, observées en réponse a la contaminatide plomb, pourraient participer a une stratégieléfense mise en place
par A. catenellaafin (i) de se protéger du stress oxydatif lié¢ a la coimtation métallique, la PGP étant impliquée dans la
dissipation de I'excés d'énergié)(de produire davantage de réserves énergétiquen)(ét ainsi de répondre a des besoins
accrus en raison du stress métallique, dans ldéogly adapter.

Mots clés Skeletonema costatyilexandrium catenellaéléments traces métalliques, pollution, exsudatieatiere organique
dissoute, protéomique, protéines de stress

Abstract Impact of several trace metals (lead, zinc, cogpecadmium) on the growth of two marine phytoftam species:
the diatomSkeletonema costatuemnd the toxic dinoflagellat@lexandrium catenellahas been studied from cultures grown
under physiological and contaminated conditionse Tésults obtained revealed growth perturbatior. inostatunand inA.
catenella when these species were exposed to high metalentnations. The lethal effects appeared througirang cell
death, coming, imM. catenella with the conversion of vegetative cells into séamnce cysts. Then, exudation of dissolved
organic matter (DOM) bys. costatumand byA. catenellain response to metal stress has been charactezedation of
dissolved organic carbon (DOC) varied according e growth phase, and was associated with the lefemetal
contamination and the nature of the tested meta. mMaximal values of DOC exudated per cell weresmneal in response to
contamination by copper 16 puM during the adaptapioase, and in response to contamination by cadraruM during the
exponential phase of growth. More specifically, tluerescent dissolved organic matter (FDOM) exadaiyS. costatunand

by A. catenellahas been analyzed by 3D fluorescence spectrostoppined with PARAFAC algorithm. The PARAFAC
treatments revealed four components, which weriatéd to two main contributions, one relatedhe biological activity of
the species, and the other related to the decotiosif organic matter. The C1 and C2 componentewembined with
tryptophan peaks and with humic substances, whdeXt3 and C4 components were generally associatedheitproduction of
marine organic matter. Moreover, glucose then gad&cwere the main aldoses among the polysacckagixiedated in the
DOM. Proteomic changes occurred in the proteomes. afatenellain response to the various metal stresses. Stressins
expressed by. catenellawere obtained by comparison of the protein exjwassrofiles (PEPs) achieved by two-dimensional
electrophoresis (2D - electrophoresis) under phygioal and contaminated conditions. Stress preteire involved in many
functional categories: response to oxidative st(egperoxide dismutase, proteasome sub - units}ppinthesis (ribulose 1,5-
bisphosphate carboxylase, peridinin chlorophyllt@iro complex, ferredoxin -NADP reductase), carbobtel metabolism
(triosephosphate isomerase, ribose 5-phosphate eisg®my malate dehydrogenase), photorespiration @masphorus
metabolism (phosphoglycolate phosphatase), enerfabmlism (ATP - synthase), cell signalling (calmii), chaperone
activity (HSP 70, HSP 90) and bioluminescence Aof catenella (luciferin - binding protein). Over - expressiorf o
phosphoglycolate phosphatase (PGP) and of ATP thay®, occurring in response to metal contamindbipread, could
represent a strategy of defence set ug\bgatenella(i) to protect itself from the oxidative stress daertetal contamination,
PGP being involved in the dissipation of excessr@ndi) to produce more reserves of energy (ATP) so asatisfy the
increased requirements resulting from the metakstrin order to adapt to it.

Keywords Skeletonema costatumilexandrium catenellatrace metals, pollution, exudation, dissolved anig matter,
proteomics, stress proteins
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