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Avant-propos

Mes travaux de thése sont une contribution au projet Photobiofilm Explorer (PBEX,
ANR), auquel plusieurs laboratoires (BIOCORE, LPGM, MARBEC, MICALLIS, Inalve)! ont
apporté leur expertise. Le but de ce projet était d’améliorer les connaissances sur les biofilms
de microalgues, avec notamment 1’hypothése principale suivante: la résistance a la
contamination biologique plus importante observée dans les biofilms de microalgues par
rapport aux cultures planctoniques est due a une exacerbation des effets de composés
allélopathiques d’intérét, notamment ceux impliqués dans la défense, exacerbation résultant du

confinement des micro-organismes au sein la matrice des biofilms.

1 BIOCORE : Modelling and Control of Renewable Resources, INRIA (Pl du projet).

LGPM : Laboratoire de Génies des Procédés et Matériaux, CentraleSupélec.

MARBEC : Marine Biodiversity, Exploitation & Conservation, Ifremer, CNRS, IRD, Univ. de Montpellier.
MICALIS : Microbiologie de I'Alimentation au service de la Santé, INRAE.

INALVE : Startup accueillie a I’Institut de la mer de Villefranche (IMEV).
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1. Ecologie chimique marine

Dans le monde du vivant, il existe une multitude de modes de communication. Parmi
ces derniers, les signaux chimiques qui transmettent diverses informations entre individus ou
groupes d’individus appartenant ou non a la méme espéce, sont fréquemment utilisés chez les
végétaux, les insectes et les microorganismes (Howse et al. 1998, Harborne 2001, Brown et al.
2019). Ayant, au cours de son évolution, davantage développé les modes de communication
visuelle et sonore au détriment des échanges olfactifs médiés chimiquement, I'espéce humaine
a cependant conservé quelques réceptivités aux signaux chimiques. Par exemple, des indices
d’une reconnaissance mere-enfant impliquant des signaux olfactifs ont été mis en évidence chez
I’humain (Vaglio 2009). Alors qu’ils sont relativement peu développés chez les étres humains
qui interagissent davantage par d’autres moyens (parole, vision, toucher...), les signaux
chimiques sont omniprésents dans le monde du vivant. La discipline portant sur I’étude de ce
type de communication se dénomme Ecologie chimique (EC). Elle se désigne comme la science
qui étudie la structure, la fonction, I’origine et le mode d'action des substances chimiques
naturelles servant de médiateurs aux interactions intra- ou interspécifiques entre des organismes
émetteurs et récepteurs, dont le comportement et la physiologie peuvent étre modifiés
(Drijfhout 2017). L’application des principes de 1’écologie chimique aux spécificités du monde
aquatique (variations des conditions nutritives, lumineuses ou thermiques dans la colonne d’eau
et la proximité des cotes, salinité, forte viscosité favorisant la persistance des composés
chimiques dans le milieu) constitue la discipline dénommée Ecologie Chimique Marine (ECM),
dont I’intérét porté par la communauté scientifique a été croissant depuis les années 90 (Pohnert
et al. 2007, Paul & Ritson-Williams 2008, Hay 2009).

1.1. Historique et définitions

1.1.1. Histoire de /’écologie chimique marine

La naissance de I’EC en tant que discipline scientifique remonte a la découverte en 1959
de la premiere substance semiochimique, le bombykol, une phéromone sexuelle produite par la
femelle du ver a soie Bombyx nori, dont la caractérisation a nécessité 20 années de travaux et
le sacrifice d’un grand nombre d’individus (Butenandt 1959, Drijfhout 2017). Plusieurs autres

dates ont marque la progression cette discipline : le lancement du premier journal spécialisé
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Journal of Chemical Ecology (JCE) en 1975, la premiére réunion internationale sur la chimie
des insectes en 1979 organisée a Borgholm (Suéde), la création de la Société Internationale
d’Ecologie Chimique (International Society of Chemical Ecology, ISCE) en 1984 ou encore la
création de I’Institut Max Planck d’écologie chimique a Iéna (Allemagne) (Drijfhout 2017). La
sous-discipline que représente I’ECM est le fruit, apres les années 80, de collaborations entre
chimistes et écologues qui, auparavant, travaillaient séparément : les chimistes découvraient de
nouvelles molécules bioactives mais utilisaient des bioessais sans fondements écologiques
coheérents, tandis que les écologues réalisaient des expériences dont les résultats suggéraient la
présence de composes chimiques de médiation sans forcément qu'ils en déterminent la structure
(Hay 2014).

Dans les écosystemes aquatiques, les médiateurs chimiques sont omniprésents. lls
agissent sur I’alimentation des organismes, leur habitat (abri, territoire), leur aspect, leurs stades
de vie (ex : métamorphose, mue), leur reproduction, la gestion de leur descendance ou encore
la compétition entre individus. Ces composés de médiation peuvent étre émis et réceptionnés
par tout type d’organismes, macro- OU Mmicroscopiques, eucaryotes ou procaryotes, et a
n’importe quel niveau trophique (Hay 2009). Par exemple, un concept important en EC et en
ECM est I’odeur de la mort (the smell of death en anglais). Elle est due a des composeés et des
toxines produites par les bactéries décomposant une carcasse par exemple. Etant répulsifs pour
d’autres microbes ou animaux charognards (Burkepile et al. 2006), ils conférent aux bactéries
émettrices un avantage compétitif. D'une facon générale, les médiateurs chimiques, en agissant
sur le comportement des individus, participent a 1’organisation des communautés et au
fonctionnement des écosystemes aquatiques (Hay 2009). Toutefois, les études d’ECM ont
majoritairement porté sur des composés de défense produits pour dissuader des prédateurs, des
pathogénes ou des concurrents, et restent lacunaires sur les composés susceptibles de stimuler

I’alimentation et la reproduction (Hay 2009).

1.1.2. Définitions utilisées en écologie chimigue

Comme toutes sciences du vivant, I’EC étudie le fonctionnement des organismes a
differents niveaux de leur machinerie cellulaire : le génome (ensemble des séquences d’ADN),
le transcriptome (ensemble des transcrits ou ARNm), le protéome (ensemble des protéines) et
le métabolome (ensemble des métabolites, c’est-a-dire toutes les « petites » molécules

n’appartenant pas aux catégories précedentes) (Horgan & Kenny 2011). Le métabolisme d’un
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organisme est traditionnellement divisé en 3 groupes : (i) le métabolisme primaire, qui implique
tout métabolite (généralement des macromolécules) jouant un réle dans la croissance et le
développement de 1’organisme, (ii) le métabolisme spécialisé (ou secondaire), comportant tout
métabolite (généralement des petites molécules) impliqué dans les interactions de I'organisme
avec son environnement biotique et abiotique, et (iii) les hormones, qui régulent les processus
physiologiques entre deux types de cellules présentes dans I’organisme étudié (Erb &
Kliebenstein 2020) (Figure 1). L’EC se concentre davantage sur les métabolites secondaires.
Toutefois, un métabolite n'appartient pas toujours exclusivement a I'un des 3 groupes précites,
et son assignation a I'un d'eux peut étre délicate en fonction de 1’organisme étudié. Par exemple,
I’utilisation du terme hormone pour les organismes unicellulaires a fait I'objet d'un consensus
difficile (Lenard 1992).

Organisme
Métabolisme primaire Croissance et développement
Machinerie

cellulaire Génome
./// \\'\
| ) . .
Transcriptome gl ‘ . . T Interactions avec I'environnement

& S _/é Métabolisme spécialisé - .
(=2 — (i ) (biotique et abiotique)
' / Métabolome
Y O

A\-\,) -
Protéome a O
— \

Systéme hormonal Régulation des processus physiologiques

Figure 1 : Schéma des grandes catégories du métabolisme d'un organisme.

Les composés sémiochimiques (du grec simeon, une marque ou un signal) désignent
tout produit chimique impliqué dans les interactions entre organismes, quel que soient le
contexte écologique ou le niveau trophique considéré (Nordlund & Lewis 1976, Dicke &
Sabelis 1988). Initialement utilisé par Law & Regnier (1971), le terme sémiochimie désignait
« des signaux chimiques qui transmettent des informations entre des individus ». Toutefois, les
termes signaux et transmettre sous-entendent que le composé chimique est émis volontairement
par un individu afin d'établir une communication avec un autre, excluant la possibilité
d'interactions non-souhaitées par I’organisme émetteur. Nordlund & Lewis (1976) ont ainsi

remplacé le terme signal par produit chimique et transmission d’information par médiation.

Les composes semiochimiques sont subdivisés en deux catégories : (i) les toxines et les

nutriments, et (ii) les composés infochimiques. La distinction entre ces catégories dépend du
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contexte de I’étude. En effet, on utilise les termes toxines et nutriments lorsque 1’on s’intéresse
aux effets respectivement déléteres ou beénéfiques de ces composes sur un organisme, en dehors
de tout contexte écologique. A I’inverse, composé infochimique est utilisé lorsque 1’on
considere le role de vecteur d’information de la substance chimique étudiée dans un contexte
écologique précis (Dicke & Sabelis 1988). Un composé infochimique se définit ainsi comme
une substance qui, en véhiculant une information d’un organisme émetteur vers un organisme
récepteur, provoque une réponse comportementale et/ou physiologique chez 1’un ou les deux
organismes (Dicke & Sabelis 1988). Ainsi, une toxine peut également é&tre un composé
infochimique selon le contexte de I'étude, tandis qu’un composé infochimique peut avoir une

fonction totalement différente d’une activité toxique ou nutritive.

Les composés infochimiques sont eux-mémes subdivisés en deux sous-catégories : (i)
les composés allélopathiques (ou allélopathie), et (ii) les phéromones. Ces sous-catégories,

notamment 1’allélopathie, se subdivisent également selon un critére colt-bénéfice! (Figure 2).

A Torigine, le terme allélopathie, parfois nommée xénomone (du grec xenos, étranger)
(Chernin 1970), désigne selon Whittaker & Feeny (1971) tout produit chimique émis par un
organisme qui est important pour les organismes d'une autre espéce, pour des raisons autres que
l'alimentation en tant que telle. Sa définition a cependant été précisée ultérieurement,
principalement par Nordlund & Lewis (1976) puis par Dicke & Sabelis (1988). Aujourd’hui,
I’allélopathie (du grec allélon, réciproque, et pathos, souffrance) désigne I’action des composés
infochimiques qui médient une interaction positive ou négative entre des organismes
appartenant a des especes différentes (interspécifique) (Dicke & Sabelis 1988). L’allélopathie
comprend les allomones? (composés favorables pour 1’émetteur, défavorables pour le récepteur)
(Brown 1968), les kairomones® (composés défavorables pour 1’émetteur, favorables pour le
récepteur) (Brown et al. 1970) et les synomones* (composés favorables pour 1’émetteur,
défavorables pour le récepteur) (Nordlund & Lewis 1976). Il existe également les apneumones?®,
composeés similaires aux kairomones, donc favorables a un organisme récepteur, mais qui sont
émis par la matiére non-vivante sur ou dans laquelle I’organisme subissant le préjudice se situe

(Nordlund & Lewis 1976). Ces composés allélopathiques sont représentés par une grande

! C’est-a-dire le fait qu’un composé infochimique soit bénéfique ou délétére pour ’organisme émetteur et/ou
récepteur.

2 Du grec allos, autre. Dérive du terme alloiohormone (Bethe 1932).

3 Du grec kairos, opportuniste ou exploiteur.

4 Du grec syn, avec ou conjointement.

5> Du grec a-pneum, essoufflé ou sans vie.
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variété de groupes chimiques (acides, aldéhydes, alcaloides, peptides, phénols, quinones,

terpenes, stéroides, etc.) (Drijfhout 2017).

Identifiées pour la premiere fois par Butenandt (1959) avec la découverte du bombykol
chez le ver & soie Bombyx muri, les phéromones (du grec phereum, porter, et horman, exciter
ou stimuler) désignent tout composé infochimique qui, a I’inverse des substances
allélopathiques, médie une interaction entre organismes de la méme espéce (intraspecifique)
(Dicke & Sabelis 1988). A ce jour, aucun terme n’a été attribué a des phéromones ayant un
critere colt-bénéfice différent, la littérature se limitant a 1’utilisation de phéromone (+, +), (+,
-) et (-, +)! (Dicke & Sabelis 1988). Les phéromones sont toutefois catégorisées selon le type
d’information véhiculée : on retrouve par exemple les phéromones sexuelles (médiation pour
une interaction sexuelle entre deux individus), territoriales (marquage de territoire), d’alarme
(alerte pour une stratégie de défense commune), épidéictique (signalement de 1’appartenance
d’une ressource), de chemin (signalisation de la localisation d’une ressource) Ou encore
d’agrégation (attirance des adultes des deux sexes, immatureS compris, pour I’accouplement ou
la défense contre un prédateur), etc (Law & Regnier 1971, Howse et al. 1998, Drijfhout 2017).
Les phéromones peuvent également étre catégorisées en fonction de la dynamique de
déclenchement du comportement chez ’organisme récepteur, avec un déclenchement Soit
immédiat pour les phéromones dites libératrices (releasers en anglais), soit différé pour les

phéromones d’amorce (primers en anglais) (Law & Regnier 1971, Drijfhout 2017).

Ces différentes catégories et sous-catégories ne sont pas mutuellement exclusives et
dépendent des contextes écologiques étudiés, un méme composé infochimique pouvant avoir
différentes fonctions biologiques. Ainsi, une phéromone peut a la fois étre une allomone et avoir

un role dans la physiologie de 1I’organisme producteur.

! Notons que les phéromones caractérisées par un critére co(it-bénéfice asymétrique entre les deux organismes sont
théoriquement possibles d’un point de vue évolutionniste, bien que des divergences de fonction doivent exister
selon I’organisme étudié (macro vs. micro, espéce sociale, etc.). Par exemple, une phéromone impliquant une
interaction mutualiste est plus probable chez une espéece fortement sociale.

De méme, la dénomination de phéromone ou d’allélopathie nécessite de définir préalablement ce qu’est une
espéce, point non abordé ici, mais fortement sujet a débat.
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Figure 2 : Catégories de composés sémiochimiques et infochimiques utilisée en écologie chimique.

Les terminologies sémiochimiques et infochimiques utilisées par Nordlund & Lewis
(1976) se basent sur 3 critéres dans un contexte exclusivement bitrophique : (i) I’origine du
composé, (ii) la conspécificité ou non des deux organismes impliqués (organismes émetteur et
récepteur), et (iii) le colt-bénéfice de I’interaction. La possibilité que I'origine du composé soit
ambiglie — celui-ci pouvant par exemple étre émis par un autre organisme associé a
I’organisme initialement qualifi¢ d’émetteur car bénéficiaire de I’interaction — a conduit a
considérer des relations tritrophiques plutdt que bitrophiques (Dicke & Sabelis 1988, Vet &
Dicke 1992). Celles-ci impliquent un passage de 2 a 5 catégories d’organismes, pas forcément
exclusifs entre eux, impliquées dans I’interaction: (i) 1’émetteur qui émet le composé
infochimique mais ne le produit pas, (ii) le récepteur qui recoit le composé infochimique, lequel
va produire une réponse comportementale et/ou physiologique, (iii) le producteur qui produit
le composé infochimique mais ne I’émet pas, (iv) ’acquéreur qui, dans le cas de la présence
d’un organisme producteur, acquiert le composé infochimique sans le produire et va donc se
confondre avec l’organisme émetteur (eX : acquisition d’un composé issu d’organismes
symbiotiques vivants au sein de I’organisme), et (v) I’inducteur, qui affecte la production du
composé infochimique (Dicke & Sabelis 1988) (Figure 3). Par exemple, dans le cadre d’une
interaction médiée entre deux microalgues, 1’origine et les dynamiques de production,
d’émission et d’acquisition d’un composé infochimique ne peuvent étre établies que si I'on

prend en considération les bactéries vivant a leur surface.
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Figure 3 : Interactions possibles dans des contextes tritrophique ou bitrophique en écologie chimique (modifié a
partir de Dicke & Sabelis (1988)).

Ainsi, les sources de signaux chimiques sont variées : organisme lui-méme, ses produits
(ex : feces, cuticules, exuvies, sécrétions, etc.), sa nourriture (ex : feuilles, fleurs, charognes,
etc.), les organismes associés a sa présence (ex : microorganismes) ou encore les interactions
entre diverses sources (ex : indices chimiques issus d’un végétal en train d’étre consommé par
un herbivore) (Vet & Dicke 1992). Bien qu’éloignées de nos travaux de recherche, la prise en
compte des spécificités qu’implique une relation entre deux niveaux trophiques différents, telle
que la prédation, reste utile. Dans la relation proie-prédateur, le prédateur est confronté a une
grande variété de stimuli dont I’utilisation dépend, selon Vet & Dicke (1992), de deux facteurs :
(i) sa faculté a indiquer la présence, 1’accessibilité et 1’adéquation avec sa proie, et (ii) le degré
auquel les stimuli peuvent étre détectés. De ce fait, il est nécessaire de prendre en compte la
proximité evolutive de organismes impliques pour comprendre leurs interactions. Un probléme
dit de fiabilité-détectabilité se pose alors, avec des considérations sur le caractére inné ou acquis

de la réponse des organismes aux composés infochimiques.

La dissémination des composés sémiochimiques differe également dans l'air et dans

I'eau. Dans I’air ou leur volatilité doit étre favorisée, leur poids moléculaire doit étre faible. La
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plupart des phéromones aéroportées ont un faible poids moléculaire. Dans I’cau, cette contrainte
est moindre. Par opposition aux phéromones sexuelles d'insectes, principalement des dérivés
d’hydrocarbures comportant 5 a 30 atomes de carbones, les phéromones d'organismes
aquatiques ont généralement une masse moléeculaire plus élevée qui favorise leur solubilité dans
I’eau, une grande partie des phéromones aquatiques connues étant de nature protéique et

stéroidienne (Law & Regnier 1971, Drijfhout 2017).

1.2. Théories

Plusieurs théories et concepts existent dans les disciplines d'EC et d’ECM. On retrouve
5 théories sur la production de composés spécialisés, tels que les composés bioactifs : la théorie
de la défense optimale (Optimal Defense Theory, ODT), I’hypothése d’équilibre croissance-
différenciation (Growth-Differenciation Balance Hypothesis, GDBH), [I'hypothése de
I'équilibre carbone-nutriments (Carbon-Nutrient Balance Hypothesis, CNBH), la théorie de
I’apparence des plantes (Plant Apparency Theory, PAT), et I’hypothése de disponibilité en
ressources (Resource Avaibility Hypothesis, RAH) (Figure 4) (Loomis 1953, Feeny 1976,
McKey 1979, Bryant et al. 1983, Coley et al. 1985). Ces théories, initialement élaborées pour
les plantes, peuvent s'appliquer a d’autres types organismes tels que les microalgues (Allen et
al. 2018).

Optimal Defense Theory (ODT) Plant Apparency Theory (PAT) Resource Avaibility Hypothesis (RAH)
Valeur fitness @/ , @X
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Growth-Differenciation Balance Hypothesis Carbon-Nutrient Balance Hypothesis
(GDBH) (CNBH)
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Figure 4 : Schéma des principales théories utilisées en écologie chimique pour l'investissement en composés de
défense.
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La production de composes de défense étant colteuse mais bénéfique pour la lutte contre
les prédateurs et/parasites, I’ODT suppose que les organismes ajustent le niveau de cette
production en fonction de la partie de I’organisme qui est ciblée. Les parties de I’organisme qui
ont une plus grande valeur en termes de fitness, tels que le germen, seraient d’avantage défendus
que les autres (McKey 1979). Par opposition avec I’ODT, la GDBH suppose gue les organismes
répartissent les produits de leur métabolisme entre les processus liés a la défense et ceux liés a
la croissance, en fonction des conditions environnementales. Par exemple, une situation ou le
taux photosynthétique excéde transitoirement le taux de croissance peut se traduire par une
accumulation de ressources pouvant étre investies dans la synthése de métabolites secondaires
(Loomis 1953). La CNBH considere que les organismes réallouent les ressources acquises en
exces vers la production de métabolites secondaires (Bryant et al. 1983). Proche de I’ODT, la
PAT théorise que I’investissement dans la production de composés de défense d’un organisme
est modulé par la facilité avec laquelle un prédateur ou un parasite peut le détecter. Les plantes
vivaces ou encore les arbres présentent ainsi un fort investissement dans leur défense car ces
derniers sont présents toute I’année et donc facilement détectables par leurs prédateurs/parasites
(Feeny 1976). Dérivant de la PAT, la RAH suppose que les especes a croissance rapide
investissent davantage dans des composeés de défense que les especes a croissance lente (Coley
et al. 1985). Allen et al. (2018) considérent qu'il est encore nécessaire aujourd'hui d'envisager

de nouvelles théories en écologie chimique.

1.3. Applications

En écologie chimique, les études expérimentales débutent par 1’énonciation d’une
hypothése d’interaction médiée par un signal chimique. Par exemple, 1’organisme émetteur
produit un composé qui modifie le comportement de I’organisme récepteur. La méthodologie
utilisée doit prendre en compte le degré de réalisme de I’expérience ainsi que le type et les
limites des conclusions attendues (Gross et al. 2007) (Figure 5A). A ce jour, deux procédés
expérimentaux sont principalement utilisés dans la découverte de bioactivités et des molécules
associees : (i) le fractionnement guide par essais biologiques (ou bioessais), et (ii) le profilage
par approche métabolomique (Prince & Pohnert 2010).

Dans le cas des bioessais, le procedé consiste a concevoir un modéle expérimental
adapté a I’excrétion de molécules d’intérét par I’organisme émetteur et a leur réception par un

ou plusieurs organismes récepteurs. Ainsi, la conceptualisation des bioessais est une étape
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critique du procédé expérimental, permettant ou non 1’attribution d'un terme infochimique aux
composés étudiés. Pour cela, la conception du bioessai est guidée par la fonction supposée du
ou des composés d’intérét présents, moyennant des conditions expérimentales les plus réalistes
possibles, ce qui implique une multitude de contraintes expérimentales. Ainsi, pour 1’étude d’un
composé ayant une fonction supposée d’allomone par exemple, les conditions de culture des
organismes émetteurs et récepteurs (la cible) doivent étre le plus proches possibles de celles de
leur milieu naturel (ce qui suppose que les organismes récepteurs et émetteurs appartiennent au
méme environnement). Le test doit étre concgu afin de limiter I'interférence avec tout autre type
d'interactions (ex : compétition pour une ressource), les concentrations des extraits testés
doivent étre écologiquement pertinentes, le composé doit étre excrété dans le milieu par

I’organisme émetteur, etc...

Un procédé de fractionnement bioguidé, qui commence avec la détection d'une
bioactivité manifestée par I’organisme récepteur et se termine par I’isolement du ou des
composés chimiques impliqués, doit étre mis en place. Le protocole suit plusieurs étapes : (1)
la collecte ou la culture de I’organisme émetteur, (2) la ou les extractions du matériel biologique,
(3) le fractionnement des extraits, (4) la purification des fractions et (5) I’identification de
composés d’intérét. Chaque étape comprend un test de bioactivité, avec une particularité entre
I’étape n°1 et I’étape n°2 ou les bioessais nécessitent des protocoles différents, bien que ces
bioessais soient souvent éclipsés (Figure 5B). Les extractions sont généralement réalisées avec
des solvants organiques, dilués ou non, tandis que le fractionnement des extraits peut étre réalisé
par extraction liquide-liquide (ELL ; ajout d’un solvant organique non miscible avec le solvant
utilisé pour D’extraction, formant ainsi deux fractions) ou par 1’utilisation de colonnes
chromatographiques (telles que les colonnes SPE, pour Solid Phase Extraction).
L’identification du composé est généralement obtenue a I'aide d'une méthode de séparation par
chromatographie liquide (LC) ou gazeuse (GC), couplée a une méthode de détection par
spectrométrie de masse (MS), spectroscopie infrarouge (IR) ou a résonnance magnétique
(RMN). Les méthodes utilisées sont adaptées a la nature chimique du composé d’intérét et aux
conditions matérielles disponibles. Différents problémes peuvent cependant survenir, comme
la perte d’activité d'une molécule due a I'absence d'une autre molécule agissant en synergie ou

la dénaturation d'une molécule d'intérét difficile a purifier.
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Figure 5 : Démarche dans la création d’un protocole en écologie chimique. A) Types d’essai biologique (modifié
a partir de Gross et al. (2007), également repris dans Allen (2016)). B) Démarche classique pour l'identification
d'une molécule bioactive dans une interaction sémiochimique (modifié a partir de Howse et al. (1998)).

Ainsi, nombreuses sont les difficultés rencontrées lors de I’identification de composés
infochimiques (Pohnert et al. 2007) : (i) des médiateurs chimiques (donc actifs) insuffisamment
concentrés et des composés non-actifs trop concentrés peuvent engendrer la méme réponse chez
un organisme donné, (ii) I’activité peut résulter de la synergie de plusieurs molécules, (iii) des
bioessais inadaptés peuvent étre la cause d'identifications erronées de composés chimiques de
médiation, et (iv) la méthode d’identification guidée par bioessais est chronophage et colteuse

(d’ou I'utilisation aujourd’hui de techniques a haut débit).

L’écologie chimique marine présente un intérét croissant dans le domaine des
biotechnologies, notamment dans la découverte et le développement de nouveaux produits
pharmaceutiques (pour plus de détails, voir Tan 2023 et les articles associés). La multitude
d’interactions médiées par des composés chimiques entre macro- et microorganismes, de méme
que celles impliguées dans les processus de défense provoquée par la présence de symbiotes ou
celles qui existent entre organismes au sein d’un holobionte?, offre, en termes de structure et de
propriété, une diversité de molécules dont la découverte peut étre valorisée en santé humaine,

et plus généralement en biotechnologie. Par exemple, le quorum quenching? des furanones

! Entité biologique impliquant un organisme dit hote et un ensemble d’organisme associés, nommés symbiotes,
vivant en codépendance (symbiose) (Simon et al. 2019).
2 Inhibition du mécanisme de communication chimique bactérienne nommés quorum sensing.
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halogénées issues de I’algue rouge Delisea pulchra présente des applications dans la prévention
du biofouling et de I’infection par divers microorganismes pathogénes (Hentzer et al. 2002,
Harder et al. 2012, Mufioz-Céazares et al. 2022) tandis que le psammapline A, un composé qui
diminue l'appétit et qui est produit par 1’éponge Aplysinella rhax lorsqu’elle est prédatée,

présente également des activités antibactériennes (Thoms & Schupp 2008, Jing et al. 2019).
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2.Microalgues et biofilms phototrophes

2.1. Définitions et phylogénie

Les algues sont un groupe polyphylétique tres diversifié, allant d’organismes
macroscopiques pluricellulaires de grande taille jusqu’aux micro-organismes unicellulaires.
Les microalgues regroupent tous les protistes photosynthétiques (protistes eucaryotes
photoautotrophes) unicellulaires ou coloniaux (Singh & Saxena 2015). Elles se classifient en
une douzaine de groupes’ selon des critéres pigmentaires, métaboliques, et morphologiques
(Figure 6). Les cyanobactéries, bactéries photosynthétiques historiguement nommeées algues
bleues-vertes, sont souvent associées aux microalgues (Tan et al. 2020), et le terme
phytoplancton regroupe les microalgues sensus stricto et les cyanobactéries (Karlusich et al.
2020). Par la suite, nous citerons de maniére distincte les microalgues et les cyanobactéries afin

d’éviter toute confusion.
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Figure 6 : Arbre phylogénétique représentant les principales lignées de microalgues. Les couleurs indiquent les
groupes taxonomiques considérés comme des microalgues (figure issue de Bonnefond et al. 2019, initialement
modifiée & partir de Baldauf 2008).

! Apicomplexanes, Charophytes, Chlorarachinophytes, Chlorophytes, Cryptophytes, Dinoflagellés, Glaucophytes,
Euglénoides, Haptophytes, Hétérocontophytes, Rhodophytes.
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La grande diversité du phytoplancton en fait un groupe ubiquiste, planétairement
disseminé. Ces microorganismes peuvent se développer en eau douce comme salée, sur des
surfaces humides immergées et émergées, naturelles comme artificielles, dans des
environnements chauds comme froids (Singh & Saxena 2015). Par exemple, les
picocyanobactéries des genres Prochlorococcus et Synechococcus sont détectées dans tous les
océans du globe (Doré et al. 2023), alors que certaines especes du genre Chlamydomonas
peuvent se développer sur la neige des milieux alpins (Remias et al. 2005).

2.2. Phycosphere

Les interactions entre microalgues et bactéries sont nombreuses et variées, allant de la
coopération a la compétition. Dans un exemple souvent cité de coopération, les bactéries
consomment le carbone fixé photosynthétiquement par le phytoplancton et en contrepartie
excretent (reminéralisent) des nutriments nécessaires a la croissance du phytoplancton. Mais
ces deux types de micro-organismes peuvent aussi entrer en compétition pour I'utilisation de

nutriments inorganiques (Seymour et al. 2017).

Equivalente a la rhizosphére des plantes terrestres, la phycosphére désigne le voisinage
immeédiat d'une microalgue, au sein duquel les exsudats organiques qu'elle excrete favorisent la
colonisation par une communauté de bactéries (Rolland et al. 2016, Seymour et al. 2017)
(Figure 7). Sa formation est régie par 3 criteres : (i) les rencontres aléatoires entre bactérie et
microalgue, (ii) la chémotaxie, et (iii) la transmission verticale entre cellule mere et cellules
filles (Seymour et al. 2017) (Figure 8). La concentration bactérienne dans la phycosphére est
bien plus importante que dans I'eau environnante (Rolland et al. 2016). Pour une espéce de
microalgue donnée, une part de la diversité des bactéries de la phycosphere semble rester stable
en dépit de conditions environnementales changeantes, contrairement a leur abondance qui peut
varier, ce qui suggere que ces bactéries sont le fruit d'une sélection par la microalgue. On parle
alors de « noyau » de la phycosphére (Piampiano et al. 2019). La phycospheére est un lieu de
competition (entre la microalgue et les bactéries, et entre les bactéries elles-mémes) et de
mutualisme (par le biais d'échanges nutritifs notamment), médiés ou non par des composés
infochimiques qui complexifient encore plus la compréhension du fonctionnement de ce micro-
écosysteme (Figure 9). Par exemple, on peut penser que des phycosphéres abritent des
microalgues capables de détecter des molécules de communication spécifiques aux bactéries,

nommées quorum sensing (QS), et d’interférer avec leur signal (quorum quenching) (Teplitski
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et al. 2004, Rajamani et al. 2011). De plus, le confinement important des micro-organismes
dans la phycospheére est une condition qui accroit leur proximité et donc favorise I'échange de
composés infochimiques hydrophobes qui diffusent mal dans I’ecau (Rolland et al. 2016,
Seymour et al. 2017).

Ainsi, la phycosphére est une région vitale pour le phytoplancton, qui outre les échanges
nutritifs qu'elle procure, est le siege d'une production de composés infochimiques
potentiellement fortement sélectionnés pour les informations qu’ils transmettent, que leurs

effets soient bénéfiques ou déléteres pour les organismes en présence.
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Figure 7 : Analogie entre la rhizosphére d’une plante supérieure et la phycosphére d’une cellule de phytoplancton
(repris et traduit de Seymour et al. (2017)).
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Figure 8 : Différents procédés de formation et de maintien des bactéries au sein de la phycosphére du
phytoplancton (repris et traduit de Seymour et al. (2017)). (a) Les cellules non mobiles se déplacent dans
I'environnement de maniére aléatoire par mouvement brownien et « heurtent » rarement les cellules de
phytoplancton. (b) L’augmentation des capacités de déplacement des bactéries mobiles accroit leur taux de
rencontre du phytoplancton. (c) De nombreuses bactéries marines mobiles présentent également une chimiotaxie
envers les exsudats de phytoplancton, ce qui augmente encore leur capacité a migrer vers la phycosphére, puisay
rester. (d) Les populations de bactéries non mobiles qui se fixent aux cellules de phytoplancton peuvent conserver
un contact prolongé par transmission verticale.
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Figure 9 : Représentation non-exhaustive des interactions mutualistes (a gauche) et algicides (& droite) entre le
phytoplancton et les bactéries qui peuvent se produire dans la phycosphere (repris et traduit de Seymour et al.
(2017)). Les bactéries sont colorées selon leur phylogénie : Rhodobacteraceae en orange, Alteromonadaceae en
vert et Flavobacteriaceae en violet. Les ombres autour du phytoplancton et des bactéries représentent les gradients
de molécules diffusant hors des cellules. Des interactions mutualistes (& gauche) se produisent entre le
phytoplancton et Sulfitobacter, Ruegeria et Marinobacter. Tryptophane, Trp. Acide indole-3-acétique, IAA. 2,3-
dihydroxypropane-1-sulfonate, DHPS. Matiéere organique dissoute, DOM. Des interactions algicides (a droite) se
produisent entre le phytoplancton et Croceibacter, Phaeobacter et Kordia.

2.3. Microalques et métabolisme azoté

Comme tout organisme, les microalgues ont besoins de différents macro- (carbone,
azote, phosphore, silice pour les diatomées) et micronutriments (vitamines, métaux, etc.). Parmi
ces ¢éléments, 1’azote (N) est essentiel car il est le deuxiéme élément le plus abondant dans les
microalgues apres le carbone (C) (Andersen 2005). 11 existe plusieurs formes d’N nutritif : (i)
I’N inorganique (Ninorga) tel que le diazote (N2), I’ammonium (NH4"), I’ammoniac (NH3), le
nitrate (NO3z") et le nitrite (NO2), et (ii) I'N organique (Norga) tel que 1’urée, les acides aminés
(AAS), les purines, etc.

2.3.1. Absorption, transport et catabolisme

Le NH4" est ’une des briques de plusieurs molécules importantes du vivant (acides
nucléiques, acides aminés et donc protéines, etc.). Il provient de différentes sources: la
réduction du NOs', la fixation de N2, la photorespiration, la dégradation de protéines ou encore
a partir de composés transporteurs d’N (par exemple, la décomposition de 1’asparagine) (\Vega

2019). 11 est transporté dans la cellule puis dans le chloroplaste a ’aide de protéines
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transmembranaires nommees AMT (pour AMmonium Transporter), également capables de
transporter le NHs. Dans le chloroplaste, le NH4" est ensuite associé a un squelette carboné a
I’aide de deux enzymes, la glutamine synthétase (GS) et la glutamate synthase (GOGAT), pour
former du L-glutamine (GLU) (Figure 10). En regle générale, le NHs* est utilisé
préférentiellement aux NOs™ et NO2, son assimilation étant énergétiquement plus économique
car ne nécessitant pas de réduction (Vega 2019, Kumar & Bera 2020), bien que des différences
existent entre les espéces (voir par exemple Yan et al. 2015, Erratt et al. 2018, Zuo et al. 2018,
Chen et al. 2019). Son utilisation a fortes concentrations et a pH élevé peut étre délétere pour
la croissance des microalgues, car ces conditions favorisent sa conversion en NHz qui est

toxique (voir par exemple Azov & Goldman 1982 et Gutierrez et al. 2016).

Les oxydes d’N utilisés par le phytoplancton, le NO3™ et le NO>", sont assimilés grace a
des perméases membranaires spécifiques, suivant 4 étapes : (i) transport du NO3™ dans la cellule
a travers sa membrane cytoplasmique a I’aide d’un systéme de perméases dépendant de I’ATP,
(ii) réduction du NO3z  en NO2 dans le cytosol par une NAD(P)H-nitrate réductase (pour les
microalgues) ou une ferrédoxine-nitrate réductase (pour les cyanobactéries), (iii) transport du
NO: dans le chloroplaste via une autre perméase (NAR), (iv) réduction du NO2" en NH4" par
une ferrédoxine-nitrite réductase, et (v) incorporation du NH4* (directement absorbé ou issu des
étapes de réduction) dans des acides aminés par la production de GLU via I’action des enzymes
GOGAT et la GS (Vega 2019, Kumar & Bera 2020) (Figure 10). L’assimilation du NOgz™ est

régulée a plusieurs niveaux (\VVega 2019).

Aucun eucaryote capable de fixer le N2 n’est connu a ce jour, ou du moins, sans ’aide
de symbiotes cyanobactériens. Chez les procaryotes diazotrophes, la fixation du N2 a lieu dans
les hétérocystes, structures spécialisées comportant un complexe enzymatique nommé
nitrogénase. Cette réaction enzymatique trés énergivore permet de rompre la triple liaison du
N2 puis de le réduire en NH4". Trois hydrogénases (-1, -2, et -3) existent, codées par des
séquences genétiques différentes et dépendant de différents métaux (fer, molybdene et/ou
vanadium) (Kumar & Bera 2020). De la méme maniere, les enzymes GS et GOGAT permettent

d'associer au squelette carbonée le NH4* formé (Figure 10).

L'urée est absorbée par un co-transporteur puis transformée en NHs et carbamate via
I’action de ’uréase (chez certaines espéces, I'uréase est extracellulaire et c'est le NH3 qui est
absorbé). L’uréase va également transformer le carbamate en acide carbonique, permettant de
donner un proton au NHs pour former du NH4*. Les purines sont absorbées a 1’aide d’un
transporteur NCS (Nucleobase cation symporter) puis converties en urate par 1’urate oxidase,
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puis en urée par I’allantoinase, pour suivre la voie métabolique précédente. Enfin, les AAs sont
généralement digérés dans le milieu extérieur par diverses oxydases excrétées, pour former du

NH.4" assimilable par les voies décrites précédemment (Kumar & Bera 2020) (Figure 10).

Des différences existent cependant selon le groupe taxonomique ou 1’espece étudiée

(par exemple pour les microalgues vertes, voir Hellebust & Ahmad (1989)).
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Figure 10 : Schéma simplifié des voies d'absorption et de transport de I'azote inorganique et organique (selon
Kumar & Bera 2020).

2.3.2. Anabolisme

A partir du GLU formé, les microalgues vont métaboliser plusieurs molécules azotées
via diverses voies de biosynthese. Par exemple, les microalgues sont capables de produire des

toxines riches en N et/ou dont la biosynthese nécessite spécifiquement de I'N.

Les métabolismes primaire et secondaire utilisent différentes voies metaboliques (voies
acetate, shikimate, mévalonate, methylérythritol phosphate) a partir du glucose couplé a la
glycolyse et/ou le cycle de Krebs pour produire une multitude de métabolites permettant de
construire ou non des molécules plus complexes (principe du Building Blocks) (Dewick 2009)
(Figure 11).
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Figure 11 : Voies de biosynthése du métabolisme primaire et secondaire/spécialisé (modifié a partir de Dewick
2009).

2.4. Cultures en laboratoire

L’utilisation de cultures de microalgues en laboratoire est courante et variée (Andersen
2005). A I’instar d’autres microorganismes (bactéries, levures), les principaux types de cultures
sont le batch, le fedbatch et la culture continue (Koller 2018, Peter et al. 2022). La culture en
batch est la plus simple : elle consiste a inoculer un milieu de culture enrichi avec une souche
microbienne et a I’incuber dans des conditions préalablement déterminées. Il n’y a pas
d’échanges avec le milieu extérieur (culture fermée), sauf éventuellement des échanges gazeux
a travers le bouchon. La croissance suit alors les phases classiques d’une culture microbienne

(phase de latence, phase exponentielle, phase stationnaire et phase de déclin). La culture en
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fedbatch est une culture en batch dont une partie est remplacée par du milieu nutritif neuf a des
temps différents, ce qui a pour effet de la réalimenter en nutriments et de limiter I’accumulation
de cellules. Enfin, la culture continue est une culture fedbatch dont le renouvellement est
continu. La concentration cellulaire se stabilise a un niveau ou I’apport de nutriments est
équilibré par leur consommation. (Peter et al. 2022). Deux grands types de systéme de cultures
continues sont utilisés : le chémostat ou 1’équilibre de la population est atteint naturellement
quand son taux de croissance est égal au taux de dilution (Novick & Szilard 1950, Monod 1978,
Sciandra & Ramani 1994) et le turbidostat ou 1’équilibre est obtenu soit en ajustant le taux de
dilution au taux de croissance maximum de la population, soit lorsque la lumiere devient un

facteur limitant a cause de 1’auto-ombrage (Sorgeloos et al. 1976).

Les microalgues peuvent étre cultivées a différentes échelles suivant les systémes de
culture. Outre les cultures de laboratoire de petits volumes réalisés en flasque, en erlenmeyer
ou dans tout autre récipient de petite taille, les microalgues peuvent étre cultivées a grande
échelle dans systémes adaptés tels que les photobioréacteurs (hélicoidaux, verticaux, plats) ou
les bassins (raceway, circulaires) (Mantzorou & Ververidis 2019) (Figure 12). Chaque systeme
a ses avantages et ses inconvénients. Par exemple, les raceways sont simples a mettre en place
et a faire fonctionner, moyennant un co(t relativement faible (structures simples, énergie solaire
gratuite...). Cependant, ils présentent un fort risque de contaminations, une productivité
médiocre, une dépendance aux aléas climatiques, un besoin en eau élevée (évaporation), une
récolte difficile et un besoin conséquent en espaces. A I’inverse, les systémes fermées ont
I’avantage de permettre un meilleur contréle des parametres environnementaux et de limiter les
risques de contamination mais sont plus fastidieux a mettre en place. De plus, leur productivité
est également médiocre bien que plus importante de celle des raceways, leur besoin en eau reste

important et leur récolte difficile (Mantzorou & Ververidis 2019).

Ces facteurs pénalisent la rentabilité de 1’exploitation industrielle des microalgues. Ces
pourquoi d’autres procédés de culture différents des cultures planctoniques ont émergé ces
derniéres années, comme les biofilms ou les microalgues se développent sur un support
(Katarzyna et al. 2015). L’utilisation de biofilm de microalgues offre plusieurs avantages par
rapport aux cultures en suspension : (i) des besoins en eaux inférieurst, (ii) des colts de

construction et d’entretien moins importants, (iii) une productivité accrue (augmentation de

117 tonnes d’eau pour 1 tonne de biomasse de microalgues dans des cultures attachées a un substrat contre 200
tonnes d’eau pour des cultures en suspension.
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302% de la production de biomasse), (iv) une concentration cellulaire par volume de culture
plus importante, (v) une récolte plus simple!, permettant également de limiter la consommation
d’eau, (vi) une disponibilité en lumiere plus importante, et (vii) une meilleure résistance et
résilience aux contaminations biologiques (Mantzorou & Ververidis 2019). Les biofilms
phototrophes présenteraient également des avantages dans le traitement des eaux usees et la
bioremédiation (Mantzorou & Ververidis 2019, Hu et al. 2021). Toutefois, la formation des
biofilms de microalgues restent encore mal comprise (Katarzyna et al. 2015). Le fort intérét
industriel qu'ils suscitent a cependant conduit a la réalisation de nouveaux systemes de cultures

en biofilms. (pour plus de précision, voir les revues de \Wang et al. 2018 et Hu et al. 2021).

Bassin raceway Bassin circulaire PBR plat

PBR hélicoidal

PBR vertical

Systéme rotatif

d b

Figure 12 : Exemple schématique de systémes de culture de microalgues (modifié a partir de Mantzorou &
Ververidis 2019 et Sanchez et al. 2024).

CTD

! Récolte mécanique, par raclage du support colonisé.
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3.Biofilms phototrophes

3.1. Définition

Les biofilms sont des communautés microbiennes encastrées dans une matrice de
substances polymériques extracellulaires (Extracellular Polymeric Substances, EPS)
autoproduites et adhérées a une surface humide (Flemming & Wingender 2010) (Figure 13),
bien que la nécessité d’un support soit actuellement remise en cause! (Sauer et al. 2022). En
effet, les phénotypes des agrégats cellulaires bactériens en suspension sont similaires a ceux
des biofilms attachés a une surface (Alhede et al. 2011) (Figure 14). Sur les 1,2.10% cellules
procaryotes (bactéries et archées) vivant sur Terre, on estime qu’entre 40 et 80% se développent
dans des biofilms (Flemming & Wuertz 2019). La structure atypique des biofilms en fait un
modéle d’étude pour le concept d’individualité? des organismes (Ereshefsky & Pedroso 2013).
De par la présence d’interactions de natures coopératives et compétitives qui structurent la
dynamique des biofilms, des débats existent sur la nature de ce mode de vie : le biofilm
représente-t-il un ensemble de cellules individuelles ou un individu multicellulaire a part
entiere ? De plus, les biofilms favorisent les diversités génotypique et phénotypique des
individus qui les composent. En effet, d’un part la proximité des organismes favorisent le
brassage génétique via la reproduction sexuée et les transferts latéraux de génes et d'autre part,
les diverses résistances physico-chimiques aux variations environnementales spécifiques aux
biofilms ainsi que les protections contre les agressions biotiques extérieures (ex : résistance aux
antibiotiques) sont des conditions qui favorisent la survie des descendants, méme ceux qui

présentent des mutations deléteres en dehors de la matrice (Penesyan et al. 2021).

Les biofilms ont principalement été étudiés pour les bactéries, mais d’autres
microorganismes sont capables d’adopter ce mode de vie. Les biofilms phototrophes (ou
photosynthétiques) se démarquent des biofilms bactériens par la mixité de leur communauté
microbienne qui comprend des microorganismes phototrophes et hétérotrophes, eucaryotes et
procaryotes (microalgues et bactéries au minimum) (Bharti et al. 2017). Ces organismes vivent
en symbiose — les hétérotrophes produisent du CO2 par respiration, lequel est utilisé par les

organismes photosynthétiques pour produire leur propre biomasse et de I’O2 qui est utilisé par

! Sans surface, le terme « agrégat » peut convenir.
2 Dans le sens « qu’est-ce qu’un individu en biologie ? Les organismes pluricellulaires sont-ils des individus ou
un individu constitué d’un ensemble d’individus ? Comment situer les biofilms au regard de ces spécificités ? »
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la respiration hétérotrophe (Schnurr & Allen 2015) — mais peuvent aussi étre en compétition
pour des ressources inorganiques (Guariento et al. 2011). In situ, les biofilms phototrophes sont
dénommés périphyton (ou biofilms périphytes) ou microphytobenthos selon 1’écosystéme
étudié, ces termes présentant toutefois des spécificités propres (Larned 2010, Hubas et al.
2018). Nos travaux portant sur des biofilms artificiels, nous utiliserons par la suite les termes
biofilm phototrophe ou biofilm de microalgues.
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Figure 13 : A) Comparaison de cultures de microalgues en suspension et en biofilm. B) Composition de la matrice
d’EPS dans un biofilm (image issue de Flemming & Wingender 2010).
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Figure 14 : Diversité de formes des biofilms et des agrégats microbiens (issue de Flemming & Wuertz (2019) ;
pour plus de détails, voir la description dans I’article cité).
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3.2. Formation

L’encrassement biologique, ou biofouling en anglais, est un phénomene de colonisations
successives de surfaces immergées par une multitude d’organismes, procaryotes comme
eucaryotes, microscopiques comme macroscopiques. Le biofouling suit 3 étapes de colonisation
aux durées variables : (i) apparition d'un film conditionnant, (ii) développement du biofilm et
(iii) macro-encrassement (Martin-Jézequel et al. 2015) (Figure 15). Apres son immersion, la
surface va se charger en diverses molécules organiques présentes dans le milieu. Cette étape de
conditionnement est trés rapide et offre des conditions nutritives favorables a l'installation des
colonisateurs primaires représentés par les bactéries. Ces bactéries vont adhérer de maniére
réversible puis irréversible au substrat. La matrice d’EPS qu'elles produisent alors leur permet
de former des micro-colonies. C’est le début du biofilm. Dés cette étape, les bactéries
communiquent entre elles en sécrétant des molécules de signalisation (ex: les N-
acylhomosérine lactones, ou AHL, chez les bactéries avec leur QS). Vient ensuite une deuxiéme
colonisation par d’autres micro-organismes tels que des microalgues et/ou champignons,
désignés comme colonisateurs secondaires. Ceux-ci vont intégrer le biofilm pour le densifier et
le complexifier. Le biofilm va ensuite étre I'objet d'une troisieme vague de colonisation par des
larves et des ceufs de macroorganismes (mollusques, phanérogames, macroalgues, etc.).
L'arrivée de ces colonisateurs dits tertiaires marque le début du macro-encrassement. Au bout
de plusieurs mois, ce dernier formera une communauté macroscopique d’organismes

aquatiques (Martin-Jézéquel et al. 2015).
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Figure 15 : Etapes d’encrassement biologique, ou biofouling, dans un milieu aquatique (modifié a partir de Martin-
Jézéquel et al. 2015).
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En laboratoire, le cycle de vie des biofilms monospécifiques a été fortement étudié. Les
biofilms suivent un modéle de développement en 5 étapes : (i) attachement réversible, (ii)
attachement irréversible, (iii) formation de « grappes » (1% étape de maturation), (iv) formation
de micro-colonies (2°™ étape de maturation), et (v) dispersion (Sauer et al. 2022). Toutefois,
ce modele ne décrit que le développement de biofilms bactériens et ne prend pas en compte la
complexité des processus internes du biofilm (Rendueles & Ghigo 2012, Sauer et al. 2022). De
plus, ce modele se base sur la bactérie Pseudomonas aeruginosa alors qu’il existe des
différences dans les diverses étapes en fonction de 1’organisme étudié (Penesyan et al. 2021,
Sauer et al. 2022).

Le développement des biofilms phototrophes est peu connu (Bharti et al. 2017). A ce
jour, on ne considére que 2 étapes de développement dans les biofilms phototrophes : (i)
I’attachement initial des microalgues (et autres organismes associés, tels que les bactéries et
champignons), et (ii) 1’épaississement du biofilm (Hu et al. 2021) (Figure 16). Différents
facteurs peuvent impacter la formation des biofilms de microalgues : le substrat (matériaux,
rugosité, propriétés hydrophile/hydrophobe), la souche de microalgue (forme, mixotrophie,
type d’EPS produits, hydrophobicité), et les conditions environnementales (lumiere, source et
concentration en nutriments, CO., densité cellulaire initiale, turbulence/débit) (Schnurr & Allen
2015, Wang et al. 2018, Zhuang et al. 2018b, Hu et al. 2021). Historiquement, la recherche
scientifique s’est surtout orientée vers 1’étude du film conditionnant et des biofilms bactériens
(colonisateurs primaires) pour leurs applications industrielles (ex : antifouling) et dans le
domaine de la santé, ainsi que sur le macro-encrassement pour la compréhension des
écosystemes aquatiques benthiques. Outre les travaux consacrés a la compréhension des
communautés microbiennes associées aux biofilms de microalgues in situ et de leurs
interactions, certaines études se sont focalisées sur des aspects plus appliqués comme la
structure 3D des biofilms algaux artificiels, I'effet de la nature du support, I’optimisation des
facteurs opérationnels et de la productivité, et I’utilisation des biofilms dans le traitement de
I'eau (Hu et al. 2021).
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Figure 16 : Développement d’un biofilm phototrophe plurispécifique (modifié a partir de Schnurr & Allen 2015).

3.3. Composition chimique des EPS

Les EPS sont un mélange de biopolymeres hydrophobes. Composés de polysaccharides,
de protéines, d’acides nucléiques, de lipides et de substances humiques, les EPS peuvent
représenter jusqu'a 90% de la masse seche d’un biofilm. IlIs constituent I'échafaudage du
biofilm, ou sa matrice. Celle-ci favorise de nombreuses fonctions utiles au biofilm : adhésion
au substrat, agrégation des cellules, cohésion du biofilm, rétention d’eau, barriére de protection,
sorption de composés organiques et d’ionS inorganiques, lieu de conservation d’enzymes
offrant un systeme digestif extracellulaire polyvalent, source de nutriments, échange
d’informations génétiques, donneur ou accepteur d’électrons (réactions d’oxydo-réduction),
export de composants cellulaires, stockage d’excés d’énergie, protection contre
I’environnement biotique et abiotique (Flemming & Wingender 2010) (Tableau 1). Toutefois,
il est impossible d’attribuer I’une de ces fonctions a une famille d’EPS en particulier (Tableau
1). La diversité des EPS engendre une diversité des propriétés des biofilms et de leur

morphologie (Flemming & Wingender 2010).

Les polysaccharides jouent un réle indispensable dans les biofilms de bactéries comme
de microalgues, que ces derniers soient mono- ou plurispécifiques (Flemming & Wingender
2010, Xiao & Zheng 2016). Les exopolysaccharides microalgaux semblent étre constitués
d'héteropolysaccharides principalement (bien que des homopolysaccharides puissent également
étre présents). La production et la diversité de ces carbohydrates dépendent fortement de
I’organisme producteur et des conditions environnementales. De plus, une grande diversité de
propriétés bioactives (antibactériens, antivirales, antioxydantes, etc.) est associée aux
exopolysaccharides (Salimi & Farrokh 2023). Rapportées a la masse seche, les protéines
représentent également une composante importante des EPS chez les bactéries. Les protéines

peuvent étre liées ou non a un glucide (glycoprotéines), modifier ou non les autres EPS, étre
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associees a la synthese de meétabolites (enzymes), et finalement participer a la formation et la
stabilisation de la matrice (protéines structurales) (Flemming & Wingender 2010, Xiao &
Zheng 2016). De I’ADN extracellulaire existe également dans la matrice et peut contribuer a la

cohesion des cellules entre elles (Flemming & Wingender 2010).

Tableau 1 : Exemples de fonctions existant au sein de la matrice des biofilms (repris de Xiao & Zheng 2016).

Fonction dans les biofilms

Adhésion, cohésion du biofilm
et agrégation cellulaire

Composants des EPS associés

Polysaccharides, protéines et ADN

Rétention d’eau

Polysaccharides, protéines

Sorption de composés organiques
et d’ions inorganiques

Polysaccharides chargés et protéines

Source de nutriments Tous les EPS
Source d’énergie Polysaccharides (dégradées par des enzymes)
Activité enzymatique Protéines

Génération d’enzymes

Polysaccharides et enzymes

Antivirus, antioxydant, antitumoral
et anti-inflammatoire

Polysaccharides

Tensioactif, émulsifiant

Substituants (groupe méthyle et acétyle liés aux polysaccharides)
et lipides

Export de composants cellulaires

Acides nucléiques, enzymes, lipopolysaccharides et phospholipides

La formation de la matrice d’EPS est un phénoméne dynamique qui aboutit a la
constitution d’un environnement unique et hétérogene, aussi bien spatialement que
temporellement, pour les organismes qui y vivent (Flemming & Wingender 2010). La proximité
prolongée des microorganismes au sein du biofilm favorisent les interactions telles que la
communication chimique, le transfert horizontal de génes et la formation de consortiums
microbiens (Flemming & Wingender 2010). En outre, les changements de la composition des
EPS observés dans les biofilms phototrophes en fonction des variations environnementales
suggerent des mécanismes de réponses adaptés aux contraintes extérieures (Xiao & Zheng
2016). Par exemple, 1’algue verte Scenedesmus LX1 présente une matrice d’EPS capable
d’absorber et stocker les macronutriments, 1I’N et le phosphore (P). Cette réserve lui permet de
maintenir une teneur en protéines plus importante que les cellules en suspension quand les
nutriments du milieu s’amenuisent (Zhuang et al. 2018a). La composition en EPS des biofilms
phototrophes reste cependant peu connue. L’isolement et I’analyse des EPS restent des taches
difficiles et nécessitent des méthodes spécifiques qui, actuellement, les dénaturent en partie
(Xiao & Zheng 2016).
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3.4. Interactions médiées chimiguement

La forte proximité des organismes dans les biofilms bactériens comme phototrophes
favorise le développement d’interactions médiées chimiquement (Allen et al. 2016). Par
exemple, les bactéries sont connues pour utiliser un mécanisme de médiation chimique qui leur
est propre, le QS, impliqué dans diverses fonctions biologiques, dont la formation du biofilm
(Miller & Bassler 2001). 1l a été démontré que le périphyton est capable de produire des
composes allélopathiques pour lutter contre la prolifération de cyanobactéries, en plus de
permettre une stratégie spécifique d’utilisation de nutriments potentiellement limitants pour
leur prolifération (Wu et al. 2011). S’il existe une médiation chimique « volontaire », la vie
microbienne en suspension nécessite une forte production de composés infochimiques solubles
dans I’eau en raison de I’importante dilution dans le milieu qui pourrait rendre caduque le signal
émis vers les cellules cibles. Au sein d’un biofilm, les composeés allélopathiques parcourent une
distance moindre, peuvent s’accumuler, étant lipophiles au regard de la matrice d’EPS (Allen
et al. 2016). Quelques composés allélopathiques ont été identifiés chez les microalgues
adhérées a un support (pour plus de détails, voir les tableaux dans Allen et al. 2016). Toutefois,
les interactions mediées chimiquement sont difficiles a identifier et a comprendre dans les
biofilms phototrophes : (i) la méthodologie utilisée pour les organismes en suspension est
inadaptée aux biofilms (concentration des composés étudiés, réalisation d’une coculture avec
membrane perméable) ; (ii) différenciation difficile entre interactions chimiques et compétition
pour les nutriments (Allen et al. 2016) ; et (iii) identification difficile des organismes émetteurs

et récepteurs du composé d’intérét (microalgues ? bactéries ?).

Bien qu’inexistants dans le milieu naturel, les biofilms bactériens monospécifiques
peuvent étre cultivés en laboratoire (par exemple, Mion et al. 2021). Cela est a priori impossible
pour les biofilms phototrophes pour trois raisons : (i) les étapes de conditionnement du support
et de I’adhésion bactérienne précedent la colonisation par les microalgues (voir Introduction,
partie 3.2) ; (ii) pour des raisons pratiques, les biofilms phototrophes sont principalement
étudiés a I’aide de systemes ouverts et/ou sensibles & la contamination biologique (Katarzyna
etal. 2015, Mantzorou & Ververidis 2019) ; et (iii) des bactéries sont présentes dans I’inoculum
de la microalgue, celles qui appartiennent a sa phycosphére (voir Introduction, partie 2.2).
L’axénisation d’une souche de microalgues, procédé fastidieux et qui plus est stressant pour
I’organisme, connait un grand taux d’échec (Fernandez-Valenzuela et al. 2021). De plus, elle

n’est souvent que partielle. A notre connaissance, il n’existe & ce jour aucune expérience de

63



culture de microalgues en biofilm axénique. L’étude des biofilms de microalgues reste encore

aujourd’hui celle d’un communauté microbienne plurispécifique.

3.5. Applications

La grande diversité de productions moléculaires des microalgues en font une importante
source d’intérét industriel pour 1’alimentation, la pharmacologie, la nutraceutique, la
cosmeétique, les biocarburants, le traitement des eaux, etc. (Cardozo et al. 2007, Singh & Saxena
2015, Abdelfattah et al. 2023). Parmi les composés d’intérét, on retrouve une grande diversité
d’acides gras (AGs), notamment des acides gras polyinsaturés (AGPIs) (ex: 1’acide
eicosapentaénoique, ou EPA) (Maltsev & Maltseva 2021), de lipides (Morales et al. 2021), de
stérols (Randhir et al. 2020), de caroténoides (caroténes, xanthophylles), (Guedes et al. 2011),
de polysaccharides (Moreira et al. 2022), d’AAs et de protéines (Wang et al. 2021). Des
composés catégorises comme toxines sont également présents (Assuncao et al. 2017). Ces
groupes moléculaires présentent une multitude d’intéréts industriels et/ou pharmacologiques
(par exemple, des activités antioxydantes ou antibactériennes) selon la molécule étudiée, faisant
des microalgues une source renouvelable, durable et a fort intérét économique (Khan et al.
2018).

Les biofilms phototrophes offrent également des applications prometteuses dans le
traitement des eaux usées, la bioremédiation, les biocarburants, I’aquaculture, I’agriculture ou
encore la production de composés d’intérét pour la santé (Bharti et al. 2017). Les EPS des
biofilms phototrophes sont une source importante de composés d’intéréts pour les industries
pharmaceutique (activités antivirale, antitumorale, antioxydante, anticoagulante, anti-
inflammatoire, immunomodulateur) et alimentaire (biolubrifiants, épaississants, conservateurs)

du fait de leur abondance et leurs diversités structurelle et fonctionnelle (Xiao & Zheng 2016).
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4. Modéle d’étude : Tetraselmis suecica

Au cours de ce travail de theése, la souche Tetraselmis suecica AC254 (Algobank Caen,
Université de Caen Normandie) a été utilisée dans I’ensemble des expériences en laboratoire.
Une deuxiéme souche, Cylindrotheca closterium AC170 (Algobank Caen, Université de Caen
Normandie) a également été utilisée dans une expérience réalisée au LOV en collaboration avec
d'autres laboratoires. Ci-dessous, seule la microalgue T. suecica, initialement prévue dans ce

travail de these, est décrite.

La microalgue Tetraselmis suecica est une chlorophyte! caractérisée par des cellules
mobiles ovoides légérement aplaties (taille : L=9-11 ym, I1=7-8 um et P=4,5-6 um) possédant
une paroi rigide d’épaisseur moyenne et 4 flagelles de tailles égales a celle de la cellule et
partant d’un sillon apical peu profond (Hori et al. 1986). T. suecica se distingue principalement
des autres espéces du méme genre par un contour relativement simple et symétrique, par un
sillon tres large et peu profond, par un stigmate sub-median pres du pyrénoide et par son aspect

granuleux (Hori et al. 1986) (Figure 17).
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—— Theque (bicouche)
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Figure 17 : Représentation infographique des cellules du genre Tetraselmis (repris et traduit de Goswami et al.
(2022)). (A) Tetraselmis sp. au repos. (B) Tetraselmis sp. motile. (C) Micrographie par microscopie électronique
a transmission de Tetraselmis sp. (D) Structure cellulaire de Tetraselmis et de ses organelles. (E) Ultrastructure de
la paroi cellulaire de Tetraselmis.

! Eucaryote (empire), Plantae (régne), Viridiplantae (sous-régne), Chlorophyta (embranchement) Chlorophytina
(sous-embranchement), Chlorodendrophyceae (classe), Chlorodendrales (ordre), Chlorodendraceae (famille),

Tetraselmis (genre) (algaebase.org).
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T. suecica est principalement connue pour son utilisation dans 1’industrie alimentaire a
destination de 1’aquaculture de mollusques (Ibarrola et al. 2000a, b, 2008, Patifio Starez &
Aldana Aranda 2000, Blanco et al. 2003, Delaporte et al. 2003, 2005, Barrera-Escorcia et al.
2010, Jo et al. 2011) et crustacés (Fabregas et al. 2001, Maldonado-Montiel & Rodriguez-
Canche 2005, Dahl et al. 2009, Castro-Mejia et al. 2011). Il existe aussi des applications dans
la biorémédiation et le traitement des eaux usées (Pérez-Rama et al. 2002, 2006, 2010, Jo et al.
2011, Goswami et al. 2022), comme biomarqueurs de pollutions aquatiques (Millan de Kuhn
et al. 2006, Soto-Jimenez et al. 2011a, b), comme biocarburant a base d’amidon (ex :
bioéthanol) (Jiang et al. 2008, Bondioli et al. 2012, San Pedro et al. 2013) ou dans la production
de composés d’intérét (Carballo-Cardenas et al. 2003, Shakibaie et al. 2010). De plus, elle
présente un potentiel pour 1’industrie pharmaceutique puisque des activités antibactériennes
(Austin & Day 1990, Austin et al. 1992, Guzman et al. 2019), anticancéreuses (Hussein et al.
2020a, Parra-Riofrio et al. 2020), antiangiogénique (Renteria-Mexia et al. 2022) et
antioxydantes (Lee et al. 2009, Jo et al. 2012, Norzagaray-Valenzuela et al. 2017, Haoujar et
al. 2019) ont été observees chez cette espéce. Jusqu’a présent cultivée en suspension, T. suecica
est aujourd’hui produite en biofilm par la startup Inalve. Toutefois, rares sont les travaux qui
ont été dédiés spécifiquement a 1’étude des biofilms de T. suecica (Delran 2023, Delran et al.
2023, Mata et al. 2023, Mougin et al. 2024).

Des récents études ont été consacrées sur la phycosphere de T. suecica (Biondi et al.
2017, 2018, Piampiano et al. 2019, 2021, Park et al. 2021). Elles mettent en évidence : (i)
I’existence d’une communauté bactérienne fortement associée, nommeée phycosphére « noyau
», pouvant varier en abondance mais peu en diversité en fonction des conditions de culture
(Biondietal. 2017, Piampiano et al. 2019), (ii) I’existence d’une autre communauté bactérienne
associee, plus variable que la précédente en fonction des saisons et du systeme de culture
employé (Biondi et al. 2017), (iii) la présence d’interactions variées et complexes entre les
cellules de T. suecica et les bactéries qui lui sont étroitement associées, dont la probable
implications de synomones (Biondi et al. 2018, Park et al. 2021, Piampiano et al. 2021) (Figure
18). A ce jour, aucune activité allélopathique de défense n’a cependant été identifiée chez T.
suecica. Toutefois, Apostolopoulou et al. (2022) ont récemment montré que les filtrats d’une
espece du genre Tetraselmis, considérée comme non-toxique, presentaient une activite

antialgale envers d’autres trois autres microalgues!, dont deux considérées comme toxiques

! Heterosigma akashiwo, Phaeocystis sp. et Thalassiosira sp.
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(Heterosigma akashiwo et Phaeocystis sp.). L’analyse métabolomique suggére que cette
bioactivité est due a la production de L-histidinal putative (CsHsN30O), un métabolite

relativement riche en N.

Vitellibacter sp.
(souche AAD2) g

Sidérophores ?

Sphingopycis flavimaris
® Acides organiques  (souche AG5)
Peptides

Acide indole-3-acétique

Tetraselmis suecica (1AA)

(souche F&M-M33)
Terpénes
Bakkénolide Aet cucurbitacine (antiappétant)
Mukaadial (molluscicide)
Gibbérellines » *! Kolanone (antibactérien)
Fusicoccine H

Figure 18 : Représentation schématique de la phycosphére de la microalgue Tetraselmis suecica F&M-M33 et
des potentielles interactions avec deux souches bactériennes isolées de la phycosphére (Vitellibacter AAD2 et
Sphingopyxis flavimaris AG5) (repris et traduit de Piampiano et al. (2021)).
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5.0Dbjectifs de ce travail de these

Les travaux de cette thése avaient, initialement, trois objectifs principaux : (1)
rechercher des activités biologiques d’intérét, allélopathiques ou non, dans les biofilms de
microalgues, (2) identifier et caractériser la ou les molécules impliquées dans ces bioactivités,
et (3) comprendre I’influence de I’environnement azoté sur ces bioactivités. Pour atteindre ces
objectifs, un travail de recherche bibliographique a, dans un premier temps, été effectué sur
I’influence de la source et de la concentration d’azote sur la production de toxines et de
composés allélopathiques chez les microalgues et les cyanobactéries (Chapitre 1). Dans un
second temps, des essais biologiques ont été réalisés afin de rechercher différentes activités
biologiques pouvant notamment présenter des applications pharmaceutiques. Pour cela, des
productions de moyenne envergure de biofilms de Tetraselmis suecica AC254 et Cylindrotheca
closterium AC170 avec différents systemes de culture ouverts expérimentaux suivi de plusieurs
extractions chimiques ont été réalisées. Une collection de bactéries pathogénes d’aquaculture a
été commandée et utilisée comme cible dans des tests de diffusion (Chapitre 11). A I’issue de
ces deux premiers volets, les objectifs de cette these ont été orientés vers I’amélioration des
connaissances de la physiologie des biofilms phototrophes en réponse a un stress azoté. Un
systeme de culture fermé et contrblé a été concu afin de répondre aux contraintes inhérentes a
I’étude des biofilms de microalgues (Chapitre I Chapitre I1). Une étude métabolomique
portant sur I’effet de la limitation en azote sur le métabolome du biofilm de T. suecica a enfin

été réalisée (Chapitre I11).
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CHAPITRE |

INFLUENCES DE LA SOURCE ET DE LA CONCENTRATION
D’AZOTE SUR LA PRODUCTION DE COMPOSES
TOXIQUES ET ALLELOPATHIQUES
CHEZ LES MICROALGUES ET LES CYANOBACTERIES .

UNE REVUE DE SYNTHESE

“On est obligé a présent de regarder l'imposant spectacle de l'évolution de
la vie comme un ensemble d'événements extraordinairement improbables,

impossibles a prédire et tout a fait non reproductibles.”

Stephen Jay Gould
Wonderful Life: The Burgess Shale and the Nature of History
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Résumé

Les microalgues et les cyanobactéries sont des microorganismes qui produisent divers
composes bioactifs, dont certains sont designés comme toxines. Ces toxines sont diversifiées
aussi bien d’un point vue fonctionnel que structurel. Parmi elles, certaines sont riches en azote
(N), ce qui suppose une dépendance de leur biosynthese a la disponibilité de I'N dans
I’environnement. Lorsque les conditions sont favorables, des efflorescences d’algues nocives
de grande ampleur (EANSs) apparaissent et provoquent des dégradations de 1’environnement, de
I’économie et de la santé humaine. L’eutrophisation anthropique des eaux douces et des milieux
marins cotiers, due par exemple a 'utilisation intensive d’engrais azotés de synthése, favorise
I’apparition des EANs. Dans cette revue, nous synthétisons 1’ensemble des données publiées a
ce jour sur I’effet de la source et de la concentration d’N sur la production de toxines par les
microalgues et les cyanobactéries. Nous discutons également des variations des composes
allélopathiques, généralement inconnus et différents de phycotoxines et cyanotoxines, selon ces
mémes conditions. La littérature scientifique suggére que : (i) il existe de fortes variabilités
intra- et interspécifiques de la réponse des microalgues et des cyanobactéries aux conditions
azotées en termes de biosynthése de toxines, (ii) la théorie de la steechiométrie cellulaire devrait
prendre en compte I’ensemble de la production des métabolites et non pas seulement celle des
toxines, (iii) il existe des preuves de composes allélopathiques différents des toxines connues

dont la production dépend également de la disponibilité en N.
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1. Introduction

Le phytoplancton désigne I'ensemble des microorganismes aquatiques capables de
photosynthése. C’est un groupe polyphylétique tres diversifié, principalement composés de
protistes a plastes nommeés microalgues et de cyanobactéries (aussi connues sous le terme
d’« algues bleues ») (Salmaso et al. 2015). Ces microorganismes sont ubiquistes en eau douce
comme en mer, colonisant une multitude de niches écologiques (Singh & Saxena 2015). Leur
vaste répartition est due a leur grande capacité d’adaptation physiologique (photosynthése
OXygeénique ou anoxygénique, grande variété pigmentaire, mixotrophie ou hétérotrophie
passagere, diazotrophie, vésicules de gaz, etc.), morphologique (unicellulaire ou colonie,
mucilage, filaments, diverses protections, etc.) et a leur production de métabolites bioactifs
(Friedl et al. 2012, Nandagopal et al. 2021). Cette diversité font de microalgues et des
cyanobactéries des organismes importants pour 1’étude des écosystémes et la recherche en
biotechnologies (Nandagopal et al. 2021, Saide et al. 2021). Par exemple, les yessotoxines

peuvent présenter un intérét dans la recherche contre la maladie d’Alzheimer (Botelho et al.

2022).

Les microalgues et les cyanobactéries sont capables de produire des composés toxiques,
nommes respectivement phycotoxines et cyanotoxines, dont le poids et la structure
moléculaires sont trés variables (Cusick & Sayler 2013, Solter & Beasley 2013). Ces toxines
peuvent étre classées en fonction de leurs propriétés. Parmi les cyanotoxines par exemple, on
retrouve : (i) les hépatotoxiques tels que les microcystines, qui provoquent des lésions
hépatiques, les nodularines ou la cylindrospermopsine, (ii) les neurotoxiques tels que
I’anatoxine-a et la saxitoxine et ses analogues, qui alterent la transmission neuromusculaire, et
(iii) les dermatotoxiques (pour plus de détails, voir les revues de Kaebernick & Neilan 2001,
Merel et al. 2013). Leur biosynthese dépend de plusieurs facteurs environnementaux tels que
la lumiere (Chia et al. 2017), la température (Kilcoyne et al. 2019), la salinité (Lim & Ogata
2005), la présence de compétiteurs (Chia et al. 2018) ou de prédateurs (Brown et al. 2022). Les
phycotoxines et des cyanotoxines peuvent étre riches en N. Selon la théorie de la
steechiométrique cellulaire qui stipule une dépendance de la production métabolique a la
disponibilité en nutriments, la biosynthese de toxines dépends de leur teneur en atomes d’N
ainsi que de la source et de la concentration en N dans I’environnement (Merel et al. 2013, VVan
de Waal et al. 2014, 2015).

72



Lorsque les conditions sont réunies, ces micro-organismes peuvent proliférer et
engendrer des EANs (Wells et al. 2020). Ces proliférations sont connues pour dépendre de
plusieurs parametres tels que la température, I’exposition a la lumiére et le statut trophique de
I'environnement (Merel et al. 2013), bien que les études concernant I'effet des rapports nutritifs
sur leur formation fassent défaut (Davidson et al. 2012). La révolution industrielle ainsi que
I’accroissement de 1'utilisation d’engrais synthétiques et I’intensification de 1’agriculture et de
I’¢levage qui ont accompagné la révolution verte a travers le globe, ont contribué a augmenter
drastiqguement les rejets anthropiques dans les milieux aquatiques, enrichissant les zones
cotieres et les fleuves de composés chimiques, notamment azotés. Ces apports nutritifs ont
augmenté la fréquence, 1'étendue spatiale et la durée des proliférations d’espéces toxiques,
impactant a la fois I’environnement et I’économie (Howarth 2008). Par exemple, les nouvelles
technologies permettant de faire face a [’augmentation des EANS nécessitent des
investissements financiers trop importants pour les fermes conchilicoles de petite taille
présentes sur les cotes atlantiques frangaises, ce qui déstabilise 1’économie locale (Perez
Agundez et al. 2013). L’eutrophisation d’origine anthropique et le changement climatique
constituent ainsi des causes importantes de multiplication des EANs (Paerl & Paul 2012, Merel
et al. 2013).

Plusieurs revues de synthése ont été consacrées a la prolifération des espéces
phytoplanctoniques productrices de toxines, dont elles décrivent le mode (Davidson et al. 2012,
Paerl & Paul 2012), la prévention et la gestion (Merel et al. 2013, Coyne et al. 2022). D’autres
se focalisent sur les applications des toxines en biotechnologie et pharmacologie (Assuncéo et
al. 2017, Botelho et al. 2022), les mécanismes séquenciques?, le role écologique des toxines
(Kaebernick & Neilan 2001) ou enfin I’influence de 1’environnement sur leur biosynthése

(Neilan et al. 2013). La méta-analyse réalisée par Brandenburg et al. (2020) montre que la

! Jutilise ici le terme « séquencique » aprés avoir lu l'ouvrage Théorie inclusive de I’Evolution (Danchin 2022)
dans lequel E. Danchin écrit que le mot « géne » (et par extension, le mot « génétique ») revétent deux
significations distinctes :

a) celle exprimée par C. Darwin avant la découverte de la molécule d’ADN (paradigme de la théorie de la
sélection naturelle), ou ce terme désigne tout critére phénotypiquement transmis a la descendance, sans
forcément étre en lien avec I’ADN.

b) celle de la recherche actuelle aprés la découverte de I’ADN et aprés 'association de la sélection naturelle et
des lois de Mendel (paradigme de la théorie synthétique/moderne de 1’Evolution), oU ce terme assimile
strictement les geénes a des séquences d’ADN.

Paradoxalement, le deuxiéme sens réduit les caractéres transmis au seul réplicateur biologique irréversible qu’est

I’ADN alors que le premier sens inclut les autres réplicateurs biologiques (ou pseudo-réplicateurs) comme

I’épigénétique (méthylation de certaines séquences, prions, structures des nucléosomes, conformation 3D et 4D,

microbiote, mémes, etc.).
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production de toxines varie trés fortement en fonction des limitations nutritives, avec une légere
tendance a I’augmentation des toxines riches en N lors d’une limitation en P et une tendance a
la baisse lors d’une limitation en N. La steechiométrie cellulaire semble également influencer
la biosynthese des phycotoxines et des cyanotoxines. De plus, des composés allélopathiques
différant des toxines connues semblent également étre affectés par la disponibilité en nutriment,

ce qui est aujourd’hui peu considéré lors des EANs (Granéli et al. 2008).

Ici, nous passons en revue I’ensemble de la littérature consacrée aux effets de la source
et de la concentration d’azote sur la biosynthése de composés bioactifs du phytoplancton, qu’ils
soient toxiques et/ou allélopathiques. Les différentes toxines ont été catégorisées en fonction
de leur richesse en N — azotée ou le nombre d'atomes d'azote n > 1, peu azotée (n = 1) et non
azotée (n = 0) — puis décrites successivement avec les especes qui les produisent. La derniére
partie de cette revue porte sur les effets de I’N sur la production de composés allélopathiques
distincts des phycotoxines connues. Enfin, I'effet de I’N sur la biosynthése de ces composés fait
I'objet d'une discussion générale, et des perspectives de recherche dans ce domaine sont

proposeées.
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2. Toxines azotees

2.1. Cylindrospermopsine et les cyanobactéries Raphidiopsis et

Aphanizomenon

La cylindrospermopsine (CYN, C1sH21Ns50-S) (Figure 19) est un composé cytotoxique,
neurotoxique, dermatoxique et hépatoxique découvert a Palm Island (Queensland, Australie)
en 1979 lors d’un incident majeur d’empoissonnement d’humains (pour plus de détails, voir les
revues de Griffiths & Saker 2003, Kinnear 2010, de la Cruz et al. 2013). C’est un composé
persistant dans 1’eau, en raison de sa lente vitesse de dégradation, ce qui accroit les risques liés
a sa dissémination. De plus, sa libération dans I’eau semble étre principalement li¢e a la lyse
cellulaire plutot qu’a I’excrétion, ce qui se traduit par une forte toxicité en fin d’efflorescence
(Wiedner et al. 2008). On trouve cette toxine principalement chez les cyanobactéries du genre
Raphidiopsis, Aphanizomenon, Anabaena, Umezakia et Lyngbya (Kinnear 2010). La CYN
présente un fort potentiel de propriété allélopathique. En effet, elle peut avoir des effets sur la
densité cellulaire, la teneur en chlorophylle, le stress oxydatif et la réponse antioxydante de
certaines especes phytoplanctoniques comme la cyanobactérie Microcystis aeruginosa et la
diatomée Acutodesmus acuminatus (Chia et al. 2017). La présence de CYN en grandes
quantités peut favoriser la production des toxines microcystines chez M. aeruginosa, réponse
qui suppose un role interactif compétitif entre cyanobactéries toxiques dans le milieu naturel et
qui semble étre co-influencée par d’autres variables telles que la lumiére et la concentration en

N (Chiaetal. 2017).

Figure 19 : Structure moléculaire de la cylindrospermopsine (CYN).
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Parfois associé au genre Anabaena (voir la revue de Padisak 1997) et récemment
classifié avec Cylindrospermopsis (Aguilera et al. 2018), Raphidiopsis est un genre de
cyanobactérie cosmopolite probablement d’origine tropicale et caractérisé par une grande
capacité de propagation, et dont le principal représentant est R. raciborskii. Cette espéce est
capable de produire soit de la CYN cytotoxique et ses analogues, soit de la saxitoxine
neurotoxique et ses analogues (voir la revue de Antunes et al. 2015). Chez Raphidiopsis, CYN
est associée au groupe de génes cyr (Mihali et al. 2008) tandis que STX est associé au groupe
de genes stx (Vico et al. 2016). Le réle de CYN est encore peu connu chez Raphidiopsis, bien
que certains auteurs lui prétent une fonction anti-broutage (Antunes et al. 2015). Quant a la
STX, elle favoriserait le maintien de I’homéostasie lors de changements de salinité (Pomati et
al. 2004, Antunes et al. 2015, Brentano et al. 2016, Vico et al. 2016), mais ne jouerait aucun
role dans les interactions avec d’autres microorganismes photosynthétiques (Vargas et al.
2020). De plus, la libération de CYN dans le milieu semble d’avantage étre le fait d’une lyse
cellulaire que d’un processus d’excrétion (Davis et al. 2014) bien que, dans des conditions
nutritives différentes, il existe des variations de la proportion entre CYN extra- et

intracellulaires durant la phase de croissance exponentielle (Yang et al. 2018).

R. raciborskii est considérée comme une espéce généraliste de par sa capacité a réaliser
de la diazotrophie, c’est-a-dire a fixer le diazote (N2), bien que cela semble étre davantage un
moyen de soutenir une croissance faible en conditions limitées en N qu’un avantage compétitif
(Burford et al. 2006, Vico et al. 2016, Willis et al. 2016). A 1’origine, le genre Raphidiopsis
était différencié du genre Cylindrospermopsis en raison de sa diazotrophie (Aguilera et al.
2018). L’N est I’élément qui détermine en premier lieu sa dynamique, les efflorescences étant
favorisées lors de peériodes de faibles concentrations en cet élément et relativement
indépendantes du P, contrairement aux autres cyanobactéries (Figueredo et al. 2014).
Néanmoins, Willis et al. (2015) ont observé que les taux de croissance de R. raciborskii
augmentent avec ’ajout d’N et diminue avec I'apport de phosphate (PO+>), quel que soit
I’écotype. R. raciborskii assimile I’'ammonium (NH4") préférentiellement par rapport au nitrate
(NO3) (Ammar et al. 2014, Burford et al. 2014), 1’urée n’étant pas assimilable (Saker et al.
1999, Burford et al. 2006). De plus, la diazotrophie est partiellement inhibée en présence de
NOs" et totalement inhibée en présence de fortes concentrations en NH4* (Kenesi et al. 2009),
le nombre d’hétérocystes étant régulé par la concentration en N dissous (Willis et al. 2016). La
forte affinité de R. raciborskii pour le NH4" lui offre un avantage compétitif sur d’autres

competiteurs tels que la cyanobactérie Planktothrix agardhii, indépendamment de toutes
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propriétés toxiques et/ou allélopathiques (Ammar et al. 2014). Cependant, des études ont
montré une corrélation négative entre la forte biomasse de R. raciborskii et la disponibilité en
NOz™ (Karadzic¢ et al. 2013, Mohamed & Al-Shehri 2013) ainsi qu’une dominance des souches
toxiques de R. raciborskii par rapport aux souches non toxiques en fonction de la concentration
en P plutét qu’en N, la concentration intracellulaire en CYN et la proportion de géne cyrA

augmentant avec I’ajout de PO+ quel que soit I’apport de NO3™ (Burford et al. 2014).

Les études portant sur 1'effet de I’N sur la production de CYN et de ses homologues (ex :
désoxyCYN) fournissent des résultats contradictoires. Certaines études considerent que la
source d'N et sa concentration n'influencent que partiellement la biosynthese de CYN, laquelle
biosynthese peut étre totalement indépendante du taux de croissance (Saker et al. 1999, Saker
& Neilan 2001, Mohamed & Al-Shehri 2013, Burford et al. 2014, Yang et al. 2018), tandis que
d’autres suggérent que la production CYN est nécessairement associée a l'assimilation d’N et a
la croissance de la microalgue (Davis et al. 2014, Stucken et al. 2014, Pierangelini et al. 2015,
Willis et al. 2015). Dans le premier cas de figure, les premieres études ont montré que sept
souches de R. raciborskii présentaient une affinité plus forte pour le NH4™ que pour le NOgs’, et
que les souches toxiques présentaient des teneurs cellulaires de CYN plus importantes sous
limitation azotée et avec diazotrophie, exceptée une souche (CR3) (Saker et al. 1999, Saker &
Neilan 2001). Une étude a récemment montré que les fluctuations d’N n’altérent pas la fitness
et les taux de croissance de R. raciborskii CHAB 3438, mais peuvent entraver la biosynthese
de CYN et modifier les proportions entre les CYN intra- et extracellulaires (Yang et al. 2018).
Selon les partisans de la seconde hypothese, la privation d’N ou la cytotoxicité de I’ammoniac
(NHs3) affectent négativement la biosynthése de CYN de maniére indirecte, car il n’existe a ce
jour aucune preuve qu'une Vvariation des conditions azotées induise une régulation
transcriptionnelle de la production de toxines (Stucken et al. 2014). La seule étude qui a porté
sur I’effet du NOs sur la transcription des genes de toxines, et qui n'a montré aucun lien entre
biosynthese de toxines et disponibilité en N, concernait les génes sxtU et sxtl impliqués dans la
biosynthese de la STX (Vico et al. 2016). L'hypothése proposée par Mihali et al. (2008) stipule
que I’augmentation de la production de CYN lorsque le NOs™ ou le NH4" sont absents du milieu
serait due a une régulation indirecte du groupe de genes cyn par I’N. En effet, ce groupe est
encadré par des homologues du gene hyp ayant un réle dans la maturation des hydrogénases.
Chez Nostoc sp. PCC73102, une autre cyanobactérie, ces génes sont régulés par le régulateur
universel de I’N, NtcA. Ainsi, par effet de cascades, les génes cyn sont, par le biais des génes

hyp, potentiellement régulés par I’'N (Mihali et al. 2008).
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Le genre Aphanizomenon est un groupe de cyanobactéries également composé d’espéces
productrices de CYN et analogues, notamment la désoxyCYN, et/ou d’anatoxine-a, et dont le
principal représentant est A. ovalisporum (Rapala et al. 1993, Banker et al. 1997).
Contrairement au groupe de génes cyr identifié chez R. raciborskii, la biosynthese de CYN chez
A. ovalisporum implique le groupe de genes aoa composés d’un amidinotransférase (aoaA) et
d’une polykétide synthase (a0aC) dont I’expression est affectée par la disponibilité en N et par
I'intensité lumineuse (Shalev-Alon et al. 2002, Shalev-Malul et al. 2008). Bien que peu d’études
aient porté sur Aphanizomenon, la dynamique de production de CYN semble également
similaire a celle de son homologue cyanobactérien ci-dessus. En effet, chez différentes souches
d’Aphanizomenon sp., des conditions riches en N et limitées en P favorisent la biosynthese et
la libération active de CYN dans le milieu, ainsi qu’une augmentation de la proportion de
désoxyCYN extracellulaire (Preulel et al. 2014). En cas de limitation par I’N, la libération
extracellulaire est moins importante et une accumulation intracellulaire se produit (PreulRel et
al. 2014).

Ils convient de noter que ces divergences peuvent cependant provenir des différences de
méthodes utilisées pour I'analyse des CYN intra- et extracellulaires et pour le calcul de leurs
concentrations (Pierangelini et al. 2015). Par exemple, pour estimer la production de CYN,
Pierangelini et al. (2015) conseillent d’utiliser la concentration volumétrique intracellulaire
plutdt que la quantité intracellulaire par unité de poids sec lyophilisé (voir par exemple Saker
& Neilan (2001)). La diversité des réponses observees chez R. raciborskii, allant d’une absence
a une forte toxicité, ne permet pas de conclure sur un profil type de réponse. Des recherches
plus approfondies sont donc nécessaires.

2.2. Toxines paralytiques, les dinoflagellés Alexandrium,

Gymnodinium et la cyanobactérie Raphidiopsis

L’intoxication paralytique est une maladie provoquée par la consommation de produits
de la mer contaminés par un groupe de neurotoxines riches en N, nommees toxines paralytiques
des fruits de mer (« Paralytic shellfish toxins », TPFs), dont la principale représentante est la
saxitoxine (STX, CioH17N704) (Figure 20) (Etheridge 2010). Les TPFs ont une action
inhibitrice des canaux sodium dépendants du voltage, qui sont constitués de protéines

transmembranaires responsables de 1'initiation et de la propagation des potentiels d’action chez
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I’Homme (pour d'information, voir les revues de Cestele & Catterall 2000, Stevens et al. 2011,
Thottumkara et al. 2014). Historiquement, la premiére TPF découverte a été la STX identifiee
par H. Sommer en 1937 & la suite d'un empoissonnement de grande envergure par des moules
au large des cotes californiennes lors d’une prolifération du dinoflagellé Alexandrium catenella
(anciennement Gonyaulax catenella) (voir la revue de Thottumkara et al. 2014). Les TPFs sont
connues pour étre produites par des dinoflagellés du genre Alexandrium, Gymnodinium et
Pyrodinium ainsi que par des cyanobactéries du genre Raphidiopsis, Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon et Anabaena (Orr et al. 2013). Toutefois, les études ayant porte sur les effets
de I’N sur leur production par ces microorganismes ont principalement concerné Alexandrium,

Gymnodinium, Raphidiopsis et Lyngbya.

Analogues R, R, R; R, Rs
STX H OCONH, OH H H
neoSTX OH OCONH, OH H H
deSTX H OH OH H H
GTX1 OH OCONH, OH O0SO; H
GTX2 H OCONH, OH O0S0Oy H
GTX3 H OCONH, OH H 0SOy
GTX4 OH OCONH, OH H OSSOy
Cl H OCONHSO; OH 080y H
C2 H OCONHSO; OH H 08Oy

Figure 20 : Structure moléculaire des TPFs.

La production de TPFs est a la fois liée a des processus transcriptionnels via le groupe de génes
stx et post-transcriptionnels (Boyer et al. 1986, Geffroy et al. 2021). Les génes stx,
principalement impliqués dans la synthese de STX, peuvent également étre impliqués dans
d’autres voies de biosynthese et varient en fonction de 1’organisme producteur. Leur acquisition
(par de possibles transferts horizontaux) a la fois par les cyanobactéries et par les dinoflagellés
font toujours I'objet de débats (voir la revue de Akbar et al. 2020 et les articles associés). Par
exemple, 1’origine des TPFs chez les dinoflagellés suscite trois hypothéses : (i) la présence de
bactéries intracellulaires productrices de STX, (ii) une évolution convergente entre
cyanobactéries et dinoflagellés, ou (iii) un transfert horizontal de génes (THG) provenant des
cyanobactéries. Bien que les bactéries semblent jouer un réle important dans la modulation de
la biosynthése de STX chez les dinoflagellés, I’encodage séquencique rend peu probable la
premiere hypothese tandis que celle d’une évolution convergente est contestée. Le THG semble

aujourd’hui étre la piste la plus probable (voir review Orr et al. 2013). Récemment, 1’analyse
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métabolomique des TPFs chez A. catenella par marquage a I’*°N a permis de mettre en évidence
la présence d’intermédiaires proches de la STX entre différents organismes producteurs, ce qui
suppose des dynamiques de production similaires dans les mémes conditions

environnementales (Cho et al. 2019).

Auparavant placé dans le groupe Protogonyaulax, le genre Alexandrium est un groupe
de dinoflagellés toxiques ubiquistes dont plusieurs espéces sont connues pour leur capacité a
produire des TPFs, que ce soit la STX ou ses analogues tels que les gonyautoxines (GTXs)
(Boyer et al. 1986, Wyatt & Jenkinson 1997, Anderson et al. 2012, Long et al. 2021). Toutes
les espéces ou souches ne sont cependant pas toxiques (Orr et al. 2011). Différentes hypotheses
ont été émises sur le(s) role(s) des TPFs des souches toxiques d’Alexandrium. Par exemple,
elles serviraient de répulsif agissant contre le broutage des copépodes, afin que leur pression de
broutage soit redirigée vers des especes non ou moins toxiques, ce qui aurait comme effet
secondaire de réduire la compétition pour les ressources nutritives, notamment lorsqu'elles sont
limitantes, un avantage particulierement bénéfique pour Alexandrium dont les capacités
d’assimilation de nutriment sont relativement faibles (Guisande et al. 2002, Frangopulos et al.
2004, Selander et al. 2008, Murata et al. 2012, Griffin et al. 2019, Brown et al. 2022, Christou
et al. 2023). Elles pourraient aussi étre des phéromones favorisant la rencontre entre gamétes
et régulant la formation de kystes (\Wyatt & Jenkinson 1997), une réserve d'N cellulaire (Hall
1982) ou encore un détoxifiant environnemental des milieux riches en NH4* (Hii et al. 2016).
Cependant, leur origine et leur(s) rble(s) exact(s) restent encore méconnus car pouvant
interférer avec d'autres composés bioactifs connus ou inconnus chez ce genre (voir la revue de
Long et al. 2021). Par exemple, ’hypothése de 1'exaptation (Gould & Vrba 1982) d’une

fonction initiale inconnue vers une nouveau fonction ne doit pas étre écartée.

La dynamique d'expression du gene stx chez Alexandrium dépend de son cycle cellulaire
(Siu et al. 1997). Elle dépend aussi de la concentration en N, car le métabolisme azoté regule
la biosynthése de STX et de ses analogues par l’intermédiaire de multiples boucles de
rétroaction (Zhuang et al. 2015, Abassi et al. 2023, Saldivia et al. 2023), ce qui suppose des
régulations fines de la production de TPFs selon les conditions nutritives. De plus, les
différentes espéces d’Alexandrium sont polyvalentes vis-a-vis des différentes sources azotées
(NOs, NO2', NH4", I'urée, cyanate), propriété qui leur confére probablement un avantage
compétitif sur les autres dinoflagellés pour l'initiation des EANS et leur développement (Leong
et al. 2004, Zhuang et al. 2015). In situ, la fréquence des EANs d’Alexandrium et les teneurs

cellulaires en toxines semblent liées a la teneur cellulaire et a la disponibilité en nutriments,
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notamment celle du NH4* (Penna et al. 2002, Poulton et al. 2005, Hattenrath et al. 2010), ce
qui est en accord avec la préférence d’Alexandrium pour cette source d'N (Leong & Taguchi
2004). Ses capacités de migration lui permettent également de consommer du NOs3 en
profondeur et ainsi de prolonger les épisodes de EANs (Maclntyre et al. 1997). Ainsi, les
activités anthropiques conduisant a [’cutrophisation des milieux favorisent-elles les
efflorescence toxiques d’Alexandrium. Par exemple, les EANs d’A. taylori en Mer
Méditerranée pourraient probablement résulter du tourisme de masse (Penna et al. 2002) tandis
que les efflorescences toxiques d’A. fundyense dans la baie de Northport-Huntington (New-
York, Etats-Unis) bénéficieraient de la proximité des stations d’épuration (Hattenrath et al.
2010). De plus, Zhuang et al. (2015) ont montré a l'aide d'une étude métatranscriptomique que
les genes associés au piégeage de I'N et a la production de STX sont davantage exprimés lors
d'efflorescences d’A. fundyense, ce qui est en accord avec les observations précédentes. A noter
que la production de TPFs peut également interférer avec d’autres variables environnementales
telles que la salinité ou la lumiére (Parkhill & Cembella 1999, Hamasaki et al. 2001, Wang &
Hsieh 2005).

La biosynthese de TPFs chez Alexandrium a principalement lieu lors de la phase de
croissance exponentielle (Flynn et al. 1994, Xu et al. 2012) lorsque I'N est abondant, une
limitation en cet élément ne permettent ni la production de TPFs ni la croissance d' Alexandrium
(Boyer et al. 1987, Anderson et al. 1990b, Maclintyre et al. 1997, Siu et al. 1997, John & Flynn
2000, Wang & Hsieh 2002, Touzet et al. 2007, Selander et al. 2008, Yang et al. 2011, Lee et
al. 2012, Jiang et al. 2015). Cependant, d'autres études constatent chez ces deux especes une
absence de relation entre biosynthése de TPFs et concentration en N (le NO3™ pour A. tamarense
Pr18b (Parkhill & Cembella 1999), I’urée et le NH4" pour A. catenella BF-5 (Griffin et al.
2019)). Flynn et al. (1996) et Hu et al. (2006) rapportent qu'un réapprovisionnent d'N a la suite
d'une carence induit une augmentation forte, bien que passagére, de TPFs. Quant a
Gymnodinium catenatum, un autre dinoflagellé cosmopolite découvert en 1943 dans le golf de
Californie, unigue représentant des Gymnodiales et capable de produire des TPFs et des EANSs
(Graham 1943, Oshima et al. 1987, 1993, Band-Schmidt et al. 2010), il excréte ses toxines
principalement lors de la phase de latence dans des cultures enrichies avec du NOgz™ et lors de la
phase de croissance exponentielle dans des cultures enrichies avec de I'NH4", bien que, d'une

maniére générale, il semble moins influencé par le régime nutritif qu’Alexandrium (Lin et al.
2022).
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Les effets de I'N sur la biosynthese de STX ont été peu étudiés chez la cyanobactérie
Raphidiopsis, contrairement a ses effets sur la biosynthese de la CYN. Vargas et al. (2020)
suggerent que les milieux oligotrophes favorisent la production de STX par R. raciborskii
ITUCO1 tandis que Casali et al. (2017) établissent des relations positives entre concentration
totale en STX, concentration cellulaire et concentration en nutriments dissous. Yunes et al.
(2009) trouvent une relation positive entre concentration de NOs™ et production de STX chez R.
brookii FURGCYO001, tandis que son analogue, la décarbamoylsaxitoxine (dcSTX), présente
une relation inverse. A I’instar d’Alexandrium, la privation d'N et la cytotoxicité de
I’ammoniaque semble affecter négativement la production de STX chez Raphidiopsis brookii
D9, mais il a également été suggéré que cette modification de la biosynthése serait une
conséquence indirecte d’une variation du taux de croissance (Stucken et al. 2014). L’absence
de relation entre disponibilité en NOs. et abondance des genes sxtU et sxtl transcrits semble

confirmer cette hypothése (Vico et al. 2016).

Chez Alexandrium, une limitation en P induit une augmentation du volume cellulaire et
une diminution du taux de croissance. Toutefois, les réponses de la production de TPFs chez
diverses especes sont généralement moins reproductibles que celles induites par une limitation
en N, car elles varient en fonction du statut azoté, de 1’espéce ou de la souche, ainsi que de leur
toxicité (Boyer et al. 1987, Anderson et al. 1990b, Flynn et al. 1994, 1995, Siu et al. 1997,
Béchemin et al. 1999, John & Flynn 2000, Wang & Hsieh 2002, 2005, Selander et al. 2008, Xu
et al. 2012, Jiang et al. 2015, Han et al. 2016). Par exemple, une colimitation en P et en N de
cultures d'A. fundyense CCMP 1846 initialement enrichies en NO3z™ se traduit par une
augmentation de la teneur cellulaire en TPFs équivalente a celle observée dans des cultures
limitées en P mais enrichies en NH4" (John & Flynn 2000). Les réponses d’A. minutum limitée
en P divergent également en fonction de la souche : certaines présentent une augmentation de
leur teneur cellulaire en TPFs lors d’une grande disponibilité en NO3z™ ou en NH4™ (souches
AMB89BM, 83, CK.A02, AmKBO02 et AmKBO06) (Bechemin et al. 1999, Touzet et al. 2007,
Selander et al. 2008, Lim et al. 2010, Hii et al. 2016), également observable chez A. catenella
(Xu et al. 2012), tandis que d’autres ne voient aucun changement de cette teneur méme lors
d’une colimitation en P et N (souches AL1V, AL2V et AS5) (Flynn et al. 1994, 1995, Selander
et al. 2008). Les TPFs cellulaires de la souche chinoise HK9301 d'A. tamarense limitée en P
augmentent sous NO3™ mais diminuent sous NH4" (Wang & Hsieh 2005), tandis que les TPFs
cellulaires des souches japonaise (ATKR-020415) et chinoise (ATCI01) augmentent avec ces

deux sources d’N inorganique (Leong et al. 2004, Murata et al. 2012, Jiang et al. 2015). Un
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méme rapport N:P avec des concentrations différentes en N et P peut donc engendrer des
réponses différentes selon la souche étudiée (Selander et al. 2008, Christou et al. 2023). Ces
différences de réponse de la production de TPFs aux limitations azotée et phosphorée chez
Alexandrium pourraient provenir des différences de dégradation des voies de biosynthése de la
STX et/ou de celles impliquées dans la division cellulaire (Anderson et al. 1990b). Ainsi, une
forte concentration d'N associée une faible disponibilité en P provoquerait un ralentissement de
la division cellulaire s'accompagnant d'une accumulation de composés intracellulaires riches en
N tels que les TPFs. Le modéle de (John & Flynn 2002) permet de considérer comme plausible
I'nypothése selon laquelle 1’accumulation de toxines dans la cellule lors d’une limitation en P
résulterait d'un défaut de transporteur ATP-dépendant nécessaire a leur excrétion. Ces
différences suggeérent : (i) des effets synergétiques de la disponibilité en N et P sur la
biosynthese des toxines, et (ii) un réle de P dans la régulation du métabolisme des toxines
(Anderson et al. 1990b, Flynn et al. 1994, John & Flynn 2000).

Au-dela des effets résultant des interactions entre I'N et le P, la source d'N elle-méme
peut également influencer la production de TPFs. Par exemple, celle-ci est moins importante
lorsque A. fundyense et A. catenella sont cultivées sous urée plutdt que sous NO3z™ (Dyhrman &
Anderson 2003) tandis que la teneur en TPFs chez A. minutum est plus importante sous NH4"
que sous NOz’, notamment lors d’un faible rapport N:P (Lim et al. 2010, Hii et al. 2016), de
méme que chez G. catenatum (Flynn et al. 1996, Lin et al. 2022). Ces résultats corroborent
ceux obtenus avec A. tamarense et A. catenella ou I’augmentation de la teneur en TPFs dans le
temps est plus importante sous NH4" que sous NOs™ ou urée, avec des différences plus ou moins
marquées en fonction de la souche et de la phase de croissance (Leong et al. 2004, Xu et al.
2012). Des corrélations positive existent chez A. tamarense ATKR-020415 entre la teneur
cellulaire en toxines et la concentration en N inorganique, mais pas avec 1’urée (Leong et al.
2004). A noter que les TPFs cellulaires sous NH4* augmentent jusqu’a un seuil critique puis
diminuent a cause de la toxicité d’un excés de NH4" sur cette méme espece (Hamasaki et al.
2001), ce qui a également été observé chez A. pacificum sous NO3™ ou la STX diminue au-dela
de 8,82 mM (Abassi et al. 2023). De plus, la dynamique de production de toxines en fonction
du rapport N:P varie également selon la source d'N. Par exemple, les cultures d’A. minutum
sous NH4" présente une forte diminution du taux de production de toxine quand le P augmente
alors qu’elle n'augmente que légerement sous NOz™ (Lim et al. 2010). Les voies d’assimilation
de ces trois formes azotées étant différentes, leurs effets sur la biosynthése doivent également

I’étre (Leong & Taguchi 2004). Fait intéressant, les cultures sous NO3™ présentent une variation
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journaliere des TPFs cellulaires qui augmentent la nuit et diminue le jour, ce qui n’a pas été
observé sous NHs™ (Flynn et al. 1996). La biosynthése de TPFs est également associée a la
teneur intracellulaire d’arginine (Arg), un acide aminé (AA) riche en N, ce qui suppose que les
facteurs favorisant le métabolisme associé a 1’Arg tels qu'un apport d'N peut favoriser la
production de toxines (Flynn et al. 1995). De plus, I’Arg a été identifiée comme un précurseur
des TPFs chez les cyanobactéries (Kellmann & Neilan 2007). L’étude protéomique de Jiang et
al. (2015) sur la production de TPFs en conditions appauvries en N ou en P conforte la relation
entre leur synthese et la présence de protéines impliquées dans le métabolisme de I’ Arg mais
également de la méthionine, la cystéine, de ’ornithine et la proline. A notre connaissance,
aucune ¢étude concernant 1’effet de 1’ajout de ces différents AAs sur la biosynthése de TPFs n’a

été réalisée chez Alexandrium.

Les etudes qui se sont intéressées au profil des toxines chez les dinoflagellés produisant
des TPFs présentent des résultats contradictoires. Alors que certaines concluent a un profil
toxique indépendant des conditions azotés (Parkhill & Cembella 1999, John & Flynn 2000,
Touzet et al. 2007), d’autres soutiennent que la composition des TPFs varient en fonction du
taux de croissance, de la phase de croissance, ainsi que de la concentration et de la source
d’azote (Anderson et al. 1990a, Leong et al. 2004, Poulton et al. 2005, Wang & Hsieh 2005,
Leeetal. 2012, Murata et al. 2012, Xu et al. 2012, Jiang et al. 2015, Han et al. 2016, Hernandez-
Sandoval et al. 2022). Par exemple, Leong et al. (2004) avancent que le NOs", qui est la forme
la plus oxydée de la ressource azotée, induirait davantage la synthese des toxines C1 et C2 que
celle des GTXs, alors I'NH4*qui est la forme la plus réduite, aurait 'effet contraire. S’il s’avére
que le profil des toxines dépend de la disponibilité et/ou de la source en nutriments, il pourrait
alors étre utilisé a la fois comme biomarqueur de I’espece présente lors d’efflorescences et de
son statut nutritif. Le cas échéant, cela nécessiterait d’avantage d’études sur la variation du
profil toxique conduites en cultures continues (Poulton et al. 2005, Murata et al. 2012). A
I’inverse, Touzet et al. (2007) suggérent qu'un profil toxique stable pourrait servir de
biomarqueur permettant d’identifier différentes souches, car celui-ci differe selon les espéces
et les souches. Par exemple, la gonyautoxine 2 (GTX-2) est la toxine la plus exprimée chez A.
fundyense (John & Flynn 2000), de méme que la GTX-4 ou la GTX-2 chez A. minutum, en
fonction des souches (Oshima et al. 1989, Flynn et al. 1994, Touzet et al. 2007), ou la C2 chez
A. tamarense (Parkhill & Cembella 1999, Wang & Hsieh 2001, Lee et al. 2012, Murata et al.
2012, Jiang et al. 2015) et A. catenella (Xu et al. 2012). Les toxines d'A. pacificum sont
majoritairement composees de GTXs, avec un effet de la concentration de NO3z™ sur les
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proportions relatives de GTX-1+4 et de GTX-2+3 (Abassi et al. 2023). Chez G. catenatum, la
forme N-sulfocarbamoyl des TPFs est majoritaire, bien que sa contribution diminue au profit
des formes carbamoyl et décarbamoyl lors de cultures prolongées (Hernandez-Sandoval et al.
2022).

Ces résultats dans leur ensemble révelent une dynamique similaire de la synthése des
TPFs chez les différents représentants du genre Alexandrium, avec néanmoins une diversité de
réponses en termes d’intensité et de composition en TPFs en fonction des conditions nutritives
azotées. Les études portées sur G. catenatum et R. raciiborskii suggeérent également une
dynamique générale similaire, c’est-a-dire une augmentation des TPFs consécutive a une
limitation en N. Dans les futures études, un usage plus intensif de techniques d’analyse comme
les approches omiques (transcriptomique, métabolomique) et le marquage a I''®N nous aidera a
mieux cerner les mécanismes d’assimilation et de métabolisation de I’N ainsi que son utilisation

dans les voies de biosynthese des TPFs.

2.3. Microcystines, Nodularines et les cyanobactéries

Les microcystines (MCs) et les nodularines (NODs) sont des peptides cycliques
hépatotoxiques respectivement composés de sept (D-Ala - X - D-MeAsp - Z - Adda - D-y-Glu
- Mdha ; ou X et Z sont des positions dont la composition moléculaire peut varier) et cing AAs
(Mdhb - D-MeAsp - Z - Adda - D-y-Glu) (Figure 21), et structurellement proches en raison de
leur origine commune, bien que leur ordre d’apparition soit encore débattu (Christiansen et al.
2003, Rantala et al. 2004). Ces différences de composition influencent leur toxicité : par
exemple, la microcystine-LR (MC-LR, C49H74N10012) est plus toxique que la microcystine-RR
(MC-RR, C49H75N13012), ce qui résulte du remplacement d’une Leu pauvre en N, par une Arg

riche en N (Tonk et al. 2008).

Ces toxines sont trés repandues chez les cyanobactéries du genre Microcystis,
Planktothrix, Anabaena et Oscillatoria pour les MCs (voir review Krishnan & Mou 2021), et
sont spécifiques du genre Nodularia pour les NOD (voir la revue de Etheridge 2010). Leur
structure peptidique est trés riche en N. A I'instar des CYN et des TPFs, 1’origine et les roles
exacts des MCs et des NOD sont encore peu connus. Schatz et al. (2007) ont émis I’hypothése
que les MCs ont joué un réle de phéromone au cours de leur évolution, permettant aux

organismes qui en produisent d’estimer la mort cellulaire au sein de leur population et d’émettre
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une réponse de défense adéquate qui peut egalement se traduire par une production
supplémentaire de MC. Cette hypothese est corroborée par une origine évolutive commune de
la microcystine synthétase chez les différentes cyanobactéries productrices de MCs et par le fait
que ’apparition d’un ancétre commun des cyanobactéries productrices de MCs est antérieure a
celle des métazoaires et donc de leur prédateurs bouteurs (copépodes et cladocéres) (Rantala et
al. 2004). Ces dernieres observations confortent I'hypothéese d'une possible exaptation au cours

de I’évolution chez ces microorganismes (Gould & Vrba 1982).
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Figure 21 : Structures moléculaires des A) microcystines (MCs), B) nodularines (NODs), et C) acides aminés
associes.
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2.3.1. Microcystines et les cyanobactéries Microcystis, Planktothrix et Nostoc

Le genre Microcystis comporte des cyanobactéries non diazotrophes capables ou non de
produire des MCs, les souches toxiques et non-toxiques pouvant cohabiter (Rinta-Kanto et al.
2009), tandis que Planktothrix agardhii est une cyanobactérie productrice de MCs (et plus
particuliérement des formes LR et RR) et de TPFs, bien qu’a notre connaissance aucune étude
de I’effet de I’N sur la production de TPFs n’ait été réalisée a ce jour (Tonk et al. 2008). La
production de MCs est non-ribosomique et est soumise a I’expression du cluster de génes mcy
composé de 10 sous-unités de synthétase peptidique (long ORFs : mcyA-E et G ; petit ORFs :
mcyF et H-J), ou mcyA et mcyD sont fortement impliqués dans la biosynthese de la MCs
(Dittmann et al. 1997, Tillett et al. 2000). On retrouve les modules suivants : les peptides
synthétases (mcyABC), les polycétides synthases (PKS ; mcyD), les enzymes chimériques
composées de modules peptide-synthétases et PKS (mcyEG), une thioestérase putative (mcyT),
un transporteur ABC putatif (mcyH) et une enzyme putative de modification des peptides
(mcyJd) (Christiansen et al. 2003). Ces genes ne sont pas présents chez les souches non toxiques
(Dittmann et al. 1997, Tillett et al. 2000) et des différences de séquences et de dispositions
existent entre les clusters de génes mcy de ces deux cyanobactéries (Christiansen et al. 2003).
Le role des MCs chez ces souches est encore inconnu mais leur production a un colt
métabolique important qui peut étre délétere si les organismes récepteurs sont insensibles a la
CYN, ce qui suppose un réle important de ces molécules dans la physiologie des souches
toxiques (Briand et al. 2012).

Divers auteurs ont rapporté que I' enrichissement en N, notamment en N inorganique
dissous (NID), favorise la prolifération de souches toxiques de Microcystis par rapport aux
souches non-toxiques (\Vézie et al. 2002, Yoshida et al. 2007, Jiang et al. 2008, Ha et al. 2009,
Moisander et al. 2009, Davis et al. 2010). A I’inverse, Beversdorf et al. (2013) rapportent que,
lorsque le NID est totalement consommé, 1’absence de fixation d'N défavorise la croissance des
souches toxiques de Microcystis au profit des cyanobactéries diazotrophes du genre
Aphanizomenon. Des relations positives entre teneur cellulaire en MCs chez M. aeruginosa et
concentration de NO3™ dans le milieu ont été mises en évidence dans des lacs du Michigan
(USA) (Horst et al. 2014).

D'apres certaines études, M. aeruginosa aurait une préférence pour le NO3™ et, dans une
moindre mesure, pour 1’urée, mais a peu d'appétence pour le NH4" (Yan et al. 2015, Erratt et

al. 2018, Zuo et al. 2018, Chen et al. 2019), alors que d'autres études ne mentionnent aucune
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préférence (Chaffin et al. 2018). De la méme maniére, P. agardhii possede une forte affinité
pour le NOs", ce qui, dans certaines conditions, lui procure un avantage concurrentiel sur
certaines especes de cyanobactéries telles que R. raciborskii (Ammar et al. 2014). Toutefois,
Yang et al. (2022) montrent que la croissance de M. aeruginosa FACHB-905 limitée en N est
davantage stimulée par un apport d'NH4" que par un apport de NOs", bien que les dommages du
photosystéme II (PSII) provoqués par I'NHa4" se traduisent par une densité cellulaire maximale
plus faible, ce qui corrobore les résultats de Chen et al. (2019). Un apport d'urée seule a une
concentration élevée (aux alentours de 3,6 mmol.L™) semble également inhiber la croissance
(Huang et al. 2014, Wu et al. 2015). Hormis la lysine (Lys), M. aeruginosa est également
capable d’assimiler plusieurs AAs libres dissous (AALDs), notamment ceux qui sont riches en
N, tels que I’alanine (Ala), la leucine (Leu), I’ Arg, I’acide glutamique (Glu) et I’acide aspartique
(Asp) (Dai et al. 2009, Yan et al. 2015, Zuo et al. 2018). Cependant, Glu et Asp peuvent
favoriser la croissance de M. aeruginosa jusqu’a des concentrations critiques au-dela desquelles
ces deux AALDs peuvent également provoquer une déformation cellulaire (Dai et al. 2009).
Cependant, ces résultats sont contradictoire avec ceux de Yan et al. (2004) qui observent que

I'NH4* favorise la croissance de M. aeruginosa DC-1 tandis que I’ Arg I’inhibe.

Les études conduites en laboratoire sur I’effet de I'N sur la production de MCs sont
variées, et souvent contradictoires en fonction des especes et des souches étudiées. Chez M.
aeruginosa, une limitation par I'N diminue la production de MCs avec des variations de leur
profil toxique (Lee et al. 2000, Dai et al. 2008, Kriger et al. 2012, Horst et al. 2014, Harke et
Gobler 2015, Chia et al. 2016, 2017, 2018), I'N étant nécessaire a la fois a la biosynthése des
AAs entrant dans la composition des MCs mais aussi a celle des enzymes potentiellement
impliqués dans leur biosynthése (Dai et al. 2008, Harke & Gobler 2015). Kameyama et al.
(2002) font les mémes observations chez M. viridis NIES 102, contrairement a Sevilla et al.
(2010) qui ne mettent en évidence aucune relation entre la concentration de NO3 et la teneur
cellulaire en MC-LR de M. aeruginosa PCC7806. Pimentel & Giani (2014) ont quant a eux
observé une augmentation de la teneur cellulaire lors de fortes limitations en NO3™ et NH.4".
Récemment, I’analyse transcriptomique de M. aeruginosa FACHB-905 réalisée a différentes
concentrations d’urée a montré, lors d’une limitation en N, une augmentation de la teneur
cellulaire en MCs ainsi qu'une augmentation de 1’expression des geénes impliqués dans la
biosynthése de ces toxines (mcyABCDEFHIJ) et dans le métabolisme azoté (Zhou et al. 2019),
ce qui est en contradiction avec les résultats précédents. De méme, le gene mcyB de M.

aeruginosa FACHB-905 cultivee sous NOs™ est positivement régulé quand le milieu devient
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limité en N (Peng et al. 2017). Ces résultats n’ont cependant pas été retrouvés chez M.
aeruginosa LE-3 ou la privation d’N, quelle que soit sa forme (NOz’, NH4", urée), diminue sa
teneur en MCs ainsi que I’expression des génes impliqués dans la synthése peptidique des MCs
(mcyACDE) (Harke & Gobler 2015). Toutefois, les genes mcyHI1J, qui sont impliqués dans
I’assemblage de la structure moléculaire et le transport des MCs, sont régulés positivement, ce
qui suggere une fonction interne de ces toxines lors d’un stress azoté (Harke & Gobler 2015).
Notons que ces différences peuvent étre dues a la forme de MCs considérée. Par exemple, Lee
et al. (2000) ont établi chez M. aeruginosa UTEX 2388 des corrélations différentes entre MCs
totaux, MC-RR, MC-LR et MC-YR d'une part et la chlorophylle-a d'autre part. L'effet du
rapport N:P sur la production de MCs varie également d'une souche a l'autre, la corrélation entre
ces deux termes étant forte pour certaines (\Vézie et al. 2002, Downing et al. 2005) et moins
évidente pour d'autres, comme M. aeruginosa UTEX 2388 (Lee et al. 2000). Finalement, la
steechiométrie cellulaire semble également étre une donnée importante pour la production de
MC. Par exemple, VVan de Waal et al. (2009) montrent qu'une augmentation du rapport N:C
provoque une augmentation de la teneur en MCs et de ses analogues MC-RR et MC-YR, plus

riches en N.

Certaines études émettent I'hypothése que la concentration et la nature du NID ne
peuvent avoir d'effets sur la production de MCs que de fagon indirecte, notamment par le biais
d'une modification du taux de croissance. Par exemple, Briand et al. (2012) ont observé que la
biosynthése de MCs chez M. aeruginosa est proportionnelle a son taux de croissance, ce qui
corrobore les travaux de Orr & Jones (1998) et Long et al. (2001) qui ont établi des relations
lineaires positives entre le taux de croissance et le quota cellulaire en MC-LR dans des cultures
continues limitées par I'N. Ces observations sont étayées par le fait que I’expression du géne
mcyD de 1’opéron mcy est indépendante de la disponibilité en NOs’, alors que 1’augmentation
du taux de croissance induit par 1’ajout d'N semble affecter cette expression (Sevilla et al. 2010).
Chez d’autres organismes producteurs de MCs, tels que les cyanobactéries benthiques du genre
Nostoc productrices d’une autre toxine hexapeptidique cyclique nommée Nostophycine (Fujii
et al. 1999), la production de toxines semble également étre davantage influencée par le cycle
cellulaire, la variation de P, de lumiere et de température que par une limitation en N (Kurmayer
2011). Cependant, a notre connaissance, aucune étude spécifiquement dédiée aux effets de I'N
sur la production de MCs chez ce groupe n’a été réalisée. Toutefois, plusieurs auteurs affirment
que le taux de production de MCs chez Microcystis n'est pas uniquement expliqué par son taux
de croissance (Vezie et al. 2002, Yan et al. 2004, Downing et al. 2005, Horst et al. 2014).
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La régulation de la production de MCs par I’N semble étre liée au métabolisme azoté
via le facteur de transcription NtcA, le régulateur universel de I’N. Chez M. aeruginosa PCC
7806, NtcA se lie aux régions promotrices mcyDA, mcyE et mcyH des MCs, ce qui suppose une
régulation (au moins particlle) par I'N des génes de la microcystine synthétase (Ginn et al.
2010, Kuniyoshi et al. 2011). L’étude protéomique comparative d’Alexova et al. (2011) sur
différentes souches de M. aeruginosa confirme ce lien entre NtcA et biosynthése de MCs. De
plus, Kuniyoshi et al. (2011) montrent que la présence du 2-oxoglutarate, molécule indicatrice
de I’équilibre C:N cellulaire, augmente 2,5 fois 1’affinité de NtcA pour les régions promotrices
des génes mcyDA, mcyE et mcyH, ce qui suggere un réle des MCs dans 1’équilibre des
métabolismes carboné et azoté. Des études plus récentes sur M. aeruginosa FACHB-905 ont
montré que I’expression des génes NtcA, pipX et gInB associés au métabolisme azoté ainsi que
celle des génes mcyA et mcyD présentent des dynamiques différentes selon la concentration et
la forme d’N utilisée (Chen et al. 2019). Une concentration élevée de NO3™ a tendance a réduire
la transcription de ’ensemble de ces génes, tandis qu'une concentration élevée de NH4* favorise
la transcription de mcyA et mcyD mais régule négativement 1’expression des génes
ntcA , pipX et gInB (Chen et al. 2019). Ces observations corroborent partiellement celles de
Pimentel & Giani (2014) selon lesquelles I’expression des genes ntcA et mcyD des souches
Mal9 et Ma26 de M. aeruginosa augmente dans des cultures limitées en N, que ce soit par le
NOs™ ou I'NH4*. Chen et al. (2019) observent qu’une diminution de la concentration en urée
s’accompagne d’une augmentation de 1’expression des genes associés au métabolisme azoté, et
d’aucune variation de ceux associés a la biosynthése de MCs, tandis que Zhou et al. (2019)
observent une augmentation de la transcription de I’ensemble du cluster de génes mcy (alors
que I'expression du géne ntcA reste stable), que ce gene soit associé a la synthese peptidique
(mcyABDCDEF) ou a I’adaptation et au transport (mcyHFIJ).

La seule étude conduite sur les effets de I'N sur la synthése de CYN de différentes
souches d’Aphanizomenon sp. montre que des conditions riches en N et limitées en P favorisent
la biosyntheése de CYN puis sa libération active dans le milieu, ainsi qu’une augmentation de la
proportion de désoxyCYN extracellulaire (Preullel et al. 2014). En cas de limitation par I’N, la
libération est moins importante et une accumulation intracellulaire se produit (Preul3el et al.
2014).

La structure peptidique modulable des MCs suppose une influence des AALDs sur la
production de toxines et I’expression du profil toxique. Plusieurs auteurs ont ainsi étudié 1’effet

de la disponibilitée en AAs sur la production de MCs par Microcystis (Yan et al. 2004, 2015,
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Dai et al. 2008, Sano et al. 2011, Wu et al. 2015, Chen et al. 2019) et P. agardhii (Tonk et al.
2008, Van de Waal et al. 2010). Par exemple, I’effet des différents AALDs sur la production
de MCs par Microcystis varie fortement : des AAs constitutifs de la structure moléculaire des
MCs tels que 1’Ala, la Leu et I’ Arg favorisent la production de MC-LR tandis que le Glu, I’Asp
ou la Lys ne favorisent aucunement sa production. Ces différences peuvent provenir d’une
perturbation de la biosynthése de MCs due a une déformation cellulaire induite par certains
AAs (Glu, Asp), ou d'un défaut de croissance cellulaire (comme c’est le cas avec la Lys) (Dali
et al. 2009). Cependant, il a aussi été montré que la Leu et I’ Arg peuvent inhiber la production
de MC-LR chez M. aeruginosa DC-1 (Yan et al. 2004). De méme, des études de marquage des
MCs par de I’>N ont montré une production plus importante de MC-LR sous NH4" que sous
Ala, mais une meilleure synthése de I’Ala en MC-LR (Sano et al. 2011, Yan et al. 2015). En
marquant de I’urée avec de I''°N, Wu et al. (2015) montrent que cette source d'N est en premier
lieu synthétisée sous forme de résidus d’Ala ou de Leu tandis que le Mdha est le dernier
composant de la MC-LR a assimiler 1’urée marqué. Enfin, une corrélation positive entre les
teneurs intracellulaires en MCs et en AAs associeés a la structure des MCs a été mise en évidence
chez M. aeruginosa FACHB-905 (Chen et al. 2019). Les variations de Leu et d'Arg dans le
milieu modifient le profil toxique de P. agardhii : une augmentation de la Leu augmente le
rapport MC-LR/RR tandis que I’ajout d’ Arg provoque I’inverse (Tonk et al. 2008), bien qu’une
quantité¢ négligeable d’AAs disponibles (< 0,5% du pool total d’AAs) soit allouée a la
biosynthése de MCs (VVan de Waal et al. 2010). De plus, Tonk et al. (2008) et VVan de Waal et
al. (2010) ont montré qu'une limitation en N inorganique diminue la concentration cellulaire en
AAs riches en N tels que la Leu et I’ Arg ainsi que la production de MCs, mais ne modifie ni le
rapport Leu/Arg, ni le rapport MC-LR/RR. Un apport de NOs™ consécutif a une carence azotée
provoque une augmentation progressive des teneurs en AAs, notamment Leu et Arg, ainsi que
des teneurs en MC-RR, tandis que la production de MC-LR réaugmente plus lentement (\/an
de Waal et al. 2010). Cela proviendrait d’une synthése spécifique d’Arg et d'Asp via la
cyanophycine, une molécule de stockage dont les composants principaux sont I’Arg et I’Asp
(\VVan de Waal et al. 2010). La production de MCs chez P. agardhii dépend donc directement

des sources d'N inorganique et organique dans le milieu ainsi que de leur disponibiliteé.

Chaffin et al. (2018) montrent que la production de MCs par des communautés
naturelles de Microcystis et de Planktothrix enrichies avec des apports répétés de NOs ou d'urée
est plus importante qu'avec des apports d'NH4", ce qui n’est pas le cas avec un apport unique.

En laboratoire, une culture de M. aeruginosa FACHB-905 enrichie avec de I'NH4" libére
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davantage de MCs que lorsqu'elle est enrichie avec du NOs (Chen et al. 2019, Yang et al.
2022). Cette libération est toutefois plus importante a de faibles ou fortes concentrations en
NHs" (Chen et al. 2019). Cependant, Chen et al. (2019) observent que I'NH4" favorise
davantage la synthése d’AAs précurseurs de MCs que le NOgz', tandis que Yang et al. (2022)
montrent qu'un milieu enrichi en NH4* s'accompagne d'une teneur cellulaire en MCs moins
élevée qu’un milieu enrichi en NO3z". Une concentration d’urée trop élevée peut également
inhiber la production de MC-LR ainsi que la croissance cellulaire (\Wu et al. 2015), bien que
cette inhibition disparaisse si du NO3™ est ajouté simultanément (Huang et al. 2014). La
concentration en urée ne modifie néanmoins pas les proportions entre les analogues de la MC
(Huang et al. 2014). Pimentel & Giani (2014) rapportent qu’une limitation en N induit une
augmentation de la teneur cellulaire en MCs chez deux souches brésiliennes de Microcystis. La
souche Maz26, plus toxique, connait une augmentation 6 fois plus importante sous NOs™ que
sous NH4", alors que dans la souche Mal9, moins toxique, aucune différence significative
n'apparait. Des différences intraspécifiques de la réponse a la source d’N existent donc a la fois

dans la production de MCs et dans I’expression des génes associés.

Enfin, Vézie et al. (2002), Jiang et al. (2008), Chia et al. (2016, 2017) et Chaffin et al.
(2018) ont montré que des interactions entre I'N, le P, la lumiere et le fer pouvaient avoir des
effets sur la croissance et la production de MCs. La possibilité de lyse cellulaire (Schatz et al.
2007), et la mise en contact des cellules ciblées de M. aeruginosa avec d’autres phycotoxines
telles que la CYN (principalement), 1’anatoxine-a ou les MCs elles-mémes (Chia et al. 2016,
2017), et/ou avec un compétiteur tels qu’Anabaena (Chia et al. 2018), peuvent également
interagir avec les effets de I'N dans la production de MCs, ce qui montre la nécessité de coupler

les approches réductionniste et holistique.

La production de MCs chez Microcystis et Planktothrix présente des dynamiques
différentes en fonction de la concentration et de la source d’N, de I’espéce mais également de
la souche étudiée. Des doutes subsistent encore sur le fait que 1'effet de I’N sur la production de
MCs soit indépendant de son effet sur le taux de croissance, bien que des résultats plus récents
supposent une synergie et interdépendance entre ces deux effets, non seulement sur la
production de MCs, mais aussi sur le profil toxique en fonction de la source d’'N, notamment

lorsque cette derniére comporte des AAs constitutifs de la molécule de la MC.
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2.3.2. Nodularines et le genre Nodularia (cyanobactérie)

Peu d’¢études ont été réalisées sur I’impact des sources azotées sur la production de
NODs par Nodularia. Les premieres ont cependant montré que des niveaux élevés de
température, de lumiére et de concentration en PO4* favorisent la production de NODs
intracellulaire, tandis que I'effet inverse résulte de fortes concentrations en N et de faibles
salinités (Lehtimaki et al. 1997). Ensuite, des corrélations entre limitation en nutriments et
production de NODs ont été mises en évidence dans des cultures discontinues, avec les plus
fortes concentrations de NODs mesurées pour des niveaux faibles d’N (Repka et al. 2001).
Cette augmentation de la production de NODs dans le milieu extérieur, consécutive a une
limitation par I'N, a été vérifiée quelques années plus tard chez Nodularia spumigena par
Pattanaik et al. (2010). En effet, ces auteurs ont montré que : (i) les concentrations maximales
en NODs sont mesurées dans des conditions limitées en N, riches en P, sans rayonnement UV
et sans la présence du potentiel compétiteur Aphanizomenon sp. ; (ii) il n’y a pas d’effets
allélopathiques déléteres de N. spumigena sur Aphanizomenon sp.; (iii) I’accumulation
intracellulaire de NODs et sa libération dans le milieu sont interdépendants et nécessitent d’étre
étudiées simultanément ; et (iv) des interactions entre la lumiere, les éléments nutritifs et la
présence d’autres organismes influencent la production de toxines. Aucune différence
significative de production de NODs n’a cependant été observée pour différentes sources d’N
(NOsz", NH4", N2) (Stolte et al. 2002). Ainsi, des analyses multifactorielles sont nécessaires pour
comprendre la production et la libération des toxines (Pattanaik et al. 2010).

2.4. Palytoxines, ovatoxines et le dinoflagellé Ostreopsis

La palytoxine (PLTX, Ci20H223N30s4) est un toxine marine thermostable de poids
moléculaire élevé (entre 2659 et 2680 Da) dont le squelette aliphatique polyhydroxylé est
partiellement insaturé (Figure 22). Isolée pour la premiére fois en 1971 a Hawai (USA) dans
le corail mou Palythoa sp., puis caractérisee en 1981 (Ramos & Vasconcelos 2010), cette
toxine, trés répandue dans le vivant, agit sur la pompe Na,K-ATPase en la transformant en canal
ionique (efflux K*, afflux Na™) et dépolarise les membranes cellulaires (pour plus de détails,
voir la revue de \WWu 2009). Depuis le debut des années 2000, des analogues de la PLTX nhommes
ovatoxines (OVTXs) ont été identifiés spécifiquement chez Ostreopsis cf. ovata, un
dinoflagellé responsable d’intoxications respiratoires, notamment sur les cotes

méditerranéennes (Ciminiello et al. 2006, 2008).
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Figure 22 : Structures moléculaires de la palytoxine (PLTX) et de ’ovatoxine-a (OVTX-a).

Le genre Ostreopsis comprend des organismes épibenthiques producteurs de composés
toxiques variés tels que la PLTX putative et les OVTX-ab,c,d,e. Il est responsable
d’efflorescences toxiques récurrentes, initialement tropicales, qui s’étendent progressivement
dans les eaux tempérées (Pavaux et al. 2020). Le principal représentant de ce groupe, Ostreopsis
cf. ovata, engendre des efflorescences toxiques dont I’origine est multifactorielle, celles-ci étant
étroitement liées aux températures et salinités élevées de I'eau, a un faible hydrodynamisme et
a la composition initiale en nutriments (Pistocchi et al. 2011, 2014, Cohu et al. 2013,
Vidyarathna & Graneli 2013, Accoroni et al. 2015).

Le profil toxique d’O. cf. ovata est, quelles que soient les conditions nutritives, stable
dans le temps et est dominé par I’'OVTX-a (C120H223N30s2) qui s'accumule dans la cellule lors
de la phase stationnaire, bien que les résultats different en fonction de I'étude et la normalisation
utilisée (Vanucci et al. 2012, Pezzolesi et al. 2014, 2016, Medina-Pérez et al. 2023). La
production de toxines est relativement constante dans le temps mais est moins importante dans
des conditions limitées en N comme en P (Vanucci et al. 2012, Pezzolesi et al. 2014, 2016).
Dans ces conditions, la biosynthése des PLTX putatives et OVTXSs s’interrompt simultanément

a la diminution des rapports C:N et C:P (Pezzolesi et al. 2016), ce qui conforte 1’hypothése
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d’une réorientation du métabolisme vers la production de composés a haute teneur en carbone
(C) lors d’une limitation en nutriments (lanora et al. 2006). La toxicité exprimée en taux
d'activité  hémolytique augmente également consécutivement a une limitation en
macronutriments, particulierement durant les phases stationnaires et de déclin de
I'efflorescence, quelle que soit la normalisation appliquée (concentration cellulaire, biovolume),
ce qui est en accord avec la bioaccumulation de la PLTX et des OVTXs observée dans des
conditions similaires par Vidyarathna & Granéli (2013). Cependant, cette activité hémolytique
n’est pas nécessairement associée a PLTX et OVTXSs, ce qui laisse présager la présence d'autres
composés potentiellement toxiques et sensibles aux variations nutritives. Un modeéle basé sur
les résultats de Pezzolesi et al. (2014) suggére que la régulation des toxines riches en C chez
Ostreopsis est davantage influencée par le C disponible et le stress en P que par le stress en N,
bien que ces auteurs précisent que les effets respectifs de I'N et du P soient difficiles a
différencier puisque ces ressources ont ¢té €épuisées simultanément et que 1’ensemble des
processus biotiques influencant la production de toxines n’ont pas été pris en compte (Pinna et

al. 2015).

Les teneurs en PLTX putative et OVTXs dépendent également de la source d’N utilisée.
En effet, les cultures sous urée présentent une teneur totale en toxine plus faible que celles
cultivées avec du NOs’, de I'NH4" ou de I'N contenu dans des engrais commerciaux (Medina-
Pérez et al. 2023). L’apport anthropique d'N dans les eaux cotiéres sujettes aux proliférations
d’O. cf. ovata peut donc favoriser la récurrence des efflorescences toxiques et les risques

sanitaires des populations a proximité.
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3. Toxines peu azotées

3.1. Acide domoique et la diatomée Pseudo-nitzschia

L’acide domoique (AD) (CisH2:NOg) est un AA polaire neurotoxique responsable
d'amnésies consécutives a une intoxication aux fruits de mer (IAF) (Figure 23). Responsable
de plusieurs hospitalisations et déces survenus au Canada en 1987, il est traditionnellement
utilise au japon comme remeéde contre les parasites intestinaux et comme insecticide.
Initialement associé a I’algue rouge Chondria armata apres sa premiére découverte en 1958 au
Japon, puis a l'algue rouge Digenea simplex, on mesure aujourd’hui de I'AD chez plusieurs
diatomées telles que le genre Pseudo-nitzschia ou les especes Amphora coffeaeformis, Nitzschia
navis-varingica et N. bizertensis (La Barre et al. 2014, Zabaglo et al. 2016). Les études sur la
relation entre I'N et production d’AD ont porté uniquement sur le groupe Pseudo-nitzschia, un
genre cosmopolite producteur d'AD et d’IAF (Amérique du nord, Amérique du sud, Afrique du
sud, Australie, Asia, Europe) (Rao et al. 1988, Bates et al. 1998, Trainer et al. 2012). Les roles
physiologiques et écologiques de I'AD chez Pseudo-nitzschia sont encore peu compris a ce jour.
Plusieurs hypotheses supposent une fonction d’osmolyte lors de fortes salinités, d’action
dissuasive contre le broutage, de phéromone dans la signalisation de la reproduction sexuelle,
de quenching photosynthétique ou encore de chélateur de métaux traces pour augmenter la
biodisponibilité du fer et détoxifier ’environnement en cuivre (pour plus de détails, voir les

revues de Trainer et al. 2012 et Zabaglo et al. 2016).
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Figure 23 : Structure moléculaire de I’acide domoique (AD).

Pseudo-nitzschia utilise différentes sources d'N organique (urée, AAs) et inorganique
(NO3", NH4") (Howard et al. 2007, Cochlan et al. 2008, Trainer et al. 2012, Martin-Jézéquel et
al. 2015) avec des préférences intra- et interspécifiques trés variables (Kudela et al. 2003,

Martin-Jézequel et al. 2015, Radan & Cochlan 2018). La conjugaison d'une importante capacité
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d’assimilation avec une diversité d'affinités accroit la probabilité d’efflorescences toxiques dans
les eaux eutrophisées par des rejets anthropiques (Howard et al. 2007, Kudela et al. 2008). Lors
des EANSs survenues en Californie du Sud a la fin du printemps 2004-2005, 1’abondance de P.
australis ainsi que ses teneurs cellulaires en AD étaient inversement corrélées avec les
concentrations en acide silicique, NO3™ et PO4* (Anderson et al. 2006, Schnetzer et al. 2007).
Des observations similaires ont été faites avec Pseudo-nitzschia sp. dans le nord du Golfe du
Mexique & partir de carottes sedimentaires (Parsons & Dortch 2002). Enfin, (Radan & Cochlan
2018) ont montré que des enrichissements d’assemblages naturels d'eaux du large de 1’Ouest
de I’état de Washington (USA) avec du NOz, de I'NHs" ou de l'urée provoquent une
augmentation de 1’abondance de Pseudo-nitzschia ainsi que de la toxicité totale, avec des effets

plus prononcés avec I’urée et le NHs".

Une multitude d’études a été réalisée sur les effets de la source et de la concentration en
¢léments nutritifs, dont I’N, sur la production d'AD (Bates et al. 1991, 1993, Kudela et al. 2003,
Howard et al. 2007, Thessen et al. 2009, Calu et al. 2010, Hagstrém et al. 2011, Auro &
Cochlan 2013, Terseleer et al. 2013, Martin-Jézéquel et al. 2015, Lema et al. 2017, Radan &
Cochlan 2018). Les premiere études concluaient que la production d'AD nécessite trois
conditions : (i) I'absence de division cellulaire, (ii) une disponibilité en N durant la phase
stationnaire, et (iii) la présence de lumiére durant la phase stationnaire (Bates et al. 1991).
Contrairement aux limitations en Si et P, la limitation en N restreint la biosynthése d'AD chez
Pseudo-nitzschia, les conditions favorables a une importante production d'’AD étant une
limitation en Si et/ou en P, associée a un exces d'N et de lumiére (Bates et al. 1991, 1998, Pan
et al. 1998, Kudela et al. 2003, Hagstrom et al. 2011, Terseleer et al. 2013). A noter que ces

résultats varient entre les différentes souches de Pseudo-nitzschia (Auro & Cochlan 2013).

D'apres Hagstrom et al. (2011) et Lema et al. (2017), le P semble jouer un rdle plus
important que I'N dans la production d'AD. En effet, une faible concentration de PO* avec
n’importe quelles concentrations d'N et de Si (donc indépendamment du ratio N:P:Si) induit
dans des cultures continues de P. australis des concentrations totale et particulaire d'AD élevées
et une diminution de la densité cellulaire, tandis que des concentrations faibles en N et Si avec
une concentration forte en PO ne produisent qu’une diminution de la densité cellulaire (Lema
et al. 2017). Des résultats similaires sur 1’effet de la limitation en P ont également été rapportés
par Hagstrom et al. (2011) chez P. multiseries, avec des concentrations en AD totale et

particulaire d’autant plus importantes que le rapport N:P est élevé.
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Des différences existent en fonction de la souche et de la source d'N utilisée. Les études
menées dans les années 90 par Bates et al. (1993), Hillebrand & Sommer (1996) et Pan et al.
(1998) convergeaient vers la conclusion que I'NH4" favorise davantage que le NOs3 la
production d'AD cellulaire chez P. multiseries et P. pungens, ce qui peut étre dd a un moindre
colit énergétique d’assimilation du NH4™ ou au stress physiologique qu’il induit, bien que le
NOz™ permette une meilleure croissance et donc une concentration totale en AD finalement
supérieure a celle mesurée dans les cultures sous NH4*. Cependant les observations plus
récentes de Martin-Jézéquel et al. (2015) semblent contredire cette hypothése énergétique,
notamment chez P. multiseries CLN47 ou la teneur totale en AD est plus importante avec du
NOs™ qu'avec de I'NH4". Ces divergences peuvent se retrouver chez la méme espéce, comme
pour les deux souches CLN47 et Pn-1 de P. multiseries, ou les teneurs totales en AD mesurées
au méme taux de croissance étaient plus importantes pour la premiére sous NO3z™ et pour la
seconde sous NH4* (Thessen et al. 2009). La production d'’AD semble en particulier étre
favorisée par une forme d'N organique, I’urée, quelle que soit la souche ou le systéme de culture
utilisé (Howard et al. 2007, Calu et al. 2010). Par exemple, P. multiseries CCL70 en culture
discontinue présente une teneur en AD légérement plus importante en présence d’urée qu'en
présence de NOs (Calu et al. 2010, Martin-Jézéquel et al. 2015). Plus récemment, Radan &
Cochlan (2018) ont montré que, au méme taux de croissance, la teneur en toxines (cad. I'AD
particulaire normalisée par 1’abondance cellulaire) de P. multiseries NWFSC-245 était
respectivement 1,3 et 3,4 fois supérieures sous urée que sous NHi" ou NOs en culture
discontinue, et 3,5 et 4,3 fois supérieure en culture continue. Si une limitation par I'N ne semble
pas modifier les proportions des différentes toxines produites chez P. multiseries, la nature de
I'élément limitant semble par contre important puisque les teneurs cellulaires en AD sous urée
sont respectivement 5 et 13 fois supérieures a celles mesurées sous NOs™ et NH4* (Radan &
Cochlan 2018). De méme, la substitution du NO3 par de I’'urée dans des cultures continues de
P. pungens D10 provoque une augmentation de I'AD cellulaire et une diminution de la
concentration cellulaire (Calu et al. 2010). Des résultats similaires ont été obtenus sur des
cultures discontinues d’échantillons naturels de la baie Bolinas (San Francisco, Californie,
USA) comportant une population de Pseudo-nitzschia, ainsi que sur des cultures discontinues
de P. australis AU221-a, ou les teneurs en AD cellulaire et totale mesurées en fin de phase de
croissance exponentielle étaient entre 2 et 3 fois plus importantes avec de l'urée qu'avec du NOz
ou du NH4" (Howard et al. 2007). Néanmoins, Martin-Jézéquel et al. (2015) ont montré que la
production d'AD par la souche PNC1 de P. australis est plus importante avec du glutamate et

du NHs" qu’avec de I'urée. De plus, Auro & Cochlan (2013) ont montré que P. cuspidata
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NWFSC-221 répond différemment de P. multiseries et P. pungens puisque l'utilisation du NO3
puis du NH4* comme sources d'N se traduit par des teneurs cellulaires en AD plus importantes
qu'avec l'urée, bien que cela n’ait été observé que pendant la phase de croissance exponentielle.
Cette variabilité inter- et intraspécifique de la production d'’AD et du taux de croissance en
fonction de la forme d’N utilisé (NOs’, NH4", urée) a également été rapportée par Thessen et al.
(2009), ce qui confirme la nécessité d’étudier plus en profondeur les mécanismes d’assimilation

et d’utilisation de I’N chez Pseudo-nitzschia.

Cochlan et al. (2023) ont remis en question le paradigme d’une toxicité accrue par une
limitation en macroéléments ainsi que les équations utilisées pour calculer les taux de
production d'AD selon le type de culture utilisée. En effet, les proportions relatives d'AD extra-
et intracellulaire varient en fonction du taux de croissance et de la disponibilité en nutriments,
la proportion intracellulaire étant plus importante lors de la phase exponentielle que pendant la
phase stationnaire, induite par ’appauvrissement en nutriments. Il convient cependant de
considérer le réle potentiel de bactéries susceptibles de diminuer la concentration d'AD dans le
milieu en l'incorporant et de souligner la nécessité de les prendre en considération dans 1’étude

de la toxicité de Pseudo-nitzschia (Stewart 2008).

L’ensemble de ces observations montre que la réponse de la toxicité de Pseudo-nitzschia
a ’utilisation de différentes sources d’N est diverse, ce qui complexifie notre compréhension
des efflorescences toxiques. L’origine de cette diversité, encore mal cernée, nécessite des études
plus approfondies. Par exemple, la compréhension des processus de régulations génétique
comme non-génétique selon les formes d’N utilisé devrait nous donner des informations clefs.
Les interactions avec la phycosphere de Pseudo-nitzschia, telles que ’effet des bactéries sur la
transformation et 1’assimilation de I’N environnant ou dans la dynamique de dégradation de

I'AD, sont également des pistes de recherche prometteuses.

3.2. Azaspiracides et le dinoflagellé Azadinium spinosum

Initialement isolées chez la moule Mytilus edulis en 1998 et dénommées Killary toxin-
3 (ou KT-3), les azaspiracides (AZAs) sont des toxines marines polyéther (Figure 24) associées
des intoxications gastro-intestinales typiques consecutives a une consommation de fruits de mer
contamings. Elles sont répertoriées depuis 1995 sur les cotes de I’Europe de I’Ouest (Pays-Bas,

Irlande, Royaume-Uni, Italie, France), les cotes atlantiques de I’Amérique du Nord (Canada) et
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de I’ Afrique du Nord-Ouest (Maroc) (voir la revue de Twiner et al. 2008). Leur nom provient
de la structure moléculaire du premier composé, I’AZA-1 (C47H7:NO12) qui comprend une
amine cyclique (groupe aza), un unique tri-spiro-assemblage et un groupe acide carboxylique
(soit « aza-spir-acid »). Les AZAs se différencient uniqguement par le nombre de groupements
méthyles et sont connues pour étre produites en particulier par les dinoflagellés du genre
Protoperidium, notamment P. cassipes (voir la revue de Twiner et al. 2008). Nous ne

discuterons ici que de I’espece Azadinium spinosum (Tillmann et al. 2009).

A. spinosum est un dinoflagellé capable de se développer dans des conditions variées, et
qui préfére le NOs™ a 1’urée ou a I'NH4" (Jauffrais et al. 2013, Li et al. 2016). Les effets des
nutriments sur la production d’AZAs par A. spinosum ont peu été étudiés. Li et al. (2016), ainsi
que plus tard Kilcoyne et al. (2019), ont observé qu’une modification du milieu de culture induit
des variations opposées de densité cellulaire et de quota de toxines, bien que leurs résultats
varient d'une souche a l'autre. En outre, leurs travaux ne permettent pas d'identifier les effets
specifiques de chaque élément nutritif sur la production de toxines. Il semble que le quota
cellulaire en AZAs augmente avec une baisse de la température et une limitation en P, mais
qu'il reste insensible aux variations de concentrations d’N et des sources d'N testées (Jauffrais
et al. 2013, Li et al. 2016). Jauffrais et al. (2013) et Kilcoyne et al. (2019) préconisent de
prendre en compte la variation de micronutriments tels que le sélénium ainsi que la synergie
entre variables environnementales comme facteur pouvant modifier la production des AZAs

par A. spinosum.

Analogues R; R, R; R,
AZAl H H CH; H
AZA2 H CH; CH; H
AZA3 H H H H
AZA4 OH =# H CH;
AZAS H H H OH

Figure 24 : Structures moléculaires des azaspiracides (AZAs).
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3.3. Anatoxine-a et les cyanobactéries Anabaena et Aphanizomenon

L’anatoxine-a (ATX-A, C1oH1sNO) est un alcaloide neurotoxique des cyanobactéries
telles que Microcystis, Aphanizomenon, Acutodesmus ou encore Anabaena (Figure 25). A
I’instar des toxines précédentes, leur role écologique reste totalement inconnu et les hypothéses
restent cantonnées & une action anti-broutage et/ou inhibitrice des compétiteurs (pour plus
d'information, voir la revue de Colas et al. 2021). Des propriétés allélopathiques dépendant des
conditions azotées et lumineuses sont toutefois suspectées, des effets de I’ATX-A sur la teneur
en pigments, 1’activité antioxydante et la production de ROS ayant été observés chez la
cyanobactérie Microcystis aeruginosa et la diatomée Acutodesmus acuminatus (Chia et al.
2016).

CH,

O

Figure 25 : Structure moléculaire de ’anatoxine-a (ATX-A).

A notre connaissance, seules deux études ont porté sur l'effet de I’N sur la production
d’ATX-A chez les cyanobactéries. Rapala et al. (1993) observent une augmentation de la
production d’ATX-A chez Anabaena flos-aquae (souche 14) et Aphanizomenon flos-aquae
(souche 3) quand elles deviennent diazotrophes consécutivement a un épuisement de I'N
inorganique, avec des variations interspécifiques selon la forme d’N utilisée, tandis que Gagnon
& Pick (2012) rapportent une augmentation de la concentration totale et du contenu cellulaire
en ATX-A chez Aphanizomenon issatschenkoi (souche CAWBGO02) uniquement lorsque le
stress azoté est modéré. Les connaissances sur les liens entre I'N et I’ ATX-A sont trop éparses

pour gue puisse se dégager une réponse générale.

3.4. Spirolides et le dinoflagellé Alexandrium

Les spirolides (SPXs) sont des imines macrocycliques (Figure 26), phycotoxines
lipophiles que 1’on trouve chez le dinoflagellé Alexandrium ostenfeldii et dont la production ne

semble pas étre influencée par des variations de NOs (Maclean et al. 2003). A notre
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connaissance, aucune autre étude traitant de l'effet de I’N sur la production de SPXs n’a été

réalisée.

Analogues Double liaison 2-3 R

SPX-A Oui H
SPX-B Non H
SPX-C Oui Me
SPX-D Non Me

CHj CH,

Figure 26 : Structures moléculaires des spirolides (SPXs).
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4. Toxines non-azotees

4.1. Ciguatoxines et le dinoflagellé Gambierdiscus

La ciguatera ou intoxication ciguatérique (« Ciguatera Poisoning », CFP) est une
maladie non infectieuse transmise par la consommation de fruits de mer contaminés par les
ciguatoxines (CTXs), des toxines polyéthers non azotées (par exemple, la formule moléculaire
de CTX1 est CeoHssO19), liposolubles insipides, incolores, inodores et thermostables (Figure
27). Elle est produite notamment par les dinoflagellés benthiques du genre Gambierdiscus et
Fukuyoa. Initialement associée a des communautés humaines insulaires isolées et dépendantes
de la péche, la CFP s’est fortement répandue géographiquement a cause du commerce
international et du tourisme pour devenir aujourd’hui I’intoxication liée aux produits de la mer
la plus répandue dans le monde (Australie, Hawai, USA, Mexique, Caraibes, Japon, Vietnam,
Inde, Espagne, Portugal, Polynésie francaise, Taiwan, Cuba), touchant entre 10 000 et 50 000
personnes chaque année. Elle provoque des symptébmes gastro-intestinaux, neurologiques et
cardiaques. Relativement peu de décés ont néanmoins été signalés (pour plus d'informations,

voir les revues de Friedman et al. 2017, Chinain et al. 2021).

A ce jour, seules deux études ont concerné 1’effet de I’N sur la production de toxines
par Gambierdiscus, plus précisément de CTX chez G. polynesiensis. La source d'N ainsi que le
rapport N:P ne semblent pas influencer la teneur cellulaire de CTX chez G. polynesiensis, bien
qu’une accumulation de CTX ait ¢ét€¢ observée durant la phase de croissance stationnaire
(Lartigue et al. 2009, Longo et al. 2020). Des variations inter- et intraspécifiques de la
production de ces toxines sont, une fois de plus, la régle (Lartigue et al. 2009). La source d'N
peut également changer le profil toxique. Ainsi, 'urée favorise une diversification des
analogues de la CTX produits par G. polynesiensis, dont certains sont plus toxiques (Longo et
al. 2020). Ces résultats demandent cependant a étre complétés pour d’autres formes d’N et
d’autres espéces. De plus, le role des CTXs chez les dinoflagellés tropicaux et subtropicaux du
genre Gambierdiscus reste toujours méeconnu a ce jour (pour plus d'information, voir la revue
de Wang et al. 2022).
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Figure 27 : Structures moléculaires des ciguatoxines (CTXs). A) P-CTX-1. B) C-CTX-1.

4.2. Intoxication diarrhéique par les fruits de mer et les dinoflagellés

4.2.1. Acide okadaique, dinophysistoxines, pecténotoxines et les genres

Dinophysis et Prorocentrum

Enregistrée pour la premiere fois en 1961 aux Pays-Bas, I’intoxication diarrhéique par
des fruits de mer (IDF) est largement répandue a travers le monde (Europe, Japon, Amérique
du Sud, Canada, Mexique, Inde, Thailande, Chine et Australie). Elle résulte de la consommation
de produits de la mer (fruits de mer, poissons) contaminés par 1’acide okadaique (AO,
CasHes013) et ses analogues, les dinophysistoxines (DTXs), des polyesters thermostables et
lipophiles (Figure 28A) qui provoquent des troubles gastro-intestinaux aigus (pour plus
d'information, voir la revue de Valdiglesias et al. 2013 et les articles associés). D’autres toxines
marines sont également associées a I'IDF telles que les yessotoxines (YTXs) et les
pecténotoxines (PTXs) (Figure 28B,C), qu’on nomme plus communément toxines diarrhéiques
des fruits de mer (TDFs) (Cetinkaya & Elal Mus 2012). Décrite pour la premiére fois en 1981
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chez I’éponge Halichondria okadai, I’ AO est principalement produite par les dinoflagellés des

genres Dinophysis et Prorocentrum, a I’instar de ses analogues, et inhibe certaines protéines

phosphatases, ce qui peut provoquer diverses altérations cellulaires et moléculaires (pour plus

d'information, voir la revue de Valdiglesias et al. 2013 et les articles associés).

A)

Analogues n
YTX 1 HsC
HomoYTX 2

Analogues R; R, R; Stéréométrierelative du C34

OA CH; H H S
DTX-1 CH; CH; H R
DTX-2 H H CH, R

Analogues R, Stéréométrie relative du C7
PTX-1 CH;OH R
PTX-2 CH; R
PTX-3 CHO R
PTX-4 CH,0H S
PTX-6 COOH R
PTX-7 COOH S

H,C

Figure 28 : Structures moléculaires des toxines diarrhéiques des fruits de mer (TDFs). A) Acide okadaique (OA)
et ses dérivés dinophysistoxines (DTXs). B) Pecténotoxines (PTXs). C) Yessotoxines (YTXs).
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Prorocentrum, principalement représenté par 1’espéce P. lima, est un genre tres étudié
pour sa toxicité, bien que celle-ci présente des variabilités intra- et interspécifiques (voir les
revues de Lee et al. 2016, Camacho-Mufioz et al. 2021). Les roles écologiques de I’AO et des
DTXs chez Prorocentrum sont encore peu compris. Par exemple, Gu et al. (2019) ont observé
que la production d’AO par P. lima augmente en présence d'organismes tels qu’Artemia salina,
ce qui laisse supposer que I'AO pourrait jouer un role anti-broutage, mais d’avantage d’études
sont nécessaires. A noter que la toxicité de P. lima n’est pas uniquement associée a la production
d’AO, mais peut également étre associée a d’autres composés encore inconnus (Reguera et al.

2014).

Le genre Dinophysis est un groupe de dinoflagellés mixotrophes capables de
kleptoplastie — capacité a récupérer et utiliser les chloroplastes de leur proie — et susceptibles
de produire plusieurs toxines lipophiles : I’AO, les DTXs et les PTXs. Dinophysis, dont toutes
les espéces ne sont pas a priori toxiques, est a I’origine de plusieurs épidémies d’IDF a travers
le monde (Chili, Europe, Japon) (voir la revue de Reguera et al. 2014). Historiquement, la
toxicité de Dinophysis a mis du temps avant d’étre reconnue. En effet, Prorocentrum, un autre
dinoflagellé toxique, a été injustement considéré comme responsable des premiéres IDFs, car
ce dernier dominait dans les prélévements d’eau. La confusion s’est accrue aprés que des
productions d’AO et de DTXs aient été identifiées chez plusieurs souches de Prorocentrum
(voir larevue de Reguera et al. 2014). En outre, la difficulté de maintenir Dinophysis en culture
(des cocultures cryptophyte-cilié-dinoflagellé sont en effet nécessaires) a retardé la mise en
évidence de sa toxicité (voir la revue de Reguera et al. 2014). A I’instar de Prorocentrum, le ou

les rbles écologiques des TDFs chez Dinophysis n’ont pas encore été complétement élucidés.

Prorocentrum sp. utilise différentes sources d'N telles que le NOs, I'NH4*, I'urée et les
AAs au moyen de voies métaboliques différentes, avec une préférence pour I'NH4s™ malgré sa
toxicité (Pan et al. 1999a, Lee et al. 2016). De son c6teé, Dinophysis ne peut assimiler le NOs',
ce qui a été interprété par Garcia-Portela et al. (2020) comme résultant d’une voie de réduction
et d’assimilation incompléte. Cette hypotheése est corroborée par des corrélations
respectivement positive et négative entre d’une part les concentrations de NH4" et de NOs', et
la croissance et la teneur totale en toxines de D. acuminata d’autre part (Hattenrath-Lehmann
et al. 2015). L’absorption des différentes formes d'N varie d'une espéce a l'autre. La capacité
d’absorption de I’urée par D. acuminata est supérieure a celle de I'NH.4", tandis que D. acuta
n'a aucune preférence pour l'une ou l'autre de ces deux formes (Garcia-Portela et al. 2020). La

présence de certains AAs (Leu, Val, Lys, Thr, Ser) peuvent également augmenter jusqu’a 2,2
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fois la teneur cellulaire en AO de P. lima, ce qui suggére que ces AAs sont impliqués dans les

voies de biosynthése de 1’ AO chez cette espece (Souto et al. 2001).

Globalement, la littérature s'accorde sur le fait que la concentration et la nature de la
source d’N (mais également de P) a un effet sur la production de TDFs chez Prorocentrum,
bien que les premieres études aient mis en évidence une production constante d’AO et de DTX-
1 qui dépend de la croissance cellulaire lorsque Prorocentrum est cultivé sous NO3™ (Morlaix
& Lassus 1992, McLachlan et al. 1994). Ces toxines s’accumulent au cours de la phase
stationnaire quand celle-ci est induite par un épuisement d'N autant que de P (McLachlan et al.
1994, Vanucci et al. 2010, Varkitzi et al. 2010, Hou et al. 2016, Gu et al. 2019, Lee et al. 2020).
Une concentration initiale minimale de NOs™ semble toutefois étre nécessaire pour activer la ou
les voies enzymatiques associées a la production de TDFs (McLachlan et al. 1994). Notamment,
Vanucci et al. (2010) observent que, dans une culture de Prorocentrum limitée en NOs", la
teneur cellulaire en AO augmente de fagon significative alors que la teneur en DTX-1 augmente
de maniére non-significative. Ce rapport varie cependant en fonction des espéces, P.
hoffmannianum n’étant pas capable de produire du DTX-1 et comportant des souches non-
toxiques (Lee et al. 2020). La forme nutritive azotée est également importante vis a vis de la
production de TDFs. En effet, les teneurs cellulaires de P. lima en AO sont plus faibles
lorsqu'elle est cultivée avec de I'NH4™ que lorsqu'elle est cultivée avec du NOs', la formation de
NH3 inhibant probablement la croissance et le métabolisme associé a la production de cette
toxine, tandis que 1’urée présente un profil intermédiaire (Varkitzi et al. 2010, Gu et al. 2019).
Pan et al. (1999) ont également émis 1’hypothése selon laquelle 1’augmentation de la demande
de pouvoir réducteur nécessaire a la réduction du NOs en NH4" peut augmenter la
phosphorylation et ainsi fournir des composés phosphorylés a haute énergie nécessaires a la
biosynthése de cette phycotoxine. L'effet direct de carences en N ou en P sur la production de
TDFs reste encore un sujet de discussion. Lee et al. (2020) évoquent quant a eux un effet

indirect résultant d'une modification du cycle cellulaire provoquée par ces limitations nutritives.

La nécessité d’utiliser un systéme de coculture et I'existence de kleptoplastie chez
Dinophysis compliquent 1’étude de 1’effet des sources d'N sur sa toxicité. Nielsen et al. (2013)
ont montre que la production de TDFs semble suivre le taux de croissance tant que les substrats
organiqgues sont abondants, puisque les toxines s'accumulent dans les cellules et dans le milieu
lorsqu'ils arrivent a épuisement. La présence de Glu a pour effet d'augmenter les guotas
cellulaires de DTX-1, AO et PTXs chez D. acuminata, avec des taux de 80, 60 et 40%

respectivement plus éleves que leurs teneurs initiales, un effet qui n'est peut-étre que la
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conséquence d'une augmentation du taux de croissance (Hattenrath-Lehmann et al. 2015). Bien
que le NOs™ ne puisse étre consommeé par Dinophysis et qu'il ne puisse donc affecter directement
sa production de toxines, une concentration élevée de ce substrat peut néanmoins provoquer
une accumulation de toxines dans le milieu. Par exemple, le NOs, en favorisant le
développement des proies de D. acuminata capables de I'assimiler, telles que Mesodinium
rubrum, accroit la production de toxines de D. acuminata (Tong et al. 2015), notamment par le
biais d'une augmentation de son taux de croissance (Nielsen et al. 2013). Ceci n'exclut pas que
certaines proies peuvent elles-mémes induire de la toxicité, ainsi que le suggeérent Nagai et al.
(2011) qui, en observant dans le milieu une augmentation des toxines concomitante avec celles
de débris cellulaires et de substances organiques provenant d’une proie telle que Myrionecta
rubra, font I'nypothése qu’un ou plusieurs composés allélopathiques issus des proies de

Microcystis puissent favoriser la production de toxines.

4.2.2. Yessotoxines et le dinoflagellé Protoceratium reticulatum

Isolées pour la premiere fois au Japon en 1987 dans la coquille Saint-Jacques
Patinopecten yassoensis, les YTXs sont des éthers polycycliques disulfatés fortement
cytotoxiques et structurellement proches des CTXs et des PbTx, bien que catégorisées avec les
TDFs. Elles ont été identifiées principalement chez les dinoflagellés Protoceratium
reticulatum, Lingulodinium polyedrum et Gonyaulax spinifera (pour plus d'information, voir
les revues de Paz et al. 2008, Alfonso et al. 2016).

A notre connaissance, seul Protoceratium reticulatum a fait I'objet d'études concernant
I'effet de I'N sur la production d"YTXs. Les résultats de ces études divergent en fonction du
mode de culture utilisé. Gallardo Rodriguez et al. (2009) montrent qu'un apport de NO3™ peut
influencer positivement le teneur cellulaire des YTXs dans des cultures semi-continues,
contrairement a un apport de PO, mais qu’un apport trop important de NOz~ n'a aucun effet.
Au contraire, Guerrini et al. (2007) observent dans des cultures discontinues qu'une limitation
en NOz™ modifie tres peu le quota cellulaire des YTXs de P. reticulatum, mais augmente la
proportion des YTXs extracellulaire, probablement en raison d'une lyse cellulaire accrue. Cette
divergence de résultats est difficile a expliquer d'autant qu'il est difficile de faire la part entre
une possible augmentation de la synthese de toxine stimulée par une limitation en N et une
libération accrue de toxines dans le milieu résultant d'une lyse cellulaire favorisée par la

limitation azotée (Gallardo Rodriguez et al. 2009).
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4.3. Brévétoxines et 1’espéce Karenia brevis

Les brévétoxines (PbTx) sont des polyéthers polycycliques liposolubles et
thermostables produits par le dinoflagellé Karenia brevis et dont la structure moléculaire est
proche de la CTX (Figure 29). Elles sont a 1’origine d'intoxications neurotoxiques (NSP)
provoquées par la consommation de crustacés contaminés, engendrant nausées, vomissements,
diarrhées, paresthésie, crampes, bronchoconstriction, paralysie, convulsions et coma. Les NSP
peuvent également étre provoquées par inhalation d’EANs et/ou contact avec la peau ou les
muqueuses. Bien que les cas de NSP se limitent au Golfe du Mexique, a la cote Est des USA et
a la Nouvelle-Zélande, des risques de propagation dans le reste du globe sont suspectés (pour

plus d'informations, voir Fleming et al. 2011, Hort et al. 2021).
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Figure 29 : Structures moléculaires des brévétoxines (PbTx). A) et B) squelettes. C) tableau des analogues.

Karenia brevis est un dinoflagellé qui produit de la brévétoxine (PbTx), dont la
principale forme est la PbTx-2 (CsoH70014) (Fleming et al. 2011 et articles associés, Corcoran
et al. 2014). Cette espece exerce également des effets allélopathiques negatifs sur des diatomeées
concurrentes (Asterionellopsis glacialis et Thalassiosira pseudonana), avec des nuisances
physiologiques qui varient selon la cible. Par exemple, A. glacialis semble mieux résister que

T. pseudonana, ce qui peut résulter de mécanismes de défense plus développés, la fréquentation
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d’A. glacialis et de K. brevis étant plus grande (Poulson-Ellestad et al. 2014). Cependant, aucun

lien n’a pu étre établi entre ces observations et la production de PbTx.

Les ¢études consacrées a I’effet de 1'N sur la production de PbTx divergent. Les premiéres
n‘ont montré aucun effet significatif (Lekan & Tomas 2010) tandis que les suivantes mettent en
évidence une relation de cause a effet (Ransom Hardison et al. 2012, Corcoran et al. 2014). En
utilisant des cultures continues, Corcoran et al. (2014) ont montré que la teneur cellulaire en
PbTx dépend a la fois du taux de croissance et de la concentration d’N dans le milieu de
renouvellement, et ce, de facon indépendante. Pour cela, des cultures en chémostat ont été
utilisées et plusieurs taux de dilution couplés a différents rapports N:P du milieu de
renouvellement ont été testés. Une diminution par deux du taux de dilution a provoqué une
augmentation de 2,5 a 5 fois du contenu cellulaire en toxines tandis qu’un plus faible ratio N:P
provoquant un stress azoté a diminué les toxines cellulaires d’environ d’un tier par rapport au
rapport de Redfield, et ce pour tous les taux de dilution. Ces résultats sont en contradiction avec
I’étude de Ransom Hardison et al. (2012) qui montrent avec des cultures semi-continues qu'une
limitation azotée augmente la teneur en PbTx cellulaire et diminue le taux de croissance et le
volume cellulaire. L’absence d’N dans la PbTx autoriserait, lors d’une limitation azotée, une
plus grande allocation du C a sa biosynthése, conformément a 1’hypothése de 1’équilibre
carbone-nutriment (CNBH) de Ransom Hardison et al. (2012). A noter aussi que les
divergences entre ces études (une fois de plus) peuvent provenir d’une différence de
normalisation des données, des normalisations par la concentration cellulaire ou par le
biovolume pouvant fortement impacter I’interprétation des résultats. De plus, 1’utilisation de
modes de culture différents (batch, fed-batch, continu) peut aussi engendrer des suivis des
toxines différents, la physiologie des microorganismes photosynthétiques étant différent a un

instant donné.

4.4. Karlotoxines et le dinoflagellé Karlodinium veneficum

Les karlotoxines (KmTx) sont des toxines polycétides (Figure 30) qui présentent des
propriétés hémolytiques et cytotoxiques, et des ichtyotoxines similaires aux prymneésines
(Deeds et al. 2002, 2015, Place 2002). Elles sont produites par le dinoflagellé mixotrophe
Karlodinium veneficum (Place et al. 2012). Leur role écologique serait anti-broutage (Adolf et
al. 2007), inhibiteur des concurrents et/ou d’aide a la capture des proies (Adolf et al. 2006).
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Peu de travaux se sont consacrés a 1’effet de la concentration et de la source azotée sur la
production de karlotoxine par K. veneficum. Néanmoins, Adolf et al. (2009) ont montré que
I'NH4" favorise entre 2 et 3 fois plus la teneur cellulaire en KmTx-1 (CegH126024) chez
K. veneficum CCMP 1974 que le NOs™ ou I’urée, sans toutefois en améliorer la croissance. Cela
n’a cependant pas été démontré chez la souche CCMP 2064, ou ’urée favorise de 2 a 3 fois
plus la teneur cellulaire en KmTx-2 (Cs7H121ClO24) que les autres sources d’N. La teneur en
KmTx augmente surtout durant la phase stationnaire et est donc négativement corrélée avec le
taux de croissance (Adolf et al. 2009). A noter que l'ingestion de cryptophytes favorise
I’initiation des proliférations de K. veneficum et en augmente la toxicité vis-a-vis d'organismes
filtreurs telle que I’huitre Crassostrea virginica. L’assimilation mixotrophe de sources
organiques par les dinoflagellés peut donc aussi constituer un facteur d'augmentation de la
toxicité et doit davantage étre prise en considération dans les études a venir (Adolf et al. 2008,
Lin et al. 2017).

Analogues R
KmTx1 -
KmTx2 CL

Figure 30 : Structures moléculaires des karlotoxines (KmTX).
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5.Allélopathie et azote

Au cours des précédentes années, la recrudescence des EANs et leurs impacts sur
I’économie et la santé humaine a amené a la multiplication d'études sur la découverte des
organismes qui en sont a I’origine, des composés toxiques présents ainsi que des conditions qui
favorisent leurs apparitions (Wells et al. 2020). L’eutrophisation des eaux par les activités
humaines, notamment celles qui enrichissent I’eau en composés azotés, est en partie
responsable de ’accentuation des fréquences des EANs (Howarth 2008). Plusieurs molécules
(ainsi que leurs dérivés) responsables des intoxications et des empoissonnements ont ainsi été
identifiées puis caractérisées (Cusick & Sayler 2013). Comme vu précédemment, les diverses
études réalisées rapportent des productions de toxines trés différentes en fonction de 1’espéce,
de la souche, de la structure moléculaire des toxines produites et de différentes variables,
notamment I’N, ce qui implique que des efforts supplémentaires doivent &tre faits pour mieux
comprendre les dynamiques de production de toxines et leurs mécanismes physiologiques sous-

jacents.

Toutefois, la toxicité des microorganismes photosynthétiques a paradoxalement été
réduite aux diverses familles de toxines connues, une espéce étant souvent associée a une ou
deux familles de toxines. De plus, les réles écologiques de ces toxines n’ont toujours pas été
identifiés malgré les nombreuses pistes de recherche possibles. Les réponses de toxicité des
organismes (humains compris) peuvent n’étre qu’une conséquence fortuite de 1’évolution du
microorganisme producteur de toxines, la fonction des toxines qui a été sélectionnée par
I’évolution pouvant étre totalement différente d’une propriété allélopathique. Par exemple,
Long et al. (2021) mentionnent dans leur revue la présence de composés extracellulaires
bioactifs (CEBs) non caractérisés chez Alexandrium, dont 1’activité est encore trop souvent
associée aux TPFs. A ce jour, seul un CEB avec des propriétés potentiellement allélopathiques,

nomme alexandrolide, a été identifié chez A. catenella (Satake et al. 2019).

Il existe donc des composeés allélopathiques encore inconnus chez le phytoplancton
toxique dont les dynamiques de production peuvent dépendre des facteurs environnementaux
dont I’N (Granéli et al. 2008). A notre connaissance, trois groupes comportent des exemples de
CEBs dont la production varie selon la source et/ou la concentration d’N dans le milieu (voir

ci-dessous).
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5.1. Le cas des composés organiques volatiles de la cyanobactérie

Microcystis

Bien que Microcystis soit principalement connue pour sa production de MCs, d’autres
composés toxiques sont suspectés chez cette espéce, mais dont les structures moléculaires
demeurent inconnues (Falconer 2007). Par exemple, on trouve dans des extraits de Microcystis
des polyméthoxy-1-alcénes qui ont des propriétés tératogénes sur les embryons du poisson
zebre Danio rerio (Jaja-Chimedza et al. 2012), mais qui exercent aussi des activités
antibactériennes sur Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila et Escherichia
coli (Ostensvik et al. 1998). Des interactions allélopathiques d’inhibition réciproque de la
croissance cellulaire ont également été identifiées entre Microcystis sp. et Peridinium
gatunense. Ces interactions dépendent de la densité cellulaire et semblent indépendantes des
nutriments (Sukenik et al. 2002, Vardi et al. 2002).

M. aeruginosa et M. floe-aquae sont également capables de produire des composés
organiques volatiles (COVs) dont certains peuvent étre toxiques pour d’autres organismes,
notamment des macro- et microalgues (Hasegawa et al. 2012, Xu et al. 2017, Zuo et al. 2018).
On retrouve différentes familles moléculaires chez les COVs : furanes, sulfo-composés,
terpénoides, benzénes, hydrocarbures, aldéhydes et esters (Xu et al. 2017, Zuo et al. 2018)*. De
plus, I’émission de ces COVs dépend de variables environnementales puisque des variations de
la source et de la concentration de nutriments induisent des modifications de la production et
de la composition des COVs. Les émissions augmentent lorsque la teneur en NOs” est faible ou
inexistante (Xu et al. 2017, Zuo et al. 2018). A noter que des limitation en P induisent des effets
similaires (Ye et al. 2018).

Les COVs produits par des cultures de M. floe-aquae carencées en N ont également des
effets significatifs sur des cultures de la microalgue verte Chlorella vulgaris dont la densité
cellulaire, la teneur en chlorophylles a et b et I’activité photosynthétique (maximum quantum
yield of PSII photochemistry, Fv/Fm) sont réduits (Xu et al. 2017). Xu et al. (2017) et Zuo et

al. (2018) ont attribué cette bioactivité aux composés D-limonene et eucalyptol présents dans

L Par exemple, on retrouve le disulfure de bis(1-méthyléthyle) (CsH14S,, CAS : 4253-89-8), le D-limonéne (C1oHs,
CAS : 5989-27-5), I’eucalyptol (C10H180, CAS. : 470-82-6), le p-cyclocitral (C1oH160, CAS : 432-25-7), le
longifoléne (CisH24, CAS : 475-20-7), le 1H-1-methylene-indene (CioHs, CAS : 2471-84-3), le (Z)-3-dodecene
(C12H24, CAS : 7239-23-8), le tétradécane (CiaH3z0, CAS : 629-59-4), ou encore le ester bis(2-méthylpropylique)
de I'acide 1,2-benzénedicarboxylique (C1H2204, CAS : 84-69-5).
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les COVs de M. floe-aquae et de M. aeruginosa, qui peuvent, chacun, inhiber la production de
pigments (Chl a et b, caroténoides), le quenching non-photochimique et le transport d'électrons
au sein du photosysteme PSII de C. vulgaris. Les bioactivités de ces molécules sur C. vulgaris,
déja observées par Zhao et al. (2016), augmentent avec leurs concentrations. De plus, la
concentration en D-limonéne chez M. floe-aquae est multipliée par trois en condition appauvrie
en N, ce qui corrobore la plus forte bioactivité des COVs sur C. vulgaris (Xu et al. 2017).
Aucune variation de l'effet de I’eucalyptol n’a cependant été observée entre les différentes
conditions azotées, la concentration de ce compose restant élevée quelle que soit la condition
(Xu et al. 2017, Zuo et al. 2018). L’eucalyptol et le limonéne sont connus aussi pour leurs
propriétés antibactériennes, mais présentent également diverses propriétés intéressantes en
pharmacologie (Kazyoba & Viljoen 2008, Cai et al. 2021). D’autres composés COVs (le B-
cyclocitral, le methyl isopropyldisulfide, et le bis(1-methylethyl)) qui augmentent avec une
diminution de I’N pourraient intervenir dans des interactions allélopathiques (Hasegawa et al.
2012, Zuo et al. 2018). De plus, une limitation en N induit une expression positive de genes
codant pour I’enzyme malique, la pyruvate kinase et la phosphotransacétylase, tous impliqués

dans la voie de biosynthése des différents composes toxiques précédents (Zuo et al. 2018).

Parallélement aux COVs, la mise en contact d’Anabaena avec des cellules ou des filtrats
de Microcystis inhibe sa croissance et sa production d’ATX-A, avec des taux d'inhibition
d’autant plus importants que la concentration en N est grande et que celle en P est faible (Chia
et al. 2018). Bien que la teneur en MCs de Microcystis suive cette dynamique, il est possible

que d’autres composés a propriétés allélopathiques soient impliqués (Chia et al. 2018).

Ces résultats montrent 1’importance de prendre en compte I’ensemble des molécules
excrétees dans le milieu extérieur par une espéce donnée pour en comprendre les effets
toxiques, ainsi que 1’effet des conditions azotées dans le milieu pour appréhender et lutter contre

la prolifération de cyanobactéries.

5.2. Le cas de I’activité hémolytique de 1’haptophyte Prymnesium

parvum

Prymnesium parvum est une haptophyte d’eau douce, mixotrophe, toxique car
produisant deux polyoxy-polyene-polyesthers hémolytiques, les prymnesines 1 et 2 (voir
review de Granéli & Salomon 2010). Les efflorescences de cette espéce semblent dépendre du
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rapport N:P, et sa toxicité, de facteurs biotiques (génes, phase de croissance, densité cellulaire,
bactéries associées) et abiotiques (lumiere, température, salinité, pH, aération de la culture,
rapport N:P, source et concentration des macronutriments) (voir la revue de Granéli & Salomon
2010).

Johansson & Granéli (1999b) ont été les premiers a observer une augmentation de
I’activité hémolytique (exprimée en équivalent saponine par cellule) lorsqu’on s’¢loigne du
rapport de Redfield (N:P = 16:1) pour atteindre une limitation en N ou en P, avec une activité
plus importante lors d’une limitation par le P, observations confirmées plus tard par Barreiro
Felpeto et al. (2005) et Uronen et al. (2005). L’activité hémolytique de P. parvum envers
R. salina en cultures semi-continues semble dépendre a la fois du rapport N:P et de la densité
cellulaire (Uronen et al. 2005). D’autres études n’ont cependant montré aucune augmentation
de I’activité hémolytique lors d’une limitation en P, mais plutét une diminution lors d’une
limitation par I'N (Carvalho & Granéli 2010). Les filtrats de culture de P. parvum limitée en N
ou en P possedent également une activité toxique sur Thalassiosira weissflogii, Prorocentrum
minimum et Rhodomonas cf. baltica ainsi que sur Artemia salina, mais pas envers une autre
espece de Prymnesium, P. patelliferum, capable également de produire des prymnésines, ce qui
suggere des mécanismes de résistance a cette toxine chez les organismes qui la produisent
(Granéli & Johansson 2003). Le modéle mathématique de Chakraborty et al. (2008) basé sur
les travaux de Granéli & Johansson (2003) prédit qu'une limitation nutritive favorise les espéces
phytoplanctoniques toxiques qui vont alors exercer un contrble négatif sur les espéces
phytoplanctoniques non-toxiques. La mixotrophie de P. parvum lui permet de compenser une
limitation en N par de I’hétérotrophie, en phagocytant des débris cellulaires, des cellules
sénescentes ou des proies. Cependant, 1’état nutritionnel de la proie (Rhodomonas salina)
semble peu affecter la toxicité de P. parvum, I’activité hémolytique diminuant quand R. salina
est limitée en N ou en P mais pas quand le rapport N:P est faible (Lundgren et al. 2016). La
capacite de P. parvum & utiliser différentes sources nutritives (dont I'N), organiques comme
inorganiques, rend 1’eutrophisation des milieux aquatiques par 1’apport d’eaux usées d’autant
plus problématique (Lindehoff et al. 2009). En effet, I'excés de nutriments issus d’eaux usées
(comme des fertilisants) augmente la croissance de P. parvum sans en augmenter la toxicité
(Kurten et al. 2007). Cependant, dans le cas d’un apport exclusif ou d’une consommation totale
de I'N ou du P susceptibles de modifier le rapport N:P et de provoquer une limitation, sa toxicité

augmente (Lindehoff et al. 2009). Une augmentation de la toxicité couplée a une concentration
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cellulaire ¢élevée dans les eaux concernées peut provoquer d’importants changements dans la

structure des écosystémes d’eau douce et/ou une augmentation du risque de contamination.

Cependant, des études qui semblent déemontrer I'existence de composés toxiques aux
propriétés non-hémolytiques remettent en question le lien entre prymnésines et toxicité chez P.
parvum (Skovgaard & Hansen 2003, Barreiro Felpeto et al. 2005, Uronen et al. 2005). En effet,
des filtrats de culture de cette espece qui sont toxiques pour sa proie R. salina (Cryptophyte) et
son prédateur Brachionus plucatilis (Rotifére) n’ont montré aucune activité hémolytique
mesurable, ce qui suggéerent soit que les concentrations en composés hémolytiques sont sous
les limites de détection, soit que des composés toxiques non-hémolytiques sont présents
(Barreiro Felpeto et al. 2005, Uronen et al. 2005). La toxicité de P. parvum envers R. salina et
B. plucatilis est également accentuée par une limitation en N (Barreiro Felpeto et al. 2005), bien
que d’autres études montrent une diminution des effets négatifs de nature allélopathique d’une
carence en N sur Rhodomonas, mais leur augmentation lors d’une carence en P (Beszteri et al.
2012).

Par ailleurs, P. parvum semble exercer divers effets allélopathiques sur une multitude
d’organismes (phytoplancton, ciliés, bactéries) — bien que ’attribution de ces effets a une ou
plusieurs molécules restent a démontrer — et jouer un réle important dans la dynamique des
écosystémes d’eau douce (Fistarol et al. 2003). En effet, P. parvum excréterait des composés
susceptibles d’immobiliser et ou de lyser des proies (Skovgaard & Hansen 2003) ou des
prédateurs (Tillmann 2003) quand les conditions sont favorables. D’autres auteurs suggérent
que de nombreux acides gras insaturés ainsi que des galactoglycérolipides, notamment 1’acide
stéaridonique (ainsi que d’autres composés encore non-caractérisés), seraient liés a 1’activité
ichtyotoxique de cette haptophyte (Henrikson et al. 2010). Les propriétés allélopathiques de P.
parvum auraient également un effet indirect sur la boucle microbienne. En effet, la libération
de carbone organique dissous (COD) consécutive a la lyse cellulaire de Rhodomonas salina
favorisée par I'action de composés allélopathiques encore non identifiés produits par P. parvum

stimulerait la croissance de bactéries consommées par P. parvum (Uronen et al. 2007).

Ainsi, I’attribution d’une activité toxique (ici I’activité hémolytique) a une toxine
spécifique sans évaluer ses variations ni la présence d’autres composés d’intérét peut amener a
des conclusions biaisées sur 1’effet de variations environnementales sur la diversité et la

production des molécules impliquées dans les phénomeénes de toxicité.
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5.3. Le cas d’une présence d’activité allélopathique dépendant de I’N

chez Synechococcus

Le genre Synechococcus est un groupe de picocyanobactéries présents dans tous les
océans du monde et figurant parmi les organismes les plus anciens. Ce genre est
particulierement étudié pour son role dans la production primaire océanique et une forte
capacité d’adaptation conférée par les phycobilisomes, qui sont des complexes protéiques
pigmentaires essentiel de leur appareil photosynthétique (pour plus de détails, voir la revue de
Callieri 2017).

Bien que Synechococcus sp. BA-124 ne soit pas connu pour produire des toxines, il a
été observé que le filtrat d'une culture de cette espéce diminue la croissance des
diatomeées Bacillaria paxillifer et Skeletonema marinoi ainsi que de 1’algue verte Chlorella
vulgaris. Cette diminution s’accompagne d'une réduction de 1’efficacité quantique maximale
du PSII et de la capacité photosynthétique, a des niveaux variables selon la cible. De plus, cette
activité allélopathique diminue lorsque Synechococcus est limité en N (Sliwinska-Wilczewska
& Latata 2018). La découverte d’activités allélopathiques chez un taxon aussi répandu

permettrait d'accroitre trés significativement notre connaissance des écosystémes oceaniques.
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6.Observations

Les ¢tudes consacrées aux effets de I’N sur la production de composés toxiques, voire
allélopathiques, fournissent, selon 1’organisme étudié, des résultats trés hétérogenes
qualitativement et quantitativement. En outre, des genres tels que Raphidiopsis, Alexandrium,
Microcystis, Ostreopsis, Pseudo-nitzschia et Prorocentrum sont largement étudiés en
comparaison d’autres groupes. Bien que des tendances a la réponse de I’N émergent chez
certaines espéces comme Alexandrium, la grande hétérogénéité intra- et interspécifiques des
réponses ne permet pas de conclure dans la majorité des cas étudiés. De plus, I'existence ou
I'absence de toxicité chez des souches de la méme espéce est une observation encore

inexpliquée.

La diversité des approches utilisées peut en partie expliquer cette hétérogénéité.
L’utilisation de méthodes indirectes d’analyse des toxines, comme par exemple la mesure de
I’activité hémolytique, peut ne pas étre représentative des variations réelles de la toxine étudiée
(voir la partie 5.2). Des techniques d’analyse directe de la teneur en toxines et du profil toxique
sont donc nécessaires. De plus, le mode de normalisation des mesures, qui peut se faire en
fonction de la concentration cellulaire, du biovolume, du volume de culture ou de la biomasse,
peut conduire a des interprétations différentes. Par exemple, Pierangelini et al. (2015) ont
montré que ’utilisation de la concentration volumétrique intracellulaire est plus représentative
de la production de CYN chez Raphidiopsis que 1’utilisation de la quantité par unité de poids
sec lyophilisé comme chez Saker & Neilan (2001). La prise en compte de la seule teneur
cellulaire en toxines peut également biaiser les conclusions. En effet, une source azotée peut
induire une accumulation de toxines dans les cellules par rapport a une autre source mais peut
dans le méme temps réduire la densité cellulaire, comme cela a été suggéré avec Pseudo-
nitzschia (Bates et al. 1993, Hillebrand & Sommer 1996, Pan et al. 1998). Ainsi, des cellules
peu toxiques mais abondantes peuvent représenter un risque plus important pour
I’environnement et les humains que des cellules trés toxiques mais peu abondantes. La
dynamique de croissance et de production de composés toxiques est donc a prendre en compte
dans les phénoménes d’EAN’s associés ou non aux phénoménes d’eutrophisation des eaux. A
cela s’ajoute le manque de prise en compte des différents compartiments d’accumulation des

toxines (milieux intra- et extracellulaire) dans une méme étude, la majorité privilégiant la
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concentration intracellulaire en toxines. A notre connaissance, seulement quelques études® ont
étudié les fluctuations des toxines entre différents compartiments en fonction des variations
d’N. Ce manque d’information ne permet pas de bien appréhender la dynamique de libération,
active comme passive (lyse cellulaire incluse), des toxines dans le milieu selon les conditions

azotées.

L’estimation de la toxicité totale, intracellulaire et extracellulaire, ainsi que 1’utilisation
de plusieurs types de normalisation des données, notamment par la concentration cellulaire, le
biovolume et le volume de culture, doivent a ’avenir €tre mieux prises en compte pour
interpréter les dynamiques de production et d’accumulation des toxines dans les cellules et dans
I’environnement en fonction des conditions azotées. Une meilleure compréhension des
mécanismes d’assimilation et d’utilisation de I’N dans les voies de biosynthése de ces toxines,
par exemple via le marquage a I’*°N de la source d’N (Sano et al. 2011, Harke & Gobler 2015,
Wu et al. 2015, Yan et al. 2015, Cho et al. 2019), et de I’expression des séquences ADN

associées peut nous aider a mieux comprendre le fonctionnement de ces microorganismes.

Van de Waal et al. (2014, 2015) ont montré que la production des toxines riches en N
dépend des concentrations d'N et de P dans I'environnement. Cependant, I'ensemble des
résultats issus de la littérature relatifs a la relation entre steechiométrie cellulaire et toxicité
varient beaucoup en fonction de 1’espéce, de la souche et de la teneur en N des toxines. Cette
hétérogénéité suggere que la stoechiométrie cellulaire ne suffit pas a expliquer a elle seule le
déterminisme de la toxicité, et qu'il est nécessaire d’étudier simultanément le protéome et le
métabolome azotés. En effet, on peut penser a priori qu'une limitation en N va impacter tous
les composés azotés de la cellule. Cependant, I'allocation des ressources azotées dans la cellule
n’est pas nécessairement homogene car elle dépend d’une multitude de paramétres, aussi bien
environnementaux qu’évolutifs. Par exemple, la biosyntheése d’une toxine riche en N pourrait,
en cas de limitation d’N, étre quand-méme favorisée au dépend d’autres métabolites azotés si

la fonction de cette toxine a été sélectionnée pour répondre a un stress azote.

Les roles écologiques des toxines précédemment citées restent encore largement inconnus.

Quelques études ont validé I'hypothése d'un réle allélopathique de répulsion contre les

L Chen et al. (2019) et Yang et al. (2022) sur la production de MCs par Microcystis aeruginosa, Yang et al. (2018)
et PreuRel et al. (2014) sur la production de CYN par Raphidiopsis raciborskii et Aphanizomenon sp.
respectivement, Guerrini et al. (2007) et Gallardo Rodriguez et al. (2009) sur la production de YTXs par
Protoceratium reticulatum, et Gagnon & Pick (2012) sur celle de ATX-A par Aphanizomenon issatschenkoi.
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brouteurs, (par exemple, Guisande et al. 2002, Frangopulos et al. 2004, Adolf et al. 2007,
Selander et al. 2008, Murata et al. 2012, Antunes et al. 2015, Griffin et al. 2019, Gu et al. 2019,
Colas et al. 2021, Brown et al. 2022, Christou et al. 2023), bien que d'autres hypothéses aient
été proposees comme par exemple, des roles de phéromones, de stockage d'N, de détoxification
de I'environnement, etc. ; (voir Hall 1982, Wyatt & Jenkinson 1997, Pomati et al. 2004, Schatz
et al. 2007, Trainer et al. 2012, Antunes et al. 2015, Brentano et al. 2016, Hii et al. 2016, Vico
et al. 2016, Zabaglo et al. 2016). Plusieurs auteurs privilégient I'hypothese d'un rdle
physiologique sur celle d'un réle allélopathique (par exemple, Hall 1982, Trainer et al. 2012,
Hii et al. 2016, Zabaglo et al. 2016). La toxicité de ces molécules pourrait alors n'étre qu'une
propriété secondaire résultant de leur structure moléculaire, mais ni sélectionnée, ni en cours
de sélection. L hypothése d’une exaptation de leur fonction initiale vers une nouvelle fonction,
que ce soit d’une fonction physiologique vers une fonction allélopathique ou inversement, doit
étre prise en compte. Cette hypothese est soutenue par 1’étude de Rantala et al. (2004) qui
démontrent que 1’ancétre commun des cyanobactéries productrices de MCs est apparu avant les

métazoaires (et donc les copépodes brouteurs).

Mais alors, comment expliquer la toxicité des exsudats de ces espéeces ? Comme précisé
plus haut, la diversité des molécules toxiques a été peu étudiée du fait de I’attribution du
caractere toxique d’une microalgue ou d’une cyanobactérie a une ou deux familles de toxines
déja connues. Cette réduction des origines possibles de la toxicité d’une souche donnée a été
décrite par exemple en détails chez Alexandrium dans la revue de synthese de Long et al. (2021)
ou la présence de nombreux CEB encore non-caractérises a souvent été attribuée a la STX et
ses analogues. La potentielle diversité des molécules toxiques résulte probablement des
différentes réponses des microalgues aux variations environnementales telles que la source ou
la concentration d’N, du fait de leurs différentes structures moléculaires et/ou des voies de
biosynthese impliquées. Cela est peut-étre le cas chez les cyanobactéries du genre Microcystis
ou la production de COVs aux propriétés toxiques envers C. vulgaris varient avec la
concentration d’N (Xu et al. 2017, Zuo et al. 2018).

Les chapitres précédents décrivent une liste aussi exhaustive que possible de groupes de
toxines et autres composés bioactifs, potentiellement allélopathiques, pour lesquels un effet de
la source azotée et/ou de sa concentration a pu étre mis en évidence ou non. Toutefois, la
richesse des composés bioactifs produits ne se limite pas aux toxines citées plus haut. Chez les
autres microorganismes a photosynthese oxygeénique cités plus haut, plusieurs études mettent

en évidence I'existence d’autres composés bioactifs. Par exemple, les filtrats de souches non-
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toxiques de Raphiopsis raciborskii ont différents effets négatifs sur Microcystis aeruginosa
(Figueredo et al. 2007, Mello et al. 2012, Rzymski et al. 2014), Coelastrum sphaericum,
Monoraphidium contortum, Microsystis wesenbergii (Figueredo et al. 2007) et Ankistrodesmus
falcatus (Antunes et al. 2012). De nombreuses souches présentent également une écotoxicité
sur la crevette Thamnocephalus platyurus (Acs et al. 2013), le crustacé Daphnia magna
(Nogueira et al. 2006, Acs et al. 2013) et des embryons de Danio rerio (poisson zébre) (Acs et
al. 2013, Jaja-Chimedza et al. 2015), ainsi qu’un stress oxydatif sur des neutrophiles humains
(Rzymski et al. 2017). De méme, des extraits méthanoliques présentent des propriétés
antibactériennes envers Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Aeromonas hydrophila (Ostensvik
et al. 1998). Ces composés sont encore pour la plupart inconnus, bien que des polyméthoxy-1-
alcénes (PMASs) aient été identifiés chez C. raciborskii, qui pourraient jouer un réle dans ces
interactions allélopathiques (Jaja-Chimedza et al. 2015). La biosynthese de ces composés
semble également dépendre des conditions environnementales (densité cellulaire, lumiére,
température, nutriments) (Ledo et al. 2009, Antunes et al. 2012). Chez Aphanizomenon gracile,
des exsudats induisent un stress oxydatif sur des neutrophiles humains (Rzymski et al. 2017),
et des activités antibactériennes ont été observées sur Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Aeromonas hydrophila et Escherichia coli a partir de tests de diffusion (Ostensvik et al. 1998),
tandis qu’A. ovalisporum produit des polyméthoxy-1-alcénes qui sont tératogénes vis a vis des
embryons du poisson zébre Danio rerio (Jaja-Chimedza et al. 2012). Des effets de composés
toxiques encore non-identifiés ont également été observés sur la crustacé Daphnia magna
(Nogueira et al. 2006). De I’acide a-y,-diaminobutyrique (DAB), un isomére de I’acide aminé
neurotoxique B-N-méthylamino-L-alanine (BMAA), a également été identifié dans une souche
polonaise de A.gracile (Rzymski et al. 2017). La présence de composes allélopathiques
favorisant la production de phosphatase alcaline (APase), enzyme transformant le PO4*
organique inutilisable en POs* inorganique assimilable, chez d’autres organismes
photosynthétiques (Chlamydomonas reinhardtii, Debarya sp.) lorsque le milieu est pauvre en
PO+ inorganique, ainsi qu’une modification des génes impliqués dans I’assimilation du PO4*
inorganique, a également été observée chez une souche toxique d’A. ovalisporum (Bar-Yosef
et al. 2010). Au-dela des COVs précédemment cités, d’autres composés toxiques sont suspectés
chez Microcystis mais dont les structures moléculaires sont encore inconnues (Falconer 2007).
Par exemple, des extraits de Microcystis comportent des polyméthoxy-1-alcenes aux propriétés
tératogenes sur les embryons du poisson zebre Danio rerio (Jaja-Chimedza et al. 2012) mais
présentent également des activités antibactériennes sur Bacillus subtilis, Bacillus cereus,

Aeromonas hydrophila et Escherichia coli (Ostensvik et al. 1998). Des interactions

121



allélopathiques d’inhibition réciproque de la croissance cellulaire ont été également identifiées
entre Microcystis sp. et Peridinium gatunense. Ces interactions dépendent de la densité
cellulaire et semblent indépendantes des nutriments (Sukenik et al. 2002, Vardi et al. 2002).
Ces bioactivités dont I'origine est encore inconnue sont le fait d'une multitude de composes dont
I'étude est nécessaire pour une meilleure compréhension du fonctionnement des écosystemes et

pour des applications dans les domaines de la pharmaceutique et de la nutraceutique.

Les futures recherches concernant les effets de I’N sur la production de composés
bioactifs chez les microalgues et cyanobactéries, qu'il s'agisse de toxines et/ou des CEBs,
devront nécessairement prendre en compte des bioessais standardises et cohérents, c'est-a-dire
mettre en ceuvre des bioessais portant : (i) sur des cibles biologiques issues d'un méme
¢cosysteme dans le but d’identifier une potentielle interaction allélopathique, ou (ii) sur des
modeles biologiques suffisamment bien connus pour permettre la compréhension des
mécanismes d’action de ces molécules. La compréhension des roles écologiques de ces
composés bioactifs est également indispensable pour mieux appréhender la complexité des
interactions entre ces organismes. L’utilisation de techniques a haut débit telles que la
métabolomique ou la protéomique peut également permettre I'identification de nouvelles

molécules impliquées dans la toxicité des microalgues.
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7.Conclusion

La source d'N et sa concentration dans le milieu ainsi que les rapports N:P et N:C ont
des effets divers sur la production de toxines chez les microorganismes a photosynthése
oxygénique. Cette diversite, qui se manifeste entre autres au niveau de la structure moléculaire
des toxines, dépend de I’espece et de la souche étudi¢e. Afin de mieux prévenir les phénomenes
d’EANSs, des études supplémentaires sur le métabolisme de I’N et des toxines, allant de
I’assimilation de I’N au fonctionnement de la voie de biosynthése associée aux toxines, sont

nécessaires.

Les rbles écologiques de ces toxines sont encore peu connus et nécessitent donc des
recherches supplémentaires pour comprendre les avantages qu'elles ont été susceptibles de
procurer aux différentes especes de microalgues au cours de leurs évolutions. La
compréhension de leurs fonctions actuelles et/ou passées permettra de mieux appréhender
I’utilisation de I’N pour leur biosynthése. De plus, la (ou les) fonction(s) d’une toxine donnée
peut provenir de pressions de sélection qui différent de celle favorisée pour 1’assimilation d’N
dans une condition environnementale donnée. La compréhension de la toxicité d’une souche
doit également prendre en compte la présence potentielle d’autres composés bioactifs encore

non caractérisés.

Dans les futures études traitant de I’effet de I’N sur la production de toxines et/ou de
composés allélopathiques chez les microalgues et les cyanobactéries, nous conseillons : (i) de
considérer simultanément les concentrations intracellulaire, extracellulaire et totale, (ii)
d’utiliser plusieurs types de normalisation des données, (iii) d’utiliser des mesures directes des
teneurs en toxines, et (iv) d’associer 1’étude a au moins un essai biologique standardisé et

cohérent.
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CHAPITRE I

RECHERCHE DE COMPOSES BIOACTIFS
ANTIBACTERIENS ET ANTICANCEREUX
ISSUS DE BIOFILMS DES MICROALGUES
TETRASELMIS SUECICA ET CYLINDROTHECA CLOSTERIUM
PAR CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

"On ne saurait entrer deux fois dans le méme fleuve, car toutes les choses

s'écoulent et rien ne demeure."

Héraclite d'Ephése
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1. Introduction

Les organismes marins constituent une extraordinaire source de composes chimiques
aux structures moleculaires et bioactivités variées, qui présentent des applications
thérapeutiques prometteuses (Kiuru et al. 2014). Plusieurs composés d’origine marine sont
aujourd’hui utilisés dans diverses recherches sur le cancer, la schizophrénie ou encore la
douleur. D’autres composés bioactifs marins peuvent également trouver des applications
industrielles dans la nutraceutique, la cosmétique, les biocapteurs ou encore 1’agriculture
(régulateurs des plantes, herbicides, biocides) (Kiuru et al. 2014). Par ailleurs, diverses
problématiques relatives a la santé émergent. Par exemple, la capacité des bactéries Gram - a
devenir résistantes a des médicaments courants devient préoccupante, et nécessite la découverte

de nouveaux antibiotiques (pour plus d'informations, voir la revue d'Exner et al. 2017).

Les microalgues représentent potentiellement une grande source de composés bioactifs
pouvant servir les recherches en pharmaceutique et nutraceutique (Chu & Phang 2019). On a
découvert chez certaines espéces des activités antibactériennes (voir les revues de Gacheva &
Gigova (2014) et Stirk & van Staden (2022) ainsi que les articles associés), le premier composé
antibactérien, la chlorelline, ayant été caractérisé en 1944 chez le genre Chlorella (Pratt et al.
1944).

Les biofilms abritent une communauté d'organismes microbiens adhérés a un substrat,
qui produisent une matrice de substances polymériques au sein de laquelle ils se développent
(Lopez et al. 2010). On peut s'attendre a ce que, dans les années a venir, le mode de production
de microalgues sous forme de biofilms prenne rapidement de I'ampleur, car ceux-ci présentent
plusieurs avantages par rapport aux cultures traditionnelles planctoniques : besoins en eau plus
faibles, systemes de production moins couteux, meilleur rendement de production, efficacité
accrue pour le traitement des eaux usées, concentration cellulaire plus importante par unité de
volume de culture, récolte plus simple, cultures plus résilientes et résistantes aux
contaminations biologiques (Mantzorou & Ververidis 2019). Cette derniere propriété pourrait
étre due a une exacerbation des activités allélopathiques résultant de la proximité, dans le
biofilm, des microalgues et des bactéries inféodées ou non a leur phycosphére (Allen et al.
2016). L'hypothése selon laquelle les biofilms de microalgues seraient une source
potentiellement importante de molécules susceptibles de trouver des applications pour la santé

humaine est donc digne d'intérét, bien qu'il n’existe a ce jour aucune évaluation de leur
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bioactivité. En effet, contrairement a leurs homologues bactériens, les biofilms de microalgues

ont été peu étudiés en laboratoire (Bharti et al. 2017, Hubas et al. 2018).

Les travaux d’Austin & Day (1990) et Austin et al. (1992), qui sont parmi les premiers
a avoir recherché une activité antibactérienne chez T. suecica, ont, a I’aide de tests de diffusion,
montré qu’une préparation commerciale de cette espéce produite en hétérotrophie inhibe la
croissance de plusieurs bactéries du genre Vibrio® et de différents pathogénes de poissons. Bien
plus tard, Guzman et al. (2019) ont également réussi a mettre en évidence des activités sur
d’autres souches bactériennes pathogénes de 'homme, Gram + comme Gram -2. Toutefois,
Alsenani et al. (2020) n'ont pas détecté de bioactivité sur d'autres souches bactériennes, quel
que soit le type de Gram. Par ailleurs, T. suecica peut également exercer des activités
anticancéreuses sur diverses cellules souches des cancers du sang, du poumon ou du sein
(Hussein et al. 2020a, Parra-Riofrio et al. 2020) bien que les résultats concernant les cellules
d’adénocarcinome pulmonaire humain et d’hépatocarcinome soient plus nuancés ou
contradictoires (Custodio et al. 2014, Sansone et al. 2017, Silva et al. 2022). Contrairement a
T. suecica, les activités antibactériennes de Cylindrotheca closterium n’ont jamais fait 1'objet
d'études, exceptées celles de Lauritano et al. (2020) qui ont testé, sans succes, I’activité

anticancéreuse de C. closterium sur différentes lignées cancéreuses.

La divergence des résultats publiés dans la littérature concernant T. suecica et I'absence
de travaux réalises avec C. closterium ont conduit les partenaires du projet Photobiofilm
Explorer (ANR) a considérer qu'il était nécessaire de rechercher I'existence d'activités
antibactériennes dans des biofilms de chacune de ces 2 especes. C'est dans ce cadre que j'ai été
amené a réaliser des tests de diffusion de différents extraits des biofilms de Tetraselmis suecica
et de Cylindrotheca closterium sur des bactéries pathogénes d’aquaculture, du genre Vibrio

principalement, ainsi que sur des lignées cancéreuses humaines.

1 Vibrio spp. BA 130 et BA 132, V. alginolyticus BA 133, V. anguillarum BA 134, V. parahaemolyticus BA 135,
V. vulnificus BA 136, Aeromonas hydrophila 152, A. salmonicida NG et LL, Lactobacillus sp., Serratia
liquefaciens K2, Staphylococcus epidermidis, V. anguillarum, V. salmonicida et Yersinia ruckeri type |

2 Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Bacillus cereus ISP B7/13, Staphylococcus aureus ATCC 25933, Listeria monocytogenes ATCC 19115, et
Micrococcus luteus ATCC 9341
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2.Matériel et méthodes

2.1. Souches de microalques utilisées et production de biofilm

Tetraselmis suecica AC254 et Cylindrotheca closterium AC170 ont été obtenues a partir
de la souchotheque Algobank Caen (Université de Caen Basse-Normandie, France).

L'expérience concernant Cylindrotheca closterium s'est déroulée dans le cadre du projet
Photobiofilm Explorer. Cette diatomée est d'abord cultivée axéniquement au laboratoire par
repiquages successifs de batch cultures de volume croissant de 0,5, 1 et 10 L, dans des
conditions controlées de température (25°C) et de lumiére continue (150 pmol photons.m?.s°
1), Ces cultures, enrichies avec du milieu f/2 (Guillard & Ryther 1962, Guillard 1975) sont
barbotées avec de I'air filtré additionné de CO>. La culture de 10 L permet ensuite d'inoculer
des cultures sous serre de grands volumes (cylindres translucides en fibre de verre (PENTAIR,
USA) de 100 et 300 L) bullées avec de l'air enrichi en CO,. Ces cultures planctoniques, une
fois concentrées, servent ensuite a inoculer le biofilm de C. closterium qui a été entretenu sous
serre dans des conditions non axéniques durant 3 mois (22 avril au 22 juillet 2022) au moyen
d'un systéme de cylindre rotatif (Morales et al. 2020, Penaranda et al. 2022) breveté (WO
2021180713A1). Ce cylindre (5 metres de long, 1 metre de diamétre), recouvert d'un tissu
textile permettant I'adhésion des microalgues, flotte et tourne dans un bassin rempli initialement
avec de I'eau de mer naturelle filtrée (1, 0,5 et 0,2 um) puis traitée aux UV (BIOUV, UV-C 254
nm, 225 mj.cm) (Figure 31A). Un systéme de régulation de la température de I'eau du bassin
permet de limiter ses fluctuations entre 20°C et 35°C (moyenne 25,0 £ 2,0 °C) malgré les
températures extrémes atteintes dans la serre. Le pH est maintenu proche de 8,5 grace a bullage
contrélé de CO2 (Annexe 1). Du milieu f/2 modifié (double dose de nitrate et de phosphate,
supplément de silicate) est ajouté tous les 7 jours dans le bassin pour prévenir toute limitation
nutritive. Le biofilm a été récolté tous les 14 ou 21 jours par simple raclage (Figure 31B). 250
g de cette pate humide sont disposés dans une barquette alimentaire en aluminium recouverte
de papier aluminium, puis flash-congelés a 1’azote liquide avant conservation a -80°C. Du fait
de la proximité de la mer, le biofilm de C. closterium a été contaminé au bout d'un mois par
divers organismes (principalement une cyanobactérie, mais aussi des euplotes, des larves
d’insectes...) (Figure 31A).

Les biofilms de T. suecica ont été produits en continu par la société Inalve (Nice, France)

de septembre 2021 a juillet 2022, suivant un procédé et un conditionnement similaires a ceux
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décrits pour C. closterium. Plusieurs recoltes ont été réalisées par la startup Inalve durant cette

période, et utilisées pour des extractions.

Figure 31 : (A) Biofilm de Cylindrotheca closterium se développant sur un cylindre rotatif. Les petites taches
blanchatres sont des contaminations apparues au bout d'un mois de culture. (B) Pate fraiche de biofilm de
C. closterium récolté. (C) Lyophilisat de biofilm de Tetraselmis suecica.

2.2. Souches bactériennes et milieu de culture bactérien

La recherche de composés bioactifs issus d’extraits biologiques requiert des organismes
specifiques, dit « cibles », cohérents avec les objectifs de 1’étude. Le projet Photobiofilm
Explorer avait, entre autres, deux objectifs distincts mais interconnectés : (i) la recherche de
composés  bioactifs antibactériens présentant des intéréts pharmaceutiques et
biotechnologiques, et (ii) la recherche de composés chimiques médiateurs (c’est-a-dire des
composés allélopathiques) présents dans la phycosphére des microalgues du biofilm. Pour
répondre au premier objectif, une dizaine de bactéries pathogeénes d’aquaculture ont été

commandées pour servir d’organismes cibles lors des tests de diffusion.

Les souches repertoriées dans le Tableau 2, fournies par le Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms (BCCM), ont éte choisies sur la base de 5 criteres : (i) le milieu

de culture Marine Broth (MB) leur convient, (ii) elles sont cultivables entre 20 et 30°C, (iii)
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elles doivent étre des pathogénes d’organismes aquatiques (hors cnidaires et ascidies'), et (iv)
elles doivent présenter un risque biologique de niveau 1 maximum. Les souches réceptionnées
ont été revitalisées par repiquages successifs dans du milieu MB. Seule la bactérie
Tenacibaculum maritimum LMG 11612 n’a pas pu étre revitalisée. Une souche supplémentaire,

Alteromonas sp., a également été fournie par ’'UMR MARBEC.

Tableau 2 : Liste et caractéristiques des bactéries pathogenes d'aquaculture commandées au BCCM

Bactéries cibles Caractéristiques

Souche Genre Espeéce Milieu | T° | Respiration r:\sla\ae Hote Lien
LMG 11684 Listonella anguillarum MB | 25°C Aérobie 1 Poisson | Lien
LMG 24517 Vibrio aestuarianus MB 20°C Aérobie 1 Huitre | Lien
LMG 22888 Vibrio campbelli MB | 25°C Aérobie 1 Crevette | Lien
LMG 21557 Vibrio fortis MB 28°C Aérobie 1 Crevette | Lien
LMG 13949 Vibrio harveyi MB | 25°C Aérobie 1 Crevette | Lien
LMG 19664 Vibrio ichthyoenteri MB | 28°C Aérobie 1 Poisson | Lien
LMG 21522 Vibrio kanaloae MB 28°C Aérobie 1 Crevette | Lien
LMG 20370 Vibrio owensii MB 28°C Aérobie 1 Crevette | Lien
LMG 19663 Vibrio penaeicida MB | 20°C Aérobie 1 Crevette | Lien
LMG 19031 Vibrio splendidus MB | 25°C Aérobie 1 Poisson | Lien

/ Alteromonas sp. MB | 25°C Aérobie / / /

Apres revitalisation, les souches sont cultivées dans 10 mL de milieu MB (Marine Broth,
Millipore®, ref. 76448, Sigma Aldrich) dans des tubes Falcon, puis mises & incuber dans des
tubes Falcon de 50 mL sous agitation constante (SK-O330-PRO Digital-LCD Orbital Shaker,
DLAB) durant 28h (25°C, obscurité, 150 rpm). La courbe de croissance de chaque souche est
obtenue par une mesure de DOsoonm réalisée toutes les 2 heures (LAMBDA 365 UV/Vis
Spectrophotometer, PerkinElmer). Un aliquote de chaque culture bactérienne en phase de
croissance exponentielle est mélangé avec un volume équivalent de glycérol pour étre réparti
dans plusieurs cryotubes stockés a -80°C. Deux dilutions sérielles avec un facteur de dilution
de 10 jusqu’a obtenir une dilution par 107 sont réalisées a partir d’un aliquote de 0,5 mL lorsque
la DOsoonm atteint une valeur de 0,6. 100 pL des quatre derniéres dilutions (10* & 107) sont étalés
de maniere homogene sur des boites de Pétri comportant du milieu MB gélosé avec 2% d’agar-
agar (MB 2%). Ces boites sont ensuite incubées a 25°C durant 24h a 1’obscurité. Apres

incubation, la moyenne pondérée des dénombrements des CFU (Colony Forming Unit) des

! Les bactéries pathogénes de cnidaires et d’ascidies disponibles au BCCM ont été écartées pour des raisons
sanitaires. D’autres équipes présentes a 'IMEV étudient des organismes appartenant a ces taxons.
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https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/11041
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/23848
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/22238
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/20909
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/13290
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/19012
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/20874
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/19718
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/19011
https://bccm.belspo.be/page/lmg-catalogue-display/18379

deux dilutions les plus représentatifs, ¢’est-a-dire quand le nombre de CFU n’est pas proche de

0 ou n’est pas trop grand jusqu’a former un tapis bactérien, est calculé pour chaque duplicata.

La densité cellulaire a une DOgoonm de 0,6 est estimée d’aprés la moyenne des deux moyennes

pondeérées apres prises en compte des dilutions appliquées (Figure 32).

Souches bactériennes utilisées : .
Listonella anguillarum LMG 1164
Vibrio aestuarianus LMG 24517
V. campbelli LMG 22888
V. fortis LMG 21557
V; harveyis LMG 13949
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Figure 32 : Schéma récapitulatif du protocole
bactériennes cibles.

2.3. Lignées cellulaires
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appliqué pour estimer la croissance cellulaire des souches

La recherche d’activités anticancéreuses a été sous-traitée au laboratoire Littoral

Environnement et Sociétés (LIENSs, Université de La Rochelle). Les lignées cellulaires
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cancéreuses! ont été cultivées, soit dans un milieu de culture DMEM avec 10% de sang de veau
feetal (SVF, GIBCO Life Technology) et 1% d’antibiotiques (pénicicilline/streptomycine,
GIBCO Life Technology), soit dans un milieu OPTIMEM avec 10% de SVF (GIBCO Life
Technology) et 1% d’antibiotiques (pénicicilline/streptomycine, GIBCO Life Technology)
pour la lignée MDA-MB-231 (uniquement avec les extraits de T. suecica) dans une enceinte a
37°C et 5% de CO> humidifié.

2.4. Extractions

Une poudre fine de biofilm est obtenue apres lyophilisation des échantillons congelés
(voir Chapitre 2, partie 2.1), et broyage du lyophilisat a 1’aide d’un mortier (Figure 31C). 500
mg de cette poudre sont ajoutés dans 7 tubes Falcon et extraits avec 15 mL des différents
solvants et mélanges de solvant testés (voir Figure 33A, C). Les tubes sont ensuite rapidement
placés dans un bain a ultrasons durant 15 min, puis centrifugés (10 min, 4500 rpm)
(Centrifugeuse Sorvall™ ST 40R, ref. 75004525, Thermo Scientific)?. Les surnageants sont
ensuite délicatement transvasés a ’aide de pipettes Pasteur dans des flacons pré-pesés et stockés
a -80°C sous gaz inerte (N2) (gamme TS1 et CC1). Les concentrations de ces extraits, qui n’ont
pas pu étre déterminées, ont cependant été jugées suffisantes pour des tests de diffusion compte
tenu de leur forte coloration et de la quantité de biomasse utilisée (voir Figure 33B). Ces extraits

ont également été envoyés aux partenaires du projet PBEXx pour leurs propres analyses®.

Des échantillons supplémentaires du biofilm de T. suecica préalablement évaporés (par
rotavap, N-evap ou lyophilisation) et extraits avec de ’EMQ, de 1’éthanol (EtOH) et de
I’acétone (Ac) (gamme TS2) ainsi que deux aliquotes d’extraits EMQ (de dates différentes) et
un aliquote d’extrait MeOH:EMQ (1:1) de biofilm de C. closterium (gamme CC2) ont été

dédiés aux tests anticancéreux®. Les extraits secs de T. suecica ont été resolubilisés dans un

1 A2058 (peau humaine, métastases des ganglions ; Merck) et MDA-MB-231 (cellules épithéliales de glande
mammaire de femme atteinte d’adénocarcinome ; American Type Culture Collection, ATCC) et non-cancéreuses
HEK-293 (cellules épithéliales isolées d’un rein d’embryon humain ; ATCC) et CCD45 SK (fibroblastes primaires
d’humain ; ATCC).

2 L’extrait EMQ a été centrifugé par erreur une deuxiéme fois aprés sa remise en suspension.

3 Les extraits doivent étre utilisés pour des bioessais sur d’autres cibles microbiennes, bactéries comme
microalgues, vis-a-vis de potentielles propriétés (antibactériens, herbicides, antiadhésifs). Bien que ces extraits
n’aient pas été utilisés, des articles en liens avec nos travaux ont été publiés (Mougin et al. 2024, Sanchez et al.
2024).

4 Les extractions et évaporations ont été réalisées au LOV puis les extraits envoyés au LIENSs avant d’étre
resolubilisés.
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volume équivalent de diméthylsulfoxyde (DMSO) pour une concentration finale de 1 mg.mL"
! L’ajout de DMSO n’a pas permis de resolubiliser la totalité des extraits qui formaient une
pate visqueuse. Seul le surnageant a été conservé apres centrifugation. Avant utilisation, les
extraits secs d’EMQ de C. closterium ont été resolubilisés dans un volume équivalent ’EMQ
pour des concentrations de 183,7 et 62,2 mg.mL™ tandis que I’extrait sec de MeOH:EMQ (1:1)

a été resolubilisé avec un mélange EMQ:DMSO (1:1) pour une concentration finale de 170,5

mg.mL™.
Solvants utilisés
Souche | Microalgues Emq | EMQMeOH | 0 op | MeOHEOAG oo, | BIOACHEX | o
(1:1) (1:1) (1:1)
AC254 | Tetraselniis suecica TS1_E TS1_E:M TS1_M TS1_M:A TS1_A TS1_AH TS1_H | =GammeTS1
ACI170 |Cylindrothecaclosterium| CC1_E CCl_EM CCl1_ M CCl_M:A CCl_A CC1_AH CCl_H | = Gamme CC1

- ©

Polarité
G4 S A { ) CyeA
TG 51@-.54.0""# P HEX
L. 22 il 12.0%
- b
Solvant Abréviation Marque

Eau ultrapure milliQ EMQ Obtenue par avec une cartouche de purification (SynergyPak®, ref. SYPKOSIAL, Merck)

Méthanol MeOH Methanol. for analysis. CAS 67-56-1, EMSURE® ACS.ISO.Reag. Ph Eur. 1.06009. Supelco
Acétate d'éthyle EtOAc Ethyl acetate, >99.8%, . for analysis. CAS 141-78-6. code: E/0900/17, Fisher Scientific
n-hexane HEX n-Hexane. >99%. for analysis. CAS 110-54-3, EMSURE®. ACS. 1.04367. Supelco

Figure 33 : (A) Tableau récapitulatif des gammes d’extraits réalisés avec les biofilms de T. suecica et C.
closterium. (B) photographies de la gamme d’extraits de C. closterium, et (C) solvants utilisés.

Des extraits supplémentaires de biofilm de T. suecica ont été réalisés a 1’aide d’un
mélange MeOH et dichlorométhane (DCM, >99,9%, for HPLC, code : 23373.320, CAS 75-09-
2, VWR) afin de pouvoir disposer d'un unique extrait conséquent. Pour cela, 200 g de biofilm
frais sont flash-congelés, lyophilisés et broyés comme précédemment. 5 g de poudre fine sont
ajoutés dans un tube Falcon puis extraits avec 20 mL d’un mélange MeOH:DCM (1:1) placés
dans un bain a ultrasons (20 min). Aprés centrifugation (4000 rpm, 10 min), le surnageant est

transvasé dans un flacon a 1’aide d’une pipette Pasteur. L ’extraction est réalisée 3 fois afin
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d’extraire le maximum de composés, puis 1'extrait est réparti dans 3 flacons pré-pesés. Apres
conservation des extraits a -80°C sous Nz, le solvant de chaque flacon est totalement évaporé
par N-Evap, et les masses d’extraits secs sont pesées. Le premier extrait est resolubilisé dans
un mélange MeOH:DCM (1:1) pour obtenir une concentration de 50,4 mg.mL™ (extrait
TS3_M:Dc), tandis que le second est resolubilise dans du MeOH puis transféré dans un nouveau
flacon pré-pesé. La totalit¢ de I’extrait sec obtenu avec du MeOH:DCM (1:1) avant
solubilisation dans du MeOH n’a pas pu étre récupérée. Le solvant a donc de nouveau été
évaporé pour obtenir la masse exacte d’extrait sec, avant que ce dernier soit resolubilisé dans
du MeOH pour une concentration finale de 57,1 mg.mL™ (extrait TS3_M). Au cours de
I’évaporation, un extrait MeOH:EMQ (1:1) a été obtenu en prélevant 1 mL d’extrait TS3 M et
en le diluant dans 1 mL d’EMQ (extrait TS3_Em:M). Afin d'estimer la concentration de cet
extrait, 500 pL d’extrait TS3 M en cours d’évaporation ont également été disposés dans une
coupelle pré-pesée et laissée a 1’air ambiant sous sorbonne jusqu’a évaporation totale. L’extrait
MeOH:EMQ (1:1) a ainsi pu étre concentré a 18,6 mg.mL™. Enfin, le dernier extrait a été
resolubilis¢ dans un mélange EMQ:DMSO (1:1) mais D’extrait ayant formé un solution
visqueuse et visuellement hétérogene, il n'a pas été possible de déterminer la concentration

exacte de chaque dépdt sur les disques de diffusion (extrait TS3_Em:Dm).

Un autre extrait éthanolique a été fourni par la start-up Inalve (gamme Feal LIPIDS). Il
a été transvasé dans un flacon pré-pesé, concentré au N-Evap et resolubilisé avec de I’EtOH

pour obtenir une concentration d’environ 50 mg.mL™* (extrait TS3_Et).

2.5. Tests de sensibilité, optimisation et tests de diffusion sur cibles

bactériennes

Une culture de chaque souche bactérienne de la collection précédemment créée est
inoculée a partir de précultures liquides pré-acclimatées dans du milieu MB, elles-mémes
obtenues par prélévement d’une colonie de la souche correspondante sur une gélose MB 2%.
Chaque culture est réalisée dans un tube Falcon de 50 mL avec 10 mL de milieu MB comme
décrit précédemment. Les cultures sont organisées par lots de souche bactérienne selon la
similarité de leur dynamique de croissance. Lorsque la DOgoonm atteint une valeur comprise
entre 0,8 et 1 — valeurs optimales permettant d’obtenir un tapis bactérien homogene pour chaque

souche — 250 pL de culture sont etalés sur une gélose MB 2%. Entre 5 et 7 disques de diffusion
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stériles sont déposés de maniére équidistante en fonction des tests a réalisés. Des puits sont
¢galement formés a I’aide d’une tige en verre stérile a la place de certains disques de diffusion.
Ensuite, des volumes connus de solutions d'antibiotique, de solvants ou d’extraits sont ajoutés

sur les 7 emplacements, avec de concentrations variables.

En premier lieu, des pré-tests de la sensibilité d’Alteromonas sp. aux gammes d’extraits
TS1 et CC1 ont été réalisés avec 1’ajout de 10 pL des différents extraits sur les disques de

diffusion (voir Annexe 2)*.

Ensuite, 10 puL de différentes solutions d'antibiotique (néomycine, vancomycine,
streptomycine, gentamycine) a 10 pg.puL™ sont déposés sur les disques de diffusion. Aprés
sélection de la néomycine comme contrdle positif — car étant I'antibiotique le plus efficace vis-
a-vis de I’ensemble des souches bactériennes cibles — un test de sensibilité au DMSO (ACS
grade spectrophotométrique, >99,9%, CAS 67-68-5, code: 154938) a été réalisé. 10 pL de
différentes concentrations de DMSO dilué avec de ’EMQ (1:0, 1:1, 1:3, 1:9, 1:19, 1:99 et
1:999) sont déposes sur les disques. Un test de sensibilité au MeOH et au DCM a également été
réalisé. Pour cela, 6 disques de diffusion sont déposés sur des géloses préalablement inoculées
avec chacune des souches précitées, et 10 uL de solutions de solvant MeOH:DCM (1:1), MeOH
100%, MeOH:EMQ (1:1), MeOH:EMQ (3:1) et MeOH:EMQ (9:1) sont ajoutés sur les disques.
Un léger halo d’inhibition est apparu uniquement avec le DMSO 100% et le MeOH 100%, ce

qui a nécessité ’utilisation d’extraits dilués par deux avec de ’EMQ.

Puis les extraits TS3_Em:Dm, TS3 ET, TS3_M:Dc et TS3_Em:M ont été testés sur les
10 souches bactériennes. Pour cela, les disques ont été disposés sur les géloses de deux fagcons
différentes, avec 5 bactéries cibles pour chaque disposition. Dans le premier cas, 5 disques de
diffusion sont ajoutés sur les géloses inoculées avec L. anguillarum, V. campbelli, V. fortis, V.
kanaloae et V. owensii (groupe 1) et 10 pL des extraits TS3_Em:Dm et TS3_Et sont déposes
sur deux d’entre eux, les trois autres servant de controles négatifs et positif. Dans le second cas,
trois disques de diffusion sont déposés sur des geloses des souches restantes (V. aestuarianus,
V. harveyi, V. ichthyoenteri, V. penaeicida, et V. splendidus) et 10 uL d’extrait TS3 Em:M sont

ajoutés sur I’'un d’eux, les deux autres servant de contrdles négatif et positif. Trois puits

! D’autres pré-tests d’optimisation du protocole ne sont pas décrits ici, incluant par exemple I’ajout de disques
préchargés d'extraits, 1’évaporation préalable du solvant sur les disques de diffusion, la sensibilité aux différents
solvants utilisés, le volume d’extrait a déposer, ou encore le volume de culture et la DOgoonm Optimaux a ajouter
sur la gélose pour chaque souche bactérienne.
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supplémentaires sont ajoutés et I’'un d’eux recoit 50 pL d’extrait MeOH:DCM (1:1), un autre

servant pour le controle négatif.t

Pour 1’ensemble de ces expérience, 10 pL d'une solution de néomycine a 10 pg.puL™
sont déposés sur un disque de diffusion pour servir de contrdle positif (hormis lors des tests de
sensibilité aux antibiotiques). Des controles négatifs sont réalisés pour chaque extrait utilise,
avec 1’ajout de 10 uL de solvants ou mélanges de solvants correspondants. Chaque expérience
a ¢té réalisée en triplicata. Les boites de Pétri sont ensuite incubées 48h a 25°C et a I’obscuritg,
et photographiées au bout de 24 et 48h a I’aide d’un dispositif ad hoc (Figure 34). L'existence
ou non d'une activité antibactérienne est mise en évidence par la présence ou non d’un halo

d’inhibition autour des disques ou des trous.

Obscurité

| Appareil photo
(téléphone)

Carton (20%16 =20 cm)

/ | Exemple de test de diffusion

P

Antibiogramme (o = 94mm) |

é Ghe “ Panneau lumineux

Figure 34 : Dispositif mis au point pour la prise d’image des tests de diffusion.

2.6. Viabilité cellulaire

Pour les extraits de biofilm de T. suecica, les lignees A2058, MDA-MB-231 et HEK-
293 sont cultivées dans une plaque 96 puits (Sarstedt) avec 100 pL de milieux correspondants

(voir plus haut) a partir d’une concentration cellulaire initiale de 10° cell.mL™, et incubées a

! Le dernier puit recoit de I’EtOH destiné aux tests d’une autre expérience non décrite ici. Un puit supplémentaire
rempli avec 50 pL d’extrait TS3 Et a été ajouté pour le test de diffusion sur V. penaeicida dans le cadre d’une
reproduction d’expérience antérieure.
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37°C dans une enceinte avec 5% de CO2 humidifié. Aprés 24 h d’incubation, le milieu de
culture est remplacé par un mélange d’extrait de T. suecica et de milieu frais (gamme TS2, dilué
100 fois). 4 réplicas par extrait sont réalisés. Un contrble négatif est réalisé avec une dilution a
1/100 de DMSO dans le milieu correspondant. Un marqueur de viabilité cellulaire (Alamar
Blue HS, ThermoFisher) est ajouté avant incubation des plaques a 37°C et a I’obscurité. Apres
4 h d’incubation, les absorbances a 570 et 600 nm sont mesurées a 1’aide d’un lecteur de plaque
(Omega Spectrostar) et des images prises au microscope en champ clair (x20, 4 champs par
puit) permettent de contréler la concentration et la forme des cellules. Le taux d’inhibition de

la croissance par rapport au contréle négatif (CN) est estimé par la formule suivante :

moyenne des CN — valeur brute

% inhibtion =

moyenne des CN

ou la valeur brute correspond a la normalisation de I’absorbance a 570 nm (forme réduite de

I’ Alamar Blue HS) par I’absorbance a 600 nm (forme oxydée de I’ Alamar Blue HS).

Pour tester les extraits des biofilms de C. closterium, les lignées MDA-MB-231 et
CCD45 SK sont cultivées dans trois plaques 96 puits (Sarstedt) avec 100 puL de milieu DMEM,
a partir d’une concentration cellulaire initiale de 5.10% cell.mL™, et incubées 37°C dans une
enceinte avec 5% de CO2 humidifié. Aprés 24 h d’incubation, le milieu de culture est remplacé
par une solution d’extrait de la gamme TS2 dilu¢ 100 fois avec du milieu frais, puis les plaques
sont de nouveau incubées. Des triplicatas sont réalisés pour chaque extrait. Un contréle négatif
est réalisé avec une dilution au 1/100°™ de DMSO ou de EMQ:DMSO dans le milieu DMEM.
Aprés 24 h d’incubation, 20 pL de MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium, Sigma Aldrich) sont ajoutés. Apres 4 h d’incubation, le milieu est remplacé par
200 pL de DMSO. Enfin, I’absorbance a 550 nm est mesurée au bout de 30 min a 1’aide d’un
lecteur de plaque (Fluostar Omega microplate), l'intensité de la couleur violette formée étant
proportionnelle a la quantité de mitochondries présentes, donc de cellules vivantes, dans la
culture (ainsi que I’activité métabolique de chaque cellule). L’absorbance de chaque puit est
comparée a 1’absorbance moyenne des conditions contréles de la plaque multi-puits. Un
absorbance relative supérieure a 100% indique une amélioration de la viabilité et du

développement cellulaires, et inversement.
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3.Résultats & discussion

3.1. Courbes de croissance bactérienne

La croissance des souches bactériennes présente une phase de latence suivie d’une phase
exponentielle jusqu’a 12 h d’incubation. Les derniéres mesures effectuées sur chaque culture
indiquent que la phase stationnaire commence généralement apres 23 h d’incubation (Figure
35). En moyenne, les DOgoonm entre 0,8 et 1 sont atteintes au bout de 6 h d’incubation. Toutefois,
les temps d’incubation nécessaires et les densités maximales sont trés variables d’une souche a
I’autre. Par exemple, environ 4 h d’incubation sont nécessaires a V. harveyi LMG 13949 pour
atteindre une DOegoonm de 0,8 tandis qu’il faut 10 h pour V. panaeicida LMG 19663. En
conséquence, deux groupes de 5 souches ont été considérés en fonction du temps d’incubation
nécessaire pour atteindre une DOgoonm cOmprise entre 0,8 et 1 a des temps différents : d’un c6té
L. anguillarum, V. campbelli, V. fortis, V. kanaloae et V. owensii (groupe 1) et de I’autre V.

aestuarianus, V. harveyi, V. ichthyoenteri, V. penaeicida, et V. splendidus (groupe 2).
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Figure 35 : Courbes de croissance des souches bactériennes cibles pathogenes issues du BCCM, incubées a 25°C
et a ’obscurité, estimées d’aprés la densité optique a 600 nm (A), et la concentration cellulaire (B).
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3.2. Antibiogrammes et tests de sensibilité aux solvants organiques

Les tests de sensibilité aux antibiotiques (antibiogrammes) donnent des résultats
similaires pour I’ensemble des souches bactériennes cibles utilisées (Figure 36). L’ajout de
néomycine et gentamycine & 10 pg.uL™ produit d’importants halos d’inhibition autour des
disques de diffusion. La streptomycine provoque des inhibitions similaires, sauf sur les souches
L. anguillarum LMG 11684 et V. campbelli LMG 22888 ou les halos sont fortement réduits.
Un léger effet d’inhibition de la vancomycine est observé sur V. ichthyoenteri LMG 19664 et
V. penaeicida LMG 19663. Aucune sensibilité a la vancomycine n'est observée sur les autres

souches bactériennes.

Les souches V. campbelli LMG 22888, V. owensii LMG 20370, V. harveyi LMG 13949
et V. splendidus LMG 19031 présentent un trés léger halo d’inhibition autour des disques de
diffusion chargés avec 10 uL de DMSO 100% (Figure 37). Des observations similaires sont
obtenues avec le MeOH (résultats non présentés ici). Afin de limiter la faible toxicité du DMSO
et du MeOH sur ces souches, les extraits resolubilisés avec ces solvants ont préalablement été

dilués par deux avec de ’EMQ.

LA vC VF VK VO

EMQ : EaumilliQ
NéoM : Néomycine
StM :  Streptomycine
VanM : Vancomycine
GenM : Gentamycine

Figure 36 : Antibiogrammes sur les bactéries cibles issues du BCCM. Concentrations testées en néomycine
(NéoM), streptomycine (StM), vancomycine (VanM) et gentamycine (GenM) : 10 ug.uL™?. Bactéries cibles
utilisées : Listonella anguillarum LMG 11684 (LA), Vibrio campbelli LMG 22888 (VC), V. fortis LMG 21557
(VF), V. kanaloae LMG 21522 (VK), V. owensii LMG 20370 (VO), V. aestuarianus LMG 24517 (VA), V. harveyi
LMG 13949 (VH), V. ichthyoenteri LMG 19664 (VI), V. penaeicida LMG 19663 (VP), et V. splendidus LMG
19031 (VS). Photos réalisées apres 48h d’incubation a 25°C.
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Concentration en DMSO
(dilué avec EMQ)

Figure 37 : Test de sensibilité au diméthylsulfoxyde (DMSO) dilué ou non avec de I’eau milliQ (EMQ) sur les
bactéries cibles issues du BCCM. Bactéries cibles utilisées : Listonella anguillarum LMG 11684 (LA), Vibrio
campbelli LMG 22888 (VC), V. fortis LMG 21557 (VF), V. kanaloae LMG 21522 (VK), V. owensii LMG 20370
(VO), V. aestuarianus LMG 24517 (VA), V. harveyi LMG 13949 (VH), V. ichthyoenteri LMG 19664 (VI), V.
penaeicida LMG 19663 (VP), et V. splendidus LMG 19031 (VS). Photos réalisées aprés 48h d’incubation a 25°C.

3.3. Tests de diffusion

Aucune souche du groupe 1 n’a montré de sensibilité a I’extrait TS3 _Em:Dm. Des halos
d’inhibition aprés dépot de I’extrait TS3 Et sont également visibles dans les contrdles négatifs,
ce qui laisse supposer une absence d’activité antibactérienne de I’extrait sur ces cibles ou un
effet inhibiteur équivalent a celui de I’EtOH sur I’ensemble des souches de ce groupe (Figure
38). De la méme maniére, les extraits TS3 Em:M et TS3 M:Dc n’ont induit aucun halo
d’inhibition sur les souches bactériennes du groupe 2. Une absence de tapis bactérien est
observable autour de certains contr6les négatifs, sur les disques de diffusion comme dans les
puits, ce qui peut s’expliquer par un débordement du solvant autour de sa zone de dépot lors du
déplacement des boites jusqu’a leur zone d’incubation. Ce débordement n’a pas été observé
avec les extraits TS3_Em:M et TS3_M:Dc, ces derniers étant plus denses et visqueux que les
solvants en raison de leur concentration (Figure 39). Dans les deux expériences, un halo

d’inhibition autour du contrdle positif (néomycine) a été observé (Figure 38Figure 39).
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NéoM : Néomycine

C_Et: Controle EtOH 100%

TS3_Et : Extrait EtOH 100% (Feal LIPIDS) R1

C_Em:Dm:  Controle DMSO:EMQ (1:1)

TS3_Em:Dm : Extrait MeOH:DCM (1:1)
resolubilisé dans DMSO:EMQ (1:1)

R3

Figure 38 : Tests de diffusion d’extrait éthanolique 100% "Feal LIPIDS" (TS3_Et) et d’extrait MeOH:DCM (1:1)
resolubilisé dans du DMSO:EMQ (1:1) (TS3_Em:Dm) de Tetraselmis suecica sur les bactéries cibles issues du
BCCM. Bactéries cibles utilisées : Listonella anguillarum LMG 11684 (LA), Vibrio campbelli LMG 22888 (VC),
V. fortis LMG 21557 (VF), V. kanaloae LMG 21522 (VK), et V. owensii LMG 20370 (VO). Photos réalisées aprés
44h d’incubation a 25°C.

NéoM : Néomycine

C_Em:M : Controle MeOH:EMQ (1:1)
TS3_Em:M : Extrait MeOH:EMQ (1:1)
C_M:Dc¢ :  Controle MeOH:DCM (1:1)
TS3_M:Dc: ExtraitMeOH:DCM (1:1)

C_Et: Contréle EtOH 100%

TS3_Et: Extraits EtOH 100% (Feal LIPIDS)

Disques de diffusion Puits

pour VI, VS, VH et VA pour VP

Figure 39 : Tests de diffusion d’extrait éthanolique 100% "Feal LIPIDS" (TS3_Et), d’extrait MeOH:DCM (1:1)
resolubilisé dans du DMSO:EMQ (1:1) (TS3_M:Dc) ou dans du MeOH:EMQ (1:1) (TS3_Em:M) de Tetraselmis
suecica sur les bactéries cibles issues du BCCM, réalisés par I’intermédiaire de disques de diffusion ou de puits.
Bactéries cibles utilisées : V. aestuarianus LMG 24517 (VA), V. harveyi LMG 13949 (VH), V. ichthyoenteri LMG
19664 (VI), V. penaeicida LMG 19663 (VP), et V. splendidus LMG 19031 (VS). Photos réalisées aprés 44 h
d’incubation a température ambiante. Les disques E-MD et E-ME de VH R1 sont inversés.

3.4. Bioessais sur cellules cancéreuses

Globalement, les extraits de la gamme TS2 n'inhibent que modérément la croissance des
lignées cancéreuses MDA-MB-231 et A2058, et n'améliorent que faiblement la croissance de
la lignée saine HEK-293 (Figure 40). Seul un des extraits EMQ améliore la croissance de la
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lignée cancéreuse A2058. Bien qu’une tendance a I’inhibition des lignées cancéreuses, sans que
ne soit affectée la lignée saine, valide I’un des critéres de sélection recherchés par le LIENSs,
I’ensemble des variations de la croissance cellulaire, positives comme négatives, ne dépassent
pas 20% par rapport aux contréles et présentent de surcroit une trés grande variabilité entre les
échantillons. Tous ces éléments suggerent que les bioessais ne permettent pas de conclure sur
I'existence d'une activité significative, de sorte que nous ne les avons pas poursuivis avec T.

suecica.
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Figure 40 : Effets relatifs de différents extraits aqueux (EMQ_1, EMQ_2 et EMQ_3), éthanolique (EtOH) et
acétoniques (Ac_1, Ac_2 et Ac_3) de biofilms de Tetraselmis suecica AC254 resolubilisés dans du DMSO sur la
viabilité cellulaire de lignées saines (HEK-293) et cancéreuses (A2058 et MDA-MB-231) humaines par rapport
aux controles. EMQ et Ac sont des extraits successifs d’un méme échantillon biologique. La resolubilisation dans
du DMSO étant difficile et variable, les extraits sont hypothétiqguement concentrés a 1 mg.mL"* au maximum.
Lignée HEK-293 : cellules épithéliales isolées d’un rein d’embryon humain. Lignée A2058 : métastases de
ganglions de la peau humaine. Lignée MDA-MB-231 : cellules épithéliales de glande mammaire de femme atteinte
d’adénocarcinome. Solvants utilisés : eau MilliQ (EMQ), éthanol (EtOH), acétone (Ac), et diméthylsulfoxyde
(DMSO0).

Les extraits de la gamme CC2 présentent le méme profil d’action sur les deux lignées
saine et cancéreuse selon ’extrait et la concentration utilisés (Figure 41). A forte concentration
(25 mg.mL?), I’extrait EMQ:MeOH (1:1) diminue la viabilité cellulaire relative de CCD45 SK
et MDA-MB-231 mais, a des concentrations plus basses, 1’augmente fortement. Les extraits

EMQ de 2 biofilms de C. closterium peu et fortement contaminés, et récoltés a deux dates
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différentes, ne présentent pas de différences notables. Pour ces deux échantillons, plus la
concentration d'extrait est importante, plus la viabilité cellulaire est réduite, jusqu’a obtenir un
effet inhibiteur a haute concentration. Les extraits peu concentrés semblent néanmoins présenter
un effet positif sur la lignée cancéreuse, contrairement a la lignée saine ou aucune variation de
viabilité cellulaire relative n’a été observée. Enfin, la viabilité cellulaire relative de la lignée
saine CCD45 SK semble étre plus sensible aux effets négatifs que celle de la lignée cancéreuse
MDA-MB-231 pour laquelle les effets bénéfiques sont accrus. Bien que la forte augmentation
de viabilité cellulaire observée pour une faible concentration de 1’extrait EMQ:MeOH (1:1)
suscite un intérét, ces résultats ne sont pas en adéquation avec les objectifs scientifique du
LIENSs sur la recherche de composés bioactifs contre les cellules cancéreuses. Ces bioessais

avec C. closterium n’ont donc pas été poursuivis.
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Figure 41 : Effets relatifs de différents extraits aqueux (EMQ) et d’un mélange EMQ:MeOH (1:1) de biofilms de
Cylindrotheca closterium AC170 respectivement resolubilisés dans de ’EMQ et un mélange EMQ:DMSO (1:1)
sur la viabilité cellulaire de lignées saine (CCD45 SK) et cancéreuse (MDA-MB-231) humaines par rapport a leurs
contrdles respectifs. Solvants utilisés : eau MilliQ (EMQ), méthanol (MeOH) et diméthylsulfoxyde (DMSO).
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4.Discussion

Ces expeériences sont, a notre connaissance, les premiers tests d'activité biologique
réalisés a partir de biofilms de microalgues. Malheureusement, elles n’ont pas permis de
montrer que des extraits de biofilms de Tetraselmis suecica et Cylindrotheca closterium

exercent des activités antibactérienne ou anticancéreuse significatives sur les cibles testées.

4.1. Activités antibactériennes

Nos tests de diffusion ont principalement porté sur des cibles pathogeénes d’aquaculture
du genre Vibrio. En effet, de rares travaux avaient rapporté que diverses souches du genre Vibrio
ainsi que des pathogénes de poissons et d’humains présentaient une sensibilité a différents
extraits de Tetraselmis suecica (Austin & Day 1990, Austin et al. 1992, Guzman et al. 2019).
Malheureusement, nous n'avons mis en évidence aucune inhibition de la croissance des Vibrio
pathogenes d’aquaculture, ce qui, par ailleurs, corrobore les résultats plus récents d'Alsenani et
al. (2020) qui notent 1’absence d’activités antimicrobiennes de Tetraselmis suecica, T.
astigmatica et T. chui. En effet, contrairement a ce qu'ils observent avec les microalgues
Chlorella sp. FN1 et Scenedesmus sp. NT8c, Alsenani et al. (2020) ne décelent chez ces trois
espéces de Tetraselmis aucune activité sur les bactéries Gram + testées’. De méme, aucune
activité issue de toutes ces microalgues n’a été observée sur des bactéries Gram —2. Des peptides
antimicrobiens ont toutefois été découverts dans des extraits acides de T. suecica, obtenus avec
de I’acide acétique, une solvant relativement polaire, couplé a un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Guzman et al. 2019). Ici, nous avons utilisé des solvants d'extraction différents, ce

qui a pu dénaturer les peptides d’intérét présents dans les échantillons.

La plupart des extraits utilisés lors de nos expériences étaient de polaires a modérément
polaires. Les rares extraits apolaires que nous avons utilises, tels que les extraits hexanoiques
des gammes TS1 et CC1, n'ont provoqué aucun halo d’inhibition chez Alteromonas sp. au debut

de nos pré-tests (Annexe 2), et n’ont donc pas été utilisés par la suite sur les bactéries cibles

! Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 25925 et ATCC 9144, Bacillus
subtilis ATCC 6633 et ATCC 6051, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis et Clavibacter
michiganensis.

2 Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhoid ATCC 14028, Pseudomonas syringae et Proteus vulgaris.
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commandées. Lors de leurs premiers tests biologiques sur le genre Tetraselmis, Duff et al.
(1966) rapportent que des halos d’inhibition de la souche bactérienne marine Corynebacterium
C-la et des souches terrestres Staphylococcus aureus E et M, Staphylococcus peoria, et
Streptococcus fecalis apparaissent apres 1’ajout de disques de diffusion chargés d’extrait
chloroformique de T. maculata (mais également d'extrait MeOH:CHCIs (1:1)). De méme,
Kellam & Walker (1989) rapportent que des extraits hexanoiques de différentes espéces de
Tetraselmis® et des souches CCAP 66/4 et CCAP 66/22D de T. suecica provoguent une
inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus HP B3 et/ou Bacillus subtilis HP B30
autour du dépot, ce qui n’a pas été observé avec des extraits méthanoliques. Toutefois, 30 ans
plus tard, Alsenani et al. (2020) rapportent que des extraits de T. suecica, T. astigmatica et T.
chui n'ont aucune incidence ni sur les bactéries Gram +2 ni sur les bactéries Gram 3, et ce,
quelle que soit la méthode d'extraction (solvant polaire ou apolaire) ou le type de test (disque
de diffusion ou méthode spot-on-lawn?) utilisés. Bien que les premiéres études de (Duff et al.
1966, Kellam & Walker 1989) laissaient entendre que des extraits apolaires de Tetraselmis
présentent des indices de bioactivité vis-a-vis de différents pathogénes bactériens pouvant
intéresser la recherche pharmaceutique, celle d’Alsenani et al. (2020) ne suscite au contraire
que peu d’intérét pour ces mémes extraits. L'absence de travaux récents concernant les effets
antibactériens d'extraits apolaires du genre Tetraselmis, et en particulier T. suecica,
relativement aux nombreux travaux menés sur d’autres microalgues (voir Dewi et al. 2018 et
Stirk & van Staden 2022 et les articles associés) peut étre interprétée soit comme un
désintéressement pour ce genre d’espece au profit d’autres, soit comme l'impossibilité de
reproduire des résultats positifs (et donc de les publier), comme ¢’est le cas avec Staphylococcus
aureus et Bacillus subtilis dans 1’étude d’Alsenani et al. (2020). Les extraits apolaires de
Tetraselmis ayant principalement été testés sur des bactéries Gram +, trés peu sur des bactéries
Gram —, et sur aucune Vibrio, et nos bactéries cibles étant majoritairement composées de
souches du genre Vibrio, il serait intéressant de refaire nos expériences en utilisant des solvants
apolaires. Il convient cependant de noter que les bactéries Gram + sont géneralement plus

sensibles aux extraits naturels de microalgues et de plantes que les bactéries Gram —, et que les

! Tetraselmis sp. CCAP 66, T. chui CCAP 8/6, T. hazeni CCAP 66/7, T. impelagicus CCAP 66/32, T. marina
CCAP 163/1B, T. striata CCAP 66/5 et T. tetrathele CCAP 66/1C

2 Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 25925 et ATCC 9144, Bacillus
subtilis ATCC 6633 et ATCC 6051, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis et Clavibacter
michiganensis

3 Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhoid ATCC 14028, Pseudomonas syringae et Proteus vulgaris

4 Méthode similaire sans disque de diffusion avec dép6t direct sur le milieu gélosé préalablement inoculé.
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extraits apolaires (hexane, éther de pétrole, acétate d’éthyle) sont généralement moins bioactifs

que les extraits polaires (méthanol, dichlorométhane) (Stirk & van Staden 2022).

Le fait que la majorité des études s'accordent généralement sur une absence de composés
d’intérét antibactériens chez Tetraselmis ne doit pas occulter la possibilité que la méthodologie
utilisée pour nos expériences n'était peut-étre pas tout a fait adaptée pour révéler leur activité.
En effet, les tests biologiques réalisés par Hernandez-Urcera et al. (2024) sur des cultures
bactériennes liquides dans des microplaques 96 puits ont montré que des extraits méthanoliques
de T. convolutae pouvaient inhiber de la croissance de Micrococcus luteus au bout de 14h
d’incubation. De méme, des tets MTT réalisés par Lykov et al. (2023) avec des extraits de
Tetraselmis (Platymonas) viridis obtenus a partir d’eau et de DMSO ont également révélé un
effet antibactérien sur des souches bactériennes, notamment résistantes, isolées sur des patients
atteints de tuberculose pulmonaire, telles que Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Acinetobacter baumannii. Parmi tous les
tests de sensibilité aux antimicrobiens (tests de diffusion, bio-autographie, méthode de
dilutions, time-kill test, bioluminescence de I'ATP, cytométrie en flux), les tests de diffusion
qui sont simples & mettre en ceuvre et peu onéreux sont largement utilisés dans la recherche de
composés naturels d’intérét chez les microalgues (pour plus de détails, voir les revues de
Balouiri et al. 2016, Benkova et al. 2020). Cependant, toutes les méthodes (disques de papier-
filtre, puits) mettant en ceuvre des tests de diffusion présentent deux inconvénients majeurs : (i)
les composeés apolaires diffusent difficilement a travers 1’agar, et (ii) les composés volatiles
peuvent s’évaporer durant le test, notamment quand les disques sont préalablement chargés
avant d'étre déposés sur la boite de Pétri (voir la revue de Stirk & van Staden 2022). Ces
inconvénients peuvent étre la source de biais aussi bien qualitatifs (catégories sensible,
intermédiaire et résistant) que quantitatifs (concentration minimale inhibitrice, CMI12), puisque
des faux positifs ou négatifs peuvent apparaitre. Par exemple, des composés peu actifs mais qui
diffusent efficacement peuvent produire de grandes "zones d’inhibition" autour du disque, et
inversement (Eloff 2019, Stirk & van Staden 2022). De plus, cette méthode ne permet pas de
distinguer les effets bactéricides d'une substance (sa faculté de tuer la cible bactérienne) de ses

effets bactériostatiques (sa faculté de ralentir ou d'arréter la croissance bactérienne) (Balouiri et

! Méthode impliquant I’ajout de I’extrait testé dans une suspension bactérienne puis son incubation. Des étalements
sur boites et une détermination de la concentration cellulaire par comptage du nombre de CFU sur les géloses sont
réalisés a plusieurs intervalles de temps d’incubation.

2 Concentration minimale inhibitrice (CMI) : « La plus faible concentration d'un antimicrobien qui inhibe la
croissance visible d'un micro-organisme aprés une nuit d'incubation » (Andrews 2001).
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al. 2016). 11 est aujourd’hui recommandé, pour les tests antibactériens comme antifongiques,
de remplacer la méthode de diffusion sur gélose par une méthode de micro-dilution en milieu
liquide, plus sensible et plus reproductible bien que par ailleurs plus colteuse et chronophage
(Eloff 2007, Scorzoni et al. 2007, Klancnik et al. 2010). Par exemple, Eloff (2007) a montré
que les activités antibactériennes d’extraits de plantes révelées par un test de diffusion sur
gélose d’agar sont 3 a 20 fois inférieures a celles révélées par une méthode de dilution en série
sur microplaques®. A noter que ces tests sont de plus en plus souvent accompagnés par une
chromatographie liquide realisée en amont pour fragmenter les extraits et/ou par des techniques
de spectrométrie de masse réalisées en aval pour mieux identifier les composés d’intérét dans
les fractions (Kiuru et al. 2014). Géneralement, les extraits naturels sont considérés comme
intéressants quand la CMI est inférieure a 0,1 g.L ™ (Eloff 2019, Stirk & van Staden 2022).
Méme si nos tests avaient révélé un bioactivité, I’impossibilité de pouvoir déterminer une CMI
fiable avec la méthodologie que nous avons utilisée aurait rendu notre expérience difficile a

interpréter.

D’autres éléments peuvent influencer le résultat des tests biologiques tels que la densité
cellulaire de I’inoculum bactérien déposé sur la gélose (Bidlas et al. 2008), ou les conditions de
culture de la microalgue (Gacheva & Gigova 2014). Les cultures non axéniques de T. suecica
et de C. closterium utilisées pour les tests de bioactivité et les conditions environnementales du
biofilm de C. costatum entretenu sous serre constituaient une source de variabilité rendant
délicate la comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature. Au-dela de ces différences,
il convient de souligner celles des conditions des cultures planctoniques et en biofilm ayant
servi a la préparation de nos extraits. A notre connaissance, aucun bioessai n’a été réalisé a
partir de biofilm de microalgues, quelle que soit I’espéce, ce qui nous prive de pouvoir comparer
nos résultats avec ceux de la littérature. Notre hypothese initiale selon laquelle les biofilms de
microalgues constituent une source privilégiée de composés allélopathiques aux propriétés

antibactériennes n'est donc pas Vérifiée, mais elle n’est pas infirmée non plus.

Nous avons utilis¢é une méthode d’extraction solide-liquide, qui peut étre source
d’artefacts variables en fonction de la polarité et la thermolabilité des composés extraits ou en
fonction du niveau de toxicité, de volatilite, de polarité, de viscosité et de pureté du ou des

solvants utilisés (Grosso et al. 2015). Lorsque, pour réduire les biais potentiels inhérents a la

! Des composés tels que le tétrazolium qui agit comme récepteur d’électrons dans la chaine de transport d’électrons
des microorganismes et qui passe d’un état incolore & un autre état insoluble coloré (formozan) lors du processus
de réduction, peuvent étre utilisés. Il est conseillé d’utilisé du violet de p-iodonitrotétrazolium (Eloff 2019).
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toxicité des solvants, nous avons resolubilise les extraits MeOH:DCM (1:1) avec du
EMQ:DMSO (1:1) ou du EMQ:MeOH (1:1), un pate visqueuse s'est formée au fond des flacons,
traduisant peut-étre une mauvaise resolubilisation. Cette pate résultait probablement de la
présence de grandes quantités d’EPS apolaires ou faiblement polaires constitutifs de la matrice
des biofilms de microalgues, non solubles dans ’EMQ qui est un solvant polaire. De plus, la
concentration de extraits utilisés, c’est-a-dire des « surnageants » de ces extraits, n’a pas pu étre
estimée. Nous pensons donc a posteriori qu'il sera préférable pour de futures expériences
d’utiliser plusieurs solvants (mais pas de mélanges) dont la toxicité a préalablement été testée
sur chacune des souches cibles et de réaliser les essais biologiques avec des extraits concentrés
au maximum a 10 g.L™* (Eloff 2019).

4.2. Activités anticancéreuses

Malgré la trés forte hétérogénéité de nos résultats ainsi que la forte variabilité observée
entre les extraits, ’ensemble des bioessais réalisés avec des extraits de T. suecica semblent
s'accorder pour révéler que la croissance des cellules cancéreuses a été légérement altérée et,
qu'a l'inverse, celle des souches saines a ¢ét¢é modérément améliorée (excepté pour I’extrait

EMQ 1 testé sur la lignée A2058).

Des travaux menés dans le cadre de la recherche contre le cancer ont montré I'existence
de bioactivités associées au genre Tetraselmis, et notamment T. suecica, avec néanmoins des
résultats contrastés. Par exemple, bien que faible, une activité antiangiogénique (inhibition de
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins autour d'une tumeur) vis-a-vis de cellules
d’adénocarcinome de la prostate a ét€¢ associée a des extraits méthanoliques d’une souche
espagnole de T. suecica (Renteria-Mexia et al. 2022). Hussein et al. (2020) ont, quant a eux,
observé un effet cytotoxique des différents extraits aqueux, méthanolique, hexanoique et
chloroformique d’une souche malaisienne de T. suecica sur des souches cancéreuses du sein
MCF-7, mais pas sur la souche saine Vero issue de cellules épitheliales rénales du singe vert
africain Chlorocebus. Ces résultats corroborent nos propres tests. L’extrait chloroformique
présente également une activité sur la souche cancéreuse du sein hautement tumorigéne 4 T1,
les principaux composés identifiés dans I'extrait étant le tétracontane, [’eicosane,
I’hexatriacontane, 1’acide hexanedioique bis(2-éthylhexyl)ester, et le néophytadiéne. Aucune
activité anticancéreuse n’a toutefois été observée a ce jour avec de I’eicosane (PubChem

BioAssay AID 248, 256, 328, 330, 1259407, 1259410) ni le hexatriacontane (PubChem
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BioAssay AID 155, 157, 161, 165, 167, 175), tandis qu’a notre connaissance les autres
composés n’ont pas été testés. Dans le méme temps, Parra-Riofrio et al. (2020) ont mis en
évidence une activité cytotoxique des EPS acides de T. suecica UMA-260920 sur diverses
lignées humaines canceéreuses (lignée leucémique HL-60, d’un cancer du sein MCF-7 et d’un
cancer du poumon NCI-H460) et saines (lignée de fibroblastes gingivaux HGF-1). Cette activité
cytotoxique a également été identifiée, bien que moins intense, dans les EPS totaux et en
condition de croissance hétérotrophe (Parra-Riofrio et al. 2020). A notre connaissance, aucune
recherche n’a porté sur la composition des EPS, acides comme totaux, des biofilms de
microalgues. Ces activités anticancéreuses pourraient également étre attribuées a un peptide
dont I’activité antibactérienne a été identifiée par Guzman et al. (2019), également dans un
extrait acide. Des recherches supplémentaires sur les EPS de la matrice du biofilm de T. suecica

sont donc nécessaires pour identifier 1’origine de ces bioactivités anticancéreuses.

Par ailleurs, Sansone et al. (2017) ont montré que des extraits eau/éthanol de T. suecica
CCMP 906 n'exercent aucune inhibition sur les cellules d’adénocarcinome pulmonaire humain
A549, excepté a de trés fortes concentrations (400 pg.mL™Y) ol une Iégére réduction de la
viabilité cellulaire a pu étre observée. Au contraire, des concentrations plus faibles favorisent
la viabilité cellulaire des cellules A529. A noter que divers extraits d’autres espéces de
Tetraselmis, obtenus avec des solvants polaires (eau, éthanol) ou modérément polaires (acétate
d’éthyle), ont provoqué une amélioration ou n’ont eu aucun effet sur la viabilité de la lignée

cellulaires de carcinome hépatique humain HepG2 (Custodio et al. 2014, Silva et al. 2022).

Dans le cas de notre expérience, les extraits utilisés étaient polaires. En plus des activités
cytotoxiques d'extraits obtenus avec des solvants apolaires comme 1’hexane et le chloroforme
vis-a-vis des lignées cancéreuses MCF-7 et/ou 4 T1 (Hussein et al., 2020), une diminution de
la viabilité de cellules humaines de carcinome hépatique (lignée HepG2) a également été
attribuée a des extraits hexanoiques de Tetraselmis sp. par Custodio et al. (2014) (a noter qu’un
effet similaire a été observe sur la lignée saine S17). Il est donc possible que des composés

apolaires d’intérét aient été écartés lors de nos extractions.

La littérature consacrée® aux propriétés anticancéreuses de T. suecica fait état de
résultats tres différents. A I’instar des tests de diffusion, ces différences peuvent provenir des

méthodes de culture, d'extraction et de bioessai. Par exemple, des variations du contenu

L Un nombre non-négligeable d’articles portant sur cette thématique, non-cités ici, ont été publiés dans des revues
dites « prédatrices ».
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protéique impliqué dans I’expression du facteur de croissance endothélial vasculaire, parametre
utilisé pour estimer 1’activité antiangiogénique, ont été attribuées a la méthode d’extraction
utilisée (solvants, extraction physique, etc.) (Renteria-Mexia et al. 2022). Afin de conforter nos
résultats, qui sont peu significatifs, il serait nécessaire de recommencer nos experiences avec
un protocole standardisé. Il est par ailleurs possible que d’autres composés cytotoxiques
d’intérét révélent tout leur intérét pharmaceutique s'ils bénéficient des effets synergiques
d'extraits de Tetraselmis. Par exemple, Hussein et al. (2020, 2022) ont montré qu'un extrait de
T. suecica augmente la cytotoxicité du tamoxiféne ou des nanoparticules d’argent vis-a-vis des

lignées cancéreuses tout en la réduisant vis-a-vis des cellules saines.

A notre connaissance, aucune activité anticancéreuse n’a été trouvée chez C. closterium,
malgré les bioessais réalises sur les lignee ATCC A549, ATCC A2058 et HepG2 a différentes
concentrations d'extraits ou de fractions (Lauritano et al. 2020). Toutefois, une activité
antiproliférative des cellules de mélanome humain ATCC A2058 a éte attribuée a une fraction
MeOH:DCM (1:9) quand celle-ci était associée a du phéophorbide a, un produit de dégradation
de la chlorophylle, aprés photoactivation! (Saide et al. 2023). A I’instar de Tetraselmis, les
extraits de Cylindrotheca pourraient présenter un intérét pour la recherche contre le cancer
lorsqu’ils sont utilisés en synergie avec ceux d’autres composés cytotoxiques. L’amélioration
observée de la viabilité des lignées cancéreuses comme saines aprés 1’ajout d'extraits de C.
closterium n’encourage pas 1’utilisation de cette espéce comme moyen de lutte contre la cancer.
Toutefois, cette amélioration suscite un intérét dans des domaines favorisant 1’amélioration de
la viabilité des cellules non-cancéreuses, qui peut déboucher sur des applications dans d’autres

domaines de la santé tels que la nutraceutique ou la cosmétique.

1 Ce procédé est utilisé lors de la thérapie photodynamique employée contre certains cancers. Elle permet
I’activation d’un agent photosensibilisant, ici le phéophorbide a, qui catalyse la production d’espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) en cas d'exposition & une lumiére de longueur spécifique. Cette production de ROS induit une
cytotoxicité dans les cellules cancéreuses qui ont assimilé I'agent photosensibilisant (Lee et al. 2004).
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5.Conclusion & perspectives

Bien gue nos expériences ne nous aient pas permis de clairement mettre en évidence des
activités antibactériennes propres a T. suecica et C. closterium, il nous est pour autant difficile
de conclure sur une réelle absence de bioactivité chez ces espéces. Afin de trancher, il sera
nécessaire de réaliser des bioessais standardises sur des cibles bactériennes variées mais mieux
connues, en utilisant une méthode de microdilution en milieu liquide couplée a plusieurs
extractions et fractions, telles qu’un fractionnement controlé comme proposé par Cutignano et
al. (2015). Il serait aussi préférable d'utiliser des biofilms de microalgues de plus petites tailles
mais contrdlés au laboratoire, un environnement qui permet a la fois de diversifier les conditions
de croissance tout en les maitrisant mieux (Figure 42). Les extraits et fractions de ces
microalgues pourraient également étre testés sur d’autres lignees cancéreuses afin de confirmer
les faibles indices d'activité que nous avons pu déceler. Une autre voie de recherche, qui n'a été
considérée que recemment, mais qui mérite d'étre privilégiée dans le cadre des travaux menés
pour lutter contre le cancer, est I'étude de I'action des extraits de ces microalgues en synergie
avec d’autres composés. Finalement, les futures expérimentations devront également mieux
prendre en compte les défis inhérents a la recherche phytopharmacologique, tels qu’énumérés
par Heinrich et al. (2020)%.

Initialement, le projet Photobiofilm Explorer avait, parmi ses objectifs, celui de
découvrir des composés d’intérét dans les biofilms de microalgues et de mieux comprendre les
interactions microalgues-bactéries. En plus des cibles bactériennes choisies en raison de leur
intérét dans les domaines de la pharmaceutique et de l'aquaculture, il avait également été
envisagé de tester la bioactivité d'extraits de T. suecica sur des bactéries isolées du biofilm,
dans le but d’identifier des interactions allélopathiques entre ces microorganismes. L’isolement
et I’identification de ces bactéries est, au moment de la rédaction de ce manuscrit, en cours de
réalisation par le laboratoire MARBEC, partenaire du projet. Une meilleure compréhension de

la structure et du fonctionnement des biofilms de microalgue est toutefois nécessaire,

1 Ony trouve : (i) I’adéquation des modéles utilisés, en tant qu’extraits et cibles, pour comprendre et prédire I’effet
recherché et/ou observé, (ii) la description biologique compléte du matériel de départ ainsi qu’une caractérisation
précise de I’extrait utilisé, (iii) une meilleure prise en compte de la littérature scientifique, afin de mieux préciser
les tests et ’intérét des modeles utilisés, (iv) une prévision des résultats, certains composés pouvant étre jugés
biologiquement non pertinents sans tests auxiliaires, (v) la prise en compte du fait que la présence de composés
actifs ne se traduit pas forcément en bénéfices thérapeutiques, (vi) une meilleure prise en compte de la pertinence
pharmacologique et physiologique lors de la mise en place du bioessai, au-dela de la simple recherche d’une
significativité statistique.
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parallelement aux bioessais. Des efforts sont a fournir pour identifier les EPS bioactifs trouvés
par Parra-Riofrio et al. (2020) chez T. suecica, correspondants ou non au peptide bioactif
identifié par Guzman et al. (2019), ainsi que leur répartition entre cultures planctoniques et
biofilms. De méme, la caractérisation de la phycosphere et des propriétés spécifiques a la
matrice d’EPS des biofilms de microalgues peut donner des pistes de réponse sur la forte
résistance et résilience de ces biofilms. Des efforts sont encore a fournir dans cette voie de
recherche.
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Figure 42 : (A) Schéma récapitulatif du protocole réalisé au cours de nos travaux. Les biofilms de microalgues
sont récoltés en-dehors du laboratoire d’accueil dans des conditions partiellement contr6lées. Aprés transport, les
échantillons préalablement conservés au frais sont flash-congelés, lyophilisés, broyés puis extraits a 1’aide d’un
mélange MeoH:DCM (1:1) et d’un bain a ultrason. Les extraits sont ensuite concentrés et resolubilisés dans
différents mélanges de solvants. Aprés inoculation préalable des géloses avec des cultures bactériens cibles, les
extraits sont appliqués sur des disques de diffusion déposés sur les géloses. (B) Schéma récapitulatif d'un protocole
envisagé pour de futurs travaux. Des cultures contr6lées en laboratoire de biofilm de microalgues cultivées sous
différentes conditions sont utilisées pour les extractions. Le surnageant des cultures est récolté et filtré sous 0,2
pm pour des essais biologiques similaires. Les biofilms sont extraits avec différents solvants et des fractions
supplémentaires peuvent étre produites par chromatographie. Les extraits sont déposés dans des microplaques de
96 puits préalablement remplis de cultures bactériennes de souches cibles provenant de collections ou isolées a
partir du biofilm de microalgue lui-méme, puis dilués de fagon sérielle. Aprés incubation, la croissance bactérienne
dans chaque puit est vérifiée a I’ceil nu (I’absorbance peut également étre mesurée a 1’aide d’un lecteur de
microplaque). Les CMI sont alors estimées.
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CHAPITRE |11

ETUDE DE L’EFFET D’UNE LIMITATION EN AZOTE
SUR LE METABOLOME DE BIOFILMS

DE TETRASELMIS SUECICA

"Toutes les méthodologies ont leurs limites, et la seule « régle » qui survit,

c'est « tout est bon »"

Paul Feyerabend

Contre la méthode, Esquisse d'une théorie anarchiste de la connaissance
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1. Introduction

Les objectifs initiaux de ma these étaient : (1) d’identifier des activités antibactériennes
dans les biofilms de Tetraselmis suecica, (2) de mesurer les effets de la source et la
concentration d’azote (N) sur ces bioactivités, et (3) d’identifier et de caractériser la ou les
potentielles molécules impliquées dans ces bioactivités. Aucune activité antibactérienne n'ayant
pu étre détectée a partir d'extraits de biofilm de T. suecica (voir Chapitre 1), nous avons choisi
d’orienter la suite de mes recherches vers 1’étude du métabolome de biofilms de T. suecica

produits sous différentes conditions azotées.

L’N est un élément nutritif majeur de la composition des diverses familles de molécules
des micro-organismes (protéines, ADN, pigments, etc...). Ses effets sur la croissance et le
métabolome des microalgues sont généralement étudiés au laboratoire sous 3 volets : (i) ’effet
des différentes sources d’N, qu’elles soient inorganiques comme le nitrate (NO3) et
I’ammonium (NH4") ou organiques comme ’urée et les acides aminés (AAs) (par exemple Dai
et al. 2009 ou Chen et al. 2019), (ii) I’effet de la concentration d’N dans le milieu pouvant
placer les microalgues dans un état de satiété, ou au contraire de limitation, voire de carence, et
ce, dans des régimes stables ou fluctuants (Chia et al. 2016), et (iii) ’effet des rapports entre
éléments nutritifs, principalement le rapport N:P (Uronen et al. 2005). Les études peuvent porter
sur les parameétres de croissance des microalgues (par exemple Martin-Jézéquel et al. 2015), la
production de composés d’intéréts (Zhu et al. 2014), le fonctionnement des voies métaboliques
(Wu et al. 2015), etc. La limitation par I’'N a généralement comme conséquence une
réorientation du métabolisme associé a la synthese des protéines vers celles des glucides et/ou
des lipides (de Carvalho Silvello et al. 2022). Actuellement, les études portant sur I’influence
de I’N sur les biofilms de microalgues sont majoritairement conduites dans le cadre du
traitement des eaux usées (par exemple Posadas et al. 2013, Zhu et al. 2018, Gonzalez et al.
2020, Lietal. 2024, Sun et al. 2024), et celles s’intéressant a I’influence de I’N sur métabolisme
des biofilms phototrophes en laboratoire sont, a notre connaissance, plus rares (Domozych
2007, Cheng et al. 2013, 2014, Schnurr et al. 2013, Morgado et al. 2024).

Les biofilms sont des communautés microbiennes inféodées a une matrice de substances
polymériques extracellulaires (Extracellular Polymeric Substances, EPS) autoproduites et
adherées a une surface humide (Flemming & Wingender 2010). Ce sont donc des modeles
biologiques de choix qui, en raison de leur diversité biologique et de la possibilité de les
contrbler en laboratoire, et malgré leur complexité, permettent d’aborder I’étude des
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interactions médiées chimiquement. Leur développement dépend de diverses variables
environnementales. Par exemple, la concentration de certains nutriments peut affecter la
structure tridimensionnelle et le métabolome des biofilm bactériens (Cherifi et al. 2017, Carriot
et al. 2022). En comparaison avec les biofilms bactériens, les études conduites sur les biofilms
phototrophes, et par extension sur leur production de composés d’intérét, sont peu nombreuses.
Concernant les effets de I’N, divers travaux ont montré que la production d’EPS ou d’autres
molécules d’intérét sont sensibles a la source et la concentration d’N dans le milieu (Domozych
2007, Cheng et al. 2013, 2014, Schnurr et al. 2013, Morgado et al. 2024). VVohra et al. (2024)
ont récemment plaidé pour une utilisation plus importante des techniques omiques qui ouvrent

la voie a une étude plus approfondie du fonctionnement des biofilms.

Les techniques a haut débit, dites « omiques », sont des outils récents en biologie et de
plus en plus accessibles (Manzoni et al. 2016). A I’inverse de I’approche réductionniste, les
techniques omiques cherchent a étudier le vivant par une approche plus holistique. On retrouve
parmi ces techniques la génomique, la transcriptomique, la protéomique et la métabolomique,
ainsi que des variantes (métagenomique, épigénomique, lipidomique, etc.) (Manzoni et al.
2016). La métabolomique désigne 1’étude du métabolome, c’est-a-dire 1’ensemble des
métabolites produits par 1’activité cellulaire. Ces molécules, généralement d’un poids
moléculaire modeste (< 1500 Dalton), peuvent étre étudiées par chromatographie couplée a une
spectrométrie de masse (Reverter et al. 2020, Chakdar et al. 2021). Le métabolome comprend :
I’endométabolome, qui comporte 1’ensemble des métabolites intracellulaires, et
I’exométabolome, qui décrit les métabolites excrétés ou déja présents dans le milieu extérieur
(Kuhlisch & Pohnert 2015). Ainsi, suivant I’hypothése a vérifier, 1’étude portera sur
I'endométabolome, I'exométabolome ou le métabolome dans son ensemble. Par exemple,
I’examen de I’exométabolome sera privilégiée dans le cadre d’une étude en écologie chimique

afin d’identifier des médiateurs chimiques (Kuhlisch & Pohnert 2015).

Afin de conduire une analyse consistante de I’influence d’un facteur déterminé sur le
métabolome d’une microalgue, un certain nombre de critéres expérimentaux doivent étre
respectes : le systeme de culture doit permettre (i) de contréler et de mesurer le facteur en
question tout en maintenant les autres constants ou « égaux par ailleurs » (ii) de mesurer avec
précision la variable microalgue, et (iii) une extraction appropriée des métabolites, ¢’est-a-dire
rapide et non polluée. Les caractéristiques des biofilms phototrophes (influence de 1’épaisseur
sur la photosynthese, diversité des microorganismes préesents, etc.) rendent le critere (i) difficile
a respecter, en tout cas plus difficile que dans le cas des cultures planctoniques. Les criteres (ii)
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et (iii) sont également difficiles a respecter car la mesure de la concentration cellulaire d’un
biofilm nécessite un prélevement intrusif qui en détruit une partie, ce qui peut faire varier son
métabolome. En outre, cette estimation peut étre biaisée si le biofilm est hétérogene sur la
surface qu’il occupe. Enfin, les cultures de biofilms présentent deux types d’exométabolome,
celui qui est présent de la matrice d’EPS et celui qui est dans le surnageant. De plus, les cellules
étant étroitement associées a la matrice d’EPS, il est impossible de séparer I’endo- d’une partie
de I’exométabolome (risque de rupture des cellules, techniques de séparation longue et

fastidieuse a mettre en place, risque de dénaturation des metabolites).

La chlorophyte T. suecica est une microalgue utilisée de facon industrielle,
principalement pour la production de denrées alimentaires destinées a 1’aquaculture (Muller-
Feuga et al. 2003) et de biocarburants (Montero et al. 2011). Des propriétés bioactives sont
rapportées chez T. suecica, que ce soit des activités antibactériennes (Kellam & Walker 1989,
Austin & Day 1990, Austin et al. 1992, Guzman et al. 2019, Hussein et al. 2020), antioxydantes
(Lee et al. 2009, Norzagaray-Valenzuela et al. 2017, Haoujar et al. 2019), antitumorales
(Custodio et al. 2014, Sansone et al. 2017, Hussein et al. 2020a, Parra-Riofrio et al. 2020,
Renteria-Mexia et al. 2022) et antifongiques (Kellam et al. 1988) (pour plus de détails, voir
Chapitre I1). Toutefois, seul un peptide a pu étre identifié et caractérisé malgré le nombre de
bioactivités recensées chez cette microalgue (Guzman et al. 2019). T. suecica presente un grand
intérét pour la production de biocarburant. En effet, une limitation en N favorise grandement
I’accumulation de carbohydrates dans les cellules, notamment 1’amidon (D’Souza & Kelly
2000, Rodolfi et al. 2009, Kermanshahi-pour et al. 2014), lequel peut étre utilisé pour une
production de bioéthanol (Lam & Lee 2015, Lakatos et al. 2019). D’autres facteurs peuvent
améliorer cette production, tels que la salinité (Yao et al. 2013a), le phosphate (Rodolfi et al.
2009, Bondioli et al. 2012, Dammak et al. 2017), les métaux et les vitamines (Dammak et al.
2017). L’étude du transcriptome de T. suecica a montré qu’une limitation par I’N a pour effets
de réduire le taux de dégradation des sucres ainsi que celles des polycétides synthases et
lipoxygénases impliqués dans la biosynthése de métabolites secondaires aux propriétés

bioactives (Lauritano et al. 2019).

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats d’une analyse métabolomique conduite
sur des biofilms de la microalgue Tetraselmis suecica AC254 limitée ou non par I’N. Cette
étude a nécessité la mise en place d’un systéme de culture de biofilm adapté aux critéres requis

par cette analyse, lequel systéme a été validé par de nombreuses expériences préliminaires.
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2.Matériel et méthodes

2.1. Souche utilisée

La souche de Tetraselmis suecica AC254 (Algobank Caen, Université de Caen
Normandie), fournie par la startup INALVE, a été maintenue par repiquages successifs de
cultures placées dans un incubateur réfrigéré a éléments Peltier (IPP260, MEMMERT), a une
température de 20°C et une intensité lumineuse continue de 56 pmol.m2.s?. Le milieu de
culture était constitué d’eau de mer prélevée en subsurface dans la rade de Villefranche-sur-
Mer, vieillie pour étre débarrassée des éléments nutritifs résiduels, filtrée sur 1 puis 0,22 uM
(Cartouches de filtration Milligard, MILLIPORE) a I’aide d’un pompe (Masterflex L/S modéle
7518-10) avant d'étre autoclavée puis enrichie stérilement avec du milieu f/2 (Guillard & Ryther
1962, Guillard 1975) sans silicate.

L’ensemble des milieux de culture utilisés au cours de cette expérience sont dans le Tableau

3.

Tableau 3 : Composition et concentrations molaires (en M) en éléments nutritifs des différentes variantes du
milieu f/2 (Guillard & Ryther 1962, Guillard 1975) utilisés au cours de 1’expérience.

Concentration molaire (M)

des éléments des différents milieux de culture utilisés

Composants Formules moléculaires f/2 f/4 2f f/28BS f/4*
Nitrate (de sodium) NaNOs 8,82.10%| 4,41.10%| 3,53.10%[ 8,82.10*| 4,41.10*
Phosphate (monosodigue) | NaH2PO4 » H>0 3,62.10°| 3,62.105| 2,90.10*| 7,24.10°| 7,24.10°
FeCls » 6 H,O 1,17.10°| 1,17.10°| 1,17.10°| 1,17.10°| 1,17.10°
Na,EDTA « 2 H,O 1,17.10°| 1,17.10°| 1,17.10°| 1,17.10°| 1,17.10°
MnCl; - 4 H,O 9,10.107| 9,10.107| 9,10.107| 9,10.107| 9,10.107
Solution de métaux traces [ZnSOs * 7 H20 7,65.10®%] 7,65.10®| 7,65.108| 7,65.10%| 7,65.10°
CaClz « 6 H:0 4,20.10%| 4,20.10%| 4,20.10%| 4,20.10%| 4,20.10°
CuSO4 * 5 H.0 3,93.10%| 3,93.10%| 3,93.10%| 3,93.10%| 3,93.10°
Na,MoO4 * 2 H,0 2,60.10%| 2,60.10%| 2,60.10%| 2,60.108| 2,60.10°
Thiamine *« HCI (B1) 2,96.107| 2,96.107| 2,96.107| 2,96.107| 2,96.107
Solution de vitamines Biotine (H) 2,05.10°| 2,05.10°| 2,05.10°| 2,05.10°| 2,05.10°
Cyanocobalamine (B12) 3,69.10°| 3,69.101°| 3,69.10%°| 3,69.10%°| 3,69.100
Tampon HEPES 0 0 0| 6,25.10° 0
Bicarbonate de sodium NaHCO; 0 0 0 1,0.102 0

2.2. Conception du systéeme de culture de biofilm en erlenmeyer

Afin d’étudier les effets du statut azoté sur le métabolome de T. suecica, nous avons dd
concevoir et réaliser un nouveau systeme de culture qui remplisse les conditions nécessaires a

ce type d’expérience. Nous présentons ici le systéme que nous avons cherché a optimiser pour
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I’étude métabolomique de biofilms de T. suecica composes de cellules limitées ou non en N.

Nous avons choisi le NOs™ comme élément azoté limitant.

2.2.1. Systemes de culture imaginés

Le systeme de culture de biofilm de microalgues adapté a notre étude métabolomique
dans des conditions contr6lées en laboratoire doit satisfaire huit conditions : (1) absence de
contaminations biologiques et chimiques, (2) contréle du statut azoté des microalgues, (3)
contrdle et stabilité des autres conditions de croissance (température, lumiere, nutriments), (4)
un nombre suffisant de réplicas (au minimum cing par condition expérimentale), (5) un volume
de culture pas trop important, (6) une récolte des biofilms aisée, rapide et peu destructive, et (7)
une bonne reproductibilité. Quatre systémes de culture de biofilm ont été envisagés ou testés
(voir Figure 43) : des photobioréacteurs (PBRs) verticaux, rotatifs et plats et une culture en
erlenmeyer (voir Tableau 4).

Les PBRs verticaux, plats et rotatifs existant au LOV ne respectaient pas ou peu les
conditions précédentes (voir Tableau 4). En particulier, le fait d’étre des systémes ouverts ainsi
que leur mise en ceuvre difficile (nombres limités de réplicas, grand volume de culture, tailles
imposantes, besoin d’un tissu pour support du biofilm) ont été jugées rédhibitoires. A I’inverse,
la technique de culture de biofilms en erlenmeyers, bien que peu testée auparavant, offrait
I'avantage de la simplicité et respectait les conditions citées précédemment, avec cependant une

méconnaissance du niveau de reproductibilité.

Tableau 4 : Conditions nécessaires a la réalisation d'une étude métabolomique dans des conditions controlées en
laboratoire. La couleur des cases indique le niveau de validité du systéme de culture : respecte la condition (vert),
respecte partiellement la condition ( ), et ne respecte pas la condition (rouge). Les cases non-colorées
correspondent a un manque d'information sur la condition.

Systemes de culture envisagés

Conditions PBRs plats PBRs rotatifs

Risque de contaminations biologiques/chimiques

Controle du statut azoté

Controéle et stabilité des variables non-azotées

Nombre de réplicas Moyen Moyen
Volume nécessaire Intermédiaire

Difficulté de la récolte Facile Intermédiaire

Reproductibilité Inconnu Moyenne

Disponibilité du systéme

0 IN[(O UV |BR|W(N|R
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Figure 43 : Représentation schématique des différents systémes de culture envisagés pour une étude
métabolomique en conditions contrdlées de laboratoire. Le systeme de culture de biofilm en erlenmeyers (en bas
a droite) a été sélectionné pour I’étude métabolomique.

Plusieurs dispositifs d’incubation ont ensuite été envisagés pour le controle des conditions de
croissance : (i) une chambre d’incubation (MLR-351, SANYO), (ii) des erlenmeyers
thermorégulés a double-paroi (créés sur mesure), et (iii) une enceinte thermorégulée (Figure
44). La chambre d’incubation a finalement été choisie car elle offrait un espace suffisant pour
de multiples réplicas ainsi qu’une thermorégulation et une source de lumiere modulable déja
intégrées. Chaque erlenmeyer, en verre borosilicaté, conique a col étroit, d’un volume de 250
mL (ISO 1773, H: 135 mm, @: 34-79 mm, ref. FB33171, Fisherbrand™), fermeé a l'aide d'un
bouchon stérile en silicone (Silicosen® T-type, H: 60 mm, @: 32 mm, ref. 8905532, Schott

Hirschmann) et munis d’un barreau magnétique lisse en PTFE avec un anneau central (L : 25
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mm, @ : 6 mm, ref. 442-4505, VWR Collection), était posé sur un agitateur magnétique rotatif
réglable (colour squid white, ref. 0003671000, IKA®). Au total, vingt-quatre agitateurs ont pu
étre distribués sur les quatre niveaux de la chambre d'incubation, équidistants sur la verticale.

Chaque niveau comportait donc deux rangées de trois plateaux d’agitation.

ey

Figure 44 : Représentation schématique des différents dispositifs d’incubation de cultures de biofilm de
microalgues en erlenmeyers qui ont été a I'étude. La chambre d’incubation (MLR-351, SANYO) comprend 4
étages matérialisés par des grilles espacées de maniére équidistante, un systéme intégré de thermorégulation ainsi
qu'une source lumineuse composée de 3 rangées de 5 néons (sur les cbtés et sur la porte). Chaque étage peut
recevoir 9 agitateurs magnétiques rotatifs. Les deux autres dispositifs sont équipés d'une dalle & LED comme
source lumineuse. Leur régulation thermique (individuel avec des erlenmeyers a double-paroi ou commune avec
une bassine) est assurée par une circulation d’eau thermostatée. C'est finalement le SANYO qui a été retenu.
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2.2.2. Optimisation du systéme de culture

Les parametres de la chambre ont été réglés pour correspondre aux conditions optimales
de croissance de T. suecica, c'est-a dire une intensité lumineuse relativement élevée (Montes-
Gonzalez et al. 2021) et une température autour de 25°C (Weiss et al. 1985, Sas et al. 2021).
Les nombreuses expériences conduites pour optimiser le dispositif et les conditions de
croissance de T. suecica ne sont pas presentées ici, seules le sont les différentes conditions de
croissance finalement retenues (lumiére, température, agitation, milieu de culture et bullage).
La recherche de conditions expérimentales optimales a été réalisée avec des cultures
planctoniques en batch qui sont plus faciles a mettre en ceuvre que les cultures en biofilms, mais
surtout dont I'échantillonnage n'est pas destructif, sur des durées de 6 a 10 jours en fonction du

volume initial de la culture et du facteur a tester.

Lumiere

Les spectres d’émission des néons du SANYO (Lumilux Cool white, L 36W/940, 120 cm,
OSRAM), d’une dalle d’éclairage a LED (40W, 300x1200x9 mm, ref. LEDDAL40BNLGP,
VISIOLed) fréqguemment utilisée au LOV pour la culture de microalgues et des sources
lumineuses de 1I’incubateur MEMMERT ont été obtenus a 1’aide d’un radiométre muni d'une
fibre optique (USB4000 Fiber Optic Spectrometer, Ocean Optics). Le spectre d’absorption de
T. suecica dans le visible a été obtenu a I’aide d'un spectrophotométre (Perkin Elmer, US/VIS,
Lambda 2) équipé d'une sphéere d'intégration. Le rapport PUR/PAR (Combe 2016), qui
correspond a la proportion du spectre radiatif absorbée par les pigments, est de 0,26 pour les
néons du SANYO, 0,29 pour la dalle d’éclairage a LED, et 0,31 pour la lumiére blanche du
MEMMERT (Annexe 3). Ces différences ont été considérées comme négligeables au regard
de I'efficacité photosynthétique, ce qui est conforté par le fait qu'aucune différence significative
de la production de microalgues n'a été mise en évidence entre les néons du SANYO et la dalle
d’éclairage a LED (Figure 46A,B). Les néons déja installés dans SANY O ont donc été utilisés.
Par ailleurs, malgré 1’hétérogeneité du champ lumineux dans cet incubateur, un éclairement de
+ 540 pmol.m2.s! (photométre UML-500 Universal Light Meter & Data Logger, WALZ)
mesurée au centre des 24 erlenmeyers remplis d'eau de mer filtrée (capsule de filtration
Sartobran® 300, 0,2 pum, Sartorius) (EdMs) a néanmoins pu étre obtenu en n'allumant que 10
néons sur 15 et en ajustant manuellement I'emplacement exact de chaque agitateur (Figure
47A,B).
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Température
La température moyenne a l'intérieur du SANYO MLR-351 a été réglée a ~25°C, avec un léger

gradient du bas (23,8°C) vers le haut (26,3°C) (Figure 47B), causé par une convection inhérente
a D’utilisation simultanée de plusieurs néons, gradient qui ne semble cependant pas avoir
engendré de différences significatives de la concentration cellulaire et du biovolume mesurés

dans les cultures tests (Figure 48C,F).

Agitation

Elle a été fixée a 600 rpm pour homogénéiser les cultures planctoniques. Il est apparu qu'une
agitation était également nécessaire pour permettre la formation des biofilms, car elle favorisait
I'adhésion des cellules de T. suecica sur la paroi en verre des erlenmeyers. La nécessité d’une
contrainte de cisaillement favorisant la formation d’un biofilm a été¢ précédemment observé
chez les bactéries (Stoodley et al. 1998, Beyenal & Lewandowski 2002, Moreira et al. 2022,
Tsagkari et al. 2022) et la microalgue Chlorella vulgaris (Fanesi et al. 2021). Nos essais ont
permis de montrer qu'une vitesse de 250 rpm permettait I'attachement des cellules tout en restant

suffisamment modérée pour ne pas détacher le biofilm une fois celui-ci formé.

Comptage cellulaire et taux de croissance

Entre 1 et 10 ml de culture planctonique (suivant la concentration cellulaire) sont prélevés
quotidiennement gréace a une seringue connectée a une canule (microtube PFTE, ID: 1,32 mm,
OD: 1,93 mm, Adtech Polymer Engineering) passée a travers le bouchon. Apres dilution avec
de ’EdMy, 1 mL d’HCI a 10% (v/v) (acide chlorhydrique, 37 %, extra pur, d=1,18, SLR, ref.
10000180, Fisher Chemical) dilué dans de 1’eau ultrapure Milli-Q (Cartouche de purification
SynergyPak®, ref. SYPKOSIAL, Merck ; EMQ) a été ajouté pour un volume final de 50 mL,
pour déliter d’éventuels agrégats cellulaires. Les échantillons sont analysés par les compteurs a
particules PAMAS (OLS403, PAMAS Partikelmess- und Analysesysteme GmbH) ou HIAC
(Royco, modele 9703, Pacific Scientific), selon disponibilité. Ces deux granulometres, qui
mesurent la section efficace de chaque particule comptée, fournissent la distribution en taille de
la population (voir Figure 45) ainsi que sa concentration (cell.L!) dans une gamme de taille
déterminée, données qui permettent de calculer son diametre moyen (um) et son biovolume

(somme des volumes cellulaires, pm3.L™Y).

Ainsi, concentration et biovolume sont deux descripteurs différents de la méme population, le

premier décrivant la dynamique de multiplication cellulaire, le second prenant en outre la

164



croissance somatique des cellules. Il convient donc de souligner que le taux de croissance p
(jour?) de chacun de ces descripteurs, calculé a I’aide de la formule p = In (N,/N;)/(t, — t;)
ou Ny est la concentration cellulaire ou le biovolume au temps tx lors de la phase exponentielle
de croissance, peut étre différent si le diametre moyen de la population varie. A noter également
que ces compteurs optiques mesurent toutes les particules au sein d'une gamme de taille donnée,
sans distinction des particules vivantes ou détritiques. Le mode d’échantillonnage et le

comptage cellulaire des biofilms est présenté ci-dessous (voir chapitre 3, partie 2.2.3).
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Figure 45 : Exemple de distributions obtenues avec le compteur optique de particules HIAC. (A) densité spectrale
de la distribution de particules, et (B) du biovolume ; Concentration (C) et biovolume (D) cumulés. Les traits
verticaux délimitent la gamme de taille au sein de laquelle les calculs ci-dessous sont effectués. Ces distributions
sont caractérisées par une dissymétrie accentuée a droite, qui apparait plus nettement sur la distribution du
biovolume. Les particules qui composent la partie droite des distributions peuvent étre des grosses cellules meres
sur le point de se diviser, des amas de cellules, ou des particules détritiques. Nous avons choisi de considérer
qu'elles faisaient toutes partie de la population de T. suecica. Les figures (C) et (D) montrent que si une petite
variation de la limite inférieure choisie ne modifie pas radicalement les calculs de la concentration et du biovolume,
il n'en est pas de méme pour le choix de la limite supérieure, notamment pour ce qui concerne le calcul du
biovolume (D).

En fonction de sa concentration, I'échantillon est dilué D fois pour éviter tous risques de coincidence durant le
comptage, puis homogénéisé. Un volume connu V de cette suspension est compté 3 fois, avec une bonne
reproductibilité comme le monte I'ensemble des figures. Les particules en suspension passent une a une a travers
un faisceau laser, générant un signal proportionnel a leur ombre projetée (ou section efficace). Le diamétre des
particules est donc assimilé a celui d'un disque de section efficace équivalente. La distribution en taille de la
population représente la répartition du nombre de particules n; (cell.L™?) par classe de taille i, dont le diamétre
moyen d; (um) correspond a la moyenne des limites inférieure et supérieure de la classe i, et dont le volume moyen
(um®) v; = (4m/3) (di/2)°.

N = (D/V) ¥i=Pn, est la concentration des particules dans la gamme de tailles comprises entre d, et dp, ol a et b
sont les numéros des classes inférieure et supérieures de la gamme considérée.

Le diamétre moyen des particules dans la gamme de taille considérée est d = (1/N)¥i=2n; d;, et le
biovolume (um3.L"Y) qu'elles représentent est égal a: B = (D/V) ¥i=2n; v;.
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Milieu de culture, bullage et source de carbone inorganique

En dépit des concentrations relativement élevées de carbone inorganique naturellement présent
dans I'eau de mer, le milieu de culture devait en étre enrichi afin de prévenir toute limitation
par cet elément de la croissance de cultures denses. Une variante du milieu f/2 supplémenté
avec 6,25.10° pM de bicarbonate de sodium (NaHCO3), utilisé comme source de carbone pour
permettre 1I’économie d’un systéme de bullage, et du tampon HEPES puis stabilisé a pH 8,10-
8,20 avec de la soude (NaOH) (milieu f/2B%) a été testée. Malheureusement, en plus du fait que
cet élément perturbait le dosage photométrique des NOs™ (Collos et al. 1999), il ne permettait
pas d'obtenir des taux de croissance comparables a ceux précédemment mesurés au laboratoire
pour T. suecica. Des cultures planctoniques en batch ont donc été réalisées pour tester
différentes hypotheses pouvant expliquer cette déficience : (i) T. suecica n’est pas capable
d’assimiler le NaHCOg, (ii) le pH est trop élevé pour permettre 1’assimilation du NaHCOg, (iii)
la concentration élevée de NaHCOg inhibe la croissance, (iv) les solutions stocks de nutriments
ne sont pas optimales, et (v) le spectre lumineux des néons ne convient pas a T. suecica. La
Figure 46 montre que le seul moyen d'obtenir la production attendue de T. suecica est de buller
les cultures avec de l'air, ce qui suggeére qu'une culture dense T. suecica, si elle ne peut pas
utiliser le NaHCO3; comme source de carbone inorganique, peut se satisfaire du CO2 de l'air

bullé qui se dissout dans I'eau.

A cooreos B oot

on cellulaire (cell/mL)

Milieu pH bullage | Solutions stocks | Lumigre

F/285 8,1-82 | non ancienne néons (eontréle)
Ff2ms 7,0 non ancienne néons

/2 8,1-82 | non ancienne néons

Ff2% 8,1-82 |oui ancienne néons

Conditions

F/28s 8,1-82 | non neuves néons
/28 8,1-8,2 | non ancienne dalle LED
F/2° avec [NaHCO;]/10 | 8,1-82 | non ancienne néons

Figure 46 : Evolution de la densité cellulaire (A) et du biovolume (B) de la microalgue Tetraselmis suecica
cultivée dans différentes conditions afin d’identifier les paramétres pouvant limiter sa croissance. Les valeurs
moyennes sont représentées par des points et les écarts-types par des barres.
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Un systéme de bullage d’air filtré (Midisart® 2000, PTFE, 0,2 um, 64 mm, 17805-------- UPN,
Sartorius) a donc finalement été mis en place (Figure 47A). Chaque culture est alimentée par
des tuyaux en silicone transparent de diameétre décroissant (ISO 1183-1A, Labbox) mais de
longueurs égales. Une étape d’humidification de 1’air a été rajoutée afin d’éviter 1’évaporation
du milieu de culture observée au cours de I’optimisation du dispositif de culture (voir chapitre
3, partie 2.2.3). Avant chaque expérience, la totalité du circuit d'air est stérilisé avec de
I'éthanol. Le risque de formation de bouchons de condensation dans les tuyaux a été réduit par
une surveillance visuelle réguliere. Enfin des tests ont permis de démontrer qu'un bullage dans
le ciel de la culture était aussi efficace pour la croissance qu'un bullage dans la culture elle-
méme (pour plus de détails, voir Annexe 4). C'est donc ce premier mode qui a été utilisé pour
la culture des biofilms dont le développement pouvait localement étre entravé par les bulles

sortant de la canule.

La Figure 47 récapitule I’ensemble des optimisations du systéme de culture.
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Figure 47 : A) Représentation schématique du systéme de culture optimisé de biofilm de Tetraselmis suecica a
I’intérieur d’une chambre d’incubation SANYO MLR-351. B) Température (°C) (barres noires) et mesure PAR
(lumigre, en umol.m2.s1) (ronds blancs) en fonction de la position. C) Photographies de biofilms de T. suecica
cultivés en erlenmeyers (des photographies au microscope optique figurent en Annexe 5).
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2.2.3. Validation du systéme de culture

Pour répondre aux besoins de I'expérience, le systeme de culture mis en place doit
encore respecter deux conditions non verifiées : 1) le développement du biofilm est identique
dans les 24 erlenmeyers, c'est-a-dire independant de leur position dans le SANYO ; et 2) il doit
étre possible de suivre la croissance du biofilm de T. suecica et de contrdler son statut azote.
Une variante du milieu f/4° avec une augmentation de la concentration attendue en phosphate
(PO4*) a 72,4 uM a été utilisée (milieu f/4*) afin de s’assurer qu’aucune limitation en P ne

puisse advenir.

Pour Vérifier la premiere condition, on a procédé comme suit. Les 24 cultures sont
inoculées de fagon identique a partir d’'une méme préculture (55 mL de milieu /4%,
concentration cellulaire initiale de 107 cell.L?, 250 rpm, 25°C, 540 pmol.m2.s? de lumiére
continue) et les 24 biofilms formés au bout de 7 jours sont récupérés. Pour cela, chaque
erlenmeyer est sorti délicatement de la chambre d’incubation, le barreau magnétique est
soigneusement enlevé a 1’aide d’une tige magnétique en prenant soin qu'elle ne touche pas le
milieu de culture, puis 5 fractions du biofilm sont successivement récupérées. La fraction Fr-
SN qui comporte les cellules restées planctoniques dans la culture surnageante ou non adhérées
a la paroi en verre est délicatement récupérée par simple transvasement. Puis, trois fois de suite,
50 mL d’EdMs sont ajoutés puis récupérés aprés une agitation manuelle des erlenmeyers,
donnant les fractions Fr-L1 (lavage 1), Fr-L2 (lavage 2) et Fr-L3 (lavage 3). La derniére
fraction, constituée des cellules fortement adhérées qui forment la couche profonde du biofilm
(Fr-BF) est récupérée apres ajout de 50 mL d’EdMs suivi d'une agitation vigoureuse avec un
barreau magnétique lisse durant environ 5 min. Les cing fractions sont conservées dans des
tubes coniques en attendant d'étre analysées : comptage cellulaire (voir plus haut), salinité
(réfractometre Digital Salinity Refractometer MA887, Milwaukee) et pH (pH-métre FP20 New
FiveEasy, Mettler Toledo, couplé a une électrode pH Bioblock Scientific, ref. 84907,
Fisherbrand™). La salinité et de pH ont également été mesures sur un aliquote du milieu de
culture a to et sur la fraction Fr-SN a t7. L'augmentation de la salinité due a I'évaporation a éeté
prise en compte pour corriger son effet sur la détermination des concentrations cellulaires via
laformule X{ = X, X (S;:/S,), ou X't et Xt sont respectivement les concentrations cellulaires (ou

biovolumes) corrigées et mesurées au temps t, et Stet So les salinités mesurées aux temps t et to.

Pour vérifier la seconde condition, une expérience a été mise en place dans les mémes

conditions que précédemment. Chaque jour, 3 cultures choisies aléatoirement sur les 24 sont
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"sacrifiées™ pour des mesures de particules, de salinité et de pH, comme précédemment. A to, 3
cultures supplémentaires ont été sacrifiées. En outre, 10 mL de filtrat (Minisart® NML Stérile -
0.2 pum, SFCA, ref. 16534---------- K, Sartorius) des fractions Fr-SN sont stockés dans des
cryotubes a -80°C en attendant une analyse des nitrates résiduels (Ngr) par la méthode
colorimétrique de Treguer et al. (1975) a l'autoanalyseur Technicon. 10 mL des fractions Fr-
L1, Fr-L2 et Fr-L3 sont mélangés dans un tube conique de 50 mL et centrifugés a 1500 rpm
pendant 10 min (Centrifugeuse Sorvall™ ST 40R, ref. 75004525, Thermo Scientific). Apres
élimination du surnageant, le culot est remis en suspension dans 10 mL d’EdMt pour former la
fraction « lavages » Fr-L123. Ensuite apres filtration de 5 ou 10 mL des fractions Fr-SN, Fr-
L123 et Fr-BF (GF/C glass microfibre filters, @: 25 mm, circle, ref. 1822-025, Whatman®), les
filtres sont conservés dans des tubes a hémolyse fermés avec de 1’aluminium et conservés dans
une étuve a 60°C jusqu’a mesure de l'azote et du carbone particulaires (Np, Cp) au CHN. Ces

analyses n’ont pas pu étre réalisées sur ces tests mais le seront au cours de 1I’expérience.

Bien que mesurées chaque jour sur des cultures différentes, les concentrations de
microalgues suivent assez fidélement la dynamique attendue d'une croissance logistique, sauf
peut-étre le jour 7 ou la concentration est inférieure a celle attendue (Figure 49A). L'arrét de la
croissance a partir du 5°™ jour peut étre attribuée a une limitation par I’N, le Nr étant épuisé
entre le 1% et le 2°™ jour (Figure 51). La Figure 49 montre que la proportion des cellules libres
est, dés le début, tres faible, et que la majorité (> 95%) des cellules (Fr-L1+Fr-L2+Fr-L3+Fr-
BF) sont constitutives des biofilms, ce qui laisse penser que la technique adoptée pour leur
formation est efficace. Le biovolume suit une évolution similaire & celle de la concentration
cellulaire (Figure 48D,E,F et Figure 49B). La croissance du biofilm de T. suecica montre une
productivité suffisante pour les analyses envisagées (1,36 + 0,08.10° cell.L* & t7) (Figure 48A)
et une bonne reproductibilité (coefficient de variation compris entre 3,57 et 6,14% de t, a te)
tout au long de ’expérience (Figure 49A). En effet, on n'observe pas de différences
significative de la densité cellulaire entre les 24 biofilms répartis sur la hauteur ou la profondeur
de la chambre d’incubation, qui auraient pu étre dues aux petites différences de température et

d'éclairement enregistrées (Figure 48C,D,E,F).

Aprés avoir augmenté jusqu'au jour 2, le pH diminue ensuite progressivement, ce qui traduit
une évolution de la demande en carbone organique dissous, qui est modérée au début quand la
biomasse est faible ainsi qu'a la fin quand la croissance ralentit. Mais le pH est resté en moyenne
supérieur a 8, ce qui indique que le bullage d'air a été suffisant pour prévenir une limitation de

la croissance par le carbone inorganique (Figure 50). Cependant I'évaporation engendrée par
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ce bullage a entrainé une augmentation de la salinité, variable d'une culture a l'autre (Figure
50). Il sera donc nécessaire d'installer un humidificateur de I'air bullé au cours de I'expérience
afin de réduire les biais potentiels inhérents a une augmentation de la salinité (voir chapitre 3,
partie 2.2.2). Moyennant cet aménagement, nous pouvons considérer que le dispositif de

culture de biofilm de microalgues en erlenmeyer répond aux exigences d'une analyse

stabolomique
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Figure 48 : Concentration cellulaire (A,B,C) et biovolume (D,E,F) a to et t7 de la totalité et des différentes fractions
du biofilm de Tetraselmis suecica incubée durant 7 jours. (A,D) Données totales. (B,E) Données réparties en
fonction de la profondeur dans le SANYO MLR-351. (C,F) Données réparties en fonction des différents étages
dans le SANYO MLR-351. Les étages sont définis comme dans la Figure 47A. Les valeurs moyennes sont
représentées par des points et les écarts-types par des barres.
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Figure 49 : Evolutions de la densité (A) et du biovolume (B) cellulaires dans les différentes fractions et dans la
totalité du biofilm de Tetraselmis suecica durant 8 jours d’incubation. Les valeurs moyennes sont représentées par
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Figure 50 : Evolution de la salinité (trait plein) et pH (trait hachuré) dans des cultures de biofilm de Tetraselmis
suecica durant 8 jours d’incubation. Les valeurs moyennes sont représentées par des points et les écarts-types par
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Figure 51 : Evolution du nitrate résiduel (en uM) au cours du temps dans des cultures de biofilm de Tetraselmis

suecica durant 8 jours d’incubation. Les valeurs moyennes sont représentées par des points et les écarts-types par
des barres. La courbe d’étalonnage est en Annexe 6.

2.2.4. Déetermination des conditions de culture et d’echantillonnage

Notre objectif étant de connaitre la réponse métabolomique de T. suecica a une
modification de son statut azoté, nous avons choisi de comparer les métabolomes de biofilms
non limités et limités par I'N. Pour ce faire, il faut que les conditions initiales en N et en cellules
soient telles que I'on obtienne au bout d'un certain temps deux lots de biofilms, limités et non
limités, dont les biomasses soient suffisantes pour assurer les analyses désirées. Par ailleurs,

pour que la comparaison du métabolome de ces lots ait un sens, il est nécessaire que le statut
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azoté soit le seul parametre qui induise la différence de réponse métabolomique, autrement dit
que toutes les autres conditions soient "égales par ailleurs". Ces autres conditions sont la
température, les nutriments autres que I'N, le pH et la lumiere. De toutes ces conditions, seule
la température n'est pas affectée par le développement du biofilm. Le flux de photons moyen
intégré dans I'épaisseur du biofilm diminue avec son épaississement, quant aux nutriments, leur
concentration diminuent au fur et & mesure de leur consommation. Pour les nutriments autres
que I'N, nous faisons I'nypothése que des différences de concentration entre les lots n'ont pas
de répercussion sur la physiologie des microalgues tant que ces nutriments restent en
abondance. Pour que les conditions lumineuses soient le plus similaires possibles au moment
de la récolte des biofilms dans les deux lots, il est nécessaire que leurs épaisseurs dans les
cultures limitées et non limitées soient voisines, autrement dit que les biomasses de biofilm

obtenues pour chaque condition azotée soient similaires.

Pour déterminer les conditions initiales de densite cellulaire et de NOs™ qui vérifient les
conditions précédentes, nous avons choisi d’utiliser les sorties d’un mode¢le de la dynamique
des cultures plutdt que de réaliser des expériences préliminaires trés lourdes et tres
chronophages. Nous avons utilisé le modele de Droop a quota (Droop 1968) qui présente
I'avantage de prendre en compte le statut azoté de la cellule. En effet, I'hypothese majeure de
ce modele est que la croissance p (j°1) dépend de la quantité d'élément limitant présent dans la
cellule (en l'occurrence tout I'N cellulaire), également appelé quota interne ¢ (umole N.cell)

selon I'expression :

u(q) = (1 —%)

ou (o est le quota minimum de subsistance en dessous duquel la croissance n'est plus possible

et {1, le taux de croissance maximum théorique atteint pour un quota g infini.

L'absorption p (umole N.cell.j1) des nitrates s (umole.L™) est représentée par la loi de

Michaelis-Menten :

0= ()

ou pm est le taux d'absorption maximum et ks la constante de demi-saturation.
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Ainsi la dynamique de la densité cellulaire x (cell.L™Y), des nitrates s (umole N.L™?) et

du quota interne d'azote g (umole N.cell?) s'écrit :

= u(q)
ug).x
T p(s).x

dq
T p(s) —u(q).q

L'intégration numérique de ce systéeme d'équation a été réalisée par la fonction ODE23 de
MATLAB. La valeur des parametres (Tableau 5) a été obtenue par ajustement du modeéle
(fonction OPTIMSET) a des données de cultures planctoniques de T. suecica obtenues dans des
conditions d'éclairement et de température voisines des notres, aimablement fournies par Emna
Krichen (Figure 52).

Tableau 5 : Paramétres du modéle de Droop estimes apres ajustement du modéle aux données expéerimentales
(voir Figure 52).

pm | 3,09E-06 | umol N.cell™.j?
ks (0,52 UM

a (234  |jt

0o |[4,55E-07 [umol N.cell?

Cette simulation montre qu'une culture en batch passe progressivement par 3 phases successives
de croissance : une phase de croissance maximale (strictement exponentielle) tant que les
nitrates résiduels ne sont pas épuises, suivie d'une phase de croissance limitée tant que le quota
d'N reste supérieur au quota de subsistance, suivie une phase de croissance nulle (plateau) quand
le quota a atteint son niveau minimum. On peut considérer que I'état de carence correspond a
un état de limitation tres prononceée, bien que la délimitation entre ces deux états ne soit pas tres
précise. Cette simulation montre aussi que le statut azoté d'une culture ne peut pas étre déduit
de la simple présence ou absence de nitrate dans le milieu, et que le seul critere véritablement

pertinent est la mesure du quota azoté.
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Figure 52 : Ajustement du modele de Droop (trait continu) a des données (cercles) de densité cellulaire et d'azote
résiduel mesurés dans une culture en batch de T. suecica. On a considéré que le quota d'azote initial (non mesuré
pendant cette expérience) pour cette simulation était proche du quota maximal, I'inoculum cellulaire ayant été pris
dans une préculture en phase de croissance exponentielle. Cette figure montre que la croissance est strictement
exponentielle jusqu'au jours 2, et qu'elle continue apres que les nitrates aient été totalement consommeés durant une
phase de limitation croissante durant laquelle le quota interne s'épuise jusqu'a son niveau minimum (jours 2 a 4).
La carence a proprement parler est obtenue quand le quota a atteint sa valeur minimale qo.

En faisant I'nypothése que ce modele validé pour des cultures planctoniques prédise une
dynamique de la biomasse similaire pour des cultures en biofilm, nous I'avons utilisé pour
définir les conditions initiales de nitrate et de densité cellulaire ainsi que la durée de culture
pour que les critéres suivants soient remplis (Figure 53) : (1) les biofilms doivent étre récuperés
aprées des temps de culture identiques pour les cultures limitées et non limitées ; (2) au bout de
ce temps, les biomasses des biofilms limités et non limités doivent étre similaires autant que
possible ; et (3) au moment de leur récolte, les biofilms produits pour chaque condition doivent
avoir des statuts azotés nettement différenciés (non limité pour le premier, trés limité voire

carencé pour le second).
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Figure 53 : La figure ci-dessus montre qu'en utilisant les conditions initiales indiquées dans les tableaux de droite
pour chaque condition, il est possible d'obtenir au bout de trois jours (bande jaune) des biofilms qui respectent les
critéres énoncés dans le texte. Ce sont donc ces conditions initiales qui seront utilisées dans notre expérience.

Quota (umol N.cell?)
s ® -

2.3. Protocole expérimental

Nous décrivons ici le protocole mis en place pour 1’é¢tude du métabolome de biofilms
de T. suecica limités (LA) et non-limités en N (NLA), et utilisant le dispositif de culture

précédemment présenté.

2.3.1. Milieux de culture et incubation

A partir de la modélisation des conditions optimales d’échantillonnage (voir chapitre
3, partie 2.2.4), nous avons décidé d'utiliser deux variantes du milieu f/2. Pour la condition LA,
le milieu f/4' est du milieu /2 dont la concentration en NOs™ est réduite de moitié. Pour la
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condition NLA, le milieu 2f' est du milieu f/2 dont la concentration en NO3z™ est doublée et la
concentration en PO4* quadruplée (soit une concentration attendue 144,8 uM) afin de prévenir
tout risque de limitation par cet élément. Dans les deux conditions, le rapport N:P initial est de
12:1.

Dix cultures de 50 mL de la condition LA sont inoculées avec une culture de T. suecica
pré-acclimatée au milieu f/4' pour obtenir une concentration cellulaire initiale de 108 cell.L?, et
10 cultures de la condition NLA sont inoculées avec une culture pré-acclimatée au milieu 21’
pour obtenir une concentration cellulaire initiale de 107 cell.L™ . Chaque condition comporte
également 2 erlenmeyers non inoculés qui serviront de blancs pour les analyses métaboliques.
Au total, 20 cultures et 4 blancs sont incubés durant 3 jours a une température de 25°C, un
éclairement continu de 540 pmol photons.m.s et une agitation & 250 rpm. Dix cultures et les
4 blancs seront dédiés a 1’analyse métabolomique (chapitre 3, parties 2.3.2 et 2.3.3). Les dix

autres cultures seront dédiées aux analyses biochimiques (chapitre 3, partie 2.3.5).

La répartition des cultures dans le SANYO MLR-351 en fonction des conditions
expérimentales (NLA ou LA) et du type d’analyse (métabolomique ou biochimique) a été
définie manuellement afin d’obtenir qu’elle soit la plus homogene possible en termes de
variation de lumiére et de température (voir Figure 47B). La validité de ce protocole repose sur
I'nypothése que toutes les cutures d'une méme condition sont interchangeables, c'est-a-dire
qu'elles se développent de la méme facon, hypothese confortée par la forte reproductibilité

observée lors de I’optimisation du dispositif de culture de biofilm (voir chapitre 3, partie 2.2).

2.3.2. Extraction des métabolites pour I'analyse métabolique

Le surnageant (fraction Fr-SN) de chaque culture, récupéré comme décrit dans le
chapitre 3, partie 2.3.2, est utilisé pour des analyses complémentaires (chapitre 3, partie
2.3.5). Il est rapidement remplacé par 40 mL de méthanol grade LC-MS (MeOH, min. 99,9%,
LC-MS Ultra CHROMASOLV™, Honeywell Riedel-de Haén™), apres quoi les erlenmeyers
sont placés dans un bain a ultrasons durant 20 minutes, ce qui permet d'extraire les métabolites
du biofilm. Le fait de procéder a I'extraction dans le récipient méme qui a servi a la culture du
biofilm limite considérablement les risques de contamination. Aprés transvasement de I'extrait
obtenu dans un tube conique (Nest® 50 mL, ref. 602051, GROSSERON), les débris cellulaires
encore présents sont éliminés par centrifugation (4000 rpm, 15 min) et le surnageant est

transvasé dans un tube conique neuf stocké a -80°C. Afin d’estimer sa masse, l'extrait est
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concentré a lI'aide d'un évaporateur (N-Evap) a diazote (N2), puis place dans un vial HPLC pré-
pesé (2 mL, amber, ref. 5190-4034, Agilent Technologies) a 1’aide d'une pipette Pasteur (230
mm, ref. 612-1702, VWR INTERNATIONAL) avant de subir une évaporation finale du solvant
résiduel sous N-Evap. L'extrait sec est ensuite pesé puis stocké a -80°C sous gaz inerte (N2)
jusqu’a son analyse métabolomique. Les blancs sont soumis au méme traitement que les

cultures.

2.3.3. Analyse métabolomique et acquisition de données LC-ESI-MS et MS/MS

Chaque extrait sec est préalablement resolubilisé dans 1,5 mL de MeOH grade LC-MS
(ref. 414855, Carlo Erba « Reagent »)?, puis filtré a I’aide d'une seringue (Plastic Two-piece
Syringue S7515-3, 2mL, ref. MB9202545TF-LAB, Thermo Scientific) équipée d’une aiguille
(22Gx1%4"(0,7x32 mm), REGULAR BEVEL 11°, ref. AN*2232R1, AGANI NEEDLE) et d'un
filtre (Syringue Filter, 13mm, 0,2 um PTFE, Cat. #26142, RESTEK) dans un vial HPLC (Short
Thread Vial 1.5 mL, 32x11,6 mm, ref. 11 09 0519, FISHERBAND) fermé avec bouchon a vis
muni d'un septum (9 mm bleu UC Sil/PTFE, Cat. No. 11787567, FISHERBAND) pour une
concentration finale de 4 mg.mL? en moyenne. Les échantillons ont été analysés par
chromatographie liquide (Dionex Ultimate 3000 Rapid Separation, Thermo Fisher Scientific)
couplée a un spectrometre de masse (QToF Impact I1, Bruker Daltonics, Mannheim) en mode
positif (UHPLC-ESI(+)-QToF-MS/MS), au plateau technique MALLABAR de la Station
Marine d’Endoume (IMBE, Marseille). Afin de stabiliser ’appareil, un échantillon "QC"
(Quality control) composé de 50 puL de chaque extrait et équipé d’un insert (Cat. No. 11762418,
FisherBrand) est également injecté.

2.3.4. Traitement et analyse des données métabolomiques

Apres acquisition des données UHPLC-ESI(+)-QToF-MS/MS, la trés grande quantité
d’ions (c’est-a-dire de métabolites ionisés au cours de I’analyse) obtenue ne permet pas
d’exploiter directement les données brutes. Il est nécessaire de réaliser un workflow de

traitement de données et d’analyses statistiques spécifiques aux jeux de données

L Références des tips utilisés : (i) Tips de 5 mL : epT.I.P.S Standard/Bulk 100-500uL LOT F164880H, Cat. No. :
022492080 ; (ii) SORENSON BioScience, MultiFit Pipette Tips, 1-200uL, Cat# 10180, Lot# 679953-E 23460
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métabolomiques pour permettre d’identifier, sélectionner et caractériser les ions dont I’intensité
est fonction des différents statuts azotés a I'aide de plusieurs logiciels spécialisés et guidés étape

par étape par ’utilisateur.

Pour cela, les données brutes LC-MS ont été calibrées avec le logiciel Bruker
DataAnalysis (version 5.0) et converties au format . mzXML a I’aide du protocole MSConvert
(version 3.0.23345-eb399e3) (Chambers et al. 2012). Le décalage des ions precurseurs obtenus

lors de la conversion est ensuite corrigé a 1’aide du script https://github.com/elnurgar/mzxml-

precursor-corrector (version 0.5 ; pour plus de détails, voir Breaud et al., 2023). Les données

.mzXML ont été pretraitées a l'aide du logiciel MZmine3 (version 3.9.0). Les parametres
sélectionnés pour I’importation des fichiers, la détection de masse (mass detection), la création
de chromatogrammes (chromatogram builder), la déconvolution du chromatogramme
(chromatogram resolving), la filtration des isotopes (13C isotop filter), 1’alignement des
répétitions analytiques et les filtrations appliquées sont récapitulés dans I’Annexe 7 et I’ Annexe
8. Deux jeux de données traitées, avec et sans soustraction des blancs, ont été exportes sous
format .csv et .mgf. Une filtration manuelle pour conserver les ions dont le coefficient de

variation (CV) est inférieur a 25% a été réalisée avant ’application de tests statistiques.

Plusieurs analyses statistiques multivariées (ACP, PLS-DA, VolcanoPlot, Heatmap)
sont réalisées avec la plateforme Web  MetaboAnalyst  (version 6.0 ;

https://www.metaboanalyst.ca/) afin d’identifier les possibles contaminants et les ions les plus

discriminants (Variable importance in projection, VIPs) entre les conditions LA et NLA. Des
contaminants ont été identifiés a partir de I’ACP et éliminés manuellement. Un des réplicas de
la condition NLA (R09) qui présentait un profil intermédiaire dans I’ACP entre les deux
conditions a été écarté (voir Annexe 8). Les VIPs ont été identifiés et caractérisés a I’aide de
bases de données (Scifinder, LipidMaps, GNPS, MetFrag) et du logiciel SIRIUS (version
5.8.5).

2.3.5. Analyses biochimigues

Le Tableau 6 indique les analyses effectuées sur les différentes fractions, comme
indiqué précédemment (voir chapitre 3, partie 2.2.3), a ceci prés qu'un autre compteur de
particules (S 4031 GO, PAMAS Partikelmess- und Analysesysteme GmbH), fonctionnant sur
le méme principe que les autres, a été utilise. Les analyses élémentaires de I'N et du C

particulaires ont été réalisées par les Laboratoires de I'Environnement Marin (IAEA, Monaco)
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a I’aide d’un analyseur CHN Carlo Erba (mod¢le 1602). Des analyses au cytomeétre en flux (BD
Accuri™ C6, BD Biosciences) ont également été réalisées dans le but d'évaluer le rapport
bactéries/microalgues dans les biofilms. Pour ce faire, 10 uL d’un mélange de glutaraldéhyde
et de poloxamere (10:1) sont ajoutés a 990 pL d'échantillon dans un tube Eppendorf qui est

refroidi a 4°C durant 15 min a I’obscurité, puis stocké a -30°C en attendant I'analyse.

L’analyse pigmentaire, qui porte sur des échantillons de 3 mL filtrés (GF/F glass
microfibre filters, @: 25 mm, circle, ref. 1825-025, Whatman®) puis flash-congelés a 1’azote
liquide avant conservation a -80°C, a été realisee par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) par la plateforme SAPIGH (IMEV). Le rendement quantique (¢) (estimé
a partir de I’efficacité du photosystéme II) a été estim¢ par la mesure de la fluorescence variable
a l'aide de I'AquaPen-C AP110 (PSI Photon Systems Instruments), qui permet aussi de mesurer
la densité optique a 680 nm (DOsgonm). On considere généralement que la valeur maximale
théorique que peut atteindre ¢ chez eucaryotes photosynthétiques bien portants est de I'ordre de
0,7.

Enfin, les proportions relatives de carbohydrates, lipides et protéines dans les biofilms
ont été estimées par Spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier a réflectance totale
atténuée (ATR-FTIR) par le Laboratoire de Génie des Procédés et Matériaux (LGPM,
CentraleSupélec, France). Des culots de 15 mL d'échantillon centrifugés (1500 pm, 10 min)
sont lavés deux fois avec 10 mL d'une solution de NaCl a 36 g.L™* puis stockés a -80°C jusqu’a
I’envoi des échantillons. La suite du protocole est décrite dans Fanesi et al. (2019). En bref, les
culots sont remis en suspension dans 5 a 10 uL de NaCl et 1,5 L sont transférés sur un cristal
plat ZeSe a 45° avant séchage a température ambiante durant 20 min. Les spectres, obtenus a
1’aide d’un spectrométre PerkinElmer Spectrum-two (PerkinElmer, Waltham, MA, Etats-Unis),
sont enregistrés dans un mode de réflectance entre 4000 et 400 cm™. Les spectres sont établis &
I'aide de l'algorithme de la bande élastique et normalisés a la bande Amide 1. Les rapports entre
les principales familles de macromolécules (carbohydrates/protéines et lipides/protéines) sont
calculés en prenant en compte les valeurs d’absorption maximale pour les plages spectrales
suivantes : protéines (Amide 1; 1700-1630 cm™), lipides (C=0O ; 1750-1700 cm™) et
carbohydrates (C—-O—C, C—C et Si—-O-Si ; 1200-950 cm™)*. Le matériel utilisé pour les analyses

! L’association des bandes sur le spectre ATR-FTIR situées entre 1800 cm™* et 900 cm™ a un type vibration et a un
groupe fonctionnel est récapitulée dans Mougin et al. (2024). En bref, le pic situé a 1730 cm™ est supposé
correspondre a un étirement de la liaison C=0 des esters, potentiellement associés aux lipides membranaires et
aux acides gras. La bande de vibration située a 1635 cm™ est associée a I’étirement des liaisons C=0 des protéines
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ATR-FTIR est composé de cellules de T. suecica pour la fraction Fr-SN et de cellules de
microalgues, de bactéries et de matrice d’EPS pour les fractions du biofilm. Toutefois, les
lavages et centrifugations successifs réalisés lors de la préparation des échantillons a tres
probablement modifié la composition biologique des échantillons avant analyse. Des pertes de

bactéries et d’EPS dans les fractions Fr-L123 et Fr-BF sont possibles.

Tableau 6 : Les croix symbolisent les analyses (métabolomiques et biochimiques) réalisées sur les différentes
fractions des 20 biofilms de Tetraselmis suecica et sur les 4 blancs durant I’expérience.

Fractions du biofilm
Blancs

Fr-SN Fr-L1 Fr-L2 Fr-L3 Fr-L123 | Fr-BF

Métabolome
(UHPLC-ESI(+)-QToF-MS/MS)

Salinite
(Réfractomeétre)

Analyse
métabolomique

(5 réplicas
et 2 blancs
par conditions)

pH
(pH-métre)

Comptage de particules
(PAMAS GO)

N résiduel
(Technicon)

N et C particulaires
(CHN)

Rapport bactéries/microalgues
(cytométre en flux)

Rendement quantique (QY)
(AquaPen)

Densité optique (DOgponm)
(AquaPen)

Pigments
(HPLC, plateforme SAPIGH)

Salinité
(Réfractometre)
pH

(pH-métre)

Analyses biochimiques (5 réplicas par conditions)

(Amide 1) tandis que le pic localisé a 1545 cm* résulte d’une flexion de la liaison N-H et de 1’étirement de la
liaison C-N des protéines (Amide 11). Les bandes a 1405 cm sont liées a une vibration d’étirement des liaisons
C-0 des groupements carboxyles tandis que les bandes entre 1275 et 1185 cm* correspondent plus a des liaisons
S=0 d’un groupement sulfate ou P=0 des acides nucléiques ou des sucres phosphorylés. Enfin, les différentes
bandes situées entre 1180 et 950 cm™ correspondent a des étirements symétriques des liaisons C-O-C et
asymeétriques des liaison P=0 des polysaccharides et des acides nucléiques, tandis que celles situées entre 1100 et
900 cm™* correspondent a un étirement C—-O de I’amidon ou de la cellulose.
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3.Résultats

3.1. Salinité et pH

La salinité de I’ensemble des cultures et des blancs a varié entre 38 et 41 ppm, sans
différence significative entre les conditions limitées et non limitées (Figure 54). Ces faibles
variations de salinité traduisent des petites différences d’évaporation (et donc de bullage) d’une

culture a I’autre qui ont été prises en compte dans le calcul final des concentrations cellulaires.

4
3
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0.

20-

10-
0.

RO1 R02 RO3 RO4 RO5 RO6 R07 R08 R09 R10 R11 R12 R13 R4 R15 R16 Ri7 R18 R19 R20 R21 R22 R23 R24
Echantillons

Salinité (ppm)

Figure 54 : Salinité mesurée a partir de la fraction Fr-SN de chaque culture et blanc.

Le pH mesuré dans le surnageant des cultures en fin d’expérience est, pour la majorité
des cultures limitées et non limitées, resté inférieur a 9, soit un niveau ou la concentration en
CO2 n’est pas limitante pour la croissance des microalgues (Figure 55). Il est cependant
significativement plus élevé dans les cultures non limitées, ce qui est un résultat attendu en

raison d’une plus grande utilisation du CO2 dans ces derniéres.

05 I
9.0- .
I
[=%
85-
801 Conditions
g NLA
- LA
N[A L:A
Figure 55 : pH mesuré en fin d’expérience dans le surnageant des cultures limitées en N (L.A) ou non ( ).

Différence significative ** ; p-value < 0,01.
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3.2. Azote résiduel et statut azoté

Les mesures de nitrate résiduel réalisées en fin d’expérience sont conformes a ce qui
¢tait attendu, ¢’est-a-dire indiquant des concentrations supérieures a 100 uM dans les cultures

non limitées et des niveaux indétectables dans les cultures limitées.

Cependant, comme signalé plus haut, ces mesures ne permettent pas de connaitre
précisement le statut azoté des cellules, ce que permet par contre la mesure du rapport C:N. I
convient toutefois de souligner que le rapport C:N mesuré dans notre expérience, qui est la
moyenne des rapports de toutes les particules retenues sur le filtre pondérée par leur
contribution relative, ne concernent pas uniquement, pour les factions Fr-L123 et Fr-BF, les
cellules algales, mais aussi les bactéries et autres molécules constitutives de la matrice,
principalement des EPS riches en C. Moyennant cette remarque, les Figure 56B et C montrent
que les rapport C:N sont trés différents entre les cultures limitées et non limitées, et ce pour
toutes les fractions appartenant aux biofilms (Figure 56A). Ceci confirme que notre protocole
a permis d’échantillonner le métabolome de biofilms ayant des statuts azotés trés contrastés
(limités versus non limités), méme si les données du rapport C:N ne permettent pas d’établir
quel processus a le plus contribué a ce contraste : modification du statut azoté des cellules
algales ou modification de la production d’EPS. Les rapports C:N mesurés dans le surnageant
des cultures limitées et non limitées en N présentent une différence (respectivement 4,1+1,4 et
5,3+3,1 en moyenne) qui, bien que non significative, est conforme avec la modification
attendue du statut azotée des cellules. Cette différence, plus marquée dans les fractions Fr-L123
et Fr-BF, est significative, mais la présence d’EPS dans ces fractions rend impossible de
I’interpréter comme résultant seulement de la réponse du statut azoté des cellules algales. Le
fait que ce rapport soit plus important dans les couches les plus profondes du biofilm (Fr-BF
vs. Fr-L123) peut cependant étre interprété comme résultant d’un gradient de disponibilité du

NOgz', celle-ci décroissant dans 1’épaisseur du biofilm.
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Figure 56 : A) Rapport C:N mesuré dans les différentes factions de biofilms de T. suecica AC254 dans des cultures

limitéesen N (LA) ou non (

). SN : cellules dans le surnageant ; L123 : cellules moyennement adhérées ; BF :

cellules fortement adhérées ; biofilm : somme des fractions L123 et BF ; total : somme des fractions SN et biofilm.
(n.d.) : pas de différence significative, (*) : p-value < 0,05, (**) p-value < 0,01 et (***) p-value < 0,001. B) Rapport
C :N dans les fractions des cultures NLA. C) Rapport C :N dans les fractions des cultures LA. Dans les figures B)
et C), les différences sont significatives quand les lettres minuscules au-dessus des boites a moustaches sont

différentes.
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3.3. Concentration cellulaire, diameétre cellulaire et biovolume

Les cellules adhérées, c’est-a-dire appartenant aux fractions Fr-L123 et Fr-BF,
représentent environ 80% de la totalité des cellules des cultures en erlenmeyer, ce qui signifie
que la grande majorité des cellules produites sont dans les biofilms, et que seule une petite
proportion demeure en suspension (Figure 57B,C)*. Ceci nous rassure sur le fait que le mode
de production de biofilm en erlenmeyer doté d’un agitateur que nous avons expérimenté était
approprié. La prédominance des cellules adhérées par rapport aux cellules en suspension se
vérifie pour les cultures limitées et non limitées, et pour les deux descripteurs des microalgues
(concentration cellulaire (Figure 57B,C) et biovolume (Figure 58B,C). Des différences
notables existent cependant entre les deux conditions azotées, la concentration cellulaire des
biofilms étant significativement plus importante dans les cultures non limitées (Figure 57A). Il
est également intéressant de voir que cette différence n’existe pas pour les biovolumes qui ne
sont pas significativement différents dans les cultures limitées et non limitées (Figure 58A). Le
corolaire de ces deux derniéres observations et que le diamétre moyen des cellules est
significativement plus élevé dans les cultures limitées, et ce pour toutes les fractions (Figure
59A,B,C).

! Les différentes fractions ayant été remises en suspension dans le méme volume d’eau de mer avant comptage, les
concentrations représentées sur les figures peuvent étre comparées comme le serait le nombre total de cellules par fraction.
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Figure 57 : A) Concentration cellulaire mesurée dans les différentes factions de biofilms de T. suecica AC254
dans des cultures limitées en N (LA) ou non ( ). SN : cellules dans le surnageant; L123: cellules
moyennement adhérées ; BF : cellules fortement adhérées ; biofilm : somme des fractions L123 et BF ; total :
somme des fractions SN et biofilm. (n.d.) : pas de différence significative, (*) : p-value < 0,05, (**) p-value < 0,01
et (***) p-value < 0,001. B) Concentration cellulaire dans les fractions des cultures NLA. C) Concentration
cellulaire dans les fractions des cultures LA. Dans les figures B) et C), les différences sont significatives quand les
lettres minuscules au-dessus des boites a moustaches sont différentes.
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Figure 58 : A) Biovolume cellulaire mesuré dans les différentes factions de biofilms de T. suecica AC254 dans
des cultures limitées en N (LA) ou non ( ). SN : cellules dans le surnageant ; L123 : cellules moyennement
adhérées ; BF : cellules fortement adhérées ; biofilm : somme des fractions L123 et BF ; total : somme des fractions
SN et biofilm. (n.d.) : pas de différence significative, (*) : p-value < 0,05, (**) p-value < 0,01 et (***) p-value <
0,001. B) Biovolume cellulaire dans les fractions des cultures NLA. C) Concentration cellulaire dans les fractions
des cultures LA. Dans les figures B) et C), les différences sont significatives quand les lettres minuscules au-dessus
des boites & moustaches sont différentes.
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Figure 59 : A) Diamétre cellulaire moyen mesuré dans les différentes factions de biofilms de T. suecica AC254
dans des cultures limitées en N (LA) ou non ( ). SN : cellules dans le surnageant; L123: cellules
moyennement adhérées ; BF : cellules fortement adhérées ; biofilm : somme des fractions L123 et BF ; total :
somme des fractions SN et biofilm. (n.d.) : pas de différence significative, (*) : p-value < 0,05, (**) p-value < 0,01
et (***) p-value < 0,001. B) Diamétre cellulaire moyen dans les fractions des cultures NLA. C) Diamétre cellulaire
moyen dans les fractions des cultures LA. Dans les figures B) et C), les différences sont significatives quand les
lettres minuscules au-dessus des boites a moustaches sont différentes.
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3.4. Cytométrie en flux

Une analyse des échantillons au cytomeétre en flux a été réalisée pour estimer les
proportions respectives de bactéries et de microalgues dans les biofilms. Les premieres mesures
n’étant pas en accord avec les concentrations cellulaires de T. suecica mesurées au compteur
de particules, une nouvelle analyse des échantillons a été programmée mais trop tard pour étre
utilisée dans cette thése.

3.5. Activité photosynthétique et pigments

Le rendement quantique de la photosynthése (¢) mesuré en fin d’expérience varie entre
0,6 et 0,7 parmi les différentes fractions des biofilms non limités par I’'N (Figure 60). Ces
différences entre fractions ne sont pas significatives, ce qui suggere que les légeéres différences
de statut azoté observées entre ces mémes fractions (Figure 56) ne se sont pas répercutées sur
leur efficacité photosynthétique, qui approche la valeur théorique optimale de 0,7. Ces valeurs
contrastent significativement (p-value < 0,05, test t) avec celles mesurées dans les fractions des
cultures limitées en N qui sont pour la plupart inférieures a 0,5, traduisant une capacité
photosynthétique altérée par la limitation en N.

Fraction SN Fraction L123 Fraction BF

° |

- e

0.7-
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0.5- ‘
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. _ Conditions
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04- . : =T
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Figure 60 : Rendement quantique (¢) mesuré dans les différentes factions de biofilms de T. suecica AC254 dans
des cultures limitées en N (LA) ou non ( ). SN : cellules dans le surnageant ; L123 : cellules moyennement
adhérées ; BF : cellules fortement adhérées ; ** : p-value < 0,01 ; *** : p-value < 0,001.
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Une analyse par chromatographie liquide a permis de détecter 9 pigments. Les pigments
photosynthétiques : chlorophylle a (TChl a) et phéophytine a, accessoires : chlorophylle b
(TChl b), caroténoides intervenant dans la photoprotection (le cycle des xanthophylles
(quenching non photochimique), propriétés antioxydantes) : néoxanthine  (NeoX),
violaxanthine (ViolaX), anthéraxanthine (AntheraX), zéaxanthine (ZeaX), lutéine) et des
caroténes non spécifiés. A noter que 1’ensemble des fractions NLA comportait de trés petites
quantités de bactériochlorophylle a (BChl a, de 3,73.10° a 5,50.10° pg.um=), laquelle était

indétectable dans les fractions LA (concentration inférieure a la limite de détection de 2,4.1072°

pg.um).

La Figure 61 montre que les teneurs cellulaires de la plupart de pigments mesurés en
fin d’expérience sont significativement plus faibles dans les biofilms limités par I’N, et ce pour
toutes les fractions. Cette réduction, de I’ordre de 18% pour TChl a et TChl b, est similaire dans
les différentes fractions (TChla: p-values < 0,01, TChlb: p-values < 0,05, test t). Il est
également a noter que les teneurs cellulaires en TChl a et TChl b mesurées dans les cultures LA

et NLA ne sont pas significativement différentes d’un fraction a 1’autre.
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Figure 61 : Pigments par unité de biovolume cellulaire mesurés dans les différentes factions de biofilms de T.
). SN : cellules dans le surnageant ; L123:
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3.6. ATR-FTIR

Si les mesures ATR-FTIR ne permettent pas de connaitre les valeurs absolues des
teneurs cellulaires des différentes familles de molécules, elles renseignent néanmoins sur leurs

proportions relatives.

Dans nos mesures, la bande amide | présente un décalage vers 1640 cm™ pour les
fractions de la condition LA et vers 1650 cm™ pour celles de la condition NLA. Dans
I’ensemble, les différents spectres suivent une méme dynamique : une bande vers 1650-1640
cm (amide 1), une autre vers 1545 cm™ (amide 11), une ondulation sans pic différencié entre
1480 et 1190 cm™, et 3 pics localisés autour de 1150, 1075 et 1015 cm™* (carbohydrates) (Figure
62A). Les pics a 1745 cm™, correspondant probablement & des lipides et acides gras, sont
cependant peu prononceés dans la condition NLA mais bien visibles pour toutes les fractions de
la condition LA. Toutefois, ’intensité relative de la fraction Fr-SN et, dans une moindre mesure
de la fraction Fr-L123, sont similaires pour les conditions NLA et LA. De plus, la fraction Fr-
BF de la condition LA présente 1’intensité relative la plus grande (1745 cm™) tandis que cette
méme fraction présente 1’intensité la plus faible pour la condition NLA. L’intensité des bandes
amide 11 des fractions Fr-SN et Fr-L123 sont plus faibles que les autres. Enfin, la condition LA
présente des pics situés entre 1180 et 950 cm™ plus importants que ceux de la condition NLA.
Pour la condition LA et a I’exception du pic a visible 1150 cm™, les fractions Fr-SN présentent
les intensités relatives les plus grandes, ce qui suggere une teneur en carbohydrate plus élevée

par rapport au biofilm.

La Figure 62B montre que dans les biofilms limités en N (condition LA), les
carbohydrates et les lipides sont, relativement aux protéines, plus importants que dans les
biofilms non limités (condition NLA). Ces différences, qui sont significatives dans les fractions
Fr-L123 et Fr-BF?, sont, bien que logiques, difficiles & interpréter car elles peuvent résulter de
diverses réponses de cellules faisant face a une limitation de la ressource azotée (condition LA).
Celles-ci peuvent en effet soit voir leur pool de protéines se réduire, soit voir leurs réserves de
carbohydrates augmenter (le carbone fixé, ne pouvant s’associer a de I’N fraichement incorporé
pour former des AAs, est transitoirement stocké sous forme de sucres et de lipides), et ces deux

réponses peuvent aussi coexister.

! Durant I’expérience, cinq échantillons appartenant a la fraction Fr-SN ont été perdus ou n’ont pas pu étre analysés par manque
de matiére. Aucune statistique n’a pu étre effectué avec la fraction Fr-SN de la condition LA (liste des échantillons :
NL1_R14_SN, NLA_R17_SN, CA_R20_SN et CA_R21_SN, NLA_R24_SN).
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La Figure 62C montre aussi que le rapport lipides/protéines des cultures non limitées
en N (condition NLA), est significativement plus élevé dans le surnageant que dans le biofilm,
et que le rapport carbohydrates/protéines des cultures limitées en N semble augmenter avec la
profondeur du biofilm. Bien que cette tendance ne soit pas statistiquement significative, elle est

en accord avec I’évolution du rapport C:N mesuré (voir Figure 56).
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Figure 62 : Compositions relatives en carbohydrates, lipides et protéines dans les biofilms de T. suecica AC254
pour des cultures limitées en N (L.A) ou non ( ) estimées par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(ATR-FTIR). A) Exemple de spectres d’ATR-FTIR acquis entre 900 et 1800 cm* et normalisés par la valeur
maximale de la bande Amide | (1700-1600 cmY), afin de faciliter leur comparaison. SN : cellules en suspension
dans le surnageant (SN), L123 : cellules moyennement adhérées, BF cellules fortement adhérées. B) Rapports
carbohydrates/protéines et lipides/protéines pour les conditions NLA et LA. (n.d.) pas de différences significative,
(*) p-value < 0,05, (**) p-value < 0,01 et (***) p-value < 0,001. C) Rapports carbohydrates/protéines et
lipides/protéines pour les conditions NLA et LA. Les différences sont significatives quand les lettres minuscules
au-dessus des boites & moustaches sont différentes.
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3.7. Analyses métabolomiques

A T’issue de I’analyse des échantillons par LC-MS et de leur traitement statistique, un
total de 2306 ions ont été identifiés, dont seulement 120 ont été conservés apres filtrations
(soustraction des blancs, identification et suppression des contaminants, élimination de QC et
échantillons incohérents ; pour plus de détails, voir Annexe 7 et Annexe 8). Trois méthodes
d’analyses statistiques multivariées ont ensuite été utilisées : (i) 1’analyse en composantes
principales (ACP), (ii) I’analyse discriminante des moindres carrés partiels (PLS-DA), et (iii)

la heatmap.

Initialement, les QCs se localisent entre les groupes d’échantillons NLA et LA sur
I’ACP, avec un léger décalage sur le deuxieme axe de la projection. Ce décalage a permis
d’identifier la présence d’un grand nombre de contaminants dans les QCs et de les éliminer
manuellement. Les QCs sont tous localisés au méme endroit, critére d’une bonne qualité de
I’analyse et de la projection, a I’exception du QC n°5. Ce dernier QC analysé a montré un profil
anormal par rapport aux autres, probablement di a une évaporation de 1’extrait durant I’analyse.
Ce QC a donc été supprimé avant la poursuite des analyses statistiques. L’ ACP différencie tres
nettement les groupes de chaque traitement azoté, avec une bonne représentativité de la
projection (les deux premieres dimensions représentent 66,1% et 77,9% de la variance totale
avant et aprés ’élimination de 1’échantillon R09, respectivement)! (Figure 63A). La distinction
se fait majoritairement sur la premiere dimension (PC 1) avec une variance de 56%. Ces
résultats nous rassurent sur le fait que la limitation en N a une signature significative au niveau

du métabolome de T. suecica en biofilm.

La PLS-DA est une méthode d’analyse statistique supervisée qui est utilisée pour
détecter les variables, ici les métabolites, les plus impliquées dans la discrimination entre les
groupes d’échantillons (Variable Importance in Projection, VIPs). Appliquée a notre jeu de
données, la projection de la PLS-DA montre logiqguement une distinction entre les échantillons
des condition NLA et LA, ce qui est en accord avec les conclusions de I’ACP, avec en outre
une représentativité (les deux premieres dimensions représentent 66,5% de la variance totale)
et une fiabilité statistique satisfaisante (test de permutation : R2> 0,99, Q2= 0,90) (Figure 63B).

Quelques-uns des métabolites les plus discriminants (VIP score > 1,3) sont identifiés et

1 L>échantillon R09 de la condition NCA a été éliminé de la suite des analyses du fait de sa position intermédiaire
entre les deux conditions azotées.

194



caractérisés grace a I’analyse de leur spectre MS/MS. Au total, 36 métabolites d’intérét sont
sélectionnés et leur représentation sous forme de carte thermique (ou heatmap) combinant
variables, conditions et échantillons, montre que 26 métabolites sont sur-exprimés dans la
condition NLA contre 10 dans la condition LA (Figure 63C). Parmi les 36 métabolites
d’intérét, plusieurs sont identiques, mais soit présentent des adduits différents (tels que [M +
H]", [M —H + H20]", [M + NH4]" ou [M + Na]"), soit correspondent a des fragments In-Source
(ISF). Aprés prise en compte de ces doublons, un total de 26 métabolites sont finalement

identifiés, dont 16 sont sur-exprimés en condition NLA et 9 en condition LA.

A partir des données MS/MS, 5 glycosyldiacylglycérols et 2 glycosphingolipides?
(HexCer) sont partiellement caractérisés (voir Figure 64). Les glycosyldiacylglycérols
comprennent 3 monogalactosyldiacylglycérols (MGDG)? et 2 digalactosyldiacylglycérols®. Les
positions des doubles liaisons dans les chaines carbonées des groupes d’acides gras ou des
sphingosines de chacune de ces molécules n’ont encore été localisées. L’ensemble de ces
métabolites sont sur-exprimés dans la condition NLA. Aucun des métabolites surexprimés dans

la condition LA n’a pu étre identifie.

! HexCer(d18:1/16:1(20)) (VIP n°5) et le HexCer(d18:2/16:1(20) (VIP n°15)
2 MGDG (20:5/16:4) (VIP n°17), MGDG (18:4/16:4) (VIP n°19) et MGDG (18:3/16:4) (VIP n°26)
3 DGDG (DGDG (18:3/16:4) (VIP n°3) et DGDG (18:3/16:3) (VIP n°20))
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Figure 63 : Analyse multivariée des données UHPLC-ESI(+)-QToF-MS provenant d’extraits MeOH de biofilms

de T. suecica AC254 cultivés dans des conditions limitées en N (LA) ou non (

). A) ACP avant et apres

élimination de I’échantillon NLA_R09. B) PLS-DA. C) Carte thermique (heatmap). Seules les 36 variables, ici
des métabolites, les plus discriminantes dans 1’analyse (VIPs) y sont représentées. Les nuances de couleur rouge
et bleu indiquent respectivement une sur-expression et une sous-expression relative de la variable. Les analyses et
les graphiques ont été réalisés a I’aide de MetaboAnalyst (ver. 6.0).
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A REm Score VIP Mass isotopique ~ Type d'ion Formule moléculaire Famille chimique Molécule

de I'ion
1 6463 1.86 732.5799 [M +H]" Cs51H75NO> ou C44H79NO7
2| 2892 1.8146 3482025 (*)| M+ HJ (*) | CielloNO7 ou Cy7HasNsO; (%)
3 5017 1.7887 929.5184 [M + Na]” Cq9H73015 Glycosyldiacylglycérols | DGDG (18:3/16:4)
4 3512 1.6705 617.5235 [2M + Na]* C13H3sNO;
5 6458 1.6208 714.5502 [M +H]" C4oH75sNOg Glycosphingolipides HexCer(d18:1/16:1(20))
6 2981 1.6158 252.2346 | [M - H,O + H]™ C16H31NO>
7 3473 1.5914 318.2414 [M + Na]™ CigH33NO2
8 867 1.5448 430.9137
9| 2986 1.539 292.2256 [M + Na]" Ci6H31NO,
10 3157 1.5263 599.4102 M +H]' CyqoHs404
11 3315 1.4871 648.45
12 4725 1.4759 593.279
13 6204 1.4439 551.4255 [M +H] C4oHs40 Caroténes ?
14| 5148 1.4326 423.317
15 6028 1.4202 712.5365 [M +H]" C40H73NOg Glycosphingolipides HexCer(d18:2/16:1(20))
16| 2908 1.4142 3102388 [M+HJ C15H3NO;
17 5656 1.4128 786.5176 [M+NH,]" C4sHegO10 Glycosyldiacylglycérols | MGDG (20:5/16:4) (**)
18| 4332 1.3932 777.5356
19] 5418 1351 760.5020 | [M + NH,]" CasHesO10 Glycosyldiacylglycérols | MGDG (18:4/16:4)
20 5250 1.3499 926.5851 | [M +NH,4]" Ca9Hg0O15 Glycosyldiacylglycérols | DGDG (18:3/16:3)
21 4727 1.3278 411.0658
22 6469 1.3259 716.0328
23| 5424 1.3175 400.2026
24| 4603 1314 750.5307
25 3346 1.3065 760.4989
26 5788 1.3064 745.4873 [M +H]" C43HesO10 Glycosyldiacylglycérols | MGDG (18:3/16:4)
B Glycosyldiacylglycérols

VIP n°26 (5788) - MGDG (18:3/16:4)

VIP n°19 (5250) - DGDG (18:3/16:3)

VIP 1n°19 (5418) - MGDG (18:4/16:4)
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VIP n°5 (6458) — HexCer(d18:1/16:1(20)) VIP n°15 (6028) - HexCer(d18:2/16:1(20))

Figure 64 : A) Liste des VIPs obtenues a partir de ’analyse des données UHPLC-ESI(+)-QToF-MS/MS issues
de biofilms de T. suecica AC254 cultivés dans des conditions limitées en N (LA) ou non ( ). La formule
moléculaire ainsi que la famille et le nom des molécules sont précisées. B) Structures moléculaires supposées des
métabolites identifiés et caractérisés. (*) ldentifié a partir d'un fragment In-Source (ISF). (**) Structure
moléculaire supposée, présence de pics non correspondants.
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4.Discussion

4.1. Validation du protocole utilisé

Afin de procéder a une analyse correcte de la réponse métabolomique de T. suecica en
biofilm a une variation de son statut azoté, il était nécessaire qu’a minima trois conditions soient
remplies : (1) I’analyse métabolomique doit porter sur deux lots de cultures dont le statut azoté
est nettement différent ; (2) les autres facteurs de croissance susceptibles d’interagir avec la
réponse métabolomique (température, salinité, pH, autres nutriments que I’N, lumiere) doivent
autant que possible étre « égaux par ailleurs », c’est-a-dire identiques dans les cultures limitées
et non limitées ; (3) les échantillons dédiés a cette analyse doivent étre prélevés sur des lots de

cultures d’ages identiques.

Les mesures de NOs résiduel, abondant dans les cultures non limitées et indétectable
dans les cultures limitées, constituent le premier indice d’une différence de statut azoté entre
les lots NLA et LA. Mais seule la connaissance du quota d’N, dont le rapport C:N est un bon
proxi, permet de mesurer I’ampleur de cette différence. Ce rapport mesuré dans les biofilms
non limités et limités vaut respectivement 0,14 et 0,06 ce qui signifie que les cellules non
limitées sont plus de 2 fois plus riches en N que les cellules limitées. L’état de limitation azotée
des cultures LA est également corroboré par les valeurs de rendement quantique de la
photosynthése (¢), qui sont largement en dessous des valeurs optimales (Figure 60). La
condition (1) est donc pleinement satisfaite.

Les autres mesures montrent que 1’on peut considérer que la condition (2) a été remplie
pour la température et la salinité. Pour le pH, une petite différence existe entre les conditions
LA (pH~8,69) et NLA (pH~8,14) (Figure 55), mais elle se situe dans une gamme ou le CO>
dissous reste abondant (Zeebe & Wolf-Gladrow 2001), et ou la photosynthése reste donc
optimale. Si I’on peut raisonnablement supposer que cette différence n’a eu aucun effet sur la
photosynthése, on ne peut cependant pas totalement exclure qu’elle ait eu une répercussion

directe sur la physiologie des microalgues et donc sur leur métabolome.

Pour ce qui concerne les nutriments autres que I’N, nous avons pris soin de conserver
les mémes rapports de concentration en micronutriments (metaux traces, vitamines) dans les
diverses variantes du milieu f/2 utilisées. Bien que faibles, ces concentrations restent largement

en exces par rapport a celles du milieu naturel (Sohrin & Bruland 2011, Pinedo-Gonzalez et al.
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2015). De méme, les rapports NO3/PO4* ont été identiques dans les deux conditions LA et
NLA. Il a en effet été rapporté que le rapport N:P peut affecter divers composés tels que les
pigments ou les lipides chez les microalgues (Song et al. 2016). Le PO4s* résiduel n’ayant pas
été mesuré, nous avons veillé a ce que le POs* des milieux de culture soit en excés par rapport
au NOs3™ (comparativement au rapport de Redfield) pour s’assurer que le P ne pouvait devenir
un facteur limitant. Qu’en est-il du rapport NO3/PO4*> au moment des prélévements, est-il trés
différent entre les conditions LA et NLA ? Nous n’avons pas de réponse précise a cette question,
bien que I’on puisse raisonnablement penser qu’il ne doit pas étre trés différent. En effet, il a
par exemple été démontré que des cellules de Chlamydomonas reinhardtii privées d’N

diminuait dans le méme temps leur absorption de PO3z™ (Kamalanathan et al. 2016).

Pour ce qui concerne la lumiére, nous avions fait I’hypothése que la concentration des
cellules devaient étre voisines au moment des prélevements dans les biofilms de chaque
condition LA et NLA (en supposant que 1’épaisseur d’un biofilm est corrélée en premiére
approximation avec la concentration cellulaire), pour que le gradient lumineux a travers ces
derniers soient aussi proches 1’'un de 1’autre que possible. Le modele de Droop prévoyait des
densités algales voisines dans les conditions LA et NLA aprés 3 jours (Figure 52), temps que
nous avons donc choisi pour prélever les biofilms — condition (3) remplie — et qui permettaient
en outre d’obtenir une biomasse suffisante pour nos analyses. Il convient cependant de
remarquer qu’au jour 3, la concentration cellulaire dans les cultures NLA toujours en phase de
croissance exponentielle évolue tres rapidement (Figure 53), et que ¢’était un pari risqué que
de chercher a obtenir des densités algales voisines dans les 2 lots de culture. De fait, nos mesures
montrent qu’elle est environ deux fois plus importante dans les cultures NLA que dans les
cultures LA au jour 3 (Figure 57). Mais fort heureusement, le biovolume cellulaire est voisin
dans les deux lots de culture (Figure 58), ce qui valide tout de méme la condition d’un gradient
lumineux comparable entre les deux conditions azotées. Le paradoxe apparent de mesurer des
densités cellulaires différentes et des biovolumes identiques sur les lots de cultures LA et NLA
s’explique par le fait que le diametre moyen des populations de microalgues différe d’un lot a
Iautre. Il est en effet plus grand dans les cultures LA (Figure 59). Entre le stade de la cellule
fille qui est issue d’une division cellulaire et le stade de la cellule mére qui est sur le point de
se diviser, la croissance somatique permet a la cellule d’augmenter sa taille tout en
accomplissant son cycle cellulaire. Le diamétre moyen des cellules d’une population non
synchronisée dont la croissance n’est limitée par aucun facteur va donc se situer entre les

diametres moyens des cellules filles et des cellules meres. Lorsqu’un facteur devient limitant
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pour la croissance, un nombre croissant de cellules ne pouvant plus se diviser se bloquent dans
la phase de leur cycle cellulaire qui précede la mitose et la division cellulaire, ou elles ont une
taille voisine de celle d’une cellule mére. Dans cette situation, le diametre moyen de la
population est plus élevé que celui d’une population dont la croissance n’est pas limitée.
L’augmentation du diametre cellulaire a fréquemment été observée chez des microalgues dont
la croissance devient limitée par un nutriment (Mocquet et al. 2013, Yap et al. 2016). Il convient
donc de garder en mémoire que notre protocole de limitation azotée non seulement impacte
différemment les métabolismes du C et de I’'N dans chaque lot, mais induit aussi des

distributions différentes des positions dans leur cycle cellulaire.

4.2. Influence de la limitation en nitrate sur la production

macromoléculaire des biofilms

La diminution des protéines et I’accumulation des lipides sont des réponses couramment
observées chez les microalgues limitées par I'N (Kamalanathan et al. 2016, Tarazona Delgado
et al. 2021, Yaakob et al. 2021), avec cependant des disparités entre les différentes especes.
(Lim et al. 2017) observent que Tetraselmis sp. M8 privée d’N voit dans un premier temps une
réduction de sa consommation de lipides, suivie par une production active et une accumulation
intracellulaire d’acides gras (AGs) saturés (AGSs) et monoinsaturés (AGMIS). Ces résultats
corroborent ceux d’Adarme-Vega et al. (2014) qui observent que les voies de biosynthése des
AGs de cette espece sont positivement régulées quand celle-ci est co-limitée par I'N et le P.
Cependant, T. suecica présente une réponse physiologique différente. A [D’instar de la
chlorophyte Isochrysis zhangjiangensis (Feng et al. 2011), T. suecica favorise la production de
lipides ou de carbohydrates suivant qu’elle est non limitée ou limitée par I’N. En effet, (D’Souza
& Kelly 2000) rapportent que des conditions appauvries en N multiplient par trois la teneur en
glucides chez la souche CS-187, tandis que les protéines et les lipides diminuent Iégerement,
tendance également observée par (Lourenco et al. 1997) chez T. gracilis C1. De la méme
maniére, une colimitation par I’N et le P ne semble pas avoir d’effets sur la teneur en lipides de
T. suecica F&M-M33, alors qu’une augmentation des carbohydrates de plus 50% est observée
(Rodolfi et al. 2009, Bondioli et al. 2012). Chez T. suecica CCMP906, ces réponses
physiologiques se manifestent également par la baisse des transcrits impliqués dans la synthése
d’AAs et par la dégradation des glucides (Lauritano et al. 2019). A I’inverse, les transcrits

impliqués dans la biosynthese des lipides ne sont pas influencés par une limitation en N
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(Lauritano et al. 2019). L’amidon est la forme principale d’accumulation des carbohydrates
(Kermanshahi-pour et al. 2014), ce qui a également été observé chez T. subcordiformis (Yao et
al. 2012, 2013b, Meng et al. 2014, Jiang et al. 2017). L’augmentation des teneurs en lipides
exclusivement dans un milieu riche en N est également observé chez T. marina CTM 20015
(Dahmen-Ben Moussa et al. 2017) et Tetraselmis sp. KCTC 12236BP (Kim et al. 2016).

Dans notre expérience, les mesures ATR-FTIR qui fournissent une indication sur les
rapports des grandes familles de macromolécules sont difficiles a interpréter lorsqu’elles
concernent 1’entiéreté du biofilm de T. suecica AC254 (fractions Fr-L123 et Fr-BF) qui
comprend des cellules algales, des bactéries, ainsi qu’une multitude de macromolécules
constitutives de la matrice (essentiellement des EPS), autant d’acteurs dont les proportions
relatives nous sont inconnues. Il est en effet difficile de savoir dans quelles proportions chacun
de ces acteurs sont présents dans le biofilm et sont retenus par le filtre. Il est par conséquent
difficile de comparer ces rapports a ceux de la littérature, communément mesurés sur des
cultures planctoniques composées essentiellement de cellules algales, car les compositions en
lipides, carbohydrates et protéines des cellules et bactéries adhérées et de la matrice dans

laguelle elles cohabitent se confondent dans nos résultats.

Il est donc normal que la réponse des rapports macromoléculaires a la différence de
statut azoté différe entre les fractions Fr-SN (cellules algales) et Fr-L123 et Fr-BF (biofilm). En
effet, alors que la limitation azotée induit une augmentation des rapports
carbohydrates/protéines et lipides/protéines dans les fractions Fr-L123 et Fr-BF, seul le rapport
carbohydrates/protéines augmente significativement dans la fraction Fr-SN. Les différences de
rapport lipides/protéines entre les cellules en suspension et les cellules du biofilm dans la
condition non limitée en N indique que les cellules adhérées sont soit moins riches en lipides,
soit plus riches protéines, soit les deux. Toutefois, le matériel analysé différe entre les fractions
comme preécisé plus haut : la présence de la matrice d’EPS et des bactéries associées a T. suecica
doivent étre pris en compte pour les échantillons du biofilm. Les matrices des biofilms sont
connues pour leurs fortes teneurs en polysaccharides, enzymes et lipides (Flemming &
Wingender 2010, Bharti et al. 2017), ce qui explique en partie les différences observées. De
méme, la seule preésence de bactéries, supposément en plus grand nombre dans le biofilm que
dans le surnageant, peut modifier les rapports macromoléculaires du fait de leur propre
composition, leurs exsudats et leur diversité taxonomique. Bien que la limitation en N diminue
la teneur en protéines en raison de leur groupement amide, la matrice d’EPS reste un milieu aux

propriétés spécifiques. Dans les biofilms, la matrice peut étre considérée comme une systeme
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digestif externe grace a la rétention d’enzymes excrétés par les cellules, assurant diverses
fonctions (séquestration et utilisation des nutriments dissous et particulaires, libération des
cellules sous forme planctonique, modification de la structure et composition du biofilm)
(Flemming & Wingender 2010). Ces enzymes sont produites a la fois par les microalgues,
comme les AA oxidases (Kumar & Bera 2020), mais également par les bactéries associées. Des
réponses a la limitation par I’N propres aux bactéries des biofilms peuvent donc aussi modifier
la composition en macromolécules. Une limitation azotée peut induire une modification des
molécules excrétées par T. suecica, substrats des bactéries, qui peut elle-méme induire des
réponses spécifiques chez les bactéries, telles que la production de nouvelles enzymes par
exemple. Cette dynamique de la composition moléculaire nécessite des analyses plus ciblées
sur les différents groupes macromoléculaires présents, mais également sur la diversité
bactérienne. Des efforts supplémentaires sont encore a fournir pour améliorer les techniques
permettant de séparer la matrice d’EPS des cellules, tout en conservant leur intégrité et en

limitant la dénaturation des molécules présentes.

Ceci dit, nos mesurent indiquent que la limitation en N a entrainé une diminution des
rapports lipides/protéines et glucides/protéines des biofilms ce qui peut étre interprété comme
une réduction des protéines, une augmentation des lipides et des sucres, ou les deux.
L’augmentation de la teneur en lipides chez T. suecica semble nécessiter un temps de carence
en N assez long, ce qui n’est pas le cas dans notre expérience (Rodolfi et al. 2009). A I’inverse,
la biosynthése d’amidon se produit trés rapidement apres le début de la limitation d’N, pour
diminuer progressivement par la suite (Yao et al. 2012). Ces informations suggérent un
ralentissement macroscopique de la synthése de protéines et une accumulation de carbohydrates
sous forme d’amidon dans nos biofilms limitées par I’N. L’augmentation relative des lipides
par rapport aux protéines est trés probablement le signe d’une diminution des protéines, le
manque d’N limitant la biosynthése d’AAs. Le contrle du statut azoté des biofilms de T.
suecica semble donc étre une méthode intéressante pour orienter la production de molécules
vers des familles précises, pour lesquelles il existe un potentiel d’applications dans 1’industrie

des bhiocarburants.

4.3. Diversité des métabolites lors d’une limitation par le nitrate

Nos données métabolomiques mettent en evidence une différence entre les profils

lipidiques de biofilms de T. suecica AC254 limités en N ou non. Notamment, 7 glycolipides
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identifiés dans les biofilms non limités par I’N ne ’ont pas été dans les biofilms limites.
D’Souza & Kelly (2000) ont également observé qu’une limitation en macronutriments
provoquait une modification de la composition lipidique de T. suecica F&M, et plus
précisément qu’elle augmentait la proportion des AGSs et AGMIs par rapport aux AGPIs.
Parmi ces AGs, I’acide palmitique (16:0), I’acide oléique (18:1 n-9), I’acide linoléique (18:2 n-
6), ’acide linolénique (18:3 n-3) et 1’acide eicosapentaénoique (20:5 n-3) sont fortement
représentés (D’Souza & Kelly 2000, Bondioli et al. 2012), avec une dominance de 1’acide
palmitique chez les cellules limittes en N (Go et al. 2012). La synthése de
glycosyldiacylglycérols et de glycosphingolipides pourraient étre détournée au profit d’autres
lipides tels que les AGs. En paralléle, ces glycolipides pourraient étre dégradés au fur et a
mesure de la limitation, les glucides servant de tétes polaires pouvant intégrer 1’amidon
synthétisé. Toutefois, la modification de la composition en lipides ne suit pas forcément une
conversion des lipides polaires en lipides neutres. En effet, les teneurs en AGs 16:0, 18:1 n-7,
18:2 n-6 et 20:4 n-6 chez T. suecica F&M-M33 augmentent en conditions limitées en N a
I’inverse des AGs 16:1 n-9, 16:4 n-3, 18:3 n-3 et 18:4 n-3. D’autres AGs tels que le 20:5 n-3
ne semblent pas affectés (D’Souza & Kelly 2000). Chez d’autres microalgues, I’absence de
NO3z a augmenté la teneur en MGDGs et DGDGs (Wang et al. 2016). Des analyses

supplémentaires dans 1’étude des lipides restent nécessaires.

A I’inverse, bien qu’il y ait une augmentation de la teneur totale en carbohydrates avec
une surreprésentation de 1’amidon, la composition en monosaccharides ne semble pas varier.
Celle-ci est comprend majoritairement de 1’acide 3-déoxy-d-manno-oct-2-ulosonique
(également nommé Kdo), suivi d'acide 3-deoxy-lyxo-2-heptulosarique (Dha) et d'acide

galacturonique, et enfin de galactose (Kermanshahi-pour et al. 2014).

Parmi les glycolipides identifiés et caractérises, le MGDG(18:4/16:4) (ion n°5418, VIP
n°19) correspond trés probablement au MGDG(18:4(6Z,9Z,127,157)/16:4(42,7Z,10Z,13Z))*
précédemment identifié dans des extraits méthanoliques de T. chui (Banskota et al. 2013). Ce
glycolipide présente une activité inhibitrice de I’oxyde nitrique (NO) (Banskota et al. 2013).
L’NO est un gaz ayant une fonction de signalisation dans divers tissus de mammifeéres,
permettant de réguler de multiples processus physiologiques mais étant aussi a 1’origine de

diverses maladies (Lundberg & Weitzberg 2022). Chez les plantes, le NO joue divers rbles dans

! Lien LipidMaps: LMGL05010057. Nom systématique: 1-(6Z,9Z,12Z,15Z-octadecatetraenoyl)-2-
(42,72,10Z,13Z-hexadecatetraenoyl)-3-O-p-D-galactosyl-sn-glycerol)
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la régulation des réponses hormonales, la maturation, la senescence, la germination, le
développement des racines, le fonctionnement des stomates, les mécanismes de défense contre
les pathogeénes ou encore de ’apoptose (Beligni & Lamattina 2001, del Rio et al. 2004,
Wendehenne et al. 2004). Sa production se fait via des synthases d’oxyde nitrique (NOS) mais
également des nitrates réductases (NR) ou des mécanismes non-enzymatiques tels que la
réduction du NOs™ et du NO>™ induite par une baisse du pH (Beligni & Lamattina 2001, del Rio
et al. 2004, Wendehenne et al. 2004). L’activité NR favorisant la production de NO existe
également chez les microalgues (Mallick et al. 1999, Sakihama et al. 2002, Astier et al. 2021).
Des concentrations élevées de NOgz™ influencent positivement la teneur en NO (Mallick et al.
2000). Bien que la littérature soit encore lacunaire chez les microalgues, le réle du NO dans la
régulation de I’absorption des nutriments azotés et la production de certains métabolites est
fortement suspecté (Astier et al. 2021). Fait trés intéressant dans le cadre de notre étude, le NO
semble également jouer un réle dans 1’adhésion des microalgues aux surfaces (Thompson et al.
2008, Vardi et al. 2008, Leflaive & Ten-Hage 2011a, Allen et al. 2015). Par exemple,
Thompson et al. (2008) ont montré que les concentrations cellulaires en NO sont 4 fois plus
élevées chez Seminavis robusta F3-61B lorsque la surface est peu adaptée a son adhérence,
telles que les surfaces hydrophiles, comme le verre lavé a I’acide utilisé dans nos expériences.
L’augmentation artificielle des teneurs intracellulaires de NO chez S. robusta F3-61B est
¢galement associée a une réduction de sa faculté d’adhésion (Thompson et al. 2008). De méme,
(\Vardi et al. 2008) ont montré que la surpression du gene PtNOA chez la diatomée
Phaeodactylum tricornutum augmente sa production de NO tout en diminuant sa capacité
d’adhérence. Une inhibition de I’adhérence associée a une augmentation du NO intracellulaire

a également été observée chez la diatomée Fistulifera saprophila (Allen et al. 2015).

Dans notre expérience, nous supposons que les conditions riches en NOz™ associées aux
propriétés de surface hydrophile du verre borosilicaté lavé a I’THC1 10% ont favorisé une forte
production de NO cellulaire dans les biofilms, possiblement par I’action d’une NR. En paralléle,
ou en réponse a cette augmentation de la teneur en NO, des MGDGs inhibiteurs de NO sont
produits afin d’éviter la perte d’adhérence. Nos résultats suggérent également que dans les
biofilms de T. suecica AC254 limités par I’N, la biosynthése de ces MGDGs s’arréte. Nous
supposons également que le taux intracellulaire de NO perdure au-dessus d’un certain seuil
dans les biofilms limités par I’N, ce qui a pour effet de diminuer leur adhérence. Cette hypothése
permettrait d’expliquer que dans les biofilms limités en N, la couche de cellules moyennement

adherées (Fr-L123) augmente au detriment de la couche la plus adhérée (Fr-BF).
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Des mécanismes de médiation chimique chez les microalgues impliquant le NO sont
¢galement soupgonnés. En effet, des auteurs ont montré que 1’aldéhyde 2E,4E-décadiénal
produit par des diatomées induit la production de NO ainsi qu’une diminution de 1’adhérence
d’autres diatomées (\Vardi et al. 2006, Leflaive & Ten-Hage 2011a, b). Notons que des effets
négatifs (déformation des cellules, augmentation de la perméabilité membranaire) ont déja été
observés sur T. suecica en présence de 2E,4E-décadiénal (Ribalet et al. 2007). D’autres
composés issus de I’algue filamenteuse Uronema confervicolum, supposés infochimiques mais
encore non identifiés, provoquent des réactions similaires chez F. saprophila (Allen et al.
2015). Ainsi, la formation des biofilms phototrophes pourrait faire intervenir des médiateurs
chimiques entre microalgues et bactéries induisant des variations des niveaux de NO chez les

microalgues en fonction des conditions environnementales.

Un deuxieme MGDG, présentant une insaturation en moins sur la chaine carbonée a 18
carbones (MGDG(18:3(92,127,157)/16:4(42,7Z,10Z,13Z)) et qui pourrait correspondre au
MGDG(18:3/16:4) (ion n°5788, VIP n°26) de nos données, a été identifié par Banskota et al.
(2013) comme inhibiteur de I’NO. Toujours selon ces auteurs, I’augmentation des insaturations
des chaines carbonées permettrait d’améliorer ’activité inhibitrice de I’'NO. Ainsi, les autres
MGDG identifiés pourrait également présenter cette propriété. Des essais plus ciblés sont donc
nécessaires pour confirmer cette hypothese. La ou les fonctions écologiques de ces glycolipides
au sein du biofilm n’ont toutefois pas été identifiées. Des bioactivités sont supposées pour les
MGDG et les DGDG (Alves et al. 2020), bien qu’a notre connaissance, aucune n’ait été
observée chez T. suecica. Des études supplémentaires portant sur les potentielles autres

propriétés de ces molécules sont donc également nécessaires.
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5.Conclusion

En conclusion, nous avons montré que dans des biofilms de la chlorophyte Tetraselmis
suecica AC254 limités par I’N, un ralentissement de la synthése des protéines et une
accumulation des carbohydrates sous forme d’amidon sont fortement suspectés. La composition
chimique des lipides est également impactée : nous avons ainsi observé une forte diminution
des glycolipides, notamment des monogalactosyldiacylglycérols (MGDGS), au profit d’autres
lipides encore non identifiés. En particulier, le
MGDG(18:3(92,122,152)/16:4(42,7Z2,10Z,13Z)), que nous avons pu détecter en abondance
dans les biofilms non-limités par I’'N présente, contrairement aux biofilms limités, une activité
inhibitrice de I’action de I'NO, un composé qui joue un role de signalisation et de régulation de
diverses voies de biosynthése et dont la production est favorisée par la réduction des nitrate et
nitrite. La teneur intracellulaire en NO des microalgues est par ailleurs corrélée a leurs facultés
d’adhérence. Nous en déduisons que I’effet du statut azoté sur le métabolome de T. suecica, et
en particulier sur sa production de MGDG est de nature a expliquer ses répercussions sur

I’adhérence des biofilms de cette espece (Figure 65).
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Figure 65 : Schéma du mécanisme d’adhérence supposé chez T. suecica AC254 impliquant 1’oxyde nitrique (NO)
et dépendant de la concentration en nitrate (NOs). Nitrite, NO2. Nitrate réductase, NR.
Monogalactosyldiacylglycérols, MGDGs. Substances polymériques extracellulaires, EPS. Acide chlorhydrique,
HCI. Les points d’interrogation représentent le manque de connaissances des mécanismes moléculaires entre deux
étapes.
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Un projet de défrichage

Mes travaux de thése sont une contribution au projet Photobiofilm Explorer (PBEX,
ANR), auquel plusieurs laboratoires (BIOCORE, LPGM, MARBEC, MICALLIS, Inalve)! ont
apporté leur expertise. Le principal objectif de ce projet était d’améliorer nos connaissances sur
les biofilms phototrophes, et plus particuliérement d’identifier les raisons pour lesquelles ces
biofilms présentent généralement, par rapport aux cultures planctoniques, une meilleure
résistance a la contamination et une meilleure résilience. Cette observation avait été faite de
facon récurrente sur les installations de la startup Inalve, ainsi que sur les cultures
expérimentales de biofilms mises en ceuvre au LOV. Aussi, une des hypothéses centrales du
projet était que cette propriété traduisait une exacerbation des processus de médiation chimique
résultant de la proximité des micro-organismes confinés dans une matrice d’EPS, laquelle
médiation était susceptible de produire des composés de défense contre de potentiels
concurrents et/ou pathogenes extérieurs, ces composés pouvant par ailleurs présenter des
applications pharmaceutiques (antibiotiques, antiviraux) et/ou nutraceutique. La recherche et

I’identification de tels composés constituent I’objectif principal de ma thése.

Notre mode¢le d’étude principal, la chlorophyte Tetraselmis suecica AC254, a été choisie
par les partenaires du projet pour plusieurs raisons. D’abord pour sa forte résistance contre les
contaminants, comme évoqué précédemment. Ensuite, T. suecica, une microalgue tres utilisée
en aquaculture (par exemple, Ibarrola et al. 2000, Delaporte et al. 2003, Maldonado-Montiel &
Rodriguez-Canche 2005, Barrera-Escorcia et al. 2010), est I’espéce principalement produite par
la startup Inalve, et dont la culture en biofilm était également maitrisée au LOV. Enfin, des
activités bactériennes, antivirales et antioxydantes avaient également été décelées chez cette
espéce (pour plus de détails, voir Chapitre I1). Dans le cadre du projet PBEX, j’ai également
été amené a participer a des expériences sur des biofilms de la diatomée Cylindrotheca
closterium AC170 pour laquelle des activités allélopathiques anti-algales avaient aussi été
identifiées (Xu et al. 2019, 2020).

1 BIOCORE : Modelling and Control of Renewable Resources, INRIA (PI du projet)

LGPM : Laboratoire de Génies des Procédés et Matériaux, CentraleSupélec

MARBEC : Marine Biodiversity, Exploitation & Conservation, Ifremer, CNRS, IRD, Univ. de Montpellier
MICALIS : Microbiologie de I'Alimentation au service de la Santé, INRAE

INALVE : Startup accueillie a I’Institut de la mer de Villefranche (IMEV).
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Dans le but d’identifier des activités émanant des biofilms, nous avons choisi de mettre
en ceuvre des essais biologiques (ou bioessais) sur divers extraits de biofilm (voir Introduction
générale). Cette approche, pierre angulaire du projet PBEX et des travaux de cette thése, peut
faire appel a des méthodologies plus ou moins adaptées : (i) obtention d’extraits obtenus avec
différents solvants, (ii) 1’utilisation de filtrats de cultures, et/ou (iii) la mise en place de
cocultures. Les biofilms, du fait de leur matrice d’EPS, ne se prétent pas, selon nous, a
I’utilisation de filtrats et de cocultures. Dans le premier cas de figure, la séparation de la matrice
et des micro-organismes est une entreprise difficile, voire impossible, et 1’utilisation de filtres,
courante avec des cultures en suspension, est peu efficace en raison de leur colmatage rapide.
L utilisation d’un filtrat de la culture surnageante! présente aussi le risque que les composés
bioactifs soient insuffisamment concentrés, voire absents, ou qu’ils se mélangent avec
I’exométabolome des cellules en suspension. La mise en ceuvre de cocultures passe la plupart
du temps par I’utilisation d’une membrane entre deux cultures de micro-organismes différents,
perméable aux molécules de petites tailles. Or, bien que 1’émission de composes bioactifs soit
possible a I’extérieur du biofilm, les composés qui nous intéressent se concentrent tres
probablement dans la matrice d’EPS de la culture n°1 et risquent de ne produire aucun effet sur
la culture n°2 (a I’exception de celui résultant de la compétition pour les nutriments). En outre,
un systeme permettant de co-cultiver un biofilm et une culture en suspension est difficile a
mettre en place. Malgré une réflexion conduite sur quelques idées de systémes de culture?, nous
n’avons entrepris aucune expérience préliminaire pour les tester. Notre choix de bioessai s’est
donc orienté vers I’utilisation d’extraits de biofilms, obtenus a I’aide de solvants organiques.
Les tests de diffusion sur milieu gélosé ont été sélectionnés pour 3 raisons : (i) la facilité de leur
utilisation, du moins par rapport aux autres méthodes, (ii) I’utilisation du méme type de bioessai
par le laboratoire partenaire MARBEC, qui en avait une expérience de longue date (sur du
matériel biologique au lieu d’extraits), et (iii) leur faible colt, permettant de multiplier les essais

réalisés®.

Le choix des cibles bactériennes a été plusieurs fois discuté : dans le cadre d’une
recherche d’activités antibactériennes, devait-on privilégier (i) les bactéries issues du biofilm,

(ii) des bactéries connues pour interagir avec nos microalgues dans leur milieu naturel, ou (iii)

1 C’est-a-dire ce que 1’on a considéré comme fraction Fr-SN dans le Chapitre I11.

2 par exemple : (1) croissance de deux biofilms sur chacune des faces d’une membrane perméable jusqu’a
rencontre des deux au bout de x temps de co-culture, ou (2) croissance d’un biofilm sur la membrane perméable
avec un flux dirigé de la face colonisée vers la face non-colonisée, ou se localise la deuxiéme culture.

3 Le LOV n’avait jamais mis en pratique cette technique de bioessais avant ma thése.
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des bacteéries issues de cultures denses planctoniques contaminées ? Initialement, nous nous
sommes orientés vers la recherche d’interactions allélopathiques au sein du biofilm. L’option (i)
présentait les avantages d’étre écologiquement pertinente, et que la probabilité de mettre en
évidence une interaction médiée chimiquement était forte. De fait, le laboratoire partenaire
MARBEC a réalisé¢ I’identification et la conservation de bactéries isolées des biofilms de T.
suecica et de C. closterium. Toutefois, ’utilisation comme cible de bactéries des biofilms
présente deux inconvénients majeurs. D’abord, les interactions chimiques entre microalgues et
bactéries ne sont pas uniquement de nature antibactérienne, ce qui nécessite des essais
biologiques différents de tests de diffusion. Ensuite, dans les biofilms phototrophes, des
composés endo- et exo-métabolomiques sont produits par les microalgues mais également par
les bactéries, lesquelles sont utilisées comme cibles. Si une activité est identifiée, quelle que
soit sa nature, comment déterminer 1’organisme producteur du ou des composés impliqués ?
Comment, dans cette configuration, mettre en évidence une interaction allélopathique cohérente
? Finalement, c’est le manque d’information et de publications dans le domaine qui nous a

conduit a privilégier I’options (iii) sur les options (i) et (ii) .

Nos recherches se sont donc principalement concentrées sur des cibles bactériennes
pathogenes d’aquaculture pour des raisons pratiques et de cohérence. Parmi elles, la bactérie
Alteromonas sp., fournie par MARBEC, ainsi que la Vibrio penaeicida (Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms, BCCM) avaient déja montré une sensibilité a des dépots
biologiques ou des extraits de T. suecica et/ou C. closterium (comm. pers.). La mise en évidence
d’activités sur des bactéries pathogénes d’aquaculture présentait aussi un intérét d’ordre
industriel. De méme que les bioessais conduits sur des souches cancéreuses humaines par
I’intermédiaire de notre partenariat avec le LIENSs?, étaient ’opportunité d’identifier des

composés d’intérét en pharmacologie.

! Des cyanobactéries contaminatrices ont toutefois été isolées durant le projet par la start-up Inalve, mais trop
tardivement pour étre utilisées comme cibles.
2 Littoral ENvironnement et Sociétés, UMR 7266, Université de La Rochelle, CNRS.
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Une multitude de contraintes inhérentes...

Aux biofilms phototrophes

La littérature sur les biofilms de microalgues étudiés au laboratoire est rare, faisant du

projet PBEX et de ma these un travail de défrichage, bien que des propriétés communes existent

entre biofilms bactériens, tres étudiés, et biofilms phototrophes, comme par exemple les

propriétés connues de la matrice d'EPS des biofilms bactériens (rétention d’eau, sorption de

composés organiques et inorganiques, sources de nutriments et d’énergie, systéeme digestif

externe par la conservation d’enzymes, propriétés bioactifs et rédox, etc.) (Flemming &

Wingender 2010, Xiao & Zheng 2016) qui existent aussi tres probablement dans les biofilms

de microalgues. Au cours de ce travail de thése, nous avons identifié plusieurs contraintes

expérimentales nouvelles car inhérentes aux biofilms de microalgues, et qui sont inexistantes

dans les cultures planctoniques :

(i)

(i)

Le besoin d’un support adapté :

Contrairement aux cultures planctoniques, les biofilms nécessitent un support pour se
développer. Les flacons en verre borosilicaté, généralement lavés a I’HCI et autoclavés,
sont fréquemment utilisés pour mettre en cultures des microalgues en suspension. A
noter que les propriétés hydrophiles du verre borosilicaté lavé a I’acide ne sont pas
forcément favorables a I’adhérence des bactéries (Weaver et al. 2021) ni des
microalgues (voir Thompson et al. 2008 et articles associés). Le choix d’un support
adapté a la formation des biofilms est donc un élément supplémentaire a prendre en
compte dans 1’étude des biofilms phototrophes. De plus, dans un systeme de culture
fermé, la surface d’adhérence doit étre stérilisée avant inoculation, ce qui limite leur
choix, d’autant qu’un procédé manuel permettant a 1’expérimentateur de faire adhérer
artificiellement les cellules (par exemple avec 1’utilisation d’un pinceau) est difficile a
mettre en place sans contamination, voire impossible. Une solution possible est

I’utilisation de milieux gélosés, a I’instar des tapis bactériens sur boite de Pétri.

Mécanismes d adhérence inconnus :

L’adhérence des microorganismes est un processus complexe qui a été trés étudié chez

les bactéries (Garrett et al. 2008), contrairement aux microalgues. Lors de nos premiéres

! Des exceptions existent, comme précisé dans 1’Introduction générale (Alhede et al. 2011, Sauer et al. 2022).

212



(iii)

(iv)

tentatives de production de biofilms de T. suecica a 1’aide de photobioréacteurs
verticaux (voir Annexe 9), qui se sont révélées infructueuses, nous avons pu observer
qu’un stress alcalin augmentait 1’adhérence des cellules et le développement du biofilm.
Plusieurs auteurs, a I’instar de Fanesi et al. (2021), ont montré qu’un certain niveau de
cisaillement favorisait 1’adhérence des micro-organismes. Bien que des variations
interspécifiques existent vraisemblablement, la mise en culture d’une souche sans
agitation ne permet pas de produire un biofilm significatif ou du moins d’observer une
adhérence rapide. Dans notre étude, [’utilisation d’erlenmeyers en verre pour
experimenter sur des biofilms de T. suecica resulte du pur hasard, celui-ci nous ayant
permis d’observer inopinément la formation d’un biofilm dans une culture de

microalgue moyennement agitée.

Une récolte paradoxalement plus compliguée :

D’un point de vue industriel, I'un des principaux avantages des biofilms phototrophes
sur les cultures planctoniques réside dans la facilité de leur récolte, un simple grattage
du support étant le plus souvent suffisant pour récupérer de la biomasse humide. Cette
pratique est valable uniquement pour des systémes de production ouverts ou 1’on peut
s’accommoder d’un certain niveau de risques de contaminations biologiques. Dans le
cadre d’expériences de laboratoire conduites avec des systémes fermés et controlés, cet
avantage disparait : le prélévement partiel d’un biofilm de microalgues n’est pas une
solution viable car d’une part il I’expose a une contamination, et d’autre part il n’est pas
représentatif de son intégralité puisque son épaisseur peut varier sur sa surface de
développement. Ainsi, alors que 1’échantillonnage d’une petite quantité de culture
planctonique agitée suffit a estimer sa concentration, il est nécessaire dans le cas d’un

biofilm d’en récupérer la totalité, et donc de stopper sa culture.

Une prise en compte obligatoire de la phycosphére :

Les microalgues peuvent étre considérées comme des holobiontes, abritant dans leur
voisinage immédiat une communauté bactérienne, nommé phycosphere (voir
Introduction générale). Dans les biofilms phototrophes, ces bactéries, bien plus
nombreuses que les cellules de microalgues, sont nécessaires a leur formation et
stabilisation. Une vision plus globale de 1’é¢tude du vivant, non réduite aux seules

especes en presence, est a adopter pour 1’étude des biofilms phototrophes. Pour cela,
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une étude différenciée de la phycosphére « noyau »* (Piampiano et al. 2019) d’une part
et des communautés bactériennes plus variables d’autre part doit étre réalisée pour
mieux comprendre les dynamiques internes du biofilm. L’axénisation des microalgues
avant leur mise en culture sous forme de biofilms phototrophes est également une piste
de recherche qui permet de mieux appréhender leur formation. A noter que la
plurispécificité obligatoire des biofilms de microalgues rend difficile 1’association entre

un compose identifié et son producteur.

(V) Séparation de la matrice d’EPS

La matrice, un compartiment a part entiere des biofilms, est constitué d’EPS et, trés
probablement, de métabolites. Une étude appropriée de la matrice nécessite qu’elle soit
préalablement débarrassée des micro-organismes qu’elle abrite. Malheureusement, les
rares méthodes permettant d’y parvenir dénaturent les EPS et empéchent de connaitre
la composition exacte de la matrice. De plus, il est nécessaire d’utiliser des techniques
de séparation qui préservent I’intégrité des micro-organismes afin que les milieux intra-
et extracellulaire ne se mélangent pas. L’utilisation de techniques de microscopie
avancées?, utilisées par le partenaire CentraleSupelec du projet PBEX, ont permis pour

mieux comprendre la structuration des biofilms en fonction de leur épaisseur.

AuX interactions entre les microalgues et leur environnement

Le travail de recherche bibliographique effectué¢ sur I’influence de la source et la
concentration d’N sur la production de toxines et de composés allélopathiques chez les
microalgues et les cyanobactéries (voir Chapitre 1) a permis de faire ressortir quatre constats :
(1) la littérature accorde trop souvent une fonction de médiation chimique (allélopathie) aux
toxines, ce qui, dans les faits, n’est pas forcément le cas, les propriétés toxiques d’une molécule
donnée pouvant étre une fonction supplémentaire non sélectionnée qui differe drastiquement
de la fonction initiale sélectionnée. (2) Il existe une réponse des microalgues a leur
environnement azoté qui a un effet sur leur production de toxines et/ou de composeés
allélopathiques. (3) La production de toxines et/ou de composes allélopathiques présente une
grande diversité inter- et intraspécifique en fonction de la source et la concentration d’N. (4) La

toxicité d’une microalgue donnée est trop souvent réduite a une toxine ou une famille de toxines

! La phycosphére « noyau » comprend des communautés bactériennes récurrentes et pérennes.
2 Optical Coherence Tomography (OCT), Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM).
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déja connues et mesurée, ce qui éclipse la grande diversité des autres métabolites bioactifs

qu’elle peut également produire.

Aussi, la mise en évidence d’une bioactivité et la caractérisation de la ou des molécules
impliquées ne peuvent se satisfaire d’une simple extraction du matériel biologique suivi d’un
essai biologique, sans que soient considérées en méme temps les conditions environnementales
dans lesquelles le matériel a été échantillonné. En effet, les conditions qui préesident a la
production d’un composé bioactif sont multifactorielles, chez un organisme qui doit en outre
répondre de facon optimale aux variations de son environnement. Par exemple, la production
d’un composé allélopathique de défense contre la prédation entraine une consommation
d’énergie inutile si aucun prédateur n’est présent. Pour étre efficace, la recherche de composés
bioactifs doit alors prendre en considération : (i) la souche étudiée et ses spécificités, (ii) le type
de culture et les paramétres utilisés (dont la contamination biologique volontaire), (iii) 1’état
physiologique de la microalgue lors de 1’échantillonnage, et (iv) la diversité mais aussi 1’état

physiologique des autres organismes présents.

Aux essais biologiques

Les trés nombreux bioessais que nous avons réalisés pour essayer de mettre en évidence
une bioactivité dans les extraits de biofilm de microalgues sur des bactéries pathogenes
d’aquaculture n’ont donné aucun résultat probant. Aussi, I’utilisation intensive des tests de
diffusion nous a conduit a emmeétre d’importantes réserves sur cette technique (voir Chapitre
I1), de sorte qu’il nous est difficile de conclure définitivement sur I’absence de composés
bioactifs dans les biofilms de T. suecica et de C. closterium. De méme, le type d’extraction
réalisée peut aussi étre mis en cause, que ce soit le choix des solvants organiques ou le protocole
utilisé. D’autres criblages phytochimiques avec des protocoles optimisés et standardisés

devront étre mis en ceuvre pour confirmer ou infirmer nos résultats.

L’hypothese initiale expliquant la résistance observée des biofilms de microalgues aux
contaminations biologiques était que les activités de médiation chimique dans ce type
d'écosystéme confiné sont exacerbées. Si cette hypothése n’était définitivement pas verifiée, il
faudrait alors considérer que d’autres facteurs conférent a ces biofilms leur résistance et leur
résilience. Par exemple, les propriétés physiques de la matrice d’EPS pourraient également

expliquer la résistance des biofilms de microalgues aux contaminations biologigues,
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I’organisme exogene ayant plus de difficultés a se mouvoir dans la matrice d’EPS. En effet,
I’équipe MICALIS, partenaire du projet PBEx, a observé des capacités de nage différentes

parmi les micro-organismes du biofilm.

Qui nécessitent des recherches spécifiques

Les futures études devront, en amont ou en paralléle de nouveaux bioessais plus
cohérents, porter en priorité sur la diversite et la dynamique des bactéries associées aux biofilms
phototrophes. Afin d’identifier des cibles écologiquement pertinentes, 1’isolement, le
séquencage et le suivi de la communauté bactérienne sur différents systéemes de cultures,
ouverts comme fermés, sont a privilégier. L’étude de ces dynamiques, associée a la mesure des
parametres abiotiques, pourra permettre d’identifier les cibles bactériennes pertinentes dans des
conditions qui favorisent ou non une potentielle activité antibactérienne. Par exemple, si la
diversité de la phycosphere est connue et stable dans le temps, notamment celle de la
phycosphere « noyau » (voir Piampiano et al. 2019), une alternance entre apparition et
disparition d’un taxon bactérien au cours du temps pourrait étre associée a 1’arrivée d'une
bactérie exogeéne finalement repoussée par le biofilm phototrophe. Si 1’on parvient a isoler ces
bactéries, elles pourront alors étre utilisées comme bactéries cibles dans des essais biologiques
réalisés avec des extraits de biofilms. Les extraits utilisées devront provenir de biofilms cultivés
dans conditions environnementales correspondantes, avec ou sans contamination volontaire par
la ou les bactéries cibles sélectionnées. Des comparaisons pourront également étre réalisées
avec d’autres extraits dans des conditions différentes pour mieux comprendre les dynamiques

des biofilms phototrophes.

L’amélioration des techniques de séparation de la matrice d’EPS et des micro-
organismes, ainsi que la possibilité d’analyser séparément les différentes strates des biofilms,
comme nous avons tenté de le faire dans nos expériences, constitueront des avancées majeures.
Ces techniques devront étre améliorées et éprouvées, de méme que 1’utilisation de systémes
fermés et controlés de culture de biofilm, encore trop peu fréquente aujourd’hui, devra se
généraliser. Des comparaisons entre cultures d’'une méme espece de microalgue en suspension
et en biofilm dans des conditions expérimentales similaires peuvent également s’avérer un
moyen efficace pour identifier des spécificités propres a ces deux modes de vie microbien.
Enfin, I’¢tude de I’adhérence des microalgues a différents types de support et des facteurs y

participant sont également des pistes de recherche importantes (voir par exemple Li et al. 2024).
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Une premiere étude controlée sur Peffet de
P’azote : s’éloigner du sujet initial pour mieux y
revenir

L’étude décrite dans le Chapitre 111 a été congue en tenant compte de la plupart des
observations et réflexions précédentes. Elle constitue I'une des toutes premiéres études
expérimentales du biofilm phototrophe de I’holobionte T. suecica AC254. Avec comme objectif
principal d’identifier les effets des conditions azotées sur la synthése de métabolites, et avec
I’espoir d’identifier des molécules déja connues pour leurs propriétés bioactives, nous avons
réalisé une analyse métabolomique du biofilm en essayant de prendre en compte le maximum
des contraintes énoncées précédemment. Ainsi, nous avons optimisé un dispositif de cultures
fermées et contr6lées. Comme mentionné plus haut, le choix du mode de culture en erlenmeyer
résulte d’expériences préliminaires sans lien avec 1’expérience en question, ou nous avions
remarqué, par hasard, qu’une proportion significative des cellules de T. suecica en culture
planctonique modérément agitée adhéraient au verre borosilicaté d’un erlenmeyer, ce qui ne se
produisait pas avec une agitation inexistante ou trop importante. Ces cellules, bien
qu’initialement peu nombreuses, étaient pour la plupart et de fagon surprenante fortement fixées
a la paroi en verre. Les cultures en erlenmeyers offrant par ailleurs d’importants avantages pour
I’étude métabolomique envisagée (voir Chapitre 111), nous avons donc décidé de les utiliser
pour cette étude. La réussite de I’utilisation d’erlenmeyers pour 1’étude des biofilms de T.
suecica met en exergue la nécessité de multiplier les pré-tests et de croiser les premieres

observations entre différentes expériences, les unes pouvant offrir une solution aux autres.

Une fois les biofilms de T. suecica optimisés en termes d’adhérence et de biomasse,
nous avons dd trouver des techniques de récolte les moins intrusives possibles. Les techniques
de lavage progressif des biofilms que nous avons expérimentés et qui permettent de mesurer
des proprietés sur différentes couches sont, a notre connaissance, les premiéres du genre. En
augmentant progressivement I’intensité des moyens mécaniques de récupération?, nous avons

pu conduire la premiére étude des différentes fractions d’une culture en biofilm : cellules en

! Agitation douce puis vigoureuse aprés ajout d’eau, augmentation de la vitesse de cisaillement, puis grattage a
1’aide du barreau magnétique.
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suspension ou peu adhérées (fraction Fr-SN), moyennement adhérées (fraction Fr-L1, -L.2, -L3)
et fortement adhérées (fraction Fr-BF). Ce mode d’échantillonnage ne s’appliquant pas aux
biofilms épais, des efforts supplémentaires devront étre faits pour échantillonner les différentes
strates de biofilms plus épais. Par exemple, un découpage ultrafin a 1’aide d’outils spécialisés

en microscopie €lectronique ou I’utilisation de microsondes peuvent étre envisagés.

L’analyse d’un biofilm nécessite de 1’échantillonner entiérement, et donc de le sacrifier,
ce qui interdit de répéter cette analyse dans le temps. Le seul moyen de suivre 1’évolution
temporelle de sa biomasse consiste a échantillonner plusieurs cultures paralleles a des temps
différents, en supposant que ces cultures évoluent de fagon identique. En multipliant les réplicas
et en optimisant le systéme pour minimiser les différences d’environnement entre chaque
culture, nous avons pu efficacement contourner le probléeme de la récolte. La faible variabilité
des différentes parametres mesurés (concentration cellulaire, biovolume, statut azoté, N
résiduel, activités photosynthétiques et concentrations pigmentaires, pH) au sein d’une méme
condition ont validé les protocoles utilisés. Nos choix ne nous ont cependant pas permis de
séparer la matrice d’EPS des cellules mais ont offert une approche simple et efficace pour

améliorer nos connaissances sur le biofilm dans sa globalité.

Bien que les conditions nécessaires a notre expérience ait été obtenues avec succes!
(démontrant au passage I’intérét d’utiliser des modeles mathématiques pour les définir), et que
des différences de métabolomes et de teneurs en macromolécules aient effectivement été
observées entre les deux conditions azotées, tres peu de métabolites ont finalement été
identifiés, et parmi eux, aucun ne présentaient une bioactivité recensée dans la littérature, mis
a part le MGDG(18:4/16:4) (ion n°5418, VIP n°19) (voir Chapitre I11), connu pour inhiber
I’action du NO, un gaz médiateur de divers mécanismes chez les microalgues parmi lesquels
I’adhérence, ce qui ouvre des pistes de recherche intéressantes. La sous-expression de ce
glycolipide (et, trés probablement, de ses analogues) dans les biofilms limités en N, couplée a
une diminution des cellules fortement adhérées au profit des cellules moyennement adhérées,
suggére fortement un effet du statut azoté du biofilm sur I’adhérence des microalgues. Plus
précisément, une forte teneur en NO défavorise ’adhérence a une surface donnée.
L’augmentation du NO intracellulaire semble étre favorisée par de fortes concentrations en

NOs" et par les propriétés hydrophiles des surfaces a adhérer. Une haute teneur cellulaire en NO

! Cellules adhérées majoritaires, biofilms de méme biovolume entre les deux conditions LA et NLA, limitation
effective par I'N dans la condition LA, en contraste avec la condition NLA.
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indique probablement a la microalgue des conditions défavorables a I’adhérence et a la
formation d’un biofilm par I’intermédiaire d’une série de processus en cascades encore
inconnus. La surexpression du MGDG(18:4/16:4) dans un environnement riche en NOs’,
condition pourtant favorable a lI'augmentation du NO cellulaire et donc a la diminution de
I’adhérence, suggere des boucles de rétroaction au sein de la cellule. De méme, des composés
allélopathiques semblent influencer la teneur en NO. Nous supposons qu’a I’instar de ce qui a
été observé chez d’autres macroorganismes, le NO est un médiateur de réponses physiologique
et comportementale important chez les microalgues, et des recherches plus approfondies sur

son rble dans la formation des biofilms sont donc nécessaires.

Enfin, bien que non décrites dans ce manuscrit, des expériences préliminaires sur 1’effet
de phytohormones sur la croissance de cultures en suspension et en biofilm de T. suecica ont
donné des résultats prometteurs. L’orientation de la recherche sur les biofilms de microalgues
vers I’étude des médiateurs intra- et interspécifiques autres que ceux impliqués dans la défense

est également une option de recherche a défricher.
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ANNEXES

Annexe 1 : Suivis de la température (°C) et du pH du biofilm de la diatomée Cylindrotheca closterium AC170
entre Avril et Juillet 2022 sur un systéme de cylindre rotatif breveté de grande taille (WO 2021180713A1).
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Annexe 2 : Tests de diffusion réalisés avec les extraits de (A) la gamme TS1 (biofilm de Tetraselmis suecica
AC254) et (B) la gamme CC1 (biofilm de Cylindrotheca closterium AC170) sur la bactérie Alteromonas sp.
fournie par ’'UMR MARBEC. 10 pL de chaque extrait ont été déposés sur des disques de diffusion apposés sur
un milieu MB gélosé a 2% d’agar-agar préalablement inoculé avec 100 pL de culture bactérienne d’Alteromonas
sp. a une DOgoonm de 1,4. Les boites de Pétri ont été prises en photo aprés 24h d’incubation a 22°C et a I’obscurité.

A Biofilm de Tetraselmis suecica— Gamme TS1 B Biofilm de Cylindrotheca closterium — Gamme CC1
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Annexe 3 : Calcul du rapport PUR/PAR pour T. suecica et les différentes sources lumineuses du laboratoire. Le
rapport PUR/PAR indique la proportion de 1’énergie émise par une source lumineuse qui est réellement absorbée
par une espéce donnée, et qui est donc utilisable pour sa photosynthése. Dans le cas présent, les mesures ont été
faites avec T. suecica, et 3 sources lumineuses respectivement dénommées SANYO, LED et MEMMERT. Le trait
noir représente le spectre d’absorption in vivo de T. suecica dans le visible normalisé par son maximum a(l), le
trait bleu, le spectre d’émission de la source lumineuse PAR(I) dont I'intégrale dans le domaine du visible (400-
700nm) est le PAR (Photosynthetically Active Radiation). Le trait rouge est le PUR(), produit des deux spectres
précédents pour chaque valeur de A et dont I'intégrale dans le domaine du visible est le PUR (Photosynthetically

Usable Radiation). PAR = [, PAR(A)dA ; PUR = [}’ PAR(A)a(A)dA
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Annexe 4 : Le bullage pouvant engendrer un décollement localisé du biofilm au niveau de la sortie d’air (A),
plusieurs maniéres de buller ’air a I’intérieur de la culture ont été expérimentées (B). La croissance planctonique
et en biofilm de T. suecica dans du milieu f/4 a été suivie durant 7 jours sous trois conditions : sans bullage, avec
bullage dans I'eau de la culture, avec bullage dans le ciel de la culture (C). Une canule d’arrivée d’air (microtube
PFTE, ID: 1,32 mm, OD: 1,93 mm, ref. 11959445, Adtech Polymer Engineering) passant a travers le bouchon en
silicone a été ajoutée, son extrémité étant immergée ou non dans le milieu de culture. Une culture planctonique de
T. suecica avec du milieu /255 et sans bullage a été utilisée comme controle. Chaque culture a été réalisée en
duplicata. Les concentrations cellulaires atteintes en phase stationnaire étaient, dans les cultures bullées, environ
2,9 fois supérieures a celles des cultures non bullée (environ 1,5.10° et 5,2.108 cell.L%, respectivement). Aucune
différence n’a été observée entre les cultures avec un bullage a I'intérieur et a I’extérieur de culture. Aucune
différence n’a été observée entre les cultures planctonique et en biofilm avec les deux types de bullage. Aucune
différence n’a été observée entre le controle et la culture planctonique sans bullage. L’utilisation d’un bullage dans
le ciel de la culture permet donc d’avoir une croissance cellulaire optimale sans décoller le biofilm.
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Annexe 5 : Photographies d’un biofilm de Tetraselmis suecica prise au microscope optique. Le biofilm a été
récupéré a l'aide d'une oese et déposé sur une lame en verre.
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Annexe 6 : Courbe d’étalonnage de la concentration en nitrate (NOs”) mesurée au Technicon, obtenue par

ajustement d'un polynéme de degré 2 passant par 0. Une légére saturation de la mesure est observée lorsque les
concentrations en NOs™ augmentent.
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Annexe 7 : Parameétres sélectionnés lors du workflow utilisé pour le pré-traitement des données métabolomiques,
le traitement des données métabolomiques et des analyses statistiques.
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Annexe 8 : Analyses statistique multivariées et les différentes filtrations réalisées sur les données métabolomiques.
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Annexe 9 : Photographies du premier systeme de culture de biofilm de Tetraselmis suecica imagé et utilisé dans
un photobioréacteur vertical (PBRv). (A) Support fabriqué sur mesure qui comporte un tissu utilisé comme surface
pour I’adhérence de T. suecica. (B) Culture de T. suecica dans le PBRv, le support de 1’image (A) se trouve au
centre de la culture. (C) et (D) Biofilms de T. suecica obtenus a différents endroits du support immergé.
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ABSTRACT

Biofilms comprise a microbial community growing in a matrix of self-produced
extracellular polymeric substances (EPS), adhered to a submerged support. Compared with
their bacterial homologue, microalgal biofilms are still little studied. The proximity of the
microorganisms in these biofilms, composed of at least one species of microalgae and its
phycosphere, suggests that the effect of the allelopathic compounds produced is exacerbated.
The greater resistance to biological contamination and resilience of microalgal biofilms
compared to planktonic cultures suggests the presence of compounds of interest with
antibacterial properties, enabling, for example, the control of the associated bacterial
community. The aim of this work is to identify bioactivities derived from biofilms of the
haptophyte Tetraselmis suecica and to characterize the effects of nitrogen status (level of
nitrogen limitation) on these bioactivities. Following a literature review on the influence of
nitrogen on the production of phycotoxins and allelopathic compounds, antibacterial and
anticancer bioassays were carried out on several aquaculture pathogenic bacterial strains and
cancer cell strains. A metabolomic study of T. suecica biofilms grown with nitrate was also

carried out to understand metabolome responses to nitrogen limitation.

Keywords : phototrophic biofilm, microalgae, nitrogen, semiochemical, marine chemical

discovery, metabolomic.
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RESUME

Les biofilms comprennent une communauté microbienne qui se développe dans une
matrice de substances polymériques extracellulaires (ou EPS) autoproduite, adhérée a un
support immergé. En comparaison avec leur homologue bactérien, les biofilms de microalgues
sont encore peu étudiés. La proximité des microorganismes dans ces biofilms, composés au
minimum d'une espéce de microalgue et de sa phycospheére, suggere que 1’effet des composés
allélopathiques produits est exacerbé. La plus grande résistance a la contamination biologique
et résilience des biofilms de microalgues par rapport aux cultures planctoniques laisse supposer
la présence de composés d'intérét aux propriétés antibactériennes permettant, par exemple, de
contréler la communauté bactérienne associée. L'objectif de ces travaux est d'identifier des
bioactivités issues de biofilms de I'haptophyte Tetraselmis suecica et de caractériser les effets
du statut azoté (niveau de limitation par 1’azote) sur ces bioactivités. Aprés une revue
bibliographique portant sur l'influence de I'azote sur la production des phycotoxines et de
composés allélopathiques, des essais biologiques antibactériens et anticancéreux ont été réalisés
sur plusieurs souches bactériennes pathogénes d’aquaculture et souches cellulaires cancéreuses.
Une étude métabolomique des biofilms de T. suecica cultivée avec du nitrate a également été

réalisée pour comprendre les réponses du métabolome a une limitation par 1’azote.

Mots-clés : Biofilm phototrophe, microalgue, azote, sémiochimie, découverte de produits

chimiques marins, métabolomique.
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