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Résumé

Un changement environnemental rapide peut exposer les organismes vivants a un stress qui
réduit les paramétres démographiques composant leur valeur sélective (survie, fécondité),
suscitant ainsi un risque d'extinction. La plasticité phénotypique, soit la capacité d’un génotype
donné d’exprimer différents phénotypes dans des environnements différents, peut permettre
d’éviter I’extinction lorsqu’elle est adaptative, c’est-a-dire qu’elle augmente la valeur sélective
moyenne a travers les environnements. A ’inverse, des diminutions de valeur sélective en
réponse a I’environnement sont généralement considérées comme de la plasticité mal-
adaptative, dues a des réponses passives au stress. Cependant, une mort induite par un stress
environnemental et aboutissant a un fort déclin de la population pourrait-elle dans certains cas
étre une forme de plasticité adaptative ? Et comment la sélection agirait sur un tel trait en
environnement fluctuant? Je me suis intéressée a ces questions chez la microalgue
halotolérante Dunaliella salina, ou la mort cellulaire programmée a été précédemment
démontrée. J’ai d’abord montré que lors d’une hausse de salinité, 1’une des souches que nous
étudions au laboratoire présente un fort déclin démographique (-69% en une heure), mais qu’il
est suivi par un rebond démographique. Une autre souche genétiqguement proche ne présente
pas ce déclin initial, mais croit plus lentement dans la seconde phase. Etonnamment, la souche
qui décline présente une corrélation positive entre déclin et rebond, d’autant plus prononcee
que les conditions sont plus favorables a la croissance (plus grande intensité de lumiére, moins
de compétition). De plus, le déclin peut étre atténué par un inhibiteur de mort programmeée,
indiquant qu’il ne s’agit pas d’une simple réponse passive au stress. Nous avons par la suite mis
en compétition ces deux souches en alternant haute et moyenne salinités pendant 26 semaines.
La souche déclinante s’est maintenue jusqu’a la fin de I’expérience avec une fréquence
supérieure a 50% a chaque fin de cycle de salinité, malgré son fort déclin a chaque hausse de
salinité. J’ai montré que ce maintien s’explique en partie par la compétition proche de la phase
stationnaire, qui atténue 1’effet des dynamiques initiales déclin-rebond. Enfin, j’ai modélise 3
mécanismes pouvant expliquer d’une part la dynamique en déclin-rebond, et d’autre part la
competition avec la souche non déclinante : une libération altruiste par les cellules mourantes
de ressources utilisables par les cellules restantes ; un compromis entre tolérance a la salinité et
reproduction ; et une hétérogénéité de 1’état des cellules, ou 1’élimination des mauvaises cellules
cause une augmentation du taux de croissance moyen de la population. L’ensemble de mes

résultats suggerent que la mort cellulaire peut étre favorisée par la sélection naturelle, et



ZEBALLOS Nathalie — Thése de doctorat

potentiellement représenter une forme de plasticité adaptative en réponse a un stress

environnemental.

Mots-clés : stress environnemental, mort cellulaire programmeée, plasticité phénotypique,

dynamiques éco-évolutives, sélection naturelle, modélisation.
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Abstract

A rapid environmental change represents stressful conditions for living organisms and may
reduce the demographic components of fitness (survival rate, reproduction), leading to a risk of
extinction. Phenotypic plasticity, whereby a given genotype expresses different phenotypes in
different environments, enables organisms to cope with fluctuating environments and avoid
extinction when it is adaptive, i.e. when it increases mean fitness across environments.
Conversely, fitness reduction induced by environmental changes is generally considered as
maladaptive plasticity, due to passive response to stress. But can stress-induced death, leading
to severe population decline, sometimes be interpreted as adaptive plasticity? And how may
selection operate on such a trait in fluctuating environments? | investigated these questions with
the halotolerant microalga Dunaliella salina, where programmed cell death has been
established. We showed that after a salinity rise, one of the strains from our collection displayed
a massive population decline (-69% in one hour), but that this decline was followed by a
demographic rebound. Another genetically-related strain did not exhibit this initial decline, but
grew more slowly in the second phase. Strikingly, the declining strain presented a positive
correlation between decline and subsequent growth, which was more pronounced in conditions
more favourable to growth (more light, less competition). Moreover, the decline could be
diminished by a programmed cell death inhibitor, indicating that is not merely a passive
response to stress. We have then grown these two strains in competition for 26 weeks,
alternating intermediate and high salinity. The declining strain persisted until the end of the
assay at frequencies higher than 50% at the end of each salinity cycle, despite its massive
decline at each salinity rise. | showed that this co-existence may be partially explained by the
competition near the stationary phase, which attenuates the effect of the initial decline-rebound
dynamics. Finally, 1 modelled 3 mechanisms which may explain both the decline-rebound
pattern and the competition with the non-declining strain: an altruistic hypothesis where dying
cells release substrates usable by the remaining cells; a trade-off between salinity tolerance and
reproduction; and a population heterogeneity in cell condition, where the elimination of
damaged cells result in greater mean growth rate. Together, my results suggest that cell death
can be advantaged by natural selection, and potentially represents a form of adaptive plasticity

in response to an environmental stress.

Keywords: environmental stress, programmed cell death, phenotypic plasticity, eco-

evolutionary dynamics, natural selection, modelling.
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Abreéviations
LM : Linear Model, modele linéaire
GAM : Generalized Additive Model, modéle additif généralisé
GLM : Generalized Linear Model, modele linéaire généralisé

PCD : Programmed Cell death, mort cellulaire programmée
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Introduction

Contexte et état de I’art

Fluctuations environnementales et risques d’extinction

Les changements environnementaux représentent souvent des conditions stressantes pour les
organismes vivants, exposant les populations incapables de tolérer les nouvelles conditions
environnementales a un risque d’extinction. Ce risque est d’autant plus €elevé lorsque la
fluctuation environnementale est rapide, importante et peu prévisible. Or les effets prédits (et
déja observés) du changement climatique tendent & une multiplication des évenements
climatiques extrémes et une plus forte impreévisibilité des fluctuations environnementales pour
les prochaines décennies (emballement climatique). Ces perturbations environnementales
imprévisibles peuvent représenter des conditions abiotiques (température, salinité,
précipitations cumulées etc) moins bien tolérées car trop décalées par rapport a la niche
fondamentale de la population, ou I’altération/disparition de certaines interactions biotiques
(diminution des ressources nutritives pour les consommateurs primaires ou secondaires, des
mutualismes tels que la pollinisation par les insectes/animaux, etc). L’extinction survient
lorsque I’impact du changement d’environnement sur les composantes démographiques de la
valeur sélective (survie et reproduction) est trop important, conduisant a un déclin déterministe
de la population, qui suscite a son tour d’autres facteurs de risques liés aux faibles effectifs
(effet Allee, stochasticité démographique, dépression de consanguinité), donnant lieu a un
vortex d’extinction (Fagan and Holmes 2006). L’adaptation des populations aux stress
environnementaux est donc un enjeu majeur dans le contexte actuel, c¢’est pourquoi il est
nécessaire d’étudier les processus affectant le potentiel évolutif des populations, et son impact

sur leur dynamique démographique.
Stratégies en réponse a un stress environnemental

Il existe plusieurs stratégies permettant aux populations de faire face a un stress
environnemental en évitant 1’extinction : la dispersion, 1’adaptation (sauvetage évolutif), et la
plasticité phénotypique. La dispersion est tout mouvement d’individus ou de propagules qui a
de potentielles conséquences sur le flux de génes a travers I’espace (Ronce 2007), et peut
permettre aux populations de retrouver des conditions proches de leur niches écologiques.
L’adaptation, ou plus précisement evolution adaptative, est le processus par lequel les individus

avec une meilleure valeur sélective sont sélectionnés et transmettent leurs alléles aux
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générations suivantes jusqu’a fixation. Ce processus peut permettre la survie de la population
hors de sa niche d’origine si I’adaptation cause un déplacement de la niche. La plasticité
phénotypique est définie comme la capacité d’un génotype donné d’exprimer différents
phénotypes en réponse aux conditions environnementales (Schlichting and Pigliucci 1998;
Withman and Agrawal 2009). La variation de phénotype peut étre au niveau morphologique,
physiologique, comportemental ou traits d’histoire de vie. La plasticité permet de mieux
supporter les changements environnementaux si elle est adaptative, c’est a dire si elle permet
d’augmenter la valeur sélective de la population a travers plusieurs environnements. Nous nous
sommes focalisés sur ces deux dernieres stratégies, a savoir comment un trait plastique peut-
étre adaptatif, notamment lorsque la conséquence premiére du trait est de modifier la

démographie (en induisant le suicide de I’individu).

Plasticité phénotypique

Mesure statistique. La variance phénotypique est usuellement exprimée comme le résultat
de la somme de la variance génétique, environnementale, de 1’interaction entre les deux et de
I’erreur ; ici la variance de I’interaction entre génétique et environnement correspond a la

plasticité phénotypique (partitionnement par analyse de variance).

Représentation graphique. La plasticité phénotypique peut étre visualisée par des normes
de réaction, c’est-a-dire représenter la valeur du trait exprimé en fonction de I’environnement,

par géenotype concerné.

Le partitionnement de la variance et les normes de réactions permettent de décrire la
variabilité et la nature héritable de la plasticité phénotypique, mais n’expliquent pas
I’évolution, les mécanismes sous-jacents et les conséquences sur la valeur sélective (Nijhout
2003, Frankino and Raff 2004, Withman and Agrawal 2009).

Evolution de la plasticité

Dans un environnement fluctuant aléatoirement, la plasticité permet de réduire les risques
d’extinction lorsque les fluctuations sont suffisamment prévisibles (Reed et al. 2010; Ashander
et al. 2016). Un changement environnemental est dit préevisible lorsque le signal
environnemental responsable du développement du phénotype permet de prédire
I’environnement de sélection de ce phénotype, permettant ainsi une adéquation entre la réponse
plastique et les pressions de sélection. De ce fait, lorsque la plasticité varie génétiquement (et

peut donc évoluer), on s’attend a ce que le degré de plasticité qui évolue a 1’équilibre dans un

10
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environnement fluctuant dépende de la predictibilité des fluctuations environnementales
(Gavrilets and Scheiner 1993; De Jong 1999; Lande 2009). Bien qu’il soit difficile de manipuler
la variabilité et la prédictibilité des environnements sur des échelles de temps suffisamment
longues, certaines verifications empiriques de ces hypothéses théoriques ont été menées
(Scheiner and Yampolsky 1998; Dey et al. 2016; Leung et al. 2020). Par exemple, grace a
I’utilisation de 1’évolution expérimentale, Leung et al. (2020) ont démontré une diminution du
degré de plasticité des lignees ayant évolués dans un environnement fluctuant de fagcon peu
prévisible, tel qu’attendu theoriquement. Par ailleurs, la plasticité pourrait aussi évoluer vers un
degré plus faible en environnement constant si la production et la maintenance de cette plasticité

est associé a un colt (DeWitt et al. 1998).

Ces théories s’appliquent principalement dans le cas d’un trait fixe, c’est-a-dire que le
phénotype adulte résultant de la plasticité en réponse a 1’environnement lors de la phase de
développement, et sur lequel la sélection agit, est constant. En opposition, Lande propose la
modélisation de traits labiles, ¢’est-a-dire dont le changement développemental est réversible
en fonction des fluctuations de 1’environnement (Lande 2009, 2014). Dans ce scénario, la
théorie sur 1’évolution de la plasticité suppose que I’optimum du trait plastique est fluctuant, de
ce fait une plus grande plasticité (sans cout associ€) sera sélectionnée si elle permet d’approcher
plus rapidement le nouvel optimum. Ainsi, les théories prédisant 1’évolution de la plasticité
peuvent s’appliquer aux cas les plus simples facilement modélisables, mais elles ne sont pas

forcément suffisantes pour comprendre tous les contextes biologiques d’intérét.
Plasticité adaptative et active vs passive

Comme indiqué plus haut, la plasticité est considérée comme adaptative lorsqu’elle permet de
maintenir une valeur sélective plus ¢€levée qu’une absence de plasticité, en moyenne entre
environnements. Mais au-dela de cette simple définition, démontrer expérimentalement que la
plasticité d’un caractére donné chez un organisme est adaptative peut étre complexe, puisque
cela requiert de pouvoir comparer des génotypes plastique et non-plastique pour un trait
spécifique (sans autre différence), en compétition a travers plusieurs environnements. Les
études expérimentales directes ou la plasticité a été « éteinte » dans un génotype donné sont
rares (voir par exemple Dudley and Schmitt (1996)). En I’absence de telles preuves directes, un
argument indirect en faveur d’une plasticité adaptative est de mettre en évidence la nature active
des processus impliqués. La distinction entre plasticité active et passive a historiquement éeté

posée des la fin du XXe siécle (bien que ces termes soient apparus bien apres), par exemple
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chez Schmalhausen avec la distinction entre « modifications » et « morphoses », c’est-a-dire
plasticité passive, et continue a faire débat (Sultan 1995). La caractéristique active de la
plasticité peut étre definie lorsque que le trait plastique répond a un signal environnemental par
un meécanisme spécifique et fonctionnellement bien défini (Pigliucci 1996), en opposition a une
réponse passive et inévitable, découlant de contraintes physiques par exemple. Mais cette
distinction n’est pas nécessairement toujours évidente, surtout lorsque les mécanismes sous-
jacents ne sont pas connus. Par exemple, la croissance réduite et le développement ralenti d une
plante ou d’un animal en condition de ressources limitées peuvent étre interprétés a premiere
vue comme une réponse passive (et non adaptative), mais il pourrait aussi s’agir d’une réponse
adaptative qui a évolué sous sélection naturelle, si cela permet a I’organisme de préserver ses
ressources et s’éviter ainsi une mortalité accrue en environnement stressant. La classification
actif/passif est donc en partie subjective, et dépend de notre capacité a identifier les voies

spécifiques et a les interpréter de maniére pertinente.

Cependant, il est plus difficile de comprendre comment peut évoluer une réponse
plastique (et apparemment active) a I’environnement qui n’apparait pas comme immédiatement
favorable, par exemple parce qu’elle résulte en la mort de I’individu. C’est le cas notamment
de la mort cellulaire activement déclenchée chez les unicellulaires (Nedelcu et al. 2011), qui
peut étre interprétée comme de la plasticité active, puisqu’une cascade métabolique colteuse

en énergie est déclenchée a la suite d’un signal environnemental (Sathe et al. 2019).

Mort cellulaire programmée

Analogie entre pluricellulaires et unicellulaires

On a longtemps cru que la mort cellulaire programmée était exclusivement présente chez les
multicellulaires, plus spécifiguement les métazoaires, avant que ne soit démontrée son
occurrence chez les végétaux pluricellulaires, puis chez des unicellulaires (Ameisen 2002). De
ce fait, le terme « programmé » désignait initialement un processus génétiquement régulé pour
une élimination sélective des cellules en mauvaise condition pathologique ou physiologique
(cellules cibles), promouvant le bon développement et fonctionnement de 1’organisme
pluricellulaire, par exemple lors du deéveloppement embryonnaire (Clarke 1990), ou de
I’infection par une bactérie chez les plantes (Del Pozo & Lam, 1998). Les premieres
observations de mort active chez les unicellulaires ont donc historiquement importé la
terminologie et les concepts depuis le champ disciplinaire développé pour les organismes

pluricellulaires. De ce fait, il n’existe pas de définition exacte de la mort cellulaire programmée
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lorsqu’elle s’applique chez les unicellulaires (Durand and Ramsey, 2019), d’autant plus que le
concept méme est encore sujet a débat (Deponte 2008; Jiménez et al. 2009; Nedelcu et al. 2011)
et qu’il y a toute une gradation des formes de mort cellulaire (Minina et al. 2020). 1l semble
nécessaire de clarifier les termes pour une meilleure communication et compréhension du
phénomene chez les unicellulaires (Pandey et al. 2018; Aguilera et al. 2022) comme proposé
chez les multicellulaires (Kroemer et al. 2009; Cabon et al. 2013). Dans cette thése, j’utilise le
terme de mort cellulaire programmée (PCD pour programmed cell death en anglais) pour
désigner une mort cellulaire active et génétiquement régulée, qui s’exprime sous différent
morphotypes incluant I’apoptose, la paraptose et I’autophagie (Nedelcu et al. 2011), en réponse
a un signal environnemental. Comme proposé dans Durand and Ramsey (2019), je considére
que le terme ‘programmé’ fait maintenant référence a un mécanisme probabiliste (une partie
d’une population clonale le déclenche), ramifi¢ (certaines étapes dans la cascade métabolique
peuvent mener a différents résultats) et non-discret (la perte de viabilité de la cellule peut étre
graduelle). Par ailleurs, la mort cellulaire peut étre définie selon des critéres morphologiques et
structurels (quel morphotype est exprimé?), métaboliques (quelles enzymes ont été activées ?),
ou bien par sa fonction et son role d’un point de vue évolutif (« true » PCD vs « ersatz » PCD,
mort cellulaire active) (Kroemer et al. 2009; Nedelcu et al. 2011; Durand and Ramsey 2019;
Durand 2020).

Mort cellulaire chez les unicellulaires

De nombreuses études expérimentales ont reporté ces trente derniéres années 1’existence de
mort cellulaires actives chez les unicellulaires, chez plusieurs branches phylogénétiquement
divergentes d’eucaryotes unicellulaires (Ameisen 2002) mais aussi des procaryotes (Nedelcu et
al. 2011; Durand 2020), incluant des cyanobactéries (Trichodesmium, Microcystis), et des
bactéries gram-positives (Myxococcus, Streptococcus, Staphylococcus) et gram-négatives
(Pseudomonas, Escherichia). Parmi les eucaryotes, on retrouve des ciliés (Tetrahymena,
Blepharisma, Euplotes), des parasites intracellulaires (Leishmania, Trypanosoma) ainsi que des
amibozoaires (Entamoeba, Dictyostelium) et des champignons (Candida, Saccharomyces)
(Nedelcu et al. 2011). A cela s’ajoutent plusieurs taxons de phytoplancton, que ce soit des
diatomées (Thalassiosira, Ditylum, Skeletonema), des haptophytes (Emiliania) ou des
chlorophytes tels que Chlamydomonas, Chlorella, Dunaliella. Or pendant longtemps, les
déclins de populations chez les phytoplanctons, a 1’origine de la moitié de la production
primaire mondiale (Geider et al. 2001) et essentiels a la régulation du cycle du carbone, étaient

plutot attribués a la prédation, a leur sédimentation ou a I’infection par des agents pathogenes
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Terminologie de mort cellulaire

Apoptose : Un morphotype de PCD caractérisé par des marqueurs morphologiques et
métaboliques tels que 1’externalisation des phosphatidylsérines sur la membrane externe, la
condensation des chromatines, la réduction du volume cellulaire et le bourgeonnement de
la membrane plasmique (mais maintenance de son intégrit¢ jusqu’a un stade tardif).
(Kroemer et al. 2009)

Autophagie : Un morphotype de PCD caractérisé par la vacuolisation du cytoplasme,

I’accumulation de vacuoles d’autophagie et la non condensation de la chromatine. (Kroemer
et al. 2009)

« Ersatz » PCD : Définition évolutive de la PCD selon laquelle le trait est intrinseque a la
cellule mais n’a pas été directement selectionné (Durand & Ramsey, 2018)

Mort cellulaire programmeée (PCD — programmed cell death) : Une mort cellulaire active
et génétiquement régulée, qui s’exprime sous différent morphotypes incluant 1’apoptose et
I’autophagie. (Nedelcu et al. 2011)

Mort cellulaire régulée (RCD — regulated cell death) : Initialement chez les métazoaires,
terme incluant la PCD qui est spécifique au développement embryonnaire, pour distinguer
de la mort accidentelle (ACD). Récemment proposé pour inclure I’ensemble des morts
activement contrélées et génétiquement encodées chez les organismes photosynthétiques,
cad plantes, cyanobactéries et levures (Aguilera et al. 2022).

Mort cellulaire active : Tout processus de mort cellulaire génétiquement déterminé, qui
requiert de 1’énergie et implique une série d’étapes coordonnées. (Nedelcu et al. 2011)

Nécrose : Une forme de mort cellulaire caractérisée par la dilatation cytoplasmique et des
organelles, et la rupture de la membrane plasmatique, et I’absence de marqueurs d’apoptose
ou d’autophagie. (Kroemer et al. 2009)

Parapaptose : Un morphotype de PCD caractérisé par la vacuolisation du cytoplasme et la
dilatation des mitochondries, mais sans autre marqueurs usuels de 1’apoptose, il n’est donc
pas empéché par un inhibiteur des activités de caspases. (Kroemer et al. 2009)

Senescence (ageing) : Un processus passif, graduel et parfois dépendant du nombre de
divisions cellulaires, augmentant le risque de mort de I’individu au cours de sa vie (actuarial
senescence), et existant aussi chez les unicellulaires a reproduction clonale.

« True » PCD : Définition évolutive selon laguelle la PCD est une adaptation en réponse a
un stress environnemental biotique ou abiotique résultant en la mort de la cellule, en tant
que cible directe de la sélection (Durand & Ramsey, 2018).

(bactéries ou virus) (Franklin et al. 2006; Kozik et al. 2019). Une des premieres observations
de mort active reportée chez les algues vertes a été mise en évidence par le déclin
démographique en réponse a 1’obscurité prolongée, Dunaliella tertiolecta (Berges and
Falkowski 1998). Depuis, 1’occurrence de PCD chez plusieurs espéces du genre Dunaliella
(auquel nous allons nous intéresser dans cette thése) a été confirmée par des marqueurs
cellulaires, chez D. tertiolecta (Segovia et al. 2003), mais aussi D. viridis (Jiménez et al. 2009)

et D. salina (Orellana et al. 2013). Le déclenchement d’une telle mort répond a différents
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signaux environnementaux, incluant le choc thermique, les UV, la salinité, la privation de

nutriments et 1’obscurité prolongé (Nedelcu et al. 2011).
Marqueurs cellulaires et mécanismes de PCD chez les phytoplanctons

Les changements morphologiques et métaboliques caractérisant la mort cellulaire programmee
incluent: I’externalisation précoce des phosphatidylsérines (PS) dans le feuillet externe de la
membrane cellulaire associée au maintien de I’intégrité de celle-ci; I’activité de méta-caspases
et autres caspases dans les mitochondries ; et la fragmentation de I’ADN (Bidle and Falkowski
2004). Le premier signal est traditionnellement détecté par I’ajout de 1’Annexine V
fluorescente, qui se lie au PS et peut ensuite étre quantifiée par cytométrie ou spectroscopie. Le
deuxieme signal peut étre mis en évidence par I’ajout d’un inhibiteur de caspase spécifique, qui
empéche la cascade métabolique menant a la mort cellulaire. Enfin sont utilisés la microscopie
électronique a transmission (TEM) pour détecter les altérations ultra structurales de I’ADN, et
la coloration TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling) pour

visualiser des marqueurs fluorescents se liant aux brins d’ADN ouverts).

Cependant, détecter rigoureusement et quantifier la mort cellulaire programmée chez
les unicellulaires est particulierement complexe (Durand 2020; Barreto Filho et al. 2022a), pour
plusieurs raisons. Tout d’abord, plusieurs morphotypes associés a la PCD existent selon le
signal environnemental et le contexte écologique (Jiménez et al. 2009). Deuxiemement, les
marqueurs standards utilisés chez les pluricellulaires ne sont pas toujours appropriés pour les
unicellulaires (par exemple a cause de I’absence de phosphatidylsérines dans les membranes
cellulaires), ou bien leur signal peut ne pas étre spécifique a la PCD. Enfin, une fois choisis les
marqueurs a utiliser, il y a souvent des problémes techniques a résoudre pour leur mise en
application, par exemple concernant le moment approprié pour vérifier I’induction du signal.
De plus, la nature active ou programmeée de la mort cellulaire est toujours sujette a débat, car il
existe une graduation de situations impliquant des signaux et des cascades métaboliques plus
ou moins complexes. De ce fait, interpréter les résultats de tests requiert de la nuance (Barreto
Filho et al. 2022a).

Barreto Filho et al. (2022a) ont passé en revue 1I’ensemble des méthodes de détection
utilises chez les phytoplanctons chlorophytes, ainsi que leur efficacité et leur significativité d’un
point de vue statistique. Il en ressort qu’il n’existe pas de marqueur « référence absolu » pour
tous les chlorophytes pour le moment, c¢’est-a-dire un marqueur spécifique a la PCD et avec une

haute sensibilité. Leur recommandation est donc d’utiliser une combinaison de marqueurs

15



ZEBALLOS Nathalie — Thése de doctorat

complémentaires quant a leurs spécificité et sensibilité a la PCD. Il est aussi essentiel de noter
que I’utilisation de 1’activité des caspases et enzymes proches chez les algues vertes comporte
plusieurs controverses. Tout d’abord, 1’enzyme exacte impliquée chez chaque espéce n’est pas
connue, pouvant mener a des confusions (Barreto Filho et al. 2022a). Ensuite, les activités de
caspases ne sont pas spécifiques a la mort cellulaire, mais peuvent aussi étre impliquées dans
d’autres mécanismes cellulaires (Abraham and Shaham 2004), et réciproquement la PCD peut
se produire sans activité des caspases (Leist and Jaattelda 2001; Abraham and Shaham 2004).

Origine évolutive de la PCD

Concernant ’origine de la PCD, plusieurs hypothéses ont été proposées, impliquant une
émergence initiale chez les unicellulaires car organismes plus anciens que les pluricellulaires,
avant évolution dans les différentes lignées d’unicellulaires et avant d’étre exapté (sensu Gould
and Vrba (1982)) chez les pluricellulaires. La similitude des cascades métaboliques chez les
unicellulaires et les multicellulaires argumente fortement en faveur d’une origine commune du

processus.

Ameisen (1998) propose un scénario a partir de la propagation de modules genétiques
égoistes qui ont été sélectionnés sur leur capacité a manipuler leur cellules hotes. Ces modules
incluent les modules d’addiction encodés par des plasmides chez les bactéries et les ancétres
des mitochondries dans les cellules eucaryotes. Le principe de ces modules d’addiction sont
leur production de toxines de longue durée et anti-toxines de courte durée (mécanisme TA
présent chez les bactéries et les archées (Yamaguchi et al. 2011)). Ainsi dans les cellules perdant
le module génétique encodant pour ce systeme TA, les toxines stables restent plus longtemps
que les antitoxines et induisent la mort de la cellule. De cette maniére, les modules génétiques
s’assurent de leur propre survie (Durand 2020). L’idée que la PCD ait émergé a partir
d’interactions hotes-pathogénes a été avancée par plusieurs auteurs (Kroemer 1997; Frade and
Michaelidis 2005; Kourtis and Tavernarakis 2009), la perspective générale s’accordant sur le
fait que la PCD a évolué a partir de mécanismes impliqués dans la destruction des pathogenes

qui sont activés en réponse a un changement métabolique dans la cellule hote.
Maintien chez les unicellulaires

Chez les multicellulaires, I’effet bénéfique au niveau de l’organisme permet facilement
d’expliquer le maintien d’un tel trait 1éthal pour la cellule. Cependant, comment justifier sa
maintenance chez les lignées d’unicellulaires, ou la cellule est I’individu et donc I'unité de

sélection ? Un trait devient fixé et est maintenu dans une population, soit par sélection naturelle
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car il est adaptatif - il augmente la valeur sélective -, soit par dérive génétique car c’est un trait
neutre (non-adaptatif), soit par co-produit de la sélection car il est associé a un autre trait
(pléiotropie). Un autre pré-requis pour la propagation d’un trait 1éthal est la conditionnalité,
c’est-a-dire que le trait soit activé uniquement par une fraction de la population and non par

I’ensemble des individus.
Hypothese adaptative

L’hypothese la plus répandue concernant la maintenance d’une forme de mort active chez les
unicellulaires est qu’il s’agit d’un comportement adaptatif et altruiste, dont le colt extréme et
1éthal au niveau de 1’individu (la cellule) est compensé par les bénéfices (directs ou indirects)
au niveau de la population ou du groupe, par similarité avec les multicellulaires ou la
coopération entre cellules est la regle. Cette théorie fait appel a la sélection de parentele ou la
théorie de la valeur sélective inclusive (Hamilton 1964), c’est-a-dire que les individus favorisés
par la sélection sont les individus proches génétiquement de ceux qui sont activement mort, et
qui ont bénéficié du comportement altruiste. Cette théorie repose sur le fait que la sélection de
parentéle requiert de I’apparentement, et que la reproduction asexuée est prédominante chez les
unicellulaires, menant a des populations clonales ou trés fortement apparentées. On s’attend
donc a ce qu’un trait altruiste évolue facilement dans des populations clonales, du moins dés

lors que les apparentés restent a proximité (structure spatiale).

Dans le cas de la PCD, I’effet bénéfique peut étre direct comme un relargage de
nutriments par les cellules mourantes (Durand et al. 2011; Orellana et al. 2013; Vostinar et al.
2019) ou le recyclage des restes cellulaires (Fréhlich and Madeo 2000; Christensen et al. 2001),
promouvant la croissance des cellules restantes. D’autres mécanismes peuvent étre envisagés
comme la détoxification de I’environnement par les cellules mourantes (Estrela et al. 2019), ou
bien des molécules signal fournissant des informations sur les conditions environnementales
(Christensen et al. 1995; Durand 2020). La sélection de parentéle pourrait favoriser la PCD s’il
s’agit de biens privés préférentiellement utilisables par les apparentés, plutdt que des biens
communs qui peuvent aussi étre utilisés par des tricheurs — un génotype n’effectuant pas lui-
méme le trait couteux (Estrela et al. 2016, 2019). Un effet altruiste indirect peut passer par
I’excrétion de molécules néfastes pour les individus moins apparentés ou d’une autre espece,
diminuant la compétition pour les ressources (nutritives, d’espace) et favorisant ainsi les
apparentés (Durand et al. 2014; Vostinar et al. 2019). La sélection de parentéle nécessite donc
une forte structuration spatiale et génétique pour que les individus plus apparentés bénéficient

préférentiellement du comportement coopératif (Débarre et al. 2012).
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Cependant les limites a cette théorie sont que de nombreuses lignées d’unicellulaires ne
font pas (exclusivement) de la reproduction asexuee et donc les populations ne sont pas toujours
clonales. Par exemple, la structure génétique des phytoplanctons dans les blooms de croissance
est plutot hétérogéne (Medlin et al. 2000; Thornton 2002) (Medlin et al 2000, Thornton 2002,
Rynearson and Ambrust 2005 dans Nedelcu) et il peut y avoir de la diversité génétique a
I’échelle locale. Un haut niveau de similarité génétique dans les populations unicellulaires n’est
pas un argument suffisant pour supporter 1’idée d’une origine coopérative chez les

unicellulaires, I’existence de mécanismes favorisant les apparentés est nécessaire.
Hypothéses non-adaptatives

La seconde hypothése, moins souvent évoquée, est de considérer la mort active comme non
adaptative chez les unicellulaires (Nedelcu et al. 2011). Or pour qu’un trait ayant un fort effet
négatif sur la valeur sélective des individus soit maintenu a travers 1’évolution, il faut soit qu’il
procure un effet bénéfique sous certaines conditions, soit qu’il soit associé a un autre trait sous
sélection naturelle, dont il est le co-produit mal-adaptatif. Certains suggérent que la mort
programmée est un résultat inévitable de la balance métabolique (Bidle et Falkowski 2004),
arguant qu’elle a moins lieu lorsque les populations sont en phase stationnaire (cad les cellules
moins actives métaboliquement). Dans cette perspective, le trait est simplement mal-adaptatif,
et ne procure aucun bénéfice. On oppose a ce scenario le fait que les traits mal-adaptatifs
finissent par étre éliminés par la sélection naturelle. Une autre proposition est que les géenes
impliqués dans 1’activation et la régulation de cette mort seraient aussi essentiels pour d’autre
activités métaboliques de la cellule, notamment dans des mécanismes dont leur absence en
conditions n’induisant pas de PCD donnerait un désavantage (Aldsworth et al. 1999; Bidle and
Falkowski 2004). Réprimer la PCD pourrait donc mener au dysfonctionnement d’autres
activités primordiales pour la cellule. Puisque ce type d’effet pléiotrope semble impliqué dans
le maintien de la sénescence, on peut aussi imaginer que cela soit le cas pour le maintien de la

PCD chez les unicellulaires.

I1 est important de souligner I’importance de distinguer les forces de sélection a I’ceuvre
a I’origine du trait de celles impliquées dans son maintien dans les différentes lignées (Nedelcu
et al. 2011). En effet les hypothéses adaptatives et non-adaptatives ne sont pas mutuellement
exclusives, dans la mesure ou 1’on peut imaginer un scénario ou 1’origine est non-adaptative
mais son maintien I’est, et inversement. Par exemple, un trait initialement mal-adaptatif pourrait
dans certaines conditions donner un avantage a la population, et pourrait évoluer vers un trait

coopératif sous la sous sélection de parentéle ou de groupe (Nedelcu et al. 2011). Ainsi, le
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maintien évolutif de la PCD ne nécessite pas une explication unique pour toutes les lignées

d’unicellulaires.

Dynamiques démographiques éco-évolutives

Sélection et démographie densité-indépendante

Tout scenario impliquant 1’évolution d’un trait par sélection naturelle implique I’existence de
variabilité génétique (ou héritable au sens large) dans les propriétés démographiques (survie,
reproduction) qui déterminent les contributions a la génération suivante. Réciproguement,
I’évolution peut induire un changement de ces propriétés démographiques au niveau
populationnel. 1l est donc instructif de partir de modeles de croissance des populations pour
comprendre le fonctionnement de la sélection naturelle d’une part, et des dynamiques éco-

évolutives d’autre part.

Si I’on part de la situation la plus simple ou la densité dépendance peut étre négligée
(faible compétition), la dynamique démographique d’un génotype i seul est simplement

dN;

at = riNi’ (Eq 1)

conduisant a une (dé)croissance exponentielle telle que N;(t) = N;(0)e™i¢, ol r; est le taux de
croissance intrinséque. Si r; est négatif, alors il y a déclin de la population. En présence de 2
génotypes croissant indépendamment 1’un de 1’autre, si I’on dénote N = N; + N, la densité de

population totale, alors

dN _
— = "N+ 1N, = (np + 12,(1 =p))N =7N (Eg. 2)

ou p est la fréquence relative (proportion) du génotype 1, et 7 le taux de croissance intrinseque
moyen de la population. Ceci montre que la dynamique démographique de la population peut
étre modifiée si le taux de croissance moyen change sous 1’effet de changements de fréquences
alléliques ou génotypiques dus a la sélection naturelle. C’est le cas en particulier dans le
contexte du sauvetage évolutif ou un génotype dans la population est mieux adapté aux
conditions environnementales et est capable d’y croitre, de sorte que la sélection naturelle cause

un rebond démographique lorsque le taux de croissance moyen passe de négatif a positif.

Pour pouvoir predire le taux de croissance moyen d’une population, il est donc indispensable

de suivre le changement de fréquence, qui est donné par (Crow and Kimura 1970)

%= p(1—p) (ﬂ_dﬂ)_ (Eq. 3)

Nidt Npdt
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Dans le cas ou la sélection est densité-indépendante (soit parce que la croissance est densite-
indépendante soit parce qu’elle est la méme entre génotypes), le changement de fréquence

devient

d
L=p(A-p)(r; — 1), (Eq. 4)
Our; — 7, = s est le coefficient de sélection. Cette formulation permet d’estimer la sélection

sans avoir besoin de connaitre la densité totale.
Sélection et démographie densité-dépendante

Lorsque la fécondité et la mortalité dépendent de la taille de la population, par exemple du fait
de ressources limitées, la dynamique démographique densité-dépendante peut étre décrite par

une équation logistique de Lotka-Volterra

‘Z—f: (r —aN), (Eq. 5)

OU « est le terme de compétition, et la taille de population a I’équilibre est égale a N, = 2 Ce

modele peut étre étendu a une population composée de 2 génotypes, dans laquelle la densité de

chaque génotype s’écrit

dN4

T (11 — a1 Ny — apq N3)Ny
dN, J
e (r; — azy N, — ag; Np)N,

(Eq. 7)

ou les parameétres a;, et a,, quantifient la compétition intra-génotype, tandis que a,; et a;,
quantifient 1’effet négatif de la présence d’une génotype sur l’autre. Le changement de
fréquence (eq. 4) devra donc prendre en compte la compétition intra- et inter-souche (eq. 7),
cette derniere pouvant dépendre de la niche écologique de chaque génotype (Kot 2001). Si leur

niches sont similaires, on peut s’attendre a de 1I’exclusion compétitive (Violle et al. 2011).
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Le modele biologique Dunaliella salina

Pour la partie expérimentale de mes travaux de thése, j’ai utilisé 1’algue unicellulaire Dunaliella
salina (Chlorophyceae), le principal producteur primaire des milieux hypersalins comme les
salins industriels, les lagunes cotiéres et lacs salés (Ben-Amotz et al. 2009). Cette espece est
capable de tolérer une large gamme de salinités, depuis des valeurs inférieures a I’cau de mer
jusqu’a la saturation en sel ([NaCl] ~6.2M), ce qui lui permet de se maintenir dans ces milieux
ou la salinité varie tout au long de I’année (précipitation, évaporation, action de ’homme).
Contrairement aux autres algues, D. salina ne psséde pas de paroi cellulosique la contraignant
dans son volume cellulaire, ce qui conduit a une flexibilité morphologique rapide en réponse a
un changement de salinité. Ses mécanismes plastiques d’halotolérance sont trés bien étudiés, et
incluent aussi des ajustements physiologiques (Chen and Jiang 2009; Oren 2017), notamment
la production de glycérol comme osmoprotecteur (Zidan et al. 1987).

—

Cristaux de sels — 10 um

Laboratoire LM Che

Photo au microscane électroniaue de Dunaliella salina.

Dunaliella salina est un bon modeéle biologique pour étudier la mort cellulaire
programmée, puisque I’existence de celle-ci a été démontrée chez cette espéce (Orellana et al.
2013). De plus, son temps de génération relativement court (~ 1.4 par jour, Ben-Amotz et al.
(2009)) par reproduction asexuée nous permet de réaliser une expérience d’évolution sur des
temps d’échelles raisonnables a intégrer lors d’une thése. Elle est aussi capable de reproduction
sexuée, mais dans des conditions rares et mal connues (Ben-Amotz et al. 2009), ¢’est pourquoi
nous I’avons négligée dans ces travaux. Enfin sa niche écologique assez simple (peu
d’interaction biotiques) est facile a reproduire en laboratoire, avec un controle facile sur les

facteurs abiotiques (salinité, lumiére). Précisons que cette espece est aussi étudiée a des fins
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d’applications biotechnologiques comme la production de biocarburant, en tant qu’aliment
vivant en aquaculture, ou bien intégré dans cosmétiques et des suppléments alimentaires pour

son contenu en caroténes (Ben-Amotz et al. 2009).

Mesure de la salinité

La salinité est la quantité de sels dissous dans 1’eau. Dans la partie expérimentale de cette
these, la salinité de notre milieu de culture est définie en moles par litre de NaCl. Ci-dessous
quelques conversions avec les deux autres unités de mesures utilisées dans la littérature citée
(PSU unité de salinité pratique).

0,5 M = 35 g/L de sels dissous (Eau de mer)
0,8 M =45 g/L de NaCl

2,4 M = 140 g/L de NaCl = 141 PSU

4 M =235 g/L de NaCl = 235 PSU

J’ai principalement utilisé deux souches de collection de 1’algothéque Culture
Collection of Algae and Protozoa (UK), la CCAP 19/12 (renommée souche A) et la CCAP
19/15 (renommée souche C). Ces deux souches phylogénétiquement proches (Emami et al.
2015), et fortement apparentées a la souche de référence CCAP 19/18 (Polle et al. 2017), ont
été échantillonnées sur le méme site naturel aux eaux saumatres (North Sinai, Israel) en 1976
par Ginzburg. Avant mon arrivée au CEFE, une réponse demographique bien différenciée de
ces deux souches face a des changements de salinité a été observée (Leung et al. 2022), avec
seulement la souche A (CCAP 19/12) présentant un patron caractéristique de déclin-rebond en

fonction de la salinité. Mon projet a donc été construit a partir de cette observation.
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Objectifs de la these

Cette these s’attache a explorer comment la mort cellulaire, trait plastique mais 1étal pour
I’individu, est susceptible d’évoluer chez une microalgue en milieu fluctuant. Nous avons
essayé de comprendre comment la sélection peut favoriser ce trait paradoxal, et quelles seraient
les conséquences d’une telle sélection sur les réponses démographiques au stress

environnemental. Plus précisément, j’ai cherché a répondre a plusieurs questions de recherche :

1. Quelles sont les conséquences de la mort cellulaire sur la croissance de population et

la valeur selective chez une algue unicellulaire ?

2. Est-ce que ce caractére confére un avantage en compétition dans des environnements

fluctuants ?

3. Quelles hypotheses biologiques peuvent expliquer ce motif de déclin-rebond

démographique ?

Pour répondre a ces questions, j’ai tout d’abord exploré dans le chapitre 1 les facteurs
écologiques pouvant influencer I’intensité de la mort cellulaire d’une part, et son impact sur la
valeur sélective a plus long terme d’autre part, a travers d’une série expériences dans lesquelles
j’ai suivi les dynamiques démographiques de deux souches suite a un choc osmotique. Dans le
chapitre 2, j’ai étudié comment la sélection pourrait agir sur ce trait par une approche
d’évolution expérimentale, en cultivant en compétition le génotype induisant de la PCD avec
un génotype proche ne 1’induisant pas, sous une alternance de basses et hautes salinités. Enfin
dans le chapitre 3, j’ai congu trois modeles théoriques pouvant expliquer le patron de déclin-

rebond, et ses conséquences sur la sélection.

L’originalité de mes travaux repose sur une étude éco-évolutive de la mort cellulaire
programmée a 1’échelle intraspécifique - plut6t que par une approche comparative a grande
échelle taxonomique -, a travers le prisme de 1’évolution de la plasticité. Contrairement aux
travaux precédents, ol I’hypothése adaptative sur la PCD n’était supportée que par des
expériences écologiques (pas d’évolution, par exemple Durand et al. (2011, 2014); Orellana et
al. (2013)), mon approche par 1’évolution expérimentale combinée a de la modélisation me
permet d’avoir une vision globale, et de comparer plusieurs hypotheses alternatives pouvant

expliquer ce patron démographique de déclin-rebond.
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Chapitre 1 : Conséquences d’une mort cellulaire
induite par la salinité sur la valeur s¢lective d’une

algue unicellulaire halotolérante

Entrée en matiere et résumé de Particle :

L’objectif de ce chapitre est de caractériser les facteurs pouvant influencer le déclenchement et
I’intensité de la mort cellulaire programmeée chez Dunaliella salina, et de déterminer comment

ce phénomene impacte la valeur sélective de la population.

Leung et al. (2022) ont récemment reporté une variabilité dans les dynamiques
démographiques en réponse a la salinité chez deux souches génétiquement proches de
Dunaliella salina. Notamment, une des deux souches présente une réponse a un choc hyper-
osmotique caractérisée par un déclin majeur de la taille de la population suivi d’une forte
croissance exponentielle. A I’inverse, la seconde souche présente une courbe de croissance
classique, avec une phase latente (lag phase) précédant la phase exponentielle. Nous avons émis
I’hypothése que le déclin démographique observé pour la premiere souche est attribuable & une
forme de mort active (la mort cellulaire programmeée) telle que documentée chez le genre
Dunaliella (Segovia et al. 2003; Jiménez et al. 2009) et incluant I’espéce D. salina (Orellana et
al. 2013). Concernant I’effet de ce phénomeéne sur la valeur sélective de la population, nous
avons émis I’hypothése que la souche présentant un déclin démographique pourrait montrer un
meilleur taux de croissance post-déclin que celui qui ne décline pas car les cellules restantes
bénéficieraient du matériel relargué par les cellules mourantes (Orellana et al. 2013), comme
un comportement altruiste. Cependant, nous avons aussi exploré d’autres hypothéses pouvant
expliquer le déclin-rebond, comme un relachement de la compétition, et exploré plusieurs autres

déterminants possibles de ce mécanisme.

Pour tester nos hypothéses, nous avons suivi les dynamiques démographiques de ces
deux souches dans diverses conditions afin d’évaluer le caractére plastique de ce phénoméne
en réponse a la salinité. Nous avons d’abord identifié le signal déclenchant ce déclin chez notre
espece modele, puis caracterisé le type de mort cellulaire observe chez cette espéce. Nous avons
ensuite étudié plusieurs facteurs liés aux ressources (biotiques et abiotiques) et leur impact sur

I’intensité du déclin mais aussi sur le rebond démographique.
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Nos resultats ont confirmé que la réponse démographique caractérisée par le patron de
déclin-rebond d’une des souches est une mort active, réduite par un inhibiteur de la mort
cellulaire programmeée. Ce caractére plastique est déclenché par la hausse de salinité, et non pas
une haute valeur de salinité, chez D. salina. De plus, nous avons établi une corrélation positive
entre I’intensité du déclin et le taux de croissance postérieur sur 1’ensemble des expériences et
conditions testées, la souche qui décline montrant une croissance exponentielle plus forte que
I’autre souche. De maniére remarquable, le déclin est plus prononcé dans les conditions censées
étre plus favorable a la croissance, a savoir plus lumineuses, sans limitation de nutriments, et

avec moins de compétition intraspecifique, renforgant 1’idée qu’il n’est pas simplement passif.

En conclusion, ce chapitre nous a permis de montrer qu’un déclin démographique de la
population peut étre associé a une valeur sélective supérieure a long terme, grace a une plus
forte croissance exponentielle ultérieure. La souche réalisant de la mort cellulaire en réponse a
une hausse de salinité pourrait atteindre une taille de population supérieure a celle ne déclinant
pas dans certaines conditions, que le processus impliqué soit actif ou passif.

Cet article a été accepté pour publication dans le journal The American Naturalist en
2022 (version en ligne https://www.journals.uchicago.edu/doi/10.1086/724417) et est citée

dans les chapitres suivants en tant que Zeballos et al. (2023). 1l sera publié dans le Volume 201,

numéro 6, June 2023.
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Abstract:

Environmentally induced reductions in fitness components (survival, fecundity) are generally
considered as passive, maladaptive responses to stress. However, there is also mounting
evidence for active, programmed forms of environmentally induced cell death in unicellular
organisms. While conceptual work has questioned how such programmed cell death (PCD)
might be maintained by natural selection, few experimental studies have investigated how PCD
influences genetic differences in longer-term fitness across environments. Here, we tracked the
population dynamics of two closely related strains of the halotolerant microalga Dunaliella
salina, following transfers across salinities. We showed that after a salinity rise, only one of
these strains displayed a massive population decline (-69% in one hour), largely attenuated by
exposure to a PCD inhibitor. However, this decline was followed by a rapid demographic
rebound, characterized by faster growth than the non-declining strain, such that sharper decline
was correlated with faster subsequent growth across experiments and conditions. Strikingly, the
decline was more pronounced in conditions more favourable to growth (more light, more
nutrients, less competition), further suggesting that it was not simply passive. We explored
several hypotheses that could explain this decline-rebound pattern, which suggests that

successive stresses could select for higher environmentally induced death in this system.
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Introduction

Living organisms are pervasively exposed to stressful environments that may reduce their
demographic vital rates (survival, fecundity), in turn decreasing their population size, and
making them vulnerable to extinction. A widespread mechanism by which organisms can cope
with such environmental stresses is phenotypic plasticity, whereby a given genotype produces
different phenotypes in response to the environment (Levins 1963; Bradshaw 1965). When the
expressed phenotypes increase fitness across environments, then plasticity is said to be
adaptive, while plasticity that reduces fitness across environments is described as maladaptive
(Ghalambor et al. 2007). Adaptive plasticity and its evolution can reduce extinction risk in
fluctuating environments that are sufficiently predictable (Reed et al. 2010; Ashander et al.
2016), and may also allow tolerance of higher rates of directional environmental change
(Chevin et al. 2010).

However beyond these simple definitions, demonstrating whether or not a plastic
response is adaptive, and why, may be challenging in practice. This is especially true for traits
whose most immediate effect is to decrease a component of fitness. For instance, increased cell
death rate in response to environmental stress would seem like the archetypical maladaptive,
passive trait, which the organism can neither prevent nor control. Yet many unicellular
organisms can undergo forms of cell death that are genetically controlled, and involve complex
cellular cascades - from caspase-like activity to nuclear DNA degradation (Jiménez et al. 2009;
Kroemer et al. 2009; Bidle 2015) - that share features with programmed cell death (hereafter
PCD) in multicellular organisms (Ameisen 2002; Bidle and Falkowski 2004; Deponte 2008;
Kasuba et al. 2015). Because such PCD appears as an active process, it is generally considered
as adaptive, in effect representing a form of adaptive plasticity triggered by a variety of
environmental stimuli. However, how and why PCD may be favored by natural selection in
unicellular organisms (Franklin et al. 2006; Nedelcu et al. 2011; Durand and Ramsey 2019;
Vostinar et al. 2019), where it amounts to cell suicide, remains difficult to understand in most
cases, except for a few well-studied examples (Durand et al. 2011; Berngruber et al. 2013). In
general, the main argument for considering PCD as adaptive in unicells is that it is an active
process, but this is not satisfying because (i) the line between PCD and less active forms of
deaths is somewhat blurred, with a range of intermediate situations that are difficult to classify
(Kroemer et al. 2009; Barreto Filho et al. 2022a, 2022b); and (ii) even plastic response that are
not evidently active or programmed could still have been favoured by natural selection.

Therefore, understanding the causes of selection on PCD — or any form of environmentally
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induced rapid death, regardless of where it stands along the PCD continuum - requires
demonstrating that this trait varies genetically, and that it is associated with differential fitness
(as highlighted by e.g. Reece et al. 2011). Even though PCD is unlikely to be favoured directly,
since it causes an immediate demographic decline of the corresponding genotype, it may still
be selected indirectly if it is associated with higher fitness in the long run, as any other trait that
is selected through its covariance with fitness (Price 1970; Durand and Ramsey 2019).
Therefore, understanding selection on PCD requires establishing its covariance with longer-
term fitness across genotypes, as well as experimentally testing specific hypotheses for how its

fitness costs and benefits arise.

Here, we undertake such an approach with the unicellular microalga Dunaliella salina.
This halotolerant microalga is the main primary producer of hypersaline biomes such as
continental saline lakes, coastal lagoons, and industrial salt ponds, where salinity fluctuates
along the year (Ben-Amotz et al. 2009). Dunaliella salina can tolerate a broad range of
salinities, from below seawater to saturated brine ([NaCl] ~6.2M), through a number of well-
characterized, phenotypically plastic mechanisms (Oren 2005; Ben-Amotz et al. 2009; Chen
and Jiang 2009). These include rapid morphological flexibility in response to sudden osmotic
shock - allowed by absence of a cell wall -, followed by slower physiological adjustments, most
notably the production of glycerol as osmoprotectant (Zidan et al. 1987). Overall, phenotypic
plasticity is thus a key adaptive feature in this species, and was also recently shown to readily

evolve in the laboratory (Leung et al. 2020).

Species of the genus Dunaliella can undergo PCD under various environmental triggers,
such as darkness (Berges and Falkowski 1998; Segovia et al. 2003; Orellana et al. 2013), UV
radiation (Jiménez et al. 2009), or hyper-osmotic shock (Jiménez et al. 2009), the latter being
directly relevant for adaptation to salinity. But here again, the potential benefits of PCD remains
unclear. A study in Dunaliella salina has suggested an advantage of PCD via resource sharing,
since dying cells can release large amounts of intracellular glycerol they produced for
osmoregulation, which may then be remineralized by prokaryotes, or directly consumed via a
heterotrophic pathway (Orellana et al. 2013). However, this study did not compare genotypes
that differ in their rate of PCD, to investigate how these differences covary with fitness in the
longer run. Recently, Leung et al. (2022) have identified two closely related strains of
Dunaliella salina that vary in their rate of salinity-induced death. Interestingly, it has also been
shown that strain-specific demographic response to salinity, including a rapid decline followed

by rebound under hyperosmotic stress for one strain, is also related to gene expression

28



ZEBALLOS Nathalie — Thése de doctorat

response involved in chloroplast functions (Leung et al. 2022). This lends support to the
hypothesis of chloroplast-mediated programmed cell death, as described in plants and
different unicellular organisms (Zuppini et al. 2009; Thamatrakoln et al. 2013; Murik et al.
2014; Ambastha et al. 2015; Bidle 2016). We here use these strains to explore hypotheses about
what drives the intensity of cell death, and more crucially, how this decline relates to later
population growth. One of our most puzzling finding is that more cell death is associated to

faster subsequent population growth across treatments.

Materials & Methods

Strains

We focused on two closely related strains of Dunaliella salina, CCAP 19/12 (hereafter strain
A) and CCAP 19/15 (strain C) (Emami et al. 2015), which were previously found to vary in
their death rates in response to salinity (Leung et al. 2022). We received these strains in 2017
from the Culture Collection of Algae and Protozoa (UK) and maintained them at constant
salinity ([NaCl] = 2.4M) for over 3 years prior to this experiment, transplanting them into fresh
media twice a week for 5 months (as described in Rescan et al. 2020, constant treatment), and
then about once per month. In all experiments described below, we used 10 (nearly) isogenic
lines (five for each strain), founded from a single haploid cell isolated using cells-sorting flow
cytometry (BD FACSAria™ Ill ; Biosciences-US) in May 2019.

Common experimental design

Culture conditions

All lines were cultured in 50 ml flasks (CELLSTAR®; VWR 392-0016) with custom-made
artificial saline water (Table S1) with modified NaCl concentration (hereafter [NaCl]), and
enriched with 2% of Guillard’s F/2 nutritive medium (Sigma, G0154-500 ML). The target
culture salinity was obtained by mixing the required volumes of hyposaline ([NaCl] = 0M) and
hypersaline ([NaCl] = 4.8M) solutions, taking into account the dilution of the inoculum for a
final volume of 25 ml. Cultures were maintained in a growth chamber under 12h:12h light:dark
cycles, with light intensity 100 pmol.m?2.s? (unless otherwise stated, Table 1), temperature

24°C, and position randomized with respect to treatment.

All assays followed the same general experimental design: we acclimated the lines at
intermediate salinity ([NaCl] = 2.4M) for several days (between 4 to 13 days, see Table 1).

Then we induced either hyper-osmotic shock or iso-osmotic transfer, by inoculating a volume
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of the acclimated cultures into fresh medium at the required expected initial density, and then
followed demographic dynamics over 10 days. The initial densities varied between 5,000 and
50,000 cells/mL across experiments for practical reasons: we needed the minimal density (after
putative population decline) to be large enough to be detectable with our flow cytometer, but
still low enough for substantial exponential growth to occur following decline. More details on
each experiment appear in Table 1 and the corresponding sections below.

Population density measures

Population density was assayed using a Guava® EasyCyte™ HT cytometer (Luminex
Corporation, Texas, USA), with a laser emitting at 488 nm. We checked the cytometer
performance before each measure with the Guava® EasyCheck™ kit. The acquisition settings
were 30 seconds, or until the number of counted events reached 200,000 (never reached). Band
pass filters based on forward scatter (FSC), side scatter (SSC), and fluorescence emissions in
natural red (695/50nm) and yellow (583/26nm), enabled the discrimination of live Dunaliella
cells from other particles, owing to chlorophyll a natural fluorescence (Rescan et al. 2020).
Note that some dead (or dying) cells had reduced red fluorescence relative to live cells, and
were thus not taken into account for population density (Rescan et al. 2020), but these
apparently dead cells do not account for the large population decline we focus on here (Fig
S1). We also isolated single cells from doublets (i.e. when 2 cells were detected as a single
event) based on the area-to-height ratio of the electronic pulse induced in the flow cytometer
(Wersto et al. 2001). To determine population density, we sampled 200 pL of each population
to count the number of live cells, at several time points. First, at the end of the acclimation step
for the calculation of initial population density before each experiment; then, 1h after the

osmotic stress (day = 0); and finally, once per day from day 1 to 10.

When the cytometer was unavailable (nutrient limitation experiment below, days 0-1), we
measured whole-well fluorescence (excitation at 390/80 nm -wavelength/bandwidth-, and
emission at 685/40 nm) of cultures in 96 well plates, using a BMG ClarioStar spectrometer. To
convert from these fluorescence measurements into population density, we fitted a linear model
(LM) between cytometer count and fluorescence for days 2 to 4 of the nutrient limitation
experiment (see Fig. S2), for which both measurements were available and the population had
not yet reached stationarity (Fig. S6).
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Experiments and treatments

We have performed a series of experiments to test different hypotheses about the drivers and

population consequences of rapid cell death, as summarized in Table 1.
Experiment 1: Salinity change effect

Since Dunaliella salina faces salinity variation along the year in its natural habitat, resulting
from precipitation and climatic variables (sun and wind) affecting evaporation (Ben-Amotz et
al. 2009), we investigated how salinity change affects its demographic dynamics. We compared
iso-osmotic transfers (no change from the acclimation salinity) at intermediate ([NaCl] = 2.4M)
or high ([NaCl] = 4M) salinity, to hyper-osmotic shock from intermediate to high salinity (from
2.4M to 4M of NaCl), to assess whether the response depends on salinity change or salinity

value (3 replicates per condition).
Experiment 2: PCD inhibitor

A plausible explanation for the observed rapid population decline (Fig. 1) is programmed cell
death, known to be common in Dunaliella salina (Orellana et al. 2013) and related species
(Berges and Falkowski 1998; Segovia et al. 2003; Jiménez et al. 2009), notably in response to
salt. To investigate this, we used Z-VAD(Ome)-FMK (CellSignaling), a cell permeable
irreversible caspase inhibitor that prevents caspase-3-like from adopting its active form, and
which has been used to inhibit cell death in a diversity of unicellulars (Bidle et al. 2007; Zuppini
etal. 2007; Bidle and Bender 2008; Segovia and Berges 2009; Yordanova et al. 2013), including
in Dunaliella tertiolecta (Segovia et al. 2003). Following a preliminary test (Fig. S3), we
compared the decline rate of cells treated with four concentrations of this inhibitor: 0, 1.6, 3,
and 4 uM. Treated cells were incubated in the dark for 30min, before performing iso-osmotic
and hyper-osmotic transfers for both strains, with 3 replicates per treatment. Final volume in
the flask was 10mL, with an initial total number of cells being 200 000. Population densities
were then assessed through cytometer measurements 1 hour and 4 hours after the transfer on
day 0, then on days 1, 2, 3. (see Fig. S4 for supplementary days 6, 7, 8 and for strain C

dynamics).
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Table 1: Summary of experimental conditions.

Salinity 5dat 2.4M or Hyper (n=3) 50,000 D induced by Strain
change 4Mm Iso (=3) salinity change x salinity transfer
Time (days 1-5)
PCD 6d at 2.4M Hyper (n=3) 20,000 D reduced by Inhibitor
inhibitor Iso (n=3) PCD inhibitor concentration
Initial 4d, 13d or Hyper (n=4) 5,000 Dandr Strain x growth
density &  4ldat24M |5 (n=1; 20.000 modulated by phase x initial
Growth control) ’ ' metabolic state,  density
phase 30,000 r mediated by Time (days 4-9)
competition
release
Nutrient 5d at 2.4M Hyper (n=5) 50,000 D and raffected  Strain x nutrient
limitation by nutrient treatment
limitation Time (days 1-3)
Population 5dat2.4M or Hyper (n=3) 50,000 Dying cells Strain x culture
filtrate 4M Iso (n=3) release molecules  media x salinity
that affect D and r  transfer
Time (days 1-5)
Light 7d at 2.4M Hyper (n=5)  Unknow Light intensity as  Strain x light
intensity Iso (n=10) (spectrosco  external (non- Time (days 1-4)
py)1/10 medium) resource
dilution influencing D and
r
Successive  14d at2.4M, Hyper (n=5) 20,000 D caused by Strain x
osmotic then 14d at elimination of acclimation
shocks 4M or 2.4M damaged cells, treatment
(contral), resulting in faster  Time (days 3-7)
then 17d at growthinr.
2.4M

In the second column, d stands for days and M stands for molar of NaCl. All variables in the
last column were treated as categorical, except the Inhibitor concentration and Time (for GLM
on demographic rebound r) treated as a continuous variable.

Experiment 3: Initial density and population growth phase

The rapid cell death that we focus on strongly impacts population dynamics, which is indeed
how it is detected (Fig. 1) (Berges and Falkowski 1998; Leung et al. 2022). It is thus likely to
interact with population density and competition occurring in the population (Ameisen et al.
1995; Christensen et al. 1995). In particular, the initial decline may influence post-decline

growth rate, because fewer live individuals means reduced competition for resources (relaxed
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density dependence). These effects may also depend on the physiological state of the population
prior to the transfer, which is itself influenced by competition and resource limitation in the

recent past.

To test for these effects, we acclimated lines of strain A and C for 4 days (mid-
exponential phase), 13 days (early-stationary phase) and 41 days (late-stationary phase),
representing 3 different regimes influencing current physiological state, and then exposed them
to hyper-osmotic stress, starting at 3 different initial densities (5,000; 20,000; 30,000 cells/mL,
see Fig. S5). We used 4 different lines per strain as replicates, resulting in 72 flasks (2 strains x
3 Initial densities x 3 growth phases x 4 lines). For the control treatment (iso-osmotic transfer),
populations were started at the acclimation salinity 2.4M, with only 1 line per strain (2 x 3 x 3

= 18 flasks). The 90 flasks were treated in 2 temporal blocs, one day apart.
Experiment 4: Nutrient limitation

It has been hypothesized that the population rebound observed following a population decline
could result from a beneficial effect of nutrients released by the dying cells (Orellana et al.
2013), which may compensate for a lack of nutrients in the medium. To test this hypothesis, we
compared a treatment with nutrient limitation (concentration of F/2 nutritive solution divided
by 4 relative to our standard growth conditions) with a standard nutrient treatment, using 5
replicates per treatment. Population measures on day 0 and 1 were made with the spectrometer
(fluorescence and optical density), while the following days were measured with the cytometer

and spectrometer (Fig. S6).
Experiment 5: Cultures on population filtrates

To further investigate whether the post-decline rebound is related to substances that dying cells
might release in the culture medium (nutrients or informative molecules about environmental
conditions), we used population filtrates as culture medium. Indeed, it was shown in another
microalgal species of the same order (Chlamydomonas reinhardtii) that supernatant of cells that
have experienced PCD is more favourable to growth than filtrates of cells that have undergone
other types of death (Durand et al. 2011), and that this effect depends on the recipient species
(Durand et al. 2014). The latter is important, as it determines to what extent PCD may be
favoured by kin selection (Durand et al. 2014), through so-called private goods that are
preferentially used by relatives rather than public goods that may also be used by cheaters

(Estrela et al. 2016, 2019). We thus tested for any strain-specific potential benefits of cell death
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in terms of demographic rebound in D. salina, more specifically by contrasting a declining and

non-declining strain.

To prepare the filtrates, cultures of strains A and C (respectively 2 and 3 lines per strain)
were grown in large volume (70 mL) for 4 days at intermediate salinity ([NaCl] = 2.4M), and
then transferred to high salinity ([NaCl] = 4M) at an initial cell density of 100,000 cells/mL, in
V=110 mL. On the next day, when the decline was expected to be maximal for strain A
(according to Fig. 1), we verified that strain A actually showed a decline (ca. 50% in 24 hours),
while strain C did not. We centrifuged and filtered these large volumes, so as to get our 2
filtrates as culture media (filtrate A and C respectively for strain A and C). We then inoculated
3 replicate lines per strain in 3 different culture media (filtrate A, filtrate C, and standard
artificial saline water as a control), mixed in a ratio 1:1 with our artificial saline water to insure
the presence of nutritive solution. We applied 3 salinity transfers (Fig. S7): iso-osmotic at 2.4M
and at 4M, and hyper-osmotic from 2.4M to 4M of NaCl, for a total of 54 flasks: 3 culture
media x 3 salinity transfers x 2 strains x 3 replicates (minus 3 flasks because one acclimated

population of strain A did not reach a sufficient density).
Experiment 6: Light intensity

Different studies have underlined the potential role of chloroplast activities in PCD
phenomenon (Murik et al. 2014; Ambastha et al. 2015; Bidle 2016), and recent gene expression
analysis on our focal strains revealed that strain-specific gene expression response to salinity
changes involved mostly genes related to chloroplast structures and activities (Leung et al.
2022). In addition, light represents a resource that is not modified by putative elements released
in their medium by dying cells (as long as transparency is not affected). We thus tested whether
light intensity influences the decline and rebound induced by a salinity rise, through an effect
of photosynthetic activity on the physiological state of cells. To do so, we repeated experiment
1 but at 200 pmol.m2.s? light intensity instead of 100 umol.m.s%, during both acclimation
and assay phases (Fig. S8). These two light levels are commonly considered in the literature as
not stressful (Berges and Falkowski 1998; Sui and Harvey 2021), but 100 pmol.m2.s? is slightly
limiting compared to 200.

Experiment 7: Successive osmotic shocks

The pattern of population decline and rebound that we observed in response to osmotic stress
may be explained by the elimination of cells that were initially damaged or in low condition

(e.g. old); a rapid population rebound would then be the result of faster multiplication of cells
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that were initially in better physiological state. This hypothesis implies a process akin to
evolutionary rescue (Gomulkiewicz and Holt 1995), but where selection acts on a non-heritable
phenotypic variation (as we used nearly isogenic lines). We would thus expect that the decline
would be drastically reduced upon a second osmotic shock, because most cells in bad condition

would already have been eliminated.

To test this hypothesis, we assessed the population decline for populations that were
subjected to two successive hyper-osmotic shocks, separated by a return to intermediate
salinity, which we compared to populations subjected to a single hyper-osmotic shock. We
acclimated populations of strain A and C at intermediate salinity ([NaCl] = 2.4 M) for 14 days,
transferred them a first time at high salinity ([NaCl] = 4 M) for 14 days. Then we transferred
them back to [NaCl] = 2.4 M for 17 days (about 17 generations, assuming ~ 1 generation per
day, Ben-Amotz et al. 2009), before inducing a second salinity rise at 4M, and (expected) initial
density of 20,000 cells/mL (Fig. S9). In the control condition, cultures were subjected to iso-
osmotic transfer first (constant salinity at 2.4M), and exposed to hyper-osmotic shock only at
the second transfer. We used 5 different lines per strain as replicates for each treatment (except

4 replicates for strain C in the successive shocks treatment, because of 1 broken flask).
Statistical analysis

To investigate effects of our treatments on population dynamics, we performed generalized
linear models (GLM), using cells count data as response variable (except for the nutrient
limitation experiment, based on whole-well fluorescence), with a log link function and a
negative binomial error structure, as this has proved more accurate than Poisson in our setting
(Rescan et al. 2020). First, to test for population decline following the transfer, we applied such
a GLM to population size at day 1, using the logarithm of expected initial population density
(based on population size at the end of the acclimation step) as offset. The linear predictor in
this model thus estimated the logarithm of the relative change in population density from day 0
to 1. For the light experiment, we compared the experiment with brighter light against all other
experiments under hyper-osmotic stress (except under nutrient limitation, where cytometer
counts were not available for all days, and with the PCD inhibitor). For the nutrient limitation
experiment, we applied a linear model to the logarithm of population density estimated by the
whole-well fluorescence values (day 1) , because fluorescence is log-normally distributed
(Rescan et al. 2020). The offset was the logarithm of the initial population density estimated by
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fluorescence of strain C (one hour after the transfer), as this strain does not display population
decline (Fig. 1).

We then applied a second GLM for population growth in days corresponding to a phase
of exponential growth (details in Table 1), visually detected as a linear trend on population
dynamics on log scale (this phase is denoted as grey backgrounds on Fig. 1 and Figs. S4-S9).
In this model, no offset was used for initial population size, but day was included as a
continuous explanatory variable. The day effect in this model thus estimated the rate of
exponential growth per day (linear trend on the log scale), and any interaction of day with other
factors (treated as covariates in the regression) were effects of these factors on maximum,
exponential growth. The fixed effects were experiment-dependent (Table 1). For population
growth under nutrient limitation, we applied the same approach but using a LM on the logarithm
of population densities based on whole-well fluorescence. For the light experiment, we applied
the GLM on the subset of days corresponding to the exponential phase in each experiment

(determined as specified above).

Our results suggested that across experiments, larger initial decline was associated with faster
maximal growth under hyper-osmotic stress. To formally test for this effect, we estimated the

decline rate (on the log scale) predicted by the GLM as:

D = In(Npexp) — & (Eq. 1)

where e, is the linear predictor of the GLM (i.e. the estimator of population density on the log
scale, no longer corrected by the offset) at day 1 after the shock, and Ny .y, is the initial
population density expected from the acclimation culture. A positive value of D means that the
population has declined after the transfer. The standard error for the decline rate D is directly
that of the linear predictor on the log scale. In the results, we also expressed the decline as

proportional reduction in population size,
Population reduction (%) = (1 —e™?) x 100 (Eq. 2)

We also estimated the maximal daily growth rate r in the exponential phase as

r=2n (Eq. 3)

X2—X1

where e, and e, are the linear predictors of the GLM (log population size) at days x; and x,
after the shock, corresponding to the phase of exponential growth (grey backgrounds on Fig. 1

and Figs. S4-S9). We calculated the standard error of each estimated growth rate as:
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JSE(ex2)2+SE(exl)2
SE(r) =

(Eq. 4)

X2—X1

We then tested the significance of the relationship between the estimated decline rate
and rebound growth rate using a bootstrap method. For each D and r pair (corresponding to a
specific condition in a given experiment), we drew random values from a normal distribution
with mean given by the estimate, and standard deviation given by the standard error of the
estimate, to account for the uncertainty in each data point. A linear model was then fitted for
the relationship between D and r across conditions in each of these simulations, and the
corresponding regression slope and intercept were drawn from normal distributions centred on
their estimates and with SD given by their SE, to account for uncertainty in each regression.
We repeated this process 10000 times, from which the proportion of positive slopes was used

as a p-value.

Finally, the mean slope b and the intercept a over these 10000 simulations were used to

compute the predicted population density at day t for non-declining population as
In(N;) =In(Ny) +axt (Eq.5)
or for a declining population starting to rebound at day c (corresponding to x, in egs. 3-4) as
In(N,) = In(Ny) — D + (a + bD) x (t — ¢) (Eq.6)

From this, we could then estimate the day at which a declining and a non-declining population

would reach equal population density, assuming exponential rebound:
teg = C+3+ o (Eq.7)

All statistical analyses were performed on Rstudio (R version 3.6) using MASS version 7.3.53
package (Venables and Ripley 2002).

Results

We wished to understand the proximal determinants and fitness consequences of programmed
cell death in a unicellular organism. Our aim was to find whether, and under which conditions,
such apparently detrimental phenotype may be associated with genotype-dependent benefits for
population growth, and thus potentially be favoured by natural selection.
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Decline in response to osmotic shock is strain-specific

As salinity is a major component of Dunaliella salina’s niche, we first investigated its influence
on demographic dynamics in this species. We observed that an iso-osmotic transfer into fresh
medium without change in salinity (either at intermediate 2.4M or high 4M NaCl concentration)
did not affect demography, since population densities measured 1-hour post-transfer matched
the expected initial densities, accounting for the dilution into fresh medium (Fig. 1, Table S2).
In contrast, transfer from intermediate to high salinity induced a sharp demographic decline in
strain A in the hours following the transfer, with population size reduced by 69% in one hour
(Table S2), and reaching 77% decline at its minimum, 24 hours post-transfer. This decline was
not observed for strain C (Fig. 1, Table S2), leading to a significant effect of strain identity on
population density on day 1, and a significant interaction between strain and type of salinity
transfer (Table 2). This indicates that the rate of rapid cell death varies among closely related
strains of D. salina (as shown by Leung et al. 2022), and does so in a manner that depends on
the type of salinity transfer, being triggered in strain A by a salinity rise rather than by high
salinity per se. Note that the osmotic shock also led to an increase in the number of apparently
dead cells (detected by their lower red fluorescence, Rescan et al 2020), but orders of magnitude
lower than the observed decline of live cells, and of similar magnitude between both strains
(Fig. S2).

Interestingly, the population decline of strain A was associated with a higher maximum
growth rate in the following days, as compared to its growth rate without initial decline (Fig. 1,
left and right panels; Table S3 P<3e-8 and P< 3e-15, respectively). In contrast, strain C, which
did not decline following hyper-osmotic shock, had a weaker maximum growth rate compared
to strain A in this salinity condition (Table S3, P<2e-16). As a result, even though strain A had
a much lower population density than strain C after its initial decline under hyper-osmotic
stress, it eventually compensated for its lag in population size, reaching a density similar to

strain C after 6 days.
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Figure 1. Demographic dynamics of Dunaliella salina following salinity transfers. Each
panel represents a transfer condition from the acclimation salinity (S1: Salinity 1) to the assay
salinity (S2: Salinity 2). Transfer occurs at day 0, and the first point is measured 1 hour after
the transfer, while the cross represents the expected initial density, predicted from dilution of
the acclimated population. The number of live D. salina cells per mL in each day is represented
on log scale, for strains A (dots) and C (triangles). Symbols are averages over 3 replicates and
error bars indicate the standard error, while lighter points are the raw densities.

Table 2: Analysis of deviance table for the GLM of population density on day 1.

Factors Df  Deviance Resid. Df  Resid. Dev  Pr(>Chi) R?
NULL 16 964.93

Strain 1 154.67 15 810.26 < 2.20E-16 ***  0.16
Transfer 2 444.95 13 365.31 < 2.20E-16 ***  0.46
Strain x Transfer 2 348.31 11 17 <2.20E-16 ***  0.36

We used a GLM with log link function and a negative binomial error structure for population
density at day 1, using the expected initial (log) density as offset. Tested effects are Strain,
Transfer and Strain x Transfer interaction, and *** denote p-values <0.001. R? was calculated
as a deviance ratio (Nakagawa and Schielzeth 2013).
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The decline is reduced by a programmed cell death inhibitor

To assess whether the rapid population decline may result from programmed cell death, as
commonly documented in this species and genus (Berges and Falkowski 1998; Segovia et al.
2003; Jiménez et al. 2009; Orellana et al. 2013), we performed an experiment with a caspase-
3-like PCD inhibitor, at four different concentrations. The PCD inhibitor had a clear
quantitative effect on the intensity of the decline, with higher inhibitor concentration leading to
less severe decline for strain A under hyper-osmotic shock (Fig. 2). Accordingly, the GLM
treating inhibitor concentration as a continuous variable had a slighter better AIC than the one
treating it as a categorical factor (AIC = 220.78 vs 223.33). We found a significantly positive
relationship (Table S4A, P<le-3) between (log) population size at day 1 (post-decline) and
inhibitor concentration, with a slope of 0.150 (SD = 0.045). The model thus predicts that the
population size one day after hyper-osmotic shock is reduced by 70.8% without inhibitor
(consistent with our previous experiment), but is proportionally increased by ~16% with each
additional uM of inhibitor. In a preliminary experiment (with only 2 replicates), we even found
that strain A already started to decline 15min after the osmotic shock (43% reduction in
population size), while the 3 treatments with inhibitor did not (Fig. S3). In contrast, we found
no effect of the inhibitor concentration on demographic dynamics in other conditions (strain A
under iso-osmotic transfer, and strain C in any salinity transfer; Fig. S4). There was no
significant difference effect of inhibitor concentration on maximum growth-rate between days
1 and 6, despite the observed differences in decline intensity (Fig. 5, Table S4B, P= 0.107).
These results therefore indicate that the population decline observed for strain A under hyper-
osmotic shock is at least partly explained by PCD.
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Figure 2. Influence of an inhibitor of programmed cell death. Demographic dynamics of
strain A following a hyper-osmotic shock (2.4M to 4M NaCl) are shown under different
concentrations (colours) of an inhibitor of caspase-3-like, a typical marker of programmed cell
death. Transfers occurred at day 0, and the first measures were made 1 hour after the transfer,
while the cross represents the expected initial density, predicted from dilution of the acclimated
population. The number of live D. salina cells per mL in each day is represented on the log
scale. Filled symbols are averages over 3 replicates, error bars indicate the standard error, and
lighter points are the raw density measurements.

Initial decline is greater under weaker competition

To understand what benefit such salinity-induced PCD may confer, we investigated hypotheses
about reduced competition. A possible explanation for the higher growth rate of strain A
following its initial decline under hyper-osmotic stress may be relaxed density dependence
(competition release), whereby the resources unused by dead cells become available to those
cells that survived. The influence of initial decline on later growth would thus be mediated by
density-dependent processes. More specifically, we may expect the post-decline population to
have a similar growth rate to a population that did not decline but started at similarly low
density. In addition, the rate of death (and thus the population decline) could itself be modified
by the initial population density, if PCD is a plastic trait that responds to cues of the density of
conspecifics, or amount of resources. However, these influences of competition-mediated
resource limitation on population growth are likely to be modulated by the metabolic state of
individual cells (Delong and Hanson 2009), which in turn depends not only on the immediate
density of competitors, but also reflects the previous growth conditions during the acclimation
phase (Rescan et al. 2020). This occurs because the influence of competition and resource
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limitation on the physiological states of individual cells (and hence population growth) depends
on the rates of nutrient uptake and metabolic pathways involved, and may involve some delays
(Droop 1973). We thus tested for an influence of not only the initial density of the inoculum,
but also of the growth phase of the populations in the acclimation phase, as an indicator of the
physiological state of the population. We report results about rates of initial decline and
maximal growth rate in Figure 3, while the full population dynamics appear in Figure S5.

Overall, strain A showed greater decline in conditions where population growth is
expected to be more rapid, that is, when cultures were transferred during their exponential or
early stationary phase, and/or starting at low initial density (Fig. 3A). When the populations
experienced osmotic shock in the mid-exponential or early-stationary phases (after 4 or 13 days
of acclimation, respectively), the initial density did not impact the intensity of the observed
decline in Strain A (Fig. 3A & Table S5A). In contrast, populations transferred in their late
stationary phase (41 days) showed no decline when starting at high density (30,000 cells/mL),
but a decline comparable to that in earlier phases when starting at low density (5,000 cells/mL)
(Fig. 3A). Overall, across initial densities, populations transferred in their late stationary phase
declined less than when transferred in earlier phases (Table. S5B). Contrary to strain A, strain
C never declined in any demographic conditions (Fig. 3A).

Following the decline, strain A displayed higher maximum growth rate than strain C for
the mid-exponential and early-stationary phase populations (Fig. 3B). Furthermore, the growth
phase (“age” of the cultures before the transfer) influenced the maximal growth rate for strain
A, but with an effect that also depended on density. The maximum growth rate was highest for
populations transferred in their early-stationary phase, when starting at No = 30,000 cells/mL
(Table S6, P=0.037 for the comparison with exponential phase starting at No = 5,000), while
when starting at No = 5,000 cells/mL they did not show a significantly different rebound that
those transferred in their exponential phase (Table S6, P=0.839). In particular, the rebound
growth rate of strain A inoculated at No =30,000 cells/mL was higher than the growth rate of
the non-declining strain C that started at a density similar to A post-decline (No=5000 cells/mL;
see Fig.S5 and Fig. 3). This confirmed that density-dependent effects on population growth
are largely mediated by persistent responses to past conditions of competition and resource
limitation (as shown for salinity by Rescan et al. 2020). The weak and inconsistent effect of
initial density on the rate of population rebound further suggests that this rebound is unlikely

to be due to relaxed density dependence from many cells having died. In fact, our focus on
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the rate of exponential growth limits the possibility for density to have a large effect, since

exponential growth is density-independent by definition.
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Figure 3. Impact of competitive conditions on initial decline and subsequent maximal
growth following hyper-osmotic shock. Estimates and standard errors (across 4 replicates)
from the negative binomial GLMs for (A) decline (days 0-1 after the osmotic shock), and (B)
the maximal growth rate (corresponding to the shaded area in Fig. S5), are shown for different
conditions of initial density (grey shades) and population growth phase (x-axis), for strains A
(dots) and C (triangles). Population growth phase correspond to mid-exponential phase (Mid-
exp: 4 days of acclimation), early-stationary phase (Early-stat: 13 days) and late-stationary
phase (Late-stat: 41 days). In panel A, larger positive values indicate faster population decline,
while negative values correspond to growing populations.

Decline intensity depends on resources or cues from the culture medium

To more directly assess the role of resources competition on the observed pattern of decline and
rebound, we manipulated nutrient abundance. When fewer nutrients were available, strain A
declined significantly less than populations in control medium (Fig. 4A, Table S7 P=1e-4).
(Note that the estimated decline and maximal growth rate were predicted based on spectrometer
measures (Fig. S6A) instead of flow cytometry counts for this experiment.) The estimated
maximal growth rate in exponential phase (from days 1 to 3 in this experiment) was clearly
lower for strain A when nutrients were missing (Fig. 4B; Table S8 P=0.003). As in the previous
experiment, in standard nutrient conditions strain A displayed a higher maximal growth rate
compared to strain C (Table S8, P=3e-7).

Since the medium content affects the intensity of decline for strain A, we tested the
hypothesis that the dying cells causing population decline release nutrients that may be used by
the remaining cells to grow faster, or informative cues about the population demographic status.

We also investigated whether the ability to use this resource or information was genotype-
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specific. To do so, we grew populations of each strain in medium filtered from previous cultures
that had undergone a salinity rise, either from strain A (filtrate A) or strain C (filtrate C) (Fig.
4C and 4D). Populations of strain A growing on filtrate A had a slightly but significantly lesser
decline than control populations A growing in standard medium (Table S9: population
reduction of 73% vs 77 %, P=0.026). Those growing on filtrate C instead showed a greater
decline than the control (Table S9: population reduction of 81% vs 77 %, P=0.021). In contrast,
we did not detect any effect of culture medium on the rebound growth rate for strain A (control:
r=0.64, strain A in filtrate A: r=0.59, P=0.129; strain A in filtrate C: r=0.68, P=0.153 in Table
S10). We also did not find any effect on the population growth of strain C, either in the first
day (P=0.058 & P=0.219, respectively in filtrate A and in filtrate C compared to control culture,
see Table S11A), or after day 1 (in all conditions r €[0.26;0.28]; P=0.092 & P=0.783 see Table
S11B).

Decline and rebound depend on resources outside the culture medium

We also studied the effect of light intensity, an important resource for photosynthetic
organisms, which unlike the medium should not be directly affected by the dying cells. We
compared the control conditions from experiments above (plus one below with successive
osmotic shocks), where populations faced a salinity rise at light intensity of 100 pmol.m2.s
photons, to populations undergoing a salinity rise at higher light intensity 200 umol.m=2.s* (Fig.
4E and 4F). The decline rate of strain A was significantly greater under brighter light
(population reduced by 82% at 200 pmol.m2.svs 57% at 100 umol.m2.s%; P<0.001, Table
S12A). Similarly, strain A grew significantly faster in the exponential phase (shaded area on
demographic dynamics) under brighter light (r=0.87 vs 0.43 for 200 vs 100 pmol.m2s?,
P=0.007 in Table S12B). This confirmed that resource conditions more favourable to growth

led to faster decline followed by greater growth rate.
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Figure 4. Influence of resources and previous stress on decline and rebound. Estimates and
standard errors across 5 replicates (except for supernatant experiment: 3 replicates) from the
negative binomial GLMs for decline on days 0-1 after the hyper-osmotic shock (left: A, C, E,
G), and maximal growth rate on the exponential phase after the osmotic shock (right: B, D, F,
H) are shown for different experimental conditions, for strains A (dots) and C (triangles). The
factors investigated are the amount of nutrients in the culture medium (A-B); putative molecules
released by cells that do or do not die in response to osmotic shock (C-D); light intensity, a
resource type not directly modified by dying cells (E-F); and a previous salinity shock (G-H).
All estimates are based on cytometer counts, except A-B on whole-well fluorescence.
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A consequence of heterogeneity in cell condition?

Initial heterogeneity in the metabolic state or condition of cells could explain the decline-
rebound pattern observed in response to hyper-osmotic shock (Fig. 1). Indeed, older or more
damaged cells within the population may be rapidly eliminated when facing hyper-osmotic
shock, while those that were originally in good condition may survive and reproduce faster.

To investigate this hypothesis, we applied successive salinity rises to the two strains,
separated by a short stay of 17 days at intermediate salinity (corresponding to ~17 generations).
Our prediction under the hypothesis of an effect of cell condition was that a second osmotic
shock imposed shortly after the first one should lead to a more moderate decline (if any),
because damaged cells have already been eliminated. Contrary to this expectation, we found
that the decline of strain A was greater upon a second salinity rise than after a single salinity
rise (population reduction of 75% vs 62%, Fig. 4G, Table S13A P<2e-16), while the number of
salinity rises did not impact the initial growth rate of strain C (no decline, Fig. 4G). For both
strains A and C, the maximum growth-rate did not differ between the two treatments (Fig. 4H,
Table S13B P=0.345).

Sharper decline is associated with faster rebound across all treatments

The results of these experiments suggest that faster initial decline was generally followed by a
higher maximum growth rate (e.g. Fig. 4). In order to formally test for this pattern, we gathered
all estimated pairs of decline intensity D (log reduction in population size between days 0 and
1, with larger positive values denoting sharper decline) and rebound rate r (daily rate of
maximum exponential growth) for strain A facing a salinity rise, across experiments (Fig. 5).
We found a highly significant positive relationship (P = 8x10%) between D and r. Decline
intensity D ranged from 0.22 (19.8% reduction in population size for late stationary cultures
transferred at high density) to 1.6 (79.8% reduction in population size under bright light). The
slope of the regression of r against D is 0.268 (SD = 0.074). This means that relative to a
putative population that would not decline, a population that initially declines by D but starts
rebounding at day 1 would compensate for its initial demographic deficit by day 5 if D = 1.47
(77.0% initial reduction in population size), and by day 10 if D = 0.22, under exponential
growth. In other words, a population that initially declines faster is predicted to match the size
of a non-declining population more rapidly during exponential growth, and/or may reach its
carrying capacity first, thus potentially exerting competitive exclusion on the non-declining
strain (Kot 2001).
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Figure 5. Faster decline is associated to faster maximal growth across experiments. All
estimates and standard errors for decline and rebound rates are shown for strain A following a
salinity rise. Grey lines represent 10000 linear regressions of growth rate against decline rate,
based on simulated samples where each pair of values (for decline and rebound) was randomly
drawn from a normal distribution with mean set to the predicted value and standard deviation
set to the standard error of estimators for each condition. Height of the 10000 replicates had a
negative slope (P = 8x10™). Estimates from the nutrient experiment (blue empty circles) are not
included in the linear regression, as they were based on whole-well fluorescence instead of
cytometer counts.

Discussion

We investigated the factors influencing rapid, programmed cell death (PCD) in two closely
related strains of the halotolerant microalga Dunaliella salina, and its demographic implications
beyond the initial decline it produces. Our aim was to decipher how variation among strains in
these demographic responses may impact selection on a trait that seems at first like an archetype
of maladaptive plasticity.

Implications of the decline-rebound pattern

We established that the demographic response to high salinity characterized by a rapid decline
followed by rebound (shown by Leung et al. 2022) is induced by salinity rise, rather than high
salinity per se (Fig. 1). This fast response (population size reduced by 69% in one hour, Table

S2, and even a reduction by 43%, in 15 min Fig. S3) matched the findings for the closely related
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species D. viridis (Jiménez et al. 2009), where about 70% of the population died one hour after
a hyper-osmotic shock (from [NaCl] = 2M to [NaCl] = 5.5 M), as well as for another unicellular
chlorophyte Chlorella saccharophila (Zuppini et al. 2010) (between 21.9% and 33.1% decline
after 24 hours of hyper-osmotic stress). The decline-rebound pattern that we observed further
matched the previous finding in D. salina that darkness (rather than salinity rise as here) causes
the death of ca. 65% of cells, but later enhanced population growth (Orellana et al. 2013).

Interestingly, this phenotypic response varied drastically between two genetically close
Dunaliella strains (Emami et al. 2015; Leung et al. 2022), one of which never displayed the
characteristic decline-rebound pattern after a salinity rise, regardless of other experimental
factors. While the specific genetic differences behind these contrasted responses to salinity are
unknown, it is noteworthy that gene expression and DNA methylation responses to salinity vary
between these strains (Leung et al. 2022). Orellana et al. (2013) used yet another strain (CCAP-
19/18, phylogenetically close to 19/12-strain A and 19/15-strain C used here, Assuncéo et al.
2013; Emami et al. 2015), which did decline, suggesting that there is genetic variation for this
trait within D. salina, unlike in other species where such demographic responses have been
investigated (Nedelcu et al. 2011; Durand 2020). The putative benefits of this decline also
appeared to be strain-specific, as the growth of strain C was not influenced by filtrate of
declining strain A (Fig. 4D, Table S11), mirroring the lack of significant effect of induced-
death filtrate on 2 strains in Chlamydomonas reinhardtii (Durand et al. 2011). The markedly
distinct demographic responses of these closely related strains imply that natural selection can
act on rapid, environmentally induced cell death, favouring it in conditions where it is

associated with higher accrued fitness during the demographic rebound.

Such a positive correlation between initial decline and later demographic rebound
following osmotic shock was one of our most striking results (Fig. 5). This allowed the
declining genotype to compensate for its initial lag, eventually reaching a density similar to -
or even higher than - the non-declining genotype (Fig. 1, Fig. S6 and S7), before attaining the
stationary phase where population growth stops (commonly described as carrying capacity).
Assuming that the dynamics in monocultures predict what would happen in co-cultures, i.e.
neglecting genotype-by-genotype demographic interactions causing frequency-dependent
selection (Chevin 2011), these results suggest that the lethal, and at first glance
disadvantageous, phenotype of rapid cell death is likely to be favoured in an environment with

fluctuating salinity (including hyper-osmotic shock).
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Causes of selection

Which mechanism could explain the positive correlation we found between decline and
rebound rates for strain A? Our main hypothesis was that the dying cells release material that
is beneficial to the remaining cells, thus representing a form of cooperation (Durand et al. 2011;
Orellana et al. 2013). The importance of environmental dynamics for social evolution,
especially in microbes, was recently emphasized (Estrela et al. 2016, 2019), and could involve
different mechanisms (Kojic and Milisavljevic 2020). For example, dying cells might provide
resources by liberating nutrients (public goods) in the culture medium. This organic material
may include intra-cellular glycerol (Zidan et al. 1987) that D. salina massively stores in its
cytoplasm as osmo-protectant at high salinity, and could be used directly by the surviving cells
(D. Salina being capable of heterotrophy (Chavoshi and Shariati 2019)), or metabolized by a
halophilic archaea, as proposed by Orellana et al. 2013. However, we did not find a faster
rebound for strains A growing on filtrate A, (and no “cheating” effect on the growth of strain
C) and hence found no support for the altruistic nutrient-release hypothesis. Either this effect
does not exist in this system, or it exists but could not be detected because death-induced
molecules were too rare in the diluted filtrate, or because naturally co-occurring archaea that
remineralize glycerol were absent. Another altruistic mechanisms could be the detoxification
of the environment by dying cells (Estrela et al. 2019), but we are not aware of any mechanism
through which D. salina might reduce salinity, which is the major stressful condition applied
here. Signalling molecules could also be released, providing information about the
environmental conditions, such as quorum-sensing molecules (Christensen et al. 1995; Durand
2020). This hypothesis cannot be discarded since strain A growing on filtrate A showed a more
moderate decline (Fig. 4C), suggesting that live cells may perceive that a demographic decline
already occurred, therefore modulating the proportion of cells that will die. To sum-up, our
results did highlight that the declining strain is sensitive to the medium content, but we do not

have clear evidence that this is an altruistic trait.

Another less adaptive hypothesis explaining the decline-rebound pattern could be a
trade-off between reproduction and the rate of plastic change in a trait involved in salinity
tolerance. Genotypes that invest more in salinity tolerance, by having more rapid plastic change
in dedicated traits, should have higher survival probability when facing osmotic stress, but
possibly at the expense of lower growth rate if salinity tolerance mechanisms are costly for
reproduction. Such trade-off could involve the metabolism of glycerol, which is known to divert

resources produced by photosynthesis or stored in starch (Ben-Amotz and Avron 1973), and is
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thus likely to impact popu<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>