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Résuné

Resung

La motivation fondamentale de cetteetie est de comprendre comment kecamique d'une cellule indi-
viduelle va conditionner le comportement d'une population de cellules et\santion temporelle. A n

de pondrea cette question, nous avons choisi de travailler sur la IeBapeharomyces cerevisigai

est un organisme eucaryote unicellulaire appartenanégierdes champignons. Comme les cellules
vécetales et les bagties, cette levure posde une paroi cellulaire rigide qui occupe terimportant
dans la necanique de la cellule ainsi qu'une fonctiooanique majeure dans la capaadt cet organ-
ismea former des bio Ims. Cette paroi est une structure dynamique qui est continuellement reenodel
par la cellule au cours de sa croissance et en fonction de son environnement. Pour produire la biomasse
nécessaira sa division,S.cerevisiaest capable d'adapter les processus biochimiques intracellulaires
(métabolisme) en fonction de la source carbermont elle dispose. En adaptant les uktaboliques
des voies biochimiques impliges dans la production&hergie ainsi que dans la biosyesie des com-
posants cellulaires, les cellules conditionnent individuellemé&vblution temporelle de toute la pop-
ulation (en jouant sur le taux de prdifation). De plus, I'activit métabolique de la cellule, dont font
partie les voies biochimiques de syesie des composants de la paroi, in ue sur la dynamique de consti-
tution de la paroi cellulaire, et donc sur l&oanique de celle-ci. Notre objectif est d'identi er comment
le métabolismeénergtique de la levure in uence sa croissance en population etetlerminer si les
dynamiques de croissance seetent sur la racanique de sa paroi. Le premier chapitre de neaeah
fait of ce d'introduction et nous y abordons plus en profondeur le contexte de ettt en soulig-
nant l'intérét d'utiliser le moetle levure. Le second chapitre est cérgur la croissance d&cerevisiae

en population. Pour cela, nous avoisli® étude exprimentale de la prol@ration des levures en
présence de trois substrats carésr{glucose, galactose et lactatédestionrés pour cibler des types
de netabolismes diffrents. Ce suivi de&volution temporelle des populations de levurecaassit la
conception d'un bicgacteuequipe d'un syseme de lecture en tempsal de la production de biomasse
par photongtrie, gacea une @rivation uidique. En utilisant des pr@dures d'identi cation nurarique

de moctles de croissance retenus, nous avons extrait les tempséecatagies des diffrentes phases
de croissances et les taux de pfalétion assoéis en fonction du &tabolisme. Cessultats montrent
quantitativement des défences au niveau du comportement de croissance des levures en fonction du
métabolisme pendant et & la phase exponentielle de croissance. Nous aggakement pu faire
ressortir des comportements de croissance particuliétgghant la phase stationnaire de croissance qui
ne sont pas pris en compte par des eled classiques de croissance microbienne. Le @misichapitre

est cedié a la necanique de la paroi cellulaire. Des suivis de Ecanique de la paroi par des mesures de
compression onéte merés sur plusieurs jours en paedét des cultures en bieacteur. Les mesures de
compression oréte effectieesa differentes vitesses@gea un microscopea force atomique (AFM) en
utilisant des leviers plats. En analysant la nature de la n@afié des courbes de forc&placement,
nous avons pu extraire plusieurs paedras neécaniques, dont une tension effective de la paroi cellu-
laire et le coef cient de perte visqueus travers I'etude du coef cient de perte visqueuse, nous avons
montié que la paroi cellulaire se comporte comme unématiélastique. Nous avoreggalement obseév

des variations de la tension effective de la paroi cellulaire entre l&seliffs milieux de croissance. La
statistique atteinte (hombre de cellules seeg) ainsi que le coritle rigoureux de Btat physiologique
des levures au cours des éxignces AFM font I'originalié du travail meaé au cours de cettedbe. Le
guatreme chapitre €crit les néthodes ex@rimentales utilises dans les chapitresepedents. Dans la
cinquieme partie, nous concluons sur le fait que kcamique cellulaire est imp#&cpar le nétabolisme
des levures. Unétude de la racanique de populations de levure ass@ablen bio Im constitue une
perspective logiqua ce travail et permettra de comprendre dans quelle mesucianigue des cellules
individuelles conditionne les pro@tes physiques d'un tissu cellulaire.



Abstract

Abstract

The fundamental motivation of this thesis is to understand how the mechanics of an individual cell will
condition the behavior of a population of cells and its temporal evolution. In order to answer this ques-
tion, we have chosen to work on the ye8stccharomyces cerevisiadich is a unicellular eukaryotic
organism belonging to the fungi kingdom. Like plant cells and bacteria, this yeast has a rigid cell wall
that plays an important role in the mechanics of the cell as well as a major mechanical function in the
ability of this organism to form bio Ims. This wall is a dynamic structure that is continuously remodeled

by the cell during its growth and according to its environment. To produce the biomass necessary for
its division, S.cerevisiaés able to adapt the intracellular biochemical processes (metabolism) according
to the carbon source available. By adapting the metabolic uxes of the biochemical pathways involved
in energy production as well as in the biosynthesis of cellular components, the cells individually con-
dition the temporal evolution of the whole population (by acting on the proliferation rate). Moreover,
the metabolic activity of the cell, including the biochemical pathways of wall component synthesis, in-
uences the dynamics of cell wall constitution, and thus the mechanics of the cell wall. Our goal is
to identify how energy metabolism in yeast in uences its population growth and to determine whether
growth dynamics are re ected in its wall mechanics. The rst chapter of my thesis serves as an intro-
duction and we discuss the background of this study in more depth, highlighting the value of using the
yeast model. The second chapter focuses on the growstcefevisiaén population. For this purpose,

we performed an experimental study of the proliferation of yeast in the presence of three carbonaceous
substrates (glucose, galactose and lactate) selected to target different types of metabolism. This moni-
toring of the temporal evolution of yeast populations required the design of a bioreactor equipped with
a real-time photometric reading of biomass production through a uidic bypass. Using numerical iden-
ti cation procedures of selected growth patterns, we extracted the characteristic times of the different
growth phases and the associated proliferation rates as a function of metabolism. These results quanti-
tatively show differences in the growth behavior of yeast as a function of metabolism during and after
the exponential growth phase. We were also able to highlight particular growth behaviors preceding the
stationary phase of growth that are not taken into account by classical microbial growth models. The
third chapter is dedicated to the mechanics of the cell wall. Monitoring of the cell wall mechanics by
compression measurements was carried out over several days in parallel with the bioreactor cultures.
Compression measurements were performed at different speeds with an atomic force microscope (AFM)
using at levers. By analyzing the nature of the nonlinearity of the force-displacement curves, we were
able to extract several mechanical parameters, including an effective cell wall tension and the viscous
loss coef cient. Through the study of the viscous loss coef cient, we showed that the cell wall behaves
like an elastic material. We also observed a signi cant increase in the effective tension of the cell wall
after the exponential growth phase. The statistics achieved (number of cells probed) as well as the rigor-
ous control of the physiological state of the yeast during the AFM experiments are the originality of the
work carried out during this thesis. The fourth chapter describes the experimental methods used in the
previous chapters. In the fth part, we conclude that the effective tension of the cell wall is indeed linked
to the population dynamics which itself depends on the metabolism of the yeast. A study of the mechan-
ics of yeast populations assembled in a bio Im constitutes a logical perspective to this work and will
allow us to understand to what extent the mechanics of individual cells condition the physical properties
of a cell tissue.



Chapitre 1

Introduction g enerale

1.1 La mécanique cellulaire

Les cellules sont les constituaréementaires de tous les sgstes vivants. Elles peuveatre vues
comme des machines microscopiques qui peuvent activement modi er leursgiEeprecaniques. En
effet, les cellules ont la capagitle pouvoir constamment remodeler leur organisation structurelle pour
repondrea des forces e des @formations. La racanobiologie des cellules (et des tissus cellulaires)
occupe un dle important dans la c@sion des structures intracellulaires et intratissulaires ainsi que
dans la restauration des fonctions cellulairegaptes priodes de stress. Les cellules vivantes peuvent
présenter une grande va#é de comportementsé&uaniques avec des temps caeastiques diférents

qui vont cependre de la structure parti@riea chaque cellule et de leur cap&atrearranger ces struc-
tures en fonction des contraintes de leur environnement.

Le caractre actif des cellules (qui les dififencie du ma&triau amorphe) est permis par leugtabolisme
énergptique qui assure la transduction denérgiea l'intérieur de la cellule. L'aénosine triphosphate
(ATP) est le principal acteur de cette transductioandrgie. La &gulation de la syn#tse de cette
molécule est @terminante dans la plupart des fonctions cellulaires, telles que la division et la main-
tenance de l'architecture de la cellule. Les trois principales voies deesatte I'ATP sont la photo-
synthese (pour les cellules chlorophylliennes), la glycolyse et la respiration. Dans la cellule, ces voies de
synthese interagissent entre elle$ravers des Branismes deegulation thermodynamiques, étiques

et spatiaux.

Pour appehender les liens entre leétabolisme de la cellule et sesactions recaniques differents
types de stimuli, il est @cessaire deé&velopper des mades permettant deédrire la nécaniquea
I'eéchelle de la cellule. Le&Veloppement de tels mels constitue un enjeu important en biophysique,
d'autant plus que les techniques éximentales permettant de sonder lacanique cellulaire sont nom-
breuses et varient au niveau du type éédmation qu'elles permettent d'engendrer.

Parmi les techniques e&pmentales, on retrouve l'aspirati@nla micropipette (Lee and Liu, 2014),

la microscopiea force de traction (Polacheck and Chen, 2016), la cgtampar torsion magrtique
(MTC) statique (Wang et al., 1993) ou oscillatoire (Maksym et al., 2000), la microsedpree atom-

ique (AFM) (Ahmad et al., 2008), la micromanipulation (Smith et al., 2000a), |'utilisation de cytoinden-
teur (Shin and Athanasiou, 1999) ou encore les pinces optiques (Guck et al., 2001). La forceeappliqu
peutétre soit concenée en un point (eformation locale, AFM) ou distriee (ceformation globale, mi-
cromanipulation), soit intracellulaire (MTC) ou sur la surface cellulaire (microseofuiece de traction),

et soit transitoire (aspiratiomla micropipette) ou dynamique (MTC oscillatoire). En fonction des tech-
niques, on va pouvoir appliquer soit detirements des cellules (pinces optiques) soit des compressions
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des cellules (AFM, micromanipulation).

Les differents types de metes traitent greralement la cellule comme un milieu continu. La cellule
est alors consiglée soit comme un matiau constité d'une seule phase (un unique Bvé&u continu),

soit comme un maétiau constité de plusieurs phases. Parmi les approches qui ne evasidju'une
seule phase, on retrouve les retes de coquea noyau liquide, les mades de solidelastique ou
visccelastique et les mades de érivées fractionnaires qui prennent en compte le comportement dy-
namique des cellules (Lim et al., 2006).

La mécanique cellulaire @sente un fort ir@rét dans plusieurs domaines :

Domaine biomédicale Dans le domaine bioédical, les applications de laéoanique cellulaire sont
multiples. Dans les tumeurs, les cellules sorcaniquement con @es dans une niche, qui est une
matrice extracellulaire complexe et dynamique. Par désgpitenes de racanotransduction , les cellules
sont capables de sentir la rigigitle leur support et d'adapter leuenanique en coigjuence. Ainsi,

la rigidité de la matrice joue urdke important dans laégulation de la croissance cellulaire des cellules
can@reuses, l'invasion et la formation deetastases (Nagelkerke et al., 2015, Rianna et al., 2018).

La mécanique cellulaire est d'un et particulier pour la recherche sur les pathologies musculaires
(Dystrophie de Duchenne). Dans ce domaine, la microscppoece atomique &t montée comme
étant un outil able avec une hautésolution pour diagnostiquer les difentes myopathies sur des
myocytes humains (Van Zwieten et al., 2014).

Les biolms Les bio Ims sont des communakeg de microbes en interaction qui sonemés dans

une matrice extracellulaire. Comme l'ont sowe@loag et al. (Gloag et al., 2020), un bio Im peut
étre approck comme un métiau biophysique en congicant les cellules comme des cdlles et la
matrice extracellulaire comme un gel de pobmes. Ainsi, pour bien apphender la racanique des

bio Ims, il est necessaire de conitig la mecanique des cellules qui le composent. Ces structures bi-
ologiques sont souvent dif cilea éliminer, car elles sont rigides etgsentent une certainégistance

aux traitements chimiques. En sanles bio Ims bacériens sont responsables de nombreuses infections
dif ciles a soignera cause de laésistance des bio Ims aux antibiotiques. Dans le domaine environ-
nemental, les bio Ims endommagent les infrastructures civiles et industrielles, par exemple en obstruant
les sysemes pour le traitement de I'eau ou en engendrant de la biocorrosion. Dans I'agroalimentaire,
les bio Ims se forment sur lesquipements de transformation des aliments, agissant comme une source
persistante de contamination menacant la cualita €curi€ des produits alimentaires (Billings et al.,
2015, Gloag et al., 2020, Gordon et al., 2017, Kovach et al., 2015, Lewandowski, 2011, Thajuddin,
2016). La neécanique cellulaire est au coeur de toutes ces pnadiliques.

Les biobétons En n, l'int érét de la necanique des cellules microbiennes se profagdement dans
l'urbanisme avec le &veloppement des biébons. Un biobton est un ralange de éton et de micro-
organismes qui va avoir des pro@is de egereration des micro ssures gcea l'activité des cellules.
Lorsque I'eau af ue dans les micro ssures du béibn, elle eveille les microbes egtat de quiescence.
Les micro-organismes travers plusieurs voiesétaboliques, vont alors se metteroduire des cal-
cites. Ces calcites vont ensuiteepipiter pour colmater la micro ssure erdghant I'af uence d'agents
déeteriorant comme les chlorites et le dioxyde de carbone. Legbhastontete les premiers candidats
pour les bioktons, mais des articledaents poussent la recherche vers ['utilisation de champignons (le-
vures) pour cette application. L'iaet de ces recherches est davelopper un éton plus durable, avec
un cdit de maintenance plus faible, ce qui esstattractif pour le gnie civil (Feng et al., 2021, Zhao
etal., 2022).
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1.2 LalevureS.cerevisiae Modele de cellule eucaryote

Dans cette thse, nous allonétudier la levureS.cerevisiae S.cerevisiaest une levure, soit un organ-
isme unicellulaire appartenant aegne des champignons. |l s'agit d'une cellule eucaryote, ce qui lui
confere des propéites particulkeres qui la rapprochent des cellules manen&é et des cellulesgetales.
Son information @rétique est contenue dans un noyau et elle gessa machinerie intracellulaire lui
permettant d'effectuer les modi cations post-traductionnelles despres. La levure est un sgshe
mockle tres utili® dans la recherche pour plusieurs raisons.

Un cycle de division court La levure est un organisme unicellulaire avec un cycle de division court
(1-4h) beaucoup plus rapide que les cellules mamra# ou les celluleségetales (de I'ordre de 20h).
De plusS.cerevisiageut prolierera temggrature ambiante et n&cessite pas d'atmospte contblée
comme les cellules mamneifes (confble de l'alimentation erCO,). Lesétudes sur le sysie de la
levure recessitent peu de n&atel et sont abordables moindre cat ce qui les rend accessiblasun
grand nombre de laboratoires.

Un sysieme mocele pour |'étude du métabolisme La levure est capable d'adapter sogtabolisme

en fonction de la composition du milieu extracellulaire. Elle peut utiliser la respiration et la glycolyse
pour syntketiser I'ATP. En jouant sur les conditions de culture (notamment le substrat &rhbest
possible de favoriser I'utilisation de I'une ou l'autre de ces voiggaholiques, ce qui rend ce syste

tres ineressant pougtudier les diférentes voies du atabolismenergtique de mamire decoupée.

La levureS.cerevisia@st le premier organismeeavoir eu son codeggétique compmtement 8quené ce

qui a permis la constitution de mutants de certaersgs. LEtude de ces levuregetiguement modiees

esta l'origine de dcouvertes remarquables sur les interactions entrérerge, le ratabolisme et les
fonctions cellulaires. Il existégalement plusieurs mutations de la paroi cellulaire et du cytosquelette
qui sont d'un inérét particulier pougtudier la necanique cellulaire.

La mécanobiologie des levures Contrairement aux cellules mammiés, et de maare similaire aux
cellules \egetales et baériennes,S.cerevisiagpos®de une paroi cellulaire rigide qui assure @her
important dans la morphologie cellulaire et moe la cellule contre des conditions environnementales
extremes. Les levures pasgent un cytosquelette d'une composition semblable aux autres cellules eu-
caryotes, qui estorgani& en permanence pour assurerétiintes fonctions ataniques. Chez la lev-

ure, le cytosquelette et la paroi sont en constante interaction.@sapce de la paroi cellulaire constitue

un obstacle pouétudier le cytosquelette des levures. |l est cependant possible de lever cet obstacle en
effectuant une digestion enzymatique de la paroi cellulaire. Ce processus permet d'obtenir des levures
sans paroi, aussi apjels sphroplastes. La levure padeégalement des canaux transmembranaires
méchanosensibles qui lui permettent de capter les contrairieanigues de son environnement et de
réagira ces contraintes (Palmer et al., 2001).

Un syseme interessant pourétudier les bio Ims  Les levuresS.cerevisiasont capables de s'assembler
en colonie pour former des bio Im, et reggentent donc un metk adap pourétudier la necanique de
ce type de tissu en laboratoire.

Les levures au coeur de l'industrie agroalimentaire S.cerevisia@st aussi appeé "levure bourgeon-
nante” ou "levure boulargye”. La premere appellation provient de sa mare particulere de se diviser
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(asynetrique) par bourgeonnement, qui permet visuellement de leréiftier d'autres souches de lev-

ures telles que le mate S.pombgeaussi appé@ levure de scission. La seconde appellation provient du

fait que la levureS.cerevisia@st tes utilige dans les boulangeries pour la fabrication du paaces

son Ble essentiel dans la fermentation. Outre qu'en boulang8raerevisiaest le micro-organisme

le plus utili€ dans l'industrie agroalimentaire et plus partietdiment dans l'industrie des boissoss.
cerevisiaeest impliqe dans la production de nombreuses boissons feBaerdu disties de par le
monde et plus particldrement dans la fermentation du vin et de lerbi Elle occup&galement une

place importante sur la partie alimentaire dans la fermentation de plsuieurs types d'aliments (Hasan et al.,
2014). S.cerevisiaestégalement impligée dans la synd#se de biocarburant tels que le &ioanol, le
biopropanol ou encore le biobutanol (Parapouli et al., 2020). EB.egerevisiaeccupe toujours une

place importante en biotechnologie dans la production de produits pharmaceutiques, comme par exem-
ple lI'insuline (Nielsen, 2013).

1.3 Contexte et plan de tlese

Contexte et motivations

Ce projet de thse s'inscrit dans le cadre du projet de recherche ANR Rheolife dont les enjeux sont de
déevelopper un cadre #dorique @reral de rieologie temps-fquence pour analyser et naider la dy-
namique spatio-temporelle non stationnaire et raatielle des sysmes vivants. La prolration des
cellules et leur racanique cellulaire sont deux @ionenes dynamiques non-stationnaires€sislans

le cadre de ce projet. Ainsi, la motivation fondamentale de reaehest de comprendre comment la
mécanique d'un individu cellulaire (qu'on va modi er en modi ant son environnement) va in uer, con-
ditionner le comportement d'une population cellulaire et s8eolution temporelle.

Que ce soit par microscopie optique oéeanique, la paroi cellulaire est la premg interface que I'on
rencontre chez la levure. C'esélément qui contribue le plus la necanique cellulaire, il constitue la
premere interface dchange et d'interaction de la levure avec son micro-environnement (support, ma-
trice extracellulaire, autres micro-organismes). La composition chimique de la paroi cellulaire change en
fonction du netabolisme de la levure ainsi que de sa phase de croissance (Aguilar-Uscanga and Francois,
2003, Dague et al., 2010).

Si ces changements de composition ont une in uence suglzamique de la paroi cellulaire alors il est
possible d'associer les difentsétats physiologiques des levur@sles marqueurs de laéranique de

la paroi. C'est pourquoi nous avonéaice de nous iréresser tout particdrement la mécanique de la

paroi cellulaire.

Problématique et plan de tlese

Dans cette tase, notre objectif est d'identi er comment leétabolismeenergtique de la levure in u-

ence sa croissance en population et dgedniner si les dynamiques de croissance setemt sur la

mécanique de sa paroi. Powpondrea cette prol#matique, la thse est organge en cing chapitres
comprenant ce chapitre introductif.

Le chapitre 2 est cerdérsur la croissance d&cerevisia@n population. Nous nous sommes apgaly
sur uneetude exprimentale de la proldration des levures engsence de trois substrats carbsiiglu-
cose, galactose et lactat&lectionres pour cibler des types deatabolismes diffrents (essentiellement
glycolytique, simultaBment glycolytique et respiratoire et essentiellement respiratoire). Ce suivi de
I' évolution temporelle des populations de levureeaassi la conception d'un bi@acteugquige d'un
syseme de lecture en tempseal de la production de biomasse par phattie, gacea une @rivation

11



Introduction gnrérale

uidique. La résolution temporelle de ces mesures a permis deepgera une analyse nuenique des
courbes de croissance. En utilisant des pdares d'identi cation nurarique des paraetres, nous
avons extrait les temps caraagstiques des diffrentes phases de croissances et nous avonsedstm

taux de prolieration assoéisa chaque type de @abolisme. Cessultats montrent quantitativement des
difféerences au niveau du comportement de croissance des levures en fonctietabalisme pendant et
apres la phase exponentielle de croissance. Nous agaiement pu faire ressortir des comportements

de croissance particuliersggedant la phase stationnaire de croissance qui ne sont pas pris en compte par
des moeles classiques de croissance microbienne. Ces comportements de croissaiodiscués en
s'appuyant sur les domes exprimentales et nous avons apgaune interpetation du rétabolisme des
levures au cours de ces phases pariecas.

Le chapitre 3 est&dié a la mecanique de la paroi cellulaire. Dans un premier temps, nous abordons
les élements impligés dans la @canique cellulaire et leurs connexions avec &aholisme de la lev-
ure, d'un point de vue biologique. Ensuite, nous faisons le tour desriexges de compression de la
levureS.cerevisiagapporées dans la lifirature. Dans un troisine temps, nous @sentons les diérents
modeles de compression des levurésits dans la lirature en soulignant la relation entre la force et la
deformation pedite par ces diffrents modles. Dans un quagine temps, nous sentons lessultats
de suivis de la racanique de la paroi cellulaire par microscopi®rce atomique. Les mesures de com-
pression des levures oeg effectees en utilisant un levier plat. Ces suivis ét# merés sur plusieurs
jours en para#tle des cultures en bieacteur. En analysant la nature de la nogdniée des courbes de
force-ceplacement, nous montrons que la relation entre la force édicement du levier ne suit pas
une loi de puissanca exposant constant commeegit par les moeles de coques press@es pour de
faibles ceformations A travers I'etude du coef cient de perte visqueuse, nous avons raante la paroi
cellulaire se comporte comme un reaauélastique. Nous avons obsérdes diferences de la tension
effective des levures entre les @ifénts milieux de culture. Eetudiant les distributions des paratres
mécaniques et de modules de Young effecififferente€chelles de @formation, nous avons reg des
differences importantes de la&oanique cellulaire en fonction des phases de croissances. lersulifés
obsenees nous permette de faire des étations importantes avec leétabolisme des levures.

Le chapitre 4 écrit les nethodes ex@rimentales utiliées dans les chapitresgpedents. Ce chapitre
est divi® en deux parties. Une partie congsa la culture cellulaire qui contient notamment une
description du sysime de biogacteur cou@a un systme de lecture en tempgel de lévolution de
la biomasse par photagtrie, concu dans le cadre de cettesh. La seconde partie esidiee aux
mesures de Braniques cellulaires. Nous gdivons le principe de la microscopgeforce atomique,
les pro@dures de calibrations, et les protocoles&ipentaux utili®s pour mener les egpences de
compression cellulaire.

Le chapitre 5 @sume lesésultats obtenus durant cett@sie et nous y concluons que l&canique
de la paroi cellulaire est effectivemengdia la dynamique de population. Les pagtnes nécanigues
que nous avons est&s nous permette de mettre en valeur deudifices de la gctanique de la paroi
cellulaire en fonction des défentes phases de croissance et dtatmlisme qui leur est asséciNous y
abordons aussi les nombreuses perspectives posaitrien travail. Une caragtisation de la racanique
de populations de levure assegdd en bio Im permettraiégalement de faire le lien entre l&eoanique
d'une cellule individuelle et la @canigue d'une population.
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Chapitre 2

La levure S.cerevisiae Croissance et
meéetabolismeenergetique

La levureS.cerevisiaest un organisme vivant unicellulaire eucaryote . Une cellule vivante desepter
au minimum les caraétistiques suivantes :

» Présence d'un compartiment comg@od'une bi-couche lipidique remplie de cytoplasme (solution
compoge d'eau, de sels et de peaies).

» Présence d'information&rétique intracellulaire.

» Présence d'un sysmme de traduction degges en pr&ines (ribosomes) (Batlka et al., 2004).

Les organismes eucaryotes font partie d'un clade (groupe mor&pjug ) qui regroupe tous les
organismes unicellulaires et multicellulaires cagaisks par la pesence d'un noyau intracellulaire con-
tenant I'information @rétique. Le domaine des eucaryotes comprendd@e animal, leegne egetal
ainsi que le egne des champignons auquel appart&oerevisiael'adjectif eucaryote englobe un en-
semble de diffrences cellulaires et biochimiques que I'on peut observer en comparaison avec les cellules
procaryotes , telles que les bades et les ard@es (Favor and J., 2015, Terence, 2012).

z

A I échelle cellulaire Les cellules eucaryotesgsentent un compartiment intracellulair@l{chité par

une membrane) contenant l'informatioargtique. Ce compartiment est appebyau. Chez les cellules
procaryotes, 'ADN n'est pas cloisoBrpar une membrane. Cependant, kspnce d'une hyperstructure
nuckaire aéte identi ée chez plusieurs organismes procaryotes (Norris et al., 2007). C'est la notion de
noyau intracellulaire qui a permis dé dir les deux clades en premiie approche par I'emploi du terme
grec "Karuon” qui signi e noyau. Les cellules eucaryotes muksntegalement d'autres compartiments
intracellulaires, appék organites, que ne peskent pas les cellules procaryotes. Cesdiifits organites

sont les suivants :

* les mitochondries jouent udle primordial dans le gtabolismeenergtique des cellules eucary-
otes en permettant notamment la respiration cellulaire. Un@nparticulier sera pogta cet or-
ganite dans cette dse.

* le réticulum endoplasmique ainsi que I'appareil de Golgi, sont des organites permettant aux cel-
lules eucaryotes d'effectuer des modi cations post-traductionnelles au&ipest un racanisme
absent chez les cellules procaryotes.
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* les peroxysomes sont des organites dortilleest d'oxyder les compés organiques et d&drader
le peroxyde d'hydrogne.

* les lysosomes égne animal) sont §giali$s dans la @gradation des polyeres biologiques
(protéines, polysaccharides ).

* les chloroplastes ¢gne egetal) sont des organites impligs dans la photosyreke.

* Enn, les vacuoles @gne des champignonggne egetal) sont des compartiments intracellu-
laires dont la fonction varie en fonction des organismes cellulaires. Celle-ci peut avditeun r
dans lisolation de produits toxiques intracellulaires, dans la digestion des organites et dans le
stockage transitoire d'eau ou d'autre r@olile organique. La vacuole joue wiea important dans
la mécanique cellulaire, car elle participe au maintien éguilibre hydrique et joue donc uble
important dans la pression de turgescence interne des cellules eucarpates

En particulier dans le cadre de cettedhb, il est important de prendre connaissance deélsepce
de ces compartiments intracellulaires. Le contenu de8rdifts organites peut avoir une composition et
une structure &s differente du cytoplasme. En fonction de la densi¢s difErents organites, ceux-ci
peuvent avoir un indice défraction plus ou moins important que le cytoplasme (Liu et al., 2016) ce qui
peut entraner des diferences locales d'indices que I'on pourra quanti er par des mesures de microscopie
interferentielle . Leur pesence ou leur absenceé&pence de la vacuodetitre d'exemple) peutgalement
avoir une importance sur lagoanique globale dedthantillon (Guerrero et al., 2019, Janel et al., 2019,
Khunsaraki et al., 2021, Riethitier et al., 2007). Ces di#fences I'échelle cellulaire sord prendre en
compte pour faire destudes comparatives de l&&oanique entre organismes eucaryote et procaryote.

Au niveau génetique Les cellules eucaryotes diffent des cellules procaryotes par la structure et le
conditionnement de leur ADN . LADN des cellules eucaryotes eépag en plusieurs parties que I'on
appelle chromosomes. Au niveau de ses chromosomes, I'ADN est eraotdur des histones qui sont
des progines intranu@aires. En fonction de I'embobinage de I'ADN autour des histones, les cellules eu-
caryotes peuvent se déffencier pour acdgrir une fonction seci que au sein d'un organisme multicellu-
laire sans modi cation de leuramome épigerétique). Chez les cellules procaryotes, toute l'information
gérétique est comprise sur unéme plasmide, structeirpar des petites matules appéles les NAPs
(nucleoid-associated proteins) (Wang et al., 2011). L'ADN des cellules eucaryotes est beaucoup plus
grand (en termes de paires de raatldes) que celui des procaryotes. LADN eucaryotespnte a min-

ima deux copies de chaquene et une large fraction de l'informatio@igetique est non codante, a-€l.
constitiee d'introns . L'ADN procaryote quard lui est plus compact. Chaquerge a une fonction
essentielle et est @sent en une seule copie.

Chez les eucaryotes, la transcription deses s'effectue dans le noyau et la traduction des ARNs
messagers en piihes s'effectue dans le cytoplasme. Cetgesation permet unégulation de I'expression
gérétique, tous lesa@nes transcrits (transcriptome ) ne sont pas tous traduits exin@st Chez les pro-
caryotes, lesgnes sont transcrits et traduits simuétarent. Les gnes sont souvent traduits par groupe
sous le confile d'un régulateur de transcription (épon ).

Au niveau du cytosquelette Le cytosquelette joue udle tres important dans la@anique et la mor-
phologie cellulaire et est donc d'un @&t tout particulier dans le cadre de cettesb. La composition

du cytosquelette est ddfente chez les eucaryotes que chez les procaryotes. Chez les eucaryotes, le cy-
tosquelette est compesle laments d'actine , de microtubules et de laments intédiaires . Ces trois

types de laments sont psents chez tous les eucaryotes et sont imptiglans de nombreux processus
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intracellulaires (morphologie cellulaire, organisation structurelle des organites dans le cytoplasme, trans-
port moEculaire... ). Le cytosquelette eucaryote sera @bphas en profondeur dans la section 3.1. Pour

les organismes procaryotes, les pines qui forment des laments sont difentes des eucaryotes et ne

sont pas identiques pour tous les micro-organismes. La revue de Wagstaff et al. (Wagstafivaend L
2018) met erevidence la diversit des pratines cytosquelettiques chez les organismes procaryotes.

Au niveau de la paroi cellulaire La paroi cellulaire est une structure rigide qui cloisonne la cellule.
C'est la premére surface @change (eégalement la prerare barrere) entre la cellule et son envi-
ronnement avant la membrane plasmique. Elle jegalement unéle important dans la croissance
cellulaire, dans le maintien de la morphologie cellulaire et octroie une cerésrsgtance aux variations

de la pression de turgescence interne (engangar des variations de pression osmotique ). Quand elle
est pésente, il s'agit d'urelement nécanigue important qui contribue fortemenia densi optique de

toute la cellule (Ovalle et al., 1998, Sullivan et al., 2007). Chez les procaryotes, la paroi cellulaire est
presque toujours psente. Les bagties peuvent adopter deux types de paroi cellulaire (giegatives

ou gram positives). Les arébs ont des parois déffentes des bamties, organises en "S-Layers” (Gill

and Brinkman, 2011). Pour les organismes eucaryotes, la paroi cellulaire n'est pas tolgearndgrLes
cellules animales, par exemple, négentent pas de paroi alors que les celluézgtales et fongiques en
pos®dent. La composition et la structure des paroisedgiht entre les plantes et les champignons : Les
cellules \egetales ont une paroi cellulaire orga@ésen trois couches et essentiellement co@de cel-
lulose , d'remicellulose , de pectine , et de lignine (Keegstra, 2010, Sticklen, 2008). La paroi cellulaire
des champignons (tel q@&cerevisiaegst organige en deux couches et est congmde -glucanes, de
chitine et de mannopreines (Anwar et al., 2017, Kuhn Editor, 2019). Nous reviendrons plugtil d

sur la paroi cellulaire d&.cerevisiaelans la section 3.1.

Figure 2.1: Les parois cellulaires des procaryotes et des eucaryotesParoi cellulaire des bagties Gram positiveA.),
des badtries Gram &gatives B.), et des arckes C.) (Gill and Brinkman, 2011). Paroi cellulaire des celluleg@talesD.
(Sticklen, 2008) et des levur&s (Anwar et al., 2017).
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2.1 Metabolisme et croissance en population

Dans cette section, nous allons aborder la croissance de la [Bwervisiaen population, aussi ap-
peke la prolikration. Pour observer une préition, il est Bcessaire que les cellules de levures se mul-
tiplient par division cellulaire. Pour se diviser, les levures ont besoin de produire la bionéasssaira

la conception d'une nouvelle cellule. Cette biomasse est prodpitetir des diférents substrats @sents
dans le milieu de culture, notammenpartir des cHaes carboaes. La production de biomasseressite

la synttese de mdacules d'ATP pour catalyser legactions biochimiques de gese des biomékules.

La manere dont les levures produisent la biomasse est irmunsment Bea la nature du substrat qui
va étre consomi@. La levure vaétre capable d'adapter les processus de transformation déesedif
substrats en fonction de la nature des'oba carboéesa sa disposition. Elle vagalementtre ca-
pable d'adapter sa masre de syntétiser I'ATP en fonction de la nature du substesergtique. Le
métabolisme regroupe l'ensemble des processus de transformation deenedtdénergie par la cel-
lule, au cours des @monenes de syn#se (anabolisme) et dégradation (catabolisme ) des racliles
organiques. Le @tabolismeenergtique concerne les voies biochimiques de sgsthdes meélcules
d'ATP a partir de substrat carber(catabolisme). Pour comprendre legsaanismes de la croissance
des levures en population, il est d'aborécessaire de comprendre ce qui se produit au niveau du
métabolismea I'échelle d'une cellule.

2.1.1 Le netabolisme de la levureS.cerevisiaen fonction du substrat carbore

Pour produire la majeure partie degtabolites cellulaires (ADN, préines, paroi cellulaire), la levure
S.cerevisia@ besoin de chiaes carboées C6, telles que le glucose et le galactose (voir gure 2A3).
travers un ensemble déactions identié comme la glycolyse, la levure vaduire les chaes de car-
bones C6 en diffrents netabolites interradiaires qui vont ensuite entrer dans les voigtahnoliques

de biosyntlese des composants cellulaires (Moie des pentoses phosphates , leiesylgh composants
de la paroi, etc). Si ces clmes carbo@es ne sont pas gsentes dans le milieu de culture, la levure va
adopter une stragie particukere pour transformer les cln@s carboaes en C6. Pour des ¢has de
carbones plus longues, comme le saccharose, la levure va rexdesrprocessus de digestion enzyma-
tique pour eduire la moécule en carbone C6. Pour des Bmlles plus petites, telles que le lactate (C3)
ou I'éthanol (C2), la levure va recoudrdes processus actifs (consommation d'ATP) pour former des
chanes carboaes C6. La @oglucogease est la voie gtabolique qui permet d'effectuer lesactions

de la glycolyse dans le sens anabolique en passant par la consommatiorédel@sad'ATP.

La levureS.cerevisia@ également besoin de chas de carbone C3 et C2 (pyruvate , acetyl-CoA ) pour
produire une partie desétabolites cellulaires. Ces chas de carbones sont produites par la glycolyse
. Une fraction de ces carbones@&ae transforrée au niveau des mitochondries par le cycle de Krebs .
La gure 2.2 sclematise les diffrents nécanismes permettant la syesie des gacurseurs des voies de
biosynttese des composants cellulaires en fonction de la longueur des sources de carbemepdans

le milieu.

Dans tous les cas, la levure a besoin dadrgie issue de I'hydrolyse des raoliles d'ATP pour fabriquer
les constituants cellulaires. Pour sygilser I'ATP, les cellules disposent de deux voiestatoliques
majeures que sont la glycolyse et la respiration.

La glycolyse La glycolyse est une voie @tabolique constitee de 10 éactions enzymatiques qui se
deroulent dans le cytosol. Elle permet I'oxydation d'une émlle de glucose en deux raclles de
pyruvate. Le processus condaita formation de deux metules d'ATP et deux méktules de NADH .
L' équation globale de la glycolyse est :

Glucose+ 2ADP +2Pi+2NAD " ! 2Pyruvate+2ATP +2H,0+2NADH +2H" (2.1)
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Figure 2.2: Flux de production de biomasse en fonction de la source de carbone.

La respiration La respiration est le processus de sysih d'ATP par la chae respiratoire. Elle se
déroule dans les mitochondries @&aessite un ensemble dEactions enzymatiques connu sous le cycle
de Krebs. Les mé@cules de pyruvate sont converties eatgleCoA par la pyruvate@shydrog@nase PDH
(décarboxylation oxidative) avant d'entrer dans le cycle de Krebs. Le cycle de Krebs eérigrmeshuit
reactions d'oxydagduction qui oxydent I'agtyl-CoA en dioxyde de carbone. Le&sactions d'oxydation

au niveau des complexes de la tterespiratoire grerent un gradient de protons de part et d'autre de la
membrane mitochondriale. En dissipant le poter@iettrochimique par diffusion faciée des protons,
I'ATP synthase catalyse la phosphorylation de 'ADP en ATP. Ce processus est égphbsphorylation
oxydative. Les madcules d'ATP produites sont ensuite exjged vers le cytosol. La&action globale de

la respiration est la suivante.

NADH + H* +1=20,+ nADP + nPi! NAD® + nATP +(n+1)H,0 (2.2)

L'activité de ces deux voies @taboliques au cours de la croissance egtiee par des @mnonenes
génétiques et osmotiques, conditi@sprincipalement par la nature du substrat.

Dans cette thse nous avons utibistrois types de substrat pour induire deétabolismes diffrents
chezS.cerevisiae le glucose (C6), le galactose (C6) et le lactate (C3). Dans chaque cas, nous al-
lons cecrire le nétabolisme deS.cerevisiaen pesence de ce substrat. Pour la croissance en glucose,
S.cerevisiaeva subir un changement deétabolisme important en utilisangthanol comme substrat
suitea la cepletion du glucose (transition diauxique ). C'est pourquoi, nous abordégasment le
métabolisme dé.cerevisiagour le substraéthanol. La gure 2.4 dresse une syasie des diffrents
acteurs du ratabolismeénergtique dans chaque situation et nous servira de supportgtodier les
différences.
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Figure 2.3: Formules chimiques des mdcules ckés du netabolismeénerggtique de la levure :A.Forme cyclique du glucose
(CeH1206) B. Forme cyclique du galactos€{H 1,0¢) C. Pyruvate C3H403) D. Lactate C3HgO3)

2.1.1.1 Lacroissance en milieu galactose

Le galactose (voir gure 2.3.B) est un monosaccharide pdast une cliae de 6 atomes de carbone.
C'est un isonere du glucose. Il entre dans la cellule par des transporteérs gpes avant de subir
une chéne de Eactions biochimiques idene comme la voie &tabolique de Leloir polgtre converti

en glucose-6-phosphate (G6P). La voiétabolique de Leloir joué@galement unéle important dans
les voies de biosyn#se des composants de la paroi cellulaire (voir section 3.1). Le G6P est une porte
d'entrée dans la glycolyse. A défentesetapes de la glycolyse, une certaine fraction (de l'ordre de
10% (Wu et al., 2006)) des carbones C6 transfsmaétre utilisee par les voies de biosyrtbe des
composants cellulaires pour produire de la biomasse. Le regtieesaonverti en pyruvate en produisant
2 molecules de NADH et d'ATP par métule de G6P. Les matules de pyruvate vont ensuite entrer
dans les mitochondries pour produire de I'ATP par respiration. En milieu galactose, la%uarevisiae
pos®de une haute acti@tmitochondriale, et les matules de NADH produites par la glycolyse et
par les voies de biosyntse des composants cellulaires vetrie €-oxydes en NAD+ pour maintenir
un équilibre redox stable. A lissu de ceétabolisme, les méktules de galactose sont coetgiment
réduites en dioxyde carbone et en eau par la respiration.

2.1.1.2 Lacroissance en milieu lactate

Le lactate (voir gure 2.3.D) est une ntule qui possde une chae de 3 atomes de carbone. La
levure S.cerevisiaeest capable de convertir le lactate en pyruvatcen la lactate @shydrog@nase

qui est une enzyme psente dans la membrane mitochondriale. Une fraction du pyruvate entre dans
la néoglucogease pour produire des chas de carbones C6 qui voatre utiliees dans les voies de
biosynttese des composants cellulaire en consommant de I'ATP. Le pyruvate qui n'est paspatilia
néoglucogease entre dans les mitochondries pour stiser I'ATP par respiration. En milieu lactate,
I'activité mitochondriale est importante et permet @guler 'équilibre redox entre NADH et NAD+.

2.1.1.3 Lacroissance en milieu glucose pughanol

Le glucose (voir gure 2.3.A) est un monosaccharides pdast une chiae de 6 atomes de carbones.

Le glucose est le substratgferentiel deS.cerevisiaet il va étre imporé dans la cellule en prioétpar

des transporteuid haute af nié. S.cerevisia@st dite Crabtree-positive ,a&d que pour des concentra-

tions de glucose importantes, la vitesse du transport du glucose dans la celluleégtestation par la
glycolyse, veétre beaucoup plus importante que pour les autres sources de carbone. Sachant que c'est au
niveau de la glycolyse que sont syatises la majorié des pecurseurs des voies de biosyegk Wu et al.

(2006), le ux glycolytique important (engenépar I'in ux de glucose) va adérer toutes les voies de
biosynttese des composants cellulaires. Chez la leBucerevisiaée glucose vagalement exercer une
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repression de l'activié mitochondriale au nivealegetique.

Une fois dans la cellule, le glucose est converti en G6P pour entrer dans la glycolyse. Une fraction
du G6P est utilié dans la voie de biosyrdee des composants cellulaires et l'autre fraction est con-
vertie en pyruvate, en produisant de I'ATP et du NADH. Comme l'a@iwititochondriale eséprimée
geretiquement (faible quanétde mitochondries) le&égerération du NADH en NAD+ par la phospho-
rylation oxydative (mitochondrie) vatre inhitee, ce qui va engendrer uegquilibre redox. On parle

de cebordement @tabolique ("Metabolic over ow”). Pouéquilibrer le potentiel redox intracellulaire,

la levure va alors recoura la fermentation alcoolique. La fermentation est une vaiatmolique con-
stituee de 2 gactions enzymatiques permettantdduction d'une macule de pyruvate en une naglule
d'éthanol. Le processus eritta la €gerération d'une mdtcule deNAD * et la production d'une
molécule de dioxyde de carboneéluation globale de la fermentation alcoolique est :

Pyruvate+ NADH + H* | Ethanol + CO2+ NAD ™ (2.3)

L' éthanol produit par fermentation estéig dans le milieu extracellulaire.

Lorsque que la quanétde glucose s'amenuise, kepression de l'activé mitochondriale est I&e et la
levure entre alors dans une phase de bioggeldes mitochondries. On parle de transition diauxique.
Suitea une culture feri@e prolon@e en milieu glucose, la levure dispose alors d'une certaine galiantit
d'éthanola sa disposition pour repartir en croissancegtthanol (voir gure 2.3.C) est une chme de

2 carbones (C2). Celui-ci est convertit eretadcehyde par I'alcool deshydrégase psente au niveau

de la membrane mitochondriale et dans le cytosol. Une fraction descoies d'aétalcehyde vaétre
utilisée dans le processus deaglucogease pour produire des chas de carbone C6 qui voetre
utilisées dans les voies de biosyatle des composants cellulaires. L'autre fraction va entrer dans le
cylce de Krebs pour synétiser I'ATP par respiration. L'activé mitochondriale importante va permettre

a la cellule déquilibrer le potentiel redox.

2.1.1.4 \Variation du metabolisme au cours du cycle de division

Chez les cellules eucaryotes, le cycle cellulaire est comgelusieurs phases (G1,S,G2,M) (Hartwell,
1974). Au cours de la phase G1, la levure produit la biomasse qui lui permettra par la suite de se di-
viser. Elle va produire cette biomasaaine certaine vitesse en fonction des conditions de croissance
en utilisant les voies Btaboliques @crites ci-dessous. La vitesse de piddittion des levuresépend
essentiellement du temps que celles-ci passe en phase G1.

Lorsque les levures proéifent "lentement” avec des taux de croissance de l'ordre dé& ¢.1ce qui

est le cas des levures qui prelient par respiration, celles-ci vont constituer deserves de carbohy-
drates au cours de la phase G1 (Futcher, 2006, Guillou et al., 2004, Zhao et al., 201ésePassrsont
compoges essentiellement de glyerg et de &halose . Lorsque ceéserves sont suf samment im-
portantes, la levure enclenche alors le processus de division en consommant rapidenéserses de
carbohydrates. L'utilisation rapide de cé&serves entfae un af ux important de glucose dans la cellule

qui va converti rapidement en pyruvate par la glycolyse. L'af ux de pyruvate va provoquer temporaire-
ment une adglération du taux de respiration. Cependant, cet af ux de glucose est trop important pour
étre compdétement absoibpar les voies respiratoires et engendre doncabodiement tabolique.

Les levures vont alors utiliser la fermentation alcoolique pour produire rapidemeréragdie en pro-
duisant de thanol (Miller et al., 2003). Ainsi, idme lorsque les levures praient sur un substrat non
fermentable et que I'essentiel de I'ATP est produit par respiration, celles-ci peuvent qéamel awoir
recoursa la glycolyse et la fermentation au cours du processus de division.

Pour les levures qui proBfent rapidement en milieu glucose par fermentation, iéaobsere que
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Métabolisme en milieu glucose B. Métabolisme en milieu galactose

Métabolisme en milieu lactate D. Métabolisme en milieu éthanol

Figure 2.4: Métabolisme deS.cerevisiaeen fonction de la nature du substrat: Sctema syntktisant leslements d@s du
métabolisme dé&.cerevisiagpour un milieu contenark. du glucoseB. du galactoseC. du lactate oWD. de I'éthanol.

celles-ci ne produisaient pas deserve de carbohydrates. Dans ce cas, la ggatiii P dans la cellule
est suf sante pour activer les@éoanismes deegulation biochimique du@marrage du cycle de division.
Pour les cultures en milieu galactose, éta monté que la production deserve de carhodydrate entre
les phases de divisiogtait faible pour des cultures contentant 2% galactose&®itlpl., 1997) comme
utilisé dans cette #se.

2.1.1.5 Bilan sur le netabolisme de la levure

Pour Eesumer, en&robie,S.cerevisiagpeut adopter 3 stragies de ratabolisme en fonction de la nature
du substrat :

* Elle peut produire de la biomasse en utilisant sim@taant la glycolyse et la respiration. C'est
le cas des cultures en galactose.

* Elle peut produire de la biomasse en utilisant essentiellem&Eoglncogease et la respiration.
C'est le cas des cultures en milieu lactate.
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* Elle peut produire de la biomasse en utilisant essentiellement la glycolyse (suivie de la fermen-
tation alcoolique). C'est le cas des cultures en milieu glucose. Dans cette situation, les levures
conservent une actiatrespiratoire minimum pour assurer la production de certains composants

cellulaires.

Les milieux de cultures utilss au cours de cettedbe (voir section 4.1) orite retenus a n de pouvoir
tester inépendamment chacun de ces trois types é@bolisme.

2.1.2 Croissance des levures en population

Dans cette thse, nous nous iatessons l'impact du nétabolismeenergtique sur la croissance de la
levure S.cerevisiaen population. Dans cette section, nous allons no@sesser la manere dont la
biomasse augmente au cours d'une culture de levure. Nous akonsalles variations de la biomasse
au cours du temps (les "courbes de croissance”) en fonctionatablisme.

Suivre la la prolieration des populations microbiennes est une approchecetitismmuéament en mi-
crobiologie. La vitesse de proéifation d'un micro-organisme est car@gstique de etat physiologique
du micro-organisme que l'oétudie. Pougtudier la croissance, il eséoessaire de quanti er la popu-
lation des micro-organismes au cours du temps. Dansé&aditire, les populations de levures peuvent
étre exprinees de plusieurs mares : elles peuveridtre expringes en fonction de la biomasseche
par unié de volume (g/L), en fonction du nombre de levures paréudé volume, en fonction de la
densié optique (DO ) ou encore en fonction d'ustformant colonie (UFC ) (Koch, 2007). Pour passer
d'une mesurea l'autre, il est ®cessaire de mettre en place des facteurs de concordaeenies
experimentalement. Ici, nous aborderons la quérd# biomasse en gramme par litre de masshesde
levure.

2.1.2.1 Une croissance par phases

La croissance est un phonene de transition entre une population initiale d'individus, que I'on iden-
ti era par No vers une population plus grande. éuation @rérale de la croissance est die par
I'équation :

dN(t) _

— = O NE 24)

ou N (t) repesente la population au tempst (t) est une fonction quig&krit la manére dont la popu-
lation va crétre au cours du temps.(t) est aussi appélle taux de croissanceé&p que a l'instantt.

Au cours d'une ndme culture microbienne fegma (en batch), ce taux de croissanaecsgue vaévoluer

en fonction du temps passiepuis I'ensemencement, en passant paerdifites phases de croissance
telles que écrites par Monod en 1949 (Monod, 1949). Apd'ensemencement, si les conditions sont

réeunies pour permettre la croissancee§ance de sources de carbone), les micro-organismes vont passer

successivement par cing phases gsohti€es dans la gure 2.5.A:

» Une phase de latence (1) au cours de laguelle les microbes s'adap¢emtnouvel environnement.

La dutée de cette phas&pend beaucoup de I'historique des microbes avant leur ensemencement.

Au cours de cette phase, le taux de croissance est f)l ( 0) et la population des microbes
reste proche de leur population initidikg.

* Une phase exponentielle de croissance (ll) durant laquelle les microbegEmaliivec un taux
de croissance est sup@osonstant et maximum, idené par may -

21



Saccharomyces Cerevisia®létabolisme et croissance

* Une phase de ralentissement (Ill) durant laquelle la vitesse degradldn diminuea cause d'une
déepletion d'un nutriment essential la croissance ou sous l'effet d'inhibiteurs de la croissance,
produits par les cellules au cours de la culture (agjéithanol...).

» Une phase stationnaire (IV) durant laquelle les micro-organismes ne se divisent(@jus Q).
La population de microbes atteint alors une population nale constante, que I'on identi era par

Nmax .

« En n, sila culture microbienne se poursuit sur une@kisuf samment longue et que les microbes
n‘ont plus assez de ressources pour assurer la maintenance cellulaire, ou geselecerd'un
compog toxique entrae I'apoptose des cellules, les microbes vont alors entrer dans une phase
de ceclin (V). Au cours de cette phase, les microbes vont entreeerossance en passant d'une
population initiale (iciNmax) @ une population moins importante. Dans cetis#é) nous nous
intéresserons exclusivement aux processus de croissance.

Cette @composition est valable lorsque les micro-organismes ne peuveatsi®pper que sur un
substrat unique (avec une seule sour@ndrgie). Comme nous l'avons vu dans la secti@ugutente,
pour une culture ferée en milieu glucose, la levugcerevisaest capable de proéfer €£quentiellement
sur un substrat (le glucose) avant de changer @abolisme pour prolrer sur un second substrat

(I'éthanol). Dans cette situation, la courbe de croissance va avoir une allérewli#, comme sémati€e
dansla gure 2.5.B:

» Apres la premere phase de croissance exponentielle sur le glucose (ll), les levures vont adapter
leur metabolismea utiliser I'ethanol par respiration. Cetéape (l11) est la transition diauxique.
Elle vaétre caradrise par une diminution du taux de croissanocecspue.

» Une fois que les levures ont adapeur netabolismeenergtique, celles-ci entrent dans une nou-
velle phase de croissance (plus lente)eties syntbtisent I'ATP par respiration (IV). Le taux de
croissance gxi que va alors remonter jusga‘atteindre un maximum locakhayx2 < max -

 Puis, lorsque Bthanol ou un autre composant esserdtitel croissance vierg manquer, la crois-
sance des levures va ralentir (V) pour rejoindre la phase stationnaire((Yk 0), puiséventuellement
en phase deétlin (VI).

2.1.2.2 Des physiologies propres chaque phase de croissance

Pour comprendre le dynamique de variation de la biomasse, il est important de comprendre ce qu'il se
passe physiologiquement au cours de chague phase.

Phase de latence La phase de latence appasysématiquement lorsque les levures sont ensegesnc
dans un nouveau milieu et plus parti@rément lorsqu'elles sont enseméas dans un milieu contenant
un substrat diffrent de leur milieu de provenance. La &eide cette phaseegend du temps que les
cellules prennent pouéguler I'expression deanes spci ques impligLés dans le ®canisme adaptation
(Vermeersch et al., 2019). Par exemple, desgg codants pour des transporteurs membranaires a n
de faire rentrer le nouveau substrat dans la cellule et desggcodants pour des enzymeésessaires

a la cegradation du nouveau substrat jusgsbn enge dans les voies biochimiques d@tatbolisme
énergtique.
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Figure 2.5: Les phases de croissance d&cerevisiaen culture batch: A. Repgésentation sé@matique de Evolution de la
biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en cultie femun substrat unique. I: Phase de latence. II:
Phase exponentielle.lll: Phase de ralentissement. 1V: Phase stationnaire. 1V: PhaskindB dRepgésentation s@matique de

I' évolution de la biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en culigesterdeux substrats. |: Phase de
latence. II: Prengre phase exponentielle. lll: Transition diauxique. IV: Seconde phase de croissance exponentielle. V: Phase
de ralentissement. VI: Phase stationnaire VII: Phaseedérd

Phase exponentielle La phase exponentielle de croissance est la phase de croissance durant laquelle
les levures se multiplient le plus rapidement. Le taux de croissance maximum atteint durant cette phase
est sjeci que aux conditions de milieu. ll@end de la nature du substeaiergtique, de I'oxy@nation,

de la temprature et du pH.

Phase stationnaire La phase stationnaire survient lorsqu'un substrat essentielai@ainquer (source
carboree, nitrogne , phosphate...) ou lorsque les levures subissent un stress important (osmotique,
thermique). Pour entrer en phase stationnaire, les levurgiearieur division dans la phase G1 (chute

du taux de croissancel'échelle de la population) et enclenchent diveecanismes pour se mettre en
quiescence. Cesa&uanismes comprennent le stockage de substrats &sbons forme de glycege et

une mise en place deéoanisme deasistance au stress comprenant notammegpaississement de la

paroi cellulaire (Herman, 2002, Janez et al., 2015).

2.1.2.3 Le taux de croissance

Les micro-organismegpondent aux uctuations des conditions environnementales, physiques ou chim-
iques. Ces uctuations de I'environnement extracellulaire peuvent engendrer des stress épariasssions
sur la cellule peuvergtre multiples : activation des voies de signalisation dediniteé de la paroi cel-

lulaire, reorganisation du cytosquelette, biogea mitochondriale, @tanismes deesistance aux stress
osmotiques, variations de la taille des cellules, etc. €astions Bcessitent de&nergie qui ne sera pas
employée pour la division cellulaire. De plus, lésactions aux stress s‘accompagnent&@ysttiquement

d'un aret de la division dans la phase G1 et donc, statistiquement, d'une chute du taux de croissance.
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Les facteurs pouvant in uer sur le taux de croissance (les facteurs de stressesambritbreux : ces
paranetres peuvenétre physiques : ten@pature, agitation, encombrement, con nement. lls peuvent
etre chimiques : pH, pression osmotiqueégance d'oxygne, de substrats carliEs) de composants
essentiels la croissance, de produits toxiques provoquant une inhibition de croissance.

2.1.3 Courbes de croissance egpimentales en biogacteur

Pourétudier la croissance de la levUBecerevisia@n population, nous avons enregistrer la variation de
biomasse des levures au cours du temps lors de culturesdsmans un biéacteur con¢u au laboratoire
Ondes et Matre d'Aquitaine (LOMA). Les caraétistiques, le principe de fonctionnement ainsi que
I'analyse de la mesure soncrits dans le chapitre 4 dans la sous-section 4.1.2. Cerggstous a permis
d'enregistrer la croissance de plusieurs culture en milieu minimum stigtle galactose (MMSGal),
lactate (MMSL ) et glucose (MMSG) ainsi que dans un milieu riche lactate (YPL). La composition des
milieux utilises est écrite dans la section 4.1. Les courbes de croissancésimgntales sont psenés

dans la gure 2.6. Entre les défentes conditions, on observe gue les levures ont des comportements de
croissance diffrents :

» On observe des diéfences des temps ca@tstiques de transition entre les éiféntes phases.

La quantié de biomasse atteintes en n de culture &l entre les difirentes conditions de crois-
sance et souvent entre les courbes de croissance @urermilieu.

Les points de @marrage de la croissancé&pentent aussi une certaine variabilit

La vitesse d'augmentation de la biomasse est variable entre |égatifé milieux.

En n, le comportement de ralentissent de la croissance pour atteindre la population naksest tr
différents en fonction du milieu de croissance.

Dans la section qui suit, nous allogsudier les caraétistiques de ces courbes de croissance an
d'identi er des paranetres qui nous servirorescelimiter les diferentes phases de croissanca ebm-
parer la croissance des levures en population pour l&réiffes conditions deétabolisme. Cettetude
nous permettra de caréciser les dynamiques de croissance correspordard conditions exggimentales.
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Figure 2.6: Courbes de croissance eX@rimentale deS.cerevisia@ans les diferentes conditions: Courbes de croissance
experimentaleN (t) de S.cerevisiaéA. en milieu minimum syntétique galactose (MMSGal, n=5B. en milieu minimum
synttetique lactate (MMSL, n=7)C. et en milieu minimum syn#étique glucose (MMSG, n=9) &. en milieu riche lactate.

2.2 Modelisation mathématique des processus de croissance

L'objectif de ce paragraphe est detdrminer des crres de comparaison entre les courbes de crois-
sance entre elles. Nous cherchansaracdtriser I'impact du netabolismeenergtique sur la croissance.
Le métabolismeenergtique joue en effet principalement sur la vitesse de gmatfon des levures et
donc sur le taux de croissance maximum qu'elles peuvent atteindre au cours d'une culture.

Nous cherchons dore repésenter au mieux les doaes exprimentales entre 'ensemencement et le

moment a les levures atteignent la vitesse de croissance maximum. Pour cela, nous amssons

aux donrees exprimentales avant le point d'in exionwla cérivee deN (t) s'annule. On note et

N = N(t ) labscisse et I'ordonée du point d'in exion : ™) = 0,

Si le point d'in exion est bien & ni, le point initial to du dmarrage de la croissance est plus dif @le

de nir. En effet, le pointty n'est pas accessibkela mesure directe. 1l est dif cile de conitra l'instant

exact @ commence la phase de croissance des levures (phase de latence). D fplusst faible et

plus sensible au bruit.

Pour obtenir le temps , abscisse du point d'in exion, nous cherchoasestimer nurariquement la

d’eriv’ee% a partir des donees exprimentales pour diffrences nies :
dN(t) _ N(t +1) N(t)

dt v

Nqt) =

(2.5)

pourj 2 [1;M 1]. Choisir deux points comgutifs pour estimer la&tivee est une praxiure tes
sensible au bruit de mesure. Pawiter cela, nous allons choisir plusieurs points@ipentaux aux
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voisinages de; au nombre dé; ; nous effectuons ensuite unegression lieaire sur ce; pointes

a l'aide de la fonction Matlab "poly t” qui nous permet deeterminer les coef cients du polgme
d'interpolation d'ordre 1. La pente de cette droite estéaike rechercbe.

Nous avons retenki = 64 correspondard un intervalle de temps de d@a 1h47.

L' étape suivante est la&termination du maximum de l&dvéee de la courbe de croissance. Pour cela
nous avons utilig la fonction "max” de Matlab. Nous obtenons alors l'indicée tempst et le maxi-
mum de la @rivee de la courbe de croissarde = N (t ).

Pour estimer ce tempsg, nous allonsggalement nous servir de I'estimation nemague de la drivée
préseng plus haut. Le but vatre de é@terminer le temps correspondant au premier point pour lequel on
observe une augmentation signi cative de la biomasse. Pour que cette augmentation de biomasse puisse
étre obserg, il est recessaire que sa&dvee calcude nun&riquement soit siggieure aux uctuations
engendees par bruit de mesure ealilit d'enregistrement.

Pour ceterminer le bruit de la mesuee partir de la érivee calcube nungriquement, nous calculons
I'écart type de la&ivée sur une plage de 5h agrl'ensemencent;,.s en utilisant la fonction "std”

de Matlab. Ensuite, nous cherchons raniguement l'indice du dernier point de l&ivée tel que
% < 1:25 en utilisant la fonction " nd” de Matlab. Nous obtenons alors l'indicqui est I'indice

du dernier point en dehors du bruit de mesaggre in€rieur au seuil:25 . ,5. Cette néthode nous
permet déviter de &lectionner par erreur des points "anecdotiques” sortant du bruit de mesure mais
n'étant pas suivit par une augmentation signi cative de la biomasse. C'est l'ihglitegqui nous permet

de retrouver le tempg.; = to correspondant auédnarrage de la croissance ainsi que la quamki
biomasse au@marrage de la croissaniigto) = No.

Grace aux indices etl + 1, nous pouvons obtenM ; le nombre de points que nous allons retenir lors
de la pro&dure d'identi cation suivante, qui correspond au nombre de point entréreadage de la
croissance et le point d'in exion de la courbe de croissance.

2.2.1 Analyse des courbes de croissances érimentales

Nous avons retenu un jeu de quateeiss de mesures epmentales pour tester notre peaiure. Elles
correspondena des cellules dé&.cerevisiaeen phase de croissance suivant quatre sources de sucre
differentes : (1) lactate en milieu riche 1.a (YPL) ou en milieu minimum $titthe 1.b (MMSL), (2)
galactose en milieu minimum syrétique (MMSGal) et (3) glucose en milieu minimum syatique
(MMSG).

En milieu lactate (1), les levures produisent denkrgie essentiellement par respiration. Elles vont
passer par une seule phase de croissance avant de rejoiretad gtationnaire. Deux types de cultures
de levures en milieu lactate oate realiges : 1.a dans un milieu riche (composition plus complexe)
et 1.b dans le milieu minimum syrétique. Ces deux milieux ont laéme teneur en lactate. Les deux
courbes de croissance correspondaNtéd etN (P sont traées en gure 2.7.A, ainsi que leurgiivées
N2 et INEY en gure 2.7.B, obtenues par la predure de "poly t” precédemment exp@®. Le point
d'in exion est indiqué par unettoile rouge. Les parastres utiles pour la pré@dure de "poly t” ainsi

que les coordorges du point d'in exion { , N ) sont donies dans le tableau 2.2.
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Figure 2.7: Courbes de croissances et leursativées approctees en milieu lactate : A.Courbes de croissance de la lev-
ure S.cerevisiad\ *? et N P respectivement en milieu riche lactate (YPL, bleu) et en milieu minimum &igie lactate
(MMSL, jaune). Le point d'in exion, determiré selon la réthode peseng plus haut, est repseng par unectoile rouge.B.
DérivesdN 1@ =dt etdN 1P =dt des courbes de croissancégent en A., approokes selon la gthode écrite pecedemment
aveck; = 64. Le maximum de la @rivee est ref@sené par uneétoile rouge et le point deéinarrage de la croissance est
indigué par un rond vert. Les coordodes du point d'in exion { , N ) ainsi que celles du point déetharrage de la croissance
(to, No) sont donges dans le tableau 2.2.

Figure 2.8: Courbe de croissance et sa@tivée approctee en milieu galactose : ACourbe de croissance de la levure
S.cerevisiad\ @ en milieu minimum syntétique galactose (MMSGal). Le point d'in exion,étermireé selon la réthode
présengé plus haut, est repseng par uneetoile rouge B. Dérive dN @ =dt de la courbe de croissanceéepené en A., approobe
selon la néthode écrite pecedemment avek; = 64. Le maximum de la @rivée est refgseng par unettoile rouge. Les
coordoniees du point d'in exion { , N ) sont donies dans le tableau 2.2.
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La deuxeme €rie de mesures (2) concerne le milieu minimum sgtitjue galactose (MMSGaluo
les levures produisent deehergiea la fois par respiration et par fermentation. Commoplemment,
les cellules passent par une seule phase de croissance avant d'atteindre la phase stationnaire.
La courbe de croissance des levugserevisiad\ @ (t) en MMSGal est traege en gure 2.8.A et sa

dérivee approcée par la proedure de "poly t’ precedemment écrite ™~ dt () est calcude et trage en

gure 2.8.B. Comme peccdemment, le point d'in exion et le point deatharrage de la croissance sont
signaks respectivement par ugtile rouge et un rond vert. Les paraires utiles pour la prédure de

"poly t” ainsi que les coordonies du point d'in exion { , N ) et du point de @marragetg, No) sont
rasseml#es dans le tableau 2.2.

Comme pour le milieu lactate, la croissance des cellules en milieu galactose suit visuellement un com-
portement de courbe sigrite avec un point d'in exion clairement idente sur la @rivée de la biomasse.

La troisieme €rie de mesures (3) traite d'une culture de levures en milieu minimum &tyatie glu-
cose (MMSG). Dans ce cas de croissance paréogyiles levures adoptent une croissanceépape.
Elles vont avoir une prerare phase de croissance en utilisant le glucose par fermentation. Comme pour
les conditions de culture peedentes, la courbe de croissance va atteindre un point d'in exioneRass
point d'in exion, la croissance va ralentir et les levures ne vont pas atteindre directement la population
nale qui caracérise la forme signmde.Elles vont subir un changement diauxique qui va induire une
croissance lente avant de repartir dans une nouvelle phase de croissance en ugittsambll'comme
source de substrat par respiration. La croissanc cerevisiasur le substrat reste cependant plus lente
que la croissance sur glucose. Il est ainsi toujours possible d'identi er le point d'in exion de la @remi
phase de croissance sur glucose en utilisantéthode pecedente. L'objectif premier sera &udier
la dynamique de croissance des levures lorsque celles-ci utilisent uniqguement la fermentation. Comme
préeceédemment, nous tracons la courbe de croissan@ aievisiadN 4 (t) cette fois en milieu mini-

mum syntietique glucose en gure 2.9.A et s&ivée approcke par la proedure de "poly t” dN( : “)
est traée en gure2.9.B. Comme pour les troieries de mesure peedentes, le point d'in eX|on et le
point de &marrage de la croissance sont sigeakspectivement par uiéoile rouge et un rond vert.
Les pararetres utiles pour la pr@dure de "poly t” ainsi que les coordo@es du point d'in exion { ,
N ) et du point de @marragetg, No) sont regroups dans le tableau 2.2.

| Milieu [1+1]i |to |[No [t [N [dN(t)=dt|M; |k |
|YPL |27 |1085|1.61|0.1 |31 |6.53]0.77 | 1058 64 |
| MMSL | 148 | 1080| 4.98| 0.13| 30.86| 3.91| 0.5 | 932 | 64|
| MMSGal| 2 | 759 |0.92]0.1 |21.95|3.19|0.32 | 757 | 64|
| MMSG | 68 | 460 |2.75|0.07| 13.64| 1.64| 0.46 392 | 64|

Table 2.1: Paranetres de la praedure de "poly t” et coordonges des points d'in exion des défentes &ries de mesure.
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Figure 2.9 : Courbe de croissance et sa @&tivée approctee en milieu glucose : ACourbe de croissance de la levure
S.cerevisiaeN @ (t) en milieu minimum syntétique glucose (MMSG). Le point d'in exion, @ermiré selon la réthode
présené plus haut, est repseng par uneétoile rouge. B. Dérive dN @ =dt de la courbe de croissanceepené en A., ap-
proctee selon la rathode @crite pececdemment avek; = 64. Le maximum de la érivée est re@seng par unettoile rouge.
Les coordonées du point d'in exion{ , N ) sont dongées dans le tableau 2.2.

Estimation du taux de croissance Le taux de croissance maximum est unemgttes utili en biolo-

gie pour comparer les courbes de croissance entre elles. En utilisant leepasdid (t )=dtetN , on
peut estimer le taux de croissance au point d'in exion,la croissance des levures est la plus rapide.
On ¢k nit le taux de croissance "exggsimentale” de la maere suivante :

dN (t )=dt

Ainsi, nous avons estien g (t ) pour toutes les courbes exjimentales que nous avongpenées dans

la gure 2.6. Les Esultats sont consig@s dans le tableau suivant : Po@terminer si on observe une

| Milieu | YPL (n=4) | MMSL (n=7) | MMSGal (n=5) | MMSG (n=9) |
| e(t)(hh|011 001|012 001 |0:13 003 |0:28 001 |

Table 2.2: Estimation du taux de croissance "@&kjpnental” au point d'in exion pour les diffrentes courbes de croissances.

différence statistique entre les taux de croissance au point d'in exion désetifs milieux en prenant

en compte la variabil@ entre chaque enregistrement, nous ava@tidd d'effectuer un test statistique.

Les taux de croissance esémpar les difrents modles sont des do@es nurariques et la statistique

dont nous disposons ici (entre 4 et 9 courbes de croissance pour chaque condition) est insuf sante pour
determiner si la distribution des taux de croissance suit une loi garame. On consigre les taux de
croissance mesés comme des variables ipkendantes. Le test statistique aéapdns cette situation

est le test ANOVA (Nayak and Hazra, 2011).

Le test ANOVA aété reali€ sous l'environnement Matlab, @pea la fonction "anoval”. Lesasultats

sont compiés dans le tableau 2.3. Poutdrminer si on observe une difence statistique entre les
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valeurs gt des diferents milieux de croissance, nous allons nous baser sur éeecde la P-Value
(Thiese et al., 2016). Si la P-Value esténturea 5% on rejette I'nypotbseH, qu'il n'y a pas de
difféerence entre leszt pour les milieux de culture A et B avec un intervalle de con ance de 95%. Si la
P-Value est sugrieurea 5% on accepte I'hypodseH o, ce qui signi e qu'on n'observe pas de dififence
statistique de gt entre les milieux de croissance A et B. Sur le tableau 2.3, les lignékypothese

Ho est rejeke sont pgsenées en police rouge, et celles khypotheseH est \eri ée sont pesenges en
police verte.

En se basant uniguement sur ceangt on en conclut que le taux de croissance au point d'in exion
est signi cativement sugrieur en milieu glucose. En revanche, le test ANOVA ne nous permet pas de
distinguer une diffrence entre les taux de croissance des milieux galactose et lactate.

| Milieu A | Milieu B | P-value |
| MMSGal | MMSG | 1:25 10 *2 |
| MMSGal | MMSL | 807 10 * |

| MMSGal | YPL | 7:78 10 ! |
| MMSG | MMSL | 3:83 10 |
| MMSG | YPL | 1:42 10 *2|
|MMSL | YPL | 998 10 ' |

Table 2.3: Résultats du test ANOVA sur les taux de croissanceegrpentaux au point d'in exion.

2.2.2 Inuence de la preculture sur les parametres de croissance.

La longueur de la phase de latence est fortement in @erpar Iétat des levurea la n de la péculture.

Les moctles de croissance que nous allons utiliser partent du principe que la croiséarareedinstan-
tarément et la phase de latenceaara donc une erreur dans lagiction faite par les magles. La phase

de latence peltgalement avoir un impact sur le temps que les levures mettent pour atteindre leur vitesse
de proliferation maximum (phase d'ageration) et sur la quanétde biomasse qu'elles atteignent au
niveau de ce point d'in exion.

Pour chaque culture, nous avons enregjsa quantié de biomasse atteinéela n de la piecultureN,”.

Pour des raisons egpmentales, cette valeur est variable, car il est dif cile de quanti er le nombre de
levures que I'on introduit en milieu liquide au moment du lancement defeytture. De plus, il est dif-

cile de prédire le temps que les levures vont meé#tigartir en croissance depuis l@iat de quiescence

en boite de Btri. L'objectif de la péculture est de diminuer cette variat@liorsque les levures sont
introduites dans le bi@acteur. Pougtudier I'in uence de la peculture sur la croissance des levures en
bioréacteur, nous avons t@plusieurs parastres en fonction dbl{” dans la gure 2.10.

Le tempgy correspond au point deetharrage de la croissance. Ce point marque donc la n de la phase
de latence (caragtisee par une vitesse de prérhtion nulle). Sur les graphiques D1, D2 et D3 de la
gure 2.10 on peut observer la variation tgen fonction deN;” pour les cultures en milieu minimum
synthetique. Pour les cultures en milieu galactose, on voit que la croissantarck tes Bt peu importe

la concentration de levuresla n de la péculture. La phase de latencéte sysématiquement &s
courte sur ce substrat. Pour les cultures en milieu glucose et en milieu lactate, on observe une plus grande
variabilite qui ne semble pasg@endre de la concentration des levures en n dpiture. En milieu
glucose, la phase de latencétsend de mawmire variable entre environ 0 et 3h apil'ensemencement.
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Pour les cultures en milieu lactate, la phase de latence @&stast §reralement assez longue, pouvant
atteindre environ 10h aes I'ensemencement.

Pour les autres paratres{ , N (t ) etdN (t )=dt), les estimations sont dispées de maeire incependante
de la concentration de biomasse en n déqulture. Il semblerait donc queetat des levures en n de
préculture ait peu d'impact sur |&partition des paraetres de croissance que nous avons &sipartir
des courbes exgrimentales.

Figure 2.10: Effet de la phase de latence sur les paragires de croissance pour les milieux minimums synétiques
glucose, galactose et lactate. Al.,A2.,A3emps d'in exiont , B1.,B2.,B3.quanti€ de biomasse au point d'in exioN (t ),
C1.,C2.,C3. maximum de la drivee de la biomasséN (t )=dt et D1.,D2.,D3. temps de @marrage de la croissance en
fonction de la concentration de levures en n déquitureN .

2.2.3 Un processus de transition de forme signide

Dans le cas d'une culture fedmr, dite "en batch”, le processus de croissancegteeirepesené comme
un pkenonene de transition entre dewtats. La transition se fait d'uatat initial Ny ou les levures
sont peu concerées et commencent leur croissanae)n état nal Nn,ax Ou les levures ont atteint
une concentration maximum. La transition va s'effectai@me certaine vitesse, qugéplend du taux de
croissance i que : (t). Le but de tous les mades de croissance est dé&gire le comportement de
la fonction (t). Dans le cas d'une croissance microbienne, le taux de croissabciegsie va cependre
de la vitesse maximura laquelle les micro-organismes vont pouvoir p&idr sur un substrat doan
Cette constante de vitesse est le patmak. Cela nous permet déécrire I'equation de la croissance
sous la forme grérale et classique d'uregjuation diferentielle ordinaire (e.d.0.) du premier ordre :

——== () N()=k N(t) F(t) (2.7)
avec la condition au temps N (t) = N > 0, necessaire pour pouvoigsoudre Equation diferentielle

ordinaire du premier ordrd:peutétre le temps initialy (t  to).
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F (t) est la fonction qui dcrit le comportement du taux de croissance que nous allons chercher
identi er.
L' équation (2.7) peut &crire, siF ( ) est inegrable entre l'instant initidtet l'instantt, sous une forme
exponentielle : Z,

N(t)= N exp k F(u) du (2.8)

Le cas le plus simple estle cagB(t) = 1 (e.d.o liréaire) avec un taux de croissance constgatiak.
La concentration €crit alors sous une forme exponentielle :

N({t) = N expk(t D) (2.9)

Dans les autres cas, le taux de croissdncE (t) dépend explicitement du temps.

Parmi les modles de croissance (West and Newton, 2019), nous pouvamsaiiser le modle
exponentiel dona dans lequation (2.7) par un medk en loi de puissance :

(dN“) =k N (t) F(t)

2.10
N (t) - (2.10)
avecO 1. Lecas =1 redonne le moele exponentiel dont la solution est déedans Equation
(2.8). La solution du moele en loi de puissance&rit :
Z, L
Nt)= N!' +k 1 ) F(u) du (2.11)
r
Dans le ca$ (u)=1, on obtient :
NH= N +k @ )@ D
= exp % Ln(N? +k (1 ) (t D) (2.12)
Uneétude pour ! 1(onpose =1 )peutétre ealiee :
N (t) = exp 1 Ln(N + k (t 1)
k
=exp - Ln(N) Ln(1+F (t )
1 k
=exp Ln(N) - Ln(1+F (t 1)
1 k
N exp - N t o N expk (t 1) (2.13)

carLn(1 + u) oY
u

Nous retrouvons la forme exponentielle du retedgerérique doné dans lequation (2.8). Si on rajoute
dans le modle ce ni par le syseme (2.10) un taux deédroissance ligaire, il devient :

(dN“)—k N (t) F() P N()

(2.14)
N@®=N,N>0
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avec > letk>P.

Nous pouvons intergter ce sygme par le fait que la cellule utilise certaines de ses ressources pour
la croissance un niveau "neétabolique” :k N (t) sauf que les ressources pour le fonctionnement et
I'entretien des tissus existaatun niveau "catabolique”.

La solution du systme (2.14) fcrit (Von Bertalanffy, 1957) :

Zt
N (t) = exp 1 Ln £+(N‘l 5) exp( P (1 ) F(u) du) (2.15)
1 P P .
LorsqueF (t) = 1, la relation pecedente fcrit :
1 k 1 k
N (t) = exp T Ln 5+(N 5) exp( P 1 ) (t ©) (2.16)

Lorsque = % on retrouve le cas couramment afpghodele de Bertalanffy” (Von Bertalanffy, 1957)
que l'auteur a utili& pour analyser la croissance massique des animalebvest

Nous pouvonsgalement examiner le casi® ! 0 dans léquation (2.15); en utilisant le fait que
exp(u) 1+ u,ontrouve:

NO=exp —— Ln SHNT @ P )t o)
= exp 1# Ln N' o+ (N? g) (P Q@ )@ o
h [
:expliLn N +k(@ )Y@t np Nt P @ )@ o
h [

1 1
o 0exp 1 Ln N- +k (1 ) (t 9 (2.17)

On retrouve la solution du mete de croissance en loi de puissance @otens lequation (2.12)

A n d'identi er au mieux la forme deF (t), intéressons nous aux courbes e&xmentales qui concer-
nent notreetude. Prenons I'exemple d'une courbe de croissance sur un substrat unique (ici le galactose),
illustrée sur la gure 2.12.B. Que pouvons nous noter sur le comportemew{ije?

1°) N(t) > 0

2°) XI!ilm N (t) = cste(ce qui signi e quex|!ilm 0N =)

3°) 8t> t; % > 0doncN (t) est strictement croissante.

4°) Une particularié de cette courbe est qu'elle admet un point d'in exion pbert :

d?N
—()=0
gz (1)
d’N
etque pout <t alors: F(t) >0
d?N
t >t alors: — () <0
et pou alors e (1)
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La dérivee de la relation (2.7) donne :

PN (t)
o=k N

dFEt) +k F2(1) (2.18)

Les relations suivantes (4)(4) entrénent, pour la fonctiork (t), le tableau des variations suivant :

t t t +1

F(t)

F(t)
t >o/ \0

N

Dans ce type de @monene de croissance, le processus de transition, geillition de la biomasse au
cours du temps, vavoluer d'unétat presque stationnaire (la phase de latence) vers unéatistation-
naire (la phase stationnaire). La forme de cette transition est éasdicjue des courbes dites sigithes.
Une courbe signmde peutétre decrite par trois caraétistiques : son point d'in exion, la raideur de
la pente autour du point d'in exion ainsi que le niveau de croissance global eates ihitial et I'etat
nal. Comme on peut le voir sur la gure 2.12, nous pouvons retrouver ces @istiues des courbes
sigmades sur les courbes de croissancegeipentales.

Figure 2.11: Parallele entre une courbe sigmale et une courbe de croissance egpimentale : A. Courbe sigmae de

la transition entre uretat initial (pointilés bleu) et uretat nal (pointillés vert). La courbe &t tra&e nunériquement en
utilisant la solution du moele de Verhulst dcrite dans Bquation (2.22) avec les paratres suivants a = 5:468b = 104:5

etk = 0:2284 Un pointétoile rouge indique le point d'in exion de la courbe. La raideur de la courbe autour du point
d'in exion est repeseng en pointiles rouge B. Courbe de croissance eédqimentale de la levur8.cerevisiagpour un milieu
minimum syntlétique galactose. Etat nal Nnax est indiqe en pointiles vert. Letat pourt = tg, la droite horizontaléN

est repésenge en pointikes bleu. Le point d'in exion ou le taux de croissance est maximupy{ ) est marqé par unettoile
rouge. La pente autour du point d'in exion est répengé en pointiles rouges.
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Figure 2.12: Parallele entre une courbe sigmale et une courbe de croissance expimentale sur uneéchelle logarith-
mique: A. Logarithme d'une courbe sigrige de la transition entre ugtat initial (pointilles bleu) et uretat nal (pointilles
vert). La courbe &t tra&e nun&riguement en utilisant la solution du nedd de Verhulst dcrite dans Equation (2.22) avec
les pararmstres suivantsa = 5:468b = 104:5 etk = 0:2284 Un pointétoilé rouge indique le point d'in exion de la courbe.
La raideur de la courbe autour du point d'in exion est repené en pointiles rouge.B. Logarithme d'une courbe de crois-
sance exprimentale de la levurB.cerevisiagour un milieu minimum syn#@tique galactose. €tat nal Npmax est indiqee en
pointillés vert. Letat pourt = tg, la droite horizontaldN, est repésenge en pointilés bleu. Le point d'in exion ou le taux
de croissance est maximump{ax ) €st marqé par uneétoile rouge. La pente autour du point d'in exion est repené en
pointillés rouges.

Les courbes signides sont caraétisees par la grsence d'un point d'in exion a la pente de la
courbe vaétre maximale. SoiB(t) une fonction téorique de forme sigmde, le point d'in exion est
atteint au point = t lorsque :

?S(t) _

a2~

et correspond au maximum dé&(t)=dt au pointi . Nous pouvons ensuite eduire le taux de crois-
sance (t) dé ni par:

0; (2.19)

_d 1 ds(t).
(1) = alnfS(t)g— %T

Ainsi en ceterminant le maximum de laédvée d'une courbe signide, nous allongtre capable de
déeterminer le temps correspondant au point d'in exion la valeur maximum de laétivee au point
d'in exion Sqt ) ainsi que la valeur de la courbe au point d'in exi@(t ). Ces trois paragtres pour-
ront nous servir de point deegart pouietablir une straggie d'identi cation des paragtres des courbes
experimentales en utilisant les meles matématiques @rsenés dans la sous-section suivante. La gure
2.13 montre les &rivees de la courbe &orique et de la courbe epmentale pesenges dans la gure
2.12. On peut voir que dans chaque cas,8avée atteint un maximum respectivemelt®(t )=dt et
dN (t )=dt) au temps d'in exiont .

(2.20)
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Figure 2.13: Parallele entre la cerivée d'une courbe sigmdde et la deérivée d'une courbe exgrimentale : A. Dérivee de
la courbe sigmale S(t) pesené dans la gure 2.12.A. La &ivée aéte tra&e nungériquement en utilisant&quation (2.24)
avec les parastres suivantsa = 5:468b = 104:5 etc = 0:2284 Le maximum de la @riveedS(t )=dt au point d'in exion
ainsi que le point d'in exiont ontéte marq par un poingtoile rouge.B. Dérivée de la courbe de croissance ementale
de la levureS.cerevisiasur milieu minimum syntétique galactose psenée dans la gure 2.12.B. Laétivée de la courbe de
croissance &t calcuéea partir de lequation (2.5). Le maximum de l&dvéedN (t )=dt au point d'in exion ainsi que le
point d'in exion t ontéte marq@s par un poinétoilé rouge.

Figure 2.14: Parallele entre le taux de croissance d'une courbe sigride et celui d'une courbe ex@rimentale : A. Dérivée
du logarithme &perien de la courbe sigriwe S(t) pésenée dans la gure 2.12.A. Laé&tivee aéte tra&ée nunériguement en
utilisant I'équation (2.24) avec les paratres suivants a = 5:468b = 104:5 etc = 0:2284 La valeur deSYt )=S(t ) au
point d'in exion ainsi que le point d'in exiont ontétt margé& par un poingtoilé rouge.B. Taux de croissance 8pi que
de la courbe de croissance éximentale de la levurB.cerevisiasur milieu minimum syntétique galactose psenée dans la
gure 2.12.B. La cerivée de la courbe de croissancét@acalcuéea partir de [equation (2.5). Le taux de croissancéspjue
au point d'in exion (t )= N9t )=S(t ) ainsi que le point d'in exiont ontét marqis par un poinétoilé rouge.
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2.2.4 Des modles des courbes de croissance - ldenti catioa partir de données
en nombre réduit dite “simpli ee”

Dans cette sous-section, nous allons aborder legrdiits modles matématiques que nous avons
étudies pour modliser les courbes de croissance de forme sigmoCes moeles seront utilies dans
une premereétape pour ref@senter les deux preeres phases de croissanceSieerevisia@n culture
batch discutes peccdemment et illusées en gure 2.5 savoir: la phase de latence (l) et la phase de
croissance exponentielle (11).

Il est important de rappeler que ces retes matématiques sont empiriques, c-a-d que ledler
premier est de &crire et de quanti er des comportements obésrexgrimentalement. Ils ne donnent
aucune explication sur lesé&oanismeséactionnels sous-jacensésl|'@mergence de ce comportement
(Micha and Corradini, 2011). Ces nmalds ont I'avantage de regsenter le comportement de transition
sigmdde avec un minimum de paratnes ajustables. Les valeurstde to etN = Nj caracérisent
respectivement l'instant duétnarrage de la croissance et le nombre de levarest instant. Trois
grandes familles sont prop@ss: le modle de Verhulst, le mage de Gompertz et le metk en fraction
rationnelle. Pour chacun d'entre eux, I' e.d.@rgnt I'evolution temporelle du nombre des celluiét)
avec la donée d'une conditioMI a I'instantt; sa solution gréraleN (t), son logarithmén f N (t)g ainsi
que ses drivees premare: X et seconde! d“t'(t) Les coordonées du point d'in exion(t ;N (t )) et
l'amplitude de la @ériveeN qt ) a l'instantt de I'in exion sont en n donrées.

Les trois moelesétudies ont un petit nombre de paratres: quatre paragtres (modles de Ver-
hulst et de Gompertz), et cing paratres (modle en fraction rationnelle). Dans une preneiétape
d'identi cation, nous allons supposer qireet N' sont connus (nous choisirons par la suite ques tg
etN' = N(to) = Ny). Il reste alor® paranetres pour chacun des nelds de Verhulst et de Gompertz
et 3 paranetres du modle en fraction rationnella identi er.

Pour chacun de ces trois malds, nous nous sommes dans un premier tem@esisa une identi -
cationa partir de don@es en nombreeduit pour avoir un proleime sur-étermiré que nous quali erons
de "simpli &e” qui utilise le néme nombre de doges que celui de paratmes du moele étudi, donc
uniquement partir des deux ou trois informations issues dé\ (t ) et/ouN Yt ) en fonction du nom-
bre de paramtres. Pour le magle de Verhulst ou le matde de Gompertz, il reste deux paretmesa
identi er, nous pouvons jouer avec les trois dé@es et trois cas seront exa@asuccessivement: tL-et
N(t),2-N(t)etNYt )et3-t etNqt ) Pourle moele en fraction rationnelle, il reste trois paretnes
a estimer et les trois doéast , N (t ) etN{t ) sont recessaires pour estimer les trois pagtnes.

2.2.4.1 Le moele de Verhulst

Le mockle logistique, ou maele de Verhulst (Verhulst, 1838), est le netelle plus utili€ pour dcrire
les processus de croissance microbienne de forme digma'équation du moele de Verhulst est la
Suivante : (
dN(t) - N (t)
=k N() 1 =~

N(t)— N, N> 0

ou le paranetrea équivauta la quantié de biomasse lorsque les levures sont en phase stationnaire de
croissanceéN . . Les pararetres de ce maae sont au nombre de 4; k, tetN aveca > N. Lorsque
N (t) = a, dN(t)=dt = 0 ce qui signi e que la population g&te de crdre et que nous avons atteint

z

I' état stationnaire de croissance. La fonction logistique est la solutioreglealttion de Verhulst. Elle

(2.21)
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s'écrit sous la forme maématique suivante :

N(t) = expk_(t 1) ; (2.22)
b+ exp(k (t 1))
avec l'introduction d'un nouveau paratreb qui depend de\ et dea: b= % 1.
Ainsi en prenant le logarithme de I'expressio@@dente, on trouve:
InfN(t)g=1In(a) + kK t In b+ expk (t 1) (2.23)

Lorsquet ' 1 ,N(t) ! a. La dérivee de la fonction logistique, obtenaepartir de la relation (2.4),

s'écrit alors :
dN(t) _ a b k explk (t 1)

= 2.24
dt (b+ exp(k (t 1)))2 ( )
La derivée seconde de la fonction logistique est :
2 2
d*N(t) a b k® expk (t t) (b expk (t t))): (2.25)

dee (b+ exp(k (t 1))°

Le taux de croissance(t) dé ni en relation 2.20 peut facilemeréitre deduit a partir de lequation
différentielle 2.21 du maale de Verhulst:

() = 1 dN(t) 1 N (t) ~ kb 1 :

N (t) Cdt a b+ exp(k (t 1)

(2.26)

Au point d'in exion, le temps d'in exiont , la valeur du point d'in exionN (t ) ainsi que la érivee
au point d'in exion Nqt ) peuventtre reles aux paraetrest; N', a etk par les relations suivantes :

n & 1 a a k
_ N({t)= = et Nqt )= — (2.27)
k 2

On peut rajouter une valeur gressante, la valeur du taux de croissance au point d'in exidn)
. . —_ NO%t) _ «k

quivaut: (t)= N@y - 2

Variantes du modele de Verhulst Dans la litérature, on retrouve de nombreuses variantes dietaat
Verhulst. Parmi ces variantes, nous pouvons citer lesetegdle Richards (Richards, 1959) ou de Von
Bertalanffy (Von Bertalanffy, 1957) qui proposent d'introduire un exposargour cécrire toute une
famille de fonction logistique en faisant varier I'exposant. La formulation dueteode Richards est la

suivante : "
N (1)
1 =

(2.28)
N{t=N,N>0

Pour des valeurs positives de I'exposantle mocele permet d'obtenir les @me limites que le mazle

logistique et va pEsenter une transition exponentielle entre ces limites.

La variante la plus connue du meld de Verhulst est le mete de Baranyi et Roberts (Baranyi and

Roberts, 1994) qui propose de rajouter da@guiation (2.21) un terme multiplicai#f(t) a n de moctliser

la préesence d'une phase de latence. Le sledievient alors :

(
BO=k Py 1 "0 N
N(t)—N,N>O

(2.29)
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La fonctionP (t) va servira aténuer I'augmentation du taux de croissance abut de la courbe de
croissance. Dans le mel# de Baranyi et RobertB,(t) s'écrit :

Q(t)

"0 1o

(2.30)

avecQ(t) = Q expk (t ).

D'autres moeles logistiques (Van Impe et al., 2005) vont reprendre leateode Baranyi et Roberts
en ajoutant degquations diférentielles supgimentaires pour médiser la diminution du taux de crois-
sance en fonction (1) de laggence d'un compégoxique produit par les cellules au cours de la culture
ou en fonction (2) de la consommation d'un substrat essemtgetulture. De tels mades vont permet-
tre d'établir des liens entre le processus de croissance et des suigrineptaux de la concentration de
produits/substrats ayant un impact au niveau cellulaire.

Identi cation "simpli  ée” des paranetres du mockle de Verhulst Si nous supposons queet N
sont connus, il nous reste les deux paetnesa etk a determiner et troiggalies dans Bquation (2.27).
Nous devons choisir delbgalies parmi les trois @dentes suivant que le poids que I'on veut donner
at ,N(t)ouNqt).

Si nous conservons la preene et la secondegali€ en priviegiantt etN (t ), on peut facilement en
déduirea etk en fonction de; N', t etN (t ):

a=2N(t) et k= ! In 2N(t)
t N

1 (2.31)

L'expression dévpeut s'en @duire:b= 2880 1,
Si nous conservons la deaxne et la troi@meégaliés dans Bquation (2.27), on peut facilement en
déduirea, k en fonction deN (t ) et deNqt ) :

_ _ NAt).
a=2N(t) et k_ZNET' (2.32)

Comme pecedemmentp peut s'exprimer d'une fagon identique= 25&2 1.
Si nous peféerons la prengre et la troimeégali€, privilegiantt etN{t ), l'obtention dea et dek est
plus dif cile et nécessite lagsolution d'uneequation algbrique erk:

f(k)=4 m% expt Btk 1=0: (2.33)
Le paranetrea s'en ceduit:
a=4NT) (2.34)

Résultat de I'identi cation “simpli  ée” des paranetres du mockle de Verhulst Pour le moéle de
Verhulst, nous avons suivi la predure pesengées en 2.2.4.1 pour identi er de facon “simpdie” les
paranetresa etk en utilisant uniquement trois jeux de valeurs :
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« En utilisant les valeursy; No; N ;t nous aterminons les valeurd; etk; grace auxéquations
(2.31).

« En utilisantles valeurs; No; N ; Nqt ) nous éterminons les valeuss etk, grace auxequations
(2.32).

« En utilisant les valeury; No; Nqt );t nous @&terminons les valeuss etks; grace auxequations
(2.33) et (2.34).

Les valeurs de chaque paretre cetermiréesa l'issu de l'identi cation analytique sont psenés dans
le tableau suivant pour les quatre conditions de milieu de croissance :

| Milieu | to |t | No | N [NAt) | e(t)]a Ja Ja |k [k [ks | valt)]| wvalt)| wa()
| YPL | 1.61 |31 |01 |653]077 |012 |13.06|13.06|17.37|0.17|0.24|0.18]/0.08 |0.12 | 0.09
| MMSL | 10.75| 33.59| 0.1 | 2.82|0.36 |0.13 |563 |563 |7.63 |0.18|0.26]0.19| 009 | 0.13 | 0.09

| MMSGal | 0.92 | 21.95| 0.1 |319]032 |01 |[637 |637 |64 |02 |02 |02 [01 |01  |O1

| MMSG

| 275 | 13.64| 0.07| 1.64| 0.46 | 0.28 | 3.28 | 3.28 | 477 | 035|057 039|018 | 028 | 0.19

Table 2.4: Valeurs utiles pour l'identi cation des parastres par le mogle de Verhulst @termiréesa partir desequations
précedentes pour les courbes de croissanésgmées dans la sous-section 2.2.1

Comme on peut le voir dans le tableau 2.4, le choix du jeu de valeurs peut avoir un ingsact tr
important sur la dtermination de etk. Cette stratgie aété réiteree pour chaque courbe de croissance

pour chaque condition de milieu de croissance. l&ssiitats sont @senés en annexe, dans la section
A.2.1.

2.2.4.2 Le moele de Gompertz

Le mockle de Gompertz estds utili pour dcrire les processus de croissance en raison de sa egibilit

(dynamique de la mortaé). Sa formulation est la suivante :

Can

(1) —

W=k N() Ln & (2.35)
N(@®=N,N> 0

ou a repesente la biomasse maximum atteinte au cours de la culture. Lesgiegamie ce mae sont
au nombre de 4 a, k, tetN, tous les quatre positifs aveed > 1. LorsqueN (t) = a, dN(t)=dt=0
comme pour le moele logistique. La solution dedquation de Gompertz peétreécrite sous la forme

suivante : |
Toexp( k(t D)

N(t) = a % = aexp b exp( k (t D) (2.36)

Dans l'équation pecedente, il est greralement introduit un nouveau paratmeb pour souci de simpli-
cation d' écriture, qui @pend dé¥ etdea: b=1In % . Ainsi en prenant le logarithme de I'expression
précedente (2.36), on trouve:

INN(t) = In( @) + In g exo( k (t B)=In(a) bexg k (t 0);  (2.37)
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qui a une forme exponentielle.
Lorsquet ' 1 ,N(t)! a. La derivée premere de cette solutioné&trit :

Ny = N (t)

et sa @rivee seconde est :

dsztz(t) =a b k®exp( 2k (t t) exp( bexp( k (t 1) (b expk (t 1)) (2.39)

Le taux de croissance(t) dé ni en relation 2.20 peut facilemerétre deduit a partir de lequation
différentielle 2.35 du magle de Gompertz:
1 dN(t) a

=a bk exp( k (t 1) exp( b exp( k (t 1) (2.38)

Au point d'in exion, t , N(t ) etN{t ) peuveniétre exprings en fonction des paratrest; N, a et
k de la mangre suivante :

1 a a
t=t+—-In In — ; N(t)= et =
k N () exp(1) NAt) = exp(l)
La premereégali€ peut aussi €crirea I'aide du pararatrebpar:t = t+ % In(b). Comme peccdemment,
on peut calculer une valeur aressante, la valeur du taux de croissance au point d'in exi@n) qui

vaut: (t)= NN°(<: )) = k.

(2.41)

Identi cation "simpli  ee” des paranetres du mocele de Gompertz Si nous supposons qtret N' sont
connus, il nous reste les deux paetnesa etk a determiner et troiggali€es dans Bquation 2.41. Nous
devons choisir deuggalies parmi les trois @oedentes suivant que le poids que I'on veut doraer,
N(t)ouNqt).

Si nous conservons la preene et la secondegali€ en priviegiantt etN (t ), on peut facilement en
déduirea etk en fonction de; N', t etN(t ):

1 N(t)
a= N(t) exp(l et k = In In —2 +1 - 2 42
(t) exp(1) — - (2.42)
L'expression débpeut s'en @duire:b=In N )exe@) )Nexf’(l)

Sinous conservons la deexne et la troigmeégalie dans lequation 2.41, on peut facilement exdiiire
a, k en fonction deN (t ) et deNqt ) :

Nqt).

a= N(t) exp(l) et k = N(E)

(2.43)

Comme peccdemmentb peut s'exprimer d'une fagon identiqub=In

Si nous péféerons la prendre et la troigmeégalig, privilegiantt etN{t ), I'obtention dea et dek est
plus dif cile et nécessite lagsolution d'uneequation alg@brique erk:

N (t ) exp(l)
-5

f(k)=1L NAL) explk(t tp)+1=0: (2.44)
kNo
Le paranetrea s'en ceduit:
a= w: (245)
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Résultats de l'identi cation "simpli ée” des paranetres du mockle de Gompertz Pour le moeéle
de Gompertz, nous avons suivi la pedtire pesenkées en 2.2.4.2 pour identi er analytiquement les
paranetresa etk en fonction des trois jeux valeurs :

» En utilisant les valeursy; Ng;t ;N , nous @terminons les valeu etk; grace auxequations
(2.42).

« Enutilisantles valeury; Ng; N ; Nt ), nous @&terminons les valeuss etk grace auxequations
(2.43).

« En utilisant les valeurs; No;t ; Nqt ), nous d&terminons les valeues etks; grace auxequations
(2.44) et (2.45).

Les valeurs de chaque paratre cetermirésa l'issu de l'identi cation "simpli €e” sont pesenés dans
le tableau suivant pour les quatre conditions de milieu de croissance :

| Milieu | to |t | No [N [NAt)| e(t)]a |a |a |k |k |ks | cut)]| coat)| es(t)]
| YPL | 161 |31 |01 |653]077 |012 |17.75|17.75|34.6 | 0.06|0.12| 006|006 | 012 | 0.06 |
| MMSL | 10.75] 33.59| 0.1 | 2.82| 0.36 | 0.13 |7.65 |7.65 |14 |0.06]0.13]0.07]0.06 |013 |007 |
| MMSGal | 0.92 | 21.95| 0.1 |3.19]0.32 |01 |866 |866 |11.56]0.07|0.1 |0.07|0.07 |01 | 0.07 |
| MMSG | 2.75 | 13.64| 0.07 | 1.64| 0.46 | 028 | 4.45 | 445 |87 |0.13|0.28|0.15/0.13 |028 |015 |

Table 2.5: Valeurs utiles pour l'identi cation des paragtres par le moele de Gompertz&ermireesa partir destquations
(2.42), (2.43), (2.44) et (2.45) pour les courbes de croissadseptes dans la sous-section 2.2.1

Comme on peut le voir dans le tableau 2.5, le choix du jeu de valeggalament un impactes
important sur la @termination de etk. Cette stragie aéte réiterée pour chaque courbe de croissance
pour chaque condition de milieu de croissance. léssitats sont @senés en annexe, dans la section
A2.2.

La gure 2.15 montre I'in uence du jeu de valeurs utiéissur l'identi cation des paraetres avec
les moctles de Verhulst (bleu) et de Gompertz (rouge), pour une courbe de croissance en milieu min-
imum lactate. Des graphiques similaires éft gerérés pour toutes les courbes de croissances et sont
présengs en annexe, dans la section A.3. Les observations sont similaires quelles que soient les courbes
de croissances :

» Lorsque I'on utilise le jeu de valeuts; Ng; t ;N , les moeles de Verhulst et de Gompertz passent
par le point d'in exion de la courbe eximentales mais n'ont pas laéme pente au niveau
du point d'in exion comme on peut le &ri er sur le tra@ des é@rivées. Le poids doraux
paranetrest etN engendre une erreur sur la valeur&t ).

« Lorsque I'on utilise le jeu de valeuts; No; N ; N{qt ), la pente maximum atteinte par les netes
correspond aux do@es exprimentales et celle-ci est atteinte pour une quaxiit biomasse iden-
tigue maisa des temps diffrents. Le poids dor@naux paramtresN et Nqt ) engendre une
erreur sur la dtermination de .

« Lorsque I'on utilise le jeu de valeuts; No; ;t ;Nqt ), la pente maximum des mekds est iden-
tigue aux donaes exprimentales et celle-ci est atteinte a@me temps. Cependant, la quan-
tité de biomasse pour laquelle la pente maximum est atteinte extedifé de celle des dobes
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expérimentales. Le poids doérmaux pararatresN {t ) ett engendre une erreur sur latdrmination
deN .

Aucun de ces trois jeux de valeurstdrmirées avec le minimun de valeurs me&ses ne permet de bien
repesenter les dores exprimentales. Pour trouver les valeursalet k qui correspondent le mieux
aux donrees exprimentales, nous avons doneciler de proedera une identi cation des paraetres
numerigues au sens des moindres earr

2.2.4.3 Mockle en fraction rationnelle

Il est aussi possible d'approcher une courbe sigim@n utilisant une fraction dont le n@nateur et la
denominateur sont des polymes, sous certaines conditions sur le dedgs polydmes. Ce moele
est appdd en “fraction rationnelle” qui estcrite sous une forme &ductible. Nous proposons ici une
version erivee de celles propéss par Peleg et Corradini (Corradini and Peleg, 2005) pecniré les

courbes de croissance sigite : (
dN() — abmtm !

d (br )2 (2.46)
N = N,N> 0

avecm > 1; le cas pourm = 1 corresponda une fonction homographique (qui n‘a pas une forme

sigmade).
La solution de cette e.d.o. admet la forme suivante :
a tm
N (t) = b+ 7 + d; (2.47)
avecd= N 2t

Dans le casn > T lorsquet = 0, N(t = 0) = d qui doitétre positif edN (t)=dt = 0, la courbe admet
une tangente horizontale. Ce qui implique @llinstantt = 0, la croissance des cellules s'initieaa
I'instant suivant. Il est peférable d'utiliser ce moele pourt strictement positif.

Lorsquet ' 1, dN(t)=dt! O, ce qui symbolise la convergence vers la phase stationnaire. Gaanod
a 5 paramtres. Nous retenons les pamtnes suivants t(t> 0),d (d > 0), a, betm (m > 1). Pour
m> 1, lorsquet = EN(t)= N'=d 2 etpout!l ,N(t)! a+d=a+N 2L quiestune
asymptote, donc le medk satisfait les conditions pouédrire une courbe sigriae. Contrairement au
mockle logistique et au made de Gompertz, le processus de transition erétatiinitial et I'asymptote

n'a pas une expression exponentielle. léasicee de lequation (2.47) €crit :

dN(t) _abmtm?t
dt ~  (b+tm)2

(2.48)

et la cerivée seconde est :

2
ddNtz(t) - (2+btmr;l3 t" 2 (m 1) b (m+1) (O): (2.49)

Au point d'in exion, t , N(t ) etN{t ) peuventétre exprings en fonction des paraatresa, b, d etm
de la manere suivante :

1
m

t = b NiEy= &M Doy

2m '
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a (m+1) (m 1) %ZM Mm+)®H (m 1w (250)

N¥t)=

0( ) 4m 4 m
La premereégalig fait intervenirt , betm, la secondaN (t ), a, d etm et la troisemeN{t ), a, bet
m. |l reste une relation qui exprimeéen fonction det; N, a, betm : d = N ;t:n Comme dans

les deux modles pecedents, on peut calculer une valeugéirssante, la valeur du taux de croissance au

e : ap 0 @ ) LA
point d'in exion (t ) quivaut: (t )= —m (m:L()g“ 1)+d(m :

Identi cation "simpli  ee” des paranetres du mocele en fraction rationnelle Si nous supposons
quetetN sont connus comme dans les deux eled pecdents, il nous reste les trois paeinesa, b
etm a determinera partir des troiggali€s dans Bquation (2.50). Trouver les expressionsadeetm a
partir deségalies est dif cile a faire avec un stylo et une feuille de papier. En combinant lesrdiftes
équations, on obtient ureguation alg@brique en fonction dm:

gm) t "h(m)+ t" " = t "h(m)+ t" f(m); (2.51)
0 + +
avec = g B f(m) = (R g(m) = T eth(m) = B
Une foism détermire, on peut enéduirea eth: a = N:((tm))t etb = t ™h(m).

Résultats de l'identi cation "simpli ée” des parametres du mockle en fraction rationnelle La
procedure @crite peccédemment nous permet dédulire les valeurs da, b et m pour les diferentes
courbes de croissances. Contrairement auxatesdde Verhuslt et de Gompertz, les 5 valeurs &stba
partir des courbes de croissantg No; N ;NYt );t ) sont recessaires pouterminer les paraetres

du mockle. Les valeurs de chaque paetms sont frsenés dans le tableau suivant pour les quatre
conditions de milieu de croissance :

| Milieu | to |t [ No [N |[N%t)| e(t)]a | Im | er(t) ]
| YPL | 31 | 0.1 |653]077 [0.12 |15.43] | 6.02]| 0.12 |
| MMSL | | 33.59| 0.1 |2.82]/0.36 [0.13 |6.77 | | 5.06]0.13 |
| MMSGal | 2195/ 0.1 [3.19/032 |01 |886 | |33 |01 |
| MMSG | | 13.64| 0.07| 1.64| 0.46 |0.28 |3.85 | | 5.44]0.28 |

Table 2.6: Valeurs utiles pour l'identi cation des paragtres par le mogle en fraction rationnelle&dermireesa partir des
équations (2.51) pour les courbes de croissanesgmtes dans la sous-section 2.2.1

Le tableau 2.6 nous permet de faire plusieurs observations concernant édeneodfraction ra-
tionnelle :

» L'exposantm varie de marare importante en fonction de la condition de croissance. Pour les
milieux lactate et glucose, celui est @ngura 5, tandis que pour le milieu galactose, celui-ci est
de 3.3.

» Le paranetreb atteint des valeursés importantes etes variables en fonction des conditions de
croissance. Il y a en effet 4 ordres de grandeur entre le maraimdéduit pour la courbe de
croissance en MMSGal et celugduit pour la courbe de croissance en milieu YPL.
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Cette proédure c&té reiteree sur I'ensemble des courbes de croissances etsedtats sont @senés
en annexe, dans la section A.2.3. De ces tableaux, on s'apercoit que les variations cetrpdraomt
retrouvees dans chaque condition de croissance. @galement le cas de I'exposantqui peut varier
en 3 et 8 pour des courbes de croissances suramearsubstrat.

Figure 2.15: Identi cation “simpli ~ €e” des paranetres avec les moedles pour les diferents moceles en fonction du choix
des paranetres initiaux : Tracés deN (t), dN (t)=dt et log(N (t)) pour moctles de Verhulst (rouge), Gompertz (bleu) et
pour le moeale en fraction rationnelle (vert), en fonction du choix des patads initiaux : A,B,C (to;Ng;N ;t ) D,E,F
(to;No; N Nt ) G,H,I (to;No; Nt );t ). Les donizes exprimentales sont tré&es en noir dans chaque cas.

2.2.5 Identi cation a partir d'un nombre de données mesuges sugrieur au
nombre des paranetres des trois moales pecedents, dite identi cation
"globale”

Ce paragraphe est consaarl'identi cation des pararatres des magles pecdentsa partir des donges
mesugées.

Plusieurs questions se posent lors deekotution d'un prol#me d'identi cation des parastres cf.
Bonnet (1999), Kern (2002) Argoul (2004), Argoul (2012).

Une premeére question concerne le camra " ni” ou "in ni” de la dimension de l'espace des
mesures et/ou de celui des pardras. Les mesures sont temporelles et habituellement en nombre ni,
lorsque les parasires sont re@senés par des fonctions, ils peuvent prendre une ierde valeurs.
Pour la suite de notre expasnous travaillerons sur un preiohe d'identi cation en dimension ” nie”.

Une seconde question essentielle dans le probld'identi cation €side dans la quantide donges
que I'on peut recueillir. En effet, un manque de dées par rapport au nombre des pag&es inconnus
peut entraner un probéme inverse "sousalermire”. On peut alors obtenir plusieurs solutions, c'est
a dire plusieurs paraatres produisant les @ames observations. Ce qui complique la @dure. Dans
notre cas, nous allons donc péolera un probéme d'identi cation "sur-étermire”: il y a plus de
donrées meswes que de paratres inconnus. Il devient donc envisageable&oudre le proleime
d'identi cation.
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La qualie des donees peuégalement poser question. En effet, les dmwpeuvergtre "bruiees”
et entréner un manque de "contin@t qui produit une "instabilé”. On ne peut donc garantir deussir
a resoudre le proleime pour des domes fortement briges.

Une question suivante concerne le caeaetlinéaire” ou "non lireaire” de la @pendance des paraires
dans I' e.d.o du moele ou dans I'expression de la solution de cétjaation.

Finalement, nous allons éper dans le cas d'un praghe didenti cation de param etres non
linéaire, sur-determiné en dimension nie.

La manere la plus @rérale pour la&solution d'un tel proldme avec plus de doéas exprimentales
que de paraetres inconnus consisterésoudre Equation:étant doné une observatioN (°° 2 RM1+1
. vecteur des dorées exprimentales dont les composantes sonéest N j(ObS) = N(tj) aux instants
tj pourj 2 [0;M4]; j = O correspond au poirt; = to instant initial etty, = t instant du point
d'in exion:

N9 = ( )+ (2.52)

ou les pararatres du modle sont regrougs dans le vecteur 2 RN et" est le vecteur des erreurs
résultant du bruit sur les signaux de mesure et des incertitudes dans le processus de mesure. L'application
RN 1 RM1*1 est é& nie explicitement par la solution de I'edo ou implicitement par I'edo elle-
méme. Nous nous ietessons ica I'expression analytique de la solution de I'edo du mledetenu qui a
éte donree dans le paragraphegpedent pour chacun des nmedds de Verhulst, Gompertz et en fraction
rationnelle:
()= Nm); (2.53)

ou N est le vecteur de dimensidvi; + 1 dont les composanteij(m;*) sont les concentrations de
cellules aux instant§, pourj 2 [0; M4], pour chaque maglem étude.

Malgré leur multiplicié apparente, la majo@étdes nethodes d'identi cation de paragtres sont
fondées sur le calcul d'une fonction @bl (™ ( ; M) qui depend du vecteur des pararatres du moele
m. Sa & nition la plus classiquement rencoat dans la liirature se traduit pour notre cas p&chrt

entre chacune ded observationst\lj(c’bs) et lesM réponsewj(m;*) du moatle m de la concentration
de cellules aux instants, pourj 2 [1,M;] avecM; M :

X1 ) 2
J(m)(_;Ml) - k&(()bs) ( _)ké(Ml*'l) = Nj(ObS) Nj(m,f) : (2.54)
j=0
ou Nj(m;*) = Ny , ) désignent les@ponses des metks aux tempg, I'exposantm indiquant le
mockle retenu. On recherche alors pour chaqueeatexth étudi le vecteur des paratres optimiés
~(M) qui minimise la fonctior) ™ (_; M;) au sens des moindres dasr

~M = Arg minJ ™(_;My): (2.55)

La dernere dif culté reside dans le choix de l'algorithme et soriten temps de calcul. Cetteetbe
n'a pas l'objectif de @tailler les algorithmes d'optimisation pouvagtre utili€s, adagsa la fois au
probleme mateématique et au besoin de l'utilisateur, par exemple pour un travail en t&ap$Hu point
de vue matBmatique pouré&soudre le proleime 2.55, parmi la &s grande vagit d'algorithmes, on
peut distinguer deux grandes classes d'algorithmes, ceux "locaux” et ceux "globaux”. Les algorithmes
"locaux” exploitent l'information fournie pas le gradient de la fonctionnelleninimiser (néthodes
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d'optimisation du premier ordre) et ne peuvent converger que vers un minimum localgme
point critique (point o le gradient s'annule). Il faut ensuite utiliser legridées secondes @thodes
d'optimisation du second ordre) poécarter les points critiques qui ne sont pas des minima. A I'appos
des algorithmes pedents, les algorithmes globaux explorent tout I'espace des pinesde facom
converger vers le minimum global (s'il existe). Cegtmodes ont souvent un aspect plus heuristiques
suggerés soit par les statistiques ¢thodes de Monte Carlo,...) soit par d'autres sciences (recuitésimul
algorithmes @rétiques,...), et sont fondamentalement pludteoses et plus lentes. Ellesepentent
I'avantage déviter le calcul du gradient de la fonctionidométhodes d'optimisation d'ordre 0), qui
reste un point dlicat dans la mise en ceuvre desthodes locales.

Nous proposons ensuite de calculer le coef cient deedmination ndt R? (R-squared) qui permet
de mesurer la quaéitde la proédure d'identi cation avec le maale retenu :

P .
J\j:ll (N; Nj(m' ))2_

R*=1 P —
j:l(Nj N)2

(2.56)

Ce manuscrit est par faute de temps lavatla fonctionnelle "classique”&nie en relation 2.54.
Cette fonctionnelld ™( ; M ;) est une fonction non lisaire de . Le processus de minimisation retenu
est fon@ sur une praedure i€rative utilisant la fonction grérique “t” de Matlab avec I'option “non
linear least squares” engwisant l'algorithme “Trust Region” (algorithmeerégions de con ance). Un
algorithmea région de con ance est un algorithme d'optimisation éiffntiable, destia minimiser
une fonction éelle & nie sur un espace euclidien. L'algorithme eg&rtif et proede par ar@liorations
successives en utilisant les informations fournies par a fonctibhetcses @rivees pour construire un
mocele quadratique se rapprochant de la fonction objectif avec @uéspyn attendua une certaine "pe-
tite” distance d'un point doni Ainsi,a uneétape de lagcurrence, I'algorithme effectue ugplacement
qui est obtenu en minimisant un medd simple de la fonction (par exemple quadratique) sur agen
de con ance (@reralement une "boule” avec un rayon de con ance du eted choisir).

Pour cemarrer la @currence, nous devons choisir des valeurs initiales des paesies diffrents
moceles retenus (made de Verhuslt, magle de Gompertz, made en fraction rationnelle).

Pour cela, nous allons utiliser lessultats trougs pecdemment lors de la prédure d'identi cation
quali ée de "simpli ée”a partir de quelques dod@asty; Ng;t ;N et/ouN{t ).

2.2.5.1 &lection des valeurs initiales des paramtres pour la proceédure iterative
d'identi cation

Pour le moele de Verhulst et de Gompertz, nous allons cherahidenti er 3 paranetres :a, k et Ny.

Les valeurs initiales de ces trois pamtnes onete choisies en fonction deésultats de l'identi cation
"simpli ée” des paramtres pour les maaes de Verhuslt et de Gompertz. Dans les deux cas, hous avons
choisi le jeu de para#tres {o; No; N ;t ), car c'est celui qui permettait d'obtenir le meilleur coef cient

de cetermination pour toutes les courbes de croissances. Ainsi, les valeurs initiales destigesaat

k sont les valeurs; etk; calcukesa partir du jeu de paraetres {o; No; N ;t ).

Pour le moele en fraction rationnelle, nous allons cherchadenti er 3 paranetres :a, betm. Le
paranetre Ng est maintenu constant. Les valeurs initiales des trois petrasisont celles que nous
avons @termirees dans l'identi cation "simpliée” des paraetres (une seule solution en utilisant les 4
paranetres).
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2.2.5.2 ldenti cation des parametres "globale” avec les moeéles de Verhulst, de
Gompertz et en fraction rationnelle

Pour chaque courbe de croissance, nous avongeg@racla pro@dure de minimisation au sens des
moindres cages, en utilisant les valeurs initiales comnéeiites ci-dessus. Pour chaque mled nous

avons @réré un tableau contenant les valeurs initiales des patr&s), leurs contraintes (bornes), les
paranetres identiés par la proedure de minimisation ainsi que le coef cient detérmination. Ces
tableaux sont dreés en annexe (section A.4.1, A.4.2 et A.4.3) pour toutes les courbes de croissances.
Les tableaux 2.7, 2.8 et 2.9gwenés dans cette section correspondent aux courbes de croissances type
qgue nous avonétudiees peccdemment. Nous avoregalement tra& les trois modles en utilisant les
paranetres issus de la prédure de minimisation pour chaque courbe de croissance. Les gures sont
présenées en annexe (section A.5). Dans cette section, les gures 2.16, 2.19, 2.17 ete3d@&ent les
résultats de laéggression avec les trois melds en prenant les paratres pesenés dans les tableaux
2.7,2.8et2.9.

Modeles de Verhulst et de Gompertz A l'issu de la pro@dure de minimisation des paratresa,

k et Ng, les moctles de Verhulst et de Gompertz repentent les domees exprimentales avec unes

bon coef cient de @termination R? > 0:98) pour les quatre courbes de croissandespnées ici, et
cette observation se reprodégalement pour toutes les courbes de croissanésemes en annexe.
Cependant, comme on peut le voir sur le graphiqueadasts relatifs, les deux mekks font une erreur
importante sur la quanétde biomassaty, plus particulerement le moele de Gompertz. Le parastre

No est ajust par la proédure de minimisation pour une meilleure estimation de la croissance vers le
point d'in exion au détriment du @marrage de la croissance, car l'erreur amdrrage de la croissance
(ou la quantié de biomasse est faible) a moins de poids que celle en approche du point d'in exion (0
la quantie de biomasse est importante). Ce constaggatement mis eRvidence par le graphique

du taux de croissance &g que ou on voit que le taux de croissance edipar les deux males est
beaucoup plus importa@att, compaé aux donges exprimentales. Cette erreur peut provenir du fait
que ces deux mades de croissances ne sont pas afapour écrire I'éventuel impact de la phase de
latence (aceleration de la croissance trop faible ezbdt de signal) ou que notreétiode d'estimation

du cemarrage de la croissance est imparfaite.

On remarqueegalement que les mebks de Verhuslt et de Gompertz estime un taux de croissance au
point d'in exion inférieura g (t ) pour les milieux YPL, MMSL et MMSG dans les cas digesifci et

de maneére ¢gerérale en annexe. Cette observation se retr@gaement sur les traes de la drivee et

du taux de croissance. Le meld de Gompertz estime un taux de croissance au point d'in exion env-
iron deux fois inérieurea celui que nous estiennuneériquement en prenant le maximum de &idee
premere. Le modle de Verhulst sous-estinegalement ce taux de croissance dans une moindre mesure.
En revanche, pour le milieu MMSGal, l'identi cation des paretmes avec le mae de Verhulst permet
d'obtenir une estimation du taux de croissanes Bimilairea celle c&termiree nunériquement. De plus,

le mocele de Verhuslt a le meilleur coef cient d&termination pour les prédures de minimisation en
milieu galactose et I'erreur d'estimation de la biomaadg est moins importante que pour les autres
types de milieux. Il semblerait que les cultures en milieu galactose aient un comportement de type Ver-
hulst entre le point de@marrage de la culture est le point d'in exion.

La dernere observation concerne les contraintes de laguhae d'identi cation. En regardant les
valeurs des tableaux désultats, on constate que la pedare de minimisation converge sur une des
valeurs maximales ou minimales im@ges aux paraetresa ou k. Cela indique que la fonction @b

est non-convexe et qu'il existe des minimums locaux qui n‘ont pastpuatteints par la précure de
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minimisation dans les contraintes qui lui @# impoges.

Nomin | Nomax | Noimi | No | R? | et) | v(t)
YPL | 1306 | 17.37 | 13.06 | 17 | 0.12 | 0.22 | 0.17 | 019 | O | 0.2 | 0.17 | 0.05 | | 0.12 | 0.09

Milieu ‘ Amin ‘ Amax ‘ Qini ‘ a ‘ Kmin ‘ Kmax ‘ Kini ‘ k ‘
|
| 0.23 | 0.16 | 0.07 | | 0.13 | 0.09 |
|
|

|

|

‘ MMSL ‘ 7.82 ‘ 11.59 ‘ 7.82 ‘ 11.59‘ 0.11 ‘ 0.21 ‘ 0.16 ‘ 0.17 ‘ 0

‘ MMSG ‘ 3.28 ‘ 4.77 ‘ 3.28 ‘ 4.77 ‘ 0.3 ‘ 0.4 ‘ 0.35 ‘ 0.39‘ 0 ‘ 0.17 ‘ 0.35 ‘ 0.04‘ ‘ 0.28 ‘ 0.19
| 0

MMSGal | 6.37 | 6.4 | 637 | 637 | 015 | 025 | 0.2 | 0.21 | |02 |02 |009| lo1 |01

Table 2.7: Contraintes et&sultats de la pra@&ure d'identi cation des paraetres avec le magle de Verhulst.

| Milieu | amin | amax | @i | a | kmin | kmax | kini | K | Nomin | Nomax | Nowmi | No | R? | et) | o(t) |
| YPL | 17.75 | 346 | 17.75| 34.6 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O | 0.2 | 006 |0 | | 012 | 006 |
| MMSL | 10.63 | 21.55 | 10.63 | 21.55 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O | 023 | 006 | 0.01 | | 013 | 006 |
| MMSG | 445 |87 | 445 |87 | 008 |018 |013]013]0 | 017 | 013 | 0.01 | | 028 | 013 |
| MMSGal | 8.66 | 11.56 | 8.66 | 11.56 | 0.06 | 0.08 | 0.07 | 0.07 | O | 0.2 | 0.07 | 0.03 | | o1 | 007 |

Table 2.8: Contraintes eté@sultats de la pra@&xure d'identi cation des paraetres avec le made de Gompertz.

Modele en fraction rationnelle Avec 3 pararetresa identi er, le mockele en fraction rationnelle est
celui qui repésente les doraes exprimentales avec un coef cient deetgrmination inérieura ceux
obtenus par les mades de Verhulst ou de Gompertz, tout en restanéseapra 0:959en particulier en
milieu MMSG, alors que @&tait le moele qui avait doné les meilleurs&sultats pour l'identi cation
simpli ée des paragtres. Le modle ne fait pas d'erreur sur la qua#tile biomassat,, car celle-ci a
et x ée en n'inégrant pas le paragtreN, dans le vecteur.

Sur le graphigue de8carts relatifs, on constate qué&dart du modle en fraction rationnelle et les
donrees exprimentales a une forme en cloche et qéedirt est maximum est atteint pour envitor2.
Sur le graphigue du taux de croissanceaue, on observé&galement que le taux de croissance est nul
au cemarrage de la croissance ce qui n'est pas le cas des courbes de croissances. Ceétistitpract
est intringquea l'utilisation du moctle en fraction rationnelle, comme diseyti€cedemment.
Contrairement aux mades de Verhulst et de Gompertz, le netelen fraction rationnelle offre une esti-
mation du taux de croissance au point d'in exion simila@&reelle obtenue en calculant narnguement
le maximum de la érivée pour toutes les conditions de milieu.

Comme pour les mazles de Verhuslt et de Gompertz, la pedare de minimisation avec le meld en
fraction rationnelle converge sur les bornes maximales ou minimales desgteesaretb. Un meilleur
coef cient de cetermination aurait pétre sans doute obtenu en accordant plus de &élsent la variation
des pararatresa identi er.
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| Milieu | amin | @max | @ni | @ | Bmin | bmax | b | b | Mmin | Mmax | Mini | m | | e(t) | rr(t) |
| YPL | 12.35 | 18,52 | 15.43 | 12.35 | 7.7e+08| 1.2e+09| 9.6e+08| 7.7e+08| 4.82 | 7.22 | 6.02 | 6.09 | | 012 | 0.13 |
| MMSL | 7.29 | 10.94 | 9.12 | 7.29 | 1.9e+08| 2.9¢+08 | 2.4e+08| 1.9e+08| 4.66 | 6.99 | 583 | 5.86 | | 013 | 0.13 \
| MMSG | 308 | 462 | 3.85 | 3.08 | 5.1e+05| 7.7e+05| 6.4e+05| 5.1e+05| 435 | 6.53 | 5.44 | 554 | | 028 | 031 |
| MMSGal | 7.09 | 10.63 | 8.86 | 7.12 | 3.5e+04| 5.2e+04| 4.3e+04| 3.5e+04| 264 | 3.96 | 3.3 | 3.34 | | 0.1 | 0.11 |

Table 2.9: Contraintes eté&sultats de la pr@&sure d'identi cation des paraetres avec le maale en fraction rationnelle.

Figure 2.16: Identi cation des param etres sur une courbe de croissance dg.cerevisiaeen milieu minimum galactose :
A. ldenti cation des paramtres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimuratsyrdtgalactoseN (t))
avec les modles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croissdteanarqé
par un pointetoile rouge. Les magles onteté tra@&s en utilisant legquations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les
paranetres identiés dans les tableaux 2.7 et 2B.Dérivee de la courbe de croissardid (t)=dt et des modles traés en A.
Le pointétoile indique le maximum de laédivée.C. Ecarts relatifs entre les do@es exgrimentales et les défents modles.

Figure 2.17: Identi cation des parametres sur une courbe de croissance d8.cerevisiaeen milieu minimum lactate :
A. Identi cation des paramtres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimurateyrgHactateN (t))
avec les moeles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croissé@teerarqée
par un pointetoilé rouge. Les magles ontété tra@&s en utilisant legquations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les
paranetres identiés dans les tableaux 2.7 et 2B. Dérivé de la courbe de croissandH (t)=dt et des modles traés en A.
Le pointétoile indique le maximum de laédivée.C. Ecarts relatifs entre les do@es exgrimentales et les défents modles.
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Figure 2.18: Identi cation des param etres sur une courbe de croissance de.cerevisia@n milieu riche lactate :A. Identi-
cation des pararatres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimuretiyrelgalactoseN (t)) avec les
mockeles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croissaticemarq@ par un point
etoile rouge. Les magles ontéte tra&s en utilisant legquations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les petras
identi és dans les tableaux 2.7 et 2B.Dérivé de la courbe de croissanti (t)=dt et des modles traés en A. Le poinétoilé
indique le maximum de laativee.C. Ecarts relatifs entre les dodes exgrimentales et les défents modles.

Figure 2.19: Identi cation des param etres sur une courbe de croissance d8.cerevisiaeen milieu minimum glucose :
A. Identi cation des paramtres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimuratsyrdtglucoseN (t))
avec les modles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croissdteerarqge
par un pointetoile rouge. Les magles onteté tra@&s en utilisant legquations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les
paranetres identiés dans les tableaux 2.7 et 2B. Dérivé de la courbe de croissandh (t)=dt et des modles traés en A.
Le pointétoilé indique le maximum de laédivée.C. Ecarts relatifs entre les do@es exgrimentales et les défents modles.

2.2.5.3 Bilan de l'identi cation "globale” des parametres entre le point de @marrage
de la croissance et le point d'in exion

Jusqu'ici nous avons observes esultats de la pr@dure de minimisation avec les trois nebes pour

une courbe de croissance pour chaque condition de culture. Cependant, comme nous avons pu le con-
stater sur la gure 2.6, on observe des variabgipparmi les courbes de croissance d'uenme milieu.

Dans cette sous-section nous allons chereheomparer I'ensemble des courbes de croissances entre
elles et entre les diérentes conditions de cultureage aux eésultats de la pr@dure de minimisation.

Les gures 2.10,2.11 et 2.12 montre l&sultats de la pra@axiure d'identi cation globale des paraines
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sur toutes les courbes de croissance avec leslesdle Verhulst, Gompertz et en fraction rationnelle.
Dans chaque cas, nous avons cdcial moyenne des défents paraetres ainsi que l'erreur sur la
moyenne @ nie par :

P n P ﬁ)z
= 1=l (p,'_ (2.57)
n

ou n est le nombre de paratres,P; est la valeur du paraetre P d'indice i et P la moyenne des
paranetresP;.
And' évaluer aqualé des modles utili€s, nous avons fait des diagrammes en boites des coef cients de
déterminatiorR? pour chague magle en fonction de chaque condition de culture dans la gure 2.20.A.
Quel que soit le substrat utifisles coef cients de etermination assoes aux modles de Verhulst sont
a la fois plus proche de 1 et moins dispErsjue pour le made de Gompertz et pour le melé en
fraction rationnelleA l'issu de l'identi cation, le mockle de Verhulst est celui qui permettrait de mieux
repesenter Evolution de la quani de biomasse. Cela met émidence que la croissance des levures
dans le biogacteur évelopg@ au cours de cetted¢be a un comportement de croissance exponentielle
avant le point d'in exion.
D'apres les diagrammes en boite de la gure 2.20.B, I'estimation du taux de croissance au point d'in exion

v(t ) par le moele de Verhulst esté@réralement infrieure au taux de croissance au point d'in exion
estime a partir du maximum de laétdivee de la croissance: (t ), exception faite des courbes de crois-
sances en milieu galactosa s deux valeurs sontés proches. L'estimation de- (t ) repose sur un
calcul de la @rivée des courbes de croissances qui est un processus quiemntrane erreur d'estimation
relative au bruit de mesure.
Syseématiquement, le made de Gompertz estime un taux de croissance au point d'in exig ) qui
est tes infrieura toutes les autresé@uictions. L'estimation du taux de croissance en utilisant leeteod
en fraction rationnelle permet une estimation du taux de croissance au point d'in exidih ) proche
de g(t ) pour les milieux lactate et galactose. Pour les croissances en milieu glucose, I'estimation du
taux de croissance par le madd en fraction rationnelle estderement sugrieurea g (t ), bien que
I' écart soit moindre compaiau moeéle de Verhulst. L'ensemble de ces observations rejoint ce giéi a
mis enévidence sur les courbes individuelles dans la sous-seci&aadante.

[ Milew |a | o [k [« [No [ n [R [ [vO] «ln
| YPL | 12.7] 1.63] 0.18] 0.007| 0.05 | 0.006| 0.9971| 0.0021| 0.089 | 0.003] 4 |
| MMSL | 9.51] 1.03| 0.17| 0.004| 0.053| 0.009| 0.9987| 0.0003| 0.087 | 0.002] 7 |
| MMSGal | 6.74| 0.18 | 0.22| 0.004| 0.077| 0.004 | 0.9998| 0.0001| 0.108 | 0.002| 5 |

| MMSG | 5.94| 0.29| 0.36| 0.009| 0.035| 0.005| 0.9945| 0.0009| 0.18 | 0.004| 9 |

Table 2.10: Résultats de l'identi cation globale des paraitres avec le mae de Verhulst.
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[ Miiew |2 | & [K |« [No | w [R2 | e | @] wln]
| YPL | 24.37| 3.65| 0.059| 0.003| 0.005| 0.002| 0.9885| 0.005 | 0.059 | 0.003| 4 |
| MMSL | 17.88| 2.07| 0.058| 0.002| 0.01 | 0.004| 0.9913| 0.0008| 0.058 | 0.002] 7 |
| MMSGal | 13.03| 0.51| 0.074| 0.001| 0.022| 0.003| 0.9967| 0.0002| 0.074 | 0.001| 5 |
| MMSG | 10.91| 0.6 | 0.119] 0.004| 0.008| 0.003| 0.9825| 0.0019]| 0.119 | 0.004] 9 |

Table 2.11: Résultats de l'identi cation globale des paraires avec le made de Gompertz.

Milew [a | . [b v [m [ W R [ e | @] oln]
| YPL | 8.93| 1.19| 4.2e+08| 2.3e+08| 5.59| 0.37 | 0.9837| 0.0046| 0.122 | 0.005| 4 |
| MMSL | 7.08] 0.41| 1.6e+09| 1.1e+09| 5.36 | 0.37 | 0.9892| 0.0027| 0.118 | 0.008| 7 |
| MMSGal | 6.74| 0.57 | 1.6e+06| 1.4e+06| 4.13| 0.4 | 0.9753| 0.015 | 0.137 | 0.016|5 |
| MMSG | 3.41] 0.11] 1.6e+08| 1e+08 | 6.28| 0.34| 0.9641| 0.0035| 0.302 | 0.005] 9 |

Table 2.12: Résultats de l'identi cation globale des paratres avec le male en fraction rationnelle.

Figure 2.20: : A. Coef cient de ceterminationR? (détermire a partir de lequation (2.56)) de l'identi cation des paratnes
avec les modles de Verhulst (V), Gompertz (G) et avec le raleden fractions rationnelles pour les diféntes conditions de
croissances (MMSL, YPL, MMSGal et MMSG) gsenkes dans cette sectioB. Estimation du taux de croissance maximum
en fonction des diffrents modles utili€s et de la condition de croissance.

A n de dresser un bilan de la prédure d'identi cation, nous allons aborder les avantages et les in-
conwenients de chague mel& de croissances que nous avons étilis
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* Modele de Verhulst : Comme nous avons pu le constater, une identi cation "simg@i’ des
paranetres (en utilisant quatre points cagxistiques) avec le made de Verhulst ne permet pas
de repésenter correctemenglolution de la biomasse entre lerdarrage de la culture et le point
d'in exion. En faisant une identi cation "globale” (minimisation au sens des moindreséesarr
sur beaucoup plus de points &jmentaux que de paratiesa ceterminer), le moele de Ver-
hulst permet de &crire I'evolution de la biomasse avec le moingchrt par rapport au metke de
Gompertz et en fraction rationnelle.

» Modele de Gompertz :A ce stade de notretude, on peut dire que le melé de Gompertz est le
moins approp#é pour dkcrire la croissance des levures dans nos conditiorerienentales. Si une
identi cation "globale” des paramtres permet de repsenter les doraes exprimentales avec peu
d'écart du fait du comportement "exponentiel” de la croissance des levures, le taux de croissance
au point d'in exion estine avec ce moele est tes infrieur aux autres mades eta ce que nous
avons pu estimer eréterminant le maximum de l&&dvée premere.

» Modele en fraction rationnelle : Le mockle en fraction rationnelle permet une assez bonne
repesentation des doées exprimentales en utilisant un minimum de 5 points caastiques
(identi cation "simpli ée” des paramtres) quel que soit le milieu de culture. Cette pregrpeut
étre tes inéressante pour disgtiser la variation de biomasse dans une situatiomm dispose
d'un signal dévolution de la biomasse comportant peu de points de mesure (ce qui est souvent le
cas en biologie). Ce mede permetgalement d'estimer le taux de croissance au point d'in exion
qui est le plus proche de celui que nous avoatednire enétudiant la @rivee. A l'issue de la
procedure d'identi cation des paraetres "globales”, le magle offre une bonne repsentation de
I'évolution de la biomasse mafgle fait que le modle cemarre avec une vitesse de pratdtion
nulle.

En conclusion grérale de ce paragraphe, pour aller plus loin sur la fonctioneti@nimiser, nous
pouvons nous inspirer du cas ¢ ) est lincaire:

()=A; (2.58)

pour lequel il existe de nombreugsultats (@gularisation de Tykhonov, solutioregeralie de norme
minimum ou de Moore-Penrose).

Nous pouvons alors construire une nouvelle fonctionnellg dém)(_; M) dite augmerée et @& nie
par:

IM(CGML) = KNI (kA + 2K kg (2.59)

ou  estune estimation a priori du vecteur

Dans le cas ligaire, on peut montrer que le prebie @& ni en Eq. 2.59 admet une solution unique,
qui déepend contiiment de , et qui converge lorsque? tend vers0 vers la solution d&A = N ©b9
la plus proche de .. L'utilisation de cette fonctionnelle augméeat va permettre de traiter un prebie
leégerement diférent qui sera, lui, bien pés La solution choisie est alors da@@ par un prolgme
d'optimisation, qui peuétre sous contraintes.

Evidemment, si 2 est choisi trop faible, le probime de épart 2.54 et le probme Egulari€ 2.59 seront
tres semblables, donc tous les deux malgsosi celui de dpart l'est, alors que si? est trop grand,
le probkme égulari€ ne conduit qua obliger aétre proche de . Le choix optimal du paragtre
de égularisation 2 est par consquent @licat. Il devient alors @cessaire d'adapter le paratre de
régularisation au niveau de bruitgsent dans les doaas (Petit, 2008).

Cette nouvelle fonctionnelleegulari€e n'a pasete étudée en @tail ici et constitue une suite logiqae
ce travail d'identi cation.
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2.3 Lacroissance apes le point d'in exion

Jusqu'ici nous nous sommesénésgs principalemerd la phase de croissance avant le point d'in exion,
ou la cérivée de la variation de la biomasse ne fait qu'augmenter. Pour se situer par rappogéraa seh

la croissance d8.cerevisiagepieseng ici ( gure 2.21), cela correspond aux phases | et Il. Nous allons
maintenant nous igtesser ce qu'il se passe ags le point d'in exion, lorsque la croissance commence
a ralentir. Parmi les trois conditions de croissances que nous ataises, nous allons avoir deux cas
de gure:

Une seule phase de ralentissementPour les cultures en milieu lactate et galactose, les levadesgent

le substrat carbdna leur disposition erCO, par respiration, au cours de leur phase exponentielle
de croissance (ll). Lorsque les levures atteignent le point d'in exion de la croissance, cela est du au
manque d'un substrat essentgela culture. Si la levure ne parvient pas s'adapter (en utilisant une voie
de biosyntlese auxiliaire lui permettant de sygtiser ce comp@&manquant), on s'attend doacob-

server une phase de diminution de la vitesse de croissanceguaquhase stationnaire. Cette phase de
ralentissement correspoada phase Ill sur la gure 2.21.A.

Déegradation incomplete de la source de carbone Pour les cultures en milieu glucose, le sofa est
different. Les levuresduisent I'essentiel du glucose etihanol par fermentation (une partie du glucose
est toujours@duit enC O, par respiration pour les cultures e@rabie). Lethanol est un substrat que la
levure peut utiliser pour produire deehergie par respiration. Cependant, pétie capable d'utiliser ce
nouveau substrat, la levure doit recon gurer so@tabolismeenergtique ce qui passe par uatape de
biogerese mitochondriale. Cette phase est ide¢#icomme la transition diauxique, magegulll dans

la gure 2.21.B. Cettettape va entfaer un ralentissement de croissance, car les levures utilisent leurs
ressources pour s'adapterce changement de substrat ptujue de se diviser. Passette phase, les
levures vont repartir en croissance @duisant lethanol enCO, par respiration. Cette seconde phase
de croissance est raw IV dans la 2.21.B. Quand un autre nutriment esseateetulture devient insuff-
isant, la croissance des levures ralentit de nouveau (phase V) avant d'atteindre la phase stationnaire. On
s'attend don@ observer un ralentissement de la croissance en 3 phases.

Stress cellulaire Dans les trois cas psengs ci-dessus, lagpletion du glucose ou d'un autre nutriment
essentiel la culture dans le milieu extracellulaire eftiaun stress cellulaire (Conrad et al., 2014). Les
caracéristiques physiologiques d'un stress cellulaire sont les suivantes :

 Les levures a@tent le processus de division, ce qui €imeaun arét de la prolieration (Winder-
ickx et al., 2003).

 Elles constituent de€serves de glycame (polynere de glucose) et degtnalose pour faire face
a la demande énergie au cours du processus d'adaptation (Wilson et al., 2010). Les levures se
serventégalement deseserves de &halose pouréguler leur pression osmotique interne. Il a
et monté que la levureS.cerevisiadormait des eserves de glycame en cas de limitation de
plusieurs nutriments essentiel$a culture tel que la source de carbone, le nigrag le phosphate
ou encore le sulfure (Lillie and Pringle, 1980).

» Chez la levure, le stress cellulaire &gfalement un signal d'activation de la voieetabolique
d'intégrite de la paroi (CWI) dont une des nombreuses equences touche les voies de biosgsth
de la paroi cellulaire (Quilis et al., 2021).
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La reponse des cellules de levure au stress cellulaire s'effectue en plusieurs phases qu'il est dif cile de
distinguer. Des changements surviennent @diatement a@s la étection de la source de stress (I&trr

du processus de division), puis la cellule met en place @namisme de @&ense, avant d'adapter son
métabolisme au changemeant'origine du stress. La straglie de eponse aux stress cellulairesétae

speci que a la nature du stress(Gasch, Gasch). Par exemple, dans le caseg@taond du glucose, la
levure va s'adapter en produisant des mitochondries pour pouvoir utitkahol par respiration. Dans

le cas d'un manque d'un autre nutriment essergtiéd culture (o les levures auraientegh le bagage
mitochondriale pour respirer), tel que le fer ou le nitog, la levure va avoir recouasdes processus
d'autophagie pourécugerer les nutriments dont elle a besoin (Horie et al., 2017, lwama and Ohsumi,
2019). L'autophagie est un@anisme d'adaptation utiéspar la levure pour s'adaptardifféerents stiu-

muli notamment des situations de famine (Adachi et al., 2017, Kawamata et al., 2017, Yokota et al.,
2017) et peuktre obsergeégalement au cours de la transition diauxique pour le recyclage du fer qui est
un composant essentiel des mitochondires (Horie et al., 2017).

Dans la sous-section suivante, nous allons analyser les courbasnesptales pour&erminer si nos
mesures nous permettent d'identi er des comportements particuliers dans chaque situation.

Figure 2.21: Les phases de croissance d&cerevisiaen culture batch: A. Repésentation s@&matique de Bvolution de la
biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en cultue fennun substrat unique. |: Phase de latence. Il:
Phase exponentielle.lll: Phase de ralentissement. 1V: Phase stationnaire. 1V: PhaskndB dRepgésentation s@matique de

I' évolution de la biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en culéeestardeux substrats. |I: Phase de
latence. Il: Premgre phase exponentielle. lll: Transition diauxique. IV: Seconde phase de croissance exponentielle. V: Phase
de ralentissement. VI: Phase stationnaire VII: Phasetdérd

2.3.1 Etude des courbes exgrimentales.

Pourétudier la croissance a&s le point d'in exion, nous avons&dectionré les courbes de croissances
enregistees en milieu synétique sur un temps suf samment long pour permettre ce type d'analyse. La
gure 2.22 regroupe ensemble une courbe de croissance type pour chaque condition de milieu. Pour
chaque courbe, nous avoegalement trae la cerivee premere de la courbe de croissance ainsi que la
derivee seconde en suivant l&@me néthode d'estimation que eedemment pour laétivee premere.

Ces graphiques vont nous aidediscuter les diffrents comportements que |'on peut observeegje

point d'in exion.
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Une phase de ralentissement de la croissancd?our les trois milieux, le point d'in exion est suivi
d'une diminution importante de laédivee. La pente de cette diminution est nettement plus importante
gue celle de 'augmentation de la biomasse avant le point d'in exion. Uneémprence de cette observa-
tion est que les courbes de croissances que nous avons eeesyEint des sigrides "asynetriques”.

Or, les moéles matématiques que nous avons ugéssont perés pour des sigmdes synétriques et

leur utilisation donnerait une pauvre répentation de la croissance epte point d'in exion.

Cette diminution de la&ivée est aussi plus rapide en milieu glucose gu'elle ne I'est en milieu galactose
ou lactate. Cela s'observe sur le graphique deélavée seconde ou la valeur minimum atteinteespr

le point d'in exion est presque deux fois iafieurea celle des autres milieux. Cette premd phase de
ralentissement@marre imnédiatement a@s le point d'in exion et elle a un impact important sur la
vitesse de prolération des levures. |l s'agit d'unéactiona la cetection de la épletion d'un nutriment
essentieh la culture. En milieu glucose, la source de stress estpéetion de ce substrat carb@nPour

les deux autres conditions de culture, il s'agit probablement dépé&tion d'un nutriment essentialla
culture autre que le substrat carlotel que le nitrogne (Dejean et al., 2000, Iwama and Ohsumi, 2019)

. Comme écrit plus haut, unesaction imnidiate des levures en situation de stress cellulaire esgt'arr
du processus de division. Cette prena phase de ralentissemenégente toutes les caraastiques
pourétre la conéquence de ce ghonene.

Un changement de egime de ralentissement Pour les trois conditions de culture, on obsergalement

gue la diminution de la croissance n'est pas monotone et plus pagtienient pour la croissance en mi-

lieu glucose. Le trae des @rivées illustre bien ce @monene. Pour les trois types de cultures, la
derivée seconde atteint un minimum. Celui-céta identi & par unectoile bleue pour chaque type de
culture dans la gure 2.24. Puis, on voit que larivée seconde se mataugmenter ce qui indique

un changement de la pente de la vitesse de graliion que I'on retrouve sur leédvee premere. En

milieu glucose ainsi qu'en milieu galactose, il semblem® que la érivee premere se stabilisa une

valeur constante diéirente de 0, durant une certaineripde (de I'ordre de 10h en milieu glucose et 5

h en milieu galactose). Au cours de cetézipde, la croissance des levures egtdiime comme on peut
I'observer sur le graphique deglolution de la biomasse. Cette phase de croissaneailenest moins
marqLee ou inexistante sur la courbe de croissance en milieu lactate.

Pour les cultures en milieu glucose, le ralentissement de la croissamsa@point d'in exion indique

que les levures ont "senti” lagpletion du substrat glucose et qu'elles sonteasrdans la phase de transi-

tion diauxique. Lorsque vitesse de croissance se stabilise, les levures ont dartbaledla disposition

pour continuel produire de la biomasse et c'est pourquoi on observe une seconde phase de croissance.
Les levures se sont ad&gtsa leur nouvel environnement.

Ce comportement de croissance est @tannant en milieu galactose, bien qu'il soit moins méa:qu
L'hypothese est que le ralentissement de la croissanoesdprpoint d'in exion aéte caug par la
dépletion d'un nutriment essentiel la culture que nous n'avons pas idegti La levure se serait alors
adapée a cette source de stress, en utilisant des processus d'autophagie pour recycler le composant
dont elle a besoin, a n de reprendre une croissance en utilisant le galactose restant dans le milieu pour
produire de la biomasse.

Seconde phase de ralentissementEn milieu glucose et galactose, la seconde phase de croissance
caracérise par la stabilisation de l&dvee premere est suivie d'une seconde phase de ralentissement.
La nature de ce ralentissement pétre duea la cepletion du substrat carbéréthanol, galactose) mais

en milieu minimum syntétique, il est plus probable que le second ralentissement&ailal cepletion

d'un autre autre substrat essentida culture (les pistes les plus probables sont le fer ou le mitrey
Compte tenu du bruit de mesure important pour les hautes concentrations de biomasse, il est dif cile
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de saisir les @tails de ce ralentissement en se servant déla&k seconde. On peut supposer que la
réactiona ce stress cellulaire a suivi un g&cha proche de celui obsérei-dessus pour la preare phase
de ralentissement.

Arr et de la croissance. Pour les trois courbes de croissances, néalgs diferences dynamiques ob-
senees peccdemment, la vitesse de pr@rhation nit toujours par tendre vers 0 au bout d'une certaine
période de temps (de l'ordre de 60 h). Le temps corresporadannulation de la drivee premere

a éte locali€ par un poingtoilé jaune sur les graphiques de la gure 2.24 Ceci marque Benttans
une phase stationnaire de croissanceles levures agtent de proliérer. Pour I'exemple de culture en
milieu lactate pesené dans les gures 2.22 et 2.24, la éerde I'enregistrement n'est pas suf sante pour
observer une annulation de lari/ée.

Figure 2.22: Courbes de croissance am@s le point d'in exion : A. Evolution de la biomasse en fonction du tenibét)
pour les courbes de croissances longaes30h) en milieu minimum syntitique galactose (Violet), lactate (bleu) et glucose
(rouge).B. Dérivée premere des courbes de croissaidé(t)=dt pour les diferents milieux.C. Dérivée seconde des courbes
de croissanceN (t)=dt pour les diferents milieux. Pour les trois graphiques, &thrrage de la croissance est mérgtun
rond vert et le point d'in exion de la croissance est maqliuneétoile rouge.

Pour les cultures en milieu glucose et galactose, la seconde phase de ralentissement est suivie d'une
seconde phase de croissance d'apparenéailie. Cette phasegsente les caraatistiques d'une crois-
sance sur substréthanol apes la transition diauxique dans le milieu de culture en glucose. Pour la
culture en milieu galactose, cette seconde phase de croissandrpealiiea une adaptation suitela
disparition d'un substrat essentela culture, diféerent du galactose. Ces phases de croissances ont une
allure linéaire. En particulier pour le milieu glucose, on observe un plateau dasil@el premere.
Cela signi e que la croissance au cours de ces deux phases n'est pas exponentielle comme on pourrait
s'y attendre pour une population de levure qui se divisent. De tels comportementsjaeedEcrits
dans la literature pour des cultures en milieux minimums SD contenant du glucose.eGerEne se
produit lorsque les levures doivent recycler le fer par autophagie (Horie et al., 2017, Iwama and Ohsumi,
2019). Notre formulation de milieu minimum sytique, similairea celle des milieux SD, ne con-
tient pas d'ajout de sources de fer. Il est donc probable que la croissance des levures en respiration sur
I' éthanol soit limiée par le recyclage du fer par autophagieud'observation de ce comportement de
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Figure 2.23: Points caracéristiques des courbes de croissance en milieu minimum syrétique glucose, galactose et
lactate : Al.,A2.,A3. Courbes de croissance des levurlgt)) en un milieu minimum syngtique glucose, galactose et
lactate. B1.,B2.,B3. Dérivé des courbes de croissardé(t) = dN (t)=dt. C1.,C2.,C3. Dérivé seconde des courbes de
croissanceN °(t) = d?N (t)=dt>. Dans chaque cas, le poiatoile vert correspond auvédharrage de la croissance. Le point
étoilé rouge correspond au point d'in exion de la courbe de croissance. Le ptwité bleu correspond au changement de
régime du ralentissement de la croissance. Pour les milieux glucose et galactose, le point jaune cailesgidralen phase
stationnaire.

croissance ligaire. Pour la culture en galactose, nous n‘avons pas assiéménts pour identi er le
nutriment essentiel la culture qui a provogule ralentissement de la croissance. Cependant, il est prob-
able que les levures aient eu recoardes pknonenes de recyclage de ce composant par autophagie
pour permettre de prolonger leur croissance comme obsenvnos donges exprimentales.

Pour ces deux conditions de culture, on assisttne seconde phase de ralentissement qui coaduit
une annulation de la vitesse de croissance canatijue d'une enée en phase stationnaire. Cela peut
provenir du fait qu'un autre substrat essenéig¢h culture vienea manquer o que les capa@s de recy-
clage des levures so@puiges, suit@ quoi les levures se mettent en quiescence.

Les trois phases qui o@é cécrites ici sont observables sur les autres courbes de croissance dans
les mémes conditions. Elles voidtre marqées par des temps car@gstiques diferents en fonction
du milieu de culture. Par la suite, nous allons tenter d'estimer ces points pour obtenir dessaili
comparaison quanti ables entre les @iféntes courbes de croissances.

2.3.2 Estimation des temps caraéfristiques des phases a@s le point d'in exion

Pour mettre en place une stgie d'identi cation des points caraatistiques de la croissance apre

point d'in exion, nous nous sommes servis d'une courbe de croissance longue en milieu glucose, car
c'est dans cette condition de culture que les points de rupture entre leedifs phases sont les plus
marqwes. Dans la gure 2.24, nous avons repeng une courbe de croissance en milieu glucose ainsi que
ses @rivees preneres et secondes. Cette courbe de croissag@eaaise en paratle avec une simulation

de la croissance en glucose taen utilisant un moele empiriquea huit paramtres @velopges dans

le cadre de cette &se pour pouvoir approcher le comportement de ce type de croissance en particulier
compog d'une phase de croissance de type logistique suivie d'une phase de croissaate i

s'in échit au bout d'une certaine cae. L'équation du moele utilise est @crite ici :

No + a +t (In(@ + exp(f (t tp))=f)
" b+exp( k (I to) ctexp( g (I t1)

(2.60)
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Sur la courbe et sur le metk, deux points cara@tistiques sont clairement identi ables. En prenant
le minimum de la érivé seconde, on peut estimer le point du changemeréglene du ralentissement
de la croissance. Nous avons efféctiette proedure en utilisant la fonction ‘'min' de I'environnement
Matlab. Cette fonction nous renvoie l'indiée que nous allons utiliser par la suite po@tectionre le
tempst; qui correspond l'instant du changement dégime du ralentissement. Un autre point parti-
culier identi able est le premier pointwla cerivee premeére s'annule et qui corresporadl'entrée en
phase stationnaire de croissance. Pour estimer ce point de rupture, nous avé@kdthstion ' nd'

de I'environnement Matlab qui nous permet d'identi er l'indicg correspondant au premier point o
la derivée s'annule. Gacea l'indice i,, on retrouve le tempt, point d'entée en phase stationnaire de
croissance.

Figure 2.24: Détermination des points caracéristiques d'une courbe de croissance en glucose: Al.,B1.,CTourbe

de croissance ainsi que sarivée premere et seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose.
A2.,B2.,C2. Courbe de croissance ainsi que saivke premeére et seconde pour une courbe de croissance en milieu glu-
cose.Dans chaque cas, le pd@tdile vert correspond aletharrage de la croissance. Le pdiuilé rouge correspond au point

d'in exion de la courbe de croissance. Le po#tbile bleu correspond au changement&gime du ralentissement de la crois-
sance. Le point jaune correspoaflentrée en phase stationnaire.

2.3.3 Resultat de l'identi cation des points caracteristiques

Pour comparer quantitativement la croissance des levures bgppoint d'in exion, nous avonétude la
répartition des points caraetstiques estifas par la proedure ci-dessus. Laétection du temps, aété
appliquee aux courbes de croissance en milieu glucose, galactose et lactate, car le changeeganede r
du ralentissement @t obsere dans les trois cas de gure. La pémture de étection du tempk, a éte
appliglee seulement aux courbes de croissance glucose et galactose, ca&elaesienregistrements
n'était pas suf sante den milieu lactate pour observer une vitesse degpatilin nulle. Les@sultats des
deux pro@dures sont @senés dans le tableau 2.13.
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Milieu | Ng | to | NYto) | N | t | Nqt) |
MMSG | 0:09 0:03| 1:46 1:.03 | 0:01 0:01]|1:86 0:17| 1438 207 | 052 0:05|
MMSGal | 0:11 0:04|0:03 0 | 001 0 |312 0229|2062 148 |0:38 0:05|
MMSL |01 002 |283 333 |0 0 331 0:73]3172 26 |0:38 01 |

Ny [t (NG| |
| MMSG | 242 0:2 | 1554 208 0:35 0:06 | |
| MMSGal | 4:08 0:62] 2383 29 | 027 005| |
| MMSL | 49 0:95 | 3923 862|025 0:14 | |

Table 2.13: Les points caractristiques de la croissance en milieu lactate, galactose et glucoseEstimation des points
caracéristiquesN (biomasse au@marrage de la croissance, g/t (temps du @marrage de la croissance, N)(to) (vitesse

de proliferation au émarrage de la croissanogsL 1:h 1), N (biomasse au point d'in exion, g/L)t (temps du point

d'in exion, h), Nt ) (vitesse de prolération au point d'in exion,g:L *:h 1), N; (biomasse au changement dgime

du ralentissement de la croissance, gfl)(temps au changement degime du ralentissement de la croissance N\t)
(vitesse de prol#ration au changement degime du ralentissement de la croissanck, *:h 1), N, (biomasse l'entrée en
phase stationnaire, g/L), (tempsa l'entrée en phase stationnaire, h)Nef(t,) (vitesse de prolérationa I'entrée en phase
stationnaireg:L :h 1), en milieu glucose (MMSG n=10), en milieu galactose (MMSGal n=6) et en milieu lactate (MMSL
n=9).

En nous appuyant sur la gure 2.25, on constate que laé@lentre le point d'in exion et le change-
ment de egime de la dcelerationt; t varie entre les difrentes conditions de croissance. Pour les
courbes de croissance en milieu glucose, cet intervalle est peu éigte¥petable et dure en moyenne
1h. Cette duge est plus variable et plus longue en moyenne pour les courbes de croissances en milieu
lactate et galactose. Le changement&gime du ralentissement de la croissance survient en moyenne
2 h apes le point d'in exion pour les cultures en milieu lactate et 3 heggpour les courbes en milieu
galactose.
Lintervallet; t caracérise la prermére phase de ralentissement de la croissance. Elle correapond
la reaction imnédiate des cellules ags la @tection d'un stress cellulaire. Pour les cultures en milieu
glucose, ce stress correspamth cEpletion du glucose et les levures &@ent leur cycle cellulaire pour
effectuer la transition diauxique. Les levures sortent d'une croissance exponentiellérggagtar un
taux de croissance rapide et donc un cycle de division d'uneedmoins importante que pour les autres
conditions de ratabolisme. Cette dynamique de croissance permet aux levureagieplus rapidement
(en 1h)a la situation de stress cellulaire. Pour les croissances en milieu lactate et galactose, le cycle de
division est plus lent, et les cellules mettent donc plus de tengv&ter leur cycle cellulaire.

Sur la gure, nous avonggalement traeles temps, correspondara I'entree des levures en phase
stationnaire pour les milieux glucose et galactose. En milieu glucose, les levures entrent en phase sta-
tionnaire en moyenne 33h &% I'ensemencement contre environ 39h en milieu galactose. Ainsi les
levures atteignent plus rapidement la phase stationnaire de croissance lorsqu'elles utilisent la glycolyse
puis la respiration (cas glucose) que lorsqu'elles utilisent la glycolyse et la respiration en sga|fttas
galactose).
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Figure 2.25: Répartition des points caracéristiquest;,N (t1),N Yt1) pour les courbes de croissance milieu synétique
glucose, galactose et lactate : Al.,A2.,ARépartition du temps ass@au changement dégime de la @celérationt; (Al.) ,

de la quanti& de biomasse assée (t1) (A2.) et la vitesse de prokfrationN {t,) pour les diferentes courbes de croissance
en milieu glucose (rouge), en milieu galactose (vert) et en milieu lactate (bleu). Les traits @ointliquent la moyenne des
valeurs pour chaque type de miliédil.,B2.,B3.Diagrammes en boite de lapartition det; (B1.), N (t1) (B2) etNYt;)(B3)
pour les courbes de croissance en milieu glucose (MMSG), galactose (MMSGal) et lactate (MMSL).

2.3.4 Létat physiologique des levures en fonction des phases de croissances

L' étude de la croissance nmamau cours de ce chapitre va nous permettre de dresseramade ce qui
se passe physiologiquement échelle de la cellule en fonction des temps camastiques. Par la suite,
cela nous permettra dé&terminer si les difrences obseées au niveau de lagnanique cellulaire sont
correlees avec des variations dietabolisme des levures.

Le métabolisme en milieu lactate La gure 2.26 associe un séima bilan du ratabolisme des lev-
ures en fonction des défentes phases de croissance. En milieu minimum éyigtie lactate, aps

une phase de latence (l) de46 1:.03h, les levures adoptent unétabolismeénergtique respira-
toire. Le lactate est converti pyruvate par la lactate-deshyuhage au niveau de la face externe de la
membrane interne des mitochondries (Niu et al., 2018).Une fraction de ce pyruvate va entrer dans la
néoglucogease ce qui va permetteela levure de syn#tiser les pecurseurs des composants cellulaires
dont font partie les composants de la paroi cellulaire. Dans les mitochondries, la endjoptruvate

est cegrad enCO, pour produire de I'ATP. Ces deuxénanismes permetteatla levure de produire la
biomasse acessaira la syntlese de nouvelles cellules et on assiste ainsie croissance exponentielle
(). La vitesse maximum de croissance est atte8#t&2 2:6h apres I'ensemencement et correspond
a un taux de croissance @2 0:01h . En milieu lactate, les levures constituent probablement des
réserves de glycame et de &halose au cours de la phase exponentielle de croissance, qui soeesitilis
périodiguement pour permettre la division cellulaire (Guillou et al., 2004ljévet al., 2003, Silg et al.,
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1997, Zhao et al., 2016).

Apres le point d'in exion, la épletion d'un nutriment essentialla croissance enfrae un stress cellu-
laire. Lorsque les levuresetectent un stress cellulaire, action imnédiate est d'a@ter le cycle de
croissance et de constituer déserves de carbohydrates. L&trdu cycle cellulaire entfae une diminu-

tion de la croissance (phase Ill.1) qui dure en moyenne Zsdprpoint d'in exion. Le stress cellulaire
entrane également I'activation des voiesataboliques de l'irégrite de la paroi et le &lenchement de
processus d'autophagie pour recycler ce substrat essantietroissance. Au cours de la phase 111.2
le ralentissement se poursuit jusgudtteindre la phase stationnaire. Il y a toujours une production de
biomasse au cours de cette phase. Cette augmentation de la biomasse peut avoir plusieurs origines. En
effet, lors de cette phase de ralentissement les levures produisent plé@ewats qui sont susceptibles
de modi er leur masse. Cela pe@ire la constitution de€serves de glycame (Wilson et al., 2010) qui
peuvent atteindre jusga'20% de la masseshe de la cellule (Guillou et al., 2004 (iMer et al., 2003),

ou unépaississement de la paroi cellulaire saitbactivation des voies gtaboliques de l'irégrite de

la paroi (De Virgilio, 2012). Les levures utilisent le@serve de glycagne ainsi que le lactate toujours
présent dans le milieu pour produire dérfergie au cours de ce processus d'adaptation. L'utilisation
des voies glycolytiques constitue une difnce importante par rapport a@tabolisme de la phase de
croissance exponentielle qui est essentiellement respiratoire.

En phase stationnaire, les levures ne se divisent plus et utilisenésenve de glycagne pour assurer

la maintenance des fonctions cellulaires. Il n'y a plus de production de biomasse.

Le métabolisme en milieu galactose La gure 2.27 associe un séima bilan du ratabolisme des le-
vures en fonction des défentes phases de croissance. En milieu minimum étigtle galactose, dans
notre cas, nous n'avons pas obgede phase latence (l) ou celles-ci @té de trop courte dée pour

notre pro@dure de dtection 0:03 0:00h). L'augmentation de la biomasse commenes t&s premiers
instants apes I'ensemencement. Engsence de galactose, les levures convertissent le galactose en
glucose-6-phosphatedpgea la voie netabolique de Leloir. Le glucose-6-phosphate entre dans la glycol-
yse ce qui permet de produire legpurseurs des constituants cellulaires ainsi que le pyruvate gtrieva
degrad enCO, pour produire de Bnergie au niveau des mitochondries. La glycolyse et la respiration
cellulaire ont lieu de maere simultaBe pour produire de la biomasse et enclencher la division cellu-
laire. On assiste ainsiune croissance exponentielle (I). La vitesse maximum de croissance est atteinte
20,62 1:48h apres I'ensemencement et correspandn taux de croissance @43 0:.03n 1. Com-

paiee aux courbes de croissance en milieu lactate, la croissance maximum est atteinte environ 10h plus
tot. En revanche, la vitesse de préliation maximum estés similaire au milieu lactate. L'utilisation

de la glycolyse et de la respiration en simuétara donc un impact signi catif sur l'aération de la
croissance. Dans un milieu de croissance 2% galactosectd monté que les levures constituaient
peu de eserves de carbohydrates (®ilgt al., 1997). Cela signi e que le processus de constitutions/
liquidations de ceséserves n'est pas requis lors du processus de division. Cela p@ireaitne piste

pour expliquer la diftrence de temps que les levures mettent pour atteindre leur vitesse dergtiolif
maximum par rapport au milieu lactate.

Pasg le point d'in exion de la croissance, la vitesse de pi@iition diminue de maere similaire aux
cultures en milieu lactate. Commeédit pecedemment, cette phase de ralentissement (l1l.1) est as-
socEe a un stress cellulairetda la cepletion d'un nutriment essentiel la culture. L'arét du cycle
cellulaire entrane une diminution de la croissance. Cette phase se prolonge en moyenne s@ws3k apr
point d'in exion. Au cours de cette @riode de stress, la levure produit déserves de carbohydrates,
active les voies d'irigrite de la paroi cellulaire et met en place des processus d'autophagie pour recycler
le nutriment essentiel manquant.
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Figure 2.26: Le métabolisme des levures en milieu lactate : A.,B.,GCourbe de croissance ainsi que &aivke premere et
seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose. L&tpitBrrouge correspond au point d'in exion
de la courbe de croissance. Le poatbile bleu correspond au changement @gime du ralentissement de la croissance. Le
point jaune correspond l'entrée en phase stationnaire.

Pour toutes les courbes de croissances en milieu galactose, nous avores unessitabilisation de la

vitesse de prolération (111.2) apes le ralentissement caradstique du stress cellulaire. Cette observa-

tion suggere que les levures se sont adegsa leur situation de stress pour repartir dans une nouvelle
phase de croissance. Au cours de cette phase, la croissance est probablengenpéiniis processus

de recyclage du nutriment manquant par autophagie, ce qui peut expliquer lI'apparence non exponen-
tielle de cette reprise de la croissance. En milieu galactose, aucune source de carbone n'est produite
durant la phase exponentielle de croissance (contrairement au cas glucose), la seule&oengie due

les levures ont a leur disposition est le galactag@iori. On peut donc supposer que |étabolisme
energtique de la levure au cours de cette phase soit simigagelui cecrit en phase exponentielle de
croissance.

Apres cette seconde phase de croissance, la levure subit une nouvelle phase de ralentissement qui se
conclut par un at de la croissance caradistique de I'entee en phase stationnaB854 1:04h apres
I'ensemencement. Au cours de cette seconde phase de ralentissement, les cellules subissent une nouvelle

64



Saccharomyces Cerevisia®létabolisme et croissance

période de stress cellulaire au cours de laquelle elles formenésges/es de glycame et renforcent leur
paroi. En phase stationnaire, les levures consommentésearve de carbohydrates (glycolyse et respi-
ration) et recyclent les nutriments essenteels maintenance cellulaire par autophagie (Aguilapéz
and Funes, 2019, Galdieri et al., 2010, Torggler et al., 2017). Ces processus d'autophagreméguoe
dynamique de transport des compartiments intracellulaire ceépassite une organisation partiené

au niveau du cytosquelette (Vasicova et al., 2015). Cet aspect@stssana consi@rer au niveau de la
mécanique cellulaire.

Figure 2.27: Le métabolisme des levures en milieu galactose : A.,B.,Courbe de croissance ainsi que gaivke premere et
seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose. LpitBrrouge correspond au point d'in exion
de la courbe de croissance. Le poatbile bleu correspond au changement ggime du ralentissement de la croissance. Le
point jaune correspond I'entrée en phase stationnaire.

Le métabolisme en milieu glucose La gure 2.28 montre le sadma bilan du ratabolisme des lev-

ures en milieu glucose en fonction de la phase de croissance. Dans cette condition, nous avoas observ
une phase latence (I) de46 1:03h. ChezS.cerevisade glucose exerce uné&pression de la respi-

ration et inhibe les acanismes impliges dans l'utilisation des autres sources de carbone (Kayikci and
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Nielsen, 2015, Klein et al., 1998). Le glucose est dans un premier teggrad en pyruvate par la
glycolyse. Puis une partie du pyruvate entre dans les mitochondries pour produir@c@seurs de

la biosyntlese des composants cellulaires (Wu et al., 2006). La majeure partie du pyruvate est trans-
formée enéthanol par la fermentation alcoolique. Letabolismeenergtique de la levure est donc
domirg par la glycolyse. La levur8.cerevisiagpos®de des transporteurs de glucaseaute af nié et

en pesence de cette négule, le ux entrant de glucose esetrimportant. Ce ux entrant vaggerer

un cebordement @tabolique ce qui va provoquer une @lécation de I'ensemble des ux étaboliques
(Vemuri et al., 2007). Ce @nonene va entfaer une acelération de la production de biomasse et les
levures vont se diviser plus rapidement. Le taux de croissance au point d'in exion en milieu glucose
est de0:28 0:01h ! ce qui plus de deux fois sépeures aux cultures en milieu galactose et lactate.

Ce taux de croissance est atteldt4 2:1h apres I'ensemencement. L'augmentation de la vitesse de
croissance est donc beaucoup plus rapide au cours de la phase de croissance exponentielle en glucose.
Cela signi e que la dynamique de formation de la paroi cellulaire au cours de cette phase est beaucoup
plus importante que pour les autres conditions de culture ce qui peut avoir un impact sur séegropri
physigues. Les levures ne produisent pasasenves de carbohydrates lorsqu'elles peoéht rapide-

ment par fermentation(Futcher, 2006).

Apres le point d'in exion de la croissance, les levures subissent un stress cellula@ae thanque de
glucose. Lagaction des levuress cette situation de stress &te differente que pour les casgoedents,

car les levures ne disposent pas, au niveau du point d'in exion, d'une gaantitsante de mitochon-

dries pour pouvoir utiliser une autre source de carbone. éeamsme d'adaptation des levugesette
situation de stress particalie est appélla transition diauxique. Dans un premier temps, les levures
vont aréter leur cycle de croissance ce qui va engendrer une diminution de la vitesse dergtiolfif
(phase 111.1). Nous avons obsérgue cette diminution de la vitesse de croissance est plus importante
gue pour les autres conditions de cultureggalement de plus courte éer(environ 1 h). Au cours de

la transition diauxique les levures vont constituer deserves de glycame (et de halose) et produire

des mitochondries. Comme toute situation de stress, la vetabulique de l'ingégrite de la paroi va
également jouer urbfe important ce qui peut avoir un impact sur les preg@s mecaniques de celle-ci.

Au cours de la transition diauxgiue, les levures @gdlement recousdes processus d'autophagie pour
recycler le fer qui est requis en quaatfour produire les mitochondries (Horie et al., 2017).

Lorsque les levures ont "restairleur metabolisme respiratoire, elles disposent alors @th#inol qui

est une source de carbone qu'elles peuvent utiliser pour @retifDe marére similaire au ratabolisme

en milieu lactate, les levures vont utiliser la respiration pour produirectetyie en&duisant lethanol.

Une partie des mékules déthanol vontetre converties en pyruvate pour produire lescprseurs de

la biosyntlese des composants cellulaire par églucogease. Cette con guration va permetiada

levure de suivre une nouvelle phase de croissance (phase 1l1.2) étabaolisme des levures ainsi que

la dynamique de proliration au cours de cette seconde phase de croissanceesodifferents de la
premiere. Dans nos conditions de culture, en milieu minimum Stidhe, nous avons obsérque cette

phase de croissance sur subséthanol n'est pas exponentielle, probablement car la croissance des lev-
ures est limiée par le recyclage du fer par autophagie (Horie et al., 2017, lwama and Ohsumi, 2019). Au
cours de cette croissance lig, la prolieration des levures par respiration est lente (plus lente qu'en
milieu lactate). Les levures vont donc constituéripdiguement desserves de carbohydrates qu'elles
vont utiliser au cours de la division (Futcher, 2006, Zhao et al., 2016). Plus la croissance des levures
est lente, plus elles constituent déserves de carbohydrate importantes @#f al., 1997). Sachant

que les eserves de carbohydrate peuvent @spnter jusqal 20% de la masse cellulaire (Guillou et al.,
2004, Miller et al., 2003), les cycles de constitution/liquidation de ésgnves peuvent provoquer une
héterogeréité dans la distribution de la masse des levures, entre des cellules sur le point de se diviser et
des levures qui sortent du processus de division. Céteedrereite constitue une diffrence importante
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avec la phase exponentielle de croissance sur le substrat glucdss levures ne constituent pas de
telles eserves pour se diviser (Futcher, 2006).

Le second ralentissement de la croissance patduea la cepletion d'un autre nutriment essentela
culture oua épuisement de la capageitles levurea recycler le fer. Cela engendre une nouvelle phase de
stress, suivie d'un aét de la croissance (caradistique d'une phase stationnaire) que nous avons @stim
a331 3:0h apres lI'ensemencement. Leé&tabolismeénergtique des levures en phase stationnaire
est similaire aux situations @senées peccdemment : Les levures utilisent leueserves de glycame

en utilisant la glycolyse et la respiration simuknment tout en recyclant les nutriments essentiels par
autophagie pour assurer la maintenance des fonctions cellulaires sans se divisértaladisme est
encore diferent de celui de la premiie phase de croissance (essentiellement glycolytique) et de celui
de la seconde phase de croissance (essentiellement respiratoire). La croissance en milieu glucose est la
seule qui fait intervenir les trois @anismes de maarie €pake.

Figure 2.28: Le métabolisme des levures en milieu glucose : A.,B.,Courbe de croissance ainsi que gaivke premere et
seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose. L&tpitBrrouge correspond au point d'in exion
de la courbe de croissance. Le padtoile bleu correspond au changement égime du ralentissement de la croissance. Le
point jaune correspond l'entrée en phase stationnaire.
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Chapitre 3

Caracterisation des proprietes necaniques des
cellules de levure

Ce chapitre est consdxra I'étude des propetes necaniques des cellules & cerevisiae Dans une
premeiere section, nous psentons les principaudéments acteurs de laaoanique cellulaire chez la
levure : le cytosquelette et la paroi cellulaire. Une attention paréiiiest poée aux liengtroits qu'il
existe entre ces dewtements et le @tabolisme de la cellule.

Dans un second temps, nous abordons legmifites proedures ex@rimentales rappdaees dans la
littérature pouktudier la necanique de la levure. Les particulégtde chaque technique sogtdtes,
notamment au niveau degfdrmations cellulaires auxquelles elles permettent @dec Nous parlons
également de la variabiitdes proedures exprimentales et en quoi celles-ci peuvent impacter les pro-
prietes physiques des cellules.

Dans une troime section, nous parlons de la levure en temps quersggphysique et dedvolution

des moeles matématiques qui oréte utilises pourétudier la compression des levures. En utilisant des
exemples issus de la Etature, nous montrons que les estimations des moduééssttie rapporées

par les diferents auteurs sontes cependantes des hypetes formues pour mogliser le processus
de compression cellulaire. Dans une quetré section, nous @sentons lessultats des exgiiences de
compression cellulaire par microscoieorce atomique mées au cours de cetteee. Nous abor-
dons la proédure analytigue que nous avons uéilourétudier les courbes de forces enre@st eta
guels pararetres cette pradure nous donne ags. En n, nous discutons des variations des p&tos
mécaniques de la paroi en fonction détabolisme des levures.

3.1 Mecanique cellulaire

Contrairement aux cellules mammigs, les cellules de levure sont comgess d'une paroi cellulaire
cloisonnante rigide d'unepaisseur variable en fonction des conditions de croissance des levaske\@>
et al., 1998, Moor and Muhlethaler, 1963, Smith et al., 2000b, Stenson et al., 2009) efEtseur a
eté rapporée dans la litrature dans une plage de 1®@00 nm selon la &thode utili€e et le nombre
de cicatrices de la paroi (Chaudhari et al., 2012, Yamaguchi et al., 2Pp11,

Lorsque la levure subit uneetbrmation, selon l'importance de l&fbrmation, la force oppéga la
deformation va seésulter de trois composantes:

* larigiditée de la paroi cellulaire
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* larigidité du cytosquelette
* latension de la paroi duela pression de turgescence interne

La contribution de ces troslémentsa la necanique cellulaire va varier au cours du temps ce qui fait de

la levure un sysgtme complexa étudier nécaniquement. La pression de turgescence interne va varier en
fonction de la pression osmotique du milieu extracellulaire (Blomberg, 2022, Dablaet al., 1996).

Le cytosquelette et la paroi cellulaire sont deux structures dynamiques qui changent en permanence au
cours du temps, en fonction de I'environnement extracellulaire et ealmolisme de la levure. Dans

cette section, nous abordons les caastiques de ces deux acteurs en portant une attention panteculi

aux composantes dynamiques dépbnenes mis en jeu.

3.1.1 Le cytosquelette

Chez la levure, le cytosquelette joue urteressentiel dans l&gulation de nombreux processus cellu-
laire. Il permet la circulation desagicules endoplasmiques et des organites. Il est directement igpliqu
dans les afirations morphogrétiques telles que la cytokése , I'endocytose et la polarisation de la
croissance. Lesearrangements du cytosquelette impliquent des cascadéack®ons biochimiques,
telles que la&gulation de I'activié mitochondriale et I'apoptose. Intrieguement, le cytosquelette joue
un rdle primordial (avec la paroi cellulaire) dans l&oanique cellulaire.

Dans cette section, nougctivons dans un premier temps la composition et la structerergle du
cytosquelette chez les organismes eucaryotes. Dans un second temps, nous abordons la dynamique par-
ticuliere du cytosquelette d'actine &cerevisiae Dans un troigme temps, nous abordons @&e du
cytosquelette dans I&gulation mitochondriale. Ces interactions sont d'uiitttout particulier dans

le cadre de cette #se, car ils permettent de faire le lien avec ketabolismeenergtique de la levure.

3.1.1.1 Les eseaux de laments du cytosquelette

Le cytosquelette est ureseau mdaculaire complexe. On peut l&domposer en trois sous-systes
fonctionnels: les laments d'actine , les microtubules et les laments inéati@ires (Huber et al., 2015).
Chaque sous-syate va pesenter des cardgtstiques qui lui sont propres.

Les laments d'actines Dans le cytoplasme, les monenes d'actine sont assenaslde margre po-
larisee pour former un polyere (F-actine) en forme délice exible de 5-9 nm de diaetre. Les
monoreres d'actines sont ajaega I'extrémite des laments giicea I'hydrolyse d'une madcule d'ATP
en une matcule d'ADP et un phosphate inorganique (Pi). La@cole d'’ADP reste »>ee au monormre
d'actine polynerise ce qui favorise la &polarisation des monames d'actines aux exmites du la-
ment. Ces laments ont une dynamique de podyigation tes rapide (assemblage de 1000 moems
d'actine par seconde) et uageau entier d'actine peatre remplaé / reorganig avec un temps de re-
nouvellement de I'ordre de la minute. La polgnsation de I'actine est cordtiée par de nombreuses
proteines :

» Le complexe pratique ARP2/3 qui agit comme un site de raation. Il permet l'initiation de la
polymérisation d'un lament en favorisant la formation d'une amorce condéegode 3 monoeres
d'actine. Il joue un dle important dans laabsignation des sites de polgnisation.

» Les pro€ines CapZ qui permettent la stabilisation des laments d'actine en se xant desreani
covalente aux monoemes d'actinea I'extrémite d'un lament.
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 Lagelsoline permet la dislocation des laments d'actine éspnce d'ions calcium. Cette enzyme
resteégalement e de mardre covalente aux ex@mites des laments d'actine pour erapher
la polymeérisation.

La formation des laments d'actine est un processus ABpahdant et la dynamique de formations des
laments peut don@tre impadte par le ratabolismeenergtique de la cellule (Romani, 2021).

Les microtubules Les microtubules sont les laments les plus rigides. Ce type de laments peut se
briser (ambage) pour desé&ormations de 50% de leur longueur d'origine. lls sont conssitd'un
héterodimere d' -tubuline et de -tubuline liésa des madcules de GTP (Guanosine tri-phospahte). La
polymérisation des microtubules s'effectue de neaaipolarige. Elle est inige par le centrosome qui
pos®de un site de nughtion nomrd TURC compos de mokcules -tubuline qui forment un gabarit

au microtubule en construction. Les dinas de -tubuline et -tubuline liésa la GTP sont ajoésa
I'extrémite du microtubule pour former des proto laments. Les proto laments s'assemblent ensuite en
feuillets qui se replient progressivement pour former un cylindre creux (caripgdus souvent de 13
proto laments) d'environ 25 nm de diaetre. La dynamique de polygnisation des microtubules est
regalement rapide (plusieun® par minute). La @polynérisation se produit lorsque les tubulinges
I'extrémite du lament sont leesa des macules de GDP (Guanosine diphosphates). Les microtubules
interagissent principalement avec divers types decpres:

» Des proéines stabilisatrices telles que MAP2 , MAP4 et la pia¢ Tau qui se lient de maerie
covalente aux microtubules et qui ont podkerde stopper les processus @pdlynérisation des
microtubules (Dehmelt and Halpain, 2005).

» Des mokcules "motrices” telles que les lanines et les dyines implig@es dans le transport des
organistes cellulaires.

En plus de jouer undle important dans la écanique cellulaire, les microtubules sont impégquans le
transport des mitochondries et jouent donc dle important dans laégulation mitochondriale et donc
dans le nétabolismeenergetique (Yaffe et al., 2003).

Les laments interm édiaires La classe des laments intefdiaires regroupe plus de 65 @Eotes
differentes. Ce sont les laments les plus exibles des trois sougeses. lls peuvent supporter des
elongations de trois fois leur taille originale. Les laments intédiaires ont une vitesse de polgrisation
assez lente avec un temps cagaistique de l'ordre de plusieurs minutes. La vitesse de renouvelle-
ment d'un Eseau de laments inter@diaires peut prendre plusieurs heures (Eriksson et al., 1992). Les
proteines composants les laments intégdiaires ne sont pas des ra@oliles globulaires comme l'actine
et la tubuline. Ces prétnes forment des dieres super-enrogs. Les dineres super-enrogs s'associent
de manere antipara#tle pour former un proto lamenétranerique. En n, les proto laments se xent de
mankere covalente aux laments inteédiaires erelongation pour former une structure de 8 proto la-
ments de 10nm de diagtre. La polynérisation des laments interadiaires se fait de magie spontage
(ATP-indépendante). La formation et laarganisation des laments inteédiaires s'effectuent gce
a des processus de phosphorylation et gghdsphorylation (Eriksson et al., 1992). Les laments in-
termediaires interviennent dans plusieurs fonctions cellulaires telles que la morphologie cellulaire.

A | échelle desaseaux de laments, il existe de nombreuses interactions entre |égedif§ sous-
sysemes. Les laments forment des liaisons covalentes entre eux ou par 'intiéaire de diferents
agents degticulation. lls interagisse@galemena travers des interactiongsiques. En n, les diférents
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sous-systmes du cytosquelette peuvent interagir entre eux indirectement via des voies de signalisations
biochimiques (Huber et al., 2015).

3.1.1.2 Le cytosquelette chez la levur8.cerevisiae

Chez la levureS.cerevisiagle cytosquelette d'actine peut s'assembler en trois structures pagtesili

Les patchs d'actine corticaux, le@lles d'actines cytoplasmiques ainsi que les anneaux d'actomyosine
contractiles. Ces trois types de structures vont subir @a@sangements importants au cours du cycle
cellulaire. La dynamique du cytosquelette d'actine joue@le primordial dans plusieurs@unanismes
intracellulaires en interagissagiroitement avec les mitochondries, ce qui fait du cytosquelette d'actine
un acteur majeur du étabolismeenergtique des levures (Akram et al., 2020, Moseley and Goode,
2006).

Les patchs d'actine corticaux Les patchs d'actine corticaux sont des petites structures d'environ 200
nm de dianetre que I'on retrouve dans le cortex cellulaiadd periphérie de la cellule sous la membrane
plasmique). Ce sont des structuresstmobiles l'intérieur de la cellule. Au niveau de ces structures, les
laments d'actine sont &s courts et forment ureseau s rami é. Cette structure diffuse particete

est duea I'assemblage autour d'un n@clteur, le complexe preique ARP2/3.

Les cAbles d'actine cytoplasmique Les @bles d'actine cytoplasmique sont des structures longues et
nes qui s'étendent travers le cytoplasme. lls permettent de diriger la circulation des organites, des
vésicules 8cietoires ainsi que des ARNs messagers vers les lieux de croissance. Les laments d'actines
sont lintaires et s peu brands. Cette structure est dada pro€ine responsable de leur néation

qui est la formine .

Les anneaux d'actomyosine contractiles Contrairement aux deux structureggdentes, les anneaux
d'actomyosines ne se forment qu'au cours de la division cellulaire et ne persistent qua jtapétion
de la cytokirese ( n de la division). Comme lesables d'actine cytoplasmique, les monemas d'actine
sont assembBk de mardre organiée par la formine.

Rearrangement de 'actine au cours du cycle cellulaire Au cours du cycle cellulaire, le cytosquelette
va subir 6 earrangements majeurs (Akram et al., 2020):

1. Ala nde la phase G1, la position du site de bourgeonnementéstedet les patchs d'actine
corticaux vontétre cepla@&s vers le site de bourgeonnement et Esles d'actine cytoplasmique
vont s'orienter vers le site de bourgeonnement.

2. Durant la phase S, les patchs d'actine corticaux s'assemblent au bout du bourgeorablegs c
d'actines de la cellule ere s'orientent vers le bourgeon nouvellement ferm

3. Au cours de la phase G2, les patchs d'actine se concentrent dans le bourgeon alorsahledes c
d'actine cytoplasmique restent pold@ssvers le bourgeon en croissance.

4. Au milieu de la phase M, durant la mitose, les patchs d'actine perdent leur polarisation et se
distribuent de maeire aéatoire dans la cellule ene et la cellule lle. Les @bles d'actines cyto-
plasmiques perde@galement leur orientation.
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5. Ala nde l'anaphase, tous les laments d'actines soépdlari€s, et I'actine est recrée par les
proteines Myolp pour former I'anneau d'actomyosine contractile.

6. Durant la &lophase et le @ut de la phase G1, les patchs d'actine se polarisent, efildesc
d'actine se eorientent, vers le site de la division cellulaige & fois dans la cellule ere et la
cellule lle) et I'anneau d'actomyosine se contracte, engendrant la cytslken

Il est important de souligner que le cytosquelette d'actine des levures n'est pas une structure ho-
mogene. Au niveau local la Btanique du cytosquelette pétite differente en fonction de l&partition
entre les patchs d'actine corticaux et lébles d'actine cytoplasmiques. Aussi, l'organisation du cy-
tosquelette est comgtiement garran@e en fonction du momentud'on se situe dans le cycle cellu-
laire ce qui a certainement un impact sur laganique de toute la cellule. 1l est important de gaeder
I'esprit la presence de ceslerogereéites spatiales et temporelles pour l'intégfation des exgriences
de mecanique cellulaire.

3.1.1.3 Le cytosquelette d'actine et la&égulation mitochondriale

D0 a sa nature dynamique, le cytosquelette d'actine est implagans diferents processus cellulaires

et notamment dans l&gulation mitochondriale. Les mitochondries sont directement @&soeaux
laments d'actine gacea un complexe pré@ique appdé le mitochore qui interagit avec le complexe
Arp2/3 impliqué dans |Elongation des laments (Leadsham et al., 2010). Le cytosquelette intervient
dans plusieurs aspects de égulation mitochondriale :

* il occupe un dle important dans la distribution des mitochondries au niveau des sites de division
cellulaire au la demandé&nergetique est forte (Leadsham et al., 2010).

* Il estégalement impligé dans la mitophagie en assurant le transport des mitochondries du cytosol
vers la vacuole.

» La formation d'agegats stable de laments d'actine eritra une augmentation de l'actigitde
Ras qui conduit une @régulation de la fonction mitochondriale. Le fonctionnement aberrant des
mitochondries gFsentes au sein de ces&gpits d'actineésulte en une importante production de
derives eactifs de I'oxygne ce qui entfae rapidement I'apoptose (Leadsham et al., 2009).

La transition diauxique Le cytosquelette d'actine est impliguans la transition diauxiguetravers

la voie netaboligue Ras/cCAMP/PKA impliddea la fois dans la dynamique du cytosquelette d'actine,
dans la étection du glucose et dans la fonction mitochondriale (Leadsham et al., 2010). Lors de la tran-
sition diauxique, l'activié de la protine Ras est inhé® ce qui entfae plusieurs cascades deactions

conduisant :

 des eponses |'échelle cellulaire telles que la sortie du cycle de division cellulaire, la production
de facteurs deéponses aux stress et la stimulation des voies de stockages des sourcesesarbon

» des Eponses au niveau de la fonction mitochondriale en provoquant une diminution de la produc-
tion des @rives €actifs de I'oxygne.

» des Eponses au niveau du cytosquelette d'actine. Linhibition de Ragehgple cytosquelette
d'actine de former des aggats stables pouvant conduiréapoptose.
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Stress oxydatif Le cytosquelette d'actine est sensible aux augmentationsrii&d eactifs de I'oxygne.
L'oxydation des esidus cystines exposs entrane la formation de liaisons disulfures entre les laments
d'actine ce qui favorise la formation d'aggats stables de laments d'actine et initie une cascade de
réaction menard l'apoptose. La levure posde cependant uné@oanisme de protection contre le stress
oxydatif a travers I'enzyme Oye2p qui@vient la formation excessive de ponts disulfures entre les la-
ments d'actine (Leadsham et al., 2010).

3.1.2 Laparoi cellulaire deS.cerevisiae
3.1.2.1 Structure et organisation de la paroi cellulaire dé&s. cerevisiae

La paroi cellulaire deS. cerevisiaest une structure orgads en bicouche qui repsente environ 15-

30% de la masseeshe de la levure(Aguilar-Uscanga and Francois, 2003, Lesage and Bussey, 2006).
Cette paroi est un ensemble raollaire constité de polysaccharideseba des mannopréines. Les
constituants de la paroi peuvestte cecompogs en trois classes de macrogmilles : les CWPs ("Cell

Wall Proteins”), les -glucanes et la chitine.

Les CWPs Les CWPs sont des manno&tes qui constituent 350% de la masseeshe de la paroi
(Klis et al., 2006). Elles ont des structures et des péipsi varées qui peuvergtre diviges en trois
sous-classes (Kalebina and Rekstina, 2019):

 Les protines possdant une ancre GPI (Glycosylphosphatidylinositol). Cesgmmes jouent un
role majeur dans la structure de la paroi cellulaircgra la propréte de I'ancre GPla for-
mer des liaisons covalentes avec lek3-glucanes, les 1,6-glucanes et minoritairement avec
les mokcules de chitines.

 Les protines ASL ("Alkali-sensitive linkage”). Ces pi@ihes forment des liaisons alcali labiles
avec les 1,3-glucanes.

 Les proeines SEP ("SDS/-mercaptoethanol extractable proteins”). Cesgiras ne forment pas
de liaisons covalentes avec les autres macréoudés de la paroi.

Les trois types de CWPs sonémgralement O-glycosges ou N-glycosyes. Ces deux types de
modi cations post-traductionnelles sont importantes pour le transport des margiopsoters et dans la
paroi cellulaire. Ces modi cations joueagalement undle important dans I'adésion cellulaire et dans
les interactions dites pathognes (Gmez-Gaviria et al., 2021). Parmiles CWPs, on trouve de&imes
structurelles sans acti@enzymatique. Parmi ces mannogioes, les adisines et les oculines ont des
proprietes amylédes , c.a-d. qu'elles sont capables de former des structures brillaressurface de
la paroi cellulaire qui peuvent interagir avec la paroi d'autres cellules de levures (formation de bio Im),
avec diférents substrats ou encore avec la membrane d'autres cellules eucaryotes. &esspsont
liees aux -glucanes par des ancres GPI. Parmi les CWPs quiegess une activid enzymatique, on
trouve les enzymes Gasl1P et BgI2P qui sont des enzymes constitutives de la paroi cellulaire avec des
activitts enzymatiques hydrolases ou transglycosylases qui sont i@gdigqlans la construction et le
remodelage de la paroi cellulaire. GasplP est unepeGPIl-ande tandis que BgI2P est une p@iote
SEP.
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Les -Glucane Iy a deux types de -glucanes dans la paroi &cerevisiae

* Les 1,3-glucanes sont des ¢has avec un de@rde polynérisation d'environ 1500&sidus de
glucose par chae. Elles constituent 38 45% de la masseshe de la paroi (Klis et al., 2006) et
sont responsables, avec la chitine, de la rigidi¢ la paroi. Ces chraes ont une structure en forme
de ressort &licodal qui conkreégalement une certairidasticie a la paroi cellulaire.

* Les 1,6-glucanes sont cfrees avec un degrde polynérisation de 350&sidus glucose par Chmee
en moyenne. Elles constituent une fraction peu importante de la paroi cellulaire (5%). Contraire-
ment aux chaes de 1,3-glucanes, elles ont une structure amorphe qui agit comme une colle
exible en formant des liaisons covalentes avec leswéade 1,3-glucanes.

La chitine La chitine est un polymre lintaire de @sidus N-Glucosamineés par des liaisonsl,4.
Elles posedent une structure en micro brilles stabéiss par des liaisons hydmge. La chitine con-
stitue seulement 1-2% de la paroi cellulaire des levures de type sauvage. Si eliesestgen faible
guantie dans toute la paroi cellulaire, la chitine est lo@&digprincipalemena la base des anneaux de
bourgeonnement et dans les cicatrices de bourgeonnement.

Organisation moléculaire de la paroi La gure 3.1 issue de l'article de Kalebina et al. (Kalebina and
Rekstina, 2019) s@matise I'organisation metulaire de la paroi d8.cerevisiacLes chénes de 1.3-

et 1.6-glucanes sontdies de maere covalente par liaisons covalentes entre éssdus de glucose
formant I'essentiel de la couche @rfeure de la paroi cellulaire. Les nealles de chitine se situent
eégalement l'intérieur de cette couche mfieure en formant des liaisons covalentes avec les glucanes.
Les pro€ines GPIl-an@&es et les préines ASL sont Bes respectivement aux ¢hes de 1,6-glucanes
gracea une modi cation leur ancre-GPI et aux ¢hes 1,3-glucanes par liaisons alcali labiles. Elles
forment une structure brillaire qui constitue la seconde couche de la paroi cellulaire. Bien qu'elles ne
forment pas de liaisons covalentes avec leglucanes, les prétnes SEP font partie iagrante de la
couche mannoprétque. L'enzyme Bgl2P est une peite SEP que I'on retrouve partout dans la paroi
cellulaire et qui contribue auwéarrangements des ¢has de -glucanes.

3.1.2.2 Biosyntlese des composants de la paroi

Les levures utilisent une partie importante de leurs ressources pougesyetia paroi cellulaire qui
occupe une part importante dans la production de biomasse (30% de la masse Hans cette sous-
section, nous passons en revuediesnents dont la cellule a besoin pour produire cette paroi.

Synthese des glucanesLa formation des chaes de 1,3-glucanes requiert la @sence de sucres
nucleosides diphosphate, les polysaccharidésymseurs. Ceux-ci sont foas dans le cytoplasme
I'int érieur de la cellule. Ces pcurseurs sontapla@s vers la membrane plasmiquela 1,3-glucane
synthase est locag. Chaque @curseur fournit un monosaccharide pour I'extension de Ianehde

1,3-glucane dans I'espaceéfiplasmique. Le racanisme de synéise des clines de 1,6-glucanes est
toujours neconnu (Klis et al., 2006).

Synthese des GWPs Les mannopra@ines sont synétisses dans legticulum endoplasmique avant de
subir des modi cations post-traductionnelles dans l'appareil de Golgi. Elles sont ensuite agbsmin
vers la membrane et exoégs dans l'espaceepplasmique (@mez-Gaviria et al., 2021, Gow et al.,
2017, Orlean, 2012).
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Figure 3.1: Organisation moléculaire de la paroi deS.cerevisiaeLe sclema repesente la paroi cellulaire dgcerevisiaen
deux couches : (1) une coucheéniture (surplombant I'espacéfiplasmique) de -glucanes et de chitine, et (2) une couche
superieure de mannopreines (pratines GPI, ASL et SEP) expeassa I'environnement extracellulaire. Les groupements O-
et N-glycosidiques qui constituent des modi cations post-traductionnelles importantes des ma&inepronéte repésengs.

La prokine SEP BgI2P est psente dans toutes les couches de la paroi cellulaiedle occupe une fonction de remodelage
des chanes de -glucanes. (Kalebina and Rekstina, 2019)

Synthese de la chitine S.cerevisiagpos®de trois chitines synthases (CS I-lll) qui sont actives au
niveau de la membrane plasmique. Les chitines synthases sont produites deitailenn endoplas-
mique et leur localisation spatiale et temporelle éguEe par des préines auxiliaires impligees dans

la division cellulaire. Les chitine synthases produisent les petgside chitine partir des macules
d'UDP-GIcNAC.

Biosynthese des pecurseurs UDP-Glc et UDP-GIcNac La synthese des -glucanes et de la chitine
requiert la pesence des metules UDP-GIcNac et UDP-Glc dont la production ess fieea la glycol-
yse et donc au gtabolismeenergetique de la levure. Le€actions impligées dans la biosyntse de
ces deux gEcurseurs sontatrites dans la gure 3.2.

Lorsque le glucose entre dans la cellule, celui-ci est trang@mglucose-6-phosphate (Glc-6-P ) par
I'hexokinase (HK1)). Glc-6-P peut alog&tre utili€ pour produire de &nergie par glycolyse ou il peut
étre utili€ pour produire la biosyndse du pecurseur UDP-Glc. Cette biosymite comporte deux
réactions :(1) une isongrisation du Glc-6-P en Glc-1-P par la phosphoglutamase 1 (PGM2) ehe
urydilation de Glc-1-P en UDP-GlIc par une pyrophosphorylase (UGP1) (Daran et al., 1995)

Le Glc-6-P peut alorgtre converti en fructose-6-phosphate (Fru-6-P ) @are utili dans la gly-
colyse ou pour entrer dans la biosyese de 'UDP-GIcNac (Voie &tabolique de Leloir) (Milewski
et al., 2006). La biosyntse comprend quatréactions :(1) conversion du Fru-6-P en glucosamine-
6-phosphate (GIcN-6-P) par la synthase (GFAR),acetylation de GIcN-6-P en GIcNAc-1-P par une
acetyltransérase (GNAL )(3) isomerisation de GIcNAc-1-P en GIcNAc-6-P par l'is@mase PCM1 et
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(4) urydilation de GIcNAc-6-P en UDP-GICNAC par la pyrophosphorylase QRI1 .

Ces deux voies de biosymbe mettent eavidence la dpendance directe entre la syegk de la paroi
cellulaire et le nétabolismeenergtique de la levure. Les matules de glucose qui sont transf@es
pour syntletiser la paroi cellulaire ne seront pas uébs par la levure pour produire de I'ATP. De plus,
il apparét que le Glc-6-P est une m&dule recessaire pour fabriquer lesspurseurs UDP-Glc et UDP-
GIcNAc. LorsqueS.cerevisiagrolifere sur un milieu contenant du glucose, il suft d'uneaction
pour produire la Glc-6-P. En revanche, quand la levure g@igur un milieu contenant uniqguement du
lactate, ou uniquement deethanol, celle-ci va devoir fournir dedhergie sup@mentaire pour convertir
le lactate en Glc-6-P par léénglucogease a n de syntétiser la paroi cellulaire. Cette contrainte est
susceptible d'affecter la dynamique de biosygdé et de remodelage de la paroi cellulaire.

Figure 3.2: Biosynthese de UDP-GIc et UDP-GlcNac :

Assemblage de la paroi cellulaire L'assemblage des d#fentsélements de la paroi cellulaire se
deroule en dehors de la cellule dans l'espaégiglasmique (Cabib and Arroyo, 2013). Dans ces
conditions, lI'assemblage des racliles de la paroi doit s'accomplir en absence d'ATP. lacamisme
d'assemblage est encoreenonnu, mais il @&te propog que les liaisons pouvaient s@g@r par trans-
glycosilation entre les diffrents polysaccharides (chaque liaison provoquant des petites variations de

z

I'énergie libre).

3.1.2.3 Integrité de la paroi cellulaire

La levureS.cerevisiagpos®de des voieségulatrices impligées dans le maintien de I'iegrite de la
paroi cellulaire au cours de la croissance, de la division cellulaire, etafat®s conditions de stress
induit par I'environnement extracellulaire. Ces voies dgulation font partie d'un ensemble appéh
voie CWI (pour "Cell Wall Integrity”) (Levin, 2005).
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La voie CWI est initee par des &canosenseurs locdis dans la membrane cytoplasmique : les
proteines Mid2 , Wsc1-3 et Mtl1 . Lorsque ces complexes@itptes sont actds ils interagissent avec
la pro€&ine Romz2 pour activer une GTPase appdRhol . Rhol occupe udle central dans le CWI, car
elle peut alors activer d'autres effecteurs qui vont collectivemetler diférents processus cellulaires
incluant la syntkese locale de -glucanes, I'expression deeges impligés dans la biosynése de la
paroi, I'organisation du cytosquelette et kcgtion de esicules lipidiques vers le site de croissances.

* Rhol active la praine kinase 1 (Pkcl ) gaison tour va enclencher une cascastion esultant
sur la stimulation de la voie atabolique des MAP kinases. Cette voiétabolique est implicee
dans le maintien de I'hogostasie cellulaire.

* Rhol vaégalement stimuler les1,3-glucane synthases et le&.6-glucane synthases qui sont
desélements centraux de la biogese de la paroi cellulaire commeédtit dans les paragraphes
précedents.

* Rhol va activer les formines Bnil et Bnr2 qui sont des sites initiateurs de la podation des
laments d'actine, engendrant ainsi deésorganisations du cytosquelette d'actine.

» Rhol favorise aussi I'exocytose déesicules provenant de I'appareil de Golgi vers le site de crois-
sance en activant la p&ihe Sec3 .

* En n Rhol active le facteur de transcription Skn7 . L'action de Skn7 égpeddante de la voie
métabolique HOG qui est impligge dans laggulation osmotique de la cellule.

L'activation du CWI peugétre provogée par diverses situations:

L' étirement de la membrane plasmique, induit notamment par une augmentation de la pression de
turgescence, est le principal facteur permettant d'activer lxsamosenseurs de la voie de signal-
isation du CWI. Lors de choc hypo-osmotique, le facteur de transcription Skn7 et activant
la biogerese de la paroi cellulaire. Lors d'un choc hyper-osmotique, la v@®boligue HOG est
activee ce qui a pour effet d'inhiber Skn7 et de provoquer une augmentation cytoplasmique de la
concentration en gharol. L'accumulation de glyerol provoque une augmentation de la pression
de turgescence et active la CWI.

» Un stress thermique engendre I'accumulation @hadiose dans le cytoplasme pour pg#r la
cellule contre la dnaturation et l'agrgation des préines cytoplasmiques. Cette accumulation
provoque une augmentation de lI'osmolarimtracellulaire et donc de la pression de turgescence.
Le prenonene entrane unétirement de la membrane plasmique ce qui active kesamosenseurs
membranaires et enclenche la voie de signalisation CWI.

» Un processus de morphogese induit par peromone entfae une eorganisation du cytosquelette
d'actine polarige vers le site de captation de lagpbmone ainsi qu'une mobilisation de la voie
de £cretion vers la surface cellulaire. Ces deu&aanismes cellulaires enimant un stress de la
paroi cellulaire qui active le CWI.

 La présence d'agent chimique affectant la paroi ou kespnce de mutation de la paroi active la
voie de signalisation du CWI.

 La depolarisation du cytosquelette d'actine qui survient notamment lorsque les levures sont su-
jettesa des stress thermiques acti@galement le CWI @me si les composants du CWI sont
également dlocali®s. Lintervention du CWI est par ailleurcessaira la repolarisation du
cytosquelette.
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Dans le cadre de cettedbe, il est important de gardarl'esprit que les mesures de microscopie
a force atomique, en impliquant deéfdrmations de la paroi cellulaire, provoquergstiprobablement
I'activation de la voie de signalisation du CWI de éiféntes mamires. Lors d'une exgrience de nanoin-
dentation locale avec des leviegguiges de pointe conique, lagpetration de la pointe enfie une
deformation de la paroi et de la membrane plasmique sous-jacente si la force est suf ssétevimnt
Lors de sollicitations plus globales, avec des leviers plats, la cellulererge éforme ce qui est sus-
ceptible de provoquer des transferts hydriques hors de la cellule. €aspines peuvent enfreer des
élévations importantes de la pression de turgescence interne et d'activer la voie de signalisation CWI
de manere durable. En n, la dformation cellulaire peut provoquer des ruptures et deganisations
du cytosquelette d'actine ce qui est susceptible d'activer la voie de signalisation CWI. En activant la
biogerese de la paroi cellulaire, il est acceptable de penser que les sollicitattmanigues entfaent
des modi cations biochimiques de la paroi cellulaire qui peuvent avoir un impact suescanigue.

3.1.2.4 Dynamique structurelle de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire est une structure dynamique. Sa composition chimique, son architectépgiseaur
et ses propétés necaniques vongvoluer (1) au cours du temps, en fonction de la phase de croissance
des levures ou lorsqu'elles subissent des modi cations morphologiques comme lors de la division, et (2)
en fonction de I'environnement extracellulaire (composition du milieu, pH, &atpre). Larticle de
Aguilar-Uscanga pubdi en 2003 (Aguilar-Uscanga and Francois, 2003) est @ieéeance importante de
la composition de la paroi cellulaire &cerevisiaen fonction des conditions de culture. Les auteurs
ont étudié la masseexhe de la paroi cellulaire ainsi que la proportion dediifits constituants de la
paroi (chitine, mannoprétnes, -glucanes) en fonction du de la composition du milieu, du substrat car-
bore (metabolismeenergetique), de la @rsence d'oxygne, de la temgrature et du pH. Le tableau 3.1
tiré de l'article Ecapitule les@&sultats de leur recherche.
Lorsque les levures sont culées dans un milieu riche tel que le YPD , la proportion dglucanes
et de chitine est plus importante que lorsque les levures sontérsgtidans des milieux sytiques,
tels que le milieu YNB (qui se rapproche des milieux minimums sstiglaes utili®€s au cours de cette
these) ou le milieu CF. Au niveau des substrats cagbola tendance obsé@&w est que la paroi cellulaire
pos®de un ratio de 1.6-glucanes/1.3-glucanes plus important lorsque les levures it sur un
substrat non fermentescible tel quethanol. Pour ce qui est du pH, ik obsere une diminution du
1.6-glucanes/1.3-glucanes pour une variation du pH entre 4 et 6. Pour des variations derstonp
entre 22 et 37°C, il @€ obsere une augmentation de la proportion de6-glucane et de chitine avec
'augmentation de la tengrature. En n, lorsque les levures o@te cultivees en ar&robie, il aéte re-
marqLe que l'absence d'oxyene provoquait une importante diminution de la masse de la paroi cellulaire
ainsi qu'une forte diminution du taux de chitine.

Dans cette thse, nous avons utigsdes milieux minimums synéiques proches du milieu YNB.
Pour le cas glucose qui nous sert éerence, on constate que la composition de la paroi ne change
pas beaucoup entre le milieu YNB et le milieu CF. Pour effectuer les cultures de levures, nous avons
préparer des milieux contenant du galactose. Coégau milieu CF glucose, la composition de la paroi
des levures en milieu galactose est caagte par (1) une diminution de la fraction massique de la
paroi, (2) un doublement du taux de chitine, (3) une diminution de édititaux de mannopi@nes et
(4) une Bgere augmentation du taux deglucanes. Ainsi, on observe bien que le simple changement du
glucose par un de ses isemes suf ta provoquer des changements importants de la composition de la
paroi cellulaire. Ces changements soind du nétabolisme de la levure. Comme nous l'avons vu dans la
section 2.1, la maere dont la cellule va assimiler le galactose est cetephent diférente de la maare
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% Paroi cellulaire Chitine Mannoproéines -glucanes 1,6-glucane
Conditions de cultur (% (% (g=mg (g=mg / -glucanes
masse sche) | paroi cellulaire)| de masseexche)| de masseeche) (%)

| YPD; 2%Glucose | 245 25| 6:2 055 | 933 32| 1274 32| 18 30|
| YNB; 2%Glucose | 212 24| 30 017 895 35 | 726 41| 18 25|
| CF; 2%Glucose | 204 28| 24 0:23] 865 1.7 | 714 33| 15 20|
| CF; 2%Mannose | 142 18| 43 017 597 17| 643 1.7 | 14 22|
| CF; 2%Sucrose | 152 1:8| 48 0:32| 536 28 | 627 31| 13 36|
| CF; 2%Maltose | 145 20| 42 0:09 | 547 32| 506 1.8 | 16 27|
| CF; 2%Galactose | 164 20| 47 025 453 26 | 782 23| 19 32|
| CF; 2%Ethanol | 108 15| 6:4 0:35 | 578 26 | 387 34| 21 24
| CF; pH=3 | 179 30| 69 04| 621 21| 604 26 | 15 20 |
| CF;pH=4 | 189 20| 71 04 576 15 | 80:8 36 | 17 30|
| CF; pH=6; | 141 16| 6:4 14| 542 34| 584 32| 12 15|
| CF; T°=22°C | 124 21| 52 05| 416 13| 601 31| 10 20|
| CF; T°=37°C | 155 20| 79 09| 475 13| 889 49 | 20 20|
| CF; pO2=0%; | 42 21| 14 05| 948 15 | 601 31| nd |

Table 3.1: CF; T°=30°C; pH=5; pO2=50%; 2%Glucose, reconstayitartir de (Aguilar-Uscanga and Francois, 2003)

dont elle va assimiler le glucose, et cestabolismes diffrents ont un impactes important sur la com-
position chimique de la paroi. Une diminution de la massshe de la paroi ainsi que I'augmentation du
taux de chitine et de-glucanes sont autant de facteurs qui peuvent modi er de @n@signi cative les
proprietes mecaniques de la paroi. Si nous observons deérdiffces racaniques entre les milieux de
culture glucose et galactose, celles-ci pourgtng mise en cogélation avec les diffrences de composi-
tion obserees ici.

Au cours des croissances en milieu glucose, plésigement apes la transition diauxique, la levure se
retrouve dans un milieu contenant dethanol et a elle adopte un &tabolisme adapta la consomma-

tion de I'éthanol. D'apes le tableau 3.1, les effets déthanol sur la composition de la paroi cellulaire,
par rapport une culture en milieu glucose, sont les suivants : (1) une diminution deérdeita fraction
massique la paroi cellulaire (2) une augmentation de presque trois fois du taux de chitine, (3) une diminu-
tion du taux de mannopreines et (4) une diminution de mdatdu taux de -glucanes. La diffrence de
composition est difrente du milieu glucose, en particulier la forte diminution de la fraction massique
de la paroi cellulaire, et aussi déffente du milieu galactose. On s'attend darabserver une atanique
cellulaire particukere en milietethanol. La condition en milieu lactatélsctionree dans cette &se n'a
paséeteétudie par Aguilar-Uscanda et al. Leatiabolisme en milieu lactategsente cependant beaucoup
de similariés avec le ratabolisme en milie@thanol (essentiellement respiratoirépglucog@rese). Si

la composition chimique de la paroi est principalement in usmpar le rdtabolisme, on peut intuiter
gue la composition chimique de la paroi cellulaire en milieu lactate est proche de celle erethiiaol.

En plus de provoquer des variations de la composition chimique de la paroi, les conditions de culture
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vontégalement in uencer lagponse de la levure aux déffents stress comme le montretiide de Ene et

al. (Ene etal., 2012) sur I&action de la levur€andida Albicangux chocs osmotiques. Des mutations
des constituants de la paroi engendrearégalement des bouleversements importants de la composition
de la paroi (Dague et al., 2010). Comme l'ont ménague et al. en 2010, on obsebgalement de
modi cation de la composition chimique de la paroi entre lesaté#htes phases de croissance. Pour des
levures de types sauvages cudds en milieu richa 30°C, les auteurs ont obsérun doublement de la
proportion de chitine dans la paroi cellulaire.

3.2 Les exgriences de compression des cellules de levures dans la
litt erature

3.2.1 Les nethodes exprimentales pour caraceriser la mécanique cellulaire

Il existe aujourd'hui de nombreux outils permettargtdidier la nécaniquea I'é€chelle de la cellule (Ba-

soli et al., 2018). Ces outils permettent de mesureéfarhation de la cellule eréponsea I'application

d'une force. On peut classi er les techniques en fonction éeHelle de la &formation qu'elles per-
mettent de mesurer. Certaines techniques, telles que la micromanipulation ou l'utilisation de pinces
optiques, permettent de provoquer défodmations globales des cellules. LAFM offeggalement la
possibili€ de ealiser des indentations locales des cellules. Le but de cette sous-section est de faire une
breve pésentation du paysage technologique.

La micromanipulation La micromanipulation est un outil qui permet d'effectuer des mesures de
forces sur une cellule de mame globale. Durant une e&pence de micromanipulation, la cellule

est compres® a vitesse constante entre deux plateaux horizontaux. La force @pada compres-

sion est enregiste. La surface des plateaux egtgralement beaucoup plus importante que la surface
de I'echantillon. Plusieurs publications rapportent l'utilisation de cette technique pour effectuer des
mesures de force sur la levuge cerevisiagdMashmoushy et al., 1998, Smith et al., 2000,?,b, Stenson
etal., 2011). Cette technique permet d'explorer les patgsivisc@lastiques des levures sur une gamme
de force tes importante permettan&me d'atteindre le seuil de rupture de la paroi cellulaire des levures.

Les pinces optiques La technique des pinces optiques ("Optical Tweezers”) repose sur l'utilisation
d'un faisceau laser pourégérer un puits de potentiel permettant deger de petits objets, tels que les
cellules, dans uneegion c nie. Les pinces optiques permettent d'appliquer des forces entre 0.1pN et
100pN avec une haute sensitéitCet outil &&té utilise pour peger, isoler des cellules de levures (Keloth

et al., 2018), pour provoquer des micro-incisions dans la paroi cellulaire (Ando et al., 2008) et faire des
mesures de forces de I'ordre du pN (Wright et al., 2007).

La microscopie a force atomique L'AFM s'appuie sur I'utilisation de micro-levier&quiges ou non

de pointesa geonetrie variable, pour induire uneatbrmation de la cellule A partir de la @ exion

du micro-levier, il est possible de mesurer la force o@eosar [echantillona la ceformation. LAFM

étant au centre de cetteetfe, le principe de son fonctionnement est approfondi dans le chapitre4.2.7.
Concernant son application ereganique cellulaire, 'AFM pelgtre utili®e pour mesurer les progtes
mécaniques locales des cellules en utilisant des pointes coniquésigsi@s ou des nanoaiguilles (Ah-
mad et al., 2010). L'AFM peutgalemenétre utili€ pour solliciter la cellule de masie plus globale en
utilisant des leviers plats sans pointes (Chang et al., 2021). Dans ces conditiérimerpales, 'AFM
peutétre assimiéea une exprience de micromanipulation. Dans laéitature, la microscopia force
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Figure 3.3: : Schema du principe de la micromanipulation, de I'AFM et des pinces optiques.ASchema d'une exgrience
de micromanipulationwune levure est compriee entre deux plateaux horizontai.Sctema d'une exprience d'indentation
par AFM. |l existe diferents types de pointes : coniques,&ue, nano-aiguille. L'utilisation de levier plat permet éaliser

des exgriences &s similairesa la micromanipulationC. Sctema d'une exgrience de pingage optique. La cellule egtgpe

en deux lasers.

atomique et souvent utii® pour faire de l'imagerie par balayage de surfaé¥ration de cartes de la
rugosié de la surface cellulaire) ce qui n'est pas possible avec un appareil de micromanipulation.

3.2.2 Les exgriences de compression de la levurg.cerevisiaelans la littérature

Depuis les prengires exgriences de compression sur les ceufs d'oursins, la technique de compression
a éte appligee a un large panel @chantillons tel que les microcapsules (Lulevich et al., 2004), des
noyaux cellulaires, des cellules animales, des cellubggtales, des levures, des gpides ou encore
des embryons. Il existe une grande @#ride protocoles de compressioacdts dans la lirature
qui differe notamment dans la mané d'imposer une &ormation de Echantillon. Ce qui est soéd
par l'expérience de compression va varier de neagiimportante selon si laéfbrmation est globale
(compression de la totaditde la cellule) ou si la&ormation est locale @rétration d'une pointe ne
a la surface de la cellule). Malgres diferentes approches, toutes les &xgnces de compression
permettent d'obtenir une fonction de la force en fonction dpldcement du plateau/levier AFM. C'est
a partir de l'interpetation de ces courbes de foraggdthcement que I'on peuteduire les propétes
mécaniques intrirsquesa |'échantillon.

3.2.2.1 Experience de @&formation globale des cellules par micromanipulation

Les travaux de Mashmoushy et al.(Mashmoushy et al., 1998), Smith et al. (Smith et al., 2000b) et
de Stenson et al. (Stenson et al., 2011) regroupent I'essentiel desedoexgrimentales qui onéte
effectiees par micromanipulation. Mashmoushy et al. ont effeéds preneres expriences de com-
pression des levures par micromanipulation. lls ont n&edes courbes de forces jusgutteindre des
forces de compression sepeurea 200N . L' évolution de la force au cours du temps au cours de cette
experience est @senée dans la gure 3.4.A, cope de l'article de Mashmoushy et al. Cette gure est
importante, car elle nous permet de visualisevdlution de la force au cours de la compression jusqu’

I'eclatement cellulaire et au-@el Entre les points A et A' la force reste proche deNQ car le plateau

81



Caracérisation des propgies mecaniques des cellules de levure

Figure 3.4: : Variation de la force en fonction du temps et de la @formation pour des exgeriences de compression par
micromanipulation : A. Courbe de force en fonction du temps pour uneégigmce de micromanipulation sur des levures
jusqu'a et au-del I'éclatement de la cellule. La vitesse de compressiait de40 m=s , adapé de (Mashmoushy et al., 1998).
B. Courbe de forcefformation pour des expiences de micromanipulation sur une cellule de levure guaia@€ au cours de

la compression et pour une cellule qui n'a gatat au cours de I'exgrience, adaptde (Smith et al., 2000b)

n'est pas encore eriren contact avecéchantillon. Au niveau du point A, le plateau entre en contact
avec l'echantillon et la cellule seaflorme sang&clater jusqu'au point B. Ensuite, on observe un "saut” de
force entre les points B et C. Cette diminution presque instéetdn la force est duel' éclatement de la
cellule qui est survenu pour une force d'environ RDdans ce casal Entre les points C et D, on observe
I'eévolution de la force qui corresporadla compression de<bris cellulaire. Entre les points E et F,
le deplacement du plateau est inerst la force diminue jusqga' perdre le contact avecthantillon.

La force redevient donc nulle entre les points F et G. L'observation d'un saut de forceécestapie

de I'eclatement cellulaire est ugsultat important qui nous permet identi er sur une courbe de force, la
plage de compression correspondata ceformation de la cellule. Le graphique 3.4.Eetde I'article de
Smith et al. (Smith et al., 2000b) montre le comportement de la force en fonction e®tandtion pour
deux cellules de levures, une queelaé pour une dformation relative d'environ 0.63-( 90N ) et
une qui n'a pagclag au cours de I'exgrience de compressiongirmation proche de 1 pour une force
F 140N ). Cet exemple montrégalement I'@terogeréite des seuils @clatement pour diffrentes
cellules de levure.

Smith et al. et Stenson et al. ogiteré le meme type d'exprience et ils se sont imtesgsa la relation
force/ceplacement pour des cellules de levures av&aldtement de la cellule. En 2011, Stenson et al.
réiterent le néme type d'exprience et mettent eégvidence que les fuites d'eau hors de la cellule peuvent
étre regligées pour des vitesses de compressioesepres olequivalentesa 68 m=s , et ceterminent
la force maximale que peut endurer une levure avamtldter est en moyenne d88 11N Stenson
et al. (2011).

Les exgeriences de micromanipulation ont permis d'imposer ddemihations globales de la cellule

entiere, allant jusqu des @formations relatives sépieuresa 0.5 ce qui a permis dtudier les propétes
mécaniques de la levure pour dégimes de hauteéflormation.
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3.2.2.2 [Eformations locales et globales par microscopia force atomique

Pour I'étude des eformations locales de la paroi cellulaire, la microsc@pierce atomique até I'outil

le plus utili® dans la literature, en reposant la plupart du temps sur l'utilisation de leviers portant des
pointes coniques. La gure 3.5, &e de l'article de Ahmad et al. (Ahmad et al., 2008) montre le
comportement typique de la force en fonction de la compression (profondeur d'indentation) sur large
plage de é@formation de quelques centaines de nm, que I'on peut obtenir avec un indenteur pointu (un
levier conique, par exemple). Dans le cas défodnations locales, l'indenteur va, pour de faibles
deformations, appuyer sur la paroi sare¥étrera l'intérieur du maériau. Puis, pour une certaine pro-
fondeur d'indentation (pour 0:21m dans la gure 3.5), le levier vagrétrer dans la cellule ce qui

va provoquer un changement degime important. Cette ekpience est importante, car elle peut nous
aidera identi er, en observant une courbe de force-indentation, un intervalle de la courbe de la courbe
de force @ la déformation est due seulememtune @formation locale de la paroi (sanérgtration du

levier dans la paroi).

Figure 3.5: Courbe de force-indentation dans le cas d'une éformation locale avant et apes penétration du levier dans

la paroi cellulaire de levures. Courbe de force indentation avant larptration du levier (eche verte) et aps la ggrétration

( eche rose) de la cellule. La ligne bleue montre wggession avec le metk de contact de Hertz des d@ms exprimentales
jusqu'au point de prétration (ligne pointilée). Cette gure est tée de I'article de Ahmad et al. (Ahmad et al., 2008)

3.2.2.3 \Variabilite des protocoles ex@rimentaux

Parmi les protocoles egpimentaux de caraetisation nécanique des levures par AFM, il est important
de souligner le manque de consensus au niveau degduas exprimentales. Les choix effe@s
par les diferents auteurs dans laalisation des eXriences vont avoir un impact non seulement sur
l'interprétation des mesures de force, magmlement sur les progtes de la paroi. En s'appuyant sur
la tableau 3.2, qui @sente les pradures exprimentales utiliss par diferents auteurs pour mener les
experiences AFM, nous allons discuter des possibleséamuences de chaque ségie exg@grimentale.

83



Caracérisation des propgies mecaniques des cellules de levure

Vitesse d'indentation Si I'échelle de la éformation est primordiale pour integier une mesure de
force, la vitesse de compression I'égfalement. La paroi cellulaire est pe&afle et peut perdre du vol-

ume au cours de la compression par diffusion de I'eau hors de la cellule. De plus, la paroi cellulaire peut
eégalement prsenter des profiies visc@lastiques. De ce fait, I'estimation du module de Young appar-
ent peut varier en fonction de la vitesse de compression. Les choix en terme de vitesse de compression
varient grandement selon les &jnentateurs. Pour les expences de nano-indentation sur la levure
S.cerevisia@ubliées, la vitesse indentation n'est pas toujouecige dans les publications. Quand elle

est renseigee, on observe des variations des vitesse d'indentations allahbde=s (Ahimou et al.,
2003)a70m=s (Goldenbogen etal., 2016). Pour les erkpnces de compression AFM ng&as au cours

de cette thse, nous avons sgshatiquement appliguune gamme de plusieurs vitesses d'indentation al-
lant de0:1 m=s al1l6m=s dans le but de sonder lagsence de propies visc@lastiques au cours de

la compression des levures.

Constante de raideur du levier La rigidité du levier @termiree en fonction de sa constante de
raideur est un paragtre qui va jouer de magie importante sur &chelle de dformation engenée

par I'expérience d'indentation. Comme on peut le constater dans le tableau 3.2, le module de Young
estine par les diferents auteurs dans la étature, en utilisant le mete de Hertz-Sneddon, gsente

une forte corglation avec la constante de raideur du levier @iliBour les direntestudes pesenkes

dans la literature, les auteurs qui ont utdisles levier avec une constante de raideur de I'ordr@Qie

N/m ont estingé des modules de Young &rieures au MPa (Ahimou et al., 2003, Alsteens et al., 2008,
Chang et al., 2021, Pelling et al., 2004, Schiavone et al., 2017), tandis que les auteurs qui ént utilis
des leviers avec une constante de raideur de 'ord@%s/m (Dague et al., 2010, Goldenbogen et al.,
2016) ont sysggmatiquement estienun module de Young sépeura 1 MPa.

Milieu de croissance et de eference  Comme on I'a vu dans le tableau 3.1, la composition de la paroi
cellulaire vaétre differente selon le milieu de pradifation. Dans la plupart deégudes de mcanique
cellulaire sur levure, la croissance des levures est effectians un milieu riche YPD (contenant des
extraits de levure et du glucose).

La paroi cellulaire des levures peut aussi changer entre leur extraction de leur milieu de croissance et
leur transfert vers le milieu retenu pour effectuer les mesuresémmique cellulaire. Dans certaines
publications, les levures subissent plusiedtepes de lavage, de Itration ou de centrifugation (Ahimou

et al., 2003, Dague et al., 2010, Pelling et al., 2004). Ce type de traitement peut engendrer une activation
de la voie de l'inégrite de la paroi cellulaire (Quilis et al., 2021) ce qui peut modi er les pitps de

la paroi par rappora sonétat dans le milieu de culture. Le milieu dans lequel lesegmces de com-
pression sont effecées va avoir, du fait de sa composition, un impact sur l'interaction entre la pointe et
I'échantillon (interactionélectrostatiques (Velegol and Logan, 2002@galement sur I'immobilisation

des levures sur le support en cas de xation par recouvrement de surface (saturation des charges de la
surface par les préines pesentes dans le milieu). La tegmaturea laquelle l'ex@rience est mere
peutégalement jouer sur les propiés necaniques de la paroi. Dans laditature, on retrouve 3 types

de stragégies concernant le choix du milieu liquide @dérence :

¢ Ahimou et al. (Ahimou et al., 2003) ont effeéles mesures AFM dans de I'eau pure. L'absence
de sels dans I'eau pure va provoquer chez les levures un stress hypo-osmotique. Les levures vont se
remplir d'eau pougquilibrer la pression osmotigue interne avec la pression osmotique du milieu
extracellulaire. De ce fait, les levures vont gon er ce qui va provoquegtirement de la paroi
cellulaire et une augmentation de la pression de turgescence. Le Etiemient initial de la paroi
cellulaire des levures sera alors éifént de celui dans le milieu de croissance.

84



Caracérisation des propgies mecaniques des cellules de levure

 Pelling et al. (Pelling et al., 2004) ont effeéties mesures AFM dans leeéme milieu que celui
utilisé pour la croissance: un milieu YPD 2% glucose. Ce choix est pertinentgtodier les
levures dans uitat physiologique que I'on peut codter a travers la culture en bieacteur. Le
fait de mener les eXgiences dans un milieu favoraldda croissance offregalement la possi-
bilité d'étudier des levures avec uretabolisme actif. Cependant, ce type de milieu complexe est
susceptible de contenir des pEtes pouvant affecter I'immobilisation des levures sur un support
charg (recouvrement de surface) et peut potentiellement modi er les @bprie surface de la
paroi des levures, compgaa des milieux comme de I'eau ou d'autres milieux minimums.

» Goldenbogen et al. (Goldenbogen et al., 2016) ont &tilis milieu minimum SD pour mener les
expériences de gcaniques cellulaire. Ce milieu est identiqueelui utili€ par les mes auteurs
pour la culture des levures. Comme discutédgpdemment, cette approche permedtdtlier des
levures pesentant un gtabolisme similaira celui qu'elle utilise pour prolérer dans le milieu de
culture. Lutilisation d'un milieu minimum syntétique favorise I'immobilisation des levures sur
les recouvrements de surface en limite le nombre de coesgusuvant modi er les propgies de
surface de la paroi.

» Dans toutes les autré&udes pubées dans la lirature, les auteurs ont utéisin tampon a&tate
avec un pH de 5.5. Ce choix permeétiidier la nécanique cellulaire dans un milieu de composi-
tion contblé sans mettre les levures dansatat de stress osmotique. Cependant, les levures sont
privées de nutriments essentialta croissance et elles ne seront donc pas danémea@tat phys-
iologigue (elles n'auront pas lag@me activie métabolique) que lors de leur culture en @acteur.
L'absence des nutriments essentiels croissance peégalement provoquer un stress cellulaire
au dont les coresjuences sont multiples : &tides processus de division (Winderickx et al., 2003),
activation les voies &taboliques d'irggrite de la paroi cellulaire (Quilis et al., 2021), utilisation
des Eserves de glycame (Wilson et al., 2010), activation des processus d'autophagie (Adachi
etal., 2017, Kawamata et al., 2017, Yokota et al., 2017). Cette ensemldaal®ns sont suscep-
tibles d'avoir un impact signi catif sur les pro@és de la paroi.

En se eferant au tableau 3.2, on constate que Pelling et al., Ahimou et al., Alsteens et al. et Chang et al.
ont tous estira un module de Young d'environ 700 kPa en utilisant le sledie Hertz-Sneddon pour des
levuresS.cerevisiaesauvage, mal@r l'utilisation de milieux tes differents pour mener les expences

de necaniques cellulaire. Il semblerait donc que le choix du milieuédierence aie peu d'impact sur
I'estimation de ce paraaire nécanique.

Pour nous positionner dans ce contexte, nous avons effectuer les mesures AFM danselenitieu

que celui utili€ pour la proli€ration des levures. Ces milieux (milieux minimum syithues) onete

choisi notamment pour avoir un impact minimum sur l'immobilisation chimique des levures (absence des
extraites de levure). De plus, cette shgie permet dviter que les cellules subissent un stress osmotique
(pression osmotiquéquivalente) ou un stress cellulairé d I'absence de nutriments essentialéa
croissance.

Immobilisation Les levures sont des cellules non adintes et de petites taillesrf ) et elles ont
besoin détre immobili€es pour ne pas séplacer au cours des mesures de forces. Limmobilisation est
indispensabl& la bonne conduite d'une e&pence de mesure de force par AFM. Chaque &fiiatde
xation ou de pieégeage des levures va contraindreaigimment la éformation des levures ce qui peut
jouer sur la mesure deé&nanique cellulaire.

Une straggie fequemment adopé dans la litrature est le gigeage physique sur des Itres en polycar-
bonate dont les pores foAt 5m ou sur des "PDMS stamps”, un sggte de pggeage physiqueadrit
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par Formosa et al.(Formosa et al., 2015) et qui estdtili€ dans les publicationg&centes d'AFM sur
levure. Il consiste en une plaque de PDMS indeasie puits d& m de dté. L'avantage du @Egeage
physigue est qu'il immobilise les levures sans avoir recawrae immobilisation chimique. En utilisant
un tel support, les levures sont coes dans un volume constant ce qui peut impacter leurareade

se ceformer.

Récemment, Chang et al.(Chang et al., 2021) ont imm@biés levures en utilisant un recouvrement
de surface avec de la concavaline-Aggeage chimique). La concavaline-A est une lectine qui se lie de
mankere covalente au¥sidus glucose et mannose de la paroi cellulaire, ce qui favorise I'immobilisation
des levures. D'autres technique d'immobilisation chimique des levurestodicrites dans la liirature

pour des applications en microscopie, tel que l'utilisation de recouvrement de sarfagmlylysine
(Caloca et al., 2022) oa base de glutarabthyde Syga et al. (2018).

Etat physiologique En n, le contdle de l'etat physiologique des levures est un poirstimportant

a aborder. Comme nous en avons disquécdemment, la composition chimique et structurelle de la
paroi, et donc sa gtanique (Dague et al., 2010), va varier en fonction du milieu de culture, de la phase
de croissance dans laquelle elles se trouvent et en fonction deeediff stress qu'elles ont pu subir
avant la mesure AFM. Dans la plupart ddades de la @canique de la levur8.cerevisiagles mesures
d'indentation ontete effectees sur des levures qui ogie pielevees de la culture soit en phase expo-
nentielle de croissance, soit en phase stationnaire. Dague et al. oré Estimdule de Young sur des
levuresS.cerevisiaen phase exponentielle et stationnaire de croissance en utilisa@tie protocole
experimental et ils ont esti;ndes valeurs assez semblables autout:@éMPa en utilisant des leviers
rigides ( 0:5N=m) pour les deux situations.

Constante Vitesse Module de Youn
Référence Milieu Immobilisation| de raideur d'indentation | Physiologie g
_ (Hertz-Sneddon)
N/m m=s
(Ahimou et al., 2003) Eau Filtre de 0:008 0:0004 | 0:5 Exponentielle| 600 400kPa
polycarbonate
(Pelling et al., 2004) YPD Filtre de 0:05 0:01| N.R Stationnaire | 755 40kPa
polycarbonate
(Alsteens et al., 2008) Tampon aétate Filtre de 0:011 | 1 Stationnaire | 700 200kPa
polycarbonate
(Dague et al., 2010) Tampon aétate | PDMS stamps 04 07| NR Exponentielle| 1:62 0:22
Stationnaire | 1:.57 0:18 MPa
| (Schiavone etal., 2017) | Tampon aétate| PDMS stamps | 0:01{0:02 | 2 | Exponentielle| 483 61kPa |
(Goldenbogen et al., 2016) Milieu SD Filtre de 01 05| 70 Exponentielle| 2:67 1:2 MPa
polycarbonate
| (Chang et al., 2021) | Tampon aétate | Con-A | 0:097 | N.R | Exponentielle| 720 360kPa |

Table 3.2: Tableau ecapitulatif des diffrentes proedures utili€es dans la lirature pour effectuer les mesures AFM.
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3.3 Modelisation du probleme de compression de la paroi cellulaire

3.3.1 Le mocle physique de la levure
D'un point de vue récanique, une cellule de levureegente les attributs suivants :

(1) Il s'agit d'une structure de forme sphique de rayoiR (de I'ordre de 2.5m ) cloisonree dans une
paroi rigide, depaisseuh, avec un module @lasticie E et un ratio de Poisson Dans la éalite,
la levureS.cerevisiagpos®de plus une force elliptique.

(2) Cette structure est remplie d'un certain volume de uide incompressible, le cytoplasme.

(3) La levure posasde une pression de turgescence inté?ngui exerce une force sur la paroi cel-
lulaire. La paroi cellulaire est tendue sous l'effet de cette force et il est pertinent de @amnsid
la levure comme une coque pressées La pression de turgescence interapahdétroitement
de la difference de pression osmotique entre le milieu intracellulaire et extracellulaire. Chez
S.cerevisiagdes pressions de turgescence interne variant entre 0.5 et 1.5 MEt obserees
(De Mardion et al., 1996). La tension engeadrpar cette pression de turgescence peetes-
timée par larelationT = P R=2 (Mishra et al., 2022).

(4) Laparoicellulaire estgalement pergable et des fuites d'eau peuvent survenir lors d'uné&ggpce
de compression. Ces fuites d'eau peuvent varier en fonction du type de compression et provoquer
des variations du volume cellulaire. Pour netisler ce processus, il estecessaire de prendre en
compte la conductivit hydraulique de la paroi.

La gure 3.7.A propose un s@ma Ecapitulatif de ces attributs. Pour extraire les pr@ps necaniques
intrinseques de la paroi cellulaire, nous allons nougregser au comportement de cette structure au
cours d'exg@riences de compression.

3.3.2 Queltype de éformation ?

A n de modeliser le plenonene de compression cellulaire, il egtoessaire de métiser la &formation
de I'echantillon. Pour relier la&formation de Echantillona la profondeur d'indentation, on s'interesse
a la ceformation longitudinale. La déformation longitudinale va&bendre du ratio étirement qui
est le ratio entre la longueur de I'objet aprla @&formationl sur la longueur de I'objet au repds
Pour une exgrience de compression, la longueur de I'objetapa éformation veétreL  z. Le ratio
d'étirement est donc réia la d'indentatiore par la relation suivante :

I L z

Pour une exgrience de compressions 1.

La loi decrivant la @formation longitudinale va&bendre de la nature de la compression et de I'importance
de la ceformation engenée. Si la @formation longitudinale de &chantillon est irérieurea 0.1%

et que celle-ci n'engendre aucunéfdrmation de cisaillement, on peut utiliser I'approximation de la
déeformation in nitésimale. La loi de éformation longitudinale dans ce cas est :

=( 1 (3.2)

ou est la &formation longitudinale et le ratio d'etirement. Pour une ekpence de compression,
< 0.
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Si la deformation de Echantillon est plus importante et qu'elle s'accompagne d'ugferchation de
surface (cisaillement) signi cative, et que les mouvements de rotations de I'objet égligenbles,
l'utilisation d'une deformation de Green est plus appr@gri La @formation de Green esgék au ratio
d'étirement par la relation suivante :

=% (2 1) (3.3)

On peut @reralement utiliser la@&ormation de Green pour deéfdrmation pouvant aller jusga'5%
(Stenson et al., 2009). Lorsque la compression s'accompagnéfdaerdtions de Bchantillon plus
importantes (sugrieurea 5%), et que lagformation s'accompagne de mouvement de rotation de I'objet,
l'utilisation de la ceformation de Green atteint ses limites (Stenson et al., 2009). Dans certreisas,
l'utilisation de la ceformation de Hencky est @érable. Celle-ci esté&trite dans Bquation suivante :

= Ln( ) (3.4)

Le choix de la loi egissant la dformation longitudinale est un paratre important dans le processus
de mocklisation d'une exprience de compression et sur les intétations que l'on peut&tuire de
l'utilisation d'un tel mockle. Pour des eXgsiences de compression de la levBreerevisiagar micro-
manipulation qui provoque de&fbrmations importantes et globales de toute la cellule, Stenson et al.
(Stenson et al., 2009) ont moatgue l'utilisation d'une @formation de Hencky permettait de mieux
representer les courbes de force éxmentales.

3.3.3 Le mockle de Hertz-Sneddon

Le mockle de Hertz-Sneddon (Sneddon, 1965t@tres utili® pour estimer le modulélastiqueE

a partir des ex@riences d'indentation AFM. En utilisant le melé de Hertz-Sneddon, on est dans le

cas de l'approximation d'une&ormation in nitésimale. On fait I'hnypothse que la paroi cellulaire de

la levure est un matiau continu, que sa membrane n'est pas tendue (pas de pression de turgescence
interne) et que celle-ci psente une rigidit de exion faible. Cela implique que la force opges la
deformation de la paroi est faible par rapport au reste de la cellule (Mefegdto et al., 2013). Ainsi il

est possible de retrouver le mod@astiquea partir des courbes de forcémlacement en utilisant une
équation qui épend de lagonetrie du levier. Ici lequation pour les indenteurs de formes coniques :

_ 2 E tan( ) _,
ou est l'angle de demi-ouverture de l'indenteur coniqude module de Poisson (d'une valeur de
0.5 correspondard un maériau incompressible) et la profondeur d'indentation. Lesquations du
mockle de Hertz pour les défentes gonetries d'indenteurs sont @senées dans l'article d'’Ahmad et

al. (Ahmad et al., 2010).

Dans un cas d'applicabiétdu moele de Hertz-Sneddon, la loi du comportement de la force en fonction
de la profondeur d'indentatioréghend donc uniquement de laapetrie du levier. Dans le cas de levier
conique, cette loi est du type :

F (3.5)

F(z)= a z° (3.6)

L'utilisation du moctle de Hertz-Sneddon est appr@arpoutetudier le cytosquelette des cellules mam-
miferes a les proprétes de la membrane cellulaire correspondent augrestd'application du made

de Hertz-Sneddon. En revanche, il n'est pas appegpour @crire les cellules de levures qui sont cloi-
sonrees par une paroi pressuis(paroi tendue) beaucoup plus rigide (rigidile exion importante)
gue le cytosquelette sous-jacent. Petudier les propétes mecaniques des levures, nous sommes donc
hors du domaine d'application du melé de Hertz-Sneddon (MeraadPrieto et al., 2013). Il faut donc
se tourner vers des melgs issus de la @orie des coques, commédtits dans la suite de cette partie.
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3.3.4 Mockele issu de la tleorie des coques

Pour les modles issus de la &orie des coques, on se place dans le cas d'efermation de Green
(faible deformation de echantillon). Des masles de la compression de microcapsule &@tutilises
pour moctliser la compression des levures. Leurs hyps#is sont que la cellule pegtre consiéree
comme une spre sans pression interne avec une parepdisseur @gligeable par rappod la taille de
l'indenteur et que la éformation engenée par la compression est faible. Cette approcé atilisee
dans la literature en utilisant #quation de Reissner (Reissner, 1946) pagride I'indentation locale
d'une coque par un indenteur gpigque. Dans ce cas, la relation de la force en fonctionahlatement
est cecrite par la formule suivante : ,
_pd BN 2 (3.7)
3@ ?r

ou h est la hauteur de la coquela profondeur d'indentation etle rayon de l'indenteur.

Selon ce modle, la relation entre la force et la profondeur d'indentation suit une lealie.

Cependant, ce mede ne prend pas en compte la pression de turgescence interne (paroi tendue), et il a
doncété repris pour prendre en compte ce pagtna

3.3.5 Mockele de coque pressurise

Vella et al. (Vella et al., 2012) ont formailun moele necanique pougétudier le comportement de
coquestlastiques pressuées au cours d'exgiences d'indentations locales avec un indenteur de taille
nie, en restant dans le cas desfdrmations de Green. Les auteurs ont mis en application celmod
pour cecrire l'indentation de coquélastique pressuée (ballon suisse, cellule de levure) et ils ont
constak la pesence de deuwegimes lireaires en fonction l'importance de l@&fdrmation. Pour les
coques fortement presswEes, ils ont trou& que pour une profondeur d'indentatibr< h :

F ki z (3.8)

ou k; est la raideur assa@® au premierégime élastiqgue. Pour des profondeurs d'indentation plus
importantes, lorsque >> h :
F ky z (3.9)

, 0u k, est la raideur assa@ au secondegime lireaire. Les valeurs de ces constantes de raideur
permettent d'estimer les propies intringquesa I'@échantillona travers les relations suivantes :

P R
“ gz y kPR (3.10)
avee 1 P——— P R?
= = 2y
-3 a9 (3.11)

La formulation du modle de Vella et al. pour les faibles indentationgt@ utilisee €cemment par
Tsugawa et al. (Tsugawa et al., 2022) qui ont mdlitmportance de prendre en compte la pression de
turgescence interne ainsi que la ratiétitement initial pour écrire la @&formation de la paroi cellulaire
de cellule egetale. Ces aspects ne sont pas pris en compte par des approdes saad'hypothse
d'une tension in niésimale sur un matiauélastigue homogne et semi-in ni, telle que le made de
contact de Hertz. La gure 3.6 #e de l'article de Tsugawa illustre les @ifEnces entre les deux ap-
proches.

89



Caracérisation des propgies mecaniques des cellules de levure

Figure 3.6: Comportement de la force en fonction de la @formation pour le modele de contact de Hertz et pour la tiéorie
des coques Dans le cas A, la paroi est congide comme un métiauélastique semi-in ni. Lindenteur gretre dans la paroi
et la relation de la force en fonction de I'indentation pétre decrite par le moele de contact de Hertz. Dans le cas B, la paroi
est tendue par une pression de turgescence interne. Pour de faible profondeur d'inddntatigrie levier ceforme peu la
paroi et on reste dans un cas d'application du etedie Hertz. Pour des profondeurs d'indentation plus grdrreld, la paroi

se ceforme en fonction du&placement du levier et il esénessaire d'utiliser un mede issu de la thorie des coques. Dans le
cas C, la pression de turgescence interne est importante et le lefoeme directement la paroi. La relation foraggthcement
doit &tre aborée par un moele issu de la thorie des coques. Addpa partir de I'article de Tsugawa et al. (Tsugawa et al.,
2022)

3.3.6 Un mockle de coque adayi pour differentesechelles de édformation

Récemment, Couturier et al. (Couturier et al., 2022) ont foenuri mo@le necanique permettant de
faire le lien entre les diffrentes tailles d'indenteurs, allant des indentations ponctuelddsr(dations
locales) et des compressions entre platea@fofthations globales). Comme pour le netelde Vella et
al., ce moele est issu de la &orie des coques et se place dans le cas ésrdations de Green. Le
syseme nécanique consi&re un indenteur sghique de rayorRy appuye contre une coque sphique
de rayonR, d'épaisseuh, de module de Youn§g et avec un ratio de Poisson Cette coque est tendue
sous l'effet d'une pression interrie. Le cas d'un indenteur plat &lormations globales) esédrit pour
Ro!1 oulacourbure de la zone de contact avéchiantillon est agligeable.

D'apres ce modle, la relation entre la force et la profondeur d'indentation est demar :

1+ R=Rg
F=2E RN P 3.12
k: ks Ln(ss<R ")) (842
ou s, est une coordor@e curviligne rekea la profondeur d'indentation par la relation :
1+ R=R
z=R 0 (3.13)

ki (ke ks Ln(s=R "))
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Les constantek, k», ks sont ek nies par :

q —
P =)2
Ky = N q P b Ky = 'ﬁk fo @ 1 (3.14)
arctan( 1 (P=) ? 8 ki 4 4
avec h P R
@ ad 9= R P= (3.15)

Pour les hautesadormations, la relation entre la force et la profondeur d'indentation est neaita
En revanche, Couturier et al. ont mantjue, pour de faibleséfiormations £ < h), la relation entre la
force et le @placement peldtre approxirge par :

F= E h ki z (3.16)

Pour les faibles eéformations, les coques gpiques pressurees se comportent donc comme un ressort
linéaire et la relation entre la force et legacement ne&@pend donc pas de la taille de I'indenteur.

Figure 3.7: : Schéma du syseme mécanique de la paroi cellulaire des levures cons@ée comme une coque sgmique
pressurise.A. Sctema d'une cellule de levure hors compression. La levure est dca@sidomme une coque de rayBn
d'épaisseuh avec une pression de turgescence int€&rné&a cellule est replie du cytoplasme qui est un uide incompressible.
B. Compression de la levure entre deux plateaux. Le plateau est é@nstanme une spre de rayon in niRy . Les pointillés
indiquent la forme initiale de la cellule avant la compressiantepesente la profondeur de compressi@h.Indentation de
la levure par un indenteur setique de rayoiRy. Les pointiles indiquent la forme initiale de la cellule avant l'indentatian.
repieésente la profondeur d'indentation.

3.3.7 Mockele de paroi pressuri€ea une ou deux couches

Pour les modles pésengs peccdemment, I'hypoteseéte faite que Iepaisseur de la paroi est faible
compaée a la taille de l'indenteur (hypotise des coques). Cependant, &t monté que la paroi
cellulaire est tropepaisse par rappod la taille des levures pour satisfaire cette hypeth(Mercaé-
Prieto et al., 2013). Mercade-Prieto et al. ont donc @ilime approche de melisation parelement
ni en adaptant les @formations de Green et de Hencky en coesdt la paroi comme une mono-
couche dépaisseuh; ou comme une bicouche avec une coucheriatire dépaisseuh;, et une couche
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exterieurehy,;. Comme @crit dans la section 3.1.2 de ce chapitre, cette approche est la plus proche de
la réalite d'une cellule de levure. Mercade-Prieto et al. @gélement constaique I'approximation de la
deformation de Greeatait limitee pour les dformations locales importantea »  h et qu'un moctle

de Hencky devaiétre utili€ pour dcrire ce type de@formation.

3.4 Analyse des courbes de forces-indentations.

3.4.1 Correction et Itrage des courbes de forces-éplacement
3.4.1.1 Correction de la raideur du levier

Lors d'une mesure d'indentation/compression par AFM, ézesdlion du levier vaétre la esultante de

la deformation du levier et de celle deethantillon. Pour des m&tiaux peu rigides par rappaatla
constante de raideur du levier, I&fdrmation du levier peugtre regligee. Pour des matiaux plus
rigides, dont la rigidié est du r@me ordre que celle du levier, il estaessaire de corriger les courbes de
force en retirant la @ormation du levier.

Sur le graphique A de la gure 3.8, la courbe de force noire correspomae indentation sur du verre
(matriau inceformable)a une vitesse dém=s . A part pour les premiers nan@tres apes le contact
avec le support, on observe que cette courbe astilia. Cela seéri e a la pesence d'un plateau dans
la derivee premere de la force. Cela signi e qu'au cours du processus d'indentation sur du verre, la
relation entre la force et legplacement du levier suit la loi de Hook die parFy = k (d dg), ouk

est la constante de raideur du leviedet d, et sa @ exion. Au cours des exgriences AFMd, 6 0 car

on observe toujours un&dxion résiduelle du levier.

La déformation de echantillon va doncétre la diference entre le@placement du levieE  Z, et la

dé exion relative du levied dp :

=Z Zo (d do) =Z ZO E (317)

ou Z, est le point de contact ave@&thantillon (m F = 0). A part dans le caswoF (Z) est une fonction
linéaire, (Z) est une fonction non ligaire et la transformation de(Z) enF( ) estégalement non-
linéaire. En nous basant suédjuation 3.17, on peut obtenir l&rivee premere deF corrigee, QF @ :

QF _ 1

@  (@F@3 T 1= (348
La derivée second%% peutégalemenétre obtenue :
@F _ @F/@z (3.19)

@ [(@F@2 ' 1=k &

Les cerivees prengres et seconde oite estinkesa partir des courbes de force @&jpnentales en
utilisant une transformation en ondelettes elestionnant une ondelette suf samment large pour limiter
les uctuations du signal. Le principe de cette transformation éstitidans la sous-section 3.4.1.2. La
gure 3.9 montre l'effet de la correction sur deux courbes de force ainsi que sur letvees premares

et secondes. On peut voir que la forme de la courbe, et notamment sa courbure, changenéide mani
importante lorsque les valeurs de larivée premére deviennent proches de la raideur du levier. Dans
ce cas, la correction peut introduire un biais. L'utilisation de levier plus rigide permettraétdée ce
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biais, mais cela auragégalement un impact sur la sensil@lde la mesurétant dongé que la & exion

du levier est inversement proportionnedlesa raideur. Les deux courbes de forcesenées dans la
gure 3.9 ontété enregistees au cours de deux eéqences de compression sur deux cellules de levure
difféerentes avec le @me type de levier (d'une constante de raideur statique d'environ 6.4N/méestim

partir de courbes de force sur le verre).

Figure 3.8: Les courbes de force/@placement : (a). Courbes de forc& (Z) enregistees au cours d'une egpence de
compression d'une cellule de levure avec un levier p{b). Dérivees preneresdF=dZ des courbes de force ggentées en

(a). (c). Dérivees seconde¥’F=dZ? des courbes de forcegsenges en (a). Lesdativées traées en (b) et (c) oréte estinges

en utilisant la transfor@e en ondelettes de(Z) (voir 3.4.1.2) en utilisant plusieurs ondelettes de largeur 14 nm pour la
dérivee premere et 24.8 nm pour laé&divee seconde. Lignes rouges : courbes d'approche. Lignes vertes : courbes de retrait.
Lignes noires : courbes d'approche sur du verre. Les points correspondent au contacge), au dcrochage4,, vert) et au
changement de la direction déplacement4 noir). Les courbes orét enregistesa une vitesse derh=s .
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Figure 3.9: Correction des courbes de forces avec laédexion du levier : Dans cette gure, deux courbes de force, enreg-
istrées sur des cellules diifentes d'une iBme &rie proliferant avec la @me source de carbone (glucose), soaspnées dans

chaque colonne(a,d). F(Z) (rouge) et sa correctioR ( ) (bleu). (b,e). g—; (rouge) et sa correctio%F (bleu). (d,). g—zi

(rouge) et sa correctio%—ﬁ (bleu). Les courbes en noir correspondent aux courbegfdeence enregistes sur le verre et
sélectionries pour faire la correction. Les maximums deswées seconddés®{Z) sont margés par des points sur les courbes
de force avant et aps correction. Les enregistrements e@tmerésa une vitesse dé m=s .

3.4.1.2 Analyse temps-fequence

La transformation en ondelettes continue (WT ) est une techniqueematique de traitement de sig-
nal introduite en 1980 par Grossman et Morlet (Grossmann and Morlet, 1984). Cette techaigue a
appligltee dans plusieurs contextes : traitements du son et des vibragiomsomie, traitements des
signaux physiologiques. En utilisant la noriog, la transfornge en ondelettes en une dimension d'un
signalF (x) s'écrit : Z
1 ! X
Woni [F1(b;9 = — F(x) —  dx (3.20)
s s
ou best la position es(> 0) est le pararetre dechelle. On peut alors calculer lesrilées prengres et
secondes partir des formules :
dF

& = TalFlbi9 =

nlE

W [F](b: 9 (3.21)
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2
% = Te[F1(b;9 = 8—12 Wg[F1(b; 9 (3.22)

ou g etg® sont les @rivees preméres et secondes de la fonction Gaussiagftie D'autres applica-
tions de la transformation en ondelettes pour des courbes de forcegsatésidans les articles (Digiuni
et al., 2015, Streppa et al., 2018). L'utilisation de la transfeeran ondelettes pour estimer l&sidees
permet non seulement de ltrer les ddres, ce qui limite le bruit introduit par la&dvation nun&rique,
mais également d'adapter la forme et la largeur de le&femde Itrage. On noteravy, la largeur de
l'ondelette d'analyse. Les&tivées obtenues par cette pedcre sont monges dans la gure 3.8 avec
les largeurs des ondelettes ugls.

3.4.2 Travail perdu entre les courbes d'approche et de retrait

Les courbes de force d'approche et de retrait enr@gistsur des matiaux biologiques sont rarement
superposges, car une fraction du travail fouly; est perdue dans le travail renddy. La dissipation du
travail mecanique correspond au rapport :

Re RU
_W Wo_ cRi()d + UFe() d

D, = R
W, “F() d

(3.23)

ou ¢, e etu sont respectivement les points de contact, de n (changement de directicepthcement
du levier) et de dcrochage. Ces points sont repenés en couleur dans la gure 3.8.

3.4.3 Decomposition des courbes de force

Les courbes de force enregists sur les cellules de levure, qui ont un dééra de4 6m , sont
differentes de celles enregistis sur d'autres cellules eucaryotes (cellules maemasf ecetales). Ces
differences sont duesplusieurs propéites des cellules de levures : (1) elles maEnt une paroi tendue
par une pression de turgescence interne, (2) elles ne forment pagsi@ahfocales avec le support, (3)
elles sont plus sensiblesl'osmolarie du milieu extracellulaire et (4) et elles effectuent deBanges
intercellulaires de ietabolites (Correia-Melo et al., 2023). Cette cafaais'adapter aux stress osmo-
tiques eségalement dpendante de la source de carbone qu'ellesdentir disposition (Babazadeh et al.,
2017).

En regardant attentivement les courbes de forces et |éuigeds, nous avongali€ que les érivees
de la force ne suivaient pas un nebel simple de loi de puissance. Par capsent, l'utilisation des
mockles de coque pressugis (avec ou sans la prise en compte de la pression intergsgn@s dans
la sous-section 3.3, pougédrire ces courbes de force pourrait meage fausses interpiations. Face
a ce constat, nous avonéalder de reprendre lesathodes d'analyse des signaux de force quiéaiat
déevelopges dans (Digiuni et al., 2015, Gerasimova-Chechkina et al., 2018, Laperrousaz et al., 2016,
Milani et al., 2011, Polizzi et al., 2018, Streppa et al., 2018) pour traiter cesedenriLa question de
l'utilisation des moeles de coque presswgset leur domaine d'application sera alEdians la discus-
sion.

Dans la gure 3.9, on observe deuggimes dans les courbes de forces :

* Un premier egime cara@ris par une forte augmentation de lartée premere, assoéa une
courbure plus importante de la courbe de fdfd¢& ).

» Un secondé&gime avec une augmentation de &idee plus faible.

Dans certains cas, nous avons obgeque la érivee F{Z) converge vers un plateau horizontal. On
note également que (1) lestdvéees de la force restent grieuresa la raideur du levier et que (2) le
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ralentissement obsezvest toujours m@sent sur les courbes de force coegg. Cela signie qu'il y

a un nmecanisme autre que l'in uence du levier qui produit ce changement au cours du processus de
compression. Nous avons utéida cerivee seconde pourétecter le changemenégimea partir des
donrees exprimentales en prenant le maximum gé Les points de changement degime estirg

par cette proedure sont tra&s sur la gure 3.9. La valeur de l&&dvée premere de la force au niveau

de ce point de transition correspoada tension maximum que la paroi cellulaire peut supporter avant
d'entrer dans le secondgime de compression. Cette quantiiera identiee comme la tension de
surface effective dans la suite de cettesh. Pour desalormations au-dal de ce point de transition,
plusieurs necanismes peuvent contribueeralentir I'augmentation de laédivee premere de la force.

Ces n&canismes peuveatre :

» une distension locale des bres de la paroi produisant @wo+imollissement de la paroi (con-
duisanta un rleo-amincissement)

* une fuite de liquide intracellulaire hors de la cellule pouvant conduinee diminution progressive
du volume cellulaire et de sa pression interne (palesticie de la paroi cellulaire).

Tous ces processus surviennanine certaine&ormation longitudinale qui est iafieurea I'épaisseur
typique de la paroi cellulairel)0 150m ). La profondeur d'indentation au niveau du point de tran-
sition Z1 sera utili€e avec la tension de surface effectiv&Z:) comme des marqueurs pouzatire

la mécanique cellulaire. Toutes les &jences msenkes dans ce chapitre correspondedes faibles
deformations. Cela permeté@liter des pBnonenes de rupture de la paroi cellulaire et de garder les
cellules en vie.

3.4.3.1 Identi cation des lois déchellesa partir des courbes de force

Identi er et valider que les courbes de force suivent une l@ctielle particubre, et @terminer un
intervalle de valeurs d& pour lequel cette identi cation est valide est un enjeu complexe. Ici, nous
introduisons un magle mécanique simple qui associe deux composalastiques enésie (correspon-
danta deux matriauxM; et M,). Le premierélement nécanique dcrit la €ponse de la levura la
deformation. Le seconéléement nécanique peutétrire |'effet du levier ou celuida la pésence d'une
sous-couche de la paroi cellulaire. Le sofa correspondantce moele est écrit dans la gure 3.10.

Au besoin, ce moele peuttre gerérali® pour inclureN > 2 composants gcaniques.

Les exposants échelle des 2 matiaux, respectivement et , seront estirasa partir des courbes de
force ex@rimentale. SoiF I'expression @réerale de la @formation du premier matiauM :

|1-0 |1 z Z
[l el =R 1
l1:0 ! 11;0

F=R, (3.24)

avecly.o, I'épaisseur du matiauM; avant la compressiot, sonépaisseur aps la compressior; =
Z zouZ estle @éplacement global des neataux (1) et (2) ez est le point de jonction entre le

composant (1) et le composant (2)est oriené dans le r@me sens quE durant la compression (vers
le bas). Uneequation similaire est utilee pour écrire le makériauM :

oo |2 z lio
F=R ’ =R ’ 3.25

avecl,., I'épaisseur du matiauM , avant la compressiomh; sonépaisseur aps la compression. Les
paranetresR; etli.o pouri = 1;2 ontété introduits de telle maarea ce que les paragtresR; aient
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la dimension d'une force (N) tout en conservant I'horaggjté entre lequations (3.24) et (3.25) quel

que soit les valeurs des exposantst . A partir de deuxequations gcedentes, on@ermineZ, z, ‘j'j—';

dF .
et

F F
Z =l — + 1oy — 3.26
R (3.26)
F v
z=l1o+ | — 3.27
o+l (3:27)
h i
ou 1 = lo Ril est le é&placement du premier n&tau (celui assoéia la levure) et, = l29
h .-
R% est le @placement du second réatiu. On peut alorécrire :
) 1= 1= #
dF l.o F [5. F -
- = = - - + = - 2
dz R1 R, (3.28)
ou de margre similaire :
" - # " = #
dF lo F 7 dF lbo F ¥
—=F= = — —=F= = — 3.29
d, R; 2 R ( )
ou encore : dF EdF .
— = — = 3.30
d,” . d, (3.30)
En prenant les&rivees logarithmiques, on obtient :
dLog(F dLog(F
oF) _ oF) _ (3:31)
dLog( 1) dLog( »2)

L' équation (3.29) estquivalentea I'équation (3.18) utilise pour corriger la &rivee de la force si on
prend une constante de raidéur R,=l,.,. Une simulation de la force ainsi que saridée premére en
prenant =2 et =1 esttra€ dans la gure 3.11A premiere vue, on voit que celle-ci ressemble aux
courbes de force expimentales. Dans cet exemple, la courbe de force @erast une parabole pure
et sa @rivee est likaire. Dans le casuole syseme n&canique inclurait qu'un unique composant (de
paranetresRy,l1.0), la relation entre la force et leéplacement serait :

Ry

F)= > 2 (3.32)

On aurait alors :

F(Z) _ _ R 1 _ 1

F ez F(2) o Z Z (3.33)
En calculant nurariquement ce rappaoatpartir des courbes de forces éximnentales et en effectuant une
régression ligaire de cette fonction, on obtient alors I'exposanCette repesentation offre |'avantage
de pouvoir effectuer uneegression lidaire entre des valeurs dequi sontéquidistantes ce qui donne
le méme poidsa tous les points. Pour effectuer l&éme proédurea partir du traé delLog(F) en
fonction deLog(Z), il est recessaire de prédera une interpolation des points deg(Z). Le rapport
F=(dF=d2) etLog(F) sontégalement tra&s dans la gure 3.11.
S'il existe une plage d& sur laquelleF (Z) varie selon un exposant constant, alors on peut obtenir
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la valeur de cet exposant par l'une ou l'autre des techniquesegemment écrites. Cependant, en
comparant les tras de (Z) obtenus avec les deuxathodes (gure 3.11) on voit que l&gression

en échelle bi-logarithmique donne des estimations plus &esitque celle du rappdrt(Z)= @F@Z
Cette divergence provient de la dif célta €lectionner des intervallesudes valeurs dé.og(Z) sont
distribuees de marre homogne pour effectuer laégression ligaire, car les valeurs de Z ne sont pas
équidistantes. Nous avons donc efféctine interpolation de la courbe de force pour remplir les in-
tervalles entre les points, mais ce processus rajoute une incertitude sur I'estimation des pentes locales.
Dans la suite de cette section, oréf@rera donc utiliser la premie néthode en utilisant le rapport
F(Z)= @F@Zqui est plus robuste.

En étudiant la forme de (Z), on alise que cette repsentation nous permégalement d'estimer le
point de transition entre les deuggimes nécaniques. On voit que(Z) augmente rapidement en par-
tant de 1 jusqua atteindre un plateau. Pésse plateau, (Z) décrdt plus doucement. (Z) est donc
asynetrique, ce qui laisse supposer que les dergimes avant et aps la transition sont de nature
differente. On noterd , la valeur deZ pour laquelle (Z) atteint un maximum. Ces deux valeurs
peuventétre estinkes pour chaque courbe de force. Surla gure 3.12, les maximumgAeont éte
repiesengs par degtoiles rouges et les maximumsgé ontété repesenés par des cercles bleus, pour
cing courbes de force comsutives enregistiesa une vitesse dém=s . Dans ce cas particulier, on peut
voir que les points de transition esésipar les deux gthodes gEsentent une certaine varialilit

Figure 3.10: Syseme necanique combinant dewélémentsélastiques en érie : Schema d'un systme compos de deux
elements racaniques (1) et (2) erese (voir 3.4.3.1 pour la@nition des differents paraetres).

98



Caracérisation des propgies mecaniques des cellules de levure

Figure 3.11: Prédictions du mockle mécanique: Courbes de forces pdites par le mogle péseng dans le€quations (3.24)

et (3.25). A n d'effectuer une pdiction proche de ce quiéte obsere sur les courbes de croissance c@gig, Nous avons
sélectione ; = 2 et , = 1. (a). Courbes de forcea@placement.(b). Courbe de force&placement sur unéechelle
logarithmique. (c). Dérivées des courbes de forcéd). F=(dF=dZ). Les courbes rouges, bleues et noires correspondent
respectivement aux courbes de force non céedf (Z), corrigeesF ( 1) et correspondantes au levie( »).

Figure 3.12: Estimation du parametre a partir des courbes de force : (a).Courbes de forc& (Z) apres la correction
de la ¢k exion du levier. (b). dF=dZ. (c). RapportF (Z)=(dF=dZ) (voir équation (3.33))(d). logio(F) surlogio(Z). (e).

(Z) estiré a partir de laggression ligaire dd- (Z2)=(dF=dz). (f). (Z) estiné a partir de laggression d& (Z) enéchelle
log-log. Les enregistrements ogté merésa une vitesse dem=s . Les points correspondants aux maximums locaux (@)
etd?F=dz? sont respectivement regsenks par degtoiles rouges et des cercles bleus.
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3.4.3.2 Identi cation des maxima des courbes (Z) et d’F=dZ?

Les observations faites sur la gure 3.12 sont reti@es dans la grande maj@itles courbes de force
enregistees sur les levures en utilisant un levier plat, pourédihtes conditions de culture et pour
differentes vitesses de compression. Dans la majdés cas, nous observons un changement de cour-
bure dans la &rivee premere de la force (au niveau du maximumat&=dz?) et dans l'estimation de

(Z) (au niveau du maximum de(Z)). Les deux courbes ont un comportement similaire en fonction
deZ.

Figure 3.13: Analyse de I'evolution de I'exposant en fonction deZ :(a). Courbes de forc€ (Z) apres la correction de la

dé exion du levier. (b). dF=dZ. (c). RapportF (Z)=(dF=dZ) (voir équation (3.33))(d). logio(F) surlogio(Z). (e). (Z)

estineé a partir de la eégression ligaire deF (Z)=(dF=dZ). (f). Dérivée seconde de la forc#F=dZ?. Les enregistrements

ont étt mereesa différentes vitesses (5 courbes pour chaque cas): 500 nm/s (vert), 1000 nm/s (rouge) et 5000 nm/s (bleu). La
courbe moyenne est triée en traits pleins oranges orange dans les graphiques (b), (e) et (f). Les points correspondants aux
maximums locaux de (Z) etd?F=dzZ? sont repésengs respectivement avec dasiles rouges et des cercles noirs vides.

Le trace de (Z) préesené dans la gure 3.12 met edvidence que les courbes de force ne peuvent
pasétre moelisees par une loi de puissance unique. On pémahtrer que la position du maximum
de (Z): Z concide avec celui dd?F=dzZ?: Z+. Pour un raisonnement formel, voir (Delmarre et al.,
2023). Cela estgalement con rmd@ pour nos donees exprimentales. Cela signi e que les poirds
etZ, sont les memes et que I'on peut choisir lagthode la plus simple pour identi er ces deux points
a partir des courbes de forces éxjmentales. La gue 3.13 met en paedé les pro Is de (Z) et gz—i
pour la méme exg@rience que pour la gure 3.12 pour diffentes vitesses de compression (soit 500,1000
et 5000 nm/s). On voit que laétection du maximum d%iﬁz est fortement biaie par les uctuations in-
duites par la rathode de @drivation combige au bruit exgrimental. On voi€galement que les positions

Z+ des cercles noirs vides (maximumsﬁé) sont sysématiquement sugsieures aux positions des
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étoiles rouges qui correspondent au maximum (&).
Sur le graphique de(Z), on constat&galement que la forme des courbes ext preu impaéte par la
vitesse de compression. On peut donc faire une moyenne des valey)dgour toutes les vitesses de
compression. Ces courbes moyennesatimtra@es en trait plein orange dans la gure 3.13.
Dans la section suivante, nous allons nougriegser uniquement aux courbes ¢&) pour des groupes
de vitesse de compression de 500,1000 et 5000 nm/s. Pour estimer le maxim{#) & minimisant
les uctuations, nous allons effectuer une identi cation des patnes en utilisant une fonction ana-
lytigue. Ce moele n'a aucun sens @eanique, il e&&te construita partir d'une combinaison de deux
fonctions simples uniquement pour répenter au mieux le comportement de ).

Pour pararatrer la variation de I'exposant des courbes de force) en fonction deZ, nous utilisons
une combinaison de deux fonctions :

1 une fonction en forme de cloche asgtmiquef (Z). Cette fonction est tré&e en bleu dans la gure
3.14.

2 une fonction rationnellg(Z) tracce en noire dans la gure 3.14
Les expressions des fonctioh&Z) etg(Z) sont pésengs ici :

(z=h)

f(Z)=fo+ A (Z=8)° exp( Z=a) 9(Z)= k T+(Z=h)

(3.34)
oufg, A, k, h sont positifsc 1et > 1. Lafonctiong(Z) permet de faire convergeZ) + f (Z)
vers une limitef g =  (0) pour des valeurs d& importantes. Nous avons caléuh ceriveée premere de

ces deux fonctions :
o _ (Z=a)¢ (a ¢ 2Z)

= = A . exp( Z=a) (3.35)
dg _ (Z=h)
dz =z ((z=h) +1)2 (3.36)
Ainsi que leur @rivée seconde :
df (Z=a)°(Z? 2 aczZ+a c (1 o) B
rZzi A 2 72 exp( Z=a) (3.37)
g _ 2oy (@) D(z=h) +1 (3.3

dzz ~ Z2 ((Z=h) +1)3
d2F

La derivee premere def est 2ro pourZ = a c(ce point correspond au maximumfgZ) car ;> 6 0)

et sa @rivée seconde passe p@ra pour des valeurs d& qui respecte la conditiod? 2 a ¢ Z +

a ¢ (1 ©)=0.Lediscriminantest= a ¢@ a® c (1 c¢=a c (2 ¢ 1). Ceckterminant
est positif pourc > 1=2 ?)e_qui correspondﬁ”notre cas, car > 1. Les solutionsé&elles de cettéquation
sontdonZ = a c = ac (1 2 1 c Pourc > 1, une de ces solutions est positive et
correspond au minimum cé=dZ .

La dérivée premere deg est toujours positive et s&dvée seconde crois&m pour > 1pourZ =
h(( 1= +1))¥ .Sionprend =2, celadonn& = h (1=3)*2. Ce point correspond au maximum
dedg=dZ Quand on prend la somme fleet g (tracte en rouge dans la gure 3.14), le maximumfde
se tkcale vers des valeurs deplus basses, tout comme le minimumdiedZ .
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Figure 3.14: Tracé des fonctions modlesf (Z) (bleu), g(Z) (noir) et f (z) + g(Z) (rouge): (a). Trace def (Z), g(Z) et
f(Z)+ g(2). (b). Dérivee premeére des fonctions psengées en (a)(c). Dérivées seconde des fonctiongpenées en (a). Les
paranetres §lectionrées pour tracer les fonctions soAt=3,c=1,a=40,h=30, =2 etk=1.

3.4.4 Distribution des paranetres ,Z _, dg—F etD,

Oncenit , Z , etdF=dZ _, le maximum de (Z), la position de ce maximum et la valeur de
la derivee premere de la force cette position, identes par la proedure @crite dans la sous-section
précdente. On introduiegalement le coef cient de dissipation visqueldg determiré a partir des
courbes de force en utilisanétjuation (3.23). Les distributions de ces quatre pategs sont fFsenées
dans les gures 3.15,3.17 et 3.19 pour les &lifintes conditions de cultura,savoir des milieux min-
imums synttiques (voir section 4.1) contenant respectivement du glucose (MMSG), du galactose
(MMSGal) ou du lactate (MMSL) comme source de carbone.
La transition entre les deuxgimes necaniques obseee peccdemment se retrouve sur la majerit
des courbes de force, et ce @mbndamment de la source de carbone. Cette transitioagimea est
donc caradristique de la&ponse racanique des levuresla compression pour de faibles profondeurs
d'indentation. En analysant les estimations des pategs nécaniques on peut faire plusieurs observa-
tions importantes :
* Les positionZ , estimées sont comprises dans un intervalle entre 60 et 200nm.
» Lesvaleurs de lI'exposant, ne sont pas distriles autour d'une valeur eate. lls varient §reralement
entre 0 et 3. Les valeurs est@s changent beaucoup en fonction du milieu de croissance des levures.
* Le coef cient de dissipation visqueuse reste dans un intervalle compris entre 0.1 et 0.2. Cetparam
varie peu inépendemment du milieu de culture et de la vitesse de compression. Il y a trop peu de
difféerence entre les courbes d'approche et les courbes de retraitsgtected ureventuel comporte-
ment visc@lastique. Cela signi e que la paroi des levures a un comportement principalelasinque
dans notre@&gime de éformation. Les faibles di#frences obseees entre les courbes d'approche et
de retrait sonegalement obseees sur les courbes de force enre@istrsur le verre (aucune dissipa-
tion visqueuse) et sont probablement daeme combinaison de facteu@iectroniques (@sence d'un
delai au niveau de la transition approche/retrait) et hydrodynamiques (effet d'amortissement du levier
déependant de la direction de celui-ci).
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3.4.4.1 Les paranetres mecaniques en milieu glucose

La gure 3.15 montre la &partition des paraetres nécaniques estiésa partir des courbes de force
enregistees sur des cellules de levures pgiint dans un milieu contenara (origine) du glucose,
a differentesétapes de leur croissance. Ces@aignces onete effectieesa deux reprises sur des
echantillons diférents de levuré&.cerevisiae Sur ce graphique, on observe que les distributions de
m, Z . etdF=dZ _ ne se recouvrent pas entre les deéries de mesures. On voit que les valeurs du
paranetre ., estimees surla secondérge de mesures sont fneuresa celles obseges sur la prerere
série de mesure et qu'elles uctuent beaucoup plus. Pour la sec@nigede mesure, les valeurs dg
sont cecakes vers 2.5 et la tension effectdE=dZ _ est signi cativement moins importante compar
a la premere €rie. Ce pknomene peugtre di a uneévolution de Ietata I'échelle de la population
de levures dans le milieu solide dont elles sorélgnées. Les levures plevees pour ensemencer la
préculture de la secondeérse étaient plus vieilles que celleglectionrees sur la prersre €rie. Aussi,
il est important de noter que la seconde cultuégeaprolonge pendant 80h ce qui a permis éaliser
des mesures de forces sur des levures chronologiquemer@ipigiees de leur phase exponentielle que
dans la prengre €rie. Les mesures de forces enre@efr sur ces levures ogie prises en compte dans
la distribution pesenée dans la gure 3.17 alors que des levures audgeés” netaient pas f@sentes
dans la prendre €rie.

Figure 3.15: Répartition des parametres mécaniques pour deux &ries de mesures de compression des levures en milieu
minimum synthétique glucose: (a).Courbes de prolération des levures en milieu glucose. Les points de couleurs indiquent
les moments o les cellules onéte pelevees pour effectuer les expences de kcanique cellulaira differentestapes de la
prolifération.(b,c,d,e).Fonction de dengitde(b). Z ., (c). m,(d). dF=dZ _ et(e).D,
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Nous avonggalement choisi de tracer les distributions des patees nécaniques en fonction des
phases de croissances dans la gure 3.16. Usmothposition dtaillee des phases de croissances que
nous pouvons observarpartir de nos enregistrements de la pevhtion des levures estggengée dans
la section 2.3. Pour simpli er l'interg@tation, nous distinguerons ici trois grandes phases :

|. La phase exponentielle de croissance qui correspond aux points bleus dans la gure 3.15. Au cours
de cette phase, les levures pretént activement et la vitesse de pratdtion ne fait qu'augmenter.

Il. La phase interradiaire qui correspond aux point oranges. Au cours de cette phase, la croissance
ralentit car les levures ont senti une source de stresepoignt des stragies pour s'adaptex
cette variation de leur environnement.

lll. La phase stationnaire qui correspond aux points jaunes et violets (s'ils ss#rmis). Au cours de
cette phase, la croissance des levures est nulleesddible.

Les distributions de la position du point de changemengdéame sont asseé#takes. Ce paraaires est

donc variable au sein de la population des levures quelle que soit leur phase de croissance. Sion prend la
moyenne de toutes les mesures, on observe cependant une certaine tendance. La profondeur du point de
changement deegime augmente en moyenne epfa phase exponentielle de croissance et diminue en
moyenne en phase stationnaikeZ > passe de 62nm 68 nm en phase integdiaire eta 64 nm pour

la phase stationnaire. L'exposan}, uctue beaucoup entre 2 et 3 pour toutes les phases de croissance.
Sion se ealamoyenne, on observe une diminutionde ,, > en phase interédiaire qui passa 2.35

alors qu'il etait de 2.43-2.44 en phase exponentielle et en phase stationnaire. Pour la tension effective
de surface, celle-ci estasétake. On observe cependant une augmentation de la tension effective en
moyenne, qui passe de 1.11 N&n 1.33 N/m en phase inteiediaire et stationnaire. Le coef cient de
dissipation visqueuse est faible comme obsgmecdemment{ 0:2). A part en phase exponentielle, il

est moinsetak que les autres estimations et on observe qu'il diminue en moyenne au long de la culture.
Il semblerait que les parois des cellules en phase stationnaire soiebtgstiques en moyenne.

Pour toutes les phases de croissances, les distributions es@taiees. Cette variabift est intrineque

a |'échantillon, cela signi e que I'on a des levures pedant des recaniques diffrentesa tout moment

de la culture. FFcedemment, nous avions remaggune certaine diffrence entre la étanique cellulaire

des levures entre les deug@ries de mesures que nous avons effectues levures de la seconderie

étaient en moyenne plus molle que celle de la peeenierie. Cette diference entre les deuerses

induit une variabilié suppémentaire dans les distributiongepenées dans la gure 3.16. Cependant, en
étudiant les moyennes des pagtras, un comportement ressort : en phase irédraire on assiste une
augmentation deg Z > et une diminution d& , > accompagee d'une augmentation de la tension
effective. Cela signi e que la paroi est en moyenne plus @alle car elle seaorme sur une plage

de ceformation plus grande avant d'atteindre le point de changemer@gilme. En phase stationnaire,

la paroi retrouve une "&formabili€” similaire a celle obserge en phase exponentielle, mais avec une
tension de surface plus importante.

Ala nde la phase exponentielle en milieu glucose, les levures effectuent une transition diauxique. Au-
dela du stress cellulaire subit par les cellules au cours de cette transition, celles-ci changent radicalement
de netabolisme, passant d'unétabolisme domia par la glycolysea un netabolisme a les levures
produisent de la biomasse essentiellement par la respiration @bdguco@nese (en utilisant éthanol

comme substrat). Ainsi, le comportement moyen oliserv phase interadiaire pourraiétre di a une

modi cation des proptes de la paroi in uenee par le changement deetabolismeenergtique.
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Figure 3.16 : Distribution des parametres mécaniques en fonction des phases de croissance en milieu minimum
synthétique glucose:Distribution des parasetres(a,b,c). Z _, (d,e,f). m, (g,h,i). dF=dZ _ et(jkl). D, pour(a,d,g,j).

la phase exponentielléb,e,h,k). la phase interiadiaire et(c,f,i,l). la phase stationnaire, correspondant aux dé&ubes de
mesures racaniques en milieu minimum syétique glucose. Les moyennes desaiints paraetres sont af clees sur chaque
graphique.

3.4.4.2 Les paranetres mecaniques en milieu galactose

Nous avonsggalement effectideux ries de mesure sur des levures peshiht en milieu galactose
(gure 3.17). Comme en milieu glucose, les distributions des valeu# glesont assez similaires tandis
gue les distributions des valeurs dg ne se recouvrent pas. En revanche, pour les detiessles valeurs
de la tension effective sont ceaés autour de 1.2N/m. La courbe est plus asgtnique pour la seconde
série de mesures.
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Figure 3.17: Répartition des parametres mécaniques pour deux &ries de mesures de compression des levures en milieu
minimum synthétique galactose: (a). Courbes de proldration des levures en milieu galactose. Les points de couleurs
indiquent les momentswles cellules onéte pielevees pour effectuer les epences de kcanique cellulaira differentes
étapes de la proBfration.(b,c,d,e).Fonction de dengitde(b). Z _, (c). m,(d). dF=dZ _ et(e).D,

m

Au niveau des distributions des paraimes n&caniques phase par phase ( gure 3.18), on peut faire
des observations défentes du milieu glucose. La profondeur d'indentation au point de changement
augmente en moyenne de quelgues maetoes entre chaque phase. La moyenne passe de 56 nm en
phase exponentielle 61 nm en phase integdiaire et 69 nm en phase stationnaire. Cenaimene peut
etre dl a unépaississement progressif de la paroi au fua gtesure que l'on se rapproche de la phase
stationnaire.

En milieu galactose, les estimations du pagties , sont tesétakes en phase exponentielle et in-
termeédiaire. En phase exponentielle, il sembleraéme qu'on ait deux sous-populations de levures dis-
tribuées autour d'exposants dffents : (1) Une sous-population cé&grautour d'un exposant d'environ

1.8 et (2) une population cebt autour d'un exposant de 2.6. Ces deux sous-populations semblent fu-
sionner en phase inteédiaire avant de ne former qu'une seule sous-population en phase stationnaire,
avec un exposant;,, en moyenne de 2.64.

Les deux sous-populations obsees pecedemment ne sont pas distinguables sur les distributions de
la tension de surface effective. La tension de surface effective subit une augmentation au passage vers
la phase intermadiaire de croissance en passant en moyenne de 1.0%N/BVN/m. Cette valeur est
similaire en phase stationnaire (un peleiéure en moyenne).

Les valeurs du coef cient de dissipation sont distées autour de 0.13, ce qui estgrement sugrieur

au milieu glucose.

Ainsi en phase exponentielle de croissance, on distingue deux sous-populations de |@aametmpt un
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Figure 3.18: Distribution des parametres mécaniques en fonction des phases de croissance en milieu minimum
synthétique galactose:Distribution des paraetres(a,b,c). Z _, (d,e,). m, (g,h,i). dF=dZ _ et(jk,). D, pour(a,d,g,j).

la phase exponentielléb,e,h,k). la phase interiadiaire et(c,f,i,l). la phase stationnaire, correspondant aux dé&ubes de
mesures racaniques en milieu minimum symique galactose. Les moyennes desédéhts paraetres sont af clees sur
chaque graphique.

exposant n, différent pour une tension de surface congéenCela signi e que nous observons une sous-
population de levures plus rigides que celles de 'autre sous-population. En phas&disren on dis-

tingue encore les deux sous-populations mais il semblerait qu'on assistprocessus d'uniformisation

de la neécanique de la paroi. L'exposang, estime pour la sous-population la moins rigide scdle
progressivement pour rejoindre la sous-population d'exposant 2.6. En phase stationnaire, toutes les le-
vures sont distribeles autour d'un exposant, de 2.6. La distinction entre les deux sous-populations
disparét donc en phase stationnaire.

La caracéristigue majeur de la phase stationnaire est que les levures ne se divisent peu ou plus. Ainsi,
on peut faire I'hypotlese que les deux sous-populations de levures obsgen phase exponentielle cor-
respondena la pesence de cellules lles posdant une rigidé differente des cellulesenes. En phase
intermediaire, suitea la situation de stress, la croissance des levures ralentit. Le taux de "naissance” de
nouvelles cellules lles diminue et celle® pesentent rigidi ent leur paroi eréponse au stress. En
milieu galactosea la n de la phase exponentielle de croissance, les levures subissentétimdepde

stress duwa la cepletion d'un nutriment essenti@ la culture, dont nous ignorons la nature. Ce stress
engendre plusieurgactions cellulaires dont I'activation des voies de Bgtite de la paroi cellulaire.
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On assiste aing une augmentation en moyenne de la tension de surface. En n, en phase stationnaire,
les levures ne se divisent plus et toutes les cellules lles ont rigitkur paroi pour adopter une rigidit
de proche des cellulesares.

3.4.4.3 Les paranetres mecaniques en milieu lactate

Les deux éries de courbes de force pour des levures @naiit en milieu lactate sontgsenées dans

la gure 3.19. Pour cette source de carbone, nous avons dbsE® plus grande reproductib@ide
I'estimation des paraptres nécaniques, comparaux deux cas peedents. Cesésultats sont repro-
ductibles malge le fait que la croissance suive un comportement relativemegtreliff au-del d'une
certaine duge. Pour les deuxésies, les valeurs de,, sont distrib&es de mamire synétrique dans un
intervalle compris entre 2 et 3. La tension de surface effective semble en moyenne plus basse que pour
les autres sources de carbone. Les cellules seraient donc plus molles en moyenne.

Comme pour la croissance des levures en méighanol, les levures en milieu lactate prelént essen-
tiellement par respiration et produisent legqurseurs de la biomasse paogluco@nese. En seaférant

au tableau 3.1, nous avions obgegue la masseeshe de la paroi est deux fois moins importante pour
les cellules en milie@thanol que pour les cellules en milieu glucose. Si @égstlement le cas pour les
levures en milieu lactate, alors la diminution de la tension effective que nous avonsépsartaitetre
assockea une paroi cellulaire plugtere (soit moins dense, soit plus ne).

Figure 3.19: Répartition des parametres mécaniques pour deux &ries de mesures de compression des levures en milieu
minimum synthétique lactate: (a). Courbes de prolération des levures en milieu minimum sy@tigue glucose. Les points
de couleurs indiquent les moments kes cellules onét pielevees pour effectuer les egpences de &canique cellulaira
differentetapes de la prokfration.(b,c,d,e).Fonction de dengtde(b). Z _,(c). m,(d). dF=dZ _ et(e).D,
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Figure 3.20: Distribution des parametres mécaniques en fonction des phases de croissance en milieu minimum
synthétique lactate: Distribution des parastres(a,b,c). Z ., (d,e,f). m, (g,h,i). dF=dZ _ et(jk,1). D, pour(a,d,g,j).

la phase exponentielléb,e,h,k). la phase interiadiaire et(c,f,i,l). la phase stationnaire, correspondant aux dé&ubes de
mesures racaniques en milieu minimum sy@ique lactate. Les moyennes deséliéints paraetires sont af cliées sur chaque
graphique.

La gure 3.20 montre la&partition des paraetres nécaniques entre les phases en milieu lactate.
Comme pour les milieux glucose et galactose, les distributiord geprésentent une forte variab#it
mais< Z _ > augmente en moyenne agrla phase exponentielle de croissance, passant de 35 nm
63-64nm en phase inteddiaire/stationnaire. Cette augmentation e duea unépaississement en
moyenne de la paroi cellulaire au cours de la progression vers la phase stationnaire. Les distributions
des autres paragires nécaniques f@sentent moins de uctuations qu'en milieu galactose et glucose.
lls sembleraient que la@eanique des levures soit plus congerdans cette condition. Au passage de la
phase exponentieli@ la phase intergdiaire, on observe une augmentation de I'exposantqui passe
en moyenne de 2.352.52, couea une augmentation de la tension effective, qui passe en moyenne
de 0.8a 1.18 N/m. On assiste dorcune rigidi cation de la paroi paég la phase exponentielle de
croissance et qui se conserve en phase stationnaire. Le coef cient de dissipation visqueuse et conserv
autour d'une valeur de 0.11 iegendamment des phase de croissance.
En milieu lactatea la n de la phase exponentielle de croissance, les levures subissentnimgepde
stress due la cepletion d'un nutriment essenti@l la culture. Ce stress engendre plusieéections
cellulaires dont I'activation des voies de I'ggrite de la paroi cellulaire. Le comportement particulier
obsenre ici au passage vers la phase intediaire, une augmentation de la tension de surface &ssoci
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une augmentation de I'exposanyt,, peutétre la signature de cetteaction de stress.

3.4.4.4 Syntlese sur lévolution des parametres mécaniques

L'exposant , Lexposant , estun un marqueurds ineressant pougtudier la nécanique des lev-
ures entre les phases de croissance. En milieu glucose, celui-ci passe en moyenna 8e33.48 phase
intermediaire apes la transition diauxique. Nous avoagalement obseévune valeur d& , > de

2.35 pour la phase exponentielle de croissance en milieu lactate. Or ces deux pbseetept un point
commun important : dans les deux cas, le levures @m@iit en utilisant essentiellement la respiration
et la reogluco@nrese pour produire de la biomasse (soit en utilis@&ih&nol soit en utilisant le lactate).
Ainsi, une valeur de ,,, en moyenne de 2.35 pourré@itre un marqueur du @abolisme essentiellement
respiratoire.

En observant les distribution de I'exposant en milieu galactose, nous pouvons distinguer deux sous-
populations de levures en phase exponentielle et irtdiaire et une seule sous-population en phase sta-
tionnaire. D'apes ces observations, on peut faire I'hypeth que les cellules lles ont uneémoanique
differentes des celluleseres, et que cette @sanique s'homagreise apes le point d'in exion de la
croissance par des processus de renforcement de la paroi des cellules lles suite au stress cellulaire.
Pour nir sur I'exposant ,, on remarque qu'il tourne en moyenne autour de 2.5 quand les levures se
retrouvent en phase stationnaire, quel que soit le milieu de culture. Si ces valeurs de l'exppsant
se retrouvent dans d'autres phases de croissance, celles-ci soré@esauges valeurs similaires de la
tension de surface effective en phase stationnaire. La combinaison de ces dewtgsragmblétre
caracéristique de la phase stationnaire.

La tension de surface effective Quel que soit le milieu de croissance, la tension de surface effective
augmente en moyenne agrla phase de croissance exponentielle pour atteindre des valeurs autour de
1.3 en moyenne, sauf en milieu lactateale est un peu plus basse (1.18 en moyenne). Une augmen-
tation de la tension de surface effective survient doncésyatiguement aps une situation de stress
cellulaire. Sachant ga' chaque @riode de stress, les voies de légrite de la paroi cellulaires sont
activees, quel que soit le milieu de culture, on peut faire I'hnypsthque ce "renforcement” de la paroi

est la consquence de l'activation de ceéatabolisme. Coupla des valeurgleees de I'exposant,
d'environ 2.5, une valeur moyenne de tension de surface effective autour de 1.3 constitue un marqueur
de la phase stationnaire de croissance.

Pour les cultures en milieu glucose et galactose, on ob&galement une tension de surface moyenne
d'environ 1.1 N/m en phase exponentielle contre 0.8N/m en milieu lactate. La tension de surface effec-
tive est donc en moyenne plus haute lorsque que les levuresepealifen utilisant la glycolyse (galac-
tose, glucose) qu'en utilisant l&ngluco@rese.

La profondeur d'indentation au point de changement de E€gime Z augmente en moyenne le
plus on se rapproche de la phase stationnaire en milieu lactate et galactoses@iedsrvont dans

le sens d'une augmentation dépaisseur de la paroi cellulaire commézdt dans la littrature (Werner-
Washburne et al., 1993). En glucoZe,augmente en moyenne avant de diminuer en phase stationnaire.
La brusque augmentation geZ > en phase intergdiaire pourraiftre une corsquence particudire

a la transition diauxique.
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3.5 Evaluation des modules de Young effectifs

Malgré le fait que I'exposant ne soit pas constant, nous avons eétiam module de Young effectif
assock aux petitegchelles de géformation F < 3nN), E;, et un module de Young effectif assea
des plus hauteschelles de eéformations F < 250N ), E,. Les modules ongéte estingé en effectuant
une identi cation des paraatres des courbes de forces avec un el®dle loi dechellea exposant
constant :

F(Z)=a Z° (3.39)

Pour les petiteéchelles de @formation, nous avons congié seulement la partie des courbegngure

a 3nN (avant le changement desgime). Nous avons pris un exposant qui varie dans une plage autour
de 1.5, ce qui corresporadla compression d'une spte sous un plateau dans la limite désodmations

in nit ésimales.

Pour les grandeéchelles de eformation, les moduleE, ont éte estingés sur une plage de force de

0 a 250 nN en utilisant une loi dthelle avec des exposants variant autour de 2. L'exposant de 2 a
éte €lectionre a partir de lI'observation deévolution de (Z) qui tend gréralement vers cette valeur
pour les plus hautes profondeurs d'indentation dans nos courbes de épleegments. Un exposant de
deformation de 2 corresporadune @formation de surface sansgtonenes de rotation au cours de la
compression.

Les modules de Young effectifs estisidans cette partie ne correspondentgpas module clasticié
absolue de la paroi cellulaire. Pour cela, il faudrait se reposer sur ualende compressionedrivant
I'eévolution particulere de la force en fonction de la&fdrmation que nous avons mis émidence
préecedemment. Leur seul but estédudier la distribution d'un paraetre qui @&penda la fois des
paranetresZ ., m, dF=dZ _ pour differenteséchelles de eformation an de faire ressortir des
comportements gtaniques qui ne sont pas distinguablegtmiant ces trois paragtres de maeire
decoupee.

3.5.1 Evaluation du module de Young effectif pour les faibles éformations

Les distributions des modules de Young effectifs egtirpour les petitegchelles de eormation sont
montes dans les gures 3.21,3.22 et 3.23 pour les trois phases de croissance et dans chaque condition de
culture. Létude du modul&, permet de faire ressortir plusieurs sous-populations de levures avec des
proprietes necaniques diffrentes en fonction des phases de croissance. En milieu glucose et galactose,
on distingue une population de levure avec des modtjesférieurea 0.4 MPa et une population avec

des module&; entre 0.4 et 1 MPa en phase exponentielle et ingeliire. En milieu galactose, la dis-
tinction entre ces deux populations se perd en phase stationnaire, commeé&sdkala croissance avait
provoqle une homognisation des proies nmecaniques de la paroi des @ifentes levures. On repe
cependant l'apparition d'une fraction minoritaire de modutescompris entre 1 et 1.5 MPa. En milieu
glucose, on retrouvégalement des modul&s, compris entre 1 et 1.5 MPa mais en proportion beau-
coup plus importante. En milieu lactate, nous n'avons qu'une seule sous-population dominante avec un
moduleE; de l'ordre de 0.3 MPa et une fraction minoritaire de modiesepereea toutes les phases

de croissances.

Si on s'interesse aux sous-populations caedstes par un modulg; < 0:4 MPa, I'évolution de la

phase exponentielle la phase stationnaire suit un &ata similaire, avec des valeurs proches, entre les
phases de croissance en milieu galactose et glucose. Le niodaoleyen assoéia la phase exponen-

tielle pour ces deux populations est identique (0.19 MPa). Puis ce mogeiétain moyenne en phase
intermediaire avant de remonter en phase stationnaire de croissance pour atteindre des valéass centr
autour d'environ 0.3 MPa. Pour les sous-populations caresees par un modul&; > 0:4 MPa, le
module dcrdt en moyenne en phase integdiaire, et il semblerait que ce module continue derdtre
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en phase stationnaire pour rejoindre en moyennedmenvaleur d'environ 0.3 MPa en phase station-
naire, Bunissant les populations en une seule population dominante. Ces deux sous-populations sont
peutétre dues la pesence de cellulesares et de cellules lles @sentant des prog@tes necaniques
differentes aux petiteschelles de @formation. En milieu lactate, le modue, moyen varie peu et la
distribution des estimations reste c&mtrautour d'environ 0.3 MPa pour toutes les phases de croissance.
La présence d'une seule population est peuie assoée une homogreité des propBtes mecaniques

de la paroi lorsque les levures prelient par Boglucog@rese. La valeur moyenne de 0.3 MPa est car-
acéristique des levures en phase stationnaire, quelque soit le milieu de croissance dans lequel elles ont
prolifere. Cette remarque est @aressante car le @abolisme des levures en phase stationnaire est sup-
po< étre proche quel que soit le milieu de croissance.

En n, une fraction plus ou moins importantes de levures avec un mddulentre 1 et 1.5 MPa est
sysématiquement obsegven phase stationnaire &toutes les phases de croissances en milieu lactate.
Ces levures, d'apparencegrrigides selon le ceteE,, correspondent pe@trea des cellules dans un

état de quiescence avancaractrisese par une rigidé aux petitesechelles de eformation nettement

plus importante. Si nous avions poursuivi le suivi decanique sur une plus longue @aren milieu
galactose et lactate, peétre que cette fraction de levures rigides serait devenue plus importante.

Figure 3.21: Distribution des modules de Young effectifs assoes aux petitesechelles de @formation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synétique glucose:Distribution des modules de Young effectifs as§scaux
petiteséchelles de gformationE, pour (a). la phase exponentiell¢b). la phase interiediaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deuwerses de mesures deémanique cellulaire en milieu minimum sysétigue glucose. Leétiquettes
indiquent le module de Young effectifs ainsi que la valeur de la fonction de @eafesjirobabilié asso@ea chaque pic obsegv
dans les distribution.
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Figure 3.22: Distribution des modules de Young effectifs assoes aux petitesechelles de éformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synétique galactose:Distribution des modules de Young effectifs asgéscaux
petiteséchelles de &formationE; pour(a). la phase exponentiell¢h). la phase interiadiaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deukrges de mesures deétanique cellulaire en milieu minimum syitique galactose. Lediquettes
indiquent le module de Young effectifs ainsi que la valeur de la fonction de @efesfirobabilié asso@ea chaque pic obseév
dans les distribution.

Figure 3.23: Distribution des modules de Young effectifs assoes aux petitesechelles de éformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synétique lactate: Distribution des modules de Young effectifs asgscaux
petiteséchelles de @formationE, pour(a). la phase exponentiellgh). la phase interidiaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deuwerses de mesures deémanique cellulaire en milieu minimum sysétigue lactate. Legtiquettes
indiquent le module de Young effectifs ainsi que la valeur de la fonction de @etesjirobabili# asso@ea chaque pic obseév
dans les distribution. La valeur moyenne du module de Young effediff > est indigie pour chaque phase.
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3.5.2 Evaluation du module de Young effectif assoé& pour les hautes éformations

Les distributions du module de Young effectif as&éscaux hautesédormationsE, sont tra@s dans les
gures 3.24, 3.25 et 3.26 pour les trois phases de croissances dans éesrdés conditions de culture.

Le moduleE, obsere en milieu lactate et en milieu galactose prend des valeurs similaires et suit le
méme type de comportememtravers les trois phases de croissance. Au niveavadabmlisme, le point
commun entre ces deux conditions de culture est que les levuregsyettt de I'ATP par respiration.

En milieu galactose, la levureégalement recoums la glycolyse pour produire de I'ATP. Dans les deux
cas, les levures posdent une activid mitochondriale évelopge contrairement aux levures en milieu
glucose lorsqu'elle proldrent sur le substrat glucose par fermentation. Dans ces deux conditions, le
moduleE, est en moyenne de 6 MPa. En milieu glucose, les levures @rafit donc par fermentation

et nous avons estienun moduleE, en moyenne de 10 MPa ce qui est nettemenésapr aux deux
autres situations. Cependant, @pfa phase exponentielle de croissance en milieu glucose, les levures
passent par la transition diauxique et adopte @aimolisme essentiellement respiratoire sur le substrat
éthanol, avec une actigtmitochondriale pleinementégelopge. Or, nous avons congatdurant la
phase interradiaire, un moduld&, moyen de 7 MPa, similaira ceux estiras en phase exponentielle

en milieu lactate et galactose. D'&srces @sultats, on peut intuiter qu'une paroi moins rigide pour les
hauteschelles de @formation est caragtistique d'un nétabolisme respiratoire.

Dans les trois cas, le module, est en moyenne plus important en phase stationnaire. La moyenne est
identique pour les milieux galactose et lactate (14 MPa) et un peu plus faible pour les cultures en milieu
glucose (11 MPa). Lagpetabilitt des estimation de ce module en milieu lactate et galactosersugge

la mécanique de la paroi pour les hauté&satmation est &s proche dans les deux situations.

Figure 3.24: Distribution des modules de Young effectifs assoes aux hautesechelles de éformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synétique glucose:Distribution des modules de Young effectifs asgscaux
hautesechelles de gformationE, pour (a). la phase exponentiell¢b). la phase interriadiaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deugrges de mesures deatanique cellulaire en milieu minimum systifue glucose. La valeur moyenne
du module de Young effecti E , > est indiqie pour chaque phase.
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Figure 3.25: Distribution des modules de Young effectifs assoes aux hautestchelles de éformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synétique galactose:Distribution des modules de Young effectifs asgéscaux
hauteschelles de &formationE, pour(a). la phase exponentiell@)). la phase interiadiaire ef(c). la phase stationnaire, cor-
respondant aux deuxses de mesures deamanique cellulaire en milieu minimum syitigue galactose. La valeur moyenne
du module de Young effecté E , > est indiqee pour chaque phase.

Figure 3.26: Distribution des modules de Young effectifs assoes aux hautesechelles de éformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synétique lactate: Distribution des modules de Young effectifs asgscaux
hautesechelles de eformationE, pour(a). la phase exponentiell¢h). la phase interiadiaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deurges de mesures dearanique cellulaire en milieu minimum syétigue lactate. La valeur moyenne
du module de Young effecti E , > est indiqie pour chaque phase.
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3.6 Discussion

3.6.1 Commentaire sur la dif culté du travail expérimental

Il est important de souligner la dif cu#t du travail exprimental qui &&te meré au cours de cettedbe.

Il est important de gardea l'esprit que I'on considre des ex@riences longues, qui ont duplus de

100h du lancement de lagmulture jusqua l'arrét de I'enregistrement. Plus les cultures sont longues
plus des érives leesa I'echantillon eta la mesure sont susceptibles de survenir, introduisant une cer-
taine variabilie malge le fait que les conditions de croissance soient similaires. Lesriexges de
mécanique cellulaire regeiient une pEsence active et permanente de l'esmentateur, car la collecte

des courbes de forces n'est pas autorgatigour plusieurs raisons. La principale raiétamt que les cel-

lules de levureg&tant petites et non-adlrentes (compéesa des cellules mamngfes), il est Bcessaire

de centrer manuellement le levier AFM au-dessus de celle-ci pour pouvoir effectuer une mesure de force.
Si le levier n'est pas bien ceirsur la levure, celle-ci peut alors glisser hors de la surface d'appui du
levier. Aussi, I'AFM est un outil tes sensible et donc sugdifféerentes sources de perturbation (acous-
tique, thermique, pollution du levier). Au cours des erpnces AFM nous avons piede a des enreg-
istrementsa de tés faibles vitesses de compression allant jusqOnm/s. Pour ces enregistrements

a faible vitesse, nous avons obsedes érives dues au mouvement des levures sous le levier au cours
des enregistrements. Ces mouvements induisent des uctuations dans les courbes de forces qui seront
d'autant plus importantes dans latdrmination desé&tivées prengres et seconde. Pour ces raisons, ces
courbes de force n'ont p&de trai€es.

3.6.2 Les moales necaniques

En analysant les courbes de force, nous avons cé@msti& la relation entre la force et lemlacement du
levier ne suit pas une loi de puissance avec un exposant constant. Cela signi e @pense racanique

de la paroi des levures pour de faiblefarmations avec un levier plat ne peut ga® aborée en util-
isant des moeles de compression issus de ladhie des coques quiguisent un&volution de la force
linéaire pour les faiblesadormations (Couturier et al., 2022, Vella et al., 2012). Cela mageement
gue la eponse des levures ne peut @ae aborée avec un maele de Hertz-Sneddon pour lequel la
force varie en fonction du&placement du levier avec un exposant constant gpedd de la gonétrie

du levier. Pour aborder le type deponse racanique &£lé dans cette #se, il est Bcessaire d'utiliser
des moeles de compression de gvhsa paroiépaisse, monocouche ou bicouche, comme ifoir
Mercacde-Prieto et al. (MercatPrieto et al., 2013). Cependant, l'utilisation de tels gled recessite
une meilleure connaissance déegaisseur de la paroi des levures et de la taille de la cellule, autant
de pararetres que nous n'avons pas me&suici. Cela souligne l'importance de coupler les mesures
de mécaniques cellulaires avec des mesures de microscopie optique a&telenther les paraetres
geonetriques des levures au cours du processustiemation.

3.6.3 La mécanique de la paroi est affe@e par la dynamique de croissance

Comme nous l'avons conséentre les deuxésies de mesures en milieu minimum syatique glu-
cose, laéponse racanique des levures peut varier signi cativement d'une cukidtautre. Nous avons
constaé que la tension effective de la paroi lors de la secomdie sle mesurétait signi cativement
inférieurea celle estirge sur la prengire €rie. Cette variation pewtre due aux agtedents des lev-
ures avant I'ensemencement, notamneefegurétat dans la culture dans le milieu solide dont elles sont
extraites. En utilisant la prédure d'identi cation de la vitesse maximum de la pretiition pesenge
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dans le chapitre 2, nous avonstécé que, pour la secondérse de mesures @taniques, le taux de
croissance des levures au point d'in exiong((t )) était anormalement bas avec une valeur d'environ
0:23h ! compaé a celui que nous avions obsérpour les 10 autres enregistrements de la croissance
en milieu glucosea savoir0:28 0:01h ®. Les levures de la seconderi n'etaient donc pas dans le
mémeétat physiologique que celle de la premd €rie ces I'ensemencement. Cela s'est maniest
niveau de leur vitesse de prdifation et au niveau de leuréoanique cellulaire. L'approchegsenge
dans cette thse nous a permis détkcter une telle difrence.

3.6.4 La mecanique de la paroi entre les diférentes conditions de croissance

Nous avons obseévdes diferences globales entre les dients milieux de culture. Nous avons ob-
sené que la tension effective de la pagiait plus faible en milieu lactateudes distributions (toutes
phases regro@es) sont cendes autour d'environ 1N/m, qu'en milieu galactoseles distributions de

la tension effective sontatakes vers 1.2N/m. Pour les cultures en milieu glucose, les damiessde
mesures ne sont pagpetables commeétrit peécedemment. Si on devait se erla premére €rie de
mesures au cours de laquelle la croissance des levures est reproductible par rapport aux autres cultures
en glucose, on aurait alors une distribution de la tension effective de la par@eefegnviron 1.6N/m

ce qui est nettement sapeur aux deux cas @eedents. Si on reprend le tableau 3.% tite I'article

de Aguilar-Uscanda et al., les auteurs ont estlenfraction massique de la paroi sur la massehe de

la levurea 204  2:8% pour des levures en milieu CF glucose (le milieu CF est proche des milieux
synthetiques utili€s dans cette €se),16:4 2% pour le néme milieu en galactose 8.8 1:5% pour

des cultures en milieagthanol. En supposant que les levures en milieu lactate aient une composition de
leur paroi similairea celle en milielethanol (néme type de @tabolisme) et que les variations de la frac-
tion massique de la paroi soagalement obseees en milieu minimum synétique, alors il semblerait

gu'il y ait une corglation entre notre estimation de la tension effective et la fraction massique de la paroi
des levures. Plus la fraction massique est importante plus la tension effectiveeenestimportante.

Pour \éri er cette hypotlese, il sera@cessaire deeiterer les mesures degoanique cellulaire en milieu
glucose et deéitérer les rethodes de Aguilar-Uscanda et al. poétafminer la fraction massique de la
paroi cellulaire en milieu minimum syngtique glucose, galactose et lactate.

3.6.5 Une variation de la nécanique cellulairea travers les phases de croissance

Dans le chapitre 2, nous avons fait une systh des changements détabolisme qui surviennent au
cours des cultures de levures en milieu minimum sgtitfue glucose, galactose et lactate en faisant
ressortir les racanismes qui pourraient avoir un impact sur kcamique paroi cellulaire. Comme nous
I'avons vu, ces racanismes surviennenégeralement aps une situation de stress, la transition diaux-
ique pour les cellules en milieu glucose, etéé&pétion d'un nutriment essentialla culture pour les deux
autres conditions. Cespodes de stress cellulaire surviennent en n de phase exponentielle lorsque la
croissance commeneeralentir.

Variations des parametresZ _, , etdF=dZ  Lesdistributionsdes paratresZ , . etdF=dZ _

sont gereralement &s étakes. Dans un Bmeéchantillon, pour une &me phase de croissance, la
mécanique de la paroi dédfe beaucoup selon les individus. De nombreux facteurs peuvent expliquer
cette variabilié : pesence de celluleseres/ lles, nombre de cicatrices de divisidige de la cellule,
progression dans le cycle de division, etc.

En étudiant les parastres nécaniques, nous avons cependant rerm@adps tendances particelesa
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travers les diférentes phases de croissance. Pour les trois conditions de croissance, on observe globale-
ment une augmentation progressive de la profondeur d'indentation du point de changenésgitnge r

entre la phase exponentielle et stationnaire. Gmphene peuétre di a une augmentation progressive

de I'épaisseur de la paroi cellulaire au furaginesure que I'on se rapproche de la phase stationnaire.
L'exposant , et la tension de surface effectidé=dZ  se sontévelésétre des marqueurs importants
permettant de diffrencier la recanique des levures au cours destdéhtes phases de croissance :

* Unexposantmoyen , > de 2.35semble ass@a une croissance par respiration edblyuco@rese.

* Une tension effective moyenne de 1.1 N/m semble aés@acune croissance exponentielle la
glycolyse est empldse (milieu galactose et milieu glucose). La phase de croissance en milieu
lactate @ la reogluco@rese est dominante donne des levures dont la paroi a une tension effective
moyenne plus basse de 0.8N/m.

» En milieu galactose, les distributions permettent de distinguer deux sous-populatiobsseant
tour de ., = 1:8(cellules lles ?) et , 2:6 (cellules neres ?) en phase exponentielle. Les
levures de la sous-population ceérgren 1.8 voit leur exposant, augmenter progressivement en
phase interradiaire pour rejoindre 2.6 en phase stationnaire.

« Un exposant moyen entre 2.4 et 2.7 ass@cune tension de surface de l'ordre de 1.2-1.3 N/m
sont caradristiques de la phase stationnaire dans tous les milieux de croissanessltast cette
these.

 La tension de surface effective augmenéss ¢h prengre source de stress ( n de la phase expo-
nentielle). Ce renforcement est potentiellementadlactivation des voies d'irigrite de la paroi
en reaction au stress.

Les estimations les modules de Young effectifs pour de petites et gracdekes de eformations nous
ont permis de faire ressortir des comportements particuliers ételiffs en fonction deédchelleétudee.

Le module de Young effectif asso@ aux petitesechelles de éformation Pour les petites&formations,
les cultures en milieu glucose et galactosesgntent de nombreuses similitudes. Dans les deux cas,
on observe deux sous-populations de levures asssai des rigidies differentes qui sont peétre
repesentatives d'une sous-population de cellulr@pésentant une gtanique cellulaire diffrente des
cellules lles. Cette hypotbse est app@e par lagunion des deux sous-populations en une seule lorsque
les levures arrivent en phase stationnaing ¢tles arétent de se diviser). Pour ces deux milieux, on as-
sistea une diminution de la rigidét des levures en phase inté&dimaire (pour les deux sous-populations)
puisa une homogreisation des modulds; autour d'environ 0.3 MPa en phase stationnaire. En milieu
lactate, aux petiteschelles, la paroi cellulaire conserve sa rigiddut le long de la culture et on observe
gu'une seule population. En phase stationnaire de croissance, toutes les legseesgnt un module de
Young effectifE, similaire distrib@ autour de 0.3 MPa.

Au niveau du netabolisme, la diffrence la plus importante entre le milieu lactate et les deux autres
conditions de culture est que les levures doivettassairement recoudrla reogluco@nrese pour pro-
duire les constituants de la paroi en milieu lactate, alors qu'elles utilisent la glycolyse pour produire les
mémes constituants en milieu glucose et galactose. Ainsi, I'utilisation dedglaco@rése permettrait

aux levures de conserver une&aanique cellulaire similaire tout le long de la culture et invariablement
du stress cellulaire subit. Ce processus, agsoaine prolieration lente des levures, en permettant une
dynamique de formation lente de la paroi, pourégjalement expliquer une certaine horeagjte de la
mécanique des cellulesare et des cellules lles, ce qui expliquerait pourquoi nous n'observons qu'une
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seule sous-population en milieu lactate.

Au contraire, en utilisant la glycolyse, lagoanique des levures semblent &iéintes entre les cellules
meres et les cellules lles, et psentent une certaine sensiildaux situations de stress, telles que la
transition diauxique ou la&pletion d'un nutriment essentiel la culture. La voie de synéise des
précurseurs des constituants de la paroi serait donelament cé régissant la racanique cellulaire
aux faibles éformations. En phase stationnaire, de raemincependante des conditions de culture,
les levures adopterst priori un nmetabolisme de quiescence similaire et il n'est pamnant d'observer
qgue la neécanique de la paroi est distrioel autour d'une valeur similaire 0.3 MPa) pour les petites
deformations. A noter que I'on observe systatiquement une fraction de levuregggntant un module
E, entre 1 et 1.5 MPa en phase stationnaire. Ces valeurs correspandeatparoi en apparencesr
rigide, compae aux autres modules obsées, et pourraiétre assoéesa des levures dans w@iat de
quiescence plus avac Cette dermire sous-population est parti@dement importante en milieu glu-
cose et tes minoritaire en milieu galactose et lactate. Or, les mesuregdanigues cellulaires en phase
stationnaire en milieu glucose sont celles qui sont le plagrees temporellement du point d'in exion
de la croissance, compaaux autres cultures. Cela signi erait qu'il y aurait ugape sup@mentaire
de consolidation de la paroi cellulaire en fonction du tempséeasghase stationnaire.

Le module de Young effectif asso@ aux grandeschelles de éformation Pour les hautesadormations,

les observations diérent. Ce sont les cultures en milieu lactate et en milieu galactose @gerie le

plus de similitudes. Au niveau duétabolisme, le point commun entre ces deux cas est que les lev-
ures prolierent en utilisant la respiration et qu'elles ont une a@&iwititochondriale évelopge. Dans

les deux cas, le module de Young effectiffrandegchelle est bas en phase exponentielle (6 MPa dans
les deux cas) puis double en phase de transition (pour atteindre 12-13 MPa en moyenne). Puis celui-
ci augmentedgerement en phase stationnaire. En milieu glucose, @menmodule est important en
phase exponentielle (10 MPa en moyenne). Or au cours de la phase exponentielle de croissance en
glucose, l'activie mitochondriale des levures est indébpar la gpression catabolique du glucose et les
levures synthtisent I'ATP principalement par fermentation. De meariinéressante, lorsque les lev-

ures effectuent leur transition diauxique pour passer dans la phaseédtamme, celles-ci @veloppent

leur activié mitochondriale pour utiliser&thanol par respiration (@abolisme proche du milieu lac-
tate). Ce faisant, on observe une diminution importante de la igalik hautes&formations entre la
phase exponentielle et la phase stationnaire qui rejoint en moyenne celleéabpeuyr la phase expo-
nentielle en milieu lactate et galactose. Il semblerait donc que lorsque les cellules utilisent la respiration
pour syntletiser I'ATP, la rigidi€ de la paroi pour les hauteéfdrmations devient plus faible. Un mod-

ule effectif pour les hauteseformations distribé@ autour de 6-7 MPa apparaomme un marqueur du
métabolisme respiratoire. En phase stationnaire, on constatargtijuement une rigidi cation de la

paroi pour les grandexchelles de @formation, pour les trois conditions de culture. La valeur moyenne

du moduleE, est Epetable entre les milieux lactate et galactassavoir 14 MPa. Cette valeur semble
caracéristique de la phase stationnaire. En milieu glucose, cette valeur est plus faible (11 MPa) mais la
moyenne est probablement in uese par la érie ai les levuregtaient plus molles comme diséylus

haut.

La dynamique de la paroi cellulaire est differente selon |lechelle de @formation Ainsi, pour les

petiteséchelles de @formation, la recanique de la paroi semble fonction de la reamidont la levure
synthetise les pecurseurs des constituants de la paroi, soit paetaglucog@nese soit par la glycol-
yse. Pour les hauteschelles de @formations, la racanique de la paroi semble pluspgndante du
métabolismeenergtique, en fonction de si les levures syatibent I'ATP par respiration ou par fer-
mentation. Les propete mécanique de la paroi défe donc selon &chelle de dformation, ce qui est
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révelateur du fait que la paroi cellulaire des levures ne peuéprasaborée comme un milieu continu, il
s'agit d'un syseme multiéchelle. La nacanique des levures en milieu galactoseladevure adopte un
métabolisme bassimulta@ment sur la glycolyse et la respirationépente des similaés remarquables
avec soit le milieu glucose pour les petitahelles de éformations, soit le milieu lactate pour les hautes
échelles de @formation. Ce cas "hybride” nous a permis de dresser deélatbans importantes entre
le métabolisme et la #canique de la parai differenteschelles de @formation.

120



Chapitre 4

Methodes exgrimentales

Au cours de cette #se, nous avons @sené des esultats issus de deux égbries d'exgriences :
1. Des expriences de suivi de la croissance des levures en population.
2. Des exprience de microscopgeforce atomique sur cellule unique.

La mise en ceuvre et I'@cution de ces exgrimentations repose sur un ensemble ééodes exgrimentales
décrites dans ce chapitre. Dans un premier temps, nous aborderons l'aspect culture cellulaire. A travers
cette section, nous verrons (1) la pedare de pEparation des cultures de levure, (2) le eyst de
bioréacteur avec suivi de la deresibptique en ligne &velop@ au LOMA et (3) la proedure d'analyse

utilisée pour convertir les valeurs de deadptique en terme de biomasse.

Dans un second temps, nous aborderons les mesuregcnigue cellulaire. Nous @senterons (1)

la proédure de calibration de la mesure, (2) les c@mastiques des leviers utibs, (3) le protocole de
collection des courbes de forcesfilacement et (4) la pparation de Echantillon.

4.1 Methodes de culture cellulaire

Pourétudier la croissance des levures en population, il@stssairegunir les conditions pour permettre
aux levures de proldrer et de pouvoir mesuregélolution de la biomasse au cours du temps. Le but de
la culture cellulaire estgalement d'obtenir une quaritle levures suf sante pour pouvoialiser les
experiences de caraatisation nécanique. En adaptant les protocoles de culture cellulaire, notamment
au niveau de la @paration des milieux de culture, on peut conditionner la erardont les levures vont
proliférer en visant un type deatabolisme en particulier. Cette section couvre I'ensemble étisades
experimentales qui oré¢te employges pour obtenir les courbes de croissancesgmées dans le chapitre

2.

4.1.1 Preparation des cultures
4.1.1.1 Souche de levures

Dans cette thse, nous avons choisi le mald de levures.cerevisiaeLa souche de levures deference
utilisé ici est la souch@®Y4742 (WT) d'euroscarf (Winston et al., 1995). Cette soucledeelectionree
car elle dispose d'une banque de mutants importante, dont certainsgggptasentsa I''BGC .
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4.1.1.2 Milieux de culture

Diff érents milieux onete pepaés pourétudier la prolieration des levures dans difentes conditions
de nmetabolismeenergetique. La composition des milieux egalites dans le tableau 4.1.

Milieuriche Laformulation de base des milieux riches (YPL, YPD) (Atlas, 2010) repose sur l'utilisation
d'extrait de levures (Gibcdd") a teneur de 10 g/L, d&NH,),SO, (WMR) a teneur de 1.2g/L et de

KH ,P O4 ateneur de 1 g/L. Pour le milieu YPD, du glucose (WMR) est &@autauteur de 2g/L. Pour

le milieu YPL, le lactate est substé#au glucosa teneur de 2g/L et 1g/L de bactopeptone (GI¥cp

est ajoué a teneur de 1g/L. Pour les milieux solides (boite @iy, 2g/L d'agar (GibcoM ) est ajoud

dans le milieu YPD.

Milieu minimum synth étiqgue La formulation des milieux synétiques (MMS) repose sur l'utilisation

de YNB ("Yeast Nitrogen Base” Gibc¢d' ), un nelange de composition "coidiée” vendu sans acides
amires,a teneur de 1.75 g/L, d'hydrolysats de e (MERK)a teneur de 2 g/L, d€H ,P O; (WMR)
ateneurde 1 g/L etddNH ,4),SO, (WMR) ateneur de 5 g/L. Ce type de formulation est une adaptation
du milieu SD ("synthetic dextrose”) (Ausubel, 2003). Les milieux &t sysématiquement &tilisés

par autoclavage. Des acides agsna@nine (Sigma) 50 mg/L, uracile (Sigma) 20 mg/L, tryptophane
(Sigma) 20 mg/L) ltresa0:2m ontéte ajoues aux milieux minimums synéiques apes autoclavage.
Nous avons f@paé quatre variations du milieu minimum syetique en faisant varier la source de
carbone :

 Pour le milieu minimum syn#étique glucose (MMSG), nous avons a@@g/L de glucose (WMR).

» Pour le milieu minimum syn#tique galactose (MMSGal), nous avons agoRg/L de galactose
(Sigma-Aldrich).

» Pour le milieu minimum synitigue lactate (MMSL), nous avons ajéug/L de sodium-L-lactate
(Sigma-Aldrich).

* Pour le milieu minimum synitique sorbitol (MMSS), nous avons ajéug/L de sorbitol (WMR).
Sterilisation Les milieux riches et les milieux minimum syiitiques onéte sysématiquement au-
toclaves (Autoclaveur de table Systeckrig D) a une temprature de 120°C et une pression de 1 bar

pendant 20 minutes. Pour les milieux solides, la solution autéelavwensuitéte étake dans des boites
de Retri avant détre stock a 0°C.
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— Wmes _ Composton

Milieu riche glucose Glucose 2% KH ;P 04 0,1% ;(NH4)»,S0O4 0,12%;
YPD Extraits de levure 1%
Milieu riche lactate Lactate 2% KH ,P O4 0.1%;(NH 4)>,S0O, 0.12%,;
YPL Extraits de levure 1%; Bactopeptone 1%
. . Lactate 2% KH ,P O, 0,1%;(NH4),SO, 0,5%;
sMrl:;(kaéutimllre"rlgzgte Hydrolysats de casne 0,2% ; YNB 0,175% ;
y MI(\:I/ISL Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%
pH 5,5 avec le NaOH
Milieu minimum Glucose 2% KH ,P 04 0,1% ;(NH4),S0O4 0,5%;
syntletique glucose Hydrolysats de cdsne 0,2% ; YNB 0,175%
MMSG Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%
Milieu minimum Sorbitol 1.98% KH ,P O, 0,1% ;(NH4),SO4 0,5%;
synttetique sorbitol Hydrolysats de casne 0,2% ; YNB 0,175%
MMSS Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%
Milieu minimum Galactose 2% KH ,P 04 0,1% ;(NH 4)>,S0O,4 0,5%;
synthetique galactos Hydrolysats de casne 0,2% ; YNB 0,175%
MMSGal Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%

Table 4.1: Composition des milieux de culture utilis. Les pourcentages régente des rapports massiqued% = 1g=L) .

4.1.1.3 Culture en milieu solide

Pour stocker les levures au LOMA, les levures@atensemerées dans un milieu solide YPD. Une sus-
pension d'environ deux CFUs (ugiformant colonie) dans du milieu minimum syetigue glucose est
vortexee pendant 30s avantadieétake sur le gel d'YPD en utilisant un embout de pipette P108fist
Les boites de &tri sont ensuite pla@aes dans un incubatear30°C pendant 48h. Pa&sscette priode
d'incubation, les boites degtri sont plaées aué&frigerateur (0°C) pour une conservation proléag

4.1.1.4 Peculture en milieu liquide

Pour toutes les exgriences de culture cellulaire ggenés dans cette #se, unettape de @culture a
ete realige pealablemena leur ensemencement dans le bamteur. Les levures sont extraites d'une
culture en milieu solide telle queadrite ci-dessus. Equivalent d'environ deux urés formant colonie
sont pelewees avec unane de pipette P1000, avanétfe nelang dans 4 mL d'un milieu identiqua
celui de la culture en bi@acteur, dans un tube Falcon 50 mL. Laquilture est vortede pendant 30s
avant détre misea incuber dans un bain-marie @i 30°C pendant uneépiode de 12h pour les mi-
lieux glucose et 24h pour les milieux lactate et galactose. Pourdtenttétat des levures au cours de
la preculture, la dengit optiquea 600nm est mesée avec un spectrophotetne (Shimadzu UV-3600)

a I'ensemencement et l'arrét de la peculture. Avant chaque mesure, l@&pulture est homamgeise
par vortexage pendant 30 seconde®100 rpm. Les f@cultures ainsi que les mesures au spectropho-
tometre sont eali€es en triplica pour favoriser l@petabilitt des expriences de croissance des levures
en biogacteur.
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4.1.1.5 Lancementde la culture en bicggacteur

En se servant de la mesure de la dénsiptiquea 600nm en n de peculture, un certain volume
de peculture est @lewe pourétre ensememgcdans 50mL de milieu de culture directement dans le
bioréacteur (bouteille de 50mL) pour atteindre une concentration de levure de 0.052 g/L deeuhsse s
correspondard une densé optique de 0.12. Commedrit dans la sous-section 4.1.2, le @acteur est
installe sur un plateaa agitation orbitale (150rpm) et I'oxy@ation de la culture est laea@ans un dlai

de 10 minutes apss I'ensemencement. La culture en Biacteur est effecéea tempgrature ambiante.

4.1.2 Bioreacteur avec suivi de la prolieration en ligne
4.1.2.1 Les diferents types de bioeacteurs

Les proprétes des sysimes biologiqueévoluent au cours du temps et au cours deg€egpces. Pour
travailler avec des sysines biologiques, il est donécessaire @&tre en mesure de suivre cedtelution.
Ceci requiert d'identi er un criérea suivre et d'avoila sa disposition I'outil pour le mesurer. En ce qui
concerne les levures, le meilleur indicateur de lewnlution (on parlera dtat physiologique) est la
phase de croissance dans laquelle elles se trouvent. Pour identi er cette phase de croissance, il est
nécessaire de&velopper un systme permettant de suivre la croissance de la population (aussedppel
prolifération) des levures au cours du temps. Ceciéadie en biologie par I'emploi de biéacteurs qui
integrent des sysmes de mesure (optiquelectronique ou massique) de la biomasse ésgmtative du
nombre de levures) au cours du temps.

Dans cette section, nous proposons un montage d'ugdtteur avec suivi de la prdifation en temps
reel, cevelopge et mis en place au LOMA pour couvrir nos besoinsésipentaux. Ce sysime se ra-
joutea la grande vaéite de biogacteurs de tout&shelles écrits dans la ligrature.

Les caégories de bidracteurs peuverdtre regroupes en fonction de lewachelle de taille A la plus
petiteéchelle, les microbi@acteurs accueillent des volumes de culturesriafiresa 1 mL et leur fonc-
tionnement repose sur la conception de circuits micro uidiques §Bpér et al., 2009). Ensuite, les
minibioréacteurs sont pe@és pour des cultures de volume allant da 50 mL. Il existe une grande
variete de designs pour ce type de gymes (Betts and Baganz, 2006). En n, les macroémncteurs
accueillent des volumes de cultures de&igursa 0.5 L litre. lls sont tes utili€sa I'échelle d'essai
dans les laboratoires ou en temps que pitok@&chelle industrielle (Tikhomirova et al., 2018).

Pour concevoir un bi@acteur, il est doncatessaire de bien positionner son ey dans cet ensemble
en fonction du besoin auquel il dokpondre. Chaque type de biaicteur pesente des avantages et des
inconwenients propres et il estimportant de bien cotredes systmes existants pour faire les meilleurs
compromis. Le tableau 4.2sume les caragtistiques importantes de chaque type dedsoteurs.

Les microbioréacteurs Les microbioeacteurs permettent déaliser des cultures dans des volumes
tres faibles, infrieurs au mL. La chambre de culture eségige dans une puce micro uidique fab-
riquée le plus souvent en PDSMS ou en PMMA. Lutilisation des micr@aoteurs offre de nombreux
avantages. Cette approche est avantageuse en terme8tdearcelle @cessite peu de n&tel et de
réactif (en quant@) pour le lancement d'une culture. L'approche micro uidique offgalement une
grande libe de conception pouepondre ef cacemerd differents enjeux eXgszimentaux (Adler et al.,
2012, Cho et al., 2007, Groisman et al., 2005, Polinkovsky et al., 2009).aDeisr petite taille, les
microbio©acteurs peuvent facileme@tre instalés sur des microscopes a n de faire des acquisitions
d'imagesa haute &solution en tempseel. Cependant, la fabrication de microcircuits uidiques ainsi
gue les pompes de@xision (g@ristaltiques , s@nddes ,a pression) peuvent reggenter un dat impor-
tant. De plus le ralange (I'agitation) de la culture est d'autant plus dif cile que la taille du eyst est
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petite. Les nombres de Reynolds correspondantaoxlements dans les circuits micro uidiques sont
faibles et il est dif cile d'atteindre deségimes turbulents favorables auxlanges. Lesépercussions
de ce prol#¢me sont la @sence d'inhomaogréités dans lagpartition de I'oxygne, du substrat et du pH
ainsi que de la tengrature dans la chambre de culture. D'autres inéaients d'utiliser des circuits
micro uidigues en PDMS : (1) la pergabilitt des gaz, (2) la diffusion de n@mlulesa travers la paroi
de PDMS, (3) levaporation et (4) la gestion des bulles dans le circuit.

En ce qui concerne le suivi des parmtnes de culture dans les microtiacteurs, le faible volume de
travail ne permet pas de faire de€levements. |l est doncaeessaire de mettre en place desesysts
de mesures en ligne. Ces capteurs peuednat optique olelectrochimique. Cependant les capteurs
optiques sont g@ferables, car ils sont non-invasifs eépentent plus de simpliéitd'intégration dans le
syseme de micro uidique. Pour le suivi de la prdifation des levures, la mesure la plus comémant
faite est une mesure optique de I'absorbance de (toute) la culthiceades bres optiques branébs
directement sur la chambre humide. Les techniques les plu€aslisour dtecter les variations de pH
et de I'oxygene dissous reposent sur des capteurs uorescentggfehet al., 2009).

Les minibioréacteurs Les minibioacteurs concernent les sistes avec un volume de travail de
I'ordre du mL. Il existe une grande vété de minibiogacteurs.

La technique la plus utilese consiste employer des asques (tubes, erlenmeyer) avec une agitation
orbitale ou lireaire. Il s'agit de la rathode la plusconomique pour mener une culture féen(dite

"en batch”), car elle neé&cessite que du mi&iel commun en laboratoire et peuiteux. Pour de tels
sysemes, la quantit de micro-organismes est souvent suivie par des mesures optiqué&tedempents
reguliers, bien qu'il soit possible d'iegrer des systnes de mesures optiques en ligne. Les asques
agittes pesentent l'incongnient d'avoir une surface deaation moindre compéae aux biogacteurs

a chambre agile par turbine. De plus, le fait d'utiliser un sgste d'agitation externe est souvent
déefavorablea l'intégration de sysime de mesure en ligne.

Les microplaques soigalement une cagjorie de minibiogacteur. Les microplaques sont des structures
en plastigue comprenant plusieugsies de puits de faible volume. lIs s'agit de l'outiEidl pour éaliser

un grand nombre de cultures en pagkdl Comme les asques agés, la surface d'oxyanation est lim-
itante. De plus, les microplaques souffrent de pealds devaporation dues au faible volume de travalil
dans chaque puits, ainsi gu'un risque de cross-contamination entre Eeuiff puits. En n, I'agitation
des microplagues doiégeralementétre stoppe avant chaque mesure ce qui a la égagnce de provo-
quer des afirations des transferts de masse dans la cudtiméervalle egulier. Les microplaques sont
aussi dif cilement utilisables autrement qu'en culture fé&en car il serait @cessaire d'installer des cir-
cuits uidiques individuels pour chaque puits.

Les biokacteurs chambre agite miniature ("MSBRSs”) accueillent des volumes de travail intstiaire
entre ceux utiliés pour les microplaques et ceux uékspour les asques a@ies. Ces systnes sont
les imitations miniatures des b&acteursa échelle du laboratoire ce qui leur offre un fort potentiel
d'intégration avec des syshes de mesures en ligne (Sonde optiqeeivdtion uidique...). Lelément
central de ce type de bieacteur est la chambre de culture dont lesémiatix de construction peuvent
varier selon la conception (Achinas et al., 2020). Cette chambre de culture estéalggi€e de
I'int érieur gacea des turbines, et oxggee avec des syamnes de bullages, pour maximiser les transferts
d'oxygene.

En n, il existe également de€acteurs miniatures colonnes bulles @ le barbotage de I'alimentation
en oxygene joueegalement ledle d'agitateur. Les avantages de ce type de montage sont un transport
d'oxygene optimal, la paralisation ainsi que la possibititde faire des mesures optiques sanstarr
I'agitation (Betts and Baganz, 2006).
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Les macro-bioréacteurs Les macro-biogacteurs, ou bi@acteura I'échelle du laboratoire, peuvent
accueillir des volumes de travail plus ou moins importants selon s'ils sonégtilides ns de recherche
ou a I'échelle pilote dans l'industrie. Comme les minil@acteurs, il en existe de nombreux designs. |l
existe des bid@racteurs en tubes ou en colonnes uitilises notamment dans les cultures de micro algues.
Cependant, les biéacteurs le plus emplég restent les biéacteursa chambre agite. La chambre de
culture de ces bi@acteurs est le plus souvent fabigLen verre, en inox ou en plastique (Bacteura
usage unique). La plupart des hdacteurs cetteéchelle sont des produits commerciaux quegrent
des systmes de mesures en ligne dans leur conception pour suivre lesedif paraetres de culture
(notamment avec des sondes) (Tikhomirova et al., 20A8).eéchelle d'un laboratoire, le €& de ces
sysemes ainsi que celui de chaque culture est important. De plus, plus le volume d'éadvéur
est grand, plus I'hnomagyeite et les gradients (de pH, d'oxgge, de substrat, de cellules...) vétte

dif ciles a matriser (Nadal-Rey et al., 2021).

Positionnement Dans cette section, nous allongpenter le bigacteur que j'ai concu au LOMA. I
appartienta la caégorie des minibidracteurs, car il accueille un volume de culture de 50mL. Comme
un bioeacteura chambre agi, notre sysgme est comp@sd'une chambre de culture cloisd@® par
bouchon uidique qui permet l'irgégration du bicgacteur avec des sgshes de mesures en ligne et
autres @rivations uidiques. Contrairement aux b@&acteursa chambre agite classiques, l'agitation
dans notre systne se fait par recirculation de la culture est externe, asquar un plateaa agitation
orbitale. L'oxygenation se fait par barbotage d'air pour maximiser les transferts déme/glLa partie
humide du bioeacteur est coupé avec un systne de mesure de l'absorbance en ligne quiGseule

dans une chambré&paée. Ceporter la mesure dans une chambre optique offre I'avantage de ee@as
affecé par l'agitation et le bullage dans le bearcteur. La chambre optique a un volumeeitdura 1

mL et elle est coug@ea la partie humide grcea destlements standards de micro uidique.

La salle d'exg@rimentation dans laquelle se situe le eyst a Bré cié d'importants investissements
pour maintenir stables les conditions de témgture, d'&ration et d'hydroratrie. Sachant qu'un des
objectifs du sysgtme dabcrit ici est d'offrir un contdle de I'état de levures au cours d'eéxences de mi-
croscopie optique et @tanique qui seatouleront en parale , nous avons fait le compromis de laisser

le bioréacteura une temprature ambiante de 23°€la place de se placarla temgrature optimale de
croissance, qui est autour de 30°C pour les levures. Ce compromis permet plus de souplesse dans la
manipulation de Bchantillon, car celui-ci ne subit aucun stress thermique lors de son transfert vers les
autres instruments de mesure. Le fait d'effectuer la culture dans des conditi@srexutales proche

de celles des microscopes regghlement le conbte plus robuste.

Notre syséme offre en n un avantage en termes dét;oar il est essentiellement compatéquipement

de laboratoire standaml faible cait, des connecteurs micro uidiques standards et de composants op-
tiques simples. Leslements c@teux se limitent la canéra et la cuve de spectroscopie .

Pour Esumer, le montage @sené dans ce chapitre se positionne entre un mingaoteurs et micro-
bioreacteurs. Il offre les avantages dditet de simplicié de mise en ceuvre d'un minib&acteur et

la nesse de mesure d'un microbiegicteur giice au couplage avec la chambre optique. Dans un pre-
mier temps j'aborderai la partie humide du montage, cgedire tous leléments dont la fonction est
d'assurer le bon&roulement de la croissance des levures. Dans un second tem@geliepberai sur la
partie £che du montage, erédrivant tous le€léments impligés dans la mesure optique ainsi que la
méthode pour calculer la densibptique et la biomasse.
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| Echelle | | Microbioréacteurs | Minibioréacteurs | Macrobiogacteurs |
| Volume | | <1imL | 1mLa50mL | >0.5L |
MICTODOMDES Pompe gristaltique
Agitation Sysemes Pompe p risteE)Iti ue Agitation orbitale Turbine, Barbotage
Pe R g Turbine, Barbotage
Homogereité
Transferts -- ++ -
de masse
Suivi Concentration En ligne Par pelev_ements En ligne
de levures ou en ligne
pH En ligne Par pelevgments En ligne
ou en ligne
. Par pElevements .
Oxygene En ligne ou en ligne En ligne
| Matériaux | | PMMA, PDMS | Verre, Plastique, Inox| Verre, Plastique, Inox |
| Cout | Construction | + | - | ++ |
| | Fonctionnement -- | - | + |
. Betts and Baganz 2006Tikhomirova et al. 201
Reference Sctipper et al. 200% Achinas et al. 2020 | Nadal-Rey et al. 20217

Table 4.2: Caractéristiques des diferents types de biogéacteur.

4.1.2.2 Partie humide

La gure 4.1 cecrit les diferentsélements constituant la partie humide du Becteur. La chambre de
culture, que l'on identi era par la suite par lI'annotati@}, est compos d'un reservoir (la chambre)
fermé par un bouchon uidique. Ce bouchon uidique constitue l'interface entre la culture et le reste du
montage. |l est directement relh la pompe pristaltiqueP qui occupe undle central dans le syaine

en permettant la circulation de la culture entre la chambre de culiued la chambre optiqu€,y: ou

sera effectae la mesure.
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Figure 4.1: Représentation en briques fonctionnelles du montage de la partie humidelLa partie humide est compes
d'une chambre de cultur@y, et d'une chambre optiqu€,p:. La circulation de la culture entre les deux chambres esté&ssur
par la pompe @ristaltiqueP . La chambre de cultur€;, est un ensemble compmde diferentes sous-parties qui permettent le
fonctionnement du bi@acteur et son iBgration en &rie avec la chambre optique.

Le réacteur Le reacteur est compedd'un reservoir ( gure 4.2.A) et d'un bouchon uidique ( gure
4.2.B).

Le réservoir est compésd'une bouteille de laboratoire de 100 mL. Le bouchon uidique est un bou-
chon GL45 standard, autoclavable, quta usire pour permettre le passage de tubes de eligal/16”

a l'intérieur de la bouteille de laboratoire. Cing taraudages 1/47-28 UNE#®Bntali€s dans le bou-

chon GL45 par le service @eanique du LOMA pour permettre de visser des connecteurs standards de
micro uidiques. Le bouchon uidique usiadispose de 5 ertes/sorties uidiques :

» La sortie vers la boucle de recirculation, are®€C;,; ; et identi able au connecteur vert. Le
connecteur accueille un tube plongeant dans la culture guégsgement branéha la pompe
péristaltiqueP. La culture est pomge hors du&servoir pourétre achemi@e vers la chambre
optiqueCyp:. La culture est ensuit&injecée dans le@servoira travers I'entee depuis la boucle
de recirculation, annéeC,,; » et identi able au connecteur bleu foacLa hauteur de |'exémite
du tube d'entee dans leaservoir est sugrieurea celle du tube de sortie pour maximiser lelenge
de la culture.

» L'entrée d'oxygene, anndie C;, et identi able au connecteur noir. Le connecteur accueille un
tube plongeant dans la culture qui églalement bran&@a une pompe air (pompe d'aquarium)
Po,. L'oxygene est insufé dans le biggacteur par bullage pour maximiser la diffusion d'ozpeg.

La hauteur de I'ex&mite du tube d'oxy@nation dans leaservoir est sugrieurea celle du tube de
sortie vers la boucle de recirculation pour limiter |l&gence de bulles dans la chambre optique.

 La sortie pour pelevement, année Cy; et identi able au connecteur bleu clair. Le connecteur
accueille un tube plongeant dans la culture qui @ete brancha une pompe gristaltique.

 Le connecteur ded&vent, annd C,4 et identi able au connecteur noir de forme hexagonale (en-
tourée en rouge sur la gure 4.2).B. Ce connecteur permetddsnges gazeux entre l'arteur et
I'extérieur du eservoir. Aucun tube plongeant ne passe par ce connecteur.
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Figure 4.2: Photographie legendee du réservoir et du bouchon uidique GL45 usiné de la chambre humide Cy) : A.
Le reservoir de la chambre humide est con@daine bouteille de laboratoire de 100 mL dont le bouchon GL&®aisire
pour le passage de tuyaux plongeants dans le milieu de cultBrele bouchon GL45 duéservoir a&te usiré pour avoir 5
entiees/sorties uidiquesé&cessairea la culture des levures atleur suivi. La sorti€C; ; et I'entréeCyy 2 sont impligiees
dans la boucle de recirculation. L'ea&Cy, insuf e de l'oxygene dans le bi@acteur. La sorti€},3 est positionée sur le
circuit de pélevement de la culture hors du béacteur. L'entee/sortieCy 4 permet deechanges gazeux avec l'atmosph
pour maintenir une pression constante dans lechicteur.

Figure 4.3: Photographie legendee du syseme d'agitation : Le réservoirCy, est xé sur un plateaa agitation orbitale DLab
SK-0330-Pro &gk sur une vitesse de rotation de 150 rpm.
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L'agitation  L'agitation du eservoir est assée par un plateaa agitation orbitale (voir gure 4.3. La
vitesse de rotation@te x éea 150 rotations par minute, ce qui convient pour garder un milieu de culture
homogene.

La recirculation La gure 4.4 montre une photographiegden@e de la boucle de recirculation. Sur
cette image on retrouve la chambre de culture avec les conne€igurset Cy; », la chambre optique
Copt @insi que la pompe@istaltiqueP. Ces troiselements sont connées par des tuyaux en silicone
de 4 mm de diamtre interne. Le sens de circulation de la culture est ir@jpar des eches bleues.
La pompe gristaltiqueP fonctionne avec un sysine de galets qui compressent les tuyaux poeercr
un cebit. Cela permet de "brancher” un tuyada pompe sans ouvrir le sgshe, ce qui constitue une
séecurii vis-a-vis des contaminations. Durant la culture la porRp@nctionnea environ 22 rpm ce qui
correspond un cebit de 4,5 mL/min. Ceé&bit aété étudié pour Epondrea plusieurs objectifs :

 assurer un renouvellement du milieu de culture dans la cuve optique suf samment rapide. Sachant
gue la cuve optique fait environ 300 , le contenu de la cuve est renowenterement toutes les
4s.

* ne pas user les tubes en silicone pour une utilisation continue durant plusieurs jours.

Lorsque la cuve est plée verticalement dans la cage optique, l'injection se fait de bas en haut, contre le
sens de la gravét Cela permet #vacuation rapide des bulles qui parviennent accidentellement dans les
tuyaux.

Figure 4.4: Photographie legencee de la boucle de recirculation entre la chambre humide et la chambre optiquéCq, 1

; Ch1 2 Copt) : La pompe gristaltiqueP pompe le milieu de culture hors de la chambre de cul@ygour l'injecter dans
la chambre optiqu€, . Par les rdmes forces de pression, la culturélprée est ensuitetinjecée dans la chambre humide.
Les eches bleus indiquent le sens de circulation dans les tuyaux.

L'oxyg eénation La culture est oxygrée par barbotage d'air. Comme le montre la photogragigieriée
4.5, la pompe d'aquariufo, insuf e de I'air dans la chambre de culture. L'air passe par un ltre de 0,2

m pour garantir la &trilité de la culture. Une vanne d'@traégalemenéte pla&e sur le circuit pour
permettre de couper l'arrde d'oxygene.
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Figure 4.5: Photographie legendee du circuit d'oxygénation de la chambre humide Cp,) : La pompePg, assure la
circulation de l'aira travers un ltre de 0,2 m jusqua la chambre de culture. Une vannéta instalke sur le circuit pour
laisser la possibiléa I'utilisateur de couper l'arrige d'air. L'oxygénation se fait par bullage d'air. Legches bleues indiquent
le sens de circulation dans les tuyaux.

Le syseme de peélevement Le syseme de bicgacteur écrit dans ce chapitre &é developg@ pour

contller |'état de proliération de levures au cours d'éqpences de microcopie. Il est doneagessaire
gu'un syseme de pelevement soit irége pour pélever unéchantillon de culture dans wtat connu

avant de lancer les egpences de microscopie. |l égjalement @cessaire que le cobte de la culture se
poursuive apEs le pelevement, en paralle des ex@riences de microscopie. Le syste de pelevement

ne doit donc pas risquer de contaminer la culture. La gure 4.6 contient une photogregéietle du

syseme de pelevement. Le tuyau de pievement peugtre conne&@a une pompe gristaltique comme
la pompe pristaltique de paillasse gsené sur la photographie ou sur la pompeen cours de culture.
Lorsque aucun @evement n'est en cours, la vanne d&rbrancke sur le circuit est maintenue fezm

pour éviter la circulation d'air non Ité dans le biggacteur. En gréral, un faible volume de culture (

1 mL) est requis pour effectuer les @tgnces de microscopies.

L' évent A n que le bullage n'engendre pas une augmentation de la pression dans éadieur, un
syseme dévent aéte mis en place pour permettre keshanges gazeux avec I'éxieur du sysme. Un
Itre de 0,2 m aété pla@a l'extremite de I'évent pour assurer lagstlité de la chambre culture pour les
gaz entrants.

La méme entee est utilie pour injecter le milieu de culture dans la chambre de culture desneani
sterile. Comme on peut le voir sur la gure 4.7, une pomgeigtaltique de paillasse est utéis pour
injecter le milieu de cultura travers un Itre 0,2 m. Cette stragie permet de garantir lagstlité au
cours de 'ensemencement.
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Figure 4.6: Photographie legencte du circuit de prelevement de la chambre humide €y3) : La pompe gristaltique de
paillasse peleve la culture pour I'acheminer dans un tube delgarement. Une vanne d'@trmaintient le circuit de @levement
fermé lorsqu'il n'est pas en cours d'utilisation. Legches bleus indiquent le sens de circulation dans les tuyaux.

Figure 4.7: Photographie Egencte du syseme dévent/d'injection du milieu de la chambre humide Cp4) : Le syseme
d'évent assure legchanges gazeux travers un ltre de 0,2 m pour maintenir la pression constante dans la chambre de
culture. Ce circuit estgalement utilié pour injecter de maere sérile le milieu de culture dans le biescteur au moment de
I'ensemencement. Leseches bleues indiquent le sens de circulation dans les tuyaux.
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Procedure de sérilisation La proc&dure de &rilisation de la partie humide est un protocole qui a non
seulemenété tesée et optimige mais qui &galement in & sur le choix des composants du Biacteur.
Apres avoirete nettoy au savon @sinfectant (Suma Star D&%0) puis rin@ a I'eau milli-Q, I'ensemble

du bioeacteur, exception faite des Itres et de la cuve optique, est autoplavmonéa 121°C. Tous les
composants de la partie humide (tuyaux emm et en silicone, connecteur uidique, bouchon GL45,
vannes...) onéte <£lectionres pour todrer l'autoclavage. Le branchement des ltres, le branchement
des tuyaux sur la cuve ainsi que I'ensemencementéeuient dans des conditions€stes sous la
PSM . Gace au sysime dévent ecrit dans la section 4.1.2.2, toute la prdare de mise en route
du bioeacteur se&roule sans ouvrir legservoir.

4.1.2.3 Partie gche

La gure 4.8 piesente les difirents2lements impligés dans la partieeshe du sysime, c'esta-dire tous
les élements impligés dans la mesure de l'interssiumineuse qui passetravers la chambre optique
Copt- NoOtre montage peugtre cecompog en sous-parties :

Une source lumineuse. Ici, il s'agit d'une LED blanche dont la lereiest ltréea 600 nm.

Une partie opto-racanique qui contient lédéments Bcessaires au maintien dédhantillon sur
le circuit optique et la focalisation du faisceau lumineux sur le capteur.

Une partie optclectroniqgue comp@e exclusivement d'un capteur CMOSéaire.

Un syseme d'acquisition constiud'un ordinateur et de la programmation python pour piloter la
canera lintaire et @rer I'enregistrement des doees du capteur CMOS.

Figure 4.8: Représentation en briques fonctionnelles du montage de la partieshe (optique) :Le montage optique utilés
pour suivre la croissance des levures est comptisne source lumineuse, d'une partie optéaanique, d'une partie opto-
électronique ainsi que d'un syshe d'acquisition. Chaque partie est conggd'un ensemble de nétels requis pour assurer
leur fonction.

Le montage optique Le sclema du montage optique ainsi qu'une photographie du montage sont
présengés dans la gure 4.9. La mesure de linteésie la lumere est galige en transmission. La
lumiere esttmise par une LED blanche dont l'interésipeutétre €glee. Cette source egfjalement
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équigee d'un diaphragme et d'une lentille de collimation qui permettentédger la largeur du fais-
ceau lumineux. Un ltre passe-bandeaété rajout a l'extrémité de la source. Ce Itra 600 nm

40 nm aété utilise pour reproduire les conditions de mesure @és classiquement en biologie avec
un spectrophotoetre. Le faisceau lumineux pasadravers la chambre optique qui est une cuve de
spectroscopie avec un trajet optique de 1 nirl(F™ du trajet optique des cuves de spectroscopies
classiques).

Cette cuve est pl@&e dans une cage optique quieigte des masques de chaqdteae la cuve pour
bloquer la lumere geriphérique. Les diférentsélements qui composent la cage optique soasenés
dans la gure 4.10. Pour maintenir les difentseléments de la cage optique ensembles et afignous
avons utili€ une cage optique de 30x30 mSPT1/M Thorlabs). Cette cage accueille quatre tiges de
6 mm de diaretre qui vont servir de rails. Les masques souplegtimprimés en 3D par mes soins
dans un matriau souple sous les conseils de lamjeur £bastien Cassagre du servicélectronique et
instrumentation du LOMA.. Les quatre trous de 6 mm de diismpermettent le montage des masques
sur les rails. Le passage de la lam@ est limié par un rectangle de 32 x 8 mm. En n la chambre optique
est I'element central de la cage optique. Il s'agit d'une caviaces optiques avec egdr et sortie en
verre. Les ex@mites uidiques épassent hors du cadre de la cage pour y brancher les tuyaux.

Apres son passagetravers la cage optique, le faisceau lumineux est en n foealis le capteur ligaire
CMOS giacea une lentille de focalisation semi-cylindrique. L'utilisation de cette lentille permet de
maximiser la lumere qui arrive sur le capteur CMOS.

Figure 4.9: Schema et photographie du montage optique : ASchema Egen@ du montage optique. La LED blanche
émet un faisceau lumineux dont la largeur pete €glee par I'utilisation d'un diaphragme. Le faisceau est colliengér une
lentille. La lumiere passe ensuitetravers un ltre passe-ban@600 nm. La lumére en griphérie de la cuve de spectroscopie
est masgée (voir gure 4.10). La lumgre passea travers lechantillon est en n focalise sur un capteur CMOS 1D par une
lentille semi-cylindriqueB. Photographie du montage optique correspondant.
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Figure 4.10: Photographie egendee des difErentes parties de la cage optique La cage optique est comgasd'une cage
de 30x30 mm (SPT1/M Thorlabsgquigge de rails qui vont permettre I'alignement deséhiéints composants du montage dans
l'ordre gurant sur la photographie. Les masques @@tfabrigies par mes soins au LOMA par impression 3D (eratisouple).

lls occupent la double-fonction d'obstruer le passage de ladem@riphériquea la chambre optiqu€op: tout en permettant
I'alignement vertical et horizontal de la cuve dans ce support.

L'intensit & La mesure effectee par le capteur CMOS est une mesure d'inténditintensie est une
valeur arbitraire en nombre de bits qui traduit la quéndi¢ lumere recue par chaque pixel du capteur
CMOS. Cette intensit est comprise entre un seuil de saturation aa-daljuel le capteur n'enregistre
plus, et un seuil minimum qui correspond au biléctronique du capteur. Lintensitnesuee cepend
également du temps d'iafjration de la caéra qui correspond au temps durant lequel I'obturateur reste
ouvert et durant lequel les photons arrivent sur le capteur.

Dans cette section, nous allonspenter la mesure effeé par le capteur CMOS ainsi que notre
procedure pour confiler la mesure d'intengt

Le pro | d'intensit & spatial Le capteur CMOS est un capteurdaire, c'esta-dire qu'il enregistre
l'intensité recue sur une barrette de 2048 capteurs (pixels). Ainsi, il est possible de tracer léntensit
mesuee par chaque pixel en fonction de l'indice du pixel (da 2048). En connaissant la taille de
chaque pixel qui est de 14m il est possible de tracer le pro | spatial de l'intersit_es pro Is spatiaux

tels gu'enregists par le capteur lgaire dans diffrentes con gurations du montage optique sontédsac

sur le graphique D de la gure 4.11.

Nous avongtudg I'évolution du pro | spatial dans quatre con gurations optiquesétites :

» Dans la premare con guration, toute la partie opto@oanique se limita la lentille de focalisation
juste avant la cagra. La cage optique&te enleee du chemin optique comme on peut le voir sur
la photographie A. de la gure 4.11. Le pro | spatial correspondartette situation est traen
bleu (legen@ "Air”).

» Dans la seconde con guration, la cage optique sans la cwate ajoute (photographie B.). Le
pro | spatial correspondant @t tra@ en orange fgen@ "Cage”).
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» Dans la troistme et la quateme con guration, la cuve até ajouée puis elle &te remplie d'eau
milli-Q (photographie C.). Le pro| spatial correspondamia cuve sans eau est teaen jaune
(legen@ "Cage+Cuve”) et celui correspondanta cuve remplie d'eau milli-Q est traen violet
(legen@ "Cage+Cuve+Eau”)

Ces pro Is spatiaux ont tous une forme en cloche avec un maximum d'inéesrsiegis& pour les pixels
d'indices environnant 1000. &talement de la clochee@end de la largeur du faisceau. Pour le pro |
d'intensite spatial sur I'air (bleu), on observe que c'est celui qui atteint l'inténsitplus haute dans ces
conditions de mesure. Vu qu'il n'y a pas la cage optique, il n'y a pas non plus les masques, donc la
I'intensité maximale du faisceau lumine@xnis par la source parvient sur le capteur.

Lorsqu'on installe la cage optique (t&orange), on voit que le maximum d'intergsie la cloche est
moindre. Cela estidau fait que la lumére geriphérique aéte masqeée. De plus, on peut observer que la
"cloche” du pro | spatial est moingtake, car I'utilisation des masques a diménla largeur du faisceau
parvenant jusqu'au capteur.

Lorsque I'on installe la cuve sans eau (jaune), on observe de nouveau une diminution de Ergansit
est duea l'interface verre-air-verre. En n lorsque I'on remplit la cuve (violet), on observe égeré
augmentation du maximum d'intensjtcar la diference d'indice deafraction est moins importante en-
tre le verre ( 1;5) etl'eau ( 1;3) qu'entre le verre et l'air ( 1).

Figure 4.11: Contrdle de la mesure d'intensié : A., B., C. Photographie du montage optique dans les con gurations
respectives : sans cage optique, avec la cage optique et avec la cuve contenant potentiellemenbd@ieide l'intensite
mesuée par la catra 1D dans les di#irentes con gurations : sans cage optique (bleu), avec la cage optique (orange), avec la
cage optique et la cuve (jaune), avec la cage optique et la cuve remplie d'eau (\EolRgpport des pro Is d'intensé sur le

pro | d'intensité de I'air (sans cage optiqui}l (¢ . F. Fonction de dengitde probabilié des ratios tré&s en E. Les valeurs de

I=l ¢ correspondant aux maximums des histogrammes songéesligour 8terminer les valeurs de assodkes aux diferents
contidles de la mesure.

Déetermination de l'intensité A n d'isoler l'intensité de l'echantillon des effets du masque, nous
avons mis en place une péxture dont la prerere étape consista faire le ratio des diéfrents pro Is
d'intensite par le pro | obtenu sans la cage optique. Ces ratios sorgédrsir le graphique E. de la gure
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4.11. Comme attendu pour le ratio du pro | d'interesgans la cage optique sur lueme, il esttgala

1 plus ou moins le bruit de mesure. En revanche, pour les autres ratios, on obse¥meatigsiement

de fortes variations du ratio d'intengisur les bords qui sont provaggs principalement par lagsence

des masques, car ils sont observables lé placement de la cage. Cependant, pour tous les ratios, on
peut observer la psence d'un plateau entre les pixels 500 et 1200. Cela signi e que, sur cet intervalle,
la forme du pro | spatial n'a pagte affecée par I'ajout de€lements opto-facaniques et que l'intensit
mesuee sur cet intervalle correspordie la lumere qui est effectivement pa&sspar lechantillon.

Pour €lectionner cette valeur d'intensjtnous avons tré&cles fonctions de probabiitde chaque rap-
portl=l . pour ceterminer la valeur la plus reggsenée dans chaque condition de mesure. Les pics de
I'histogramme repgsentent chacun les valeurs les plus@spnées de chaque rappo#l e , Soit celles
présentes dans le plateau. Nous avons alensidlintensitél comme l'intensié correspondant au pic
maximum de I'histogramme. C'est cette valeur d'inte@sit que nous conserverons pour la suite des
analyses.

Figure 4.12: Contrdle de l'intensité mesuée par la canéra linéaire: A. Variation de l'intensié | en fonction du temps
d'exposition de la cafra. B. Variation de l'intensié | en fonction de la puissance de la source lumineuse. Le protocole
d'analyse utili€ pour cterminerl  est cecrit dans le paragraphe 4.1.2.3.

Controle de l'intensite mesuge. En appliquant la praedure @crite plus haut, nous avons mesigs
valeurs d'intensié| au cours de deux tests :

 Un test de la variation d'intengten fonction du temps d'exposition du capteur CMOS.
» Un test de la variation d'intengten fonction de la puissance de lemd sortant de la source.

Les graphiques de la gure 4.12 montrent lésultats obtenus au cours de ces deux tests. Pour un temps
d'exposition variant de 2 20 s , on voit que la relation entre l'intensitmesuee et le temps d'exposition

est une droite ce qui signi e que est proportionnel au temps d'exposition. Pour mesurer la puissance
de lumere produite par la source, nous avons @ilis powerratre. Sur le graphique B, orevi e bien

gue la relation entre l'intengtmesuée et la puissance de la source est une droite qui passe par l'origine.
Cela signi e quel est proportionne& la quantié de lumere recue.
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4.1.2.4 Du pro | spatial d'intensit € a la densig& optique

La lecture de la dengtoptique est une techniquesrutili€e dans les laboratoires de microbiologie o

elle permet une mesure indicative de la quéntié biomasse dans une culture. Elle permet de suivre,
en routine, la prolé&ration des micro-organismes, permettant d'identi er leurs phases de croissances, et
de ceterminer la quant de cellules pielever pour galiser un ensemencement. La densptique est
eégalement utilise pour tous les dosages (f@igues notammentgali®s par spectrophotatrie. Dans

cette sous-section, nous allorsmir ce qu'est la dens# optique et gEsenter les nombreux paratres

qui peuvent avoir une in uence sur cette mesure.

La densité optique Lorsque la lumére passea travers une suspension de particules,datiation de
la lumiere est dua deux penorrenes : I'absorption et la diffusion de la luene.

L'absorption L'absorption dsigne le processus physique par lequaiérgieglectromagatique de la
lumiere est transforée en une autre forme&hergie. Au niveau atomique, l'absorption repente le
phénonene par lequel €nergie d'un photon est prise par un atome, produisant une trar&igicinonique
d'un électron de valence. Le photon est abgquhr le matriau au cours de ce phonene. L'absorption
est le plenorene d'aténuation de la lunére majoritaire pour les milieux homeges et monodisperse
(particules de rame taille et de @me gonetrie avec le rame indice deéafraction).

La diffusion Ladiffusion de la lumere designe le penonene de redirection de la luate par & exion

ou par diffraction, lorsque le faisceau lumineux traverse des milieux avec des indicéfatdion
différents. Ce pknomene joue undle tres important dans les suspensions. Les variations d'indices de
réfraction entre les diffrentes particules engendrent une importanénatition de la lungre. Lorsque

la concentration des particules est importante, et que laehen@st diffuée par plusieurs particules de
formes et de tailles diffrentes, on parle de phorrene de diffusion multiple.

La densié optique est une mesure de l&itation de la lungre transmise travers uréchantillon et
repesente donc une mesuwada fois des pénonenes d'absorption et des @monenes de diffusions. La
densié optique est@d nie par I'equation 4.1 :

oD = Iogl()(:—(‘j) @.1)

ou | ¢ est l'intensié de lumere transmise parédchantillon mesur etl o, l'intensité de lumere transmise
par une solution condte qui ne contient pas éthantillon.

Pour lesechantillons monodisperses) & coef cient d'aténuation des particuleset le trajet optique
sont connus, on peut alors appliquer la loi de Beer-Lambert et retrouver la loi de proporti®enéid
la densié optiqueDO et la concentration des particules

ob= ¢l (4.2)

Le coef cient d'attenuation est une grandeur exprém L mol * cm ! qui carackrise comment une
suspension &nue la lumére. Lorsqu'il s'agit de suspension microbienne, les cellules vont avoir
des tailles et desépnetries diferentes d'une cellula l'autre. Dans ce type de suspension (non-
monodisperse), le coef cient d'@huation ne peut pagétre consiéré constana cause des @morenes

de diffusions. Il est alors dif cile de relier la quar&ide biomassa la densi optique en utilisant la loi
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théorique de Beer-Lambert.

Dans le cas o l'atténuation de la lungire est essentiellemenéd aux pbnomenes de diffusion, la
relation entre la quanétde particules et la densibptique veétreétroitement ge aux pbnorenes de
diffusions multiples. On parle de diffusion multiple pour les suspensions microbiennes denses, lorsque le
nombre dévenements de diffusion par photon augmente, complexi ant ainsi la redirection de kréumi

sur le spectrophotoetre. La prise en compte de cegpbnenes de diffusions multiples ne peut @i

décrite par une relation lgaire.

Cependant, lorsque la distance entre les particules est beaucoup plus importante que la taille des par-
ticules, les pBnonenes de diffusions multiples, bien queepents, vonétre regligeables. Dans cette
situation qui correspond a des suspensions de particuléedilla relation entre la derésibptique et la

quantié de particules peut aloésre estinee par une loi de proportionnaitDans la plupart des mesures

de densi optique é@crites dans la lirature, la str&pgie adopte ex@rimentalement consistediluer
I'echantillon avant chaque mesure pour se placges concentrations de particulasla relation avec

la densié optique peuétre approxirge lintairement. Cette sti&gie est simpl@ mettre en ceuvre pour

des mesures ponctuelles, mais n'est part&relinent pas adage pour des mesures en continu.

Ainsi, la mesure de la densibptique d'unéchantillon varie en fonction de nombreux paedras qui
sont importants discuter.

Variation en fonction du blanc de la mesure On & ni le blanc de la mesure de dersioptique la
solution contdle dont l'intensié transmise correspond byde I'équation (4.1). La&ection du blanc de
mesure est un paratre important qui va avoir un impact impact important sur la mesure. L&gieat
privil égiée est d'utiliser le milieu de culture comme blanc. Cette 8tii@tpermet de prendre en compte la
contribution du milieu de culture dans laét@rmination de la dengibptique. Cependant, il faut garder
I'esprit qu'au cours du droulement de la culture, les micro-organismes vont consommer des nutriments
présents dans le milieu de culture et produire d'autree@espchimiques, ce qui va@ler la composition

du milieu et peut potentiellement faire uctuer sa de@asiptique.

Variations en fonction de la longueur d'onde de la source Le choix de la longueur d'onde est un
paranetre important prendre en congidation pour toutétude de spectrophotd@trie. Il est recessaire

de choisir une longueur d'onde pour laquelle la relation entre la qéahtitoiomasse et la derésibp-

tique est inépendante des conditions de cultures. Pour ce faire, il éfrpble de se placer dans une
zone du spectrewd’ échantillon ne pesente pas de pics d'absorption. Dans cette situationglegrtene
d'atténuation de la lungire est principalement la diffusion qui est relativement constante lorsque la com-
position de la biomasse et son indice @&action ne varient pas.

Pour des cultures microbiennes de cellules non pigegntelles que la baaie E.coli ou la levure
S.cerevisiagun large domaine du spectre de la lenai peugtre utili€ pour Ealiser une mesure robuste

et sensible. En biologie, il s'est instaltomme convention de mesurer la daénsiptiquea une longueur
d'onde de 600 nm. Pour que le travahlli€ dans cette #se soit comparable et vadidivec les mesures
réalies classiqguement en biologie, nous avons fait le choix de respecter cette convention et mesurer la
densié optiquea une longueur d'onde de 600 nm.

Variation en fonction de la géonétrie et de la composition des particules Lindice de réfraction
d'une cellule conditionne sa mame de diffuser la lungre. La diffusion d'une cellule peut varier en
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fonction de sa taille, de sa forme, dépaisseur, de l'indice et de la composition de sa paroi cellulaire

et de l'indice de efraction de son cytoplasme. Au cours d'une culture microbienne, les cellules passent

a travers plusieurs cycles de division au cours desquels elles changent drastiquement de forme, de taille
et de composition. De plus, il @€ identi & d'importantes variations de la composition de la paroi
cellulaire ainsi que soapaisseur selon la phase de croissance (Smith et al., 2000a). En n, au cours de
la culture, il est possible que plusieurs cellules forment desgags, ca-d. destlements diffusifs de

taille beaucoup plus importante que la cellule unique. Cette large distribution de l'indiégrdetion

de chaque cellule joue intrieguement dans chaque mesure de la dengitique et est responsable de
I'apparition des pkBnonenes de diffusion multiple pour les hautes concentrations.

Variations en fonction du trajet optigue Comme @crit dans la loi de Beer-Lambert le trajet optique

a une in uence importante dans la mesure de la dergitique. Dans des suspensiond'atténuation

de la lumere est domiee par les panonenes d'absorption, pour une concentration damra densé

optique sera proportionnelle avec le trajet optique. Pour des suspensions essentiellement diffusives, la
relation entre la deng&toptique et le trajet optique est plus complexe. Cependant, le fait de travailler avec
un trajet optique plus court permet de limiter B®nements de multi diffusion en limitant le nombre

de particules rencoréies par chaque photon. Cela va avoir pour effet d'augmenter la concentration de
particules pour laquelle les effets de diffusion multiple peuedrd regligés.

Variation en fonction du spectrophotometre En n, il est important d'aborder que la mesure de la
densié optique peut varier en fonction desspcations du spectrophotoetre :

* Le spectre cBmission des photons varie de mengiimportante en fonction de la source lumineuse.
La largeur de la bande spectrale pour une longueur d'onde cible est en compromis avec Bintensit
de la lumere produite. Ce compromis peut varier en fonction deegayss et des fabricants. Plus
la largeur de la bande est grande, plus le specémidsion est aplati.

» Une fente peuétre utili€e sur certains spectrophotetres pour masquer la luere geriphérique
qui ne passe pas parethantillon. Cettlement joue essentiellement sur la plage d'inténsit
disponible pour faire la mesure et donc sur la sensgilé la mesure de la derésibptique.

» Enn, la taille du photoécepteur et sa sensibdien fonction des difrentes longueurs d'onde sont
des pararatresa consi@rer. Tout particuBrement dans le cas de la diffusion multiple, I'angle
acceptation du photécepteur va éterminer le nombre de photons disponibles pour mesurer
I'atténuation.

Pour chaque spectrophotetre, et pour chaque type&thantillon, il est donc important gablir des
courbes de calibration getablissent la relation entre la quaéatite particules et la densibptique.

Mesure de la densié optique avec un spectrophotoretre Pour mesurer la quantitde biomasse
présente dans leséeultures avant I'ensemencement dans leesystde biokacteur écrit dans la partie

"M éthodes ex@rimentales”, un spectrophotetne Shimadzu UV-3600 ate utilise. Le spectropho-
tometre aété régle sur une longueur d'onde de 600 nm, avec une largeur de fente de 2 nm et un mode de
mesure en double rayon. Pour ce mode de mesure, un rayongo@asers une cuve contenant le blanc

et un autre rayon passetravers une cuve contenarédhantillon. L'intensié du blanc est directement

prise en compte dans le calcul de la demsiptique retourge par l'appareil. Les valeurs de degsip-

tiqgue pouvant varierdgerement d'un spectrophotatrea |'autre en fonction de ces 8pi cations, des
courbes de calibrations de la deasiptique en fonction de la quaiitie biomasse ogte mise en place

140



Méthodes ex@rimentales

Figure 4.13: Procedure de cetermination de la densi€ optique avec le syg&me optique coupé au bioréacteur : A. Pro |
spatial de I'intensié mesuée en fonction de la position sur la cara pour le blant, (Orange) et une mesure sue¢hantillon
|« (Bleu). La Egression tra@e en vert pointié est un lissage du pro | d'intendtdu blanc pris pour laétermination du ratio
trace en B.B. Ratio du pro | d'intensig& de I'echantillon sur le pro | d'intensi& du blancC. Fonction de dengitde probabili
du ratio tra€ en B. La taille des btes de I'histogramme est de05.

pour des cuves de spectrophottne de 10 mm et pour des cuves de 1 mm. Les cuves de 1 mm ont pu
étre plaées dans le spectrophotetre gacea un adaptateur.

Détermination de la densi€ optique avec le sygme de mesure du biogacteur La pro@dure de
déetermination de la dengitoptiquea partir des pro Is spatiaux enregiét par le systme optique est
illustréee dans la gure 4.13. Pour chaque pro | spatial d'inteasiesue sur I'echantillonl., nous
calculons le ratio de ce pro | sur un lissage du pro | du bldganesué sur le milieu sansé&chantillon.

Le pro | d'intensité du blanc &t lis€ avec un ltrea ferétre gaussienne en utilisant 'outil "gausswin
" de Matlab. Nous tracons alors la fonction de demsi¢ probabili du ratiol .=lo. Lorsque le contenu
de la cuve est homeage, le ratio des pro Is @sente un plateau au centre du pro |, et I'histogramme
de la fonction de dengtde probabilié atteint un pic. Nousétectionnons la valeur de ce pic,, pour
effectuer le calcul de la densibptique :

DO = log(l ) (4.3)

Cette proédure esté&petee de mardre automatique par un scrigieklopg@ sous Matlab pour&terminer
la densié optiquea chaque mesure effeéte sur le sysime optique couplau biogacteur.

4.1.2.5 Conversion de la dengs#optique en biomasse

D0 a la grande vaéite de spectrophotogtres pesents dans les laboratoires, la conversion de la éensit
optigue en termes de biomasse est dif detandardiser. Cependant, lesé&liénces de gammes entre

ces deux tests peuvent engendrer des erreurs notamment au niveau de l'inoculation. L'effet de I'inoculum
peut engendrer des erreurs et des inconsistances en microbiologie que ce soit pugdegsle la con-
centration minimale inhibitrice des antibiotiques ou pléagalement ds qu'il s'agit de ealiser des
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Figure 4.14: Courbes de calibration de la densi¢ optique en fonction de la masseeshe : Mesures de la densibbptiquea
600 nm pour le spectrophotaine Shimadzu UV-3600 (rouge) et pour le gyst optique couplau biogacteur (bleu) pour des
cuves de trajet optiqgue 10 mm (poii@iles) et 1 mm (points diamants) sur une gamme de dilution de |8/aegevisiaelLes
régressions oréte tra&es en pointiBsa partir des parasires identiés par lequation (4.4) pour le male MMF (cyan) et par
I'équation (4.5) pour le mate de Weibull (vert). Lesasultats de l'identi cation des paragtres pour chaque courbe avec les
deux moeles sont ligs dans le tableau 4.3. Les deux images supéegsosur le graphique sont desé&ctas des cuves utiées
pour effectuer ces calibrations.

experiences en co-culture. A n d'avoir des edpences reproductibles et comparables avessltats
décrits dans la li#trature, il est primordial de calibrer 'ensemble des aysts de mesure de la dessit
optique. Pour ce faire, il esegessaire deéderminer exprimentalement la relation entre la quantite
biomasse et la denéibptique.

Les courbes de calibrations Pour pouvoiretablir la loi de conversion entre la quaatide biomasse et

la densié optique, il est @cessaire d'effectuer des étences de calibrations. Dans cettade, nous
avons utili€ deux types de spectrophotetres (Shimadzu UV-3600 et le sgate mis en place au lab-
oratoire) et deux types de cuves de spectrophétdes (des cuves de 1 et 10mm). Nous avons donc
réali€ quatre exgriences de calibration pour chaque condition.

La méme solution rare aéte utilisee pour les quatre egpences. 0.3107 g 0.0094 g de levures oBte
prélevees depuis une boite détpi, peges et dilées dans 40 mL de milieu minimum syatlyue sorbitol
(aucune croissance) pour atteindre une concentration de 12.43 g/L de e@ssdans la solutionene.
20 dilutions successives de 3/4 en 3/4 etoferees inépendamment. La mesure de la dénsiptique
des diferentes fractions de la solutionene aéte réali€e en simplica sur les deux sgstes optiques
pour les cuves de 1 mm et en triplica pour les cuves de 10 mm. Pour &rsysiptique évelopE au
laboratoire, la dengdtoptique &te determiree comme écrit dans la section 4.1.2.4. Leéssultats de ces
mesures sont trés dans la gure 4.14.

Par observation graphique, on identi e facilement que la relation entre la maske st la dengt
optique n'est pas li@aire, que ce soit pour les cuves de 1 ou de 10 mm. On peut obégalement que
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bien que les deux syames de mesure optique sont @ifints, la dengtoptique est assez proche entre
les deux spectrophotatres.

Identi cation des parametres Pour pouvoir exprimer la dengibptique en quanétde biomasse, nous
avons chercha identi er les pararatres des courbes de calibration. Plusieurséggias ontete pro-
poes dans la litrature pour identi er les paragtres des courbes de degsitptique. Derrérement,
Carvalho et al. ont propésl'emploi d'un moctle MMF ("Morgan-Mercer-Flodin”) (Carvalho et al.,
2021). Nous proposoregalement dvaluer I'ef cacite du moele de Weibull pour cette application.

Nous avonsé&ali l'identi cation des pararatres sur le I'environnement de programmation Matlab en
faisant appel la fonction ” t” qui utilise la rathode "NonLinearLeastSquares” pour la minimisation des
moindres cages gacea l'algorithme "Trust-Region-Re ective”!

Le modele MMF  Pour identi er les paramtres avec le made MMF, nous nous sommes servis de la
formea quatre paraetres suivantes :

y=(a x%+ b ¢):=(c+ x9) (4.4)

Lorsquex =0,y = b Lorsquex!1 ,y! aquiestune asymptote.

Le modele Weibull Le mockle de Weibull est&crit par I'equation suivante :
y=a b exp( ¢ x9 (4.5)

Lorsquex =0,y =a b Lorsquex!1 ,y! aquiestune asymptote.

Les fesultats de cette identi cation sont consggndans le tableau 4.3 et l&gressions en utilisant les
paranetres identiés par chaque metk ontete tra@es sur la gure 4.14 avec les da¥es exprimentales.
Les deux modles repesentent le comportement de la demsiptique en fonction de la biomasse avec
un coef cient de étermination su@rieurea 0.99 dans tous les cas. Pour le miedVIMF, on peut voir
que la pararatre b est systmatiquement proche de 0 ce q@ctit le fait que lorsque la biomasse est
nulle, la densi optique I'est aussi. Cela signi egalement que I'on pourrait regsenter les dorges
experimentales avec un metk de MMFa trois pararatres (en consi&rantb = 0). Avec le moctle

de Weibull, pour les cuves de 10mm de trajet optique, on voit 8\ajes paraetres identiés que la
régression ne passe pas exactement par l'origink estr systmatiquement sugieuraa. En revanche,
pour les courbes de calibrations avec un trajet optique de lammb avec le modle de Weibull, donc

la fonction identi & passe bien par l'origine.

Le mocele MMF repesente mieux les doges exprimentales que le metk de Weibull pour les courbes
de calibration avec la cuve de 10 mnégaisseur. Pour les courbes de calibration avec la cuve de 1 mm
d'épaisseur, c'est le mete de Weibull qui pesente le coef cient deatermination le plugleve. Notre
objectif est de convertir en terme de biomasse les valeurs de&lepsijue enregistes avec le sysine

de mesure en ligne du bimacteur (cuve de 1 mm). Nous allons doétestionre le moakle de Weibull
avec les parastres identiés pour la cuve de 1 mmm pour calculer la biomasse au cours du temps.
A partir de I'equation (4.5), on@termine la fonction de la biomaskle(masse sche) en fonction de la
densié optiqueDO qui est de la forme suivante :

Ln(ba DO) &
C

N = (4.6)
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Nous avons utilis I'équation 4.6 avec les valeuas= 2:185 b = 2:189 ¢ = 0:1092etd = 1:05,
pour convertir les valeurs de de degsifptique en biomasse. Cett&tinode nous a permis d'obtenir les
courbes de croissancegpeng dans le chapitre 2.

Spectronetre | Trajet optique| N° courbe| Modele | a b c | d | R? |
Shimadzu
UV-3600 10 mm 1 MMF 3.115| 1.581e-08| 1.15 1.044 | 0.9991

| Weibull | 2.916| 3.176 | 0.7606 | 0.6737| 0.9981|

|
| | |
| | |2 |MMF | 311 |1.971e-13/ 1.128 | 1.047 | 0.9989|
| | | | Weibull | 2.915| 3.178 | 0.7702 | 0.6729| 0.9978|
| | | 3 | MMF | 3.105] 5.386e-13| 1.118 | 1.049 | 0.9991]
| | | | Weibull | 2.915] 3.188 | 0.7763 | 0.6695| 0.9982
Syseme
de mesure 10 mm 1 MMF | 3.35 | 2.714e-12/ 1.209 | 1.039 | 0.9992
en ligne du
bioréacteur
| | | | Weibull | 3.109] 3.356 | 0.7346 | 0.6916| 0.9989|
| | | 2 | MMF | 3.401] 4.213e-13] 1.233 | 1.016 | 0.9989|
| | | | Weibull | 3.186| 3.509 | 0.741 | 0.6444| 0.9989
| | | 3 | MMF |3.429]|22e-12 |1.236 |1.024 |0.9988|
| | | | Weibull | 3.187| 3.462 | 0.7304 | 0.6724| 0.9988
Shimadzu
UV-3600 1 mm 1 MMF | 2.558]| 2.24e-14 10| 1.164 | 0.9936
| | | | Weibull | 3.003| 3.013 | 0.08258| 0.95 | 0.9986]
Syseme
de mesure 1 mm 1 MMF | 2.468| 2.226e-14 10| 1.2 | 0.9957
en ligne du
bioréacteur

| | | | Weibull | 2.185| 2.189 | 0.1092 | 1.05 | 0.9975|

Table 4.3: Paranetresa, b, c etd obtenus par identi cation des paraines sur les courbes de calibration. Les aled utili€s
sont cecrits dans legquations (4.4) (magle MMF) et (4.5) (modle de Weibull)
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4.2 Mesures de necanique cellulaire

4.2.1 Principe de I'AFM

La microscopiea force atomique (AFM) permet déaliser des mesures de force sur dekantillons
de taille microscopique. Le principe de la mesure est ilfugtar la gure 4.15. L'AFM repose sur
I'utilisation de leviers microratriqueséquipes facultativement de pointes de diféntes gonetries. Ce
levier est morgé sur un plateau pzcelectriqgue. Lorsque le levier entre en interaction avec urerizat,
celui-ci se @ échit. Cette @ exion va faire varier I'angle deé& exion d'un laser focalig¢ (par un jeu
de miroirs) sur le levier. Le&talage de la position du laser &te enregisé quantitativement par une
photodiodea cadrans. En connaissant la constante de raideur du levier, on peut exprig@atecent
du laser sur la photodiode (proportion@ela c& exion) en terme de force. La photodiodecadrans a
deux dimensions et elle est capable de discerner les mouvements vertieaxio(a latérale) ainsi que
les mouvements de torsiong@xion longitudinale) du levier.

Le levier vaétre amea au contact de &chantillon, oleloigré de celui-ci, par un pizcelectriqgue dont
le déplacement est enregis& quantitativement. Au cours d'une éqence AFM, le levier peut se
retrouver dans trois types de situations :

* Le levier peutetre hors contact, lorsque qu'il ne touche pas physiquemectdntillon. 1l baigne
alors dans le uide (air, eau, milieu de culture...) @erence de I'exprience. Le levier n'est pas
dé échit et le laser& échit sur le levier pointe sur le centre de la photodiad=dran assoeia
une valeur de & exion nulle.

* Le levier peutetre "appug” sur unéchantillon. La pointe peut ou noegetrer dans Bchantillon
(on parle d'indentation). Dans tous les cas, le leviegtra c& échit par le contact. La&lexion
du levier va alors modi er I'angle degrexion du laser, ce qui va engendrer uacdlage du spot du
laser vers la partie sépieure du cadran qui est assEa une @& exion positive. Le @&calage par
rapporta l'origine (le centre du cadran) \&re proportionneh la & exion du levier, elle-néme
proportionnellea la force oppase au éplacement du levier.

 Le levier peutetre "retenu” par des @mnonenes d'adBsion entre la pointe etdchantillon. Dans
ce cas, le levier va seédéchir dans le sens opgosu @&placement du pzcelectrique. Ce
phénomene va avoir pour coisjuence deé&taler le spot du laser dans la partieeiméure de la
photodiodea cadran qui est ass@eia une "t exion negative” (le signe épend de la convention
sur l'axez).

La relation entre la@ exion du levier et |la force vé&tre intrinequement redi aux propretes physiques
de la sonde AFM. La forcE est releea la e exion D par la formule suivante :

F=K S D 4.7)

ou K est la constante de raideur du levier (exgenen N/m) e la sensibilie de la & exion ( exprimee
nm/V).

La constante de raideurK  Sion consiére le levier comme un ressortdiaire, la constante de raideur
K repésente lagsistance du leviex sa @formationélastiqueK = F= ou repiesente la éformation.
La constante de raideuédend des dimensions du levier, de éamgetrie etégalement du matiau dans
lequel il est fabriqé.
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Figure 4.15: Principe d'un microscope a force atomique : A. Lorsque la pointe est hors contact, le ekion du levier
est nulle. Le laseré& échi sur la pointe cible le centre du cadran de la photodi®ld._orsque la pointe @retre (indente)
dans un mariau (comme une cellule) le levier sé @chit, modi ant I'angle de & exion du laser. La modi cation de I'angle
de e exion entrane un decalage de la cible du laser sur la photodiode qui pointe maintenant dans les cad&eisip
(Dé exion verticale positive).C. Lorsque la pointe de la sonde AFM se retire dichantillon, des pmonenes d'adbsion
peuvent la retenir enti@ant une exion du levier. La exion du levier modi e I'angle deerexion du laser et éplace la cible
de celui-ci dans les cadransénfeurs de la photodiode €exion verticale regative).

La sensibilité La sensibilie de la & exion S est un paramtre ex@rimental qui traduit la &formation

du levier en fonction de la&lexion mesuée. C'est ce paraetre qui permet de faire le lien entre le
décalage du spot du laser sur la photodiode etfamnation elle du levier. La sensibiétvaétre tes
déependantes dieglage du laser sur le levier ainsi que du recouvrement de surface du levier. En effet,
les leviers AFM posadent la plupart du temps des recouvrements de surface @estiaximiser la

ré exion du laser sur le levier. Plus le levier seéa&chissant, meilleure sera la sensibilite la mesure.

Calibration du matériel La sensibilie et la constante de raideur doivétte calibes avant chaque
experience AFM. Comme on vient de le voir, la sensibilgeut varier en fonction de la pointe et en
fonction du Eglage du laser. |l est don&@cessaire de lagderminer avant chaque eéxfence et a@s
chague changement appl&aux eglages du laser. La constante de raideur estrglement annorée
par le fabriquant dans une gamme plus ou moins larges (voir tableau 4.4). Il est improbable que deux
leviers AFM aient exactement laBme constante de raideur. Il est donc du ressort dediex@ntateur
de calibrer la constante de raideur de chaque levier.

4.2.2 Calibration de la mesure necanique
4.2.2.1 Calibration de la sensibilié

A n d éterminer la sensibift de la @& exion, le protocole qui &té adopé dans cette #se consiste
a réaliser une exgrience d'indentation sur un n@tau inceformable compdra la rigiditt de la sonde
AFM. Le but est de se mettre dans une situatioteae exion enregistee par I'AFM correspond unique-
menta la ceformation du levier et noa la esultante de la&ormation du levier et de &chantillon.
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Dans notre cas, nous avons choisi la surface de verre du@adnsgtillon comme métiau indeformable
(Gavara, 2017). La gure 4.16 montreelolution de la @ exion en fonction de la positioa du piezo
lors d'une approche sur du verre avec une pointe conique. Avant le contaételaah est proche de
zéro. Lorsque que la pointe touche le verre, celle-ci&eedhit sans erétrer dans le matiau et on
assistea une augmentation rapide etégire de la d exion verticale du levier. Nous allons nous servir
de cette pente pouiterminer la sensibikt

Pour identi er la pente de la courbe dé dxion en contact, nous avons utiiga fonction "poly t” de
Matlab qui permet d'identi er les paraetres d'une fonction af ne. Pourétectionner la partie de la
courbe en contact sur laquelle nous allons identi er les pateas nous avons utiks un seuil de 2% de
la dé exion maximale. Ainsi seuls les valeurs frgeuresa 0.1 V sont prises pour effectuer Egression
linéaire. Dans l'exemple&trit par la gure 4.16, la valeur de la pente est d'environ 0.056 V/nm pour
I'air et d'environ 0.045 pour le milieu liquide. La sensibdif est I'inverse de cette pente. Elle estici de
17.9 nm/V pour l'air et de 22.2 nm/V pour le milieu liquide.

L'expérience d'indentation sur le verre egtli®e 10 fois, et la sensibi@tS sélectionree pour calculer

la force correspond la moyenne de la sensibéiidenti ée par les 10 mesures. Le protocole de cali-
bration de la sensibil est d'abord effeckidans I'air, puis dans le milieu déference (§reralement le
milieu de culture des levures) puis dans le milieu&énence contenantdchantillon.

Figure 4.16: Calibration de la sensibilité: Variation de la & exion D (z) en fonction du éplacement du piezolors d'une
courbe d'approche sur du vereevitesse constante dans I'ak.] et dans un milieu liquideR.). Les iegressions li@aires sur
les parties en contact des deux courbes d'approche sesgmqires par une ligne rouge discontinue.

4.2.2.2 Calibration de la constante de raideur

Pour mesurer la constante de raideur d'un levier il existe degthaules écrites dans la lirature. La
premiere nethode consiste a calculer la constante de raidedgegr des simulations pa@lements nis
bass sur la gonetrie et les propétes physiques des n@taux qui constituent le levier (Sader et al.,
1995, 2014). La secondeétihode consista enregistrer les uctuations thermiques du levier an de
retrouver la constante de raideur en utilisant un eted'oscillateur harmonique simple avec un degr
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de libere.

Les uctuations thermiques La méthode de calibratioa partir des uctuations thermiques est bas

sur le fait que le levier AFM hors contact est un gysea I'équilibre thermique dans un bain thermostat.
Dans cegtat dequilibre les macules d'eau dans le bain sont en collision permanente avec la surface du
levier, provoquant des uctuationsets faibles et @atoires de la&ormation du levier (Gavara, 2017).
Dans le cas d'un sysimea I'équilibre thermique, il est possible d'appliquer I@tieme déquipartition

de I'énergie quitablit que chaque degde liberé du mouvement du levier contribad'énergie totale

du sysemea I'équilibrea la hauteur d% ke T, oukg est la constante de Boltzmannetest la
temperature absolue. Lorsque le levier sfatme sur de petites distancesonénergie potentielle est

% K < 2>, 0uK estla constante de raideur (Butt and Jaschke, 198%y hnd Maaloum, 2002).
Ainsi, K < 2>= kg T, et on peut alors@erminer la constante de raideur en mesurant la moyenne
au caré des uctuations thermiques du levier (2 >).

Expérimentalement, nous commencons par mesurer les uctuations thermiques da lavesiequence

de 800 kHz. Le signal de laédexion D (t) du levier est ensuite multi@ipar la sensitivé pour obtenir

le signal des uctuations thermiques du levigit) = D(t) S. La gure 4.17 montre une partie

de l'enregistrement des uctuations thermiques dans un milieu liquide avec un levier NSC36. Pour
déterminer la moyenne au cardes uctuations thermiques du levier ( 2 >), nous avons applidula
procedure analytique suivante.

Transformée de Fourier Dans un premier temps, nous effectuons la transéerole Fourier disete
du signal de uctuation du levier :

tmax

Tel (OICF) = ) (e '™ dt (4.8)

Densité spectrale de puissance Dans un seconde temps, nous calculons la despictrale @nergie
qui correspond au ca@rdu module de la transfoige de Fouriej Te[ (t)](f) j2. En moyennant par la
durée du signat s« , On obtient alors la dengitspectrale de puissance :

Rf e :
OPTELONE) P o
PSD[ ())(f)= o —— (4.9)
tmax
La densié de spectrale de puissance d'un signal des uctuations thermiques d'un levier NSC36 obtenu
expéerimentalement est trée sur la gure 4.17. On peut voir la@sence d'un pic deesonance autour

de 43 kHz qui correspond aux uctuations thermiques du levier.

Déetermination de la moyenne cargé des @placements Le theoreme de Parcevétablit que [Energie
totale d'un systme s'obtient en sommant les contributions dedffits harmoniques tel que :
Z Z .
“(tydt = JTEL ()% o (4.10)

1 1

Pour notre signal :

tmax f max f max

“(tydt = iTel (F)j°d =2 PTel ()12 (4.11)

0 f min 0
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La moyenne caée des uctuations du levier esédhie de la manere suivante :

Rina 2(t)dt
< 2>= Q (4.12)

tmax

En nous servant degjalies (4.11) et (4.12), on retrouve la moyenne @ames @placementa partir de
la densié spectrale des uctuations thermiques du levier :

R e "
2 7 Te[ (O] do

tmax

< 2>= = PSD[ (1)](f) (4.13)

A n de déterminer la contribution du bruit thermigaepartir de la dengtspectrale de puissance, nous

allons identi er les paramtres du pic deésonance en utilisant la forme fondamentale de la densit
spectrale de puissance d'un nabel d'oscillateur harmonique simple (qui prend en compte le bruit de
fond) decrit de la marere suivante :

2 f4 2 g2 1
Ssho (f) = Adnie + AQ:R (f2 fR)2+ %
ouf estla fequencefr la frequence deasonanceQ), le facteur de quai, A, I'amplitude du bruita

la resonance eAyie €st I'amplitude du bruit de fond (Pirzer and Hugel, 2009). Si le pica&gd®nance
est synétrique, il esttgalement possible d'utiliserdquation d'une courbe lorentzienne pour identi er
les pararetres. L'aire sous la courbe idendé correspona la moyenne caerdes éplacements dus aux
uctuations thermiques du levier.

(4.14)

Figure 4.17: Procédure d'analyse des uctuations thermiques : A.Signal (t) des uctuations du levier enregigta 800
kHz dans un milieu liquideB. Densi€ spectrale de puissance (voir eq. (4.9)) du signal des uctuations thermique du levier.

Détermination de la constante de raideur Une fois< 2 > détermirg, il est alors possible de retrou-
ver la constante de raideur. D'&w I'article de Pirzer et al., il estimportant de tenir compte d'un facteur
de correction qui @pend de la forme du levier ainsi que de la position du focus du laser sur le levier
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(Pirzer and Hugel, 2009). Ce facteurest cetermiré a partir d'une analyse p&éments nis baés sur

des calculs de lagpnetrie du leviera partir d'image de microscopeebalayage (Sader et al., 2012). La

constante de raideur du levier telle que caed I'issue de ce protocole de calibration est la suivante :
ke T

K=o (4.15)

En utilisant les esultats de l'article de Sader, le facteuest estine dans notre cas0.8.

4.2.3 Les carackristiques des leviers

Le tableau 4.4 €crit les cara@ristiques importantes des sondes AFM que nous avon€stgisur mener
les exgeriences de microscop#&force atomique @senkes dans cette ése. Plusieurs paratres sont
importantsa consi@rer dans le choix d'un levier AFM. Ces paratres sont bevement discé@s dans
cette sous-section.

Geometrie de l'indenteur La géonétrie de l'indenteur a une importance capitale sur la mesure ef-
fectuee par I'AFM. Celle-ci va conditionner laéflormation appligéea I'échantillon. Nous avons utiis

des leviers plats sans pointes (NSC36 tipless Cr-Au). La surface de ces leviers est beaucoup plus impor-
tante que la surface des levures et ceux-ci vont permettre de compresser "globalement” toute la cellule.

Propri étés chimiques et recouvrement de surface A n de maximiser la sensibilé de la mesure, il
est important que le levier ait subi, lors de sa conception, un recouvrement de surface ploream
la ré exion du laser sur le levier. Tous les leviers utgsdans cette #se sont dé@s d'un recouvre-
ment Chrome-Or. De plus, pour limiter lesgtonenes d'adbBsion avec Bchantillon, il est important
gue la pointe et le levier soit chimiquement inerte. Il est important de gartlesprit que les leviers
"s'enduisent” de madriel biologique au cours des exfimentations AFM et qu'il est donc impossible
de les conserver chimiqguement inerte en cours d'utilisation.

Constante de raideur La constante de raideur va@tkrminer ce qu'il est possible de mesurer avec
un levier. Si la constante de raideur est trop faible par rapptatrigiditt de I'echantillon alors seul

le levier va se @former et la mesure ne sera pas esentative des pro@tes de Iechantillon. Si la
constante de raideur du levier est trop forte par rappdatrigiditt de I'echantillon alors le levier ne va
pas ou trop peu s'inéchir au contact de&chantillon et sa@ exion ne sera pas mesurable. La constante
de raideur doit donétre du néme ordre de grandeur que la rigidde I'€chantillon. Pouréaliser les
expériences de &raniques cellulairesedrites dans le chapitre 3, nous avons @ilss sondes NSC36
(NANOANDMORE). Chaque sonde AFM estuigee de trois leviers poédant une constante de raideur
de l'ordre 0.6, 1 et 2 N/m. Cette gamme importante sur la constante de raideur offre une importante
souplesse exg@imentale. Pour les mesures déaaniques cellulaires @senés dans cette #se nous
avons retenu le levier avec la constante de raideur la plus importante.
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Dimensions (n ) Frequence de

, .. | Traitement K (N/m) Longueur ,
Sonde | Géonetrie L résonance
Proprete (Gamme) Largeur
L (Gamme)
Epaisseur
110 5
. Chrome-Or 1 i 90 kHz
NSC36.A| Levier plat Inerte (O1<K < 46) 31250.53 (30<f r < 160
90 5
. Chrome-Or 2 ) 130 kHz
NSC36.B| Levier plat Inerte (02<K< 9 31250.53 (45<f 5 < 240
130 5
. Chrome-Or 0.6 i 65 kHz
NSC36.C| Levierplat| e | (0:06<K < 27) 3125 0_53 (25<f g < 115

Table 4.4: Propretes des sondes AFM utikges

4.2.4 Prparation du support

Un enjeu important qui concerne toutes lesanignces de gcanique cellulaire est l@&nessié d'immobiliser
I'eéchantillon lors des mesures. Cette enjeu est padi@rtient important pour les expences de
microscopiea force atomique sur les levures. En effet, sur une surface de verre polie sans recou-
vrement de surface, les levures vont majoritairement glisser hors du contact de la pointe au cours
de l'approche. Pour immobiliser les cellules de levures, plusieursegtest ontete cecrites dans la
littérature. L'immobilisation s'effectue&peralement par pigeage physique (Dague et al., 2011) des
cellules ou par un traitement chimique des surfaces. Notreegteat'immobilisation est une combi-
naison d'un pegeage physique (utilisation de verrepdli) avec un traitement de surface chimiguia
polylysine.

Dépolissage du verre Le but du "cepolissage” des surfaces de verre est de provoquer l'apparition de
"micro-tranckees” dont les bords sont op@es au sens de glissement des levures lors d'une sollicitation
AFM. Des lamelles rondes de 18mm de de&tme et [1.3-1.6] mm @paisseur (Marenfeld ref : 0111580)
ontété depolie en utilisant une polisseuse Buehler EcoMet 250. Pour ce faire, un disque de polissage avec
une rugosi de 35m est aimar# sur le sysme de rotation de la polisseuse. Le polissage s'effectue en
appliguant une pression individuellement sur chaque lamelles de verre (manuellement) contre la plaque
rotative. La vitesse de rotation du plateau est de 120 rpm et la pression est maintenue pendant 5 minutes
sous un ux d'eau constant.

Les lamelles sont ensuite netémsa I'eau mili-Q eta I'éthanol avant de passer la nuit dans une solution
d'Hellmanex (Hellma). En n, les lamelles sont de nouveau @&esa I'eau mili-Q eta I'éthanol le jour

suivant avant dtre £chees pour passer|' étape de traitement de surface.

Traitement de surfacea la polylysine Les traitements de surfaeela polylysine onéte utilisé ef-
cacement pour immobiliser les levures dans laélititure (Arfsten et al., 2010, Caloca et al., 2022).
Le principe d'action de la polylysine consistegreffer des polycations sur la surface pour augmenter
I'adhésivite du support. Pour effectuer le traitementa polylysine, la lamelle de verreedolie est
d'abord pla&ée dans un nettoyeur au plasma ("Plasma cleaner”) pendant 20 minutestt@eé¢te pour

but de fonctionnaliser la surface pour que leséaales de poylysines puisse se lier aux groupes silanols
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du verre. Ce processus readalement la surface de verre hydrophile ce qui favoritalement de la
polylysine sur la surface. Aps la fonctionnalisation, la surface de la lamelle de verre estrentient
recouverte (par &t de gouttes, environ 30 ) avec une solution de polylysine (0.01% dans l'eau
Sigma-Aldrich). Les lamelles sont alors péss dans un incubateai37°C pour une dée de minimum

1 heure. Enn, les lamelles sont riaes deux fois avec une solution de PBS avaétrd'plaée sur la
surface de verre de 35 mm de dietme d'une boite degtri (Fluorodish FD35).

4.2.5 Pieparation de I'échantillon

Avant d'étre plaée sous I'AFM, un volume d'environ 30Q. d'une suspension de levures est extrait
du bioacteur en utilisant le symhe de pelevement écrit dans la section 4.1.2. La é4r de la cul-
ture correspondard ce pelevement est retenue pour situetlit de croissance des levue$a n de
I'enregistrement de la proBfration. Un volume variant entre 40 et 100 en fonction de la concentration
des levures, est ditudans 3mL d'un milieu identiqua celui de la culture dans le Fluorodish contenant
la lamelle de verre @polie et fonctionnalise a la polylysine. La solution est homexgise par des
mouvements d'aspiration eté&jection de la suspension en utilisant une pipette P1008chintillon
est alors plag sous I'AFM. Une duee de 10 minutes est respeetavant le édbut des exg@riences de
caracérisation neécanique pour laisser le temps aux levureséatirsenter et de se xeda la surface.

4.2.6 Imagerie des cellules sous le levier

Le module d'enregistrement AFM JPK CellHesion 206ta coupé a un microscope inveesOlympus
IX71. Deux modes d'imagerie o®&te implemené sur ce microscope : (1) un mode d'imagerie en trans-
mission et (2) un mode d'imagerie e@ exion. Ces deux sysimes onkte impemené par l'ingénieur
Etienne Harte au LOMA.

La source de lungre du mode d'imageire en transmission est @lao-dessus deéthantillon. La
lumiere passa travers lechantillon pour atteindre l'objectif. Ce sgshe nous permet d'observer la
repartition des levures (avec un objectif x40) sur la surface. Cependant, l'illumination par transmission
est blog&e par la pesence du levier AFM ce qui nous eaghe de distinguer les levuregepentes sous
levier. L'addition du mode d'imagerie paeexion permet de contourner ce preihe.

Le syseme déclairage du mode d'imagerie e@a exion est pla& sous l[echantillon. Lorsque le levier
AFM est suf samment proche de la surface, la lensi esteé échie par le levier ce qui nous permet alors
d'observer les levures sous le levier et de faciliter le placement de celui-ci au-dessus de la I&@aire vis

Figure 4.18: Imagerie des cellules de levure sous le levier AFM : Almage obtenue par la combinaison des eysts
d'imagerie par transmission et pdr exion au cours d'une exgrience de compression de levures sous un levier AFM Blat.
Zoom sur la partie de I'image en dessous du levier AFM. Une cellule de levure est@nturouge.
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4.2.7 Programmation des expriences

Nous avonsé@ali€ des enregistrements de la force en fonction gplatement au cours d'e&pences
de compression des levures entre un levier plat et un support de verre. Werzp de compres-
sion AFM consistea approcher le levier deéthantillona vitesse constante jursguatteindre une
dé exion consigne. Lorsque cettegdkxion consigne est atteinte, le levier se retire dtl@gigne de
I'eéchantillon d'une distance consigne. Chaque mesure est donc ceengesdeux courbes: (1) une
courbe d'approche et (2) une courbe de retrait. Le micros@perce atomique JPK-Cell-Hesion
qgue nous avons utilgsoffre la possibilié de programmer des edpences avec le langage python di-
rectement depuis le logiciel de I'AFM, "JPK-Nanowizard CellHesion”. A néetlidier les propétes
visceelastiques desdchantillons, nous avorerit un script qui commande I'AFM de repéter automa-
tiguement des exgiences d'indentation en faisant varier la vitesse d'indentation. Pour chaque levure,
I'AFM applique le protocole suivant :

1. Enregistrement de 2 courbes d'indentation avec une vitesseeplacement du levier de 0.1
m:s !jusqua atteindre une&ection maximale de 5V.

2. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesseeglacément du levier de 0.5
m:s !jusqua atteindre une&ection maximale de 5V.

3. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitessepiizcgément du levier de fin:s !
jusqua atteindre une&ection maximale de 5V.

4. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesseptacgment du levier de B:s 1
jusqua atteindre une&ection maximale de 5V.

5. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesseptisog ment du levier de 10i:s !
jusqua atteindre une&ection maximale de 5V.

6. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitessepticg ment du levier de 1:s 1
jusqua atteindre une&ection maximale de 5V.

La frequence dchantillonage des courbes de forcét€aadapte pour chaque vitesse degacement du
levier pour garder uneesolution spatiale d'envirodtlnm  0:003hm. Ces féquences dchantillonage
vont de 1 kHz pour les@&placements de 0.in=s a 160 kHz pour les &blacements de 1én=s. Ce
choix permet de conserver laéme Esolution spatiale pour toutes les courbes de force.

Ce protocole permet d'obtenir 27 courbes de force par cellule. Laeddu protocole &€ limiteea
une douzaine de minutes a n de pouvagpeter ce protocole d'acquisition sur une quantie cellule
suf sante en une jouree d'exg@rience.

Pour chaquechantillon de levure, avant de passer sur un augeyement, la praadure écrite ci-
dessus est appli@e sur du verre. Cettetape nous permet de cadlgr la mesure enéri ant si la
raideur a la sensibilié du levier ont subi desadives au cours de I'exgience. Sachant que les courbes
de force sur le verre sont utiées pour corriger les courbes de forcépldcement (voir chapitre 3), il est
important d'effectuer &gulierement ce conbte. Cela nous permétgalement deéri er les variations
d'adhésion du levier sur le support. En effet, au cours de€rgpces de compression des levures, le
levier est susceptible de s'enduire de raediorganique ce qui peut modi er ces praies de surface.
Si des pkenonenes d'adbsion excessif (compau levier neuf) sont obsdrs, le levier est alors ploig
dans une solution d'Hellmanex pendant 10 minutes puis dans une solution d'eau mili-@tpoune.
Cette proédure de nettoyage permet, lorsque c'déstassaire, deeduire ef cacement les @nonenes
d'adhésion. Entre chaque jougr d'exgerience AFM, le levier est sy@matiquement plorggdans une
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solution d'Hellmanex toute la nuit avant&tre eutilisé le jour suivant.

Les courbes de de exion acquises au cours degeapces AFM onéte converties en chier texte (.txt)
par le logiciel "JPK Data Processing” pour pouvéire analyge avec le logiciel de programmation
Matlab. Les courbes de de exion sont converties en courbes de forces en multipli@exsod par la
sensibilie et la constante de raideur comn@éedt dans lequation (4.7).

Pour chaque @evement de levures depuis le kiacteur, 13 cellules olte son@es en utilisant le pro-
tocole cecrit ci-dessus ce qui nous a permis d'obtenir 13*27=351 courbes de foréelmantillon. Pour
chaque culture, nous avons effeatuau minimum 9 m@levement ce qui repsente donc au minimum
9*351=3159 courbes de force pour chaque culture. Pour chaque condition de culture (Milieu MMSG,
MMSGal et MMSL), les éries de mesures oat effectieesa deux reprises ce qui constitue au total un
jeu de donges d'environ 6*3159=18954 courbes de force.
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Chapitre 5

Conclusion et perspectives

5.1 Synthese

Dans cette thse, nous avons comi@gmneétude de la croissance de la lev@eerevisia@n population

en fonction de son &tabolisme avec unetude des propetes mecaniques des cellules individuelles.
Cette approche nous a permigtilldier la éponse des levur@sune compression globale sous un levier
AFM plat et d'associer ces observatioasun état physiologique (phase de croissancétaholisme)
contolé. Nous avonsé&lelop@ un biokacteur couf@a un module de suivi de la quaritie biomasse

en temps éel gacea une @rivation uidique, dont les étails de la conception sontggengs dans le
chapitre 4. Ce systne nous a permis @tudier la proliération des cellules de levures avec une bonne
résolution temporelle, offrant la possibéid'effectuer une analyse ne des comportements de crois-
sances. Ce syame constitu&galement une magiie de confiler rigoureusementétat physiologique
des levures en parale d'autres exgriences de caramtisation cellulaire pour un €& abordable. Cette
proceédure de coni@ile mise en avant dans cetteetie peugtre €utiliste pour diverses applications de
caracérisation cellulaire en biophysique.

Dans le chapitre 2, nous nous sommes @mngur [etude de ces comportements de croissance en pop-
ulation en mettant I'accent sur leatabolisme des cellules assdea chaque phase de croissance en
fonction des conditions de culture initiales. En nous appuyant sur des enregistrements longs (pouvant
aller jusqua 80h apes I'ensemencement) de culture de levures pradifit sur des milieux contenant
différents substrats carb@s que sont le glucose, le galactose et le lactate, nous avons @fteeu
decomposition temporelle des phases de la croissance des levuresaactgior. En commencant par la
phase exponentielle de croissance, nous avetesmire un marqueur important permettant ddichiter
cette phase. Il s'agit du point d'in exion de la croissan@earmire au maximum de la&tivee premere

de I'évolution de la biomasse. Lagsence de ce point particulieét& obseree pour toutes les courbes
de croissance. En utilisant ce B¥p, nous avons pu tester la capadé diferents modles de croissance

a decrire la dynamique @\volution de la biomasse en béacteur. Les trois mades tests,a savoir le
mockle de Verhulst, le magle de Gompertz et un mekk en fraction rationnelle, permettent decdre

la croissance avant le point d'in exion avec un bon coef cient dgedmination mais @dise des taux

de croissances au point d'in exion qui peuvent diér en fonction des conditions de croissancécér

a cette analyse, nous avons pu observer desrdiftes importantes entre les éiffints netabolismes.

Le métabolisme des levures en milieu glucose, cé&rét par un faible taux de respiration et une forte
utilisation de la voie de la glycolyse,&€ asso@ a un taux de croissance au point d'in exion (vitesse
de proliferation la plus rapide) d&28 0:01h ! nettement plus rapide que pour les deux autres con-
ditions de croissance. Pour les croissances en milieu galactose et lactate un taux de croissance au point
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d'in exion comparable d'enviror0:12h ! aété obsere, mais ce maximum de la vitesse de pifition

a éte atteint pour des temps car@cdstiques diferents. C'est la principale défence que nous avons
détecee entre un mtabolisme purement respiratoire (lactate) et w@tabolisme a la glycolyse et la
respiration ont lieu simulta@ment (galactose). Nous nous somragalement irédresgsa la croissance
apres le point d'in exion, al nous avons pu@tomposer le comportement de ralentissement de la crois-
sance des levures. De nouveau, nous avons obskiferents scemas de croissance que nous avons
assodds aux stress de difentes natures que subit la levureesple point d'in exion. Nous avons
déevelopg@ une néthode permettant deedomposer les diffrentes phases de stress et d'adaptation de la
levure, en nous servant de lard/ee seconde dedvolution de la biomasse. Notamment, nous avons
obsene des comportements de croissance non exponentieds &ppoint d'in exion. Ce schma de
croissance particulier @ cecrit dans la littrature pour des milieux minimums syatlyjues et &te
assocd a une croissance lin@ée par le manque d'un ou plusieurs substrats esseatielgulture autre
que la source de carbone (fer, ammoniunu))es cellules comgimentent le manque de ces nutriments
par des processus d'autophagie.

Le chapitre 3 est cer@rsur la necanique cellulaire. Nous y passons en revue legreifftselements
impliqués dans la iecanique cellulaire de la levura savoir le cytosquelette et la paroi cellulaire, et les
liens multiples qui onété identi &s entre cegléments et le @tabolisme de la levure. Dans ce chapitre,
nous faisong&galement uietat des lieux de la étanique de la levur.cerevisiaglans la litérature, en
caggorisant en fonction detbrmations engenées le travail des diffrents auteurs, et en dressant un
historique de Evolution des moeles nécanique de la compression des levures. Dans ladréepartie

du chapitre 3 nous peentons lesasultats des exgiences de compression des levures sous un levier
plat par AFM. Apes la mise en oeuvre d'une peéxture de correction des courbes de force pour pren-
dre en compte la&formation du levier, nous avons and@yes courbes de forces et nous en avoss tir
plusieurs esultats intressants. Pour les courbes de force enrégistdans cette élse, la relation de la
force en fonction du @placement du levier ne suit pas une loi de puissance d'exposant constant comme
decrit par les modles nécaniques utiliss dans la ligrature (modles de Hertz-Sneddomuanocele de
compression de coques presseeis ou non). Dans notre cas, nous avons obsane variation de la
derivée de prendre de la force en deux phases avec une transitiogglene. Nous avons carécise
cette transition et nous avons ider#tique la profondeur d'indentation correspondarme changement
était atteinte sur une gamme allant des6000nm. Ce comportement d&ponsea la compression ate
obsene sur la grande majoatdes mesures, de marg incependante du étabolisme des levures. |l
s'agit d'une caradristique @rérale de la&ponse des levures pour legime de compression globale
faible deformation. Nous avons aussi conétanétudiant le coef cient de dissipation visqueuse, que le
comportement @canique des levures dans notre st essentiellemei@astique.

En nous basant sur notre estimation de la tension de surface effective et de I'exposant mayimous
avons pu observer des difences de comportemenéoanique entre les défentes conditions de culture

et entre les phases de croissance. Nous avons iéetis marqueurs potentiels de la croissance par res-
piration et reogluco@nrese, de la croissance exponentielle dans laquelle la glycolyse est igghqsi

que des marqueurs de la phase stationnaire. Nous avons aussi @stimugmentation sygshatique de

la tension effective de la paroi &¥ le stress de la n de la phase exponentielle. L'exposgnhous a
eégalement permis de distinguer deux sous-populaticFrseptant une acanique cellulaire diffrente en
milieu galactose. Ces défences sont potentiellement asgesh la pésence de cellules lles posdant

une rmecanique diférente des cellulesenes.

Nous avonggalement estitndes modules de Young effectifs aséesh differente€chelles de @formation.
Ces estimations nous ont permis de faire ressortir des comportements particuliers entre les phases de
croissance, dont certains pouvai@tte péditsa partir des observations des paerasZ _, o, et
dF=dz . Ces observationsagpendent de &chelle de dformationa laquelle on se place. Cessultats
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suggerent que la paroi des levures est un sgst multiechelle et qu'il est primordiale de recouardes
méthodes permettant d'imposer defarmations importantes, avec une bonesotution spatiale, pour
caracériser la nécanique de ce type de raatu.

5.2 Perspectives

Le travail effect& durant cette #se ouvre la porta de nombreuses perspectives:

Dans cette thse, nous avons ab@deulement la compression des levures avec des leviers plats. Ces
leviers nous ont permis d'observer Egponsea la compression des levures pour de faibkefodnations
(<250nm). Il serait ikressant degitérer ces ex@riences avec des leviers plus rigides pour appliquer
des @&formations plus importantes et voir si on rejoint les observations faites par deseexes de
micromanipulation. Pour dresser un tableau plus complet dé&anique de la paroi cellulaire, il serait
également irdressant d'utiliser des levieeqquiges de pointes coniques, adeptpour engendrer des
déeformations locales de la paroi. Des essais avec ce type de leviegjagtaleffecties au LOMA mais
n'ont pasété pesengs dans ce manuscrit.

Nous nous sommes igrtesg seulemenda la souche "sauvage” de.cerevisiac Comme il a @&ja éte
propo£ dans la literature (Dague et al., 2010), il seraitdréssant degitérer la néthodologie pesengée
dans cette thse pour des souchespentant des mutations au niveau de leatainolismeenergetique
ou au niveau de leur paroi cellulaire. Ce type d'approche pourrait faire ressortir des comportements
mécaniques diffrents de ceux que nous avons rapgart

Une des perspectives @ressantes consisterait de combiner la microsefoece atomique avec un
autre systme d'imagerie tel que la microscopie de phase quantitative. Cela permettrait I'observation
simultarée de la structure cellulaire et de $gponsea la compression, ce qui nous permettrait de
mieux caradriser la @formation de Echantillon qui est un paragtre primordial dans les processus
de moctlisation de la racanique cellulaire et dans l'integtation des courbes de force.

Les mesures de forcegsenges dans cettedise concerne la@tanique de cellules individuelles. Une
suite logiquea ce travail serait de passeplus grandé@chelle en caragtisant la recanique des ames
cellules en population, assergbk en bio Im. Cela nous permettrait comprendre commené&eamique
d'un individu conditionne la racanique d'une structure plus grande.

Pour les enregistrements de la croissance des levures en population, notre mesure est une valeur
moyenne de la croissance de toute la population dans un mili@ietdiomogne. Il serait irgéressant
d'enregistrer la croissance d'une population de levaugneéchelle moins grande pour observer com-
ment les levures individuelles se multiplient et s'agence pour paradaiformation d'un bio Im (dans
un environnement sans agitation plus proche de leurs conditions naturelles). Des enregistrements de ce
type ont @jaéte effecties au LOMA pour les conditions de cultures atims dans cette dise.
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Acronymes

ADN Acide desoxyribonudique. 14

ADP Adénosine diphosphate. 17

ANOVA Analysis of variance. 29

ANR Agence Nationale de la Recherche. 11
ARP2/3 Actin Related Protein 2/3 complex. 69
ASL Alkali-sensitive linkage. 73

ATP Adénosine triphosphate. 8

CMOS Complementary Metal Oxide Semiconductor. 133
CWI Cell wall intergrity (In€grite de la paroi cellulaire). 55

CWPs Cell wall proteins (Prdtines de la paroi cellulaire). 73
DO Densit optique. 21

edo Equation diferentielle ordinaire. 46

Fru-6-P Fructose-6-phosphate. 75

Glc-6-P Glucose-6-phosphate. 75
GPI Glycosylphosphatidylinositol. 73
GTP Guanosine triphosphate. 70

HOG High Osmolarity Glycerol (Voie ratabolique). 77
IBGC Institut de Biochimie et @rétique Cellulaires. 121
LOMA Laboratoire Ondes et Maties d'Aquitaine. 24

MAP Mitogen-Activated Protein (Voie gtabolique). 77
MAP2 Mitogen-Activated Protein 2. 70
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MAP4 Mitogen-Activated Protein 4. 70

MMF Morgan-Mercer-Floding (magle). 143

MMSG Milieu minimum synttetique glucose. 24

MMSGal Milieu minimum syntletique galactose. 24

MMSL Milieu minimum syntletique lactate. 24

MSBRs Miniature Stirred Tank BioReactors (Biggicteura chambre agit miniature). 125

MTC Magnetic Twisting Cytometry (Cytogtrie par torsion maggtique). 8

NAD+ Nicotinamide aénine dinucdotide (oxy@). 18
NADH Nicotinamide aénine dinuckotide. 16

NAPs nucleoid-associated proteins (Fainte assoée aux nu@otides). 14

PDH Pyruvate éshydrognase. 17
PDMS Polydinéthylsiloxane. 124
PMMA Polynméthacrylate de &thyle. 124

PSM Poste de&curie microbiologique. 133

SD Synthetic Dextrose (milieu de culture). 58

SEP SDS/ -mercaptoethanol extractable proteins. 73
TuRC Tubulin Ring Complex. 70

UDP-Glc Uridine diphosphate glucose. 75
UDP-GIcNac Uridine diphosphate N-&tylglucosamine. 75

UFC Unité formant colonie. 21
WT Wild type (type sauvage). 94

YPD Yeast Peptone Dextrose (Milieu de culture). 78

YPL Yeast Peptone Lactate (milieu de culture). 24
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Glossaire

-glucanes Polysaccharide ergfement constigide D-glucose &s par des liaisonga. 15

Acetaldehyde Aldéhyde de formule chimiqueH;CHO. 19

Acetyl-CoA Acétyl-coenzyme A. Thioestaa haut potentiel d'hydrolyse qui occupe uile clé dans
métabolismeenergtique. 16

Actine Pro€ine bi-globulaire de 5.46 nm de diatre. 14

Actomyosine Element contractile de la bre musculaire, gésulte de l'association de deux peotes,
I'actine et la myosine. 71

Adhésine Récepteur pra@igue membranaire, fonction d'adfésion cellulaire. 73

Amylo“des Capables de former des structures brillaige$a surface de la paroi cellulaire qui peuvent
interagir avec la paroi d'autres cellules de levures (formation de bio Im), aveerdifts substrats
ou encore avec la membrane d'autres cellules eucaryotes. 73

Anabolisme Voies du nétabolisme comprenant lesgtonenes de biosynd#se. 16
Apoptose Mort cellulaire programrae. 22
Archée Caggorie de microorganismes unicellulaires procaryotes. 13

Autophagie Processus d'auto-digestion qui consiste en wegradation de composants intracellulaires.
56

Bgl2P -1,3-glucanosyltransferase (enzyme) impéqians la syn@se de la paroi cellulaire des lev-
ures. 73

Bio Im Communau& multicellulaire plus ou moins complexe de micro-organismegiait entre eux
eta une surface. 9

Bioreacteur Récipient dans lequel se produisent des poés biologiques. 124

CapZ Protine chaperonne pouvant se xer aux &xtites des laments d'actine. 69
Catabolisme Voies du nétabolisme comprenant lesgfonenes de dgradation des biometules. 16
Cellulose Glucide constité d'une chane linéaire de maicules de D-glucose. 15

Centrosome Centre cellulaire organisateur des microtubules. 70
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Chitine Molécule de la famille des glucides, et de formuligil ;3N Os),,. 15
Chloroplaste Organite pesent dans le cytoplasme des cellules eucaryotes photésguis. 14

Concavaline-A Glycoprogine de la famille des lectines. qui se ligespquement au D-mannose et au
D-glucose. 86

Crabtree-positif Catgorie des levures capables d'utiliser la fermentation ésqrce d'oxygne eta
des concentratiorseees de glucose. 18

Cycle de Krebs Série de gactions chimiques utilee par tous les organismesrabies pour grérer de
I'énergie (ATP)a partir de I'oxydation de I'acetyl-CoA provenant des carbohydrates, des lipides
et des pratines. 16

Cytokinese Séeparation physique du cytoplasme dans deux cellules lors de la division cellulaire. 69
Cytoplasme Liquide contenu dans les cellules comp@ssentiellement d'eau. 13

Cytosquelette Structure organie de polyreres biologiques qui coefenta la cellule I'essentiel de ses
proprietes architecturales eténaniques. 14

Diauxie Croissance d'une population de micro-organismes en deux phases. 17

Dynéine Pro€&ine motrice pouvant se lier aux microtubules impéiqudans le transport degsicules
depuis la membrane extracellulaire vers le centre de la cellule. 70

Endocytose Transport @siculaire vers l'inérieur d'une cellule. 69
Eucaryote Cellulea noyau. 13

Exocytose Mécanisme par lequel la cellule éke des biom@culesa travers sa membrane cellulaire.
77

Filaments intermédiaires Constituants du cytosquelette foemde pratines brillaires. 14

Floculine Récepteur pr@ique membranaireg fonction d'adfesion cellulaire, impligé dans les pro-
cessus de oculation. 73

Formine Famille de progines egulant I'activié de l'actine. 71

GaslP -1,3-glucanosyltransferase (enzyme) impégians la synése de la paroi cellulaire des lev-
ures. 73

Gelsoline Prokine cytosolique capable de se xer aux laments d'actine et d'engendrer leur dislocation.
70

GFA1 Enzyme catalysant la formation de la glucosamine-6-P en glutaanaéetir du fructose-6-P et
de la glutamine (syntfse de la chitine). 75

Glutarald éhyde Aldéhyde de formul€sHgO,. 86

Glycogene Polymere de glucose. 55
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Glycolyse Voie métabolique de @gradation du glucose. 16

GNA1 Enzyme GlucosamiNe-6-phosphate Acetyltransferase impdiglans les voies de biosyates
de la paroi cellulaire . 75

GTPase Enzyme de guanosine capable d'hydrolyser la GTP. 77

Histones Pro&ines permettant la compaction de I'ADN dans les chromosomes. 14
HK1 Hexokinase catalyse la phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate. 75

Homographique Qualite d'une fonction qui peugtre repesenge sous la forme d'un quotient de deux
fonctions af nes. 43

Hydrodynamique Relatif aux mouvements des liquides. 102
Hydrolase Classe d'enzymes qui catalysent léactions d'hydrolyse de metules. 73

Hémicellulose Biopolymere glucidique, constitutif de la paroi cellulairégetale. 15

Inoculum Echantillon contenant des germes vivants, désiétre introduit au sein d'un milieu favor-
ablea sa multiplication. 141

Intron Portion d'un gene qui est transcrite en ARN. 14

Kin ésine Pro&ine motrice pouvant se lier aux microtubules impégudans le transport degsicules
du centre de la cellule vers la membrane extracellulaire. 70

Lectine Progines qui se lient gxi quement et de facoréversiblea certains glucides. 86
Lignine Macromokcules polypgnoliques. 15

Lysosome Organite pesent dans le cytosplame des cellules eucaryotes qui ont pour fonction d'effectuer
la digestion intracellulaire. 14

Mannoprotéine Glycoprogine compose de pratines et de mannose. 15
Micro uidique Dispositifs manipulant deds petites quanés de liquide dans des microvolumes. 124

Microscopie interféerentielle Technique de microscopie qui exploite les inkeeinces de deux faisceaux
d'une onde lumineuse traversant@chantillon. 14

Microtubules Constituants du cytosquelette foemfornes de dineres de tubulines. 14

Mid2 Progine pesente dans la membrane cellulaire des levures qui jouEeide necanosenseur dans
la voie d'integrite de la paroi cellulaire. 77

Mitochondrie Organite pesent dans le cytosplame des cellules eucaryotes dodteeessentiel est
d'assurer I'oxydation et la respiration cellulaire. 16

Mitochore Complexe pratiques permettant I'interaction des mitochondries avec le cytosquelette. 72

Mitophagie Processus de digestion des mitochondries par autophagie. 72
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Modi cation post-traductionnelle Modi cation chimique d'une protine, gali€e le plus souvent par
une enzyme, aps sa syntbse ou au cours de sa vie dans la cellule. 13

Monophylétique Caracéristique d'un groupe qui contient I'espe souche dont descendent tous ses
membres. 13

Mtll Progine pésente dans la membrane cellulaire des levures qui joud@eide necanosenseur dans
la voie d'integrite de la paroi cellulaire. 77

Myocyte Cellule musculaire capable de contraction. 9

M écanobiologie Science qui s'irdresse aux effets des contraintescamiques sur les cellules ou les
tissus vivants.. 8

M écanosenseurProgines capable degtecter un signal étanique. 77

M écanotransduction Processus par lequel les cellules d'un organisme convertissent les stinadasiques
de leur environnement en messajectrique, biochimique, ouvégétique. 9

Nitrogene Source d'azote. 23

Néoglucognese Voie métabolique de biosynése du glucosa partir de pecurseurs non glucidique.
16

Opéron Unité d'ADN fonctionnelle regroupant degges qui oprent sous le signal d'un@me promo-
teur. 14

Organite Structure spciali® contenue dans le cytoplasme étinhitée du reste de la cellule par une
membrane phospholipidique. 15

PCM1 Enzyme catalysant la conversion du GIcNAc-6-P en GIcNAc-1-P. 75
Pectine Polysaccharide composant la paroi des cellubggtales. 15

Peroxysome Organite pesent dans le cytosplame des cellules eucaryotes ingaligiis la ratabolisation
des acides gras et des acides d@msjria Eduction de drives €actifs de I'oxygne. 14

PGM1 Phosphoglucomutase qui catalyse la conversion du glucose-1-phosphate en glucose-6-phosphate.
75

Phéromone Substance chimique produite par un organisme servant de stiadlastres individus de
la méme espce pour une ou plusieursponses comportementales. 77

Pkcl Phosphoenolpyruvate carboxykinase, enzyréalel la oglucognrese. 77

Polycarbonate Polymere issu de la polycondensation du bispbl A et d'un carbonate. 85

Polylysine Polymere organique compédgle lysine (acide ama). 86

Polymere Macromokcule, forng d'unitts monoreres lees entre elles par des liaisons covalentes. 14

PolysaccharidesPolymeres de la famille des glucides constisude plusieurs ose&$ entre eux par des
liaisons osidiques. 14
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Procaryote Cellule sans noyau. 13

Pyruvate Compog chimique de formul€H; CO COOH quioccupe undle cle dans le ratabolisme
énergetique. 16

Péristaltique Mouvement par contraction. 124

QRI1 Enzyme catalysant la formation d I'UDP-GIcNAc implige dans les voies de biosyaties de la
paroi cellulaire. 76

QuiescencePhase durant laquelle la cellule @ de se diviser et aetie son cycle cellulaire. 9

Rhol GTPase impligée dans laggulation de la -1,3-glucane synthase. 77
Rom2 Pro€&ine activatrice des GTPases Rhol et Rho2. 77

Réticulum endoplasmique Organite pesent dans les cellules eucaryotesé lia membrane nuehire
qui permet la syntise des préines, produit des macrongalules et transfe des substances vers
I'appareil de Golgi via deséasicules. 13

Sec3 Progine impligiee dans les voies déaétion. 77
Skn7 Facteur de transcription implig@udans la&ponse aux stress oxydatifs.. 77

Solendde Fil métallique enrowd sur un cylindre, provoquant un champ métigue sur son axe lorsqu'il
est parcouru par un couraglectrique. 124

Spectrophotonretre Instrument permetant deeterminer la concentration d'une e chimique dans
une solution. 123

spectroscopieEtude exgrimentale du spectre d'un phorene physique. 126

Sphéro'des Agrégats cellulaires tridimensionnels. 81

Tau Progine monorarique soluble pouvant sassocier aux microtubules peguler leur dynamique.
70

Transcriptome Ensemble des ARN issus de la transcription éng@mne. 14
TransglycosylaseClasse d'enzymes qui catalyse la transformation d'un glucide en un autre. 73
Treéhalose Dimere de glucose. 19

Tubuline Héterodimere qui compose les microtubules.. 70

UGP1 Enzyme catalysant la formation de 'UDP-Gdgartir du glucose 1-phosphate et de I'UTP (Uri-
dine triphosphate). 75

Urydilation Addition d'un groupement uridine. 75

Vesicules endoplasmiquegOrganite minimum &pagé du cytosol par au moins une bicouche lipidique.
69
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Viscoélastique Relatifa un magriau qui pesente un comportemeata foisélastique et visqueux. 80

Voie des pentoses phosphategoie de cegradation des hexoses permettant la production de plusieurs
biomokcules dont les acides nadues. 16

Wsc1-3 Progines qui jouent unile de nécanosenseur dans la voie dégtite de la paroi cellualire. 77
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Annexes A

Annexes

A.1 Equations utilisées pour tracer le mocatle de Von Bertalanffy

N%t) =

A.2 Tableaux des Eesultats de l'identi cation "simpli
des moctles

k 1k
N (t) = exp(3 Ln E+(I\T§ 5) exp( P (%) (t 1))
R R
k NP exp(P(t t)) k exp(iP(t t) 1 + NP

Nqt) =

P2

R — R—
NPk exp(P(t 1) k explP(t 1) 1+ NP k exp(iP(t

(A.1)

(A.2)

F3)_
) 3 +3° NP

3P

8k?
27P3

N(t)=

(A.3)

(A.4)

(A.5)

ée” des paranetres

Dans ce paragraphe, nous avolsni les ésultats de la pr@&dure d'identi cation "simpli ée” des
paranetres des diffrents modles: Verhulst, Gompertz et en fraction rationnelle. L&$es de mesures
de courbes de croissance suivant &fifints milieux de culture oréte analyges : Milieu minimum
syntletique glucose (MMSG), Milieu minimum syrétique galactose (MMSGal), Milieu minimum
syntletique lactate (MMSL) et Milieu riche lactate (YPL). Pour les raled de Verhulst et de Gompertz

178



Annexes

qui posgdent quatre paragtres, lors de la pr@ure d'identi cation "simpli ée” des paramtres, trois
cas des dores mesi@res onéteétudies: (L)to; No;t ;N , (2)to; No; N Nt ) et (3)to; No;t ;Nqt ).

Les pararetres identiés sont exprir@s en vert pour le cas, en bleu pour le cas (2) et en rouge pour le cas

(3). Le coef cient de é&termination ndtR? (R-squared) et&ni en relation 2.56 eségalement calcél

pour mesurer la quaétde la proédure d'identi cation "simpli ée” des paraetres.

A.2.1 Modele de Verhulst

[ Miew Jto [t [Ne [N N[ @) fa [a A |k |k [k | 0] @ | s | RGwy | Rlawa | Riasxo |
| MMSG | 384 | 1864 | 008 | 22 | 062 | 028 | 439 | 439 | 7.92 | 027 | 056 | 031 | 014 | 028 | 016 | 072 | -15.26 | -1.87 \
| MMSG | 25 | 1248 | 042 | 178 | 054 | 03 | 356 | 356 | 563 | 034 | 061 | 039 | 017 | 03 | 019 | 079 | 7.4 | -0.67 \
| MMSG | 206 | 1406 | 012 | 1.88 | 048 | 026 | 375 | 375 | 593 | 029 | 052 ] 033 | 014 | 026 | 016 | 076 | -7.92 | -0.77 \
| MMSG | 292 | 1642 | 007 | 159 | 046 | 029 | 318 | 318 | 566 | 028 | 058 | 032 | 014 | 029 | 016 | 071 | -13.61 | 174 \
| MMSG | 167 | 1398 | 009 | 194 | 052 | 027 | 388 | 388 | 605 | 031 | 054 | 034 | 015 | 027 | 017 | 084 | -7.25 | -0.37 \
| MMSG | 092 | 13.61 | 007 | 196 | 055 | 028 | 392 | 392 | 625 | 031 | 056 | 035 | 016 | 028 | 017 | 079 | -8.63 | -0.57 \
| MMSG | 275 | 1364 | 007 | 164 | 046 | 028 | 328 | 328 | 477 | 035 | 057 | 039 | 018 | 028 | 019 | 09 | -4.68 | 013 \
| MMSG | 12 | 1575 | 004 | 182 | 051 | 028 | 365 | 365 | 597 | 031 ] 056 | 034 | 015 | 028 | 017 | 079 | -11.08 | -0.69 \
| MMSG | 17 | 11.39 | 009 | 194 | 054 | 028 | 389 | 389 | 526 | 038 | 056 | 041 | 019 | 028 | 021 | 0.94 | 2.4 | 045 \
\ |
| MMSGal | 092 | 21.95| 01 | 319 | 032 | 01 | 637 | 637 | 64 | 02 | 02 | 02 | 01 | 0.1 | 0.1 | 1 | 1 | 1 \
| MMSGal | 092 | 1886 | 0.1 | 275 | 047 | 047 | 549 | 549 | 7.76 | 022 | 034 | 024 | 011 | 017 | 012 | 0.99 | -2.75 | 058 \
| MMSGal | 092 | 2231 | 01 | 362 | 038 | 011 | 724 | 724 | 75 | 02 | 021 | 02 | 01 | 011 | 01 | 0.99 | 0.96 | 0.99 \
| MMSGal | 092 | 2028 | 0.1 | 311 | 036 | 012 | 622 | 622 | 669 | 021 | 023 | 022 ] 011 | 012 | 011 | 0.99 | 0.85 | 0.97 \
| MMSGal | 092 | 21.34 | 008 | 304 | 039 | 013 | 609 | 609 | 7.15 | 021 | 026 | 0.22 | 0.1 | 013 | 011 | 099 | 0.23 | 091 \
| |
| MMSL | 356 | 3628 | 0.1 | 404 | 043 | 011 | 808 | 808 | 1201 | 013 | 022 | 014 | 007 | 011 | 007 | 089 | -6 | 0.08 \
| MMSL | 925 | 3389 | 014 | 393 | 046 | 012 | 7.87 | 787 | 1046 | 016 | 023 | 018 | 008 | 012 | 009 | 095 | 21 | 057 \
| MMSL | 498 | 30.86 | 0.13 | 391 | 05 | 013 | 782 | 7.82 | 1159 | 016 | 025 | 017 | 008 | 013 | 009 | 091 | 5.29 | 012 \
| MMSL | 1075 | 3359 | 01 | 282 | 036 | 013 | 563 | 563 | 7.63 | 018 | 026 | 019 | 009 | 013 | 009 | 096 | -25 | 053 \
| MMSL | 123 | 30 | 008 | 398 | 053 | 013 | 796 | 796 | 1204 | 016 | 026 | 017 | 008 | 013 | 009 | 089 | -7.03 | 0.04 \
| MMSL | 395 | 31.95 | 007 | 341 | 033 | 01 | 682 | 682 | 791 | 016 | 02 | 017 | 008 | 01 | 008 | 097 | 0.18 | 0.88 \
| MMSL | 236 | 28 | 01 | 196 | 019 | 01 | 391 | 391 | 497 | 014 | 019 | 015 | 007 | 01 | 008 | 088 | -1.14 | 0.56 \
| |
| YPL | 092 | 2848 | 021 | 387 | 048 | 012 | 7.73 | 773 | 1279 | 013 | 025 | 015 | 007 | 012 | 007 | 074 | -9.96 | -1.09 \
| YPL | 092 | 2889 | 011 | 45 | 05 [ 011 |9 |9 | 118 | 016 | 022 ] 017 | 008 | 011 | 008 | 091 | -2.38 | 053 \
| YL | 161 | 31 | 01 | 653 | 077 | 012 | 1306 | 1306 | 17.37 | 017 | 024 | 018 | 008 | 012 | 009 | 095 | -2.64 | 063 \
| YPL | 15 | 2853 | 009 | 387 | 039 | 01 | 775 | 775 | 914 | 017 | 02 | 017 | 008 | 01 | 009 | 097 | -0.01 | 0.86 \
| YPL | 092 | 21.34 | 008 | 304 | 039 | 013 | 609 | 609 | 715 | 021 | 026 | 022 | 0.1 | 013 | 011 | 099 | 0.23 | 091 \

Table A.1: Identi cation "simpli ée” des paraetres pour les courbes de croissance avec lesteatke Verhulst :
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A.2.2 Modele de Gompertz

| Milew to [t [ No [N [NWO | @) fa fa fa [k ke ke | 0] @2 | @3 | Ry | Rlapwa | Rlasus |
| MMSG | 384 | 1864 | 008 | 22 | 062 | 028 | 597 | 597 | 1497 | 01 | 028 | 011 | 0.1 | 028 | 011 | 031 | -31.34 | -11.3575 |
| MMSG | 25 | 1248 | 012 | 178 | 054 | 03 | 484 | 484 | 988 | 013 | 03 | 015] 013 | 03 | 015 | 052 | -15.24 | 52032 |
| MMSG | 206 | 1406 | 012 | 1.88 | 048 | 026 | 51 | 51 | 1048 | 011 | 026 | 013 | 011 | 026 | 013 | 047 | -16.39 | 56217 |
| MMSG | 292 | 1642 | 007 | 159 | 046 | 029 | 432 | 432 | 1046 | 01 | 029 | 012 | 0.1 | 029 | 012 | 034 | -27.11 | 98776 |
| MMSG | 1.67 | 13.98 | 0.09 | 194 | 052 | 027 | 527 | 527 | 1104 | 012 | 027 | 013 | 012 | 027 | 013 | 055 | -16.75 | 52612 |
| MMSG | 092 | 13.61 | 007 | 196 | 055 | 028 | 533 | 533 | 116 | 011 | 028 | 013 | 011 | 028 | 013 | 045 | -19.72 | 62858 |
| MMSG | 275 | 13.64 | 0.07 | 164 | 046 | 028 | 445 | 445 | 87 | 013 | 028 | 015 | 013 | 028 | 015 | 0.66 | -12.88 | 36665 |
| MMSG | 1.2 | 1575 | 004 | 182 | 051 | 028 | 496 | 496 | 1168 | 011 | 028 | 012 | 011 | 028 | 012 | 037 | -26.65 | 83633 |
| MMSG | 1.7 | 11.39 | 0.09 | 1.94 | 054 | 028 | 529 | 529 | 937 | 014 | 028 | 016 | 014 | 028 | 016 | 0.74 | -8.48 | 22151 |
\ \
| MMSGal | 092 | 2195 | 01 | 319 | 032 | 01 | 866 | 866 | 1156 | 007 | 0.1 | 007 | 007 | 0.1 | 007 | 091 | -0.79 | 04125 |
| MMSGal | 092 | 1886 | 0.1 | 275 | 047 | 017 | 7.47 | 7.47 | 1434 | 008 | 017 | 009 | 008 | 017 | 009 | 086 | 9.8 | 22612 |
| MMSGal | 092 | 2231 | 01 | 362 | 038 | 011 | 984 | 984 | 138 | 007 | 011 | 007 | 007 | 011 | 007 | 087 | -1.65 | 01663 |
| MMSGal | 092 | 2028 | 0.1 | 311 | 036 | 012 | 846 | 846 | 1217 | 008 | 012 | 008 | 008 | 012 | 008 | 087 | 214 | -0.0048 |
| MMSGal | 092 | 21.34 | 0.08 | 304 | 039 | 013 | 828 | 828 | 1328 | 007 | 013 | 008 | 007 | 013 | 008 | 086 | -4.62 | -0.6398 |
\ \
| MMSL | 356 | 36.28 | 0.1 | 404 | 043 | 011 | 1098 | 10.98 | 2294 | 005 | 011 | 005 | 005 | 011 | 005 | 058 | -17.13 | 47618 |
| MMSL | 925 | 3389 | 0.14 | 393 | 046 | 012 | 10.69 | 10.69 | 19.23 | 0.06 | 0.12 | 006 | 006 | 012 | 006 | 0.75 | 913 | 21051 |
| MMSL | 498 | 30.86 | 0.13 | 391 | 05 | 013 | 1063 | 10.63 | 21.55 | 0.06 | 0.13 | 0.06 | 006 | 013 | 006 | 0.65 | -14.63 | -4.0051 |
| MMSL | 1075 | 3359 | 0.1 | 282 | 036 | 013 | 7.65 | 7.65 | 14 | 006 | 013 | 007 | 006 | 013 | 007 | 0.77 | -9.73 | 23857 |
| MMSL | 123 | 30 | 008 | 398 | 053 | 013 | 1082 | 10.82 | 2362 | 0.06 | 013 | 006 | 006 | 013 | 006 | 056 | -20.23 | 55937 |
| MMSL | 395 | 3195 | 007 | 341 | 033 | 01 | 927 | 927 | 1509 | 0.06 | 0.1 | 006 | 006 | 0.1 | 006 | 075 | 5.7 | -0.9647 |
| MMsL | 236 | 28 | 01 | 196 | 019 | 01 | 532 | 532 | 876 | 005 | 01 | 006 | 005 | 0.1 | 006 | 065 | -5.93 | -14994 |
\ \
| YPL | 0.02 | 2848 | 021 | 387 | 048 | 012 | 1051 | 1051 | 2302 | 0.05 | 012 | 006 | 0.05 | 012 | 006 | 041 | -20.21 | -7.0289 |
| YPL | 0.02 | 2889 | 011 | 45 | 05 | 011 | 1223 | 1223 | 2258 | 0.06 | 0.1 | 006 | 0.06 | 011 | 006 | 061 | -11.14 | 27142 |
| YPL | 161 | 31 | 01 | 653 | 077 | 012 | 17.75| 17.75 | 346 | 006 | 012 | 006 | 0.06 | 012 | 006 | 0.67 | -13.63 | 30728 |
| YPL | 1.5 | 2853 | 009 | 387 | 039 | 01 | 1053 | 1053 | 1729 | 0.06 | 0.1 | 006 | 0.06 | 0.1 | 006 | 077 | -6.02 | -Lo729 |
| YPL | 002 | 21.34| 008 | 304 | 039 | 013 | 828 | 828 | 1328 | 0.07 | 013 | 008 | 0.07 | 013 | 008 | 0.86 | -4.62 | -0.6398 |

Table A.2: Identi cation "simpli &e” des paratres pour les courbes de croissance avec lesteate Gompertz.
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A.2.3 Modele en fraction rationnelle

| Milieu | to | t | No | N | N%t) | (t)]a | b | m | (t)er | R? |
| MMSG | 3.84 | 1864 | 0.08 | 22 | 0.62 | 0.28 | 4.88 | 1119911599.81| 7.63 | 0.28 | 0.92 |
| MMSG | 25 | 1248 | 012 | 1.78 | 0.54 | 0.3 | 4.06 | 460181.53 | 551 | 0.3 | 0.95 |
| MMSG | 206 | 14.06 | 0.12 | 1.88 | 048 | 0.26 | 4.28 | 1564830.9 | 5.59 | 0.26 | 0.96 |
| MMSG | 2.92 | 16.42| 0.07 | 1.59 | 0.46 | 0.29 | 3.53 | 163021752.54 | 7.16 | 0.29 | 0.94 |
| MMSG | 1.67 | 13.98| 0.09 | 1.94| 052 | 0.27 | 4.46 | 4022965.79 | 5.92 | 0.27 | 0.95 |
| MMSG | 092 | 13.61| 0.07 | 1.96 | 0.55 | 0.28 | 4.48 | 13402036.8 | 6.33 | 0.28 | 0.96 |
| MMSG | 2.75 | 13.64 | 0.07 | 1.64 | 0.46 | 0.28 | 3.85 | 638602.64 | 5.44 | 0.28 | 0.94 |
| MMSG | 1.2 | 15.75| 0.04 | 1.82 | 0.51 | 0.28 | 4.13 | 469125615.56 | 7.35 | 0.28 | 0.96 |
| MMSG | 1.7 | 11.39| 0.09 | 1.94 | 0.54 | 0.28 | 4.7 | 65286.53 | 469 | 0.28 | 0.94 |
| |
| MMSGal | 092 | 21.95| 0.1 | 3.19| 0.32 | 0.1 | 8.86 | 43236.48 | 33 | 0.1 | 0.99 |
| MMSGal | 0.92 | 1886 | 0.1 | 2.75| 047 | 017 | 65 | 87042336 | 54 | 0.17 | 0.85 |
| MMSGal | 0.92 | 2231 0.1 | 362|038 | 011 | 9.74 | 113857.27 | 3.62| 0.11 | 0.99 |
| MMSGal | 0.92 | 2028 | 0.1 | 3.11| 0.36 | 0.12 | 828 | 94950.88 | 3.68 | 0.12 | 0.99 |
| MMSGal | 0.92 | 21.34| 008 | 3.04 | 039 | 0.13 | 7.69 | 811192.03 | 436 | 0.13 | 0.96 |
| |
| MMSL | 356 | 36.28 | 0.1 | 4.04 | 043 | 0.11 | 9.38 | 3705525977.64| 6.22 | 0.11 | 0.95 |
| MMSL | 9.25 | 33.89| 0.14 | 3.93| 046 | 0.12 | 9.51 | 12022087.21 | 4.96 | 0.12 | 0.95 |
| MMSL | 4.98 | 30.86| 0.13 | 3.91 | 0.5 | 013 | 9.12 | 242286199.28 | 5.83 | 0.13 | 0.94 |
| MMSL | 10.75| 3359 | 0.1 | 2.82| 0.36 | 0.13 | 6.77 | 11068227.84 | 5.06 | 0.13 | 0.92 |
| MMSL | 123 | 30 | 0.08| 398| 053 | 0.13 | 9.16 | 9767150572.89| 6.76 | 0.13 | 0.95 |
| MMSL | 3.95 | 31.95| 0.07 | 341 | 0.33 | 0.1 | 854 | 6797239.08 | 459 | 0.1 | 0.99 |
| MMSL | 236 | 28 | 01 | 196|019 |01 | 488 | 136256093 | 42 | 0.1 | 1|
| |
| YPL | 092 | 2848 | 0.21 | 3.87| 048 | 0.12 | 8.73 | 1067767879.89| 6.17 | 0.12 | 0.96 |
| YPL | 0902 | 2889| 0.11| 45 | 05 | 0.11 | 10.81| 79022572.98 | 5.35 | 0.11 | 0.99 |
| YPL | 161 |31 |01 | 653|077 | 012 | 1543 | 960435542.65 | 6.02 | 0.12 | 0.97 |
| YPL | 1.5 | 2853 | 0.09 | 387 | 039 | 0.1 | 968 | 5775592.79 | 459 0.1 | 0.98 |
| YPL | 092 | 21.34| 0.08 | 3.04| 039 | 013 | 7.69 | 811192.03 | 4.36 | 0.13 | 0.96 |

Table A.3: Identi cation "simpli &e” des paraetres pour les courbes de croissance avec lesteagh fraction rationnelle :
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A.3 Identi cation "simpli ée” des paranetres : comparaison des
courbes de croissance identiées avec celle meseée

A.3.1 Milieu minimum synthétique glucose

Figure A.1: Identi cation "simpli  ée” des paranetres des diferents mockles en fonction du choix des donees mesuges
utilisées : Graphiques des courbéb(t), dN (t)=dtet (t) = dN(t)=dtidenti ées pour le magle de Verhulst (rouge), pour
le mocele de Gompertz (bleu) et pour le nadd en fraction rationnelle (vert) pour diffents jeux de valeursAl, B1, C1
(to;No;t ;N ) A2, B2, C2(to;No; N ; Nt )) A3, B3, C3(to;No;t ;Nt )). Les courbes eXgrimentales sont trées en
noir dans chaque cas.
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A.3.2 Milieu minimum synth étique galactose

Figure A.2: Identi cation des param etres analytiques avec les magles pour les diferents moceles en fonction du choix

des paranetres initiaux : Graphiques des courbbi(t), dN (t)=dtet (t) = dN (t)=dtidenti ées pour le moele de Verhulst
(rouge), pour le moele de Gompertz (bleu) et pour le nedd en fraction rationnelle (vert) pour déffents jeux de valeurs :
A1, B1, Cl(to;No;t ;N )A2, B2, C2(to;No; N ;NYt )) A3, B3, C3(to; No;t ; Nt )). Les courbes exgpimentales sont

tractes en noir dans chaque cas.
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A.3.3 Milieu minimum synth étique lactate

Figure A.3: Identi cation des param etres analytiques avec les magles pour les diferents moceles en fonction du choix

des paranetres initiaux : Graphiques des courbbi(t), dN (t)=dtet (t) = dN (t)=dtidenti ées pour le moele de Verhulst
(rouge), pour le moele de Gompertz (bleu) et pour le nedd en fraction rationnelle (vert) pour déffents jeux de valeurs :
A1, B1, Cl(to;No;t ;N )A2, B2, C2(to;No; N ;NYt )) A3, B3, C3(to; No;t ; Nt )). Les courbes exgpimentales sont

tractes en noir dans chaque cas.
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A.3.4 Milieu riche lactate

Figure A.4: Identi cation des param etres analytiques avec les magles pour les diferents moceles en fonction du choix
des paranetres initiaux : Graphiques des courbbi(t), dN (t)=dtet (t) = dN(t)=dtidenti ées pour le moele de Verhulst
(rouge), pour le moele de Gompertz (bleu) et pour le madd en fraction rationnelle (vert) pour déffents jeux de valeurs :
Al,B1, Cl(to;No;t ;N )A2, B2, C2(to; No;N ;NYt )) A3, B3, C3(to; No;t ; Nt )). Les courbes exgrimentales sont

tracées en noir dans chaque cas.
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A.4 Identi cation num érique des pararmetres : Tableaux

A.4.1 Modele de Verhulst

| Milieu | amin | amax | ani | @ | Kmin | kmax | Kini | kK | Nomn | Nomax | Noni | No | R? | )| (t)v |
| MMSG | 439 | 7.92 | 439 | 792 | 022 | 032 |027|032]|0 | 0.18 | 0.27 | 0.02 | | 028 | 0.16 |
| MMSG | 356 | 563 | 356 | 563 | 029 | 0.39 | 0.34 | 039 | 0 | 022 | 034 | 0.05 | | 03 | 019 |
| MMSG | 375 | 593 | 375 | 593 | 024 | 034 | 029 |034]|0 | 022 | 029 | 0.04 | | 026 | 017 |
| MMSG | 3.18 | 566 | 3.18 | 566 | 023 | 0.33 | 0.28 | 0.33 | 0 | 017 | 0.28 | 0.02 | | 029 | 017 |
| MMSG | 388 | 6.05 | 3.88 | 6.05 | 0.26 | 0.36 | 0.31 | 036 | 0 | 019 | 031 | 0.03 | | 027 | 018 |
| MMSG | 392 | 625 | 392 | 625 | 026 | 0.36 | 0.31| 036 | 0 | 017 ] 031 | 0.03 | | 028 | 018 |
| MMSG | 328 | 477 | 328 | 477 |03 |04 |035]|039]0 | 017 | 035 | 0.04 | | 028 | 0.19 |
| MMSG | 365 | 597 | 3.65 | 597 | 026 | 0.36 | 0.31| 0.36 | O | 014 ] 031 | 0.01 | | 028 | 0.18 |
| MMSG | 3.89 | 526 | 3.89 | 526 | 033 | 043 | 038 | 04 |0 | 019 | 0.38 | 0.06 | | 028 | 02 \
| |
| MMSGal | 637 | 6.4 | 637 | 637 | 015 | 025 |02 |021]|0 | 0.2 | 0.2 | 0.09 ] | 01 |01 |
| MMSGal | 5.49 | 7.76 | 549 | 7.1 | 017 | 027 | 022 | 0.22| O | 0.2 | 022 | 0.09 | | 017 | 011 |
| MMSGal | 7.24 | 75 | 7.24 | 724 | 015 | 025 | 02 | 0220 | 0.2 | 02 | 007 | | 011 | 011 |
| MMSGal | 6.22 | 6.69 | 6.22 | 65 | 016 | 0.26 | 0.21 | 0.23 | 0 | 0.2 | 021 | 0.07 | | 012 | 011 |
| MMSGal | 6.09 | 7.15 | 6.09 | 6.48 | 0.16 | 0.26 | 0.21 | 0.21 | O | 018 | 021 | 0.07 | | 013 | 011 |
| |
| MMSL | 8.08 | 12.01 | 8.08 | 12.01| 0.08 | 0.18 | 0.13 | 0.15| O | 0.2 | 013 | 0.04 | | 011 | 0.08 |
| MMSL | 7.87 | 1046 | 7.87 | 10.46| 0.11 | 021 | 0.16 | 0.17 | O | 024 | 016 | 0.09 | | 0.12 | 0.09 |
| MMSL | 7.82 | 1159 | 7.82 | 1159 | 0.11 | 0.21 | 0.16 | 0.17 | O | 023 | 016 | 0.07 | | 013 | 0.09 |
| MMSL | 563 | 7.63 | 5.63 | 7.63 | 0.13 | 0.23 | 0.18 | 0.18 | O | 0.2 | 0.18 | 0.08 | | 013 | 0.09 |
| MMSL | 7.96 | 12.04 | 7.96 | 12.04| 011 | 021 | 0.16 | 0.18 | O | 0.18 | 016 | 0.03 | | 013 | 0.09 |
| MMSL | 6.82 | 7.91 | 6.82 | 7.91 | 011 | 021 | 0.16 | 0.19 | O | 017 | 016 | 0.03 | | 0.1 | 0.09 |
| MMSL | 391 | 497 | 391 | 497 | 009 | 019 | 014|018 0 | 0.2 | 0.14 | 0.03 | | 01 | 009 |
| |
| YPL | 773 | 1279 | 7.73 | 12.79| 0.08 | 0.18 | 0.13 | 0.16 | O | 031 | 013 | 0.06 | | 0.12 | 0.08 |
| YPL | 9 | 11.86 | 9 | 1186 0.11 | 021 | 0.16 | 0.19 | O | 021 | 016 | 0.04 | | 0.11 | 0.09 |
| YPL | 13.06 | 17.37 | 13.06 | 17 | 0.12 | 022 | 0.17 | 0.19 | O | 0.2 | 017 | 0.05 | | 0.12 | 0.09 |
| YPL | 775 | 914 | 7.75 | 914 | 012 | 022 | 017 | 0.18 | O | 019 | 017 | 0.05 | | 01 | 009 |

Table A.4: Contraintes eté&sultats de la pr@dure d'identi cation des paraetres avec le mae de Verhulst pour les courbes

de croissance.
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A.4.2 Modele de Gompertz

Milieu | amin | amax | ani | a | Kmin | kmax | Kini | kK | Nomin | Nomax | Nowi | No | R? | )] (t)e |
MMSG | 597 | 1497 | 597 | 1497 | 009 | 011 |01 |01 |O | 018 |01 |0 | | 028 |01 |
MMSG | 484 | 988 | 484 | 988 | 008 | 018 | 013|013 0 | 022 | 013 | 0.01 | |03 |o013 |
MMSG | 51 | 1048 | 51 | 10.48| 0.06 | 0.16 | 0.11| 0110 | 022 | 011 | 0.01 | | 026 | 0.11 |
MMSG | 432 | 1046 | 432 | 1046 | 005 | 015 | 0.1 | 0.11| O | 017 |01 |0 | | 029 | 011 |
MMSG | 527 | 11.04 | 527 | 11.04| 007 | 017 | 0.12 | 0.12 | O | 019 | 012 | 0.01 | | 027 | 012 |
MMSG | 533 | 116 | 533 | 116 | 006 | 0.16 | 0.11| 0.12| 0 | 017 | o011 |0 | | 028 | 0.12 |
MMSG | 445 |87 |445 |87 | 008 |018 | 013|013 0 | 017 ] 013 | 0.01 | | 028 | 013 |
MMSG | 496 | 11.68 | 496 | 11.68 | 0.06 | 0.16 | 0.11 | 0.12 | O | 014 011 |0 | | 028 | 012 |
MMSG | 529 | 937 | 529 | 937 | 009 | 019 | 014 013| 0 | 019 | 014 | 0.02 | | 028 | 013 |

|
MMSGal | 8.66 | 11.56 | 8.66 | 11.56 | 0.06 | 0.08 | 0.07 | 0.07 | 0 | 0.2 | 0.07 | 0.03 | | 0.1 | 007 |
MMSGal | 7.47 | 14.34 | 7.47 | 14.34| 0.07 | 0.09 | 0.08 | 0.07 | O | 02 | 008 | 003 ] | 017 | 0.07 |
MMSGal | 984 | 13.8 | 9.84 | 138 | 0.06 | 0.08 | 0.07 | 0.08 | O | 02 | 007 | 001] | 011 | 008 |
MMSGal | 8.46 | 12.17 | 8.46 | 12.17 | 0.07 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0 | 02 ] 008 | 002] | 012 | 0.08 |
MMSGal | 828 | 13.28 | 828 | 13.28 | 0.06 | 0.08 | 0.07 | 0.07 | O | 018 | 007 | 0.02 | | 013 | 0.07 |

|
MMSL | 10.98 | 22.94 | 10.98 | 22.94 | 0.04 | 0.06 | 0.05| 0.05| 0O |02 ] 005 |0 | | 011 | 005 |
MMSL | 10.69 | 19.23 | 10.69 | 19.23 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | 0 | 024 | 0.06 | 0.02 | | 012 | 0.06 |
MMSL | 10.63 | 21.55 | 10.63 | 21.55 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O | 023 | 006 | 0.01 | | 013 | 0.06 |
MMSL | 765 |14 | 765 |14 | 005 | 0.07 | 0.06 | 0.06| 0 | 02 ] 006 | 002 ] | 013 | 0.06 |
MMSL | 10.82 | 23.62 | 10.82 | 23.62 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O | 018 | 006 |0 | | 013 | 0.06 |
MMSL | 9.27 | 1509 | 9.27 | 1509 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O | 017 | 006 |0 | | 01 | 006 |
MMSL | 532 | 876 | 532 | 876 | 004 | 006 | 0.05]| 006]| 0 | 02 ] 005 | 001] |01 | 006 |

|
YPL | 1051 | 23.02 | 1051 | 23.02| 0.04 | 0.06 | 0.05| 0.05| 0 | 031 | 005 | 0.01 | | 012 | 0.05 |
YPL | 12.23 | 2258 | 12.23 | 2258 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O | 021 | 006 |0 | | 011 | 0.06 |
YPL | 17.75 | 346 | 17.75| 346 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O |02 ] 006 |0 | | 012 | 0.06 |
YPL | 1053 | 17.29 | 1053 | 17.29 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | O | 019 | 006 | 0.01 | | 01 | 006 |

Table A.5: Contraintes etésultats de la pr@&dure d'identi cation des paraetres avec le made de Gompertz pour les courbes
de croissance.
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A.4.3 Modele en fraction rationnelle

| Milieu | amin | @max | @ni | @ | buin | bmax | bui | b | Mmin | Mmax | Mini | m | | ) | (t)er |
| MMSG | 39 | 585 | 488 | 3.9 | 9.0e+08| 1.3e+09| 1.1e+09| 9.0e+08| 6.11 | 9.16 | 7.63 | 7.73 | | 028 | 03 \
| MMSG | 325 | 4.88 | 4.06 | 3.25 | 3.7e+05| 5.5e+05| 4.6e+05| 3.7e+05| 441 | 661 | 551 | 561 | | 0.3 | 033 \
| MMSG | 343 | 514 | 428 | 3.43 | 1.3e+06| 1.9e+06 | 1.6e+06| 1.3e+06| 4.48 | 6.71 | 559 | 5.67 | | 0.26 | 0.28 \
| MMSG | 2.83 | 424 | 353 | 2.83 | 1.3e+08| 2.0e+08| 1.6e+08| 1.3e+08| 573 | 859 | 7.16 | 7.26 | | 029 | 031 \
| MMSG | 357 | 535 | 446 | 357 | 3.2e+06| 4.8e+06 | 4.0e+06 | 3.2e+06| 4.74 | 7.11 | 592 | 6.02 | | 0.27 | 0.29 \
| MMSG | 359 | 538 | 4.48 | 3.59 | 1.1e+07| 1.6e+07 | 1.3e+07| 1.1e+07| 5.07 | 7.6 | 6.33 | 6.42 | | 0.28 | 0.3 \
| MMSG | 3.08 | 462 | 3.85 | 3.08 | 5.1e+05| 7.7e+05| 6.4e+05| 5.1e+05| 4.35 | 653 | 5.44 | 554 | | 0.28 | 031 \
| MMSG | 33 | 495 | 413 | 3.3 | 3.8e+08| 5.6e+08| 4.7e+08| 3.8e+08| 5.88 | 8.82 | 7.35 | 7.44 | | 0.28 | 0.3 |
| MMSG | 3.76 | 565 | 4.7 | 3.76 | 5.2e+04| 7.8e+04| 6.5e+04 | 5.2e+04| 3.75 | 5.63 | 4.69 | 4.78 | | 0.28 | 031 \
| |
| MMSGal | 7.09 | 10.63 | 8.86 | 7.12 | 3.5e+04| 5.2e+04| 4.3e+04| 3.5e+04| 264 | 3.96 | 3.3 | 3.34 | | 0.1 | 011 |
| MMSGal | 52 | 7.8 | 65 | 52 | 7.0e+06| 1.0e+07| 8.7e+06| 7.0e+06 | 4.32 | 6.49 | 54 | 555 | | 017 | 0.2 \
| MMSGal | 7.79 | 11.69 | 9.74 | 8.62 | 9.1e+04| 1.4e+05| 1.1e+05| 9.1e+04| 2.89 | 434 | 3.62 | 3.61 | | 011 | 0.11 \
| MMSGal | 6.63 | 9.94 | 8.28 | 6.63 | 7.6e+04| 1.1e+05| 9.5e+04 | 7.6e+04 | 2.94 | 4.42 | 3.68 | 3.73 | | 012 | 0.13 \
| MMSGal | 6.15 | 9.22 | 7.69 | 6.15 | 6.5e+05| 9.7e+05| 8.1e+05| 6.5e+05| 3.48 | 523 | 4.36 | 4.43 | | 0.13 | 0.14 |
| |
| MMSL | 7.5 | 11.25 | 9.38 | 7.5 | 3.0e+09| 4.4e+09| 3.7e+09 | 3.0e+09 | 4.98 | 7.47 | 6.22 | 6.26 | | 011 | 0.11 \
| MMSL | 7.61 | 11.42 | 951 | 7.61 | 9.6e+06| 1.4e+07 | 1.2e+07| 9.6e+06 | 3.97 | 595 | 4.96 | 4.98 | | 0.12 | 0.12 |
| MMSL | 7.29 | 10.94 | 9.12 | 7.29 | 1.9e+08| 2.9e+08| 2.4e+08| 1.9e+08| 4.66 | 6.99 | 583 | 5.86 | | 0.13 | 0.13 \
| MMSL | 5.41 | 812 | 6.77 | 541 | 8.9e+06| 1.3e+07| 1.1e+07 | 8.9e+06| 4.05 | 6.07 | 5.06 | 5.08 | | 0.13 | 0.13 \
| MMSL | 7.33 | 10.99 | 9.16 | 7.33 | 7.8e+09| 1.2e+10| 9.8e+09| 7.8e+09| 5.41 | 811 | 6.76 | 6.8 | | 0.13 | 0.14 |
| MMSL | 6.83 | 10.25 | 8.54 | 8.54 | 5.4e+06| 8.2e+06| 6.8e+06 | 5.4e+06| 3.67 | 551 | 4.59 | 4.51 | | 01 |01 \
| MMSL | 39 | 585 | 488 | 585 | 1.1e+06| 1.6e+06| 1.4e+06| 1.1e+06| 3.36 | 505 | 42 | 4.05 | | 0.1 | 0.09 \
| |
| YPL | 6.99 | 1048 | 873 | 6.99 | 8.5e+08| 1.3e+09 | 1.1e+09| 8.5e+08| 4.94 | 7.4 | 6.17 | 6.24 | | 0.12 | 0.13 \
| YPL | 864 | 12.97 | 10.81 | 8.64 | 6.3e+07| 9.5e+07| 7.9e+07| 6.3e+07| 4.28 | 641 | 535 | 539 | | 0.11 | 0.12 |
| YPL | 12.35 | 18.52 | 15.43 | 12.35 | 7.7e+08 | 1.2e+09 | 9.6e+08| 7.7e+08| 4.82 | 7.22 | 6.02 | 6.09 | | 0.12 | 0.13 \
| YPL | 775 | 1162 | 9.68 | 7.75 | 4.6e+06| 6.9e+06 | 5.8e+06| 4.6e+06| 3.67 | 551 | 459 | 4.64 | |01 | o011 \

Table A.6: Contraintes etésultats de la pra@adure d'identi cation des paraetres avec le male en fraction rationnelle pour
les courbes de croissance :
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A.5 Identi cation num érique des paranetresa, k, etNg : Graphiques

A.5.1 Milieu minimum synthétique glucose

Figure A.5: Identi cation des param etres sur une courbe de croissance de.cerevisiaeen milieu minimum glucose : A.
Identi cation des paramtres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimuratsyurttglucoseN (t)) avec

les mockles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croissétcenarq@ par un
point étoilé rouge. Les magles onteté tra@s en utilisant legquations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction
rationnelle) avec les paratres identiés dans les tableaux A.4, A.5 et AB. Dérivé de la courbe de croissandd (t)=dt et
des moeles traés en A. Le poingtoile indique le maximum de laédivée. C. Taux de croissance(t) = dN (t)=N(t) pour

les donees exprimentales et les metes traés en A. Le poinétoilé indique le taux de croissance au point d'in exioft ).

D. Ecarts relatifs entre les doges exprimentales et les diéfents modles.
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A.5.2 Milieu minimum synth étique galactose

Figure A.6 : Identi cation des param etres sur une courbe de croissance dg.cerevisiagen milieu minimum galactose :

A. Identi cation des pararetres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimurateyretgalactoseN (t))
avec les moeles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croissaigamarg@ par un
point étoilé rouge. Les magles ontete traés en utilisant legquations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction
rationnelle) avec les paratres identiés dans les tableaux A.4, A.5 et AB. Dérivé de la courbe de croissandH (t)=dt et
des moeles traés en A. Le poinétoilé indique le maximum de laédivée. C. Taux de croissance(t) = dN (t)=N(t) pour

les doniees exprimentales et les medkes traés en A. Le poinétoilé indique le taux de croissance au point d'in exioft ).

D. Ecarts relatifs entre les doaes exprimentales et les difents modles.
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A.5.3 Milieu minimum synth étique lactate

Figure A.7 : Identi cation des param etres sur une courbe de croissance de.cerevisiaen milieu minimum lactate : A.
Identi cation des paramtres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimurateyrgHactateN (t)) avec

les moetles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croiss@tEenarq@ par un
point étoilé rouge. Les maeles ontete tra@és en utilisant legquations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction
rationnelle) avec les paratres identiés dans les tableaux A.4, A.5%2. B. Dérivé de la courbe de croissand (t)=dt et
des moeles traés en A. Le poing&toilé indique le maximum de laédivée. C. Taux de croissance(t) = dN (t)=N(t) pour

les doniees exprimentales et les medes traés en A. Le poinétoilé indique le taux de croissance au point d'in exioft ).

D. Ecarts relatifs entre les do@es exprimentales et les diéfents modles.
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A.5.4 Milieu riche lactate

Figure A.8 : Identi cation des parametres sur une courbe de croissance d8.cerevisiaeen milieu riche lactate : A.
Identi cation des pararmtres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu riche IBlfgteavec les moeles de
Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in exion de la courbe de croissagéeaarq@ par un poingétoilé rouge.

Les moetles ontéte tra&s en utilisant legquations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction rationnelle) avec
les pararetres identiés dans les tableaux A.4, A.5 et A.8. Dérivé de la courbe de croissandsl (t)=dt et des modles
traces en A. Le poin&toilé indique le maximum de laédivée. C. Taux de croissance(t) = dN (t)=N(t) pour les donaes
experimentales et les metes traés en A. Le poinétoilé indique le taux de croissance au point d'in exioft ). D. Ecarts
relatifs entre les doréres exprimentales et les défents modles.
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A.6 Distribution des parametres mecaniques pour les diférents
milieux de croissance

A.6.1 Milieu glucose

Figure A.9: Estimation des paranetres mecaniques avec leur epartition pour deux séries de mesures de compression
des levures en milieu minimum syntlétique glucose: Les differentestapes de la proEration sont marcgees avec des points
colorés (phase exponentielle (bleu), de transition (orange), nale (rouda))Valeurs estirdes et fonction de dengitle(a,b).

Z . .,(d). ma,(ef).drF=dz _ et(g,h). D;. Ces paramtres onéte estinésa partir de la moyenne des courbes de
force enregistes pour des vitesses depthcement du levier de 500 nm/s, 1000 nm/s et 5000 nm/s. Le temps correspondant
chaque pelevement depuis I'ensemencement de la culture egteroegende.
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A.6.2 Milieu galactose

Figure A.10: Estimation des parametres mecaniques avec leur gpartition pour deux séries de mesures de compression

des levures en milieu minimum syntletique galactose: Les differentesttapes de la proffration sont marcgees avec des
points coloés (phase exponentielle (bleu), de transition (orange), nale (roud@)))Valeurs estindes et fonction de densit
de(a,b).Z ... ,(c,d). max,(ef).dF=dZ __ et(g,h).D,. Ces paramtres onétt estinésa partir de la moyenne des courbes

de force enregistes pour des vitesses depticement du levier de 500 nm/s, 1000 nm/s et 5000 nm/s. Le temps correspondant
a chaque m@levement depuis I'ensemencement de la culture estermegende.

A.6.3 Milieu lactate

Figure A.11: Estimation des paranetres mécaniques avec leur gpartition pour deux séries de mesures de compression
des levures en milieu minimum syntlétique lactate: Les differentetapes de la prokfration sont mardgees avec des points
colorés (phase exponentielle (bleu), de transition (orange), nale (roude))Maleurs estirges et fonction de denéitle(a,b).

zZ .. ,(d). ma,(ef. dF=dz _ et(g,h). D|. Ces paramtres onttt estinésa partir de la moyenne des courbes de
force enregist&es pour des vitesses depthcement du levier de 500 nm/s, 1000 nm/s et 5000 nm/s. Le temps corresgondant
chaque pelevement depuis I'ensemencement de la culture estemmegende.

194



