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Introduction Générale




Les diatomées nuisibles du gemseudo-nitzschidurent considérées comme inoffensives
pendant pres d’'un siécle. Le genre fit son apparidans la premiére édition datlas des
Diatomées marines de Frande H. et M. Peragallo, en 1897, puis fut confiremé1908 dans
I'édition complete. Les auteurs rapporterent algisieurs gravures des espéeces dénommeées
P. migrans(Cleve), P. seriata P. sicula En 1930, la présence dMditzschia seriata et N.
delicatissima(ultérieurement rebaptiséds seriataet P. delicatissimj fut signalée en mer
d’Ecosse (Lebour, 1930). Leur toxicité resta cepanéhconnue. |l fallut donc attendre la crise
d’intoxication des moules bleues aux toxines anamées de 1987, au Canada, pour que le
risque sanitaire lié aux efflorescencesRigudo-nitzschia sgoit identifié pour la premiere
fois. C'est ainsi que le genre, pourtant décrituiepge XIX°™ siécle, n’en reste pas moins
étudié de maniere approfondie que depuis 24 ans.

La crise d’intoxication a I'acide domoique de I3&rmit de relier la présence de cette toxine
dans les coquillages a d'importantes efflorescenimeta diatomédNitzschia pungenforma
multiseries rebaptisée par la suiBseudo-nitzschia multiseriels étude de cette problématique
connut ensuite un tres vif intérét, alors que Eseaux de surveillance intégraient I'acide
domoique dans leurs programmes. Les premierestigatsns menées lors de cultures en
laboratoire permirent de mieux comprendre les dygaes de production toxinique au cours
de la croissance de. multiserieset de caractériser I'influence des macro-nutrimex@mme
les nitrates, le silicium et les phosphates (Bat898). Cependant, ces travaux restérent tres
insuffisants, alors que les principaux efforts @eherche se concentrerent sur le risque

sanitaire et la surveillance des fruits de mer diemcotier.

Les recherches menées sur la physiologie et telroksmePseudo-nitzschisestent donc trés
en retard par rapport aux connaissances accumpiégsd’autres modéles de diatomées. Les
voies de biosynthése et le role biologique de daalomoique n’étant toujours pas connus, de
nombreuses interrogations subsistent quant au atempent des souches toxiques en présence

de différentes sources nutritives azotées.

Afin de contribuer au développement des connacEsadans ce domaine, nous nous sommes
donc proposés, au cours de ce sujet de these,lafexplus en détails I'influence de la
nutrition sur la croissance et la production togue de ces diatomées et de proposer une

nouvelle approche de détectimnsitu des toxines amnésiantes.



Apres avoir rapporté les connaissances actuslied?seudo-nitzschiset les épisodes de
contamination aux toxines amnésiantes, nous d&@ils les méthodes techniques retenues
dans le cadre de ces travaux de these. Nous peésestensuite les résultats obtenus dans le
cadre de I'étude de l'influence du silicium lors daltures en laboratoire, et I'impact d’'un
inhibiteur compétitif de I'assimilation du siliciyne germanium, sur ces résultats. Enfin, nous
aborderons la nutrition azotée chez trois espéapagues dePseudo-nitzschiat les résultats
obtenus en culture lors de I'étude de l'influenee rbuvelles sources azotées. Ces données
apportent de nouveaux éclairages quant a l'actiorsitu de ces sources azotées, mais
également sur la régulation des voies d’assimilatie 'azote cheZseudo-nitzschia spp

grace a l'influence de I'hydroxyurée, un inhibit@ampétitif de I'assimilation de l'urée.

Le développement d’outils d’analyse innovants af¢ détectein situ les especes deseudo-
nitzschia productrices d’'acide domoique représente égalementnjeu important pour les
réseaux de surveillance sanitaire du milieu makies avancées récentes menées sur la
reconnaissance de molécules-cibles par les aptariBobenbelliet al, 2005) représentent une
solution intéressante de détection de I'acide dqumilLa premiére étape en vue d’initier cette
approche consiste a synthétiser des moléculesscimer la procédure SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment) (Get al, 1997). Nous rapporterons donc
les travaux de synthése organique menés en laberdiarant cette thése de doctorat, afin de
produire des analogues de toxines amnésiantedr&¥asix préliminaires permettent d’obtenir
des ligands en vue de leur utilisation dans deséuures de sélection de récepteurs

biologiques et de réalisation de biocapteurs inntsva



Partie 1. Pseudo-nitzschiat I'acide domoique : chimie,
biologie, écotoxicologie et neurotoxicologie



1. Historique

L’'acide domoique et ses dérivés issus d'extrditigues rouges sont utilisés comme
vermifuges et insecticides naturels dans la phasp®e japonaise traditionnelle. Ces composés
furent d’abord isolés a partir d’algues rouges €ra&to & Daigo, 1958) et restérent longtemps
considérées comme des métabolites secondaires aepthycées. Ce n’'est que fin 1987, lors
d’'une crise alimentaire sans précédent au Canada,l'gcide domoique fut mis en avant
comme toxine alimentaire produite par une diatomée.

Durant cette crise, pres de 250 individus fugaitis dans les hopitaux des villes de Québec
et de la province du New Brunswick suite a la comsation de moules. lls présentaient divers
degrés de malaises gastro-intestinaux et de synastdmurologiques (Peet al, 1990). Les
moules bleuesMytilus eludig responsables de cette crise provenaient deagjigscoles de la
baie de Cardigan (Prince Edward Island, Canaddgg®aal, 1989). A défaut d’identifier une
toxine alimentaire classique, une véritable cowmdre la montre fut engagée afin d’isoler la
molécule incriminée. Cette derniére s’avéra éaeidle domoique.

Les populationsn situ de macro-algues rouges susceptibles de produigedatité d’acide
domoique a l'origine de cette crise sanitaire étan faibles, les recherches s’orienterent sur
la présence d'importants blooms monospécifiquedaddiatoméeNitzschia pungengorma
multiseriesdans les eaux de la baie durant cette périodeigatnt jusqu’a 15.f0cellules/l).

Le tractus digestif des moules contaminées coritelesi débris de ces diatomées. Les cellules
de Nitzschia pungenforma multiseries isolées puis cultivées en laboratoire, produisiae
I'acide domoique (Wrighet al, 1989). Il s’agissait du premier cas identifié meycotoxine

produite par une diatomée.

Durant I'épisode toxique de 1987, 107 personmedes 250 patients recensés présentaient
des symptdbmes directement reliés a la consommdésmmoules contaminées. Les symptémes
gastro-intestinaux se manifestaient rapidement dass24 heures aprés ingestion, et les
premiers symptémes neurologiques 48 heures aggéstian. Pour les cas les moins graves, ils
se limitaient a des crampes abdominales et a dassements. Dans les cas de contaminations
plus importantes, les symptdomes neurologiques cemapent une désorientation, une amneésie
(temporaire ou permanente), voire le coma et pduahoutir au décés du patient (Todd,

1993). Trois personnes agées succomberent aprés éagoadmises a I'hdpital suite a cet
empoisonnement, et quatre autres décéderent datwile mois suivant I'ingestion de moules
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contaminées (Teitelbaust al, 1990). Les tests cliniques realisés dans leecddr’utilisation

de l'acide domoique extrait de Rhodophycées comereifuge ne notaient aucun effet

secondaire indésirable pour des doses de 20 mgurhenfant. Lors de la crise de 1987, les
personnes ayant ingéeré l'équivalent de 15 a 20 mgtakines ne présentaient pas de
symptomes particuliers, en revanche les deux pgatieictimes des crises les plus séveres
avaient ingéré I'équivalent de 290 mg de toxinesrI(Bt al, 1990). A partir de ces données

cliniques, les doses d’acide domoique requises porainer I'apparition des premiers

symptomes ont été estimées a 0,2-0,3 mg (AD)/kg pauindividu de corpulence moyenne

comprise entre 50 et 70 kg (Tasker, 2002).

A la suite de la crise sanitaire de 1987, la sillance systématique des diatomées du genre
Pseudo-nitzschi@t des toxines ASP (amnesic shellfish poisoning)ritiée au Canada. Les
programmes de surveillance mis en place envisageters des mesures d’interdictions de
commercialisation des coquillages au-dela du ssanitaire de 20 ug(AD) / g de chair de
coquillage. Ce seuil sanitaire fut ensuite repas @ge nombreux pays. Dans les années qui
suivirent, d’autres épisodes de toxicité furentpapés dans les coquillages en baie de
Cardigan suite a des blooms Eemultiseriesavec des teneurs toxiniques rapportées dans les
moules supérieures au seuil sanitaire en 1988ujasB0 Lg(AD)/g de chair) mais inférieures
au seuil sanitaire en 1989 et 1990 (Bakeal, 1998). En 1988, les clams de la baie de Fundy
(Canada) présenterent une toxicité equivalente @g{AD)/g de chair (Batest al, 1998). La
source productrice de ces toxines fut attribuée aa diatomée Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissim@artin et al, 1990). Jusqu’en 1991, la cOte est du Canadalagrétre la
seule région au monde soumise aux crises ASP. iDseptembre 1991, une centaine de
Pélicans bruns et de Cormorans de Brandt furemduets morts dans la Baie de Monterey
(Californie, USA) suite a d’inhabituels symptomesurologiques (Worket al, 1993). Les
oiseaux avaient ingéré des anchois contaminésguald domoique, la toxine étant cette fois-
ci produite par la diatoméeseudo-nitzschia australi@uck et al, 1992 ; Fritzet al, 1992).
Depuis ces premiéres crises de contamination dgsilames aux toxines ASP, beaucoup
d’autres épisodes ont été rapportés de part le enduair exemples en tableau 1) et ce

probléme sanitaire reste toujours d’actualité.

En France, le REPHY intégre depuis 1999 la sliaveie des toxines amnésiantes dans les
coquillages (valeur-seuil de 20 pg d’AD/g de clusrcoquillage) et deBseudo-nitzschia spp
dans l'eau de mer (valeur-seuil de®16ellules/l). Le premier cas d'interdiction de

consommation fut mis en place au printemps 2006end’lroise suite a la détection dans les
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coquillages de teneurs allant jusqu’a 53 ug d’Abégchair (Amzilet al, 2001a). Des crises
ont été depuis régulierement signalées le long aes de la Manche, Atlantique et
Méditerranée.

Il faut noter qu’outre les problemes sanitaites,proliférations d'algues toxiques ont aussi de
sérieuses répercussions économiques. Le colt desta de Prince Edward Island en 1987-
1988 a été estimé a 8,4 millions de dollars camsdi€e montant prend en compte les
hospitalisations, décés de patients, colts deysasakffectuées sur le terrain, des relations
publiqgues et des pertes subies par les mytilictdteat autres professionnels du secteur
(Cembella & Todd, 1993). A partir de données ctdles depuis 1991 sur les quatre sites les
plus souvent fermés en raison de bloomdPdeudo-nitzschia sgASP) ou de dinoflagellés
toxiques du genrdlexandrium sp(PSP), des modeéles économiques ont pu montrepaue
ces guatre sites, une année entiere de fermefpuesenterait 10,6 millions de dollars de pertes

et toucherait 339 emplois a plein temps (Dyson &part, 2010).

2. Chimie de I'acide domoique

L’acide domoique est un acide aminé secondagariroxylique non-protéique, membre de la
famille des kanoides (figure 1). En raison de laifsts neurotoxiques, les composés de cette
famille sont plus communément désignés sous le dentoxines ASP (Amnesic Shellfish
Poisoning). Ces composés possedent une base chincigmmune : um- acide aminé
secondaire dicarboxylique, auquel vient se graffex chaine latérale mono- ou diéthylénique,
comprenant une fonction lactone ou carboxyliquay@énet al, 2005).

L’acide domoique de formule brutesH,:NOg a une masse moléculaire MM = 311,3 g.mol
La toxine présente un point de fusion a 216°C. gmnvoir rotatoire vautd]p = -120,5°. Les
valeurs de pKa de I'acide domoique sont, pour tesgements carboxyles, respectivement de
1,85 (en position §, 4,75 (en position J et 4,47 (chaine latérale en)QWalteret al., 1991).
L’amine secondaire a un pKa de 9,82 (Pifiegb al, 1999). L’acide domoique est
thermostable, soluble dans les solvants aqueuxs msaiable en milieu acide (Amzt al,
2001b). A pH physiologique, I'acide domoique a damee charge globale de2 (trois
groupements CO@t un groupement NF).

L’acide domoique dans I'eau de mer (milieu algalh un temps de demi-vie de 12 a 34
heures (Burn®t al, 2007). Les rayons UV (entre 280 et 400 nm) sesponsables de cette
photodégradation, qui peut étre reproduite en ktboe (Wrightet al, 1990b). Le fer Fe(lll),

chélaté avec la toxine, jouerait le réle de phdtdseur et favoriserait la dégradation (Bates
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al., 2003). L'impact du fer dans cette photodégraatatiarie selon les études : Fisleral
(2006) noterent une influence du fer en eau de sypthétique, tandis que Bouillogt al
(2006) ne rapportérent pas dinfluence en eau de maturelle ; ce phénomene reste donc
encore discutable dans I'environnement.

A des températures supérieures a 50°C ou sousl'Bdide domoique s’isomérise pour
donner principalement de l'acide épidomoique (leenm2003 ; Jefferyet al, 2004) et des
acides isodomoiques (Wrigét al, 1990Db).

Acide Domoique (AD) Acide épidomoique
COOH COOH
Z & COOH
4 3 Acide isodomoique A Acide isodomoique D
5 8
COCH R=

, HOOC

A e 4</_\=/ COOH q
", §

Acide isodomoique B Acide isodomoique E Acide isodomoique G

HOOCW 4(\—/
2, %,
§ COOH §§ cooH
Acide isodomoique C Acide isodomoique F Acide isodomoique H

O N :;r‘:“‘ :,";:‘:‘lx
o
OH
Acide isodomoilactone A Acide isodomoilactone B Acide kainique

Figure 1 : la famille des kanoides : acide domoique etvdér{d’aprés Ifremer, 2003 ; Claydehal, 2005).

Lors de sa photodégradation, I'acide domoiquéseshérisé pacis-transphotoisomeérisation

pour former principalement les acides isodomoidDek et F. || semblerait que ces isoméres
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soient eux-méme des molécules intermédiaires ausocde la photodégradation de l'acide
domoique (Bouilloret al, 2008). Dans une plus faible proportion, desvdséridécarboxylés
apparaissent également (Cample¢lal, 2004). De plus, les formes d’acide isodomoiquet A
B sont produites par certaines souchedNdeschia navis-varingicgKotaki et al, 2005), et
'isomére C a été détecté dans les coquillages igolé a partir de cultures d& australis
(Holland et al, 2005). Enfin, les acides isodomoiques G et Hégalement été rapportés chez
I'algue rougeChondria armatgZamanret al, 1997).

La synthése de kanoides et de I'acide kainiggté aéalisée a plusieurs reprises (voir chapitre
5). L'acide domoique fut synthétisé pour la premiéois en 1982 afin de connaitre sa
configuration absolue (Ohfune & Tomita, 1982). Daérives de l'acide domoique sont
eégalement synthétisables chimiquement, tels leteadgsodomoiques C (Claydenal, 2004)
et G (Clayderet al, 2005).

3. Les algues productrices d’AD et dériveés

Les Rhodophytes productrices de neurotoxines stiigées de maniere empirique dans la
pharmacopée traditionnelle japonaise pour tragenders intestinaux chez les jeunes enfants.
Le premier principe actif identifié dans ces alguesges fut I'acide kainique, isolé pour la
premiere fois en 1953 & partir de la RhodopBjigenea simplexMurakamiet al, 1953). En
1958, I'acide domoique a été caractérisé au Japamtié d’extraits de I'algue rougéhondria
armata domoiTakemoto & Daigo, 1958). La toxine fut baptiségsaa partir du mot japonais
«domoi» désignant les algues.

L’acide domoique fut ensuite isolé chez les RipbgtesAlsium corallinumde la céte ouest
de la Sicile (Impellizeriet al, 1975) etChondria baileyanale long des cbtes canadiennes
(Laycock, 1989). La toxine a été depuis identifibBezAmansia glomerata, Digenea simpktx
Vidalia obtusiloba des especes algales membres de la famille desdoRtsbaceae
(Rhodophytes) (Satet al, 1996). Les acides isodomoiques A, B, C, D, GHeet les
domoilactones A et B ont également éteé isolés €hemrmata(Claydenet al, 2005 ; Maeda&t
al., 1987 ; Zamaret al, 1997), tandis que I'analyse d’échantillons deuleeMytilus edulisa

permis d’identifier les acides isodomoiques E @MFght et al, 1990a).

La premiére donnée recensée concernant la piodutacide domoique par des diatomées

remonte a I'épisode toxique de Prince Edward IslandCanada, fin 1987, avec la mise en
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évidence en laboratoire de la production toxinigtleez Pseudo-nitzszchia multiseries
(détection par méthode fluorimétrique avec sépamaties acides aminés marqués par HPLC)
(Bateset al, 1989). Cette espéce fut a I'origine rapportaéesde nomNitzschia pungenorma
multiseries puis fut rebaptiséePseudo-nitzschia pungen$orma multiseries (Hasle,
1965 ;1994; Haslet al, 1996), avant que I'espeée multiseries(figure 2) soit clairement
séparée de l'espéde. pungenssur la base de criteres morphologiques, physiQlas et
génétiques (Hasle, 1995).

20 pm

Figure 2 : P. multiseriesCCMP2708 en microscopie photonique. Cliché G. Calu

Différentes especes seudo-nitzschiant depuis été recensées comme productrices d’acide
domoique : P.multiseries P.delicatissima P.pseudodelicatissimaP.australis P.seriatg
P.fraudulenta P.callianthg P.cuspidata P.galaxiae P.multistriatg P.turgidula ainsi que
quelques souches @epungengespece majoritairement non toxique) (Bates &rieggi2006).
Parmi les autres genres de diatom&&izschia navis-varingicgroduit de I'acide domoique et
les acides isodomoiques A et B (Kotadi al, 2004 ; Romeroet al, 2011). Amphora

coffeaeformigShimizuet al, 1989) est également suspectée de produire addd‘domoique.
La répartition des principales especes prodwedrid’acide domoique semble cosmopolite

(Hasle, 2002) et les cas rapportés sur les cingineois, de I'Afriqgue aux zones polaires
couvrent 'ensemble des zones maritimes monditddde@u 1).
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Lieu géographique Espéces identifiées Références

Afrigue
Delta du Nil, Egypte P. pungens Zingoneet al., 2004
Lagune de Bizerte, Tunisie P. calliantha Sahraouet al, 2006
:\‘/Iaagrgze de Moulay Bousselham, P. multiseries Akallal et al, 2000
. . . Menezes Rangel & Silva, 2007;
Baie de Luanda, Angola Pseudo-nitzschiapp. Blancoet al, 2010
Baie de Lambert, Afrique du Sud P. australis Marangoniet al, 2001
Asie
Baie d’Ofunato, Japon P. multiseries Kotaki et al, 1996
Mer du Japon P. calliantha, P multlstrlata, P. Orlovaet al, 2008
multiseries
Baie de Jinhae, Corée P. multiseries Lee & Baik, 1997
\?:;)%Snd Ofunato et de Okkirai, P. pungens Casteleyret al, 2008
Hai Phong, Vietnam P. pungens Casteleyret al, 2008
Amérique du Nord
Ile du Prince Edouard (Canada) P. multiseries Bateset al., 1989.
Ile du Prince Edouard (Canada) P. delicatissima Smithet al, 1990
Baie de Fundy, Canada P. pseudodelicatissima Martin et al, 1990
Baie du Massachussetts, USA P. multiseries Villareal et al., 1994
Baie de Narragansett, USA P. multiseries Hargraveset al, 1993
Baie de Galveston, USA P. multiseries Fryxell et al, 1990 ;
Bucket al, 1992 ; Fritzet al,
Baie de Monterey, USA P. australis 1992 ; Garrisoret al, 1992 ; Villac
et al, 1993
Baie de Monterey, USA P. multiseries Villac et al, 1993
Baie de Willapa, USA P. multiseries Sayce & Horner, 1996
Hood Canal, USA P. multiseries Horneret al, 1996
Baie de Coos, USA ; llwaco, USA P. australis Villac et al, 1993
Détroit de Juan de Fuca, USA P. cuspidata Traineret al, 2009
Near Tuxpam, Golfe du Mexique, P. pungens Casteleyret al, 2008
Mexique

Tableau 1: exemples de répartitions d’'especesRi¥udo-nitzschispp. déterminées toxiques ou supposées

toxiques (présence de toxines ASP dans les cogedla proximité du bloom) par zones continentales.
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Lieu géographique Espéces identifiées

Références

Amérique du Sud

Rio de Janeiro, Brésil
Nord du Chili
Terre de Feu, Argentine

Pseudo-nitzschia spp.

P. seriata, P. australis

Europe
Danemark P. seriata
Irlande P. australis
France P. multiseries
Normandie, France P. australis
Galice, Espagne P. australis

Baies d’Alfacs et de Fangar, Pseudo-nitzschia spp.

Espagne

Mer de Wadden P. multiseries

Mer Noire P. calliantha

Mer d’Ecosse Pseudo-nitzschia spp.
Mer d’Ecosse P. seriata

Golfe de Naples P. galaxiae

Mer Tyrrhénienne, ltalie
Golfe de Thermaikos, Gréce

Pseudo-nitzschia spp.

Océanie

Cétes australiennes
Marlborough, Nouvelle Zélande
Baie de Plenty, Nouvelle Zélande
Taylor's Mistake, Steels Reef et
Baie de Big Glory, Nouvelle
Zélande

Pseudo-nitzschia spp.
P. pungens
P. fraudulenta

P. pungens

Zones sub-polaires

Océan Nord-Pacifique sub-Arctique
Mer de Wedell (Antarctique)

Pseudo-nitzschia spp.
Pseudo-nitzschia spp.

P. calliantha, P. australis

Villac & Tenenbaum, 2001
Alvarezet al, 2009
Almandozet al, 2008

Lundholmet al, 1994
Cuzacket al, 2002
Amzil et al, 2001a
Klein et al, 2010
Miguezet al, 1996

Quijano-Scheggiat al, 2008

Vrieling et al, 1996
Besiktepeet al, 2008
Turell et al, 2008
Fehling,et al, 2004

Congestriet al, 2008

P. pungens, P. pseudodelicatissimiganiou-Grigoriadotet al, 2005

Lapworthet al, 2001
Rhodest al, 1996
Rhodest al, 1996

Casteleyret al, 2008

Marchettiet al.,, 2008
Almandozet al, 2008

Tableau 1: exemples de répartitions d'especesRiudo-nitzschispp. déterminées toxiques ou supposées

toxiques (présence de toxines ASP dans les cogedla proximité du bloom) par zones continentalesd).
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4. Ecophysiologie de la croissanceREeudo-nitzschia spt de la
production d’acide domoique

Les travaux d’écophysiologie menés sur le gdPseudo-nitzschiasont effectués soit par
prélevements sur le terrain, soit par culturesaboratoire (tableau 2). Dans le premier cas, les
especes étudiées sont assez nombreuses et dépdesldiiboms en présence au moment de
I'étude. Dans le second cas, les especes retergmndent des souches isolées lors de
campagnes de préelévement. Depuis la crise de 188dpdele principal d®seudo-nitzschia
toxique reste aind?. multiseries Cependant, de nombreux travaux sont égalemenésrsir

P. australis notamment suite a la premiéere crise californietmé991.

4.1. Blooms et production toxinigudn Situ

Les crises ASP peuvent se produire dans toutegdaes cétieres des cing continents et
impliquent différentes especes Beeudo-nitzschia spiftableau 1). Tous les blooms ne sont
pas suivis de la méme maniere ; la plupart soimedigs selon la concentration en diatomées
dans I'eau de mer et les teneurs en acide domal@ue les coquillages, et peu de données sur
I'acide domoique dissout ou particulaire sont ataggortées. Par exemple, lors de la crise de
Prince Edward Island en 1987, la population cellelde P. mutliseriesatteignait les 15.10
cellules/l dans I'eau de mer pour une toxicité aeailes allant jusqu’a 790 ug AD/g de chair
de coquillage. Lors d’'un bloom deseudo-nitzschia spgn baie de Cardigan (Prince Edward
Island), a l'automne 1988, Smitket al (1990) rapportent cependant des toxicités
intracellulaires allant jusqu’'a 7,5 pg/cellule etsdpopulations cellulaires maximales dans le

bloom de 1,2.10cellules/| d’eau de mer.

Lors de la crise ASP de 1991 en baie de Monté@ayifornie), les teneurs el. australis
atteignirent plus de facellules/I avec des teneurs intracellulaires édeadomoique pouvant
dépasser les 10 pg/cellule et des concentrati@tsdd domoique dans I'eau de mer rapportées
supérieures a 10 pg/l (Wadt al, 1994). Andersoet al (2006) rapportent dans le passage de
Santa Barbara (Californie) des bloomsRleaustralisayant eu lieu en mai 2003 qui pouvaient
atteindre jusqu'a 2,4.1@ellules/I dans I'eau de mer et qui présentaierttoxicité cellulaire
de 0,14 a 2,1 pg/cellules. Les concentrations dkaciiomoique dans l'eau de mer
s'échelonnaient entre 1 et 1,6 pg/l. Schnedzat (2007) ont suivi au printemps 2004 (février-
mars) sur les mémes zones cotieres et alentouskbam dePseudo-nitzschia sppde moindre
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importance (jusqu'a 6.f@ellules/l) mais également dominé par la présetecE. australis
Les cellules présentaient jusqu'a 117 pg d'AD/teljavec une moyenne de 24 pg/cell) et les
eaux de mer testées contenaient de l'acide domdigseus jusqu'a 12,7 pg/l. Trairetral
(2009) ont par ailleurs rapporté un bloomRlecuspidataen septembre 2004 dans la baie de
Juan de Fuca (USA-Canada) jusqu'a 6°1cHlules/|. Les cellules contenaient jusqu'a 63 pg

d'AD/cell et les eaux de mer contenaient de I'AEsdus jusqu'a des teneurs de 4 nmoles/I.

4.2. Culture en laboratoire et cycle biologique

Lors de cultures en laboratoire, les teneursnigyies intracellulaires rapportées restent
inférieures aux teneurs maximales rapportées pBrErélevements sur le terrain. La production
d’acide domoique (tableau 2) semble dépendre dehése de croissance, et elle est plus
importante en fin de culture. Les premiéres étudesées sulP. multiseriesen batch ont ainsi
démontré que l'acide domoique est produit dés las@hpost-exponentielle et en phase
stationnaire (Batest al, 1989 ; Paret al, 1996a). L’acide domoique serait probablement un

métabolite secondaire produit en cas de croissaeiidaire ralentie (Paet al, 1996b).

AD patrticulaire

Espéce Type de culture  Température (°C) Références
(pg.cell™)
P. multiseries Batch 10 21 Batest al, 1989
Batch 17 9,5 Batest al, 1991
Chémostat 15 5,62 Pamnal, 1996b
Chémostat 15 2,21 Pamal, 1996¢
Batch 15 2 Douglas & Bates,
1992
Batch 15 0,14-0,43 Pat al, 1996a
Batch 15 0,1 Wanagt al, 1993
P. australis Batch 15 12-37 Garrisaet al, 1992
Batch 15 10 -1,77.1¢ Howardet al, 2007
P. turgidula Batch 18 0,03 Rhodext al, 1996
P. pungens Batch 18 0,47 Rhodext al, 1996
P. seriata Batch 15 14,7 Fehling et al., 2004
Batch 4 1,0-33,6 Lundholet al, 1994

Tableau 2: exemples de cultures &seudo-nitzschia spen batch ou en continu rapportées dans la litiérat

teneurs maximales d’acide domoique intracellulgitecell®) obtenues (repris d’aprés Bates, 1998)
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En culture continueP. multiseriesproduit de I'acide domoique a I'état d’équilibre th
culture lors de chémostats Si-limitants (Rarml, 1996b) ou P-limitants (Paet al, 1996c). I
existe alors une corrélation négative entre le taax division cellulaire et la teneur
intracellulaire en acide domoique (Bastsal, 1996 ; Paret al, 1996b). De maniere générale,
en batch ou en continu, la production d’acide domeiserait donc liée a un ralentissement du

nombre de divisions cellulaires (Bates, 1998).

Le cycle biologique d@seudo-nitzschiaffecte également la production toxinique. Lors de
divisions veégétatives successives, la taille mogediune population dé€’seudo-nitzschia
diminue selon une exponentielle inverse (Schwatral, 2009) jusqu’a atteindre une taille
minimale permettant la régénération par reprodoctexuée. A ce stade, la teneur cellulaire
maximale en toxines chute drastiguement, avec efe=uts 50 a 100 fois moins importantes
que pour des cellules isolées de populations rsr@Bateset al, 1999). La phase sexuée de
Pseudo-nitzschizst une allogamie avec production d'isogametesfiagellées (Davidovich
& Bates, 1998) aboutissant a la formation d’'uneoapere a partir de deux gametes non
différenciables. Plusieurs clones régénérés enleslinitiales par cycle sexué présentérent une

production toxinique accrue, jusqu’a 67 pg (AD)wel* pourP. multiserie{Bates, 1998).

4.3. Silicium et phosphates

Sholinet al (2000) rapporterent que les efflorescence$sleudo-nitzschigourraient étre
favorisées par des apports d’eau douce richesliefursi. Mais lors de la crise de Prince
Edward Island en 1987, I'optimum de la productioritiique eut lieu pour des ratios mesurés
dans I'eau de mer [Si]/[N] < 1 et [P)/[N] <1 (Sublmoet al, 1988b). La production de
toxines est plus forte dés que le milieu de culsgaetrouve carencé en silicium (Raral,
1996a). Lors de cultures en continuRlemultiseriesle taux de divisions cellulaires dans un
chémostat P-limité est inversement corrélé auxuieneellulaires en acide domoique (Rdn
al., 1996c¢). Ces cultures en batch ou en chémostmifant de P. multiseriesmontrent
également que la production d’acide domoique déteseque les teneurs en phosphates dans
le milieu chutent en-dessous de 1 uM (Ranal, 1996c¢). Ces carences en phosphates
entrainent une augmentation de I'activité de I'ii@aphosphatase et de la production d’acide
domoique parallelement a la chute du taux de plowepdans le milieu, mais les mécanismes

permettant d’expliquer ces observations restemnnas (Bates, 1998).
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Le silicium est un élément important pour la fation de la frustule des diatomées sous sa
forme inorganique Si(OH) et est indispensable a la croissance cellulage diatomées
(Martin-Jézéquekt al, 2000). Le phosphore entre en jeu dans la comnosies membranes
plasmiques et des biomolécules, et joue un rélesumajlans la physiologie et la biologie

moléculaire des cellules.

Les phosphates, comme le silicium (voir chap®esemblent avoir un réle indirect sur la
production d’acide domoique en agissant plus spgéeiment sur la croissance initiale des
cultures dePseudo-nitzschialLes relations inverses entre taux de croissahgaragluction
d’acide domoique seraient donc sans relation direoiis plutdt une conséquence logique
d’'un ralentissement de la croissance au profitnaésmbolismes secondaires.

4.4. Sources azotées

Depuis quelques années, l'augmentation des nentsn déchargés dans les milieux
aquatiques par l'activitt humaine est notée comina Hes facteurs responsables des
proliférations d’algues toxiques. Les activités amples et le déversement d’eaux chargées en
engrais et déchets d’origine humaine enrichissnehux cotiéres et des rivieres en nutriments
azotés et phosphatés, entrainant une eutrophisgé®milieux cotiers (Glibert al, 2005).
Alors que l'utilisation de fertilisants en agriaulé est en augmentation a travers le monde, la
fraction de fertilisants azotés organiques est edbgaht en forte hausse, en raison de
I'utilisation massive d'urée comme engrais (la paet I'urée dans les fertilisants agricoles
dépassant les 50% durant la derniere décade). @pactement entraine en conséquence un

changement dramatique dans la composition des @pguartés cotiers (Smil, 2001).

Dans le milieu naturel, une relation positiverena teneur intracellulaire en acide domoique
chez Pseudo-nitzschia sppet un déchargement en nitrates dans les eawivideera été
constatée lors d'un bloom en baie de Cardigan ¢Bribdward Island) en 1988 (Smih al,
1990). De méme, une relation entre 'augmentaties téneurs en nitrates déchargés dans la
riviere Mississipi (Louisiane) et la prolifératiale Pseudo-nitzschia pseudodelicatissimaté
rapporté (Parsonet al, 2002). De maniére générale, les enrichissemamtazote total au
détriment des teneurs en silicium semblent favorigeproduction toxinique (Batest al,
1998).
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En laboratoire, peu de sources azotées autreseguirate, 'ammonium ou l'urée ont été
testées pour la croissance et la toxicité de saudb®seudo-nitzschia spigvoir chapitre 4).
Les résultats obtenus laissent entrevoir une fatmtion intra-et inter-spécifique des réponses

physiologiques entre sources azotées, croissarorieté (Thesseet al, 2009).

4.5. Température, irradiance, salinité

Les données concernant ces facteurs physico-ghani sont peu nombreuses et different

selon I'espéce étudiée.

Les relations entre la production d’acide domeiqtila température ont été tres peu étudiées.
Chaque espece deseudo-nitzschigorésenterait son propre optimum de température de
croissance, en accord avec la distribution mondialegenre. Les températures tolérées par
Pseudo-nitzschia sg’échelonnent ainsi entre 2°C et 28°C (Hasle, 198&sleet al, 1996).
ChezP. multiseries les taux de division et les teneurs en acide dgueodiminuent avec la
température, avec un maximum de croissance ce#uiai20°C et de production toxinique a
25°C (Lewiset al, 1993). A l'inverse, les données collectées desm®aux danoises indiquent
que P. seriataprésenterait de plus fortes teneurs cellulairem@de domoique a 4°C gqu'a
15°C (Lundholmet al, 2004). Le manque de données quant au comportaei@enres souches
et d’autres especes empéche de tirer des conciugiénérales quant a l'influence de la

température sur la croissance cellulaire et layrtidn toxinique.

L'impact de lintensité lumineuse sur la prodoatid’acide domoique a été étudié chez
Pseudo-nitzschia multiseriePes étudies lors de cultures en batch et en sentinu de
souches de cette espand montré de plus faibles taux de division a &aiétlairement (35-45
pumol photons M.s?) et de plus forts taux de division a fort éclaiesin(90-200 pmol photons
mZs?) (Bateset al, 1991 ; Bates & Léger, 1992). Durant ces expésgsn les teneurs
cellulaires en acide domoique furent plus faibl@s mol photons i.s* qu'a 90-200 pmol
photons rif.s*. Le niveau d'irradiance nécessaire pour éviterlahesations de croissance et
de production toxinique avoisina les 100 pmol phstmi®.s® (Bates, 1998). D’'aprés ces
résultats, le stress lumineux n’induit donc pasnesnes régulations physiologiques que les
stress de carences en phosphates ou en silicigirty&® probablement en raison de son action
sur la photosynthése et I'apport de carbone réwoéssaire a la production d’acide domoique.

ChezP. multiseriesle taux de lipides décroit lors d’une carencesiéinium durant la phase
stationnaire (Parrisket al, 1991), alors que la teneur cellulaire d’acidendajue augmente
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(Panet al, 1996a). Les taux cellulaires d’acide domoique’atides gras sont positivement
corrélés, avec une hausse des concentrations éondgtensité lumineuse est augmentée
(Whyte et al, 1995). Ces données suggerent que les voieodgnithése des acides gras et de
'acide domoique seraient alors favorisées, et lpativité lumineuse de la photosynthése

jouerait un réle positif sur la biosynthése deobrte.

La gamme de tolérance a la salinité n'est pawrenconnue pour toutes les especes de
Pseudo-nitzschia sppet son impact sur la production d’acide domoiglagpas été étudié. Les
quelques éléments connus montrent une differencem@ortement liée a I'espece. Ainsi, une
souche isolée de. multiseriesde la Nouvelle Ecosse (Canada) cultivée a desitgalide 6 a
48 psu a montré un taux de croissance optimal gesirsalinités comprises entre 30 et 45 psu
(Jacksoret al, 1992). Stewaret al (1997) ont rapporté chdézseudo-nitzschia multiseries
optimum de croissance pour une salinité de 33 psune croissance moindre mais identique

pour 28 et 38 psu.

4.6. Bactéries

Les bactéries épiphytes ou intracellulaires ¢il¥982) peuvent influencer la production
toxinigue des micro-algues. Par exemple, ch&exandrium lusitanicum la bactérie
Pseudomonas stutzesiolée a partir de ce dinoflagellé produit desrieg PSP ; le dinoflagellé
axénique produit deux fois moins de toxines PSPerguto-culture avec cette bactérie
(Doucette & Powell, 1997). Chd2seudo-nitzschides premiéres études de ce phénomene ont
été rendues possibles des I'obtention des premaridsres axéniques de. multiseriespar
traitements antibiotiques (Douglas & Bates, 19929s auteurs montrerent que les cultures
axénigues produisirent durant la phase stationwaigt fois moins d’acide domoique que les
cultures non-axéniques. Batetsal (2004) rapportérent pour une autre souchi.daultiseries
une chute de la production toxinique de 8 a 38 @wisconditions axéniques. Le taux de
division des souches axéniques Fle multiseriesfut également plus faible que le taux de

division des souches en présence de bactéries [@o&dates, 1992).

Les bactéries présentes clfseudo-nitzschigemblent exclusivement épiphytes (Baeal,
2004) ; il n’existe aucune mise en évidence deédp@cintracellulaire (MacPhest al, 1992).
Les bactéries isolées a partir de culturesPdeudo-nitzschisgsp. non-axéniques sont des
bactéries gram négatives des gerrbésromonas sppouMoraxella spp (Stewartet al, 1997).
Les bactéries épiphytes isolées a partir de cdtonom-axéniques de. multiserieset cultivées
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séparément ont pu croitre favorablement en co-pcéseroline/glucose ou proline/acétate,
mais furent inhibées en co-présence glycine/glucasglycine/acétate (Stewast al, 1997).
Aucune de ces bactéries isolées et cultivées anmdtdire n'a produit directement de I'acide
domoique. La réintroduction de cultures de badédans une culture axénique &e
multiseriesaugmente de 2 a 115 fois la production toxinigBatéset al, 1995 ; Osada &
Stewart, 1997). Toutefois, I'impact des bactérigsla culture dd°. multiseriesne semble pas
obligatoirement associé a une interaction spédafigigue-bactérie. En effet, I'ajout de
bactéries issues d'une culture @daetoceros sp(diatomée non toxique) a aussi permis

d’augmenter la production de toxines d’'une culaxénique d€. multiseriegBates, 1998).

Les interactions entre les bactéries et les dié&s sont en définitive trés complexes, et il est
difficile d’expliquer de maniere précise commens lbactéries influencent la production
d’acide domoique. Il existe probablement une intéra dynamique entre les diatomées et les
bactéries. En effet, lors de cultures en chém&itiimité deP. multiseriesil a été souligné
une corrélation positive entre le nombre de baztéet le taux d’acide domoique (Pan, 1994).
Cette relation devint moins claire lorsque le filexnutriments du chémostat fut interrompu et
que la culture fut suivie en batch. En culture #@eme nombre de bactéries était devenu moins
important, suggérant soit la production d’'une samst bactéricide par les diatomées, soit
I'absence d’'un facteur de croissance bactérierjoutad’extraits bactériens dans des cultures
de diatomées n’a cependant pas montré d'effetasyrdduction de toxines (Stewaat al,
1997).

Lors de cultures en batch Bemultiseriesaxéniques et non-axéniques (Kobayashi & Takata,
2009) en présence de nitrates, les teneurs en dameique intracellulaire dans la culture non-
axénigue atteignirent jusqu’a 3,2 pg/cellule, algtaucune teneur toxinique intracellulaire
significative ne fut rapportée pour la culture agée (Kobayashi & Takata, 2009). Les teneurs
en acide domoique extracellulaire pour la cultwe-axenique atteignirent jusqu’a 250 ng/ml,
alors que les teneurs en acide domoique extraaedybour la culture axénigue ne dépasserent
pas les 50 ng/ml. Ces résultats laissent entengrebgpn qu’en absence de détection d’acide
domoique intracellulaire chez cBs multiseriesaxéniques, une production toxinique eut tout

de méme lieu, comme peuvent le suggérer les traqpaoédents de Douglas et Bates (1992).

La nature exacte des interactions emtseudo-nitzschia spet ses bactéries épiphytes n’est
donc pas clairement comprise, mais pourrait & di la production de composés carboRés.
multiseriesproduit du glucose et du sorbitol, et bien quéecptoduction puisse étre corrélée a
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une hausse de la salinité du milieu de cultur@eespondre a une réponse de stress osmotique
(Stewartet al, 1997), ces molécules pourraient également é&ilisées par les bactéries. En
effet, les bactéries associées?amultiseriesprésentent la capacité de produire de I'acide
gluconique et du gluconolactone a partir de gluc@ewartet al, 1997). En retour, lors
d’ajout d'acide gluconique/gluconolactone a deduces axéniques d®. multiseries la
croissance cellulaire fut tres peu affectée (Osadatewart, 1997) et la production d’acide
domoique rapportée augmenta fortement par rappies &ultures témoins axénigues ou non-
axénigues uniquement mises en présence de nifasasla & Stewart, 1997). La production
d’acide domoique pourrait étre une réponse a laepee d'acide gluconique/gluconolactone
dans le milieu extra-cellulaire (Osada & Stewa®9912).

L'effet de certains acides aminés a aussi etdié&ta la fois sur la croissance des diatomées,
mais aussi sur les bactéries associées. La crosshinla souche non-axénigeemultiseries
N a été fortement augmentée en présence de prtdindis qu'en présence de glycine, elle
resta similaire au milieu témoin enrichi en niteatStewartet al, 1997). De méme, les
croissances d®. multiseriesN furent plus fortes en co-présence de prolinetige ou de
proline/acétate qu’'en co-présence de glycine/gkioms de glycine/acétate (Stewatt al,
1997). La croissance de cultures axéniquesPdenultiseriesN ne fut pas augmentée en
présence de proline, laissant les auteurs supppseides bactéries joueraient un rdle dans
I'utilisation de cet acide aminé comme source tiugiparP. multiserieqStewartet al, 1997).
Cependant, lors de cultures axéniques de la soBchmultiseriesKP-59, la croissance des
diatomées fut affectée par I'ajout de glutamatd seuen co-présence d'acide gluconique /
gluconolactone, de proline seule ou en co-présdtamade gluconique / gluconolactone, par
rapport a une culture témoin axénique en préseaadtthtes uniquement (Osada & Stewart,
1997). Ces ajouts affecterent également la prooluctiacide domoique, qui ne fut importante
gu’en présence seule d'acide gluconique / glucotaria (Osada & Stewart, 1997). Les effets
physiologiques de l'acide glutamique, de l'acidecghique et du gluconolactone sBr
multiseriesne sont cependant pas encore clairement compsalgds Stewart, 1997).

D’autre part, Stewart (2008) a montré que lestdras associées B. multiseriessont
capables d’absorber I'acide domoique, mais lessvdedégradation ne sont pas connues. La
production et les interactions de composés orgasiqtilisables par les algues et les bactéries
sont donc tres complexes, et leur impact sur lssaoce et la production d’acide domoique est
encore trés méconnu. Plus particulierement, I'adion algue-bactérie serait une hypothese a

approfondir quant au role de I'acide domoique dPszudo-nitzschia
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5. Biosynthese de 'acide domoique

Les voies de biosynthése de I'acide domoique am pas encore clairement identifiées.
Cependant, deux précurseurs semblent impliqgués damaétabolisme (figure 3a) : I'alpha-
cétoglutarate et le géranyl pyrophosphate (Ba@&33)L

Les premiéres études menées sur la rechercheotkss métaboliques a l'origine de I'acide
domoique furent réalisées en incorporant de I'aeétmrqué eni®C et rajouté dans le milieu
de cultures axénigues de& multiseries(Douglaset al, 1992). Le suivi de ce marquage
isotopique fut réalisé par spectrométrie RMN. Larmoration progressive des différents
acétates marqués €rC; et en'3C, sur les précurseurs métaboliques permit de mettre
évidence le passage de ces précurseurs via ledg/d{eebs. Il semblerait donc gu’'un composé
dérivant de li-oxaloacétate, aprés passage dans le cycle de Kigbee 4), soit impliqué

dans la biosynthése de I'acide domoique.
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Figure 3 : biosynthése de I'acide domaique : A. voies seppe de cette biosynthése (d’aprés Pan, 1994). B.
pourcentage d’enrichissement’8@ de chaque carbone aprés marquage isotopiquedigd’domoique par
I'acétate [1-21*C] (d’aprés Ramsegt al, 1998).

Ramseyet al (1998) montrérent que l'incorporation d’acétale¥C] ou [1-2*°C] dans
'acide domoique aboutit a un marquage isotopigadable (figure 3b). Ces différences
correspondraient a la portion d’acide domoique @nawt du précurseus-cétoglutarate
(pourcentage d&C incorporé compris entre 14,5 % et 30,6 %) et golion provenant d'un
précurseur isoprénoide (pourcentage*¥® incorporé compris entre 2,7 et 4,3 %). Cette

différence s’expliquerait par une probable compaetitation de la biosynthése de ces deux
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précurseurs (Ramsegt al, 1998) : lu-cétoglutarate proviendrait du cycle de Krebs se
déroulant dans la mitochondrie (figure 4) tandi® d@ synthése du géranyl pyrophosphate
pourrait se dérouler dans le cytosol ou dans leroplaste.

CHy

Acétyl-CoA /K\
H 0 Cos—SH

HoOC oH
Citrade synthase H20

HooC HOOC
NADH,H;D E
/ COoH

COOH Medate

o i deshwlro gense
L-Malate

/ Fumarate

COOH

Surccinate
FADH2

deshydrogeniase

HDDC

Succinate

HOOE Hzo
Aconitase plelels

Citrate

HoOC:

Cis-Aco nitate Ha0

A
Hooc
Acanitase (x

HOooC

H20

Isocitrate -

OH

Fsocitmte  HOOC
deshydrogeniase MAD+
Oxalosuccinate HOOC

MADH H+
HOOC:

Alpha-cétoglutarate Isocitrege

Hooc  deshydrogenase =0

CDDH SucanyJ-CaA

Hooc
sy HooC
apha-cétoglutarate
deshylrogencse [sda]
=0
GTP Hooc
—
CommSH b, Y con-sn
CoA—% MAD+

MADHH+

Figure 4 : le cycle de Krebs

6. Accumulation de I'acide domoique et de ses dérohez la
faune marine et effets physiologiques

Le phytoplancton étant le premier maillon de lzaine trophique, des consommateurs
primaires marins risquent donc de se contaminabsorbant des cellules seudo-nitzschia
toxiques. L’accumulation et les effets des toxikasoides sur la faune marine sont variables :
elles dépendent de la sensibilité de chaque egpadabilité spécifique, voire intraspécifique)
et de la région de I'épisode d’efflorescence (\aliig géographique). Lors de I'épisode de la

baie de Cardigan (Prince Edward Island) fin 1987aux d’AD présent dans les moules bleues
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(Mytilus edulig atteignit 900 pg/g de chair (Addison & Stewa®3%). En 1988 en baie de
Fundy, les teneurs allérent de 1,2 a 38 pg/g de ehgusqu’a 460 pg/g de chair chez le
pétoncle géantRlacopecten magellanicusur le méme site de prélevements (Gilgaral,
1990). En 1999, lors de la découverte de prés detdfles en Californie mortes suite a
I'ingestion d’anchois intoxiqués, les moules anégs sur la zone ne contenaient pas d’acide
domoique (Lefebvreet al, 1999). Il n'est pas possible de se fier systéjoatnent et
uniquement a la présence d’acide domoique danmdeses Mytilus sp) pour détecter un
evénement d'efflorescence dseudo-nitzschigoxiques (Lassus & Marcaillou - Le Baut,
2001). Par exemple, les suivis toxiniques de qustes grecs entre effectués en 2002 et 2003
soulignérent que certains mollusques bivalves pgusecumuler de l'acide domoique dans
leurs tissus, alors que sur le méme site, les mouleéditerranéennesMytilus
galloprovincialig n’en contiennent pas ou peu (Kaniou-Grigoriaddual, 2005). Désigner
une espece « sentinelle » comme bio-indicatrices dancadre d’'une surveillance des taux

d’acide domoique dans I'environnement reste dofiicite.

Apres contamination, les animaux marins vont amdar les toxines amnésiantes dans
différents tissus. Des études histologiques mepkeg la moule bleueMytilus edulig ont
montré que les tissus et organes concernés sowigaiement les glandes digestives, les reins
et les branchies (Novaczek al, 1991). Dans le cas de I'huit@rassostrea giggslonest al
(1995a) noterent des différences par rapport audlescavec une accumulation répartie dans
tous les tissus des huitres et sans prévalencdeltnastus digestif comme chez les moules. A
l'inverse, le couteau du Pacifiqu8iligua patulgd accumule I'acide domoique dans les parties
comestibles (muscles adducteurs et du pied, siphanteau) (Lassus & Marcaillou-Le Baut,
2001). ChezPlacopecten magellanicusune expérience de décontamination suite a une
exposition a des cultures toxiques lemultiseriesa montré que 50% de I'acide domoique
ingéré était incorporé d’abord dans les glandesdtiiges, puis en plus faible quantité dans les
muscles adducteurs et autres tissus (Douetasl, 1997). Chez la coquille Saint-Jacques
(Pecten maximys79% de la toxine est présente dans la glandsstivg et 14% dans les tissus

autres que les muscles ou les gonades (Ar&talb, 1998).

D’autre part, des travaux menés sur différenspeees permettent de constater que les effets
de I'acide domoique sont variables. Chez I'hui€easostrea giggsla présence de toxines
amneésiantes entraine un état de stress physio@igneset al. 1995). Ces auteurs ont
montré qu’aprés quatre heures d’expositiofPseudo-nitzschia multiserie¢es valves des
huitres vont se refermer. Le taux et l'activité desnocytes, indicateurs de stress chez de
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nombreux animaux (Cheng, 1975), augmentent sigifiement apreés 4 heures, puis déclinent
et tendent vers des valeurs inférieures aux témailmss qu'en paralléle la concentration
d’acide domoique dans les huitres augmente. Leeaoudu PacifiqueSjligua patulg possede
deux récepteurs sensibles aux kanoides au nivesesdgphons, I'un a faible affinité et I'autre
a forte affinité vis a vis de I'acide kainique,qd le rend moins sensible a la présence d’acide
domoique et de ses dérivés dans I'environnemeatr@ir & Bill, 2004). Le pétoncleGhlamys
hastatg meurt rapidement apres avoir été exposé a desresiltoxiques d®. multiseries
alors que le pétoncle géeaRtacopecten magellanicuse présente pas de mortalité a court
terme lorsqu’il est nourri avec la méme especegtoxi (Douglaset al, 1997). L’huitre
américaine Crassostrea virginicaest capable en partie de sélectionner le phytoman
consommé, et ne consomme pas de diatomées du Bssudo-nitzschiaceci peut expliquer
I'absence de crises ASP dans ces coquillages esiana malgreé les épisodes d’efflorescences
de Pseudo-nitzschidoxiques observés dans ce territoire marin (Thegsseal, 2010). Les
moules ne semblent pas physiologiguement pertunberes présence d’'acide domoique, mais
peuvent en accumuler des quantités importantes lgans tissus tout en les éliminant trés
rapidement : en 24 heures, 17 a 50 % des toximgsagusi éliminées (Novaczek al, 1992).
Pour la mouleMytilus galloprovincialis la dépuration de coquillages contaminés a desuten
de 153 pg(AD)/g de chair se réalise en deux jalass une eau a 22°c et de salinité de 31 psu,
et permet d’'observer une baisse de 86% des coatiens en acide domoique (Blanebal,
2002). Des organes comme les branchies et les jeueraient un rdle important dans
'accumulation et I'élimination de I'acide domoigquet autres toxines amnésiantes chez la
moule (Madhyasthat al, 1991). Tous les mollusques n'ont pas la mémetigue de
décontamination, puisqu8iliqua patula quant a lui, élimine 50% des toxines en 86 jours
(Jeffery et al, 2004). Chez la coquille Saint-Jacqu&edten maximys I'essentiel de la
cinétique de décontamination est liée a la glangestive, qui contient la majorité des toxines.
Le temps de décontamination varie selon I'environeet et prend pres d’une centaine de jours
pour faire chuter de moitié la concentration d’acadbmoique dans les tissus (Blarataal,
2006). Dans le cas d’autres especes, comme le €abeer magisterles cinétiques sont
encore différentes. Selon les espéces, les individumtaminés apres ingestion de coquillages
toxiques montrent des performances variées d'éitiin des toxines accumulées. A titre
d’exemple, de 4% a 38% en 7 jours pour des crabesis avec des Bivalves non toxigues et
de 57% a 89% en 21 jours pour des crabes a jeurd@tual, 1997).

En remontant la chaine alimentaire, l'acide dajuei peut également contaminer des

poissons qui vont progressivement I'accumuler dauoss tissus. Si ces derniers ne semblent
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pas affectés par les toxines amnésiantes, ils peeependant contaminer et entrainer la mort
de prédateurs comme les oiseaux marins (SierreaBelt al, 1997) et les mammiféres marins
(Silvagni et al, 2005). Les sardinesérdina pilochardus peuvent également accumuler de
I'acide domoique dans leurs viscéres, mais pas lgdans muscles, ce qui permet de limiter le
risque de contamination humaine tant que seulertgenthair est consommeée (Costa &
Garnido, 2004). Des travaux récents menés surldpiai du Nil Qreochromis niloticus
montrent I'apparition d’'un stress oxydatif (suive dactivité d’enzymes antioxydantes) en
présence de teneurs croissantes d’'acide domoigaeniihci & Cavg 2010). De méme, la
génotoxicité de I'acide domoique sur cette mémeas@ été démontrée (Cav&a Konen,
2008). Enfin, I'acide domoique pourrait aussi éggponsable d’'intoxications de cétacés. Une
étude sur les fécés de baleines bleuRalagnoptera musculiset a bosse Megaptera
novaeangliaga pu montrer la présence de toxines en assatiatiec celle de frustules &

australis(Lefebvreet al,, 2002).

7. Neurotoxicité de I'acide domoique et de sesvééri

Les kanoides possedent une similarité structueadlec I'acide glutamique (figure 5),
neurotransmetteur du systeme nerveux central (StN€)Y les Mammiferes. lls vont par
conségquent pouvoir se lier aux récepteurs neuro®dRA (désigné sous le terme de son
activateur, le a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) efirdates, et activer
secondairement les récepteurs NMDA (N-Méthyl-D-Atqa) (Berman & Murray, 1997). Ces
récepteurs sont deux sous-types de la classe cstears glutamates ionotropiques (Naeao
al., 2005).
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Figure 5 : analogie de structure entre le glutamate, lasiginique et I'acide domoique (Jeffextyal, 2004).
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Les rapports de toxicité de l'acide domoique ets#s dérivés ont été déterminés par
difféerentes méthodes (Wrigkt al, 1990b ; Sawardt al, 2007 ; Hampsoat al., 1992) :

AD>>IsoD;lIsoF>Iso E (expériences de <¢agé-clamp »)

AD = acide épidomoique > Iso A >> Iso C (fixatioompétitive sur récepteurs GIuR6)

La fixation de la toxine sur le récepteur neutoest influencée par la stéréochimie de la
toxine en G ainsi que par la nature et la conformation du st en G (Claydenet al,
2005). Il a été prouvé qu’une configuratidren C’'1 est plus active qu’une configuratibnDe
plus, la présence de carbones @psaturations) dans la chaine latérale augmentefecteur
1000 l'activité biologique de I'acide domoique &t sles dérivés par rapport a un composé
kanoide a chaine latérale saturée (Claydei, 2005).

L’affinité de l'acide domoique et de ses dérivgsur les récepteurs kainates varie
sensiblement d’'une molécule a l'autre : LdCpour l'acide domoique et les acides
isodomoiques D, E et F sont respectivement deM,28 nM, 1400 nM et 940 nM (Jeffest
al., 2004). Chez le récepteur kainate GIluR-5, I'a&#iiKd) pour I'acide domoique est de 2nM
alors gu’elle est de 30 nM pour l'acide kanaiqueniSeret al, 1992). La réponse des
récepteurs liés au ligand entraine une libératienC&" dans le cytosol des neurones via
I'activation des récepteurs NMDA, provoquant uneurndégénérescence et l'apparition
d’effets toxicologiques (Bermaat al, 2002). Des études menées sur des neurones ajraaul
du systeme nerveux central de souris montrent guéaithles doses d’acide domoique (de
'ordre de 100 nM) induisent une apoptose cellelaice mécanisme impliquerait un stress
oxydatif (activation des kinases JNK et p38), unsfdgctionnement mitochondrial et
I'activation de la caspase-3, enzyme-clé de I'apsptcellulaire (Giordanet al, 2008).

Chez les Mammiféres, des données physiologiquekes rongeurs et les primates suggerent
gue la plus grande partie de I'acide domoique &iésopar voie orale se retrouve éliminée dans
les excréments (Jeffest al, 2004) et de maniere bien moins importante damsé¢. Ce qui
laisse supposer que I'acide domoique est tres bsalrbé au niveau de la barriere intestinale.
De plus, il semblerait que les reins possedentiaean des glomérules un transporteur actif
pour I'élimination de I'acide domoique.

Par contre, I'acide domoique présent dans le sangouvoir traverser la barriere hémato-

encéphalique, avec une constante de transporteldgét supérieure a celle du saccharose et
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une constante Ki de I'ordre de 1,1°18l.g.s* pour 'acide domoique et de 1,7°1@l.g*.s*
pour le saccharose) (Jefferal, 2004).

Les effets toxicologiques associés a I'acide doom ont été étudiées chez différents modeles
animaux, dont les rongeukéus musculugt Rattus norvegicud.e DLso chez la souris est ainsi

de 2,4 mg de toxine par kg d’animal (Jeffetyal, 2004).

Figure 6 : Coupe horizontale du cerveau (front vers le hdugts deux lobes de I'hippocampe sont représenté e

rouge. (Wikipedia - licence libre)

Les symptdomes observés aprés injection touchensystéme nerveux central, et plus
particulierement la zone de [I'hippocampe du cervefigure 6). Des examens
neuropathologiques effectués chez des souris owatie®nt montré la présence d’cedémes et
de dégénérations neuronales au niveau principatemenla corne d’Ammon 3 (CA3).
L’hippocampe étant la zone du cerveau impliquées dameémoire fonctionnelle, les effets de
I'acide domoique entrainent des troubles compomésmoe et une perte de mémoire chez les
rongeurs. Cependant, des injections répétées ahemodele murin atténuent les effets
neurologiques observables, ce qui laisse suppaserleycerveau peut s’accommoder de la

perte de mémoire initiale en utilisant des procesdiernatifs (Jeffergt al, 2004).

Les examens menés chez les victimes lors destdpi toxique de 1987 a Prince Edward
Island ont également permis d’obtenir des donnéedicales sur les intoxications par toxines
ASP chez 'Homme. Les électroencéphalogrammes dienps réalisés une semaine apres
l'intoxication montrerent un ralentissement de ti@té cérébrale. Lorsque des tests
neurologiques et psychologiques furent effectuéss 8 mois plus tard, certains patients

présentaient toujours des perturbations de la némei des troubles amnésiques. Des
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autopsies réalisées sur quatre patients, déecé@dés mois apres intoxication, montrerent la
présence de nécroses et la perte d'astrocytes wawnides régions CAl et CA3 de
I'hippocampe. Des lésions étaient également visilda niveau du thalamus et du cortex
subfrontal. Des autopsies, réalisées sur des paiges décedes trois ans apres l'intoxication
ASP, montrerent de sérieuses scléroses au niveauddax structures bilatérales de

I'hippocampe (Jeffergt al, 2004).

A partir de ces données, une estimation du tdaside domoique dans les moules ayant
causé des symptomes ASP en 1987 a été estimé mec®@0 ug d’AD / g de moules, et un
seuil sanitaire de 20 pug d’AD / g de chair de chage a été retenu. Cette valeur, d’abord mise
en application comme seuil d'interdiction de consmation au Canada, a par la suite été
reprise dans de nombreux pays, comme aux USA, ddngn Européenne, en Nouvelle

Zélande ou encore en Australie (Jefferyal, 2004).

L’acide domoique entraine également des perioriztu développement animal, pré-natal
comme post-natal. Des rats nouveaux-nés exposes taxine présentent des symptomes
respiratoires, des hémorragies, des dégénéresaasiresiales et des mouvements stéréotypés.
Des examens histopathologiques ont suggéré quehbsgements comportementaux étaient
liés a des dommages au niveau de la corde spihdfi gu’au niveau de liaisons cérébrales
(Jefferyet al, 2004). De plus, une administration d’acide domei@ des femelles gestantes
(7-16 jours de gestation) entraine une baisse cwbrede fcetus vivants a 22 jours, avec une

hausse des anomalies viscérales ou squelettiqefésryEt al, 2004).

Enfin, la neurotoxicité de l'acide domoique paitrrétre potentiellement augmentée par
I'action synergique d’autres toxines présentes di@nsironnement. Novellet al (1992) ont
rapporté une augmentation de la toxicité de I'adidenoique par la potentiation d’acides
aminés excitateurs (glutamate et aspartate) sunei@®nes mis en culture. Lors de bioessais
sur larves de Diptere€élliphora vomitorig, la co-présence de peptaibol (longibranchine-A-
1) et d’acide domoique entraina une dose effe¢i®) plus faible qu’en présence d’acide
domoique seul (Ruiet al, 2010). Ces résultats pourraient amener a exptigenouvelles
pistes de réflexion lors de toxicités anormalenéeyées rapportées dans des coquillages.
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Partie 2: Matériel et Méthodes
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1. Culture de diatomées et souchotheque

1.1. Salles de culture

Toutes les cultures ont été réalisées dans dles sk culture climatisées a 16°C dans des
conditions d’éclairement d’alternance jour/nuit tizh :12h. Les cultures en systeme ouvert
comme fermé sont installés sur des rampes face ad@ms. L’intensité lumineuse mesurée est
de 110 umol.fM.s*. Les salles de culture ont été maintenues en tionsliaseptisées par un

nettoyage régulier a I'éthanol 70° et a I'eau dejailuée.

1.2. Choix et formulation des milieux de culture

Les milieux de culture ont été faits a partiraliede mer enrichie en macro- et micro-
nutriments. Plusieurs tests ont été réalisés pogfinid 'eau de mer utilisée, les
enrichissements et les conditions de préparatiessnalieux. L’'ensemble de ces tests et les
protocoles retenus sont détaillés dans les paragsaguivants. Deux types d’eau de mer ont

été utilisés durant ces travaux : de I'eau de mairelle et de I'eau de mer artificielle.

1.2.1. Eau de mer naturelle

L’eau de mer naturelle utilisée provient de poggsaeffectués au large de Saint-Malo (lle-et-
Vilaine, France). Sa qualité physico-chimique a cgtrélée par dosages physico-chimiques

avant chaque utilisation par nos soins ou pardbsrhtoires du centre Ifremer Nantes (voir

tableau 3).
Macro-nutriment Nitrates (1) Ammonium (2) Urée (2) Silicium (2)
Concentration
. 0 0,49 0 6,8
molaire (UM)

Tableau 3: dosages chimiques pratiqués sur I'eau de mée [provenant du large de Saint-Malo. (1) dosage

réalisé par Ifremer Nantes. (2) dosage réaliséderses travaux de thése.
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1.2.2. Eau de mer artificielle

Trois formulations d’eau de mer artificielle axé utilisées : Aquil (Morett al, 1979 ; Price
et al, 1989), Esaw (Harrison ai., 1980 ; Berges ddl., 2001) et Yerkese modifié (Tesson,
2008). Les solutions salines entrant dans la coigosde ces eaux de mer artificielles
(tableau 4) n'ont pas été enrichies comme indiquésdeur composition complete de milieu
(voir annexe 1) mais selon I'enrichissement pourennx de culture L1 + silicium (107 pM)
(Guillard & Hargraves, 1993). Ces différentes folations de milieu de culture a partir d’eau
de mer naturelle ou artificielle ont été testéasdas cultures deseudo-nitzschia multiseries
CCL70 menées en duplicat.

D’aprés des tests préliminaires effectués swolacheP. multiseriesCCL 70, les meilleurs
taux de croissance furent obtenus avec de I'eauedatrtificielle Yerseke modifiée ou avec de
I'eau de mer naturelle (figure 7). La formulatioqull donna des croissances plus faibles, et la
formulation Esaw inhiba presque totalement la samse. L'eau mer artificielle Yerseke
modifié enrichie selon la formulation L1 + siliciu(h07 uM) (Guillard & Hargraves, 1993) a

été retenue pour les culturesRigeudo-nitzschia sgn fonction des besoins expérimentaux.
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Figure 7 : comparaison des taux de croissancP daultiseriesCCL70 suivant différents types d’eau de mer

naturelle ou artificielle testés¥£2).
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Sel ajouté Aquil Yerseke modifié Esaw

NacCl 420 mM 344,8 mM 368 mM
Na,SO, 28,8 mM 9,93 mM 25 mM
KCI 9,39 mM 7,24 mM 8,03 mM
NaHCO; 2,38 mM 7,24 mM 8,03 mM
KBr 0,84 mM 0,17 mM 0,725 mM
H3;BO; 48,5 uM 258 uM 372 uM
NaF 71,5 uM 0O uM 66,7 uM
MgCl,, 6H,0 54,6 mM 34,4 mM 47,1 mM
CacCl,, 2H,0 10,5 mM 8,16 mM 9,14 mM
SrCl,, 6H,0 63,8 UM 45 uM 81,9 uM

Tableau 4: comparaison des solutions salines constitutiessformulations d’eaux de mer artificielle Aquil,
Yerseke modifié et Esaw sans enrichissement. Gaesmsts salines sont ensuite enrichies selon lemile
culture L1 + silicium (107uM).

1.2.3. Méthodes de stérilisation de I'eau de mer

Comme il est connu que I'autoclavage de flacaeyypeut entrainer un relargage du silicium
dans le milieu, l'influence de l'autoclavage susdmllons pyrex contenant de I'eau de mer a
été suivie, et comparée a I'évolution des tenenrsilesium lors d’'un autoclavage d’eau de mer
dans un flacon polycarbonate (Nalgene). Les contsnayrex ou Nalgene une fois autoclaves
ont été stockés pendant 7 jours, et les teneusdielmm ont été ensuite mesurées. Les teneurs
ont été comparées aux concentrations en siliciumedeau de mer témoin laissée 7 jours dans

un ballon pyrex non autoclavé (figure 8). L'expére est reproduite en triplicat.

140 -
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= 100 4 autoclavé
5
% 80 -
= O Nalgene
o autoclavé
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© 40 - OPyrex
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Type de stockage testé

Figure 8 : Concentration finale en silicium de I'eau de reerfonction de la méthode de stérilisation etade |

nature du contenan£3)
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Les résultats ont montré que 'autoclavage dmul’de mer dans des ballons pyrex augmentait
la concentration initiale en silicium dissous jusqdes concentrations proches de 90 uM en
moyenne, pouvant perturber les conditions de alexpérimentale (ajout de 107 pM de
silicium dans nos milieux de culture). Le flacon malycarbonate autoclavé ne modifia pas la
teneur initiale en silicium de I'eau de mer, tangii® le flacon témoin en pyrex non-autoclavé
ne relargua que de trés faibles quantités dewsii¢figure 8).

Les tests préalables ont donc montré que, pateréwn relargage de silicium dans le milieu,
'eau de mer ne doit pas étre autoclavée dans deeri@rie pyrex, mais plutét dans des
contenants plastiques autoclavables. Le stockagridie mer dans des contenants en pyrex est
acceptable pour un usage a court terme, dans larenes le relargage de silicium reste faible
au bout de 7 jours. La culture expérimentale deedaire si possible dans des flacons en
plastique vendus stériles, ou bien les flaconsxpgiexront étre autoclavés a sec en paralléle du
milieu de culture.

La méthode suivante a donc été retenue pour eamer naturelle. Avant enrichissement en
milieu de culture, 'eau de mer naturelle subit doeble filtration (Rodier, 1984). La premiére
filtration est réalisée sur filtre de nitrocelludo®,2 um de diamétre. Le filtrat est ensuite stocké
7 jours a labri de la lumiére. La seconde filtoatiest réalisée en condition stérile sur
membrane millipore 0,22 um en PES (polyethersujfoh&au de mer ainsi préparée est
stockée en flacons plastigue polycarbonate (Nalgemepyrex autoclavés et conservée au

réfrigérateurs a 5°C avant utilisation.

L’eau de mer artificielle non-enrichie a été aldgée dans des flacons Nalgene de 10 litres.
Aprés autoclavage, la salinité et le pH sont cdésréet réajustés si besoin. L'eau de mer
naturelle et artificielle filtrées sont par la suienrichies avec ces solutions-meres ainsi

préparées en conditions stériles.

1.2.4. Choix de la formulation d’enrichissement desaux de mer stériles

1.2.4.1.Sélection du milieu de référence

Le milieu de culture final nécessite I'enrichisent de I'eau de mer artificielle ou naturelle
avec des micro- et macronutriments. Les enrichiss¢snde référence L1 + Silicium (107uM)
(Guillard & Hargraves, 1993) et F/2 (Guillard ettRsr, 1962 ; Guillard, 1975) sont utilisés
indifferemment au laboratoire Phycotoxines d’lfrenNantes pour I'entretien de souches de

Pseudo-nitzschiaspp. Les premiéres cultures en batchPdemultiseriesrapportées dans la
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littérature utilisaient le milieu de culture deftamulation F/2 (Subba Raat al,, 1988a). Nous
avons donc procédé a un test comparatif de ces delieux afin de sélectionner
I'enrichissement le plus pertinent pour nos travdexhése.

Les difféerences chimiques entre ces deux ensements apparaissent dans la nature et les
concentrations molaires de métaux-traces rentrams deur composition (tableau 5). La
comparaison entre ces deux milieux de référence dercultures en eau de mer naturelle a
permis d’estimer si ces différences jouaient ure ndiépondérant dans la croissance et la

production toxinique d@. multiseriesCCL 70.

Concentration molaire finale dans le  Concentration molaire finale dans le

Composant milieu L1 milieu F/2
(en moles/litres) (en moles/litres)

FeCls, 6H,0 1,17.10° 0,48.10°
Na,EDTA, 2H,0 1,17.10° 2,34.10°
CuSO,, 5H,0 1,00.1¢% 0,41.1C°
Na,M00,, 2H,0 9,00.1¢% 2,80.1C°
ZnS0O,, 7H,0 8,00.1¢% 8,00.10°
CoCl,, 6H,0 5,00.1¢° 5,00.10
MnCl,, 4H,0 9,00.10 9,00.10
H,SeO; 1,00.1¢° 0
NiSO,, 6H,0 1,00.1¢% 0
NagVO, 1,00.1¢° 0
K,CrO, 1,00.10° 0

Tableau 5: comparaison des teneurs finales en micro-nutrisnges enrichissements de référence L1 + Silicium
(107 uM) et F/2. (d’aprés Guillard & Hargraves, 39%uillard & Ryther, 1962, Guillard, 1975).

Les solutions-meéres d’enrichissement en macranieto-nutriment ont été préparées puis
filtrées en condition stérile sur des membranedipoie 0,22 um en PES (polyethersulfone).
Elles ont été ensuite diluées dans de I'eau demnaturelle (voir annexes 1) précédemment
stérilisée selon le protocole de Rodier (1984)tetkee dans des ballons pyrex. La souehe
multiseriesCCL 70 fut utilisée comme inoculat pour ces esdaées cultures d’'un volume de
300 ml ont été réalisées dans des flacons polysyansparent et ont été suivies pendant 15
jours en effectuant des prélevements réguliers péterminer la population cellulaire et la

teneur intracellulaire en acide domoique.
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Figure 9 : taux de croissance en phase exponentielle d&igure 10: teneur intracellulaire maximale en acide
P. multiseriesCCL 70 selon le type d’enrichissement de domoique dé. multiseriesCCL 70 selon le type

I'eau de mer naturelle. d’enrichissement de I'eau de mer naturelle.
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Figure 11: cinétiques de croissance Eemultiseries
CCL 70 selon le type d’enrichissement de I'eau @& m

naturelle.

Il est apparu que si les différences de tauxrdessance dé€. multiseriesCCL 70 dans les
milieux L1 + silicium (107 uM) et F/2 ne sont pdatstiquement significatives (figure 9), le
milieu de culture F/2 permit d’obtenir une biomaskee30% plus forte qu'avec le milieu L1
(figure 11). Les teneurs intracellulaires en togifgrent statistiquement plus importantes dans
les cultures en milieu L1 + Silicium (figure 10).

Le milieu de culture final retenu correspond eéntichissement de type L1 + silicium (107
HM) selon la formulation de Guillard & Hargrave99B).
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1.2.4.2 Modification des teneurs en azote de |lanfofation L1

Sholinet al (2000) rapporterent que les efflorescence$sleudo-nitzschigont favorisées
par des apports en silicium. Nous avons donc egeishypothése qu'une hausse du rapport

[Si])/[N] favoriserait la croissance de culturesteich de souches @seudo-nitzschiapp

Nous avons comparés des cultures RlemultiseriesCCL70 en batch a deux teneurs
différentes en nitrates et en urée (tableau 6)abtues travaux d’écophysiologie menés sur les
sources azotées, les teneurs molaires ont dorabaigsées par rapport au milieu de culture de
référence L1, qui est de [N] = 882 uM. L'équimadi@rentre les différentes sources azotées a
été fixée a [N] = 441 uM.

Taux de croissance (J) Pop. max. (cell/ml) Plateau moyen (cell/ml)
[NOz] =441 uM 0,60 96120 95116
[NO3z] =883 uM 0,68 49500 48250
[Urée] = 220 uM 0,60 125200 122620
[Urée] = 441 pM 0,52 53500 52250

Tableau 6: comparaison des la croissance et de la toxdeité@laire deP. multiseriesCCL70 a différentes

teneurs en nitrates et en urée.

Les résultats obtenus nous ont permis d’obtemér meilleure biomasse en phase stationnaire
en abaissant les teneurs azotées de moitié, gbridierations bactériennes furent moins
importantes dans nos cultures non-axéniques poartateeurs abaissées en urée a 220 uM
(données non-présentées).

L’enrichissement de I'eau de mer retenu pour exgérimentations se base donc sur la
formulation L1 (Guillard et Hargraves, 1993), adalie nous avons apporté les modifications
suivantes : les teneurs en silicium rajoutés sgaes a 107 UM et les teneurs en source azotée
doivent respecter une équimolarité [N] = 441 puM.

Les influences des sources azotées sur la cnoisset la production toxinique deseudo-
nitzschia spont fait I'objet de travaux plus approfondis ques ¢ests préliminaires, présentés
dans le chapitre 4.
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1.3. Entretien de la souchotheque

1.3.1. Inventaire des souches

Au cours de ces travaux de thése, nous avonsctiolhné et entretenu une souchothéeque
spécifiqgue au genreseudo-nitzschid.a durée de vie moyenne d’'un cloneR¥eudo-nitzschia
spp en reproduction végétative étant de 3-4 ans leorddoire, cette souchothéque a da étre
régulierement renouvelée (tableau 7).

Les especes ont été isolées par différents ladbmes : Bigelow pour la souche canadienne, le

CEFAS pour les souches anglaises et Ifremer Bastlps souches francaises.

Souche Espéce Origine Date d'isolement
CCMP 2708 P. multiseries Nord-Atlantique (Canada) 2007
CCL 26 o Estuaire de la Tamise 2007
P. multiseries
(U.K)
CCL 69 o Estuaire de la Tamise 2007
P. multiseries
(U.K)
CCL 70 o Estuaire de la Tamise 2007
P. multiseries
(U.K)
PN B5 P. australis Mer d’Iroise (France) 2008
PN B9 P. pungens Mer d’Iroise (France) 2008
PN C1 P. australis Mer d’lroise (France) 2009
PN D6 P. australis Mer d’lroise (France) 2009
PN D10 P. pungens Mer d’lroise (France) 2008

Tableau 7: liste des souches entretenues au cours deda the

1.3.2. Méthodes de repiquage et entretien

Les souches sont entretenues en batch dans leseanéonditions que les cultures
expérimentales. Elles sont repiquées chaque sem@déms un volume de 25 ml de milieu
complet d’eau de mer enrichie L1 + silicium (107 Ju8&¥ec un inoculat de 2 ml dans des
flacons polystyréne transparents.

L’état des souches est régulierement suivi paeation au microscope photonique. Les
cultures n’étant pas axéniques, il est nécessaflectuer un traitement aux antibiotiques tous

les ans afin d’éviter une prolifération bactérietmog important et la perte de la souche.
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Les antibiotiques ajoutés en cas de nécessitgistent en un mélange de trois molécules :
pénicilline (5 g/l), streptomycine (5 g/l) et néotme (10 g/l) de la marque PSN Antibiotic

Mix. Ce mélange est dilué a raison d’un milliliprar litre de milieu de culture frais.

1.4. Méthodes de cultures expérimentales

1.4.1. Cultures en systéme fermé

L'eau de mer utilisée consiste en de I'eau ndaureu artificielle de formulation Yerseke
(voir annexes 1), avec un enrichissement de référef + 107 uM de silicium modifié selon
les précisions décrites dans le paragrapheSuiant les besoins expérimentaux, la nature et
les teneurs en macro-nutriments peuvent varier,no@ri sera précisé dans les matériels et
méthodes des chapitres correspondants.

Les cultures sont réalisées dans des flaconsstyaiyne transparent stérilisés par rayons
gamma et UV par le fabriquant. Le volume de culpgat varier selon les expériences, ce qui
sera précisé le cas échéant. Les cultures sorégdaen salle de culture et réalisées selon les
conditions définies au paragraphe 1.1.

La formule utilisée afin de calculer le taux deissance d’'une culture en fonction du temps

est la suivante (1) :

%zu.x—(D.X) 1)

X = biomasse cellulaire (celluled)l
t = temps (jours)
D= taux de dilution (jourd)

I = taux de croissance (jotl)s

L'intégration de I'équation (1) en fonction durtps t dans l'intervalle;ta t donne I'équation
suivante (2) :

In(Xi):ln(Xl) =p-D (2)
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Le systeme étant fermé, il N’y a pas d’apportrdiéeu frais au cours de la culture et le taux
de dilution D est donc nul. Le taux de croissanampespond donc a I'’équation simplifiée (3)

pour les cultures en mode fermé (ou batch) :

In(X,) —In(X)) _ u @
t, -t

1.4.2. Cultures en systéme ouvert

Dans une culture en systéme ouvert (ou systemeortinu), le volume de culture reste
constant mais est sans cesse renouvelé par untampamu de milieu frais en entrée du
systeme. Le milieu frais est déversé a débit canhstae maintient d’'une culture en systeme
ouvert permet d’entretenir la population cellularen seuil constant tout en imposant un taux
de croissance spécifique.

Lors du paragraphe 1.4.1, nous avons vu queube de dilution s’exprime par I'équation

suivante (2) :

|n(xi) :ln(Xl) —u-D (2)

A I'état d’équilibre dans une culture en contifaipiomasse ne doit pas varier. Donc=XX,

et I'équation (2) se simplifie de la fagon suivante
H=D (4)

Le taux de dilution est calculé par I'équation ¢dmme le rapport entre le débit entrant de

milieu frais F et le volume de culture V :
-F
D={ (5)

F = débit dans le systéme ouvert¥).j

V = volume total de culture (litres)
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Comme le débit F est fixé par les conditions expéntales, il est donc possible de calculer le

taux de croissance a I'état d’équilibre en résdiVéquation (6) :
-F
H=y (6)

Les cultures en mode continu sont réalisées dimss photobioréacteurs (figure 12). Le
photobioréacteur est défini dans ce manuscrit @sethcomme un volume clos de paroi
transparente, laissant ainsi passer I'énergie leuse nécessaire a la production
photosynthétique des organismes phototrophiquessySieme peut étre utilisé pour réaliser

des cultures en mode fermé comme en mode continuragoutant un jeu de pompes.
1.4.2.1.Protocole expérimental de mise en cultuoatinue

Les photobioréacteurs sont en matiere plastitfuglass transparente d’'un volume maximal
de 2,3 litres (figure 12) et ne sont pas autocllegbne fois assemblés, ils sont désinfectés
par injection d’'une solution d’acide peracétiquieié® dans de I'eau ultrapure pour un rapport
de 5 ml/l. lls sont purgés au bout d’'une heure maxn et rincés deux fois de suite avec de

I'eau de mer filtrée.

Les milieux de culture sont préparés stérileneengrand volume et I'inoculation de la culture
réalisée sous hotte dans des flacons polycarbet&ites. La concentration initiale en cellules
algales est donc fixée avant remplissage des lieda. La culture ainsi préparée est versée
dans les photobioréacteurs a l'aide d'une pompet dmrntuyauterie a été préalablement
désinfectée a I'acide peracétique 5 ml/l et ringiésieurs fois a I'eau de mer filtrée. Le pH est

régulé a 8,2 par injection d’'un mélange airf&Dle deébit d’air est fixé a 0.5 I/min.
Cette mise en culture des cellules algales dat<uivie, aprés un temps d’accroissement de

la biomasse en mode ‘batch’ (systeme fermé), pdéfearrage du flux de milieu pour passer

en mode ‘continu’ (systéme ouvert). Les détailststomnés dans les paragraphes suivants.

45



&, Enceinte & nutriments
B. Acheminement amont
C. Filtre 100 pm

[r. Pompe & membrane
E. Enceinte de culture
F. Acheminement aval
3. Pompe pérnistaltique
H. Récolte de culture

(}-I:.-_) I. Weérfication des débits
Sl J. Prise d'échantilan
—_— | — K. Sondes
A ] L. Boite de connexion
Circuit - Cincuit M. Logiciel d'acauizition
amant ) M. Onduleur

Figure 12: schéma d’un photobioréacteur en culture en pontilustration :

G. Bougaran et J.-B. Bérard, Ifremer Nantes)
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1.4.2.2.Mise en place du flux ouvert en mode contin

La mise en place de cultures en continu au cderses travaux de thése a été réalisée par
étapes successives, afin de lever les contraietésmigues rencontrée lors de la réalisation de

cultures a I'équilibre en systeme ouvert.

La premiére difficulté concernant la mise en plde cultures en continu fut liée & la mise en
place du systeme en mode ouvert apres avoir debatdture en mode fermé. Les résultats de
précédents travaux de culture en continuPdenultiseriesCCMP 2708 menés en stage de
Master au sein du laboratoire Phycotoxines d’lfretdantes (Calu, 2007) nous indiquaient
gu’un basculement efficace du systéme fermé eemgsbuvert devait avoir lieu en début de
phase de maturation. Lors des premiers essaisesuwultures des souchsmultiseriesCCL
70 etP. pungensPN D10, les pompes furent démarrées au cours®ijcur de culture, en
phase stationnaire de croissance de la populdiigurg 13). Ce délai ne s’avéra pas adapté
pour les deux souches testées durant nos expéjencs souches ne parvinrent pas a se

maintenir a I'état d’équilibre et leur populationuta rapidement par lessivage.

160000 - F = 0,2 ml/min

140000 -

120000 -

100000 -

80000 -

60000 -

Population (Cell/mL)

40000 -

20000 -

Jours de culture

Figure 13: tentatives de mise en systéme continu de csliemebatch d@. multiseriesCCL 70 en présence
d’'urée (ronds blancs), de nitrates (carrés noies)deP. pungen$10 en présence de nitrates (triangles noirs). Le

trait vertical indique le démarrage de la cultunavede ouvert (7jour).

Le suivi des teneurs en silicium au cours deecexpérience montra que les stocks extra-
cellulaires ont été tres rapidement absorbés @idg4) et que leur épuisement dans le milieu au

jour 3 correspondit a la fin de la phase exponbatie
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Figure 14: évolution des teneurs extra-cellulaires enisiticdurant ces essais de mise en culture contifii de
multiseriesCCL 70 en présence d’urée (losanges blancs).taddes (carrés noirs) ; et & pungen®10 en

présence de nitrates (triangles noirs).

Nous avons alors décidé d’augmenter la tenetial@ien silicium a 214 uM et d’ouvrir le
systéme plus précocement, ati™3our lors de la phase exponentielle. L'expérieacété
menée suP. multiseriesCCL 70 uniquement (figure 15) et a permis de neaiintla culture en
équilibre pendant 10 jours, période au-dela de diguune contamination bactérienne du
milieu de culture a entrainé une chute brutalead@idmasse. Lors de I'état d’équilibre, le taux
de croissance fut de 0,144.J

120000 1 F=0,2ml/ min r 250

0
100000 | 200

80000 -
+ 150
60000 -

+ 100

[Si] en uMm

40000 -

Population (Cell/mL)

20000 1 50

09 ; ; ; ; ; ; ; ; 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Jours de culture

—e— Biomasse —3— Silice

Figure 15: Cinétique de croissance et concentration exdliadaire en silicium déseudo-nitzschia multiseries

CCL70 en photobioréacteur.

Le démarrage des pompes ali®3our de culture étant favorable & la mise en contiu

photobioréacteur, une nouvelle expérience a ét&asesuP. multiseriesCCL70 en rabaissant
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la teneur en silicium dans le milieu de cultureDZ M. Aprés la mise en milieu ouvert &1'3
jour, la culture continue se stabilisa rapidemartbar de 110000 cellules / ml (figure 16).

L’état d’équilibre fut maintenu pendant 10 jourgawn taux de croissance cellulaire de 0,144
Jt

140000 | F=0,2ml/ min

120000 -
100000 -
80000 -
60000 -

40000 -

Population (Cell/mL)

20000 -

0 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Jours de culture

Figure 16: Cinétique de croissance Beeudo-nitzschia multiseri€CL70 en photobioréacteur.

Suite a ces essais, nous avons donc retenu dalbaent du systéme en mode ouvert dés le
début de la phase exponentielle. Les teneurs ieiusil proposées pour le milieu L1 + silicium

(107 uM) (Guillard & Hargraves, 1993) ont été égadat conservées pour ces cultures en

systeme ouvert.
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2. Analyses physico-chimiques des milieux de caltur

2.1. Contrble de l'irradiance, du pH et de la saliité

L’intensité lumineuse a été mesurée a partir dixmetre de la marque PCE. Le pH de I'eau
de mer artificielle et des milieux de culture a é@aétrélé par un pH-métre électronique Eutech
PC 510. La salinité des eaux de mer naturelletiéicalle a été mesurée par un réfractomeétre a

main de marque Reichert.

2.2. Mesure du silicium

Nous avons utilisé la méthode d’Aminot et Kero@2004), agréée par le Ministere de
I'Environnement dans le cadre de programmes deeslamce de la qualité des eaux marines et
cétieres. Elle reprend en partie la méthode dépateHansel et Koroleff (1999). Elle se base
sur la formation a pH trés acide d'un complexe id@csilicomolybdique et sa réduction par
I'acide ascorbique.

La détermination des composés silicium dissouss das eaux naturelles est basée sur la
formation d’acide silicomolybdique de couleur jauloesque I'acide silicilique réagit au
contact d’'une solution de molybdate. Selon ChowR@binson (1953), tout composé siliceux
soluble dans 'eau peut étre ainsi dose, a I'exeepdes longues chaines d’acide silicilique
ayant polymeriseé.

Le complexe silicomolybdique existe sous deuxniges : I'acider- silicomolybdique formé
a pH 3.5-4.5, et I'acid@- silicomolybdique formé a pH 0.8-2.5. L’isomare est stable mais
son absorption molaire est plus faible que I' ingasomered-. En conséquence, la coloration
est stable seulement 5 minutes, avant que les resfiieaient été transformés en isomexes
Pour ces raisons, il a été proposé d'utiliser uenagéducteur afin d’obtenir un complexe de
coloration intense et plus stable dans le tempssi®irs agents réducteurs peuvent étre
employés, les plus couramment cités sont le suffatp-méthylaminophénol (Mullin & Riley,
1955a), le chlorure d’étain (Mullin & Riley, 1955bu encore I'acide ascorbique (Koroleff,
1972).

Dans notre cas de figure, I'acide ascorbiquetaatenu et doit étre préparé en solution avec
de l'acide oxalique. Ceci permet d'éviter les ifdegnces dues aux phosphates dans
I’échantillon a analyser.

Le protocole complet de ce dosage chimique datlidéen annexes 2.
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2.3. Mesure de 'ammonium

En 1859, Berthelot propose une méthode de dadad@mmoniac en présence de chlore en
milieu basique pour former une monochloramine. @enosé réagit ensuite avec deux
molécules de phénol en milieu oxydant, et formebldw d'indophénol. L'absorption est alors
mesurable a 630 nm. Koroleff (1969) et Solorzar@69) appliquerent la méthode a l'eau de
mer. La précipitation du calcium et du magnésium reilieu basique est évitée par
complexation avec du tricitrate de sodium. AminoiKerouel (2004) proposéerent une méthode
issue de ces améliorations successives, que nous aprise pour N0s experiences.

Le dosage de lI'ammonium par cette méthode deffgmour des gammes de concentration
entre 0,05 et 70 uM. Si la concentration est sepégia ce seuil, il faut diluer I'échantillon une
fois la coloration effectuée. L'écart relatif géalément constaté est de 3 a 5%. Il faut
également noter que les interférences avec l'uréescacides aminés sont négligeables.

Le protocole complet de ce dosage chimique datlidéen annexes 2.

2.4. Mesure de l'urée

La méthode que nous avons utilisée, dite ded4dli@cetyl monoxime (Koroleff, 1983), a été
améliorée par les récents apports de la littéragdaientifique (Aminot et Kerouel, 2004). Elle
repose sur le principe suivant : dans des solufiamement acides et en présence d’'un oxydant
faible, I'urée forme un produit de condensationcaleediacetyl monoxime. Ce produit interagit
avec le semicarbazide et les ions manganéeses pouerf un complexe de couleur magenta.
Les ions chlorides sont ajoutés en exces afin diemer la sensibilité de la réaction.

Bien que la réaction s’effectue avec tout compastdnule R-NH-CO-NH-R’, la méthode ne
permet de quantifier que l'urée. Il N’y a pas diriérence avec les ions de I'eau de mer, et |l
peut y avoir quelques problemes d’interprétatiorcagdle fortes concentrations de citrulline,
comme dans le cas de suivi de déjections animales Itkau de mer.

Le protocole complet de ce dosage chimique datlidéen annexes 2.
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3. Analyse chimique de la toxicité

3.1. Préparation des échantillons et extraction déacide domoique

Des prélevements de 10 ml de milieu de culture sfiectués, puis centrifugés a 4°C pendant
15 minutes a 3000 G, pour séparer le culot cetkilef le surnageant correspondant au milieu
de culture, afin d’en extraire respectivement tegrtes intracellulaires et extracellulaires.

Le surnageant est récupéré dans un tube polgstyransparent puis congelé a —80°C. Une
fois décongelé, 500ul de surnageant sont prélevéiitrés (filtre Whatman GF/C) par
ultracentrifugation (10 minutes a 8000G), puisfidgats sont transvasés dans des vials pour
injection en HPLC/UV. Tous les échantillons sonhservés au congélateur avant injection

pour analyse chromatographique.

Le culot cellulaire est resuspendu dans 1 miotigisn MeOH/HO 1:1 (solvant d’extraction)
puis stocké au congélateur a —80°c. Aprés décamyela température ambiante, les cellules
sont détruites par sonication pendant 30 minutesgpnce de 500W, fréequence des ultrasons
de 20kHz, pulses de 15 secondes). Une vérificaionmicroscope permet de confirmer
I'éclatement des cellules avant de poursuivre taotion. Les échantillons sont ensuite
centrifugés pendant 15 minutes a 4000G. A partisdiinageant obtenu, 500 pl sont filtrés
(filtre Whatman GF/C) par ultracentrifugation (10netes a 8000G) et transvasés dans des
vials pour analyse HPLC/UV. Tous les échantillommtsconservés au congélateur avant
analyse chromatographique.

3.2. Analyse de I'acide domoique par méthode HPLCNJ

L’'analyse de l'acide domoique est réalisée sédométhode de Lawrencet al (1989) en
injectant 20 ul d’échantillon a travers une prénal® puis une colonne (dimension 4,6X250
mm) remplies d’une phase stationnaire échangewaseatis de silice greffée;g(particules de
5 um de diameétre) de référence Jupiter (® Phenoxhebha précolonne et la colonne sont
chauffées dans un four thermostaté a 40°C au abeirbanalyse. Le solvant d’élution est
injecté a 1ml/min en régime isocratique. Il coresish un mélange & 0,1% TFA/CHCN
90:10. La détection en sortie de colonne est eféech la longueur d’onde= 242 nm assurée
par détecteur UV. La durée de I'analyse de chrografmhie est de 20 minutes. L'étalonnage

est réalisé avec un étalon d’acide domoique ceréfi commercialisé par les laboratoires
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canadiens du NRC-CNRC (National Research CounciCentre National de Recherche
Canadien).

L’'analyse est effectuée sur une chaine semi-aatisée Agilent 1100 Series comprenant un
systeme de pompes binaires, un rack de stockageldeavec bras et injecteur automatisées, un
four thermostaté pour colonnes chromatographiques eétecteur a lampe UV. Le temps de
rétention du pic d’'acide domoique est aux alental&sl5 minutes (voir des exemples de
chromatogrammes en figure 17 et en annexe 4).

La chaine est pilotée par ordinateur via le liefjide controleAgilent ChemStation for LC 3D
exécuté sous Windows 2000 Professionnal. L’analgsespectres obtenus se fait directement
sur ce méme logiciel par résolution graphique dessdfigure 17). La gamme-étalon ainsi
analysée permet d’obtenir une corrélation linéaérgre mesure surfacique des pics et

concentration massique en acide domoique.

3.3. Contrble de la qualité des analyses par un tede dopage

Un test de dopage d’échantillon a été réalisé périfier la qualité du dosage. Un échantillon
non-toxique de 150 ul a été dopé avec 25 ul détadainique a 5,59 pug/ml. L'échantillon
ainsi dopé a été de nouveau analysé et la quaetitéxines détectée a été comparée a I'étalon

toxinique dilué au méme facteur de dilution que ldu dopage (1779.

Echantillon Echantillon Etalon Etalon toxinique dilué au
seul dopé toxinique 1/7me
Concentration massique
0 0,79 5,59 0,78

(ng/ml)

Tableau 8: test de dopage a I'acide domoique certifié @dnhantillon analysé par la méthode HPLC/UV

La concentration massique d’acide domoique re&eudans [|'échantillon dopé étant

quasiment équivalente a une dilution similaire @alon toxinique (tableau 8), le test de

dopage fut donc jugé concluant.
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Current Chromatogram(s)
DAD1 A, Sig=242,16 Ref=360,100 (080527\002-0203.D)
[ ] DAD1A, Sig=242,16 Ref=360,100 (080527\003-1703.D)
C_ DAD1A, Sig=242,16 Ref=360,100 (080527'004-0403.D)
[_ | DAD1A, Sig=242,16 Ref=360,100 (080527\005-0503.D)
[~ ] DAD1A, Sig=242,16 Ref=360,100 (080527'006-0603.D)
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Figure 17 : chromatogramme de la gamme d’'étalonnage delBadomoique par la méthode d’analyse
CLHP/UV.
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Partie 3: Croissance et production toxinique clieseudo-
nitzschia multiserieen présence de silicium et de germanium
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1. Introduction

Le silicium représente I'élément atomique le phlndant a la surface de la Terre apres le
carbone et I'oxygéne. Outre son importance en tp constituant minéral de la crolte
terrestre, le silicium est également impliqué ddesnombreux métabolismes et processus de
biosilification. Les principaux organismes fixateuminéralisent de la silice colloidale sous
forme amorphe (ou opale SiBH,0) (Lowenstam, 1981), bien que d’autres formesvéés
du silicium puissent étre incorporées. Ces orgaesssont essentiellement des Protistes :
Diatomées, Chrysophytes, Dictyocophytes et Rad@dgi mais certains appartiennent
également au le Reégne Animal: Spongiaires, Anas]idMollusques, Arthropodes et
Echinodermes ; ou au Regne Végétal : Trachéoplaoyies les Végétaux supérieurs (Simpson
& Volcani, 1981 ; Lowenstam, 1981). Chez les Verdéb enfin, le silicium intervient dans la
formation du cartilage et du systéme osseux (Cari981).

Les Diatomées constituent autour de leur cellme paroi siliceuse, ou frustule. Cette paroi
est composée de deux éléments : I'épivalve et Shagjve, qui s’emboitent I'une dans l'autre,
et sont unies par I'intermédiaire de bandes intanes (figure 18). La forme du frustule ainsi
gue ses motifs varient d'une espéce a l'autre stceiééres morphologiques ont été utilisés
précocement dans la taxonomie des diatomées. Lagéne différencie ainsi les diatomées a
symétrie radiale (diatomées centriques) et lesodiaes a symétrie bilatérale (diatomées
pennées) (Rounet al, 1990).

Dans le frustule, la silice amorphe constituaatstructure siliceuse est essentiellement
associée a des protéines et polypeptides récemddmits, comme les silaffines et les
silacidines, et des polyamines (voir figure 18) t(eleet al, 2008). Ces composés sont
impliqués dans les étapes de biosilicification efpdlymérisation du silicium (Kroger, 2007).
Certains polysaccharides et lipides ont aussi réidvés associés au frustule (Tessbral,
2009). Des protéines particulieres (frustulinespleturalines) sont présentes chez certaines
especes, mais ne participent pas aux processusmaéralisation (van de Podit al, 1999).

Le frustule est aussi protégé sur sa face exteanaup ‘manteau’ de matiere organique, qui

empéche la dissolution de la silice (Martin-Jézégqual, 2000).
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Figure 18: schéma du frustule et de la matiére organigsecése (Hattet al, 2008. Repris dans Tesson, 2008)

Lors de la biosilicification, le silicium préseti&ns I'environnement est préleveé sous la forme
d’acide monosilicique (Si(OH). Les transporteurs membranaires assurant lirmratn
intracellulaire du silicium sont appelés transpanseSIT (Hildebrandbt al, 1998). Le nombre
de ces transporteurs varie selon les especesx@apk, cing transporteurs ont été isolés chez
Cylindrotheca fusiformigHildebrandet al, 1998) et trois cheZ halassiosira pseudonana
(Thamatrakolnet al, 2006). Il s’agit de symporteurs électrogéniqies ou K-dépendants
selon I'origine marine ou dulgaquicole des diatosn@hattacharyya & Volcani, 1980).

Il existe deux pools de silice chez les diatoméles pool libre intracellulaire et le pool
« biogénique » constituant le frustule (Martin-Iped et al, 2000). Le silicium intracellulaire
‘libre’ peut former des pools importants de 19 & 34M (Martin-Jézéquel & Lopez, 2003),
bien supérieurs a la limite de saturation poumlalslité de la silice. Il est donc probable que
des molécules organiques évitent la précipitatfontanée du silicium dans le cytosol, méme
si aucune association chimique de ce type n'aiteé@tore identifiée (Martin-Jézéquet al,

2000 ; Tesson, 2008). Le silicium assimilé est audé dans une vésicule spécialisée dans la
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déposition de la silice : la SDV (Silicon Depositivesicle), ou il polymérise en formant des

liaisons siloxanes selon la réaction chimique sitiva

Si(OH), + HO-Si(OH); — (OH)3SI-O-Si(OH)5 + H,0

Cette polymérisation entraine finalement la faiorade la silice amorphe, sous le contrdle
des molécules organiques, qui jouent un role dam®hdensation de I'acide monosilicique et
la forme structurelle obtenue a I'échelle nanomyét| en association avec la membrane de la
SDV, le silicalemme. La biosynthése du frustuleléeule donc dans la SDV, qui se forme au
moment de la division cellulaire dans chaque oelfille, aprés la cytokinese (figure 19). Lors
de la mitose, chaque cellule-fille possede aing valve de la cellule-mere, qui représentera
leur épivalve, et une valve néo-formée, par déwsitu silicium en association avec les
molécules organiques et expansion de la SDV. Ler$typovalve est achevée, le retrait des

macromolécules organiques crée des pores dandri@en@rielinget al, 2002).
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Figure 19: cycle cellulaire et formation de la frustule (Zolo et Bowler, 2001).
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1.1. R6le inhibiteur du germanium

Le germanium est un élément chimique de la femiiks cristallogenes (numéro atomique
32). Découvert en 1886 par le chimiste allemandn@les Winkler, il posséde des propriétés
atomistiques similaires au silicium (Jolly, 1968) peut se substituer au silicium dans de
nombreux minéraux (Goldschmidt, 1958). Depuis leséas 1970, le germanium est utilisé
dans l'industrie des semi-conducteurs. Le géniet@eicien a fait naitre un nouvel intérét
inattendu pour les frustules de diatomées, pousantir de nano-composants électroniques
(Zhihao et al, 2007). Cela a récemment donné lieu a des tradaukio-ingénierie afin de
faciliter la copolymérisation germanium/silicium eculture continue chez la diatomée

Pinnularia sp (Jeffryeset al, 2008).

Quelques travaux ont été menés sur l'interféragarenanium/silicium pour la synthése du
frustule chez les diatomées. Lewin s’est intéressg@emiére, en 1966, a son incorporation
lors de la biosilicification chez les étres vivani&le mit ainsi en évidence ['inhibition
réversible de la croissance de 10 especes de diatoincubées en présence d’'un mélange de
Ge(OH), et de Si(OH) (Lewin, 1966). Le germanium agit comme un inhibiteompétitif lors
de l'incorporation du silicium (cheklitzschia alba son Ki est de 2.2.10-6 M). A partir des
observations expérimentales (Azatal, 1974), il semble étre acheminé par des transpist
actifs a ATPases. Il est ensuite incorporé damsstule par copolymérisation avec le silicium.
La croissance des diatomées est cependant d’qitentéduite que le ratio [Ge]/[Si] augmente
(Azamet al, 1973).

1.2. Influence du silicium dans la production toxiimgue chezPseudo-nitzschia

Le silicium est, sous sa forme inorganique Si(Qdh élément important pour la formation
de la frustule des diatomées, et est indispensalie croissance cellulaire des diatomées.
Cependant, son métabolisme est indépendant dedcecaxrbone et de I'azote (Martin-Jézéequel
et al, 2000). Les diatomées toxiques du geRseudo-nitzschia spmnt également besoin
d’incorporer du silicium dans leur métabolisme. Waence environnementale en silicium
semblerait jouer le réle de stimulus au niveauutaile, orientant le métabolisme des acides
aminés vers la production d’acide domoique (Swmiital, 2001). Cependant aucun lien entre le

métabolisme du silicium et la synthése d’acide dioj® n’a pu étre décrit.
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Lors des premiers essais de cultures en batéh ohiltiseriegapportées dans la littérature, le
milieu de culture enrichi de référence utilisé tthi F/2 (Subba Rao, 1988a). En raison du
faible ratio [Si]/[N] dans ce milieu de culture,dl été envisagé que le silicium puisse étre un
élément déterminant dans I'arrét de la croissamcéatch et la production toxinique. Cette
hypothese fut vérifiée lors de cultures en batchPdemultiseries la production d’acide
domoique apparut dés la phase stationnaire (Batak 1989) et les cellules continrent plus
d’acide domoique pour de faibles teneurs de sificinitiales dans le milieu (Batest al,
1991). Cette hypothese fut étudiée plus en dépaifsPanet al (1996a) qui démontrérent
I'existence d’une relation négative entre productioxinique et teneurs initiales en silicium

dans le milieu de culture.

L’acide domoique posséde un squelette de carbené'®zote, mais le silicium n’entre pas
dans sa composition moléculaire. Par contre, lieigth, comme les autres sels nutritifs,
pourrait agir sur le cycle cellulaire deseudo-nitzschiaEn effet, une carence en silicium
bloque les diatomées lors des transitions de ph@adéS et G2/M (Brzezinsket al, 1990 ;
Vaulot et al, 1987). De plus, la limitation en silicium augrteeita durée des phases du cycle
cellulaire (Martin-Jézéquebt al, 2000). Il est donc trés probable que les rémulat de
production d’acide domoique observées par Pan tesBdnezZ. multiseriessoient liées a la
régulation du cycle et de la division cellulairéytpt qu’au métabolisme du silicium. En effet,
la teneur cellulaire en acide domoiqueRdanultiseriesest corrélée négativement avec le taux
de division de la population lors de cultures enticw (Bateset al, 1996 ; Paret al, 1996b).

De plus, dans une autre étude Bumultiseriesen chémostat Si-limité, et sous une alternance
jour/nuit 12 :12h régulant la division de la pogigda pendant la phase lumineuse, Bates et
Richard (1996) ont montré que les taux intracelletad’acide domoique étaient en hausse
durant la phase d’obscurité, au moment ou lesidivéscellulaires s’arrétaient, et que les taux

intracellulaires d’acide domoique chutaient lorskpsedivisions cellulaires reprenaient.
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2. ROle du silicium et influence du germanium deansroissance
et la toxicité dé’seudo-nitzschia multiseries

Lors de nos travaux sur l'influence du siliciumr da croissance et la toxicité dRseudo-
nitzschia nous avons étudié l'effet de carences physiolegggqdu silicium et I'ajout
d’inhibiteur germanium sur des cultures suivies fatch. Nos travaux suivaient deux
approches. D’une part, maitriser I'effet des caesnen silicium sur la croissance et la toxicité
de P. multiseries et d’autre part, rechercher une relation diremtére teneur en silicium
intracellulaire et production toxinique grace aliibition de I'assimilation du silicium par la
co-présence de germanium. Deux souches ont étéeswau cours de ces expériences. La
soucheP. multiseriesCCMP 2708 a d’abord été utilisée lors d’expérisnde teneurs initiales
variables en silicium. Cette souche n’était pluspdnible lors des expérimentations avec du
germanium. Elle fut donc remplacée dans un secemgg par la souche. multiseriesCCL
70.

Les travaux portant sur linfluence de teneurtiales en silicium s’inspirerent de ceux
réalisés par Paet al (1996a) lors de cultures en batchRlenultiseriessouche NPBIO. Leurs
teneurs initiales s'échelonnérent entre 60,9 N3 ¢ (contréle) et 190 uM de silicium.
Contrairement a ces auteurs, nous avons choisitedesurs comprises entre 0 et 107 puM
(teneur de référence dans le milieu L1 + Siliciudptre milieu de culture fut également
formulé de maniére différente, puisque Raral (1996a) utilisérent du milieu F pour leurs
enrichissements. Tout comme lors de nos travauxs lmicro-algues n’'ont pas été carencées

en silicium avant de servir d’inoculat pour lestatgs expérimentales.

Les travaux d’inhibition de l'incorporation ddisium par du germanium s’inspirerent quant
a eux des travaux de Azaehal (1973) sur I'incorporation de germanium dansfiastules de
diatomées. Azarat al (1973) proposeéerent des ratios [Ge]/[Si] respectignt de 0,01 0,1 et 1.
Pour notre part, nous avons retenu des ratios [[&@g]de 0,01 et 0,1 car Azamat al
rapporterent des réponses physiologiques pertisepteir ces rapport: [Ge]/[Si] = 0,01
n’inhiba pas la croissance et I'incorporation deisim chezNitzschia albaalors qu’un ratio
[Ge]/[Si] = 0,1 entraina un arrét presque totalemancroissance et de l'incorporation de
silicium (Azamet al, 1973). Nous avons cependant rajouté arbitrainémme troisieme rapport
[Ge]/[Si] = 0,32 a nos travaux. Nous avons egaldnedfectué pour cette expérience un

carencage prealable en silicium de notre so&chneultiserie<CCL 70.
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2.1. Mise au point des conditions expérimentales

2.1.1. Influence des teneurs initiales en siliciumhans le milieu de culture

Quatre flacons de culture polystyréne transpasehété remplis jusqu’a 600 ml d’eau de mer
naturelle enrichie en milieu L1 avec des teneurgkkes en silicium respectivement de 0 uM,
35 uM, 71 uM et 107 uM. Une culture-mereRieudo-nitzschia multiseri€CMP 2708 a été
réalisée en eau de mer naturelle enrichie en milieu silicium (107 uM) et fut utilisée
comme inoculat. Les cultures ont été maintenueshambre thermostatée selon les conditions
décrites au chapitre 2. La croissance a été spemelant 40 jours par comptage cellulaire sur
cellule de Nageotte jusqu’'a la phase de sénesamweultures et des prélevements réguliers
de 10 ml ont été effectués tous les quatre a sisjafin de détecter la présence de toxines dans

les cellules (voir chapitre 2).

2.1.2. Inhibition de la croissance par ajout de gemanium dans le milieu de
culture

L’effet du germanium sur la croissance et lacdii&i dePseudo-nitzschia multiseri€sCL 70
a éeté suivi pour différentes concentrations de gerom dioxyde rajoutées dans le milieu de

culture.

De I'eau de mer naturelle a été enrichie en mitle référence L1 sans ajout de silicium et
inoculée avec la souche CCL70. La culture a ét@esgiendant sept jours jusqu’a ce qu’elle
atteigne la fin de la phase de croissance. Unym@ient de toxicité a alors éte réalisé et cette
culture-mere fut utilisée comme inoculat pour ersecer des cultures enrichies en
germanium, réalisées a base d’eau de mer natuetlehie en milieu L1 modifé selon les

conditions suivantes (tableau 9) :

Nombre de Germanium

Condition ) Nitrates (uM)  Silicium (uM) ) Rapport [Ge]/[Si]
réplicats dioxyde (UM)
A 2 440 107 0 0
B 2 440 107 1 0,01
C 2 440 107 10,7 0,1
D 2 440 107 35,1 0,3

Tableau 9: modifications expérimentales apportées au miieuéférence L1
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Les cultures ont été réalisées en duplicat ehtmailes selon les protocoles expérimentaux
décrits dans le chapitre 2. La croissance celkilairété suivie par comptage sur cellule de
Nageotte a partir de prélevements lugolés de ¥alisés a intervalles. La toxicité cellulaire et
les teneurs extracellulaires en silicium ont ét@léigent mesurées a partir de prélevements de

10 ml de culture (cf chapitre 2).

2.1.3. Recherche d’effet du germanium sur les dosag extra-cellulaires de
silicium

Nous avons d’abord d( procéder a un controle odgétlogique. En effet, le germanium étant
atomistiquement proche du silicium, nous avons df®em caractériser son influence sur les
dosages du silicium par la méthode spectrophotamétrretenue (voir chapitre 2). Deux
gammes étalon de Si(OHgt de Ge@ ont été réalisées dans des gammes de concendration
expérimentales retenues pour le germanium dioxfygier¢ 20).

Nos résultats ont montré que le germanium rédayils des proportions trés faibles avec le
molybdate, puisque le complexe germanium-molybdatsi formé une fois réduit n’absorba
que tres peu dans les longueurs d’ondes testégmen@ant, le dosage de la gamme de
germanium par cette méthode colorimétrique a pextobtenir une droite de corrélation
réguliere (R2 = 0.9992).

1,20

y =0,0271x
R2=0,9996
1,00
0,80 - &
S
g @ Silicates
0,60 - .
oFo' ! B Bl Germanium
o *
[a]
0,40 +
y =0,0013x
54 2
0,20 - R“=0,9992
0,00 E - - T 1
0 10 20 30 40

Concentration molaire (UM)

Figure 20: absorption de gammes étalon de silicium et dmgeium dosées par dosage colorimétrique (DO =
810 nm).

Les absorbances mesurées furent d’intensitéfpitessai = 810 nm qu’a = 660 nm dans la
gamme de concentration étudiée. Le germanium nguiasiment pas détecté.a& 810 nm et
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les absorbances rapportées pour le silicium fyskrstimportantes 2 = 810 nm, ce qui permit
de mieux détecter les faibles concentrations dgsih dans le milieu. La longueur d’onéle=
810 nm a donc été utilisée (figure 20) pour lesades de silicium et la gamme d’étalonnage

du germanium dioxyde a été retenue afin de caldekwvaleurs d’incertitude du dosage au
cours de I'expérience.

2.2. Résultats

2.2.1. Influence des teneurs initiales en siliciughans le milieu de culture

Les cultures présenterent une biomasse maximaleinetaux de croissance moyen
proportionnels aux teneurs initiales en siliciurab{eéau 10). Chaque culture posséda des
cinétiques de croissances bien distinctes pourughagndition initiale en silicium (figure 21).

Teneur initiale en

silicium (M) 0 35 1 107
Taux de croissance 0.32 0.36 0,47 0,57
moyen (J-1)
Biomasse moyenne 21833 41833 63000 95555

au plateau (cell/ml)

Tableau 10: taux de croissance et biomasse moyenne de esiltieP. multiseriescCCMP 2708 selon différentes

concentrations initiales en silicium.

[Si] = 107 pM
120000 - o
—%—[Si] =35 uM
100000 1 -|- T '|' T J_+[Si] =71 uM
< 1T I L |
@ 80000 - i 1
o T { {
S 60000 - /{ { - %{
g t ;
c
S 40000 |
<
>
g
Q. 20000
0 T T T . : : ‘

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Jours de culture

Figure 21: cinétiques de croissance EemultiseriesCCMP 2708 selon différentes concentrations irgsan

silicium dans le milieu de culture L1.
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Les teneurs intracellulaires en acide domoiquatraent une tendance inverse a celles des
teneurs initiales en silicium, jusqu’aué§2jour du suivi. Seules les teneurs en acide doneoiqu
du 38™® jour furent comparables pour les quatre conditiemsilicium testées (figure 22). La
toxicité apparut en cours de phase stationnairé™{L@ur) et montra un maximum de
production au cours de cette phase, dti"28u 32™ jour. Les teneurs moyennes en toxine
s'échelonnerent entre 1,2 pg/cellule a 2,5 pg/kellles maximums toxiniques atteignant 3,3
pg/cellule (tableau 11) :

321 O[Si] = 0 M
(] . O[Si] = 35 uM

31 E[Si] = 71 uM
aé- | [Si] = 107 pM
(S
g 254
5 —
©
3
§T 2 5 |
c =

Q —1

3
©
Q
g 1
£
5
2
S 05+
'_

0

16 19 24 28 32 38
Jours de prélévement

Figure 22: teneurs intracellulaires en acide domoiqu® deaultiseriesCCMP 2708 selon différentes

concentrations initiales en silicium dans le milésuculture L1.

Teneur initiale en

silicium (uUM) 0 % * 17

Toxicité moyenne 25 1,7 1,9 1,2
(pg/cell)

Toxicité maximale 3.3 2.2 2.4 1,6
(pg/cell)

Tableau 11: toxicités cellulaires moyennes en maximalesudties deP. multiseriesCCMP 2708 selon

différentes concentrations initiales en silicium.

Les données obtenues expérimentalement a pagicultures d®. multiseriesCCMP 2708

vinrent confirmer les tendances rapportées par Raal (1996a) : il apparait une tendance
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négative entre toxicité intracellulaire en phasati@hnaire et la concentration initiale en
silicium (figures 23 et 24), tandis que les tauxcda@ssance moyens en phase exponentielle et
la biomasse moyenne en phase stationnaire présemtercorrélation positive par rapport a la

teneur initiale en silicium (figures 25 et 26).

AD (pg/cellule)

Teneur intracellulaire maximale en
Teneur intracellulaire moyenne en
AD (pg/cellule)

o T T 1 O T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150

Concentration initiale en Silicium (uM) Concentration initiale en Silicium (uM)

Figure 23: toxicité cellulaire maximale d@. multiseries Figure 24 : toxicité cellulaire moyenne d& multiseries

CCMP 2708 en fonction de différentes concentrations CCMP 2708 en fonction de différentes concentrations

initiales en silicium P=0,1). initiales en silicium P=0,12).
120000 - 0.7 -
£ 100000 | o 061
3 2 0.5
£ 80000 - =7
()
= £ 04
g 60000 0
(2]
e S 0.3+
@ 40000 - o
@ 3 0.2
@ x
S 20000 - 2 014
o —
0 T T 1 0 T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150
Concentration initiale en Silicium (uM) Concentration initiale en Silicium (uM)

Figure 25: biomasse moyenne en phase de maturatioRigure 26 : taux de croissance moyen@emultiseries
deP. multiseriesCCMP 2708 en fonction de différentes CCMP 2708 en fonction de différentes concentrations

concentrations initiales en siliciurR<€0,01). initiales en silicium P<0,001).
Ces résultats nous ont amenés a nous interrogde sole plus précis du silicium dans la

production toxinique. La perturbation de lI'acquait du silicium au niveau cellulaire n’ayant

jamais été réalisée pour des soucheBslido-nitzschia spnous avons poursuivi ces travaux
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pour une étude dans ce sens en utilisant le geamaomme inhibiteur compétitif de

I'incorporation du silicium lors de nos culturegpéximentales.

2.2.2. Cinétiques de croissance dEseudo-nitzschia multiseriegen présence de
germanium

Les cinétiques de croissance des cultures réalisg duplicat sont présentées dans la figure
27. Les résultats ont montré qu'a trés faible ddsegermanium ([Ge]/[Si] = 0.01), la
croissance fut peu perturbée et les taux de cruissmoyens en phase exponentielle (0;42 J
furent comparables & ceux des cultures témoingemsanium (0,433). Cependant, pour des
doses plus importantes, les croissances furentftmdement perturbées pour des teneurs
initiales en germanium de 10,7 uM (0,19, Jvoire totalement inhibées pour une concentration
initiale en germanium de 35,1 uM (0,01).J

90000 - —e—[Ge]=0uM
—m—[Ge] = 1uM
80000 - [Gel =1 u
—A—[Ge] = 10,7 uyM I J
~ 70000 1 % [Ge] = 35,1 uM
£ 60000 -
%]
Q
S 50000 -
3
= 40000 -
c
S
£ 30000 -
5
& 20000
[a
10000 e —
— ol - B ——
0 T T T ‘ ‘ ‘

Jours de culture

Figure 27: cinétiques moyennes de croissance lors de eslem batch de. multiseriesCCL 70 en présence de

différentes concentrations de germaniunm2).

2.2.3. Concentration en silicium dans les milieuxealculture au cours du suivi

Le germanium est un inhibiteur compétitif desisgqzorteurs actifs du silicium, et cet élément
chimique peut étre incorporé dans les diatomées. ifituence a été observée de maniere
indirecte par le dosage du silicium du milieu (fig28). En absence de germanium, la teneur
extracellulaire en silicium chuta rapidement, IeEnt ayant été incorporé par les cellules.
Cette tendance s’inversa nettement pour des ajatiggix en germanium plus importants. Les
teneurs en silicium extracellulaire se maintenir@rdes valeurs proches des teneurs initiales
pour une concentration initiale en germanium diexgld 35, uM (figure 28).
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Figure 28: cinétiques de décroissance moyenne de la caatienten silicium extra-cellulaire dans les cudir

en batch d&. multiseriesCCL 70 en présences de teneurs initiales varianagermaniumnz2).

2.2.4. Toxicité des cultures dePseudo-nitzschia multiseriesen présence de
germanium

La toxicité apparut au cours de la phase exptelentiés le 4™ jour de suivi (figure 29)
pour les cultures contenant les plus fortes dogegeimanium dioxyde ([Ge]/[Si] = 0,1 et
[Ge]/[Si] = 0,3). Ces mémes cultures présentéraattaxicité maximale au”7jour de culture
allant jusqu’a 0,93 pg/cellule ([Ge]/[Si] = 0,1) EtL3 pg/cellule ([Ge]/[Si] = 0,3).

Pour les cultures en présence de germanium deoaytl uM ([Ge]/[Si] = 0,01) et les cultures
témoin sans germanium, aucune toxicité intracetkillane fut détectée durant la phase
exponentielle. Les teneurs intracellulaires eneaddmoique dans celles réalisées en présence
de 1 uM de germanium dioxyde ([Ge)/[Si] = 0,01)efur détectées dés 18" jour pour (figure
29)en début de la phase stationnaire. Les teneuiexellulaires en acide domoique atteignirent
jusqu’a 0,035 pg/cellule. Les cultures témoin dépoes de germanium présentérent des
teneurs intracellulaires en acide domoique au cdursG™ jour de culture (0,09 pg/cellule),

lors de la phase stationnaire (figure 29).
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Figure 29: toxicité intracellulaire en acide domoique mésuau cours du suivi expérimental des cultureB.de

multiseriesCCL 70 en présence de différentes teneurs instiahegermaniunmg?2).

2.3. Discussion

Les résultats obtenus lors des cultures PdemultiseriesCCMP 2708 en présence de
différentes teneurs initiales en silicium confirewr les conclusions de Pat al (1996a) :
nous avons également obtenu une tendance négatreeteneur initiale en silicium et toxicité
intracellulaire (figures 23 et 24). Comme atten@uteneur initiale en silicium fut corrélée
positivement avec la biomasse moyenne en phasenstaire (figure 25) et le taux de
croissance en phase exponentelle (figure 26). @saltats sont en accord avec le réle
important du silicium comme nutriment majeur destalinées et son impact sur la croissance
cellulaire (Martin-Jézéquedt al, 2000). Nos résutats ont également mis en avantelation
négative entre taux de croissance en phase expeliert teneurs intracellulaires en acide
domoique. L’acide domoique serait probablement w@tabolite secondaire (Bates, 1998)
produit lorsque la croissance cellulaire est rage(Panet al, 1996b). Nos corrélations entre
croissance cellulaire, toxicité intracellulairetebeurs initiales en silicium lors de cultures en

batch deP. multiseriesCCMP 2708 sont donc en accord avec la bibliogepbnsultée.

Les cinétiques de croissance rapportés pseudo-nitzschia multiseri€¥CL 70 en présence
de différentes teneurs initiales en germanium dansnilieu de culture (figure 27) sont
comparables aux résultats obtenus par Aeaial (1973). La croissance de multiseriesCCL

70 fut trés peu perturbée pour un rapport init@eJ[Si] de 0,01 par rapport aux cultures

69



témoin sans germanium (figure 27), mais fut quastnieterrompue pour un rapport initial
[Ge]/[Si] de 0,1. Les cultures réalisée en présetiom ratio initial [Ge]/[Si] de 0,32 ne
montrerent pas de croissance (figure 27) et I'giigor du silicium extracellulaire lors de ces
suivis furent quasi-nuls (figure 28). De par soralagie atomistique avec le silicium, le
germanium est un inhibiteur de la croissance datwuhiées. Il peut cependant étre incorporé
dans le frustule et représenter jusqu’a 80% detagm minérale du frustule chez les modeles
de diatomée précédemment étudiés dans la littéréfmamet al, 1973). Un rapport [Ge]/[Si]
de 0,01 n’inhiba pas la croissance et I'incorporatde silicium chedNitzschia alba alors
qgu’'un rapport [Ge]/[Si] de 0,1 interrompit presgiaéalement sa croissance et I'incorporation
du silicium (Azamet al, 1973). L'inhibition de l'acquisition du siliciunpar le germanium
influencerait donc la croissance e multiseriesCCL 70 selon une relation négative entre

teneur initiale en germanium et taux de croissaapporté en phase exponentielle.

Lors des cultures d@. multiseriesCCL 70 réalisées en présence de germanium, nolsatés
ont montré que la teneur toxinique maximaléPdenultiseriesCCL 70 au cours de ces cultures
fut corrélée négativement au taux de croissangehase exponentielle (figure 30). La toxicité
intracellulaire mesurée lors de ces expériencesblgeronc liée au taux de croissance
cellulaire en phase stationnaire. Le réle du geramarse limiterait donc a inhiber la croissance

cellulaire et n’agirait pas directement sur la prcitcbn toxinique.

y =-2,608x +1,1854
R? =0,9928

0,6 -

(pg/cellule)

0,4 -

0,2 -

Teneur intracellulaire maximale en AD

o T T T T ’
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

Taux de croissance (J-1)

Figure 30: teneur intracellulaire maximale en acide domeitpapportée en fonction du taux de croissance moyen
en phase exponentielle au cours du suivi des eslteP. multiseriesCCL 70 selon différents ratios initiaux
[Ge]/[Si] (P<0,001 ;n=2).
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Le silicium joue un réle structural majeur ches diatomées (Martin-Jézéquetlal 2000).
De plus, les diatomées sont capables de réguléenkaur en silicium de leur frustule en
conditions Si-limitantes, jusqu’a un seuil minim@mpéchant la constitution du frustule, et le
blocage de la division cellulaire (Martin-Jézéqgeelal, 2000). Il est tres probable que les
rapports [Ge]/[Si] testés lors de notre étude armis la production du frustule jusqu’a ce
seuil de blocage ou la division cellulaire n’a pwialieu, entrainant la diminution observée du
taux de croissance de la population (figure 9). Mssiltats montrent d’ailleurs que la teneur
intracellulaire en acide domoique n’est pas direet® liée aux teneurs intracellulaires en
silicium (figure 31). En considérant la baisse deaentration en silicium au cours du suivi des
cultures deP. multiseriesCCL 70 comme la fraction de silicium incorporéasiées cellules, il
a été possible d’estimer la part de silicium ab&erpar cellules. Ces valeurs rapportées en

fonction de la toxicité cellulaire (figure 31) nerthent pas de relations significatives.

Il semblerait donc, au vu des résultats de ceipérience, que la production d’acide
domoique paP. multiseriesest liée a un arrét de la croissance, plutét gon&@&régulation plus

directe du silicium intracellulaire sur les voiestaboliques.
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Figure 31: teneur intracellulaire en acide domoique ragmoen fonction de la fraction de silicium incorporeé

rapportée par cellule lors de culturesRlenultiseriesCCL 70 selon différents ratios initiaux [Ge]/[$iF2).
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Partie 4: Influence des sources azotées sur la croissstriae
toxicité dePseudo-nitzschia sp
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1. Introduction

L’azote est un élément chimique indispensabke @ohstitution des molécules du vivant. Cet
atome rentre donc en compte dans le métabolismealidesmées. L'azote est biodisponible
dans le milieu marin selon deux formes: minéraledrates, nitrites, ammonium) ou
organiques (urée, acide urique, acides aminéshixentguanine, adénine ...). Le diazotg N
présent dans I'atmosphére peut également sengpdece azotée a certains organismes : dans
le milieu marin, la cyanobactérigichodesmium spest pour sa part la principale pourvoyeuse
d’azote réduit par voie enzymatique, aveé idhnes de diazote fixés par an en moyenne
(Fogg, 1978). Les sources azotées mesurées ledesmgones cotieres peuvent atteindre, par
exemple, des concentrations variables comme cedi@gortées par Parsoes al (1977) a
partir de mesures effectuées sur différents siteadmux : nitrates (0,01-50 pM), nitrites
(0,01-5 uM), ammonique (0,1-5 pM), urée (0,1-5 pExcides aminés (0,2-2 uM).

L’étude du métabolisme azoté chez les micro-agua cependant réellement débuté qu’en
1920, avec les travaux de Warburg et Negelein 'agsimilation des nitrates p&hlorella.
Durant les décennies suivantes, les océanograpftesuotendance a négliger le role des
composés azotés autres que les nitrates ou leesifAntiaet al, 1976). Les travaux de
Thomas (1966) insistérent sur I'importance de I'ammque comme source azotée minérale
préférentielle pour le phytoplancton marin, notamtngar rapport aux nitrates (Horrigan &
McCarthy, 1982). Des précurseurs comme Harvey (1640Droop (1955, 1961) souleverent
pourtant la possible assimilation d’azote organigae le phytoplancton marin. L'urée fut
ensuite rapidement mise en avant comme source td’arganique d’intérét par McCarthy
(1970). Dugdale et Goering (1967) démontrerent demmiers I'importance de la glycine
comme forme d’azote organique, et furent rejoimtisges études ultérieures sur l'incorporation
d’autres acides aminés libres chez le phytoplanctann (Schell, 1974 ; Wheelet al., 1974 ;
Wheeleret al ; 1977). Depuis lors, les études se sont sucseeigent élargi le champ des
différents composés assimilables par les microeslgiMalgré cela, des souches d'especes
phytoplanctoniques provenant de la méme familleéevdu méme genre peuvent présenter des
difféerences d’assimilation tres marquées, comma eeété pu étre démontré chez certaines
diatomées (Wheeleat al, 1974 ; Antiaet al, 1975). Toute généralité quant a I'assimilatien d
sources d'azotes par les micro-algues selon lareatimique des nutriments ou pour deux

especes taxonomiquement trés proches reste ddicdeld établir.
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Les séquencages des génomes$.deseudonangArmbrustet al, 2004) et dé°. tricornutum
(Bowler et al, 2008) ont permis de mettre en évidence différgg@ines impliqués dans le
métabolisme azoté chez les diatomées. Le génorie plgeudonangpar exemple, code ainsi
pour différents transporteurs de nitrates et d’amoma, pour des enzymes du catabolisme des
acides aminés (transaminases, glutamate deshydsg)énet des purines (uricases,
allantoicases) (Armbrugt al, 2004). Mais I'outil génomique a également perdgsmettre en
évidence des voies métaboliques chez les diatométsnment le cycle de l'urée révélé grace
a l'annotation dans le génome des enzymes implgj@@enbrustet al, 2004 ; Allenet al,
2006).

1.1. Incorporation des sources azotées chez lestdimées

1.1.1. Généralités

La fixation et I'assimilation de l'azote consistebiologiquement a la réduction des formes
oxydées et du diazote en formes réduites (ammoeiuazote organique). Les sources azotées
peuvent étre ainsi classées selon leur degré chéridépxydation (tableau 12) déterminant si
ces molécules sont sous la forme oxydées (degnéyabtion positif) ou réduites (degré

d’oxydation négatif) :

Forme azotée Formule Degré d’oxydation

Nitrate NO3- +5

Nitrite NO2- +3

Diazote N2 0
Ammonium NH4+ -3

Urée CO(NH2)2 -3
Glutamine -4

Acides aminés et purines -5

Tableau 12: degrés d’oxydation des sources azotées biodisiesrdans le milieu
marin (d’'aprés Syrett, 1981).

Quasiment toutes les algues chlorophylliennesesnien culture croissent en présence de
nitrates (NQ), nitrites (NQ) ou ammonium (Nkf). Des sources azotées organiques comme
I'urée, les acides aminés, la créatine, la pyringdiles purines ou encore les sucres aminés
sont considérées comme assimilables par le phytoga (Antiaet al, 1991), les conditions

de culture peuvent influencer ces incorporatioas.eéXemple, en cas de carence azotéelhez
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tricornutum l'incorporation azotée de 'ammonium, des nitsatée I'urée, des purines et des

acides aminés est augmentée (Sye#l., 1986).

Atote oxydeé hbiodisponible Azote réduit biodisponible
(MO, NO,, M) (MH,*, uree, acides amines,
tnolécules organigques)

1. Transport / diffusion
Mambrane cefuizire

l l

Azote interne

l 2. Reduction / métabolisation l

NH,*

3. Assimilation via GS/GOGAT

4 Biosynthése
Glutamate _— Macromolecules

T

retabolisme carbong

Figure 32: principales étapes de I'assimilation des nutnite@zotés chez les organismes phototrophes

aquatiques (d’apres Vincent, 1992).

L’assimilation des sources nutritives azotées lparmicro-algues phototrophes suit quatre
étapes-clé : 1. I'acquisition via des canaux atgparteurs membranaires, 2. la réduction des
sources azotées oxydes, 3. l'assimilation du po@muohoniaque résultant de leur
métabolisation et enfin 4. la biosynthese de maotéaules (figure 32). Les sources azotées
sont incorporées grace a différents transportepassifs ou actifs) régulés par la présence
méme des molécules azotées dans le milieu exwdiedl. Au niveau subcellulaire, cette
assimilation intervient dans différents compartitsencytoplasme, vacuole, mitochondrie et

chloroplaste (figure 33).
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Figure 33: assimilation d'azote minéral et organique cleezdiatomées (d’apres Syrett, 1981).

1.1.2. Assimilation des sources azotées minérales

L’acquisition des nitrates et nitrites est eft@rt par des transporteurs localisés a la surface
des membranes cellulaires. Segtaal (1978a) ont démontré ch&keletonema costatuque
les cinétiques d’incorporation impliquaient la admition simultanée de transporteurs passifs
et actifs. Des cellules pré-incubées en présenaatgges dans un milieu h/2-1 donnerent de
meilleurs taux d’acquisition azotée que des cealllledéficientes incubées dans un milieu
identique mais pauvre en nitrates (Sestaal, 1978a). Pour des cultures Bhaeodactylum
tricornutumcarencées en azote, I'incorporation des nitrateégalement augmentée (Syrett &
Peplinska, 1988).

Les génes de plusieurs transporteurs membranaleesnitrates NAT ou NRT) de
Cylindrotheca fusiformisnt été isolés et clonés dans des banques de ¢jeNgs (Hildebrand
& Dahlin, 2001). Les teneurs en ARNm transcritsadtip des gene8IAT furent importantes
lors de cultures de cette diatomée en présence eoemabsence de nitrates ou en présence
d'urée, mais furent faibles en présence de nitrifémmonium chloride ou d'ammonium-
nitrate (Hildebrand & Dahlin, 2001).

Les transporteurs des nitrates peuvent étre éshilar la présence de cycloheximide ep-de
hydroxymercuribenzoate, alors que ces moléculeBeontant pas les diffuseurs passifs des

nitrates (Serrat al, 1978a).
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La réduction des nitrates en ammonium s’effeemaleux étapes lors de la dénitrification
grace a I'action de la nitrate réductase et dettaenréductase. Ce processus permet d’obtenir
de l'azote biodisponible pour les réactions métgjels. Ces étapes sont consommatrices de
potentiel oxydo-réducteur, fourni par des tranggod comme le NADH ou le NADPH.

La nitrate réductase a été purifiée et caraéerchez les diatoméds pseudonandAmy &
Garrett, 1974) e§. costatunfGaoet al, 1993). Dans ces deux cas comme chez la plupart de
Bacillariophycées, la nitrate réductase utilisefgmentiellement du NADH comme source de
potentiel rédox (Syrett, 1981). Bien que le NADP®it 4rés rarement utilisé, un cas a par

exemple été rapporté ch8z costatuniSerraet al, 1978c).

- Premiere étape de réduction des nitrates emesitgrace a laitrate réductase (NR) :

NOs + NAD(P)H + H — NO, + NAD(P)' + H,0

- Seconde étape de réduction des nitrites en anumogiidce a laitrite réductase (NIiR) :

NO, + 6€ + 8H — NH,;" + 2H,0

ChezPhaeodactylum tricornuturat Skeletonema costatyactivité de la nitrate réductase
est corrélée positivement par rapport a la conagatr extracellulaire en nitrates dans le milieu
de culture (Berges & Harrison, 1995) et au taussiiailation des nitrates (Collos, 1982).
Chez des cultures d@ tricornutuminitialement carencées en azote, les activitéls détrate
réductase en présence de nitrates sont plus inmpestgu’en présence d’ammonium (Syrett &
Peplinska, 1987). Lors de cultures &#eletonema costatumen présence de nitrates, la
transcription du genglnll, codant pour la glutamine synthase isoméraseguginentée d’un
facteur x2 a x3,5 par rapport a la transcriptioppratée dans des cultures mises en présence
d’ammonium (Takabayashkt al, 2005). La transcription du gég#ll est induite pour assurer

I'assimilation des nitrates en forme azotée redfigeire 34).

La diatoméeDitylum brightwalli ne posséde une forte activité de la nitrate rédectju’en
présence de nitrates, ceci ayant été vérifié gagpard a des cultures en présence de nitrites,
d’urée, d'ammonium ou sans source azotée (Epglegl, 1969). Mais les nitrates peuvent
également constituer une réserve nutritive, comareepemple cheZhalassiosira gravidaS.
costatum(Dortch, 1982) eP. tricornutum; contrairement &haetoceros affinigjui accumule

beaucoup moins de nitrate intracellulaire (Collb882). Cette capacité de stockage permet
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ainsi de maintenir un haut taux d'activité de rémucdes nitrates méme a faibles teneurs en

nitrates dans le milieu de culture.

co,
@ Chioroplasts 3
NO3' HNET NO3' —_— ND;' NOE_ :
16 (%
de
NH,* Calvin
: Carbone
Glutamine +— g
N
v
MNH,* AMT MNH,* ———= Glutamine —» Protéines, métaholisme

/’

Figure 34: voies d’'assimilation majeures des nitrates dtasemonium chez les diatomées et interconnection

avec le cycle de Calvin (d'aprés Takabayashil, 2005). AMT : transporteurs ammonium; NRT : sjorteurs
nitrate; NR : nitrate réductase ; NiR : nitrite uéthse ; GSlI : glutamine synthétase Il ; GSlliutgmine

synthétase Ill.

Les limitations en fer dans le milieu extraceitg peuvent affecter l'utilisation de sources
azotées par le phytoplancton marin (Raeeml, 1992). En présence de nitrates, les besoins
théoriques en fer sont jusqu’'a 60 fois plus impugapour le phytoplancton marin qu’en
présence d'ammonium (Ravehal, 1992). Chez différentes espéces de diatomeédsés) la
croissance en présence de nitrates nécessite i$,lés de fer que lors de croissances en
présence d’ammonium (Maldonado & Price, 1996). @eservations peuvent s’expliquer par
le fait que la nitrate réductase requiert 2 atodeser par enzyme fonctionnelle (Milligan &
Harrison, 2000) et que la nitrite réductase reqlbeatomes de fer par enzyme fonctionnelle
(Guerreroet al. 1981). La nitrite réductase représente doncg&tanitante en cas de carence
en fer. Lors de cultures dénalassiosira weissflogén conditions limitantes en fer, les activités
de la nitrate réductase baissérent de 60% et aidlda nitrite réductase baissent d’un facteur
x50 (Milligan & Harrison, 2000). CheR. tricornutum en cas de limitations en fer, les géenes
de la nitrase réductase, d'un transporteur plgsieddes nitrites, de la nitrite réductase de la GS

Il sous sous-exprimés (Allest al., 2008).

78



Les premiéres études de croissance de diatomérgdtares en présence d’ammonium ont été
rapportées cheklitzschia closteriunpar Harvey (1933) et Zobell (1935). L'incorporatide
l'ammonium est effectuée grace a des transportewembranaires, réecemment clonés et
caractérisés chegylindrotheca fusiformigHildebrand, 2005). Son assimilation s’effectue
chezS. costatundirectement via la GS Il (glutamine synthétaseal#ihs le chloroplaste ou via
la GS Il (glutamine synthétase Ill) dans le cyldqakabayashét al, 2005).

En cas de co-présence d’ammonium et de nitrates k& milieu de culture, 'ammonium est
assimilé en général en premier, et les nitratesorg incorporés qu'aprés (Syrett, 1981 ;
Vincent 1992). Ceci a été montré par exemple daesculture ditylum brightwellien co-
présence de nitrates et d’ammonium (Epptesl, 1969).. L'activité enzymatique de la nitrate
réductase a connu un pic initial avant de chutdgefoent et de se maintenir a faible niveau,
jusqu’a ce que la teneur en ammonium dans le mdewulture fut inférieure a 0,5 pM.
L’activité de la nitrate réductase augmente ali@sdis que la teneur en nitrates dans le milieu
de culture baisse (Epplest al, 1969). Cette activité initiale de la nitrate wéthse a été
considérée par les auteurs comme liée a la présdacstocks vacuolaires de nitrates.
L’ammonium inhibe la mise en place des transpostactifs de nitrates et bloque la formation
et I'activation de la nitrate réductase, mais ragbk pas la diffusion passive des nitrates (Serra
et al, 1978b). Cependant, une co-assimilation est gbserthez des algues tres déficientes en
azote, comme lors d’études Gblorella et deScenedesmusrencées en azote (Urhan, 1932).

L'urée inhibe aussi l'activité de la nitrate réthse, comme cela a été montré chez la
diatoméeCyclotella cryptica(Liu & Hellebust, 1974b). En présence d'urée etntfnonium
chez Skeletonema costatynle taux d’incorporation des nitrates diminue denmare
hyperbolique (Lund, 1987).

1.1.3. Assimilation de l'urée

L’incorporation de l'urée peut se faire dans ledlules par diffusion passive ou par
transporteur actif. McCarthy (1972) mit cependant é&idence chez la diatomdzitylum
brightwelli un mécanisme d’incorporation distinct du métalmaéisde I'urée. L’incorporation
de I'urée fut également étudiée par ce méme aoterSkeletonema costatyirauderia sp et
Thalassiosira weissflog{iMcCarthy, 1972). CheRhaeodactylum spl'incorporation de l'urée
semble s’effectuer grace a un transporteur Na-dtgrgrqui peut étre inhibé par du lithium ou

du potassium (Reest al, 1979). Ce transporteur actif est également énhde maniére
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compétitive par la thiourée, tandis que le CCCPb@ayl cyanide m-chlorophenylhydrazone)
inhibe presque totalement l'incorporation de l'u@ele faibles teneurs de substrat (Rees &
Syrett, 1979).

Les cellules dPhaeodactylum spcultivées en présence d’urée incorporent par cgemo
cette source azotée, mais perdent leur capacitécarporer de l'urée en présence
d’ammoniaque (Rees & Syrett, 1979). Chez des amsdtaxéniques dehaeodactylum spdes
concentrations de [NH# > 2,5 mM suffisent & inhiber I'incorporation deirée (Molloy &
Syrett, 1988). La présence d’ammonium inhibe égaignm’acquisition de l'urée chez

Thalassiosira pseudonare Skeletonema costatufHorrigan & McCarthy, 1982).

/ Carboby drates
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RNH, — > RNH,
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Figure 35: modéle d’'assimilation de I'urée chd@z pseudonanéAntiaet al, 1991 ; d’apres Price & Harrison,
1988).

L’assimilation de l'urée interagit avec les agtnenies d’assimilation de sources azotées.
Williams et Hodson (1977) rapportérent que lincmgtion de l'urée est ralentie par la
présence d’ammonium. chez le phytoplancton, etnmot@nt chez les diatomé&bkalassiosira
pseudonana&t Skeletonema costatufiHorrigan & McCarthy, 1982).

Peerst al (2000) ont cependant démontré que chegseudonanat T. weisflogij I'activité
de l'uréase est détectée indépendamment de laesazaiée en présence. Price et Harrison
(1988) ont proposé un modele d'assimilation deékuchezT. pseudonana I'échelle de
concentrations environnementales (figure 35), staggéue 'influx d’'urée est contrélé par un
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transport actif, et que I'efflux reste soumis ausisn par transporteur actif que par diffusion
passive. L'urée est ensuite dégradée dans la ealuldioxyde de carbone et en ammonium.
Mais en raison de sa nature lipophile, la fixaten’ammonium NH peut étre rendue difficile
(Raven, 1980). L'ammonium serait alors excrété damsilieu extérieur (Castorph & Kleiner,

1984) et réincorporé par des transporteurs addifs & forme d’ammoniaque NHfigure 35).

La dégradation de I'urée en ammonium et en diexdel carbone peut étre catalysée par deux

enzymes : I'uréase et '’ATP-urée amidolyase :

L’uréaseest une métalloprotéine dépendant du nickel cocorfacteur au niveau de son site
catalytique (Mobley & Hausinger, 1989). Chez leguak, elle est présente exclusivement chez
les Bacillariophycées (diatomées), Bangiophycéeshrysophycées, Cryptophycées,
Cyanophycées, Euglenophycées, Eustigmatophycéeseoptycées, Prasinophycées et
Prymnesiophycées (Antiat al, 1991). Récemment, des genes d'uréase ont étéscichez
trois espéces de diatomées {ricornutum T. pseudonand’. oceanica (Bakeret al, 2009).

L’'uréase catalyse la réaction suivante :

NH2CONH; + 2H,0 — H,COs + 2NH;

La perte de nickel provoque une perte irréveesidbe I'activité enzymatique (Hausinger,
1987), les algues cultivées dans des milieux caésern nickel présenterent des baisses de leur
taux de croissance (Pearsal, 2001). CheZlhalassiosira weissflogiil'uréase est localisée
dans la membrane plasmique (Price & Morel, 1988).

L’ATP-urée amidolyase (UALase) a été éetudiée en premier (Angiaal, 1991) chez la
levure (Roon & Levenberg, 1968, 1972). Elle estspnde exclusivement chez les
Chlorophycées , a I'exception des Mesotaenialeglels et Zygnematales (Ant al, 1991).
Certains membres des Ulotrichales possedent cepeletadeux enzymes (Bekheet & Syrett,
1977). L'ATP-urée amidolyase consiste en un conglerzymatique utilisant de la biotine
comme co-enzyme de transfert de groupe carboxyliqdeux ensembles enzymatiques
distincts la composent: un composant urée carbseyghun composant allophanate hydrolase.

NH2-CO-NH; + HCO; + ATP — NH,-CONH,-COO + ADP+ Pi (urée carboxylase)

NH2-CONH,-COO- + 2HO + OH-— 2NH; + 2HCGQ; (allophanate hydrolase)
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Les deux composants du complexe enzymatiquedsstnibués dans deux sous-organelles, et
la formation de l'allophanate est requise pourlitecile transport d’'un organelle a l'autre.
Leur position exacte dans la cellule chez les matgnies n’est pas clairement connue (Aptia
al., 1991).

1.1.4. Assimilation des acides aminés

Les diatomées marines sont capables d’assinifférehts acides aminés libres (Angaal,
1991) : arginine (Liu & Hellebust, 1974a,b), glutae (Liu & Hellebust, 1974a,b), valine
(Hellebust, 1970), aspartate (Jolley & Hellebu€t74), alanine (Lewin & Hellebust, 1978),
lysine (Flynn & Syrett, 1986), glycine (Lu & Stepise 1984), ou encore proline (Liu &
Hellebust, 1974a,b). Chez les diatomées benthidN@gcula salinariumassimile I'aspartate,
I'arginine, le glutamate, la glycine, I'histidinég sérine, la valine et la leucine, tandis que
Amphiprora cf. paludosaassimile I'aspartate et le glutamate en début déssance, et la
sérine, I'alanine I'histidine, la leucine au codesla phase stationnaire (Admiralal, 1987).
Thalassiosira rotulaa été caractérisée comme capable de croitre eenue de glutamate
(Sloan & Strickland, 1966). La diatomée centidelosira nummuloidesa pu croitre en
présence d’arginine, asparagine, glutamine, prainglutamate, mais ne put étre cultivée en
présence de dix-sept autres acides aminés testéslitist & Guillard, 1967). Lors de cultures
en présence d’'acides aminés comme sources azGyaetella crypticaassimila rapidement
'aspartate, le glutamate et I'alanine, alors qtmscinodiscus graanassimila l'arginine, la
valine, lisoleucine et la leucindl. excentricaincorpora tout acide aminé a I'exception de
I'aspartate (Admiraaét al, 1986).

En raison des faibles teneurs en acides amings amilieu marin, leur incorporation
s’effectue de maniéere active. Chez les diatomépades, le transport du glutamate (Hellebust
& Lewin, 1977) est ainsi effectué par des trangpog actifs ayant une régulation de type
Michaelis-Menten. Les travaux menés par Hellebu€78) chez la diatomé€yclotella
crypticaont démontré que le transport d’acides aminéd pa&slié a un flux de protons mais a
la concentration en chlorure de sodium. CRéaeodactylum tricornutuptincorporation de
la lysine est également Na-dépendante (Flynn & t§yrE986). L'augmentation de la
concentration en ion potassium K+ dans le milieu adture fait cependant chuter
I'incorporation intracellulaire de lysine (Flynn &yrett, 1986). Le potassium serait donc

impliqué dans des mécanismes d’influx actif deslexiaminés par antiport (Raven, 1980 ;
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Flynn & Syrett, 1986). Si les transporteurs d’asi@ninés des diatomées marines sont Na-
dépendants, a linverse, les algues dulcaquicadesmee Chlorella vulgaris utilisent des co-
transporteurs a protons’ our incorporer les acides aminés du milieu estér{Sauer, 1984).
Les acides aminés semblent étre incorporés pa types de transporteurs distincts chez le
phytoplancton afin de véhiculer les acides amirégativement chargés comme le glutamate et
I'aspartate, les acides aminés neutres comme tinglypu la phénylalanine et enfin les acides
aminés chargés positivement comme la lysine ajitiare (Antiaet al, 1991).

L’incorporation de la lysine et de l'arginine @hBhaeodactylunm’est pas perturbée par la
présence d’ammonium dans le milieu de culture @ri§rSyrett, 1986). En revanche, Flynn &
Wright (1986) ont montré que larginine inhibe Ewrporation de I'ammonium chez
PhaeodactylumLes acides aminés peuvent aussi inhiber l'inc@foan des nitrates (Bilbagt
al., 1981) et de l'urée (Kirk & Kirk, 1978). Une pdtion en azote stimule également les

systemes de transport d’acides aminés chez le playtcton (Antiset al,, 1991).

1.1.5. Assimilation et métabolisme azoté cellulaire

L’azote biodisponible sous la forme ammoniacast ensuite transféré sur des acides
organiques afin de former des acides aminés. Ltamghte deshydrogénase (GDH) et le
complexe glutamine synthétase / glutamimeétoglutarate aminotransférase ou glutamate
synthétase (GS/GOGAT) vont jouer un rble importalsins cette étape. Le complexe
GS/GOGAT apparait comme le systéme prioritaire passimilation de 'ammonium chez la
plupart des organismes aquatiques phototrophescé€xin 1992). Ce complexe permet de
greffer une molécule d’ammoniaque sur le glutarpatg former de la glutamine (GS) et
d’assurer des opérations de transamination. Laiodacatalysée par la glutamine synthétase
est endergonique et nécessite un couplage aveatrdlyge de I'ATP (Syrett, 1981). La GDH,

quant a elle, va permettre de fixer de 'ammoniagurede lo-cétoglutarate.

- Réaction catalysée pardtutamate deshydrogénaséGDH) :

a-cétoglutarate + Nkl+ NAD(P)H,H" — Glutamate + KO + NAD(P)

- Réaction catalysée pardéutamine synthétasgGS) :

Glutamate + NH+ ATP — Glutamine + ADP + Pi + O
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- Réaction catalysée par lglutamine a-cétoglutarate aminotransférase ou glutamate
synthétase (GOGAT):

Glutamine + NAD(P)H,H + a-cétoglutarate— 2 Glutamate + NAD(P)

Tempestet al (1970) ont montré I'importance de la GS et deGRGAT comme voie
métabolique d’assimilation de I'ammoniaque. Il &afy de la principale voie métabolique
pour I'assimilation de 'ammonium chez le phytomlton marin (Bressler & Saiyed, 1984).
Chez Chaetoceros affinjsl'activité de la GS est associée a de faibleguen internes ou
externes en azote, alors que l'activité de la GBHassociée a de fortes teneurs en azote
(Slawyk & Rodier, 1986). L'aspartate peut ausse groduit par transamination sur un acide
organique du cycle de Krebs, I'oxaloacétate, & éirsuite transformé en asparagine, forme de

réserve et de transport de I'azote.

Chez la plupart des algues pour qui les désamsnastracellulaires sont absentes, les acides
aminés absorbés représentent une source assimil&@zete organique. Les acides aminés
libres détectés en plus grande quantité dans l@playcton sont I'aspartate, le glutamate et la
leucine (Martin-Jézéquedt al, 1988). L'accumulation intra-cellulaire d’acidaminés libres
est contr6lée par les pools intracellulaires ertegamtamment en ammoniaque et en protéines
(Dortch, 1982 ; Dortclet al, 1984). En absence de désamination, la glutamaweporée peut
étre convertie en glutamate par la GOGAT (MiflinL&a, 1976). L’arginine représente 30%
des incorporations lors de cultures en co-présedeanmonium et d'arginine chez
Phaeodactylum tricornutunfFlynn & Wright, 1986). Cette source azotée esal@gent

catabolisée par la voie de I'ornithine-urée (Weetbeal, 1978).

Figure 36 (ci-dessous) : vue d’ensemble du métabolisme aksithilation de I'azote et du cycle de l'urée. 1.
arginosuccinate synthétase. 2. argininosuccinasegase 4. ornithine transcarbamylase 5. uréagkimine-
oxoglutarate aminotransferase (GOGAT) 7. aspagateonium ligase 8. glutamate deshydrogénase (GDH) 9
glutamine synthétase (GS) 10. cycle de Krebs lthacaoyl-phosphate synthase 12. asparagine synfttase

aspartate transaminase
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1.2. Sources azotées Pseudo-nitzschia

Les observationsn situ des populations d@seudo-nitzschidaissent a supposer qu’un
enrichissement en azote total au détriment desutenen silicium dans le milieu semble
favoriser la production toxinique (Bates al, 1998). Des relations positives ont été mises en
évidence entre déchargement estuarien en nitratesieur intracellulaire en acide domoique
(Smithet al, 1990) ou déchargement estuarien en nitrateoktapations dePseudo-nitzschia
spp. (Parsonset al, 2002). Les substrats azotés font donc depus llobjet d'un intérét
croissant dans I'étude deseudo-nitzschigpour leur influence a la fois sur la production de
biomasse, mais aussi sur la production d'acide dgueo Cette neurotoxine étant un acide
aminé secondaire, elle contient donc un atome tBadans sa structure chimique. Toutefois,
I'azote ne représentant que 4,5% de la masse maikcde I'acide domoique, il est tres peu
probable que cette toxine soit une forme de stackaganique de 'azote (Batesal, 1991).
Bateset al (1991) se sont interrogés les premiers sur I'thgbune carence en azote sur la
production d’acide domoique ch®z multiseries Cultivée en absence de source azotée, cette
diatomée ne produit plus d’acide domoique.

Les travaux suivants se sont focalisés sur lignfce des sources nitrates et ammonium sur la
croissance et la production toxinique Blemultiseries(Bates, 1998b)P. multiseriesmise en
culture en présence d’ammonium produit plus d’addmoique qu’en présence de nitrates, et
des la phase exponentielle lors de cultures ermb&ton les auteurs, ces observations étaient
probablement liées au stress ammoniacal imposéceéoissance des diatomées en présence
d’ammonium dans le milieu de culture (Battsal, 1993). Les sources d’'azote organique
n'ont été abordées que plus tardivement, lors datonde en présence de glutamine, mais sans
mesures de la toxicité des cellules Rlemultiseriesainsi cultivées (Hillebrand & Sommer,
1996). Lors de I'étude de l'impact des bactériegpliyges sur la production toxinique, la
glycine, la proline et le glutamate ont été ajostgales cultures déja enrichies en nitrates, mais
les différentes réponses physiologiques constagage conditions de culture des diatomées
axénigues et non-axéniques n’ont pas été claireroemiprises (Osada & Stewart, 1997 ;
Stewartet al, 1997).

L'impact de I'urée comme source azotée organigaeété étudié qu’'a partir des travaux de
Howardet al (2007). Ces auteurs effectuerent un enrichissediénohantillons d’eau de mer
naturelle en baie de Monterey (Californie) contérdes cellules d®seudo-nitzschia spet
les enrichirent en azote (50 uM de nitrates, 20didvhmonium et 20 uM d’urée). Les taux de

croissances des cultures, suivies par dosage dehl@ophylle, étaient statistiquement
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équivalents mais les teneurs intracellulaires eadeadomoique étaient plus importantes en
présence d'urée (9,39 pglqu’en présence de nitrates (4,26 fgdu d’ammonium (2,64
ng.M). lls réalisérent aussi des culturesRieaustraliset fixérent les teneurs d’'azote & 50 uM
de nitrates ou d’'ammonium et a 25 uM d’urée. Lex tde croissance rapportés étaient plus
faibles en présence d'urée (0% flu'en présence de nitrates ou d’'ammonium (3)9 Ues
teneurs intracellulaires d’'acide domoique étaidns pmportantes en présence d'urée (1,77
fg.cell') qu’en présence de nitrates (0,165 fg:hebu d’ammonium (0,112 fg.cé&l). Il est
donc ressorti de cette étude une tendance inverse k& croissance et la toxicité chez
australis selon la source d’azote utilisée, tandis quepedevements terrain deéseudo-
nitzschia spp montraient plus de toxicité intracellulaire présence d’'urée (Howaret al,
2007).

Cochlanet al (2008) s’intéresserent aux cinétiques d’absonptie sources d’azote d&
australis pour un isolat provenant de la baie de Monteréymentrerent que ces valeurs
variaient sensiblement suivant I'espéce chimiquezate en présence. Ces auteurs ont noté
une nette préférence pour les nitrates que pommntt@anium ou la glutamine. La souche étudiée
présenta cependant une tres faible affinité aweged’ lors de I'incorporation de ce nutriment

azoté a partir du milieu extracellulaire.

Thesseret al (2009) effectuerent un travail de comparaisodeesynthese de I'influence des
sources nitrates, urée et ammonium sur 19 soucifiésedtes représentant trois espéeces
respectivesK. multiseriesP. callianthaet P. fraudulenta Les résultats obtenus en terme de
croissance et de production toxinique ont étévagmbles d’'une souche a l'auti. calliantha
montra un taux de croissance plus important enepoés de nitrates (0,42 & 0,9) Jou
d’ammonium (0,51 & 0,87%J qu'en présence d'urée (0,42)JLa concentration totale en acide
domoique mesurée dans ces cultures fut plus farfésence d’ammonium (60 fg.cBlique
de nitrates (40 fg.cél) ou d’urée (20 fg.cefl) mais aucune relation significative ne se dégagea
entre croissance et production toxinique pour lesizd souches suivie$?. fraudulenta
présenta de fortes variations de croissance sulgaming souches suivies, certaines ayant une
meilleure croissance en présence des sources szoté (1,025 ou ammonium (0,887).

De méme, la production toxinique présenta des maxisnen présence d’urée (0,8 fg.¢ebu
d’ammonium, mais croissance et teneur intracelellan acide domoique n'ont pu étre
corrélés négativement que chez une seule soichaultiseriesprésenta un meilleur taux de
croissance en présence de nitrates (0J6od d’urée (0,683 selon la souche étudiée. De
méme, le maximum de toxicité fut détecté en préseharée (1,8 pg.cel) ou en présence
d’ammonium (0,48 pg.cél) selon la souche. Cependant, un seul isolat sudéeix suivis
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présenta une corrélation statistiquement posititeeeson taux de croissance et sa production

toxinique.

Tous ces résultats soulignerent I'existence d'dode variation intra-spécifigue mais
eégalement inter-spécifique dans le comportemensdashes toxiques deseudo-nitzschian
présence des sources azotées nitrates, urée etreummaes corrélations rappotées entre taux
de croissance et production toxinique ne furentcenséquence pas toujours identiques.
Contrairement aux résultats obtenus avec le siticéi les phosphates, la production toxinique
ne semble donc pas directement influencée pauleda croissance en présence de différentes

sources azotées.
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2. Role de difféerentes sources azotees et infludace
I’'hydroxyurée sur la croissance et la producticarmue de
Pseudo-nitzschia spp

Lors de ces travaux sur linfluence des sourcastées chezseudo-nitzschia sppnos
expérimentations avaient pour objectif de mettre é@ndence des conditions azotées
préférentielles pour la croissance et la productmxinique. Les sources azotées jusqu’ici
testées en culture et rapportées dans la littérapour le genrePseudo-nitzschia spp
concernaient les nitrates (source de référence tamdupart des milieux de culture pour
diatomées), 'ammonium et l'urée. La glutamine testée che®. multiseries(Hillebrand &
Sommer, 1996) eP. australis (Cochlanet al, 2008) mais sans rapporter de mesures de
toxicité.

Nous avons donc souhaité prolonger ces travauxianluant de nouvelles sources azotées
organigues. Nous avons pour cela choisi les espazetes nitrates, ammonium et urée,
macro-nutriments majeurs dans la nutrition azogeatganismes marins (Syrett, 1981). Mais
nous avons également inclu les acides aminés teldegglutamate, la glutamine et l'arginine
en raison de leur implication dans le métabolismetéa Ces acides aminés ont déja été
confirmés comme nutriments azotés potentiels pesrdiatomées (Antiat al, 1991). Le
glutamate et la glutamine sont impliqués dans iraggtion de 'ammonium. L’arginine peut
étre également dégradée en urée via le cycle d&l'iNous avons enfin sélectionné la taurine,
car ce déchet métabolique azoté excrété par lesrtébrés marins est susceptible d'étre
relargué en milieu cotier. Dans le cas de basstrgiooles comme celui de Marennes-Oléron,
cette excrétion par 'huitre creu€Fassostrea gigapeut représenter 130 a 710 pug d'azote
organique.rif.h® (Robert, 1982). La taurine, abondante dans lesudisde nombreux
invertébrés marins (Allen & Garret, 1971), peutsaitre utilisée comme source d'azote lors de
la croissance déNitzschia sp cf. ovalis et N. sp. acicularis (Robert, 1982). L'influence
potentielle de la taurine sur la croissance etrtayction d’acide domoique chéxseudo-
nitzschia spppourrait donc étre corrélée a la forte conceiamat’animaux marins, comme

dans le cas de parcs aquacoles.
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Nous avons donc procédé a ces travaux compadatifa physiologie de la nutrition azotée
lors des cultures en batch des soudhesultiseriesCCL 70 etP. australisPN C1 selon sept
différentes sources azotées : nitrates, ammoniu®e, uglutamate, glutamine, arginine et
taurine. La croissance et la production d’acide digjwe chez ces souches en présence de ces

sources azotées ont été suivies lors de ces alture

Ces sept sources azotées n'ont pas pu étre tmsE®s en culture continue en raison des
difficultés expérimentales qu’implique ce type deltare (chapitre 2). Nous avons donc
procédé a la comparaison de deux conditions azotdiggtes et urée. A notre connaissance,
aucune culture continue d&seudo-nitzschia sppéalisées en présence d’'urée n'a encore été
rapportée dans la littérature. Nous avons cepensiaettionné pour ces expériences deux
souches d@seudo-nitzschiaP. multiseriesCCL 70 et une souche toxique Bepungens®N

D10 alors a notre disposition au moment de nosrerpétations (voir détails en chapitre 2).

Enfin, la régulation et I'inhibition de I'incorpation des sources azotées nitrates et urée a été
étudiée che®P. multiseriesCCL 70 en ajoutant dans le milieu de culture dgdroxyurée, un
inhibiteur de l'uréase. Ces expériences avaient ot de réaliser une premiére mise en
évidence de l'activité uréase cheézmultiseriegout en recherchant d’éventuelles compétitions

entre incorporation des sources nitrates et urée cétte diatomée.

2.1. Mise au point des conditions expérimentales

2.1.1. Suivi des cinétigues de croissance et de peoduction toxinique de P.
multiseries CCL70 et P. australisPN C1 en présence de différentes sources
azotées.

Les cultures en batch ée multiseriesCCL70 etP. australisPN C1 ont été réalisées dans les
mémes conditions que celles décrites dans le seabagitre. Les souches ont été
préalablement carencées en azote pendant septdanssune culture d’eau de mer naturelle
enrichie en milieu L1 + Silicium (chapitre 2) dépawe d’azote. Un prélévement de toxicité
cellulaire a été alors réalisé et cette cultureerfét ensuite utilisée comme inoculat pour
ensemencer les cultures suivies au cours de cgtézience.

Les concentrations en sources azotées testédea(tab3) dans le milieu de culture L1 +

silicium (chapitre 2) ont été fixées de manieregpecter I'équimolarité en azote, en prenant
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pour valeur de référence la concentration en egréd41 uM) précédemment retenue pour les

milieux de culture L1 (voir chapitre 2).

Sel azoté Souches suivies Réplicas
NaNO; CCL70/PNC1 2
NH,CI CCL70/PNC1 2

Urée CCL70/PNC1 2
Glutamate CCL70/PNC1 2
Glutamine CCL70/PNC1 2

Arginine CCL70/PNC1 2

Taurine PN C1 2

Tableau 13: conditions expérimentales réalisées pour I'éael&influence de différentes sources d’azotelaur

croissance et la production toxinique de deux sesiclePseudo-nitzschia sp

Des cultures en batch & multiseriesCCL 70 ont été également réalisées dans les mémes
conditions que présenté ci-dessous mais en prés#ooe source lumineuse de moindre
intensité (50 pmol photons ms?). Les cultures-filles ont été réalisées en un séplicat :

'une en présence de nitrates et l'autre en pré&seburée. Les concentrations initiales en
sources azotées dans le milieu de culture L1 eiwili (chapitre 2) ont été fixées de maniére a
respecter I'équimolarité en azote (tableau 13). présevements journaliers ont été effectués

afin de mesurer la population cellulaire et la tertexinique (voir chapitre 2).

Une culture témoin dans du milieu L1 + siliciukoif chapitre 2) et sans apport azoté a été
également préparée pour chaque souche testéestluamue condition d’intensité lumineuse
testée. Les cultures ont été suivies pendant 2@ jmaximum. Des prélevements journaliers

ont été effectués afin de mesurer la populatiolulegle et la teneur toxinique (voir chapitre 2).

2.1.2. Comparaison des sources nitrates et urée $ode cultures continues en
photobioréacteur chezP. multiseriesCCL 70

Des photobioréacteurs ont été préparés et maimtexelon les protocoles développés
précédemment (voir chapitre 2) afin d’étudier lugince des sources azotées nitrates et urée
lors des cultures expérimentalesRianultiseriesCCL 70.

Une culture-mére d@. multiseriesCCL 70 a été cultivée en batch dans un milieu L1 +
silicium (chapitre 2) sans source azotée pendgours avant de servir d'inoculat au cours de
ces expeériences. Un prélevement a été effectuéafoioser la teneur toxinique intracellulaire

avant que cette culture carencéeRlemultiseriesCCL 70 ne soit utilisée comme inoculat.
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Cette culture a ensuite été utilisée pour ensemelerex photobioréacteurs remplis avec deux
litres d’eau de mer naturelle enrichie en milieu4&ilicium (chapitre 2) selon des conditions
azotées nitrates et urées fixées dans chacun deé&mmaiguimolaire (voir tableau 13). La
régulation pH dans les photobioréacteurs fut figé8,2 par injection de GOLes deux
photobioréacteurs ont d'abord été suivis en bati pasculés en mode continu &%our en

activant les pompes a un débit de 0,2 ml/min.

Une culture-mére dB. pungens®’N D10 a été préalablement carencée en azote merda
jours dans de I'eau de mer naturelle enrichie dirmL1 + silicium (chapitre 2) dépourvue de
sources azotées. Un prélevement a été effectuéafifoser la teneur toxinique intracellulaire.
Cette culture fut ensuite utilisée comme inoculairpensemencer un photobioréacteur rempli
avec deux litres d’eau de mer naturelle enrichienelieu L1 + silicium (chapitre 2) en
présence de nitrates comme source azotée (tabBal d pH fut fixé dans le volume de
culture du photobioréacteur a 8,2 et régulé pactign de CQ@ Le photobioréacteur a d’abord
été suivis en batch puis basculés en mode conltjriﬁ"ﬁjour en activant les pompes avec un
deébit de 0,2 ml/min. Au cours de I'expérience, ldieu frais injecté dans le photobioréacteur
en mode ouvert (débit : 0,2 ml/min) fut modifié B4™ jour aprés que la culture atteignit sont
état d'équilibre. Il fut alors substitué par un il L1 + silicium (chapitre 2) avec pour
condition azotée 220 uM d'urée.

2.1.3. Inhibition de l'assimilation de l'urée et efets sur la croissance et la
production toxinique de P. multiseriesCCL 70

De I'eau de mer artificielle modifiée a partir Beformulation Yerseke a été préparée (voir
chapitre 2) et enrichie en milieu de culture Llilieisim (chapitre 2) sans sources azotées. Des
concentrations en nitrates et en urée ont étédiréees doses variables d’hydroxyurée ont été
ajoutées dans les milieux de cultures (tableau 2d3}. teneurs en hydroxyurée trop fortes de
I'ordre du millimolaire pouvant bloquer le cyclelicéaire (Vaulotet al., 1986), nous avons
fixé nos concentrations pour des valeurs 200 af8i80en-dessous des concentrations finales

utilisées lors de travaux sur le cycle cellulaies diatomées.
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Condition Nitrates (uM) Urée (UM) Hydroxyurée (UM)
Nitrates + 0 pM
441 0 0
d’hydroxyurée
Nitrates + 17 uM
441 0 17
d’hydroxyurée
Urée + 0 uM
0 220 0
d’hydroxyurée
Urée + 8,5 uM
0 220 8,5
d’hydroxyurée
Urée + 17 uM
0 220 17
d’hydroxyurée
Urée + 34 uM
0 220 34

d’hydroxyurée

Tableau 14: conditions expérimentales mises en place enahifu cours de I' expérience d’inhibition de la

Un inoculat déP. multiseriesCCL 70 a été préalablement carencé en azote peselainjours
dans une culture en batch d’eau de mer artifica#léormulation Yerseke modifiée enrichie en
milieu L1 + silicium (chapitre 2) sans azote. Ceattdture-mere fut utilisée comme inoculat
pour ensemencer chaque culture expérimentale. uksres réalisées en duplicat ont été
suivies en batch (voir chapitre 2) jusqu’a la fim ldur phase stationnaire. Des préléevements

pour le comptage cellulaire ont été réalisés régemhent mais la teneur toxinique

croissance dB. multiseriesCCL 70 en présence d’hydroxyurée.

intracellulaire des diatomées n’a pas été rappaitéant cette expérience.
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2.2. Résultats

2.2.1. Suivi des cinétigues de croissance et de peoduction toxinique de P.
multiseries CCL70 et P. australisPN C1 en présence de différentes sources

azotées.

2.2.1.1.Croissance moyenne en phase exponentidildiemasse moyenne en

phase stationnaire des souches P. multiseries COLe¥7P. australis PN C1

en présence de différentes sources azotées

Les taux de croissance en phase exponentiele dailtiseriesCCL 70 ont été maximaux en
présence d’'ammonium (1,12)J(figure 37), alors que les taux de croissanceatétsires en
présence d’arginine, glutamine, urée et nitrassctoissances furent trés similaires (entre 0,59
et 0,63 J). En présence de glutamate, la souche préserfahli| taux de croissance en phase
exponentielle (0,08 comparable au témoin sans azote. Les culturdis@éa en présence
d’ammonium présentérent également les plus imp@sdnomasses moyennes lors de la phase
stationnaire rapportées expérimentalement (16088ules/ml). Les cultures produisirent trés
peu de biomasse en présence de glutamate (137hb(esfhl) ou en absence de sources
azotées. Les biomasses moyennes rapportées en gliadismnaire se situerent dans une

fourchette de valeurs étroite (entre 114525 et @39€ellules/ml) en présence de nitrates,

d’'urée, d’arginine et de glutamine (figure 38).
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Figure 37: taux de croissance moyens lors de la phase expiefie de cultures d@. multiseriesCCL 70 mises

en présence de différentes sources azotéey.(

94




1.4 -
o Nitrates
121 o Urée
E,' 1.0 4 A Arginine
o m Glutamine
2 0.8
§ : + Glutamate
g 0.6 1 B A Ammonium
(&}
()
© 0.4 4
X
=}
©
= 0214
k3
0.0 T T T 1
0 50000 100000 150000 200000
Biomasse moyenne (cell/ml)

Figure 38: taux de croissance en phase exponentiell. deultiseriesCCL 70 en fonction de la biomasse

moyenne en phase stationnaire lors de cultures sifférentes conditions azotées(2 a 5).

Il apparait, apres analyse de ces résultatsréfi§8) par régression linéaire, une corrélation
positive P < 0,01 ; R2 = 0,88) entre taux de croissance maerphase exponentielle et
biomasse moyenne en phase stationnaire 2 a 5). Le test de Spearman appliqué a ces deux
séries de données confirme également cette coorefatte et positives(= 0,964 ;P < 0,001).

70000

Population cellulaire (cell/ml)

Jours de culture

Figure 39: cinétiques de croissance lemultiseriesCCL 70 lors de cultures en batch a faible inténsit
lumineuse (50 umol photonsts?) en présence de nitrates (courbe bleue), uréeleaouge) et sans source

azotée (courbe noireq£l).
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Lors du suivi des cultures en batch PlemultiseriesCCL 70 a faible intensité lumineuse
(figure 39), les taux de croissance en phase expi@le furent maximaux en présence d’'urée
(0,67 J') et de nitrates (0,56 contre un faible taux de croissance pour la caltémoin sans
azote (0,33 J). Les biomasses moyennes en phase stationna@et fégalement plus fortes
pour les cultures enrichies en urée (58625 cellmlgst en azote (54500 cellules/ml) que pour

la culture-témoin (19566 cellules/ml).

Le suivi de linfluence de différentes source®taes chez la souchHe australisPN C1
montra que toutes les conditions azotées testémsirpat la croissance de la souche par
rapport a la culture témoin sans azote (figure #0)australisPN C1 présenta les taux de
croissance moyen en phase exponentielle les pipsrtemts en présence de glutamine (06 J
et d’'ammonium (0,56, alors que les résultats pour les sources azoiéeses et arginine
restérent sensiblement comparables (0;%8 Lles taux de croissances les plus faibles furent
rapportés en présence d'urée (0,44, #le glutamate (0,37) et de taurine (0,33Y). Les

résultats présentérent de faibles variations emtaegue réplica suivi expérimentalement.
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Figure 40: taux de croissance moyen en phase exponerdieleltures d€. australis PN C1 mises en présence

de différentes sources azotérs?).

Les plus fortes biomasses moyennes en phaserstaitie (figure 41) furent rapportées en
présence de taurine (365000 cellules/ml), d'urége@83 cellules/ml), d’arginine (360333
cellules/ml) et de nitrates (336000 cellules/mipraque les cultures en présence d’ammonium
(191250 cellules/ml), de glutamine (156700 cellindys et de glutamate (136048 cellules/ml)
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présenterent des biomasses comparables mais semsittl plus faibles qu’en présence des
autres sources azotées.

Par rapport aux taux de croissance en phase erpelte, les cultures réalisées avec de la
taurine comme source azotée présentérent des ¢acnoidsance moyen en phase exponentielle
les plus faibles et des biomasses en phase staienmportantes. Les cultures en présence
d’ammonium et de glutamine présenterent les bioesaparmi les plus faibles et les taux de
croissance les plus forts (figure 41). Seules ldaies en présence de glutamate présenterent
des taux de croissance moyen et des biomassessfaibl
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Figure 41: taux de croissance moyen en phase exponerdieRe australisPN C1 en fonction de la biomasse

moyenne en phase stationnaire lors de culturesésepce de différentes sources d’azote 2 a 5).

Il nN"apparait pas, apres analyse de ces resyligise 41) par régression linéaire, de tendance
négative significative § = 0,67 ; R2=0,03) entre taux de croissance moyenpkase
exponentielle et biomasse moyenne en phase statienfn = 2 a 5). Le test de Spearman

appligué a ces jeux de données ne permet pas nsm@ldistinguer de tendance en comparant
ces résultatsp(= 0,04;P = 0,885).
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2.2.1.2.Concentration toxinique intracellulaire desuches P. multiseries CCL 70

et P. australis PN C1 en présence de différentasrses azotées

La comparaison des teneurs intracellulaires mugeren acide domoique en fonction des
biomasses moyennes obtenues durant la phase statoa été effectuée pour les cultures en
batch des souches Be multiseriesCCL 70 etP. australisPN C1.

Dans les cultures de. multiseriesCCL 70 (figure 42), les teneurs toxiniques moyerines

de la phase stationnaire furent maximales en pcésdiurée (2,18 pg/cellule) et de nitrates
(1,38 pg/cellule). Les cultures mises en présemsesources azotées organiques glutamine et
arginine donnerent des teneurs intracellulairesemogs en acide domoique lors de la phase
stationnaire (respectivement de 0,22 et de 0,46eflgle) nettement inférieures aux teneurs
détectées en présence d’ urée et de nitrates. waesglutamate fut la seule source azotée
testée qui ne permit pas la production d’acide dqoe La plus faible teneur intracellulaire
toxinigue moyenne en phase stationnaire rappodéede ces expériences correspondit aux
cultures réalisées en présence d’ammonium (0,1delhgle). La culture-témoin suivie en

absence de source azotée ne permit pas égalenpeatliaction de toxines.
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Figure 42: teneur intracellulaire moyenne en acide domo#uénction de la biomasse moyenndPde
multiseries CCL 70 en phase stationnaire pour des culturessgs présence de différentes sources azatées (
2a5).
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L’analyse statistique des résultats obtenus iéigi2) ne permet pas de mettre en évidence de
tendance entre teneur toxinique intracellulaire emoye et biomasse moyenne a la phase
stationnaire : en effet, la régression polynomiatkque une tendance négative= 0,145 ; R?
= 0,387) tandis que le test de Spearman indiqueendance positive faible & 0,450 ;P =
0,255).

Concernant la comparaison entre taux de croissar@yen en phase exponentielle et teneur
toxinique intracellulaire moyenne durant la phaséiannaire (figure 43), 'analyse statistique
des résultats ne permet pas non plus dobtenir eshelance. L’analyse par régression
polynomiale donne une tendance négative faiBle 0,142 ; R2 = 0,426), tandis que le test de
Spearman donne une tendance positive interprétabiene faible £ = 0,523 ;P = 0,181).
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Figure 43: teneur intracellulaire moyenne en acide domog&uéonction du taux de croissance moyePde
multiseries CCL 70 en phase exponentielle pour des culturessrén présence de différentes sources azotées (
=2ab).

Lors du suivi des cultures en batchRlemultiseriesCCL 70 a faible intensité lumineuse, la
production toxinique (figure 44) débuta en phasgictnaire au ¥ jour pour la culture en
présence d'urée et ad"8jour pour la culture en présence de nitratesehatr intracellulaire
en acide domoique fut maximale pour la culture@sgnce d'urée (5,17 pg/cellule) dés 8°8
jour avant de décroitre a des valeurs comprisas @nt5 pg/cellule et 3,22 pg/cellule, tandis
que la teneur intracellulaire en toxines pour lduta en présence de nitrates resta située entre
des valeurs de 2,57 pg/cellule a 3,16 pg/cellule pid isolé fut détecté (0,19 pg/cellule) pour

la culture témoin sans source azotée.
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Figure 44: teneur intracellulaire en acide domoiquePdenultiseriesCCL 70 lors de cultures en batch a faible
intensité lumineuse (50 pmol photong ra*) en présence de nitrates (aires bleues), urées(@iuges) et sans

source azotée (aire blancha)«1).

La soucheP. australisPN C1 produisit de I'acide domoique en présencaitiiates, d'urée,
d’ammonium et de glutamate, mais les autres sowazetees testées ne favoriserent pas la
présence de toxines dans les cellules (figure U83. plus fortes teneurs intracellulaires
moyennes en acide domoique détectées lors de ke pdtationnaire ont été obtenues en
présence des sources azotées glutamate (22,5Mulg/cet ammonium (19,49 fg/cellule). La
souche étudiée présenta une teneur intracellulmoyenne en phase stationnaire plus
importante en présence de nitrates (12,33 fg/&llgl’en présence d’'urée (7,93 fg/cellule)
(figure 45).
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Figure 45: teneur intracellulaire moyenne en acide domog&judnction de la biomasse moyennddaustralis

PN C1 en phase stationnaire pour des cultures mispsésence de différentes sources azotées.
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L’analyse statistique des données (figure 45)qumel une tendance négative entre la teneur
intracellulaire moyenne en acide domoique et lanbgse moyenne en phase stationnaire (

2 a 5). Par régression linéaire, cette tendancativégest faible (P = 0,622 ; R2 = 0,04), de
méme que par le test de Spearman { 0,266 P = 0,498).

La comparaison entre taux de croissance moyerplase exponentielle et la teneur
intracellulaire moyenne en acide domoique en plsaggonnaire f = 2 a 5) (figure non
représentée) permet d’obtenir une tendance stpiéstpositive trés faible par régression
linéaire (P = 0,733 ; R2=0,02) comme par tesfpdearmany(= 0,178 ;P = 0,662).

Les dynamiques de production d’'acide domoiquecaurs de la croissance différérent
nettement selon la souche étudiée et la conditiotéa. Elles ont été comparées chez les deux
souched$. multiseriesCCL 70 (figures 46 et 47) & australisPN C1 (figures 48 et 49).

ChezP. multiseries(figure 46), les cultures en présence ammoniursgmt&rent une teneur
intracellulaire précoce de toxines, des le débukadghase exponentielleé(??jour) alors que
les taux de croissance augmentérent (figure 4ifdligaque pour les conditions nitrates et urées,
la présence de toxines intracellulaires commencéinede phase exponentielle®( jour et
7°™jour) (figure 46). Les cultures enrichies en sesrazotées glutamine et arginine donnérent
des teneurs intracellulaires en toxines détectéeseddébut de la phase stationnaif€{@ur).

Dans les cultures en présence de source azo&e lar toxicité intracellulaire cheB.
multiseriesCCL 70 sembla décroitre aprés une rapide produdtginique des la fin de la
phase exponentielle {# jour) (figure 46), contrairement aux dynamiquesesées pour les
cultures mises en présence de nitrates, arginirggudamine ou la concentration intracellulaire

en acide domoique sembla augmenter tout au lofg miease stationnaire (figure 46).
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Figure 48: comparaison entre la teneur intracellulaire mogeen acide domoique (histogrammes) et la
population cellulaire moyenne (courbes) au coursuiv des culturesnE2) deP. australisPN C1 selon la

condition azotée. A : nitrates. B : urée. C : ammon D : glutamate.
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Figure 49: comparaison entre la teneur intracellulaire moygeen acide domoique (histogrammes) et le taux de
croissance moyen (courbes) au cours du suivi dages fi=2) deP. australisPN C1 selon la condition azotée.

A : nitrates. B : urée. C : ammonium. D : glutamate
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Les concentrations intracellulaires en acide dgomdeP. australisPN C1 furent inférieures
d’'un rapport de I'ordre de x100 en comparaisonatggentrations mesurées dans les cultures
de P. multiseriesCCL 70. Les cellules d®. australis PN C1 présentéerent une toxicité
intracellulaire dés la fin de phase exponentieberples sources azotées nitrate®"{jour),
d'urée (7™ jour) ou de glutamate {8° jour), avec une augmentation des teneurs
intracellulaires en fin de phase de stationnairdueant la phase de sénescence (figure 48). Le
déclenchement de ces phases de production toximiguespondit a des chutes du taux de
croissance (figure 49). Les cultures en préseneeniionium donnerent deux étapes de
production toxinique : une premiére en cours desphexponentielle, avec un arrét brutal au
cours du 9" jour de culture confirmé dans les deux cultureségiica (figure 48), puis une
seconde durant la phase stationnaire f & 13™ jour de culture. La premiére phase de
production fut reliée a la chute brutale des taexcibissance, alors que la seconde phase de
production se déroula vers la fin de la phaseastagire. Les teneurs toxiniques intracellulaires
au cours de la phase de sénescence furent encsreaqdentuées en présence de glutamate
(figure 48).

L'ensemble des résultats obtenus lors des cglterebatch d&. multiseriesCCL 70 etP.
australisPN C1 selon différentes sources azotées a éténamans le tableau final ci-dessous
(tableau 15).

Les taux de croissance (indiqués par la lettecquep dans le tableau) fournis dans ce
tableau correspondent aux taux de croissance naygrase exponentielle calculés selon les
équations développées au chapitre 2. La populatiarimale indiquée est rapportée pour
I'ensemble des jours de suivi au cours des culfieefa biomasse moyenne correspond a la
moyenne de la population suivie uniquement lorlgghase stationnaire.

Les données sur I'acide domoique concernentetesuts intracellulaires maximales détectées
lors des suivis (pDA maximal), la teneur toxiniguéracellulaire moyenne lors de la phase
stationnaire (pDA moyen en phase stationnairepdtheur intracellulaire moyenne lors du

suivi global des cultures (pDA moyen).
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P. multiseries CCL 70 intensité lumineuse : 110 uhphotons nt .s*

M (J-1) | Population Biomasse pDA pDA moyen | pDA moyen
maximale | moyenne | maximal en phase (pg/cell)
(cell/ml) (cell/ml) (pg/cell) | stationnaire
(pg/cell)
[Nitrates] = 441 uM 0,598 96120 95116 2,12 1,38 1,21
[Urée] = 220 uM 0,601 125200 122620 2,53 2.18 1,62
[Ammonium] = 441 uM 1,120 173800 160567 0,30 0.14 0,17
[Arginine] = 110 uM 0,632 141000 139063 0,87 0.49 0,49
[Glutamine] = 220 uM 0,593 116000 114525 0,60 0.22 0,22
[Glutamate] = 441 uM 0,085 18500 13750 0 0 0
Sans azote 0,117 22300 20500 0 0 0
P. multiseries CCL 70 intensité lumineuse : 50 unpilotons nt .s"
M (J-1) | Population Biomasse pDA pDA moyen | pDA moyen
maximale | moyenne | maximal en phase (pg/cell)
(cell/ml) (cell/ml) (pg/cell) | stationnaire
(pg/cell)
[Nitrates] = 441 uM 0,56 56000 54500 517 2,33 2,33
[Urée] = 220 uM 0,67 60500 58625 3,16 2,85 2,85
P. australis PN C1 intensité lumineuse : 110 pmdigions n¥ .s*
M (J-1) | Population Biomasse pDA pDA moyen | pDA moyen
maximale | moyenne | maximal en phase (fg/cell)
(cell/ml) (cell/ml) (fg/cell) | stationnaire
(fg/cell)
[Nitrates] = 441 uM 0,484 348500 336000 37,14 12,33 14,47
[Urée] = 220 uM 0,446 350500 336063 24,84 7,93 10,80
[Ammonium] = 441 uM 0,561 195000 191250 43,94 19,49 22,76
[Arginine] = 110 uM 0,478 379500 360333 0 0 0
[Glutamine] = 220 uM 0,606 174500 156700 0 0 0
[Glutamate] = 441 uM 0,376 150000 136048 79,05 22,57 30,34
[Taurine] = 441 uM 0,331 394500 365000 0 0 0
Sans azote 0,246 58100 56875 0 0 0
Tableau 15: bilan des croissances et productions toxinigrebatch dé€. multiseriesCCL 70 etP. australisPN

C1 en présence de différentes sources azotéesedailieu de culturer(= 2 a 5).
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2.2.1.3.Concentration toxinique extracellulaire desuches P. multiseries CCL 70
et P. australis PN C1 en présence de différentasrses azotées

Lors des cultures de la soudAe multiseriesCCL 70, de I'acide domoique dissout dans les
milieux de culture a été détecté uniquement posr deltures suivies a faible intensité
lumineuse (50 pmol photonsms™). Aucune teneur d’acide domoique extracellulaieeéié
rapportée pour les cultures en batch réaliséesus foirte intensité lumineuse (110 pmol
photons rif .s%).

Les toxicités mesurées dans le milieu de culifigare 50) furent détectées durant la phase de
sénescence dés le®*I2jour pour la culture en présence d’urée (maximeni40 ng/ml) et au
15 jour pour la culture en présence de nitrates {@nl). Une trés faible toxicité a été
observée au £8%jour dans le milieu extracellulaire en fin de phatationnaire pour la culture
témoin (1,2 ng/ml). Chez les trois cultures suivéefaible intensité lumineuse, ces pics de

toxicité extra-cellulaire apparurent apres une el la teneur toxinique intracellulaire.
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Figure 50: comparaison entre les teneurs en acide domoique
intracellulaires (courbes bleues) et les tenewisitgues dans
le milieu de culture (courbe rouge) lors de cukuea batch a

faible intensité lumineuse (50 umol photon$ 1) deP.
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Lors des cultures en batch Be australisPN C1, seules les cultures dans lesquelles une
concentration toxinique intracellulaire a été ditecprésentérent également des teneurs en

acide domoique dissout dans le milieu de cultugen@ 51).
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Figure 51: moyenne des teneurs intracellulaires en acideoiiyue particulaire (courbe bleue) et des tenaurs e
acide domoique dissout dans le milieu de cultuverfze rouge) pour la soucRe australisPN C1 lors de

cultures en batch en condition nitrate.

La comparaison des teneurs en acide domoiqueaite et dissout au cours des cultures en
batch en présence de nitrate (figure 51) nous uedigue deux phases de relargage de toxines
dans le milieu de culture eurent lieu : une preen@m début de phase stationnaire™{fpur)
(28,54 ng/ml dans le milieu de culture) et une sdecen fin de phase stationnaire (24,9 ng/ml
dans le milieu de culture) (9% jour). Ces deux phases furent également corrélées des
hausses des teneurs intracellulaires en acide domdfigure 48) au®d®jour (14,3 fg/cellule)
et au 17™jour (35,4 fg/cellule).
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Figure 52: moyenne des teneurs intracellulaires en acideoiipue particulaire (courbe bleue) et des tenaurs e
acide domoique dissout dans le milieu de cultuverfze rouge) pour la soucRe australisPN C1 lors de

cultures en batch en présence d'urée.
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Figure 53: moyenne des teneurs intracellulaires en acideoilyue particulaire (courbe bleue) et des tenaurs e
acide domoique dissout dans le milieu de cultuverfze rouge) pour la soucRe australisPN C1 lors de

cultures en batch en présence d’ammonium.

Lors des cultures en batch &e australisPN C1 en présence d'urée, la teneur en acide
domoique particulaire a peu varié (entre 2,37 2in8/ml) du début jusqu’a la fin de la phase
stationnaire, du ®jour au 268™jour de culture (figure 52). L’évolution observée teneurs
d’acide domoique par cellule (figure 48) est défée : la toxicité intracellulaire augmenta a la
phase de sénescence, ce qui n'est pas obserfiguce (52). De I'acide domoique dissout dans
le milieu de culture a été détecté des le débutadphase stationnaire, mais les teneurs
rapportées variérent sensiblement (de 0 a 32 nglmiours de la phase stationnaire (figure
52).

Les données collectées lors des cultures en hbaddcR. australis PN Cl1 en présence
d’ammonium (figure 53) indiquérent une présenceida domoique intracellulaire et dans le
milieu de culture des la phase exponentielleédlﬁdu é*mejour, suivie d’'une chute brutale des
teneurs intracellulaires en acide domoique avaats@&tonde phase de production (maximum
au 12™jour) au cours de la phase stationnaire. Cett@amjgue fut superposée avec un pic
de toxines extracellulaires détecté dans le mitieuculture entre le®3® et le 1™ jour
(usqu'a 49 ng/ml). Cette évolution correspond égmnt aux dynamigues rapportées

précédemment (figure 48).
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Figure 54 : moyenne des teneurs intracellulaires en acideoiipue particulaire (courbe bleue) et des tenaurs e
acide domoique dissout dans le milieu de cultuverfze rouge) pour la soucRe australisPN C1 lors de

cultures en batch en condition glutamate.

La culture en batch de. australisPN C1 en présence de glutamate permit d’obtergr un
teneur intracellulaire en acide domoique dés leidée la phase exponentielle (figure 48). Les
teneurs en acide domoique dans le milieu de cuffigere 54) furent tres irréguliéres (0 a 61
ng/ml), avec de nombreux jours de suivi rappor@sssacide domoique dissous, mais les
phases d’apparition dans le milieu présenterenttendance superposable a celle des teneurs
intracellulaires. La hausse brutale en phase dessénce (figure 48) n'apparut pas dans les

teneurs rapportées en acide domoique intracelulair
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2.2.2. Comparaison des sources azotées nitratesuede lors de cultures continues
en photobioréacteur cheZ’. multiseriesCCL 70 et chezP. pungens PN D10

Les cultures d@. multiseriesCCL 70 réalisées en systeme ouvert en photobitéaont été
maintenues en équilibre pendant seize jours aptéston des pompes (0,2 ml/min), pour la
culture continue en présence de nitrates (figujecdme pour la culture continue en présence

d’'urée (figure 56), avant I'arrét du suivi expérima.

Des teneurs intracellulaires en acide domoiquettindétectées dés 18"3jour de culture et
ont augmenté au cours de I'établissement de ItBéajuilibre de la population cellulaire, pour
atteindre des maximums le *I'7 jour & 3,38 pg/cellule en présence de nitrategi@ 55) et

également le £7™jour & 8,08 pg/cellule en présence d'urée (figiée

Au cours du suivi de ces cultures continues ésguce de nitrates comme d’urée, aucune

teneur extracellulaire d’acide domoique ne fut ctéedans le milieu de culture.

4.0 - 160000

3.5 _ - 140000
2 =
S 3.0 - 120000 €
© =
5% w E
8B 25 - 100000 =
LS B o
e s
S g 20 - 80000 S
85 3
g 0o 15 - 60000 <
g E je]
= 0O =
- T LU
2 1.0 | - 40000 =
c o
o [e]
| [N

0.5 - 20000

0.0 T T :I T D T T T T T T 0

1 2 3 6 7 8 9 10 13 14 15 16 17 22
Jours de culture

Figure 55: teneurs intracellulaires en acide domoique coégsaa la population cellulaire au cours de laucalt
en photobioréacteute P. multiserie€CL 70 en condition nitrates. La culture basculer®de continu au®3®

jour avec un débit de 0,2 ml/min.
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Figure 56: teneurs intracellulaires en acide domoique coégsaa la population cellulaire au cours de laucalt
en photobioréacteur d& multiseriesCCL 70 en condition urée. La culture bascule edenmmontinu au %*jour

avec un débit de 0,2 ml/min.

Les suivis de croissance lors de cette expériamtiquérent que les populations cellulaires
atteignirent a leur état d’équilibre des biomasses/ennes comparables (tableau 16) en
présence de nitrates (figure 55) ou d'urée (figbB¢ Les concentrations intracellulaires en
acide domoique augmentérent progressivement pteindre leurs maxima & partir du®f'?
jour de culture en présence de nitrates (figureg(338 pg/cellule) et en présence d'urée (figure
56) (8,08 pg/cellule), soit le double d’'une souazetée a l'autre.

Biomasse cellulaire Teneur intracellulaire Teneur intracellulaire

moyenne a I'équilibre  moyenne en AD a I'équilibre maximale en AD a I'équilibre

(cell/ml) (pg/cell) (pg/cell)
Nitrates (441 uM) 111727 2,16 3,38
Urée (220 uM) 118864 5,35 8,08

Tableau 16: comparaison entre les biomasses cellulaires nmegeet les teneurs intracellulaires en acide
domoique mesurées lors de I'état d’équilibre ddtsi@s continues de. multiseriesCCL 70 en conditions

nitrates ou urée.

Au cours de la culture continue de la souBhg@ungensN D10 en photobioréacteur, nous
avons procedeé a la substitution de la source anutede par une autre :
Aprés activation des pompes at"3our (0,2 ml/min), la culture atteignit un premiétat

d’équilibre avec des nitrates pour source azotées d&a milieu. Cette source azotée fut alors
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substituée par de I'urée dans le milieu de cultlés le 14™ jour de culture sans modifier le

débit des pompes (figure 57).

0,5 r 100000

0,4 - - 80000

0,3 - 60000

0,2 1 - 40000

0,1 1 - 20000

o sollnolall 1 ”H .

1 4 6 7 8 12 13 14 18 19 20 21 22 23 24

Jours de culture

Teneur intracellulaire en AD (pg/cell)
Population cellulaire (cell/ml)

Figure 57: suivi de la population cellulaire et de la tenietracellulaire en acide domoique au cours de
I'expérience en photobioréacteur cliezpungen$N D10 avec une substitution a%our des nitrates du

milieu par de I'urée.

La population cellulaire (figure 57) a I'équilibifut plus importante en présence de nitrates
(entre 70000 et 80000 cellules/ml) gu’en présenaedd (60000 cellules/ml), trés certainement
en raison d’'un léger lessivage de la culture auscda la substitution des sources azotées. Les
teneurs intracellulaires en acide domoique mesutaes les cellules de. pungens"N D10
furent inférieures a 0,1 pg/cellule en présenceittates et augmenterent jusqu’a doubler (0,2
pg/cellule) en présence d'urée (figure 57).

Au cours du suivi d@. pungen$N D10 en culture continue, aucune teneur exitdagk en

acide domoique ne fut détectée dans le milieu Hereu
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2.2.3. Inhibition de lincorporation de l'urée et effets de I'hydroxyurée sur la
croissance et la production toxinique d€®. multiseriesCCL 70

Les résultats obtenus lors des cultures en bdedR. multiseriesCCL 70 montrérent une
action négative de I'hydroxyurée sur les croissarpmur les cultures enrichies en urée (figure
58) comme pour les cultures enrichies en nitrdiggré 59) :

140000 -

Urée + 34 uM
hydroxyurée

—=—Urée + 17 uM
hydroxyurée

—>%—Urée + 8,5 uM
hydroxyurée

—+—Urée + 0 uM
hydroxyurée

Population cellulaire (cell/ml)

Jours de culture

Figure 58: cinétiques de croissance en batcliPdmultiseriesCCL70 en présence d'urée (220 uM) et de

concentrations variables en hydroxyurée (0 a 34.uM)

100000 -
90000 +
‘E 80000 -
‘T 70000 - —e— Nitrates + 0 pM
© 60000 - hydroxyurée
r_g 50000 - —=— Nitrates + ’17 UM
o hydroxyurée
o 40000 -
s Urée + 17 uM
= 30000 1 hydroxyurée
§_ 20000 +
o 10000 +
0 '} T T T T 1
0 2 4 6 8 10
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Figure 59: comparaison des populations cellulaires en prgsd’'urée (courbe verte) ou de nitrates en présenc

d’hydroxyurée (courbe rose) ou en absence d’hydnae/ (courbe bleue).
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Les cultures réalisées en présence d'urée persahides taux de croissance moyen en phase
exponentielle et des biomasses moyennes en phasiensaire (tableau 17) corrélées
négativement par rapport aux concentrations iesiagdn hydroxyurée (figure 60 et 61). La

méme tendance a été notée lors de cultures empeede nitrates (figure 59).

Condition Hydroxyurée (uM) Taux de croissance moyen () Biomasse maximale (cell/ml)

Nitrates 0 0,71 88500

(441 pMm) 17 0,18 13800
Urée 0 0,70 129000

(220 pMm) 8,5 0,54 75200

17 0,49 73600

34 0,42 60000

Tableau 17: caractéristiques moyennes de la biomasse et ci®issance en fonction de la source azotée et de

I'apport en hydroxyurée dans le milieu de culture.

0,8 140000 -
[ 4

0,7 ¢ y =-0,0076x + 0,6508 120000 -
a i R? =0,8546 S
o 06 = 100000 | y =-1741x + 110434
8 05 - o R? =0,6851
= g 80000 - .
8 047 * 3
S £ 60000 - .
g % 5
2 0.2 & 40000 -
= 5
F 01 m 20000 -

o T T T 1 0 T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Concentration en hydroxyurée (UM) Concentration en hydroxyurée (uM)

Figure 60: relation entre le taux de croissance en phas€igure 61: relation entre la biomasse maximale en phase
exponentielle et la concentration initiale en hyguoée  stationnaire et la concentration initiale en hygroke lors
lors de cultures en batch BemultiseriesCCL 70 en  de cultures en batch ¢ multiseriesCCL 70 en condition

condition uréeR < 0,1). urée P=0,175).
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2.3. Discussion

Dans la littérature scientifique, les nitratepa@issent comme la principale source azotée
utilisée lors de I'étude des diatomées toxiques dennées terrain disponibles concernent
principalement les teneurs en nitrates : il a @6iaapporté qu’'un déchargement en nitrates
dans les eaux de riviére lors d’'un bloom en bai€akligan (Prince Edward Island) en 1988 a
augmenté de maniere significative la teneur inthaleére en acide domoique chez un bloom
de Pseudo-nitzschia spSmith et al, 1990; Bateset al, 1998). Cependant, les auteurs
émirent I'hypothése que les enrichissements eredntdl au détriment des teneurs en silicium
dans le milieu favoriseraient la production toximéq La principale source azotée employée
lors de cultures en batch Bseudo-nitzschia sppeste également les nitrates. Leur substitution
par 'ammonium Batest al, 1993), 'urée (Howaret al, 2007 ; Thesseat al, 2009) ou la
glutamine (Hillebrand & Sommers, 1996 ; Coch&tral, 2008) ne représentent que quelques
exceptions rapportées dans la bibliographie.

Notre travail d’investigation de la croissancaletla teneur toxinique de culturesPgeudo-
nitzschia sppen présence de sources azotées arginine, taefrigRitamate, ainsi que leur
comparaison aux sources azotées nitrates, ammonid®m,et glutamine, représente donc une
somme de résultats novateurs. De méme, les cultor8nues dePseudo-nitzschia spp
rapportées a notre connaissance dans la littératone été suivies qu’en présence de nitrates
dans le milieu de culture (Bates, 1998). Nous rapps donc aussi des données inédites en
réalisant des cultures continuesRlemultiseriesSCCL 70 en présence d’urée et en décrivant la

premiere culture continue d’'une souche toxiqu® deungens

2.3.1. Croissance dePseudo-nitzschia sp en fonction des sources azotées
disponibles dans le milieu de culture

Nos résultats obtenus lors de cultures en beffelctuées sur des souchesRdemultiseries
CCL 70 et deP. australisPN C1, ont démontré que ces diatomées peuventectoutes deux
en présence de nitrates, d’'urée, d'ammonium, damine et d’arginine.

Durant nos expériences de cultures en batdh deultiseriesCCL 70, la plus forte croissance
en phase exponentielle (1,19 &t la plus forte biomasse durant la phase stagioa (173800
cellules/ml) ont été obtenues en présence d’ammomo comparaison de toutes les autres
sources azotées testées. Lors des travaux de Thatsak (2009), les cultures en batch Ee
multiseriesprésentérent un meilleur taux de croissance agsqiirates (0,76 ou de I'urée
(0,68 J) selon la souche étudiée. Bagsl (1993), quant & eux, rapportérent lors de cudture

en batch deP. multiseriesdes biomasses cellulaires moyennes durant la ptagennaire
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toujours plus importantes en présence de nitrat&ngrésence d’ammonium (a concentration
équimolaire entre les deux nutriments azotés emtdéé culture). Nos résultats, obtenus a
partir du suivi d’'une souche d& multiseriedifférente de celles étudiées dans ces précédents
travaux, mettent donc en évidence a l'inverse unpmtement préférentiel d@. multiseries
CCL 70 en présence d’ammonium.

Nous avons également obtenu un taux de croissaagemal chez’. australisPN C1 pour
les sources azotées ammonium (0,3pphAr rapport aux sources azotées nitrates (0 %@&tJ
urée (0,44 J3). A linverse, les biomasses moyennes en phasgorstaire furent plus
importantes en présence d'urée (350500 celluleindle nitrates (348500 cellules/ml) qu’en
présence d’ammonium (195000 cellules/ml). Les sevises rapportées par Howasd al
(2007) lors de cultures en batch d&e australis furent plus importantes en présence
d’ammonium (0,93 Y et de nitrates (0,89 qu'en présence d’'urée (0,52)JCes résultats
viennent confirmer les observations d’'Howatdal. (2007) sulP. australis Contrairement aux
résultats suP. australiset P. multiseriegapportés par la bibliographie consultée, notreke
P. multiseriesCCL 70 présente donc une croissance plus imperemprésence d’'ammonium
que notre souchi. australisPN C1.

P. multiseriesCCL 70 cultivée en cultures continue présenta éat’ d’équilibre des
biomasses cellulaires similaires en présence datestcomme d’urée. A l'inverse, pungens
PN D10 cultivée en culture continue eut une biomassllulaire a I'état d’équilibre plus
importante en présence de nitrates qu’en préséanceed Ce résultat chdz pungen®10 peut
cependant s’expliquer par un effet de lessivage derla substitution des nitrates par de l'urée
dans le milieu frais, le taux de croissance ati'dw@quilibre ne variant pas car fixé par le débit
en milieu nutritif frais (voir chapitre 2).

Nos résultats confirment les croissances en pcésale glutamine rapportées polRr
multiseries(Hillebrand & Sommers, 1996) & australis(Cochlanet al, 2008), et montrent
qgue l'arginine peut étre utilisée comme source afazxhezP. multiseries et P. australida
soucheP. australisPN C1 présenta en phase exponentielle un tauxoi&sance maximum en
présence de glutamine (0,8)Jtandis que les taux de croissance en préseacgimihe (0,48
JY ou de glutamate (0,37) furent plus faibles. Les biomasses moyennes emseph
stationnaire furent plus importantes en présenceauiéne (394500 cellules/ml) et d’arginine
(379500 cellules/ml) par rapport a toute autreucalien source azotée suivie. australisPN
C1 a également pu croitre en présence de taurja@ &) (source non-testée sBrmultiseries
CCL 70). La taurine n’a jamais été testee lors Wleures dePseudo-nitzschi@omme source
organigue azotée, mais sa concentration intrae@éuh cependant été étudiée et Jackesa
(1992), qui ont suggéré que la taurine pourraivisede régulateur osmotique chéz
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multiseries.Nos résultats ont par ailleurs montré dReaustralisPN C1 a pu croitre en
présence de glutamate mais avec un faible tauxaigsance en phase exponentielle (0,37 J
alors que la croissance R multiseriesavec du glutamate comme source azotée n'a pas
abouti. Cette absence de croissance ¢hanultiseriesCCL 70 en présence de glutamate est
étonnante. L’incorporation du glutamate par diffées diatomées pennées marines a été
rapportée (Antiaet al, 1991). Chez les diatomées marines penné&smeodactylum
tricornutum Nitzschia frustulunetN. ovalisont ainsi été notées comme capables de croitre en
présence de glutamate (Wheedtral, 1974). Il existe cependant de nombreuses exoepti
rapportées dans la littérature. Des souches isal@g@tenant aux espedelsaetoceros affinjs
Cyclotella nana Melosira sp, Navicula salinarum Skeletonema costaturou encore
Thalassiosira fluviatilisont été rapportées comme incapables de croitrgorésence de
glutamate (Wheelegt al, 1974). Guillard (1963) rapporta que les diatosn@arines centrées
assimilaient mieux la glutamine que le glutamal@ diatoméeCyclotella cryptica qui est
incapable d'utiliser la glutamine, peut croitre pasence de glutamate (Neilson & Larsson,
1980). Il n'existe pas d’explication physiologigaeces différences de comportement nutritif
chez les diatomées. Cependant, chez l'algue @hierella pyrenoidosacette différence
nutritive existe également et serait due a une impabilité de la membrane plasmique pour le
glutamate (Lynch & Gillmor, 1966). A notre connaisse, cette hypothese n’a pas été étudiée
dans le cas de diatomées.

Les relations entre taux de croissance et bioenaseyenne pour toute source azotée
confondue différerent chez les deux souches étsidigaurP. multiseriesCCL 70, il apparait
une corrélation positiveP(< 0,01) entre taux de croissance moyen en phgsenertielle et
biomasse moyenne en phase stationnaire (figureC3#zP. australisPN C1, il ne semble pas
exister de tendance statistique entre taux de samot® moyen en phase exponentielle et
biomasse moyenne en phase stationnaire (figureThgsseret al (2009) noterent quant & eux
qgue pourP. multiseries un seul isolat sur deux testés présenta unélation statistiguement
positive entre son taux de croissance en phasenerfpielle et sa production toxinique en

phase stationnaire.

Les diverses croissances, en batch comme enrewantinue, des différentes souches de
Pseudo-nitzschigtudiées en réponse a la présence de sourcessanotétives dans le milieu
de culture, montrent une forte variation intra-irger-spécifique chePseudo-nitzschia sp
Cette hypothése a déja été avancée a partir déatésaxpérimentaux pour expliquer des
différences d’assimilation entre différentes sowsclde micro-algues (diatomées ou autres)
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provenant du méme genre ou de la méme famille §Aettial, 1975). Pour le?seudo-
nitzschia ces variations intra- et inter-spécifiques ond également mises en évidence
expérimentalement chez 19 souches lors de I'inyatstin de la croissance et de la toxicité de
trois espéces différenteB.(fraudulentaP. multiseres etP. callienthg en présence de nitrates,

d’urée et d’ammonium (Thessenhal.,, 2009).

Lors de nos expériences, I'hydroxyurée a pertlabéroissance d@. multiseriesCCL 70
cultivée en présence de nitrates et d’urée. L’inioib de la croissance par I'hydroxyurée a éte
cependant beaucoup plus importante lorsque la soa@té cultivée en présences de nitrates,
avec un taux de croissance moyen en phase expelfeente 0,18 3, alors que cultivée en
présence d'urée et d’hydroxyurée a concentratidtialie comparable, le taux de croissance
moyen en phase exponentielle fut de 0,49LJurée inhibe I'activité de la nitrate réductase
chez la diatomé€yclotella cryptica(Liu & Hellebust, 1974b), et en présence d’uréetalux
d’incorporation des nitrates diminue de maniéreenlgpligue chezSkeletonema costatum
(Lund, 1987). Nous pouvons donc supposer que ldwydrée a remplacé 'urée et agit comme
inhibiteur de la voie d’assimilation des nitratdsez P. multiseriesCCL 70. Ces résultats
devraient cependant étre complétés par le suivcuiires en co-présence d’ammonium,
d’'urée, d’acides aminés et d’hydroxyurée. En effes diatoméeJhalassiosira pseudonana
Skeletonema costatuiorrigan & McCarthy, 1982) ePhaeodactylum sgRees & Syrett,
1979) perdent leur capacité a incorporer de I'em@résence d’ammoniaque.FSimultiseries
CCL 70 réagit de la méme maniere, son taux de sapnte ne devrait pas chuter en co-
présence d’ammonium et d’hydroxyurée. De mémegriis intéressant d’observer si une co-

présence d’acides aminés et d’hydroxyurée peutifient la croissance.

Lors de nos cultures en batchRlemultiseriesSCCL 70 en sources azotées nitrates ou d'urée,
les taux de croissance en phase exponentielletfaug@rieurs en présence d'urée par rapport
aux cultures en présence de nitrates pour les idéensités lumineuses.. Le taux de croissance
en présence d'urée fut plus important & 50 pumotapisom®s® (0,67 J) qu'a 110 pmol
photons rif.s* (0,6 JY). A I'inverse, le taux de croissance en présemcritiates fut plus faiblé
a 50 pmol photons tas* (0,56 J) qu’a 110 pmol photons fs® (0,60 J) Les biomasses
moyennes en phase stationnaire augmenterent avieaukse de lintensité lumineuse d'un
facteur x1,7 en présence de nitrates et d'un fact2|l en présence d'urée. La biomasse
moyenne en phase stationnaire fut plus importaote P. multiseriesCCL 70 a 110 pmol
photons rif.s*(voir tableau 15). Le role de la lumiére a été prploré cheseudo-nitzschia
Lors de cultures d®. multiseriesen batch (Batest al,1991) et en semi-continu (Bates &
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Léger, 1992), les diatomées mises en présencerdéenimontrerent des taux de division plus
faibles a 35-45 pmol photonsas® et plus forts & 90-200 pmol photon&.sT. Lewis et al.
(1993) ne rapportérent aucune différence a 80 @tpliol photons fs! dans les taux de
division de cultures en batch &e multiseriesen présence de nitrates. Lors de nos expériences,
nous avons également observé une relation posiintee le taux de croissance en phase
exponentielle et intensité lumineuse en présencenittates. La relation est en revanche
négative en présence d’'urée comme source azotderteacroissance de. multiseriesCCL

70 lors de la culture en présence d’urée a 50 ypimafons rif.s* pourrait s’expliquer par une
préférence pour les sources azotées organiquetla fatensité lumineuse. Thessenh al
(2009) ont rapporté un taux de croissance maxitéiB(J') en phase exponentielle & 15°C,
avec une saturation lumineuse des cellules derdéee a partir de 28 pmol photon&.st.
Nos expériences n’investiguent pas assez de vatBmtensités lumineuses différentes pour

proposer a notre tour des valeurs de saturatiomkuse pouP. multiseriesCCL 70.

2.3.2. Teneurs intracellulaires en acide domoiquehez Pseudo-nitzschia spselon
les sources azotées en présence

La production d’acide domoique en présence dérdiites sources azotées a également été
suivie dans nos cultures. Dans la littérature sifigne, les comparaisons rapportées entre
sources azotées et teneurs intracellulaires er a@aohoique ne concernent que des cultures en
batch. Nous avons pour notre part apporté de nimsvelonnées en comparant les teneurs
intracellulaires en acide domoique au cours deaisgten continu en présence de nitrates ou
d'urée.

Nos deux souches suivies lors de cultures enhbatteduisirent de I'acide domoique en
présence d’ammonium, d'urée et de nitrates. LatsBc multiseriesCCL 70 présenta des
teneurs intracellulaires moyennes en phase stati@plus importantes en présence d’urée
(2,18 pg/cellule) qu’en présence de nitrates (pgg8ellule) ou d’'ammonium (0,14 pg/cellule).
Bateset al (1993) rapporterent ainsi des productions d’addmoique che®. multiseries
deux a quatre fois plus importantes lors de cult@m® présence d’ammonium par rapport aux
cultures en présence de nitrates. Thesteal (2009) noterent que le maximum de teneur
intracellulaire en acide domoique pdr multiseriesfut détecté soit en présence d'urée (1,8
pg/cellule), soit en présence d’ammonium (0,48 gdt)/cselon la souche étudiée. Nos résultats
obtenus avec la soucke multiseriesCCL 70 sont donc en désaccord avec ces étudesjyaui
nos milieux de culture en présence d’ammonium faeoent les plus faibles teneurs

intracellulaires d’acide domoique par rapport auixuces en présence de nitrates ou d’urée.
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La soucheP. multiseriesCCL 70 présenta eégalement des teneurs intradedlsltoxiniques
durant la phase stationnaire en présence de ghea(aleur moyenne 0,22 pg/cellule) ou
d’arginine (valeur moyenne 0,49 pg/cellule). ligitaa notre connaissance de la premiére étude
rapportant une production d’acide domoique avec dms acides aminés comme source
azotée organique dans le milieu de culture.

Aucune teneur toxinique intracellulaire ne fyspartée lors de notre suivi expérimental dans
les cultures d®. multiseriesCCL 70 en présence de glutamate, malgré I'abséaoroissance
observée expérimentalement. La culture-témoin adtisur un milieu dépourvu d’azote ne
produisit pas non plus de toxines. Ces résultgtégreent les observations faites par Batés
al. (1991) concluant qu’une culture & multiseriedimitée en azote ne produit pas d’acide
domoique. Dans le cas des cultures réalisées sarue de glutamate, la tres faible croissance
et 'absence de teneur intracellulaire en toxire# slonc comparables a une culture carencéee
en azote, et laissent supposer BuenultiseriesCCL 70 fut incapable d’assimiler le glutamate

présent dans le milieu de culture.

Lors des cultures en continu 8e multiseriesCCL 70, les teneurs intracellulaires dans les
diatomées prélevées a I'équilibre furent plus inguales en présence d’'urée comme source
azotée qu’en présence de nitrates.

Un précédent essai de culture en continB.daultiseriesCCMP 2708 avait pu étre réalisé en
présence de nitrates (881 uM) ou d'urée (440 pMhroe sources azotées (Calu, 2007).
Rapportés dans la figure ci-dessous (figure 623osbparés aux résultats obtenus avec la
soucheP. multiseriesCCL70, ces données confirment une tendance négatitre la teneur
intracellulaire en acide domoique et le taux déssemce en culture continue (figure 62).

Les fortes variations dans les toxicités intrataires mesurées et symbolisées par des barres
d’erreur autour de leur valeur moyenne (figure $8xpliquent che®. multiseriesCCL 70 par
une hausse des teneurs intracellulaires en acideidae au cours du suivi de I'état d’équilibre
des cultures continues en présence de nitratagdfisgb) comme d’urée (figure 56). Le méme
phénomene fut observé pdar multiseriescCCMP 2708 (Calu, 2007). Les mémes observations
furent rapportées lors de cultures continue® denultiseriesen présence de nitrates (Bagts
al., 1996) : a faible taux de division et a I'étaéqllilibre, la teneur intracellulaire en acide
domoique augmenta jusqu’a atteindre un seuil maxinau bout de 15 jours de suivi. Nos
cultures en continu semblérent également stabilsers teneurs intracellulaires en acide

domoique apres 14 jours d’augmentation de la tigxéci’état d’équlibre (figures 55 et 56).
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Figure 62 : comparaison entre les teneurs intracellulairegennes en acide domoique a I'état d’équilibrest |

sources azotées en présence lors de cultures westile deux souches BemultiseriesCCMP 2708 et CCL 70.

En culture en batch (tableau 15), comme en ailtontinue (figure 62F. multiseriesCCL
70 présente donc une plus forte teneur intrac@liéutaxinique en présence d’'urée.

Etant donné les différences géographiques decyadglent de ces deux souches Rle
multiseriessuivies (la souche CCL70 provient de I'estuairdad@amise et la souche CCMP
2708 des cotes nord-américaines) lors de ces esltain continu (figure 62), nous pouvons
supposer que ces deux clones n'étaient pas idestidien que cette hypothése nécessiterait
une confirmation génotypique. Dans ce cas, I'hyps¢hd’une réponse physiologique en
culture continue généralisable a toute souché®.dmultiseriesen présence d’'urée dans des
conditions de flux nutritifs ouverts (exemple d’estuaire) peut étre formulée au vu de nos
résultats. Cette hypothése n'a pas été, a notreatssance, rapportée dans la littérature
scientifique.

Nous envisageons donc comme extrapolatiositu qu'un déversement important d’'urée
dans le milieu cotier (par origine anthropique @u excrétion d’'organismes) puisse entrainer
une plus forte teneur intracellulaire en acide digme lors d’'un bloom toxique deseudo-
nitzschia spp

Durant le suivi en batch de la soudhemultiseriesCCL 70, les teneurs intracellulaires en
acide domoique furent maximales & faible intersitéineuse (50 pmol photonss™) pour
les cultures en présence d'urée (5,17 pg/cellulenerésence de nitrates (3,22 pg/cellule). A
plus forte intensité lumineuse (110 pmofst), les teneurs intracellulaires rapportées dhez
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multiseriesfurent plus faibles (toxicités maximales rappastde 0,6 pg/cell a 2,53 pg/cellule).
La teneur intracellulaire en acide domoique fut a@orrélée négativement a l'intensité
lumineuse lors de nos expériences aReanultiseriesCCL 70. A l'inverse, Bates et Léger
(1992) ont observé que chez les cultures en batéh chultiseriesen présence de nitrates, les
teneurs cellulaires en acide domoique furent @liEds a 35 pmol photonsfs™® qu'a 90-200
pumol photons M.s® (toxicités intracellulaires comparables pour cajsmme d'intensité
lumineuse). Lewiset al. (1993) notérent également que cHez multiseries les taux de
production d’acide domoique furent corrélés positient avec I'intensité lumineuse a 25°C :
jusqu'a 7,5 pglcellule & 80 pmol photong ns* et supérieurs & 15 pg/cellule & 180 pmol

photons rif .s™.

La souché®. australisPN C1 présenta durant la phase stationnaire desreintracellulaires
moyennes en acide domoique plus importantes ermrésd’ammonium (19,49 fg/cellule)
gu’en présence de nitrates (12,33 fg/cellule) awék (7,93 fg/cellule). La souche produisit
également des toxines en présence de glutamate/ (Rffcellule), mais ne présenta de teneurs
toxiniques intracellulaire lors de cultures en pree de glutamine, de taurine et d’arginine. En
présence de nitrates, les teneurs intracellulainegcide domoique rapportées cReaustralis
PN C1 furent en-dessous de celles rapportées pas@eet al. (1992) pour la méme espece a
partir d’autres isolats (12 a 31 pg/cellule), mapendant supérieures a celles rapportées par
Howardet al (2007) (0,112 a 1,77 fg/cellule) lors de cultueesprésence des sources nitrates,
urée et ammonium. Howare@t al (2007) rapportérent pouP. australis des teneurs
intracellulaires d’acide domoique plus importardesprésence d’'urée (1,77 fg/cellule) qu’en
présence de nitrates (0,165 fg/cellule) ou d’ammnon{0,112 fg/cellule). Nos résultats sont
donc pour notre part différents de ceux rapportész cHowardet al (2007) lorsque nous
comparons les teneurs intracellulaires d’acide dgo® obtenues en présence de ces trois
sources azotées ; notre plus forte teneur toxingp®bservée en présence d’'ammonium, et la
teneur intracellulaire d’acide domoique en présetwete est plus faible par rapport a celle en
présence de nitrates. Nous avons donc obtenu dekaté variant de maniere intraspécifique

pourP. australislorsque nous les comparons avec la bibliograpimsaitée.

Pour cette souche. australisPN C1, les concentrations intracellulaires d’aaidenoique
furent bien plus faibles que celles détectées dPezanultiseriesCCL 70. Nous notons
également que chez les deux souches, les tendraseifulaires en acide domoique different
selon la source azotée : elles furent maximalegrésence de glutamate chezaustralisPN
C1 alors queP. multiseriesne produisit pas d’'acide domoique en présenceette source
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azotée organique, et furent minimales cReaustralisPN C1 en présence d’'urée alors qu'il
s'agit de la source azotée permettant d'obtenir phss forts taux d’acide domoique
intracellulaire chez”. multiseriesCCL 70. Enfin,P. australisPN C1 ne produisit pas de
toxines en présence de glutamine et d’argininetramament &. multiseriesCCL 70.

Thessenet al (2009) rapporterent des variations de croissaicde production d’acide
domoique en présence d’ammonium, d'urée et detestrgour trois especes @seudo-
nitzschia sppNous observons également, lors de nos expériedesvariations intra- et inter-
spécifiques dans la production d’acide domoiquernskl source azotée en présence chez ces

deux souches deseudo-nitzschiétudiées expérimentalement.

2.3.3. Dynamique de production de I'acide domoiquehezP. multiseriesCCL 70
et P. australisPN C1

Au cours de nos expériences, les dynamiques ddugtion intracellulaire de l'acide
domoique suivies tout au long des cultures en bdé&R. multiseriesCCL 70 (figure 46)
montrent que la production d’acide domoique eut diés le début de la phase exponentielle en
présence d’ammonium et en fin de phase exponangellprésence de nitrates et d’'urée, mais
n'eut lieu qu’en phase stationnaire en présenagidiae et de glutamine. Le suivi des cultures
réalisées en batch poBr australisPN C1 montre que les sources nitrates, urée &rgate
permirent une production toxinique des la fin dphase exponentielle et au cours de la phase
stationnaire, alors que la présence d’ammonium renipeune premiére production d’acide
domoique au cours de la phase exponentielle, esexmnde production au cours de la phase

stationnaire (figure 48).

Une hypothése généralement admise considéreagpeotiuction d’acide domoique par les
souches d@seudo-nitzschitoxiques se déroule durant la phase stationnagge domoique
étant considéré comme un métabolite secondair@$B&098). Mais lors de cultures en batch
de P. multiseriesen présence de nitrates, Battsal (1991) rapportérent une dynamique de
production initiée lors de la transition entre ila de la phase exponentielle et le début de la
phase stationnaire. Une teneur conséquente d’doich@ique en phase exponentielle (jusqu’a
4 pg/cellule) a été également rapportée dhemultiseriesen présence d’ammonium comme
source azotée (Bates al, 1993). Garrisoet al. (1992) rapporterent quant & eux, lors du suivi
en batch d’'une souche &e australisen présence de nitrates, une production d’acideotipue
des la phase exponentielle et jusqu’au milieu dehlase stationnaire. Lundholet al (1994)
noterent également des traces d’acide domoiquentiargphase exponentielle lors de cultures

en batch d®. seriataen présence de nitrates.
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Nos résultats confirment donc les observatioesgaemment rapportés dans la bibliographie
pour les cultures d@. multiseriesen présence de sources ammonium et nitrates etRoou
australis en présence de nitrates. Il semblerait donc quumduction d’acide domoique en
phase exponentielle soit possible cReznultiseriesCCL 70 comme cheR. australisPN C1,
selon la source azotée disponible dans le miliecuttare.

Durant les productions toxiniques en phase sta#ive,P. multiseriesCCL 70 présenta une
teneur croissante en acide domoique intracellukireours du suivi pour les sources azotées
nitrates, glutamine et arginine, et une teneurnioxie intracellulaire décroissante en fin de
phase stationnaire au cours du suivi en présencéed(figure 46). Mais Batest al (1991)
remarquerent également que lors de ces culturdmteh en présence de nitrates, les teneurs
toxiniques intraellulares atteignirent rapidememtpic intracellulaire d’acide domoique de 6,8
pg/cellule avant de décroitre jusqu’a une teneuradellulaire de 4,7 pg/cellule. Ce
comportement pourrait donc varier selon la soudhdiée et la présence de sources azotées
dans le milieu. Ce comportement n'a pas été ceénstetzP. australisPN C1, ou les teneurs
intracellulaires en acide domoique en présence ittatas, d'urée ou d'ammonium ont
continuellement augmenté au cours de phase statrenat durant la phase de sénescence
(figure 48). Garrisoret al (1992) rapporterent quant a eux pour des culteds australisen
présence de nitrates une augmentation de la téxiditacellulaire initi€e au cours de la phase
exponentielle jusqu’a atteindre un pic au milieulaghase stationnaire et décroitre ensuite
lentement. Nos dynamiques obtenues peuraustralisPN C1 semblent donc différentes de
celles obtenues par Garris@t al (1992). Nous n'avons cependant pas trouvé dans la

littérature d’autres études nous permettant d’dppiir ces comparaisons.

Les productions d’acide domoique observées ersepleaponentielle lors de cultures en
présence d’ammonium pourraient étre considéréesneontes réponses au stress cellulaire
(Bateset al, 1993). Nos résultats ont montré que clezaustralis PN C1, le taux de
croissance moyen en présence d’'ammonium durariidaepexponentielle fut important (0,56
J%) et suivi d’'une importante teneur en acide domeien phase stationnaire. A I'inverse, chez
P. multiseriesCCL 70, le taux de croissance moyen en phase expefle fut plus fort en
présence d’ammonium (1,12)J mais la teneur intracellulaire en acide domoidétectée au
cours du suivi de ces cultures y fut la plus failddleau 15). La production d’acide domoique
chezP. multiseriesCCL 70 en présence d’ammonium coincide avec unsseabrutale du taux
de croissance moyen au cours de la phase expdtesffigure 47). S’il semble peu probable
que la production d’acide domoique observée pauaustralisPN C1 soit le résultat d’'un

stress cellulaire accru en présence d’'ammoniungyeamiques de production observées dans
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le cas dé°. multiseriesCCL 70 laissent le champ libre a cette hypothégg, formulée lors du
suivi d’'une autre souche d® multiseriesen présence d’ammonium (Batgsal, 1993). Cette
observation appelle donc a examiner plus en dékedispools métaboliques d’ammonium
assimilés au cours de la phase exponentielle. Lanium NH," est la forme azotée assimilée
par le métabolisme cellulaire chez les tous lesamiggnes vivants, et donc naturellement aussi
chez les organismes aquatiques autotrophes (Vint88R). Ces pools d’ammonium vont étre
aussi bien utilisés pour les réactions biochimigdiasabolisme (en vue de la croissance) que

potentiellement utilisés dans la biosynthése ded@adomoique.

2.3.4. Origine et devenir de l'acide domoique extrellulaire détecté dans les
milieux de culture au cours de ces expériences

Lors de nos expériences, nous avons détectéékemre d'acide domoique extracellulaire
dans les cultures d@ australisPN C1 et pour les cultures 8e multiseriesCCL70 seulement
a faible intensité lumineuse (50 pmol photori&sh). Les cultures continues réalisées avec les
souchesP. multiseriesCCL 70 etP. pungensPN D10 n'ont pas permis de détecter d’acide

domoique dans le milieu extracellulaire.

La comparaison pour les culturesRleaustralisPN C1 entre les teneurs en acide domoique
particulaire dans les cellules et en acide domoitjssout dans le milieu de culture nous a
indiqué que des événements de forte productiomdeliulaire en acide domoique ont été
suivis de relargage des toxines dans le milieuuttere. Ces épisodes apparurent aussi bien en
début qu’en fin de phase stationnaire, ce phénomémgliqua donc pas uniguement une
libération des toxines par lyse cellulaire en phase sénescence. Toutefois, méme si
I'implication d’'un mécanisme de transport actif pétre supposée, il n’existe aucune donnée
dans la bibliographie consultée sur un tel transporsusceptible d’exporter I'acide domoique
en-dehors des membranes cellulaires. Il n'est g@ascpossible de discuter plus en détails les
mécanismes d’excrétion de I'acide domoique au mivaalulaire. Les concentrations d’acide
domoique dissout dans le milieu de culture fluetnéret ne montrérent pas de dynamique
d’accumulation durant leur suivi expérimental, Ecentrations détectées alternérent des
phases d’augmentation et de disparition brutales da milieu de culture. Ces disparitions
furent plus rapides qu’une dégradation photochimigie I'acide domoique (Burnst al,
2007), dont le temps de demi-vie est de 12 a 34ekezn milieu alcalin. Nous avons en effet
observé des disparitions totales des teneurs eltrdres en acide domoique en 24 heures, ce

qui reste trop rapide pour valider la seule hyps¢h&une dégradation photochimique.
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Lors des cultures en batch HemultiseriesCCL 70 avec une intensité lumineuse de 50 pumol
photons rif.s*, des teneurs extracellulaires en acide domoiquétérdétectés durant la phase
de sénescence, avec un maximum de 150 ng/ml eengesle nitrates dans la culture (figure
50). Thessemrt al (2009) rapportérent pour des cultures en batdh. seultiseriedes teneurs
extracellulaires d’acide domoique en présence tlates (3,76 a 30 ng/ml), d'urée (0,16 a 2,9
ng/ml) et d’ammonium (0,19 a 103 ng/ml). Nos réaslindiquérent également une plus forte
teneur extracellulaire en présence de nitratesngpfésence d’urée, mais nous ne disposons
pas d’éléments de comparaison en présence d’ammogdapendant, lors de nos cultures en
batch deP. multiseriesCCL 70 avec une intensité lumineuse de 110 pmotqguis nf.s?,
aucune teneur extracellulaire en acide domoiguetrdetectée. Il apparait également que lors
des cultures dB. multiseriesCCL 70 a faible intensité lumineuse, les tenentiscellulaire en
acide domoique furent plus importantes qu’'a famterisité lumineuse, toute condition azotée
confondue. Ces dynamiques sont différentes de scelipportées pour les cultures Be
australis PN C1 : les relargages n’interviennent qu’en phdsesénescence et donnent des
teneurs extracellulaires plus importantes, aloms gourP. australisPN C1, les épisodes de
relargage dans le milieu de culture peuvent aveir & n'importe quel moment du suivi des
cultures, a condition que des teneurs intracetiedaen acide domoique soient détectées. Lors
de cultures en batch d& multiseriesen présence de nitrates (Bastsal, 1991), la teneur
extracellulaire en acide domoique dans le miliewwture augmenta dés le début de la phase
stationnaire, alors que la teneur intracellulaimeaeide domoique fut également en hausse. La
teneur en acide domoique détectée dans le milizaceXulaire haussa tout au long du suivi,
jusqu’a atteindre 2,7 pg/ml (Batesal, 1991). Ces teneurs sont bien au-dessus de fmgva
d’acide domoique extracellulaire pd@rmultiseriesCCL 70.

Les teneurs d’acide domoique détectées dansiliesixnde culture pouP. australisPN C1
varierent entre des maximums de 28,54 ng/ml a &hiné\ notre connaissance, dans le milieu
naturel, lors de proliférations d& australis des concentrations d’acide domoique dans I'eau
de mer supérieures a 10 ng/ml ont été rapporté@amment lors de la crise ASP de 1991 en
baie de Monterey (Californie) (Waét al, 1994), ou encore jusqu'a 12,7 ng/ml dans legogss
de Santa Barbara (Californie) au printemps 2004ri8zeret al, 2007). Nos teneurs détectées
expérimentalement resterent donc dans des éctadlesoncentration proches des données
collectéedn situ mais furent toutefois jusqu’a 6 fois supérieussEsgui peut étre expliqué par
le confinement de nos cultures dans un volume dosfrairement aux blooms situ. La
comparaison entre nos dynamiques de relargagel@amieu de culture et les données terrain
reste cependant difficile a réaliser, les donnéHieaéesn situ n’étant pas aussi détaillées que
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le suivi d’'une culture en laboratoire et les teseam acide domoique dans le milieu de culture

n'étant pas systématiquement rapportées lors ddssh vitro.

Nos cultures ayant été réalisées a partir dehasugon-axéniques, il est tres probable que les
bactéries aient pu influencer les cinétiques deuemextracellulaire en acide domoique, voire
également les cinétiques intracellulaires.

Le role des bactéries dans la production d’admaoique fut suspecté (Batetsal, 1998), en
raison de la tres faible production d’acide domeigqthez des souches toxiques e
multiseriesrendues axéniques par traitement antibiotique ¢lxsu& Bates, 1992). Bates al
(1995) rapportérent pour différentes souche® denultiseriescultivées en batch en présence
de nitrates des différences dans les teneurs daltichoigue détectées entre cultures axéniques
et non-axéniques. En fin de phase stationnairecudisires non-axéniques présentérent des
teneurs toxiniques intracellulaires (maximum de3&@/cell) supérieure a celles des cultures
axénigues (maximum de 0,88 pg/cell). Les écartsmmaxs de teneur toxinique entre les deux
conditions allant jusqu'a un facteur de 9,35. Ptautes les souches suivies lors de ces
cultures, les teneurs toxiniques dans les milieencalture chutérent fortement entre cultures
non-axeniques (jusqu'a plus de 3000 ng/ml) et cedtuaxéniques (teneurs proches du seull
limite de détection). Les teneurs intracellulaiegsextracellulaires en acide domoique sont
donc plus importantes en conditions non-axénigGesi pourrait expliquer les faibles teneurs
en acide domoique détectées p&uraustralisPN C1, la souche ayant di étre traitée aux

antbiotiques pour assurer son maintient en soueljathavant expérimentation.

Les bactéries auraient également pu interveniassimilant I'acide domoique excrété. En
effet, Stewart (2008) a mis en évidence la capat@bsorption de I'acide domoique par les
bactéries épiphytes deseudo-nitzschia spe devenir de I'acide domoique ainsi assimilé par

les bactéries n’est cependant pas connu.

La soucheP. australisPN C1 a dd subir un traitement antibiotique afm lamiter les
proliférations de bactéries et la maintenir dantren@ouchothéque (voir chapitre 2). Des
observations microscopiques nous ont montré laepa&s beaucoup plus faible de bactéries
apres traitement (données non rapportées dans oeing Le traitement antibiotique réalisé
chez la souchd®. australisPN C1 n’'a pas rendu les souches axéniques, maist gou
entrainer une diminution assez significative dpdpulation bactérienne, provoquer une baisse
de la production toxinique chdéz australiset ralentir I'incorporation bactérienne des tosine
excrétées. Cette hypothése expliquerait ainsi emiep&es dynamiques de nos teneurs
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toxiniques intracellulaires et extracellulaires poas cultures. Il serait possible que les chutes
brutales de concentration extracellulaire d’acidendique correspondent a I'assimilation de la
toxine par la fraction bactérienne présente dasu#ures.

La souchd>. multiseriesCCL 70 ne fut pas traitée aux antibiotiques dulamexpériences de
cultures en batch réalisées en présence de difééresources azotées. Un traitement fut
cependant réalisé quelgues mois auparavant. Damas ldes cultures d& multiseriesCCL 70
a différentes intensités lumineuses, nous pourréggeement envisager que seuls des exces
trop importants de toxines excrétées aient pu dom@uune détection d’acide domoique dans
le surnageant, des excrétions plus faibles de ésxayant pu étre totalement et rapidement
incorporées par les bactéries épiphytes. Cettethgpe permettrait d’expliquer la présence
d’acide domoique extracellulaire suite a d'imporanproductions intracellulaires d’acide
domoique.

En absence de données sur les populations leawiés en présence, il n’est cependant pas

possible de discuter plus en détails ces hypotregqesimentales.
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2.3.5. Conclusion

Lors de nos expériences, pour toutes les soam@ges testées, nous n‘avons pas pu établir
de relation générale entre la croissance cellutita teneur intracellulaire en acide domoique.
Pour P. multiseriesCCL 70, les tests statistiques effectués sur kesnées de taux de
croissance moyen en phase exponentielle, de bienmaggenne et la production intracellulaire
toxinigue en phase stationnaire n'ont pas perméadlir de tendance particuliere entre
croissance et teneur toxinique (figures 42 et B@urP. australisPN C1, il est apparu une
tendance statistiguement négative entre la biomasagimale moyenne et la teneur
intracellulaire toxinique en phase stationnairgguife 45) et, a l'inverse, une tendance
statistiqguement positive entre taux de croissangehase exponentielle et teneur intracellulaire

en acide domoique lors de la phase stationnaire.

Nous avons également observé, lors de culturesah deP. australisPN C1 et deP.
multiseriesCCL 70, des différences intra-spécifiques et isf@eeifiques dans les croissances
et les teneurs intracellulaires en acide domoigppartées. Ces variations sont donc en accord
avec les hypothéses formulées par Thessah (2009) pour les sources azotées urée, nitrates
et ammonium, mais élargissent cette hypothése @odeelles sources azotées telles que le

glutamate, l'arginine et le glutamine.

Les cultures d®. australisPN C1 réalisées en présence de taurine ont mienti@pacité de
cette souche a croitre en présence de cette solezete organique. Cependant, si les
biomasses en phase stationnaire furent importarstesune teneur en acide domoique
intracellulaire ne fut détectée. En raison desatiams intra- et interspécifigues observées au
cours de ces travaux, il serait imprudent de caoach l'incapacité ddPseudo-nitzschia
produire de I'acide domoique en présence de tadtiserait donc nécessaire de reproduire ces
travaux sur d’autres souches toxiques afin de miegypondre a l'influence de la taurine

excrétée par les invertébrés marins sur les blam®seudo-nitzschia

Nos suivis des teneurs toxiniques intracellutaaa cours des cultures en batch ont également
permis de mettre en évidence différents épisodgwattuction d’acide domoique au cours de
la croissance, dont une production possible engagonentielle en présence d’ammonium et
en fin de phase exponentielle en présence deeasteitd’'urée. Les dynamiques de production

en phase stationnaire different quant a elles sdéorprésence initiale d'urée (teneur
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intracellulaire décroissante aprés une brutale yotioh d’acide domoique) ou de nitrates et
acides aminés (teneur toxinique intracellulaireissante au cours de la phase stationnaire).
L'influence métabolique de I'ammonium et de l'uréer la production toxinique n’est pas

clairement interprétable au vu de ces résultatssethit donc nécessaire d’effectuer des
expériences métaboliques de marquage isotopiquesai@tes azotées afin de tracer son
devenir dans le métabolisme d&seudo-nitzschia spCes travaux, reproduits dans des
conditions productrices de toxines en phase expmtien pourraient nous renseigner sur les
enrichissements en azote marqué des voies metabslajors favorisées. Les résultats obtenus
permettraient de mieux comprendre les mécanismésbol&ues mis en ceuvre au cours des
différentes phases de culture et particulieremantaurs de la production toxinique en phase

exponentielle.

Enfin, I'influence des bactéries sur les tenextsa-cellulaires d’acide domoique lors du suivi
de ces cultures non-axénigues a été suspectée hgptithése permettant d’expliquer en partie
les différentes dynamiques observées au coursdeutiires. L'influence des bactéries sur la
production d’acide domoique n’étant pas encorerest@nt comprise, nos conclusions
resteront donc a l'état d’hypotheses et nécesmtarales expériences complémentaires afin
d’étre vérifiées. Cependant, si nos hypothesesieena étre confirmées, nous pourrions ainsi
envisager une interaction plus complexe eRseudo-nitzschia spet ses bactéries épiphytes
dans leur environnement aquatique, probablememiebsisr I'échange de métabolites d’intérét

pour ces deux organismes.
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Partie 5. Etude de la synthése de kanoides a partir
d’hydroxyproline
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1. Introduction

Les kanoides sont un groupe d’acides aminés nméqgéniques. Leur motif commun, un
acide pyrrolidine dicarboxylique, possede troistanasymeétriques en positions 2, 3 et 4 (voir
figure 1). La structure chimique du substituant position C-4 varie selon la nature du
composé. Les kanoides sont utilisés de maniérergm@icomme insecticides par les habitants
de Ile de Yakushima (Japon) (Parsons, 1996) &irpdiextraits d’algues rouges riches en
acide domoique et kainique. L’acide domoique, gpadient a la famille des kanoides, est en
effet un puissant insecticide 14 fois plus efficapee le DDT (Maedaet al, 1986). Les
propriétés biologiques des kanoides peuvent doao/étorisées par I'industrie chimique, mais

présentent également un risque en tant que cordatrafimentaire pour le consommateur.

~——COOH
COOH NTooTeooH N
" 7
) HOOC
Structure commune des toxines HOOC
kanoides Acide kainique Acide domoique

Figure 63: structure commune des kanoides, de I'acide ¢raénét de I'acide domoique.

La premiere molécule de cette famille de toxi@sjde a-kainique (figure 63), fut isolée en
1953 a partir dextraits de lalgud®igenea simplex conjointement avec l'acide (+)
allokainique, son épimere en position C-4 (Murakamal, 1953). Le composé fut ensuite
identifié¢ chez les Rhodophyteglsidium helminthocortonet Centroceras clavulatum
(Impellizzeriet al, 1975 ; Balansard et al., 1982). L'acide (-) diguoe (figure 1) fut pour sa
part isolé a partir du Rhodophythrondria armata(Takemoto & Daigo, 1958). Cette
molécule ne fut identifiée comme contaminant alitaga qu’aprés la crise de I'lle du Prince
Edward (Canada), en 1987, suite a des blooms di#iataméeNitzschia pungengorma
multiseries (Wright et al, 1989). L’acide domoique possede en position @é chaine
octadiénoique de conformatidrans- trans-présentant plusieurs formes épimeres et isomeres
(Parsons, 1996) (voir figure 1). Les activités oimgdes de ces molécules sont fortement
dépendantes de la nature de cette chaine lat&tatzlget al, 1984).

134



La famille des kanoides regroupe d’autres espéuesiques : parmi eux figurent les acides

acroméligues et les domoilactones. Les isomeres B @e I'acide acromélique (figure 64)
furent isolés pour la premiére fois a partir d’aks du Basidiomycét€litocybe acromelalga

(Konnoet al, 1983). lls possedent un substituant 2-pyridangasition C-4. D’autres formes
isomeéres C, D et E ont été également isolés efctéamisés (Parsons, 1996). Les acides

acroméligues sont responsables de douleurs abdesigiad’cedemes lors de la consommation
de ces champignons (Parsons, 1996). La dose ates neurotoxines a été évaluée a 7-8
mg/kg pour I'acromélique A et B, et 10 mg/kg polactomélique C (Fushiyat al, 1990).
Enfin, les domoilactones (figure 64) sont des kae®iextraits de I'algue rougeéhondria

armatg et possedent une chaine latérale cyclique deytigione (Maedat al, 1987).

H H
HOOC N O /COOH O N COOH /COOH
/“II’/, \ I”"/,
COOH COOH
N N
H H

Acide acromélique A Acide acromélique B

o COOH

Acide isodomoilactone A

Acide isodomoilactone B

Figure 64 : structures des acides acroméliques A et B (Katrah, 1983) et isodomoilactones A et B (Maeta

al., 1987).

En raison de leurs modes d’action neurologiques, toxines kanoides présentent de
nombreuses activités biologiques. Ces composésefaiet leurs analogues synthétiques sont
utilisés en recherche comme molécules-modéles dansombreuses maladies dégénératives
liées a une perte importante de cellules nerve(ide&eeret al, 1978). La synthése de ces
composés représente donc un challenge pour lindysharmaceutiqgue et agronomique. La
recherche de voies de synthese chimique de cesos@smaturels et la conception de dérives
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analogues a mobilisé différentes équipes de relsbedepuis I'isolement du premier composé
kainique en 1953.

L’étape initiale de synthése du motif commun @sttes kanoides nécessite la formation d’'un
acide pyrrolidine-2-carboxylique avec une stérémdbi correcte de ses trois centres
asymétriques. En effet, toutes les molécules dandlle des kanoides possédent un carbone
asymétrigue C2 de configuration S et une stérédehide typetrans avec la fonction
carboxylique sur le carbone adjacent (C-3). De,@u&xception de I'acide allokainique, tous
les kanoides isolés a ce jour possedent une digposelative de typecis des substituants
portés par les carbones C-3 et C-4.

Le composé de structure chimique la plus simpleette famille, I'acide kainique, représente
un intermédiaire chimique clé en vue de la syntliEsdifférents composés kanoides (Baldwin
et al, 1997a; 1997b ; 1997c).

La premiere synthese de l'acide kainique rappodans la littérature scientifique a été
réalisée par Oppolzer et Thirring (1982). La réacitlé consistait en une cyclisation a partir
d'un diéne dérivé du L-glutamate, le produit obteéfant ensuite converti en six étapes en
acide kainique. Coopet al (1987) ont également développé une syntheseiésélaictive a
partir de l'acide L-aspartique via un réarrangemedet Claisen. Takaneet al (1988)
proposerent une cyclisation de type hétéro-DietdeAla partir d’'un dérivé du diéthyl L-
tartrate. Mais pour ces deux stratégies de syntiphssieurs étapes ultérieures sont nécessaires
afin d’obtenir l'acide kainique. Une synthése raicgra a été rapportée par Yeval (1990).

A partir d’'une réaction de carbonylation de I'atétallylique a I'aide de palladium(0), deux
diastéréoisomeres étaient obtenus avec des rentiediextraction respectivement de 25 % et
de 35 %, et cing étapes supplémentaires de synt#tagnt nécessaires afin d’obtenir de
I'acide kainique et son épimere en C-4, I'acidelainique.

La L-sérine a également été suggéerée comme nielému départ de cette synthése. Une
synthése a partir de cet acide aminé a été ragp(@takeyamat al,1993) avec une étape
intermédiaire de cyclisation diastéréosélectivalisée en obtenant un bon rendement de 86%.
Barco et al (1991) ont fait réagir la L-sérine avec un alké¥ectrophile, le 2-nitro-3-
methylbuta-1,3-diéne, en présence d’'une amine seg@ndérivée de la sérine. La réaction a
permis d’isoler la pyrrolidine désirée avec un emeént de 88%. Cette voie de synthése a
également été reprise par Baatal (1993) pour synthétiser de I'acide acromélique A.

L’acide L-glutamique via une réaction de Pausdrakd aboutit & la synthese de deux
diastéréoisoméres de type énone avec un rendenser5%. Le produit possédant la
stéréochimietrans: C-2 C-3 a été ensuite converti en acide kain@uer un rendement de
41% (Yooet al, 1993).
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Baldwin et al (1997a) ont proposé une voie de synthése a pdetifacide aminé L-
hydroxyproline. Apreés protection des groupementfaret carboxylique, I'alcool secondaire
est oxydé pour permettre I'addition de pyrrolidihe. composé intermédiaire est alors alkylé
avec dutert-butyloromoacetate. L'analogue kanoide obtenu pessuite étre utilisé comme

compose intermédiaire afin de synthétiser de néesveholécules de cette famille toxinique.
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2. Synthese chimique des kanoides

Dans le cadre de ce sujet de thése, un des ifbjdet recherche visait a s’intéresser a la
synthese d’analogues kanoides afin de proposernu®écules-cibles greffables sur des
polyméres activés. L'objectif de ce travail étataéer des colonnes d’affinité spécifiques aux
toxines kainiques, et d'utiliser de telles colondess la sélection de biorécepteurs de type
anticorps ou aptameres.

La synthese totale d’un dérivé kainoide a étéiser partir de la méthode de Baldwinal
(1997a) afin de produire un analogue kainque dgvkffaur support immobilisé. La synthese
d’un dérivé kainoide a été initiée a partir derdans-4-hydroxy-L-proline commerciale.

Le composé obtenu doit de plus présenter uneifonchimique favorable a son greffage en
C-4 sur la matrice, tandis que les fonctions acal®oxylique et amine secondaire doivent étre
laissées libres pour la procédure SELEX.

Cette procédure permet d’isoler des séquencdigahnicléotides ayant la capacité théorique
de reconnaitre tous types de molécules cibles avegrande affinité et une grande spécificité
(Gold et al, 1997). De plus, I'ajustement induit lors de @nhation du couple molécule
sonde/molécule cible accroit l'affinité observéeouP des molécules de petites tailles
I'ajustement induit permet d’atteindre des affieitlans la gamme micro- a picomolaire, ce qui
correspond a la gamme recherchée pour la détedtidlacide domoique. Le criblage de telles
banques oligonucléotidiques aléatoires vis-a-vis melécules dintérét permet donc

d’envisager le développement de nouveaux outildétection pour leur étude.
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La voie de synthése linéaire retenue comport@apesd (figure 65) permettant successivement
la protection des groupements amine secondairetogtmse & Turcotte, 1971) et acide
carboxylique, puis I'oxydation de la fonction hy’yte en C-4 et enfin I'introduction de facon
stéréospécifique d'une seconde fonction acide cagtigme par alkylation en C-3 via

I’énamine formée par réaction avec la pyrrolidiBalflwin et al, 1997a).

PhCOCI, NaOH, 14 DMF dineopentylacetal o RuG, xH,0, NalQ,

HO
. H,0 ., BUtOH, GH,, A 3 CCl,, CHCL, , H,0
Do s L )
N~ ~COOH o°c N~ ~COOH N~ ~COOBut N~ ~COOBut
H Puis temp. ambiante.  &opp, CopPh CoPh
Pyrrolidine, GHg l
BrCH,CO,But , K,CO, O
0, ~—COOBut et N

T .
N COOBut N COOBut

Coph coph

Figure 65: synthese linéaire du kainoide a partir dedas-4-hydroxy-L-proline (d’aprés Baldwiet al, 1997a).

2.1. Protection de la fonction amine

Le protocole suivi a été inspiré en partie denkthode décrite par Portoghese et Turcotte
(1971) pour la benzoylation des fonctions amineosdaires en meélange biphasique. La
protection de la fonction amine secondaire dé&rdas-4-hydroxy-L-proline est ainsi réalisée
par réaction d’acylation dans un mélange biphasépél basique en présence de chlorure de

benzoyle (figure 66).

HO HO.

7 1°) NaOH, BnCl & + Na—Cl
(N_>\COOH > N~ ~COOH

2°) HCI fumant \
H COPh

Figure 66: réaction de protection de I'amine.

Cependant, leur protocole stipulait qu’apres ification de la phase aqueuse, les cristaux
formés correspondaient au produit désiré. L'anaRB&N nous a prouvé le contraire, et une

étape d’extraction a I'acétate d'éthyle a été reaies afin d’isoler le produit final.
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2.1.1. Protocole de synthése et caractérisation migo-chimique

2.1.1.1.Mode opératoire :

2,8 g de trans-4-hydroxy-L-proline (21,35 mmolseht dissous dans 50 mL de solution de
NaOH (1 M) a froid. 50 mL d'éther diéthylique etS2mL de chlorure de benzoyle (21,35
mmoles, 1 éq.) sont ajoutés a 0°C, puis la réaaginlaissée sous agitation a température
ambiante pendant 24 heures. La phase aqueusetestecavec de I'éther diéthylique. Le pH
est ramené a 1 par ajout d’HCI fumant. Les cristfmumés sont filtrés sur Buchner. Le filtrat
est extrait a l'acétate d’éthyle et la phase omamiainsi obtenue séchée sur MgSis
concentrée sous vide. Le solide visqueux jaunatisg abtenu est analysé en RMN (400 MHz,
proton’H, solvant DMSO-8).

La trans-N-benzoyl- 4-hydroxy-L-proline est obtenavec un rendement del% et sera

utilisée sans purification préalable.
2.1.1.2.Caractérisation :
Rf : 0.32 (CHCI, /CH3OH : 3/7 - Révélateur : Molybdate de Cérium)
RMN *H (400MHz, DMSO-§) : 2.25-2.50 (2H, m, NCHCH, 3.57 (1H, d, J 11 Hz, NG}

4.0 (1H, dd, J 11 et 4 Hz, NGH 4.55 (1H, m, CK¥H), 4.80 (1H, pseudot, J 8.5 Hz,
CHCO,H), 7.75-7.85 (5H, m, H aromatiques) (voir speeimeannexes 3).

2.2. Protection de la fonction acide carboxylique

Le N,N-diméthylformamide dinéopentylacétal perme¢ protéger la fonction acide
carboxylique extracyclique de la trans-4-hydroxpiboline par réaction d’estérification (figure
67). Il ne joue cependant pas le role de catalysauil n'est pas régénéré en fin de réaction

mais transformé en N,N-Diméthylformamide (Buehal, 1964).

PN
HO, QXT\O " Ho,
{ ) Y O 4+ 0N 42 HOX
N~ ~COOH N |
+OH

CoPh

Figure 67 : estérification de la trans-4- hydroxy-L-proliNebenzoylée.
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2.2.1. - Protocole de synthese et caractérisatiohysico-chimique

2.2.1.1.Mode opératoire :

500 mg de trans-N-benzoyl-4-hydroxy-L-prolinel(P.mmoles) sont dissous dans 3 mL de
toluene et 600 pL de tert-butanol. Le mélange eswuifé a reflux et 1,78 mL de DMF-
dineopentylacetal sont ajoutés goutte a goutteehation est suivie par CCM pendant 6h puis
la solution jaune obtenue concentidevacuo Le résidu est repris dans de l'acétate d’ethyle
(25 mL). La phase organique est alors lavée aver aahution saturée de bicarbonate de
sodium (25 mL), d’HCI 0,5 M (25 mL) et de NaCl sate (25 mL). Aprés séchage sur MgSO
filtration et concentration sous vide. Le solideestu est recristallisé dans I'éther diéthylique.
Le rendement final obtenu pour le trans-N-benzeklydroxy-L-proline tert-butyl ester est de
48 %.

2.2.1.2.Caractérisation :

Rf : 0.86 (CHCI, /CH3OH : 3/7 - Révélateur : Molybdate de Cérium)
RMN H (400MHz, CDCJ): 1.22 (3H, s, Ch), 1.48 (6H, s, Ch), 2.12 (1H, ddd, J 13, 8.5 et
4.5 Hz, NCHCH), 2.25-2.40 (1H, m, NCHC}), 3.40 (1H, d, J 11 Hz, NG} 3,74 (1H, dd, J
11 et 4 Hz, NCH), 4.49 (1H, m, CI®H), 4.70 (1H, pseudot, J 8.5 Hz, CB,tBu), 7.30-7.55
(5H, m, H aromatiques) (voir spectre en annexes 3).

2.3. Oxydation de la fonction hydroxyle

L’oxydation de la fonction alcool en C-4 est igé&¢ selon les conditions optimisées de la
réaction de Sharpless en présence de tétraoxydetlEnium. Le métapériodate de sodium
vient se fixer au niveau de la fonction hydroxykmettant 'arrachement du proton situé sur
le carbone C-4 par I'oxyde de ruthénium (Il) Oniebt ainsi I'oxydation de la fonction alcool
en C4 en cétone (figure 68).

HO, Nalo, O o, H \\O Q o\\ _

Dhecone — O Dlecoonr R

COOBuUt COOBuUt COOBut \

N N N OH
COPh COPh COPh

Figure 68: mécanisme proposé pour I'oxydation de la fomchigdroxyle.
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2.3.1. - Protocole de synthese et caractérisatiohysico-chimique

2.3.1.1.Mode opératoire :

25,21 mg d’oxyde de ruthénium (IV) (0,215 mmolssht dissous a froid dans 1,52 mL de
tétrachlorure de carbone. 3,9 mL d’'une solutiomu#apériodate de sodium dans I'eau (0,4
mM) sont rajoutés et le mélange biphasique esé dgitement. 231 mg de trans-N-benzoyl-4-
hydroxy-L-proline tert-butyl ester (0.79 mmolesyshus dans 1,77 mL d’éthanol absolu sont
ajoutés et le mélange est agité a température atelyigndant 6 heures. Les deux phases sont
séparées et la phase aqueuse extraite avec dofonioe (2x10 mL). Les phases organiques

sont rassemblées, filtrées sur Celite puis conéestsous vide.
2.3.1.2.Caractérisation :

Les analyses RMRH (400MHz, CDCJ) montrent que le signal caractéristique du praéten
C4-OH (d = 4.49 ppm) est toujours présent. La réaat’oxydation ne s’est donc pas déroulée
correctement. Deux essais non concluants, suitenex arreur d’'unité corrigée dans la

publication de Baldwiret al (1997a), aboutissent également a un échec.
2.4. Discussion

Nous n'avons pu mener a bien la stratégie d'ottgdade Baldwinet al (1997a) et avons
émis quelques premiéres hypothéses sur cette étalgesynthese. D’apres Rabasso (2006), le
périodate de sodium permet de réaliser préféréamieint une coupure oxydante entre deux
alcools vicinaux (figure 69).

O NalQ,
5= —— )0+ o<
HO OH

Figure 69: clivage oxydatif d'alcools vicinaux par le métapdate de sodium.

Or le substrat étudié ne comporte qu’'un alcoobsdaire en position C-4 a oxyder. Il serait
donc nécessaire d’envisager d’autres techniquesyd&iion comme celle décrite dans les
conditions de Jones (figure 70), durant laquellexytation des alcools primaires et
secondaires peut étre réalisée grace au dichrodgeafmtassium ou de sodium &,O; ou
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Na&Cr,0O;), ou encore avec de l'anhydride chromique (§r@n solution aqueuse acide
(Dupuis, 2008).

+H

I3 13-
O:CIIr'OH —_— HO—(I.:I’:O
OH OH

R2 /\QT R2
)—OH + HO-Cr=0 =——>= )—0

O
\II -
Ry OH R1 HO—(IZF4=O
OH
Rz H* RZ o
0 +H
Rl \” 4 Rl H\ \+9 4-
HO-Cr=0 O—-Cr=0
/ |
OH H OH
Ry
O  H Base R, A\ .
RiH \+9£ === )0 + Cr-OH + HO + BH
0-Cr=0 R, HO
H OH

Figure 70: principe de I'oxydation de Jones d'un alcoobadaire par le chrome.

Ces propositions n'ont malheureusement pas puegérimentées durant cette thése et notre
synthése linéaire reste stoppée a cette étapereGeegp travail a cependant permis d’acquérir
des compétences techniques en maitrisant les éthpgwotection de trans-4-hydroxy-L-
proline en vue du travail ultérieur de syntheseobiéctif de synthése pourra donc étre

poursuivi a la suite de ce travail de thése enpsiggnt sur les premiéres contributions
apportées dans ce chapitre de thése.
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Conclusion Générale
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L’étude physiologique des diatomées toxiques ergPseudo-nitzschia sppeprésente un
domaine d’investigation scientifique relativemeétent comparé a I'étude d’autres diatomées-
modeles commdhalassiossira sppou Pheodactylum spplLes connaissances physiologiques
et biologiques accumulées restent en conséquepserdstreintes : il demeure encore de
nombreuses questions en suspens autour de laiorutat du métabolisme toxinique de
Pseudo-nitzschiaLes travaux d'écophysiologie réalisés au courselte these de doctorat
représentent donc une contribution a l'avancée agmaissances sur la physiologie et la

production toxinique paPseudo-nitzschia spp

Nos expérimentations s'inspirent tout d’abord niidiorations techniques apportées aux
cultures en batch et en continu de cette diatoragant permis de mieux contrbler en
laboratoire la croissance et la production toxieiges souches cultivées. Une fois ces
guestions techniques résolues, nous nous sommpsse® d’explorer I'impact des sources
nutritives silicium et azotées sur la croissanda eroduction toxinique ché2seudo-nitzschia

Apres une premiere approche visant a reprodiirfubnce des teneurs en silicium sur la
croissance et la production toxinique &e multiseries nous nous sommes intéresseés a
I'assimilation du silicium et a son inhibition plergermanium dioxyde. Ces résultats montrent
des résultats comparables a d’autres tests ragpiates la littérature pour d’autres diatomées,
et suggerent qu’'il n'existerait pas de role métmja direct du silicium dans la production
toxinique.

Nos travaux sur l'influence des sources azotaefascroissance et la production toxinique de
Pseudo-nitzschiapportent un éclairage complémentaire sur la plogie de ces diatomées.
Nous avons ainsi pu mettre en évidence une gamuselarige de sources azotées assimilables
chez deux souches deseudo-nitzschia les données obtenues en présence de glutamate,
d’arginine, de taurine et de glutamine sont a notrenaissance inédites dans la littérature
scientifique. La souch®. multiseriesCCL 70 présenta la plus forte croissance en poésen
d’ammonium mais fut incapable de croitre en présatecglutamate. La souche P. australis PN
C1 fut capable de croitre en présence de toutesaliazote testée, avec les plus forts taux de
croissance en phase exponentienne en présencetdmigle et la plus forte biomasse mesurée
en phase stationnaire en présence de taurine.epesirs toxiniques intracellulaires furent
rapportées maximales en présence de nitrates stedjpourP. multiseriesCCL 70, et en
présence de glutamate pdar australisPN C1. Nos résultats confirmerent également une
production toxinique des la phase exponentiellerdessance d@. multiserieset P. australis

selon la source azotée en présence. Les culturesrgimu réalisées en photobioréacteur pour
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P. multiseriesCCL 70 etP. pungen®®N D10 montrerent pour leur part une influencatpes
sur la production toxinique de I'urée par rappart aitrates. Cette donnée ouvre la question de
I'influence de l'urée, fertilisant d’origine anttpimue présent dans les eaux estuarines, sur les
dynamiques toxiniques situ desPseudo-nitzschiaDe plus, les résultats de croissance et de
toxicité intracellulaire varierent fortement poar multiseriesCCL 70 etP. australisPN C1
selon les sources azotées testées. Des variatitres et inter-spécifigues ont déja été
constatées en réponse a différentes sources anbtiErese genr®seudo-nitzschiéThesseret
al., 2009). Les résultats de ces travaux de thésapas aux données de la littérature
consultée, confirment donc ces variations ausdeigenré®?seudo-nitzschia

Les comparaison entre teneurs intracellulairemitgues et concentrations en acide domoique
dans le milieu de culture ont également montréé&pesodes de relagarge de toxines dans le
milieu de culture. La brutale disparition des tesewextracellulaires mesurées pourrait
s’expliquer par I'absorption de I'acide domoique das bactéries présentes dans ces cultures
non-axéniques. Cependant, le manque de donnéésgbéphiques quant au devenir de I'acide
domoique assimilé par les bactéries ne nous pepastde poursuivre notre interprétation.
Enfin, un travail préliminaire d’étude de l'uréaseté réalisé, ouvrant de plus larges questions
sur le rble physiologique de l'urée chBseudo-nitzschign tant que régulateur probable du

métabolisme azoté de ces diatomées.

Ces travaux de physiologie des diatomées toxiquereat la voie a de nouvelles expériences
envisageables en laboratoire. Tout d’abord, uneleetanzymologique plus approfondie
d’enzymes-clés impliquées dans I'assimilation degces azotée par 'emploi de radioisotopes
15N permettrait de déterminer les caractéristiquestimiques de ces enzymes. L’'emploi de
ces molécules permettrait également de traceriféssion des sources azotées et leur
incorporationin fine dans les molécules d’acide domoique. Ces travarmgttraient de
répondre a la question de lutilisation des poolazote assimilés, et de leur influence
métabolique sur la production toxinique. Enfin, tesaux nécessiteraient d’étre couplés avec
des études complémentaires sur le réle du phosplaate la croissance et la production
toxinigue de Pseudo-nizschiaspp afin d’aboutir a un modele a trois macro-nutritsen

(silicium, azote et phosphate) plus affiné.

Parallélement a ces travaux de physiologie végétaus avons débuté un travail de synthese
chimique autour de la famille toxinique des kaneidee but de cette étude consistait a
proposer une cible toxinigue commune aux toxine® ABmobilisable sur supports en vue de

son emploi lors de procédures de sélection de régepspécifiques. Au cours de ces travaux,

146



une voie de synthése linéaire de toxines kanoigesta d’hydroxy-proline a été envisagee et
testée. Les premiers résultats obtenus ont perraisquerir de premieres compétences
techniques en vue de la poursuite de ces travaweldudu cadre de cette thése de doctorat.
Nous avons déja envisage, une fois que cette smtteera achevée, une méthode
d'immobilisation des toxines en vue de sélectiorsdguences aptameriques spécifiques lors
de la procédure SELEX. Ces travaux préliminairesstituent donc une premiere étape vers la

création de nouveaux biocapteurs innovants de tiléttedes toxines ASP.

Ces travaux de these, a travers les résultagnodt soulignent donc I'importance du champ
d’investigation scientifique représenté par I'étutle modelePseudo-nitzschign physiologie
végétale. Les objectifs de ces travaux scientifigaaient autant a apporter des résultats inédits
gu’a encourager la poursuite de ces travaux sticpms en posant de nouvelles hypothéses de
travail. Cette these de doctorat apporte doncsaarontribution, des éléments novateurs pour
I'étude des diatomées toxiques et la préventionépésodes de contaminations ASP dans le

milieu marin.
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Annexe 1 : formulation des eaux de mer artificekd milieux
de culture
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Eau de mer artificielle de formulation Aquil

Cette formulation d’eau de mer artificielle estd¢ du milieu de culture artificiel Aquil
(d’apres Morelet al, 1979 ; Priceet al, 1989). Elle peut étre préparée comme eau de mer
artificielle non-enrichie en ne rajoutant pas leduions de sels nutritifs proposés par la

formulation originale. Cela permet ainsi d’enriché milieu artificiel selon la formulation de

son choix.

Sels anhydres

Composant Quantité Concentration molaire finale
NaCl 24,54 g 4,2.10M
NaSO, 4,09¢ 2,88.16 M
KCI 0,79 9,39.16 M
NaHCQ 0,2g 2,38.18 M
KBr 0,19 8,4.10 M
H3BO; 0.003 g 4,85.10M
NaF 0.003 g 7,15.170M
Sels hydriques
Composant Quantité Concentration molaire finale
MgCl,, 6 HO 11g 5,46.1G M
CaCb, 2 H,O 1,54 g 1,05.16 M
SrCh, 6 H,O 0,017 g 6,38.10M
Bibliographie :

Morel, F.M.M. ; Rueter, J.G. ; Anderson, D.M. ; Gand, R.R.L. (1979). Aquil : a chemically
defined phytoplankton culture medium for trace rhstiadies.J. Phycol 15, 131-141.

Price, N.M. ; Harrison, G.L. ; Hering, J.G. ; Hudsdr.J. ; Nirel, P.M. ; Palenik, B. ; Morel,
F.M.M. (1989). Preparation and chemistry of théfiaial algal culture medium Aquil.
Biol. Oceanogr6, 443-461.
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Eau de mer artificielle de formulation ESAW

Cette formulation d’eau de mer artificielle esée¢ du milieu de culture artificiel ESAW
(d’apres Harrisoret al, 1980 ; Bergest al, 2001). Elle peut étre préparée comme eau de mer
artificielle non-enrichie en ne rajoutant pas leduions de sels nutritifs proposés par la
formulation originale. Cela permet ainsi d’enriché milieu artificiel selon la formulation de

son choix.

Sels anhydres

Composant Quantité Concentration molaire finale
NaCl 20,758 g 3,63.16M
NaxSO, 3,55¢g 2,5.18 M
KCI 0,599 g 8,03.16 M
NaHCG; 0,174 g 2,07.16M
KBr 0,0863 g 7,25.16 M
H3BO3 0.023 g 3,72.16M
NaF 0.0028 g 6,67.10M

Sels hydriques

Composant Quantité Concentration molaire finale
MgCl,, 6 HO 9,59 g 4,71.16 M
CaCh, 2 H,O 1,344 ¢ 9,14.7HM
SrCh, 6 H,O 0,0218 g 8,18.10M
Bibliographie :

Berges, J.A.; Franklin, D.J.; Harrison, P.J. (20@Molution of an artificial seawater medium :
Improvements in enriched seawater, artificial wabeer the past two decades.
Phycol 37, 1138-1145.

Harrison, P.J.; Waters, R.E.; Taylor, F.J.R. (2980 broad spectrum artificial seawater
medium for coastal and open ocean phytoplankioRhycol 16, 28-35.
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Eau de mer artificielle de formulation Yerseke niiédi

Cette formulation est utilisée pour réaliser dasx de mer artificielles enrichies compatibles

avec la culture des diatomées (recette non-publiée)

Une premiére solution de base, dite « eau deamidicielle pauvre » est d’abord préparée

dans 2 litres d’eau ultra-pure Milli-Q. Puis, ureprier enrichissement en sels et en bicarbonate

est réalisé. L'eau de mer artificielle ainsi pr&eapeut étre ensuite enrichie de différentes

manieres selon les besoins expérimentaux.

Eau de mer mer artificielle pauvre

Composant Quantité Concentration molaire finale
NaCl 20 g 3,44.10 M
NaSO, 329 9,93.18 M
MgCly, 6H,0 79 34,418 M
KCI 0,54 g 7,24.18 M
CaCb, 2H,0 1,2 g 8,16.18 M

Enrichissements en sels et bicarbonate

Composant Quantité Concentration molaire finale
NaHCQ; 0,18 g 7,24.10M
H3BO; 0,016 g 2,58.16 M
KBr 0,039 g 3,25.16 M
SrCh, 6H;0 0,012 g 4,5.10M
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Milieu de culture L1 + Si

Le milieu de culture L1 (Guillard & Hargraves,23 enrichi en silicium est réalisé a partir

des enrichissements suivants :

Composant Quantité Concentration molaire finale
NaNQ; 1 mL 8,83.10 M
NaH,PQy, H;0 1 mL 3,63.10 M
NaSiOs, 9H,0 1mL 1,07.18 M
Solution trace de métaux L1 1mL (voir détails)
Vitamines 1mL (voir détails)

Composition de la solution « trace de métaux L1 »

Composant Quantité Concentration molaire finale

FeCk, 6H,0O 3,159 1,17.1706M
NaEDTA, 2H,0 4,36 ¢ 1,17.16M
CuSQ, 5H,0 2,45 g/L 16 M
NaMoO,, 2H,0 19,9 g/L 9.16 M
ZnSQ,, 7TH,0 22 g/L 8.1G0M
CoCb, 6H,0 10 g/L 5.1¢ M
MnCl,, 4H,0 180 g/L 9.10 M
H,SeQ 1,3 mg/L 1M
NiSOs, 6H,0 2,7 g/L 16 M
NagVO4 1,84 g/L 16 M
KoCrO, 1,94 g/L 10 M

Composition de la solution de vitamines

Composant Quantité Concentration molaire finale
Vitamine By, (cyanocobalamine) 1mL 3,7.10Mm
Biotine 10 mL 2,1.10 M
Thiamine HCI 200 mg 3.16M
Bibliographie

Guillard R.R.L., Hargraves P.E. (199%tichochrysis immobilis a diatom, not a chrysophyte.

Phycologia32:234-236.
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Milieu de culture F/2 + Si

Le milieu de culture F/2 (Guillard & Ryther, 196Zuillard, 1975) est réalisé a partir des

enrichissements suivants :

Composant Quantité Concentration molaire finale
NaNQ; 1 mL 8,83.10 M
NaH,PQy, H;0 1 mL 3,63.10 M
NaSiOs, 9H,0 1mL 1,07.18 M
Solution trace de métaux L1 1mL (voir détails)
Vitamines 1mL (voir détails)

Composition de la solution « trace de métaux L1 »

Composant Quantité Concentration molaire finale
FeCk, 6H,0O 1,39 0,48.10M
NaEDTA, 2H,0 8,71,17 g 2,34.10M
CuSQ, 5H,0 1g/L 0,41.16 M
NaMoO,, 2H,0 6,3 g/L 2,8.10 M
ZnSQ,, 7TH,0 22 g/L 8.1G0M
CoCb, 6H,0 10 g/L 5.1G M
MnCl,, 4H,0 180 g/L 9.10 M

Composition de la solution de vitamines

Composant Quantité Concentration molaire finale
Vitamine By, (cyanocobalamine) 1mL 3,7.10Mm
Biotine 10 mL 2,1.10 M
Thiamine HCI 200 mg 3.16M
Bibliographie

Guillard R.R.L. and Ryther J.H. (1962) Studies ddrime planktonic diatoms. I. Cyclotella
nana Hustedt and Detonula confervacea Cléaa. J. Microbiol 8: 229-239.

Guillard R.R.L. (1975 Culture of phytoplankton for feeding marine invertges In : Culture
of Marine Invertebrate Animals.Eds: Smith W.L. a@danley M.H., Plenum Press,
New York, USA. pp 26-60.
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Annexe 2 : réactifs et protocoles de dosages chiasigles sels
nutritifs
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Dosage du silicium

Préparation des échantillons

Utiliser du matériel plastique pour éviter toutentomination par le silicium. Filtrer
I’échantillon a analyser avec un filtre dépourvusilece de type carbonate de porosité 0,5 um
de diametre. Le filtrat peut étre conservé plusiemois au réfrigérateur avant analyse du

silicium.

Solution étalon

Utiliser de I' hexafluorosilicate de sodium anhydi® pureté garantie (Na2%jAMM= 188,06

g/mol). Sécher préalablement cette poudre a 108fmlgnt 1 heure. Peser ensuite 0,94 g
d’hexafluorosilicate et dissoudre dans bécher estigjue avec 300 mL d’eau déminéralisée.
Dissoudre sous agitation mécanique. Transvaser alamdiole plastique jaugée et ajuster a
1000 mL g.s.p., puis transvaser dans un flacortiglaes bien hermétique. L'étalon a préparer
est de 5 umol de silicate pour 1 mL. La solutidreta 5 mM. Conservation : plusieurs années

a température ambiante a I'abri de la lumiere.

Réactifs

Acide sulfurique 4.5 M :
Utiliser de l'acide sulfurique concentré (1.84 Kg/Diluer 250 mL d’acide dans 750 mL d’eau
déminéralisée. Compléter au volume apres refradient. Transférer ensuite dans un flacon

plastique. Conservation : indéfiniment.

Réactif 1 : solution d’acide de molybdate.

Dissoudre 60 g d’ammonium heptamolybdate tétrahyhitd,;)sMo-,0,4 dans 400 mL d’eau
déminéralisée. Ajouter la totalité de cette soluteo 200 mL d’acide sulfurique 4,5 M en
agitant réegulierement. (ne pas diluer I'acide dansolution de molybdate). Transférer ensuite
dans un flacon en plastique. Conservation : plusiewis a température ambiante a I'abri de la

lumiére.
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Réactif 2 : solution d’acide oxalique.
Dissoudre 10g d’acide oxalique dihydraté dans 1Q0d'eau déminéralisée. Conservation :

indéfiniment.

Réactif 3 : solution d’acide ascorbique.

Dissoudre 2,8 g dans 100 mL d’eau déminéraliséas@wation : plusieurs semaines au
réfrigérateur.

Procédure générale du dosage

Le dosage colorimétrique est a effectuer pour dengueurs d’onde : 660 nm et 810 nm. Le
seuil de détection a 0,03 umol/L pour une cuve@ert ; diluer au-dela de 50 pmol/L si I'on

mesure a 810 nm notamment.

» Prélever 50 mL dans une éprouvette en plastiguesetransférer dans un récipient de
dosage.

Ajouter 2 mL de réactif 1. mélanger.

Attendre 7-13 minutes.

Ajouter 2 mL de réactif 2, mélanger.

Y V V V

Ajouter sans attendre 1 mL de réactif 3, mélan¢emn. peut préparer une solution de

réduction en avance pour se faire).

A\

Placer les flacons a I'obscurité pendant 30 minat2heures. Stable durant 24 heures.

Y

Mesurer I'absorbance (blanc de gamme : doser da B&minéralisée ; échantillons : doser

de I'eau de mer enrichie avec le milieu de culture)

193



Dosage de 'ammonium

Solution-étalon

Eviter les solutions diluées <500 uM prises comoiat®ns-meéres. |l faut donc travailler avec
une solution au minimum a cette concentration adaftectuer les dilutions successives.

On peut avoir des colorations non-désirées sidtdise de I'eau déminéralisée pour dissoudre
I'ammonium. Il est donc important de tester préalalent I'eau et de choisir la solution la plus
propice: eau milliQ, eau désionisée, eau de merrpaau artificielle...

Il faut également songer a tester les colorati@ragites des différents réactifs par rapport a ce
méme choix de l'eau. Il faut donc avoir un blancgdenme pour l'eau et pour le mélange

réactionnel.
Réactifs

Réactif 1 : solution de phénol-nitroprussiate
. Dissoudre 6,59 de phénol dans 80ml d'eau milliQ.
. Ajouter 0,15g de nitroprussiate de sodium. QA.pOOmI d'eau milliQ.

La solution est stable pendant 2 a 3 semainesfregérateur.

Solution alcaline complexante
. Dissoudre 37,59 de citrate dihydrate trisodiqu8gede soude dans 80ml d'eau puis g.s.p. a
100ml.

Solution stable plusieurs mois.

Réactif 2 : solution complexante au chlore
Utiliser 0,8g de dichloroisocyanurate de sodiumsda@0ml de solution alcaline complexante.

Stocker en flacon ambré. Cette solution n'est stgblune a deux semaines maximum.

Procédure générale du dosage

Pour 10ml d'échantillon a doser :

» Ultiliser des tubes plastique propres (polypropyleagolystyrene).
» Verser 0,5 ml de réactif 1
» Verser 0,5 ml de réactif 2
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> Placer 6h les tubes a I'abri de la lumiere
» Diluer si nécessaire

» Mesurer I'absorbance a 630 nm.

Calcul de l'effet de sel

Es = Ae/As

Ae : échantillon absorbant avec une salinité idgmtia celle des gammes d'étalonnage.

As : échantillon absorbant a la salinité S.

Précautions particuliéres

Travailler sous hotte et porter des gants, unésatibn de masques a produits chimiques peut

étre préférable avant toute utilisation du phénol.
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Dosaqge de l'urée

Préparation du matériel

> 1 bain marie a 85°c

Y

1 portoir métallique ou plastique supportant despteratures de 85°c

» 1 solution d’acide pour rincer les flacons et lebes avant analyse (si réutilisation des
consommables).

» Des tubes a centrifuger de 15 mL conique en popyeme

» Verrerie en plastigue PETG haute résistance chieiqu

Préparation et stockage des échantillons

Collecter 10 mL d'échantillon. Filtrer sur membrapelycarbonatd,22 pm avant analyse.
Stocker les échantillons a I'obscurité avant aredy€ongeler rapidement les échantillons a —
20°c apres filtration si I'analyse ne peut étréefammédiatement, mais effectuer les dosages

au plus tard une semaine apres filtration.

Préparation de la solution de standards

Dissoudre 150,2 mg d’'urée dans de I'eau distilledilaer a 100 mL g.s.p. Ajouter une goutte
de chloroforme comme conservateur. Peut étre codsegrlusieurs mois. La solution est a 5

patgN-urée/ml.

Réactifs
Solution Thiosemicarbazide
Dissoudre 0.95 g de thiosemicarbazide dans 100di®&u déminéralisée. Cette solution se

conserve plusieurs mois a température ambiant@eonfverre.

Solution Ferrique

Dissoudre 0.15 g de chlorure ferrique dans 10 nelaa’déminéralisée.
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Réactif A

Dissoudre 8.5g de diacetyl monoxime {CVDC(NOH)CH dans 250 mL d’eau déminéralisée
portée a 80°c. Refroidir a température ambiantes mjouter 10 mL de solution de
thiosemicarbazide. Ce réactif est stable une seamaacé a I'abri de la lumiéere, en flacon de

verre, a température ambiante.

Réactif B
Verser 300 mL d’acide sulfurique fumant dans 235 dikau distillée a 0°c. Une fois a
température ambiante, ajouter 0.5 mL de solutiorclderure ferrique et homogénéiser. Ce

réactif se conserve indéfiniment.

Protocole de dosage

Remplir les tubes a centrifuger avec 10 mL d’édlantfiltré.
Ajouter 0.7 mL deéactif A. Boucher et agiter.

Ajouter 2.3 mL deéactif B. Boucher et agiter.

Placer les tubes au bain marie a 85°c pendant 20tes.

vV V V VYV V

Effectuer les dosages a 520 nm et 526 nm.
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Annexe 3 : spectres RMN des étapes réaliséesddis d
synthese chimique des toxines kainiques
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Figure : spectre RMN dirans-N-benzoyl-4-hydroxy-L-proline obtenu par synthébamique.
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Annexe 4 : exemple de chromatogramme obtenu lors de
I'analyse de la toxicité d’'un culot cellulaire pagthode

spectrométrique HPLC/UV
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Print of window 38: Current Chromatogram(s)

Injection Date : 29/05/2009 02:11:28 Seq. Line : 8
Sample Name s 12N (Ldes @ Logation : Vial 7
Acg. Operator : Guillaume Ihdlg] s
Acg. Instrument : AGILENT 1100 Tng ‘Volume: : 20 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\ASP.M

Last changed : 29/05/2009 01:15:34 by Guillaume

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\ASP.M

Last changed : 2371072008 15:08:00 by Flo

Dosage ASP (acide domoique) .
Colonne C1l8 Jupiter. CH3CN/H20,TFA 0,1% : 10/90. d=1ml/min
T® 40°C, 20 pl injecté

Current Chromatogram(s) .
DAD1 A, Sig=242,16 Ref=360,100 (090528\007-0801.D)

mAU |

12.5 -

7.5

2 ' 4 6 8 10 12 L. min

AGILENT 1100 20/05/2010 08:34:11 Guillaume Page 1 of 1

Figure : exemple de chromatogramme obtenu lors de I'seallg la toxicité d’un culot )
cellulaire par méthode spectrométrigue HPLC/UV.

202



Annexe 5 : publication parue daRgceedings of the seventh
International Conference on Molluscan ShellfisheBaf
(Nantes, 2009), Editions Quae.
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The influence of nitrogen speciation on growth
and toxicity of Pseudo-nitzschia multiserieand
P. pungensunder batch and continuous
cultures

Influence de la diversité en azote sur la croissance et la toxicité de Pseudo-
nitzschia multiseries et P. pungens lors de cultures en batch et cultures

continues

Calu, Guillaume(1) ; Martin-Jezequel, Véronique (2), Lefaux, Estel
(2) ; Sechet, Véronique (1) ; Lassus, Patrick (I\Veigel, Pierre (3) ;
Amzil, Zouher (1)

1. IFREMER, Laboratoire Phycotoxines, rue de I'lld'Yeu BP 21105
44311 Nantesguillaume.calu@ifremer.fr

2. Université de Nantes, EA 2160 Laboratoire MMS €M Molécule,
Santé), 2 rue de la Houssiniére - B.P. 92208 443&ihtes.
Veronigue.martin-jezeguel@univ-nantes.fr

3. Université de Nantes, UMR CNRS U3B 6204, 2 reclal Houssiniére -
B.P. 92208 44322 NantePRierre.weigel@univ-nantes.fr

Les apports en urée, compose utilisé comme fertilisant en agriculture, ont
triplé sur les quatre derniéres décennies. Ce nutriment se retrouve
largement déversé dans les riviéres jusqu’aux eaux cotieres, et est utilisé
comme nourriture par les micro-algues. Des études ont montré que de
nombreuses espéces toxiques de microalgues peuvent assimiler de I'azote
organique comme de I'inorganique. Ces composés pourraient étre une des
causes de la prolifération de certaines espéces de diatomées du genre
Pseudo-nitzschia, qui produisent de I'acide domoique, une neurotoxine
contaminant les coquillages. De plus fortes teneurs en acide domoique ont
d’ailleurs été rapportées pour P. australis en présence d’urée. Nous avons
étudié au laboratoire I'influence de 'urée sur la teneur en acide domoique
produit par P. multiseries en batch et P. pungens en culture continue. Nos
résultats montrent que les cellules des deux espéces contiennent plus de
toxine en présence d’'urée qu’en présence de nitrates. Ces résultats
suggerent I'importance de la diversité des sources d’'azote dans la
production d’acide domoique par certaines espéces de Pseudo-nitzschia.
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Acide domoique, Pseudo-nitzschia, nitrates, urée.

The amount of urea used as fertilizer in agriculture has tripled over the four
last decades. This nutrient is largely discharged from rivers to coastal
waters, and used by many microalgae as food. Previous studies have
shown that numerous toxic species can assimilate both organic and
inorganic nitrogen. This has also been proposed by some researchers to be
a potential cause for increased occurrence of some diatom species of the
genus Pseudo-nitzschia that produce domoic acid, a neurotoxin that can
contaminate shellfish. Moreover, higher domoic acid content has been
reported for P. australis in the presence of urea. We have investigated the
influence of urea on the content of domoic acid in P. multiseries and P.
pungens. Our results showed that, in batch cultures, P. multiseries contains
more toxin per cell in the presence of urea. In continuous cultures,
substitution of nitrates by urea increases the cellular toxin content of P.
pungens. These findings suggest the importance of nitrogen speciation in
domoic acid production by certain species of Pseudo-nitzschia.

Keywords : domoic acid, Pseudo-nitzschia, nitrate, urea.
Introduction

Domoic acid (DA) is a neurotoxic amino acid inilyakextracted from the Rhodophyte
Chondria armata The first evidence of DA as the cause of amnseballfish poisoning
(ASP) was reported in 1987, following human constiompof contaminated mussels at
Prince Edward Island (Wrighdt al, 1988). This crisis was linked with the occurremde
Pseudo-nitzschia multiserigdooms. Clinical symptoms of amnesic shellfishspoings
(ASP) in consumers consist of gastrointestinalrelsst, confusion, disorientation, memory
loss and in the most severe cases, death (Mos,).208& threat of ASP is an important
consideration, as seafood demand and aquaculttivéyatcreases throughout the world
(Ascheet al, 2008). To that end, many research and monitgrimograms for the detection
of Pseudo-nitzschian seawater and DA in shellfish have been recedélyeloped. In
France, the first case of DA in shellfish occurird2001 (Amzilet al, 2001). Since that
time, Pseudo-nitzschidhas been recognized as a cosmopolitan genus statderench
waters, and the national monitoring network redulatetects the presence of DA in
shellfish.

Nitrogen metabolism and its influence on DA produttoy diatoms has been a subject of
recent study. Few papers have focused on this aylp@stly inP. multiseries but to our
knowledge, no investigations have been reportedPfopungensP. multiseriescan be
grown with nitrate, urea or glutamate as nitrogearse (Hillebrand and Sommer, 1996),
and uptake rates of nitrogen, urea and ammoniure h&en calculated fdP. australis
(Cochlanet al, 2008) and foP. delicatissimgLoureiroet al. 2009). It has been reported
that P. australis produces more DA in presence of urea than of teittg@ ammonium
(Howard et al, 2007) however, toxic strains &f. multiseriesand P. fraudulentashow
variable DA production in the presence of urea €Beeet al, 2009). Generally, the DA
content of Pseudo-nitzschia cells is highest duthey stationary phase of growth (Bates,
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1998), but N-depleted batch culturesRFofmultiseriespresent lower DA content during this
phase (Bates, 1991).

The increase of certain harmful algae blooms canpéely explained by the human
activities (Mas6é and Garcés, 2006) such as aguiaul{fertilizer and other agricultural
discharges), waste waters and consumption of fessitgies (Nixon, 1995; Heislet al,
2008). In the last four decades, the amounts & used as fertilizer have increased in three
fold in certain agricultural regions of the worl@lipert et al, 2006), leading to large urea
discharge from rivers to coastal waters. Many sggeaf microalgae can use urea as
nutritive source (Antiaet al, 1991). In North Sea, blooms dthaeocystis globosa
(Prymnesiophyceae) were linked to nitrate dischdrgeiver waters (Lancelot, 1995). In
addition, the occurrence of certain paralytic dts#ll poisoning (PSP) episodes has been
related to increasing use of urea as a fertiliGdibert et al, 2006).

Each year, the French monitoring network (REPHedis domoic acid contamination in
shellfish along North coasts of France. Thus, ideorto better understand the risk of
harmful diatoms blooms in French coastal waters,haee investigated the influence of
two nitrogen sources, urea and nitrate, on the ymiioh of DA in batch and continuous
culture by strains oP. multiseriesand P. pungensisolated from the English Channel
waters.

Material and Methods

1.1. Strain specificities

P. multiseriesstrain CCL70 was isolated from Thames estuary (UiK 2007 andP.
pungensstrain D10 from West-Brittany coast (Bay of CropanFebruary 2008 by CEFAS
Institute and Ifremer researchers. Non-axenic cedtwere maintained in natural seawater
(collected from the English Channel Sea) enriched. i medium with 107 uM silicium
(Guillard & Hargraves, 1993). Domoic acid produntion both strains was previously
confirmed by LC-MS-MS analysis (unpublished data).

1.2 Batch cultures

Experimental cultures were established in cultdrantbers (16°C, 12:12 photoperio®).
multiseriescultures were grown in polystyrene flasks withiemed natural seawater L1
with silicium (107 pM). Experimental culture inoawvere depleted of N for one week. To
compare the influence of nitrate and urea, nitrogmrces where added separately in batch
enriched cultures. Nitrate concentration was fited41 UM and urea concentration to 220
UM.

1.3 Continuous cultures

Continuous cultures d?. pungensvere grown in polymethylmethacrylate (PMMA) plasti

(altuglass ©) 2.3 L photobioreactors, with reguliapéd at 8.2, and flow rate of 0.2 mL/min.
The population was first monitored in the systenadsatch culture with natural enriched
seawater L1 medium with silicium (107 puM), befooestvitching on the pump to start the
continuous culture. The system was first enrichéti witrate (441uM) then replaced by

urea (220 uM) on day 14.
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1.4 Cell enumeration

Samples for cell quantification were fixed with lalgodine solution.Pseudo-nitzschia
cells were quantified microscopically using a Nageaounting chamber. Precision of
counts was statistically estimated following Lugtdal (1958). The confidence interval was
p <0.10

1.5 DA extraction

A 10 ml culture aliquot was centrifuged 20 min &08 x g. Cell culot were suspended in
50:50 v/v methanol:water , frozen at —80°C, soridgdb00W, 20 kHz), and filtered on 0.45
pm Whatman filter under ultracentrifugation (800a®, min). The supernatant was filtered
on 0.45 pm Whatman filter under ultracentrifugati®00G, 10 min ) to perform DA
analysis in the medium. All samples were store2i8tC before analysis.

1.6 DA analysis

Intracellular domoic acid was monitored by HPLC-Uhethod (Lawrenceet al 1991),
using a Jupiter C18 (@ = 5um, 4,6x250 mm) columerrttostatically controlled at
40°C;mobile phase : 90:10 H20 ; 0,1 % TFA/acetdeitfv/v); flow rate : 1ml/min.. An
aliquot of 20ul of each sample was injected, fgradient of 20 min. DO was detected by
UV absorbancel= 242 nm). Standards were certificated by thedvati Research Council
of Canada. (Halifax).

Results

Batch cultures oP. multiseriesstrain CCL 70 showed similar growth charactersstioder
nitrate or urea conditions without significant diftnces (max. growth rate between 0.36 d
and 0.67 &) (Figure 1). On the other hand growth under N-degal condition was very
slow (max growth 0.33Y. Intracellular DA content was detected at theiatary phase,
on day 7 in urea batch culture and on day 8 irat@tbatch culture (Figure 2). Cellular DA
was greater in cultures grown on urea between thend the 8 days, followed by a large
decrease between the samples collected at'tten@ the § days. However, DA levels in
the culture medium showed no increase during ttege (data not shown).
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Figure 1. Growth of P. multiseries CCL70 under differ® conditions (batch cultures). White
diamonds : no nitrogen source. White triangles rgb]] = 220uM. Black squares : [Nitrate] = 441
UM.
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Figure 2. DA content of P. multiseries CCL70 undéiedént N conditions (batch cultures). White
columns: [N] = no nitrogen source. Dotted columrilitrate] = 441 uM. Black columns: [Urea] =
220 pM.
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Continuous culture oP. pungensstrain D10 was started with a high biomass (around
20.000 cells/ml) and pumps were switch on duringomential phase in order to avoid
collapse of the culture (Figure 3). Cultures whatequilibrium when the biomass varied
by less than 5%. Biomass was slightly higher inrthieate (441 pM) grown culture than in
the urea (220M) treatment. DA concentration reached a maximuady concentration at
0.1 pg/cell in nitrate as the N source. After transition to urea as the N source, cellular
DA content increases from 0.1 pg/cell to 0.2 pd/@eld continued to increase to the end of
the experiment until day 24 in batch culture.

0.5 1 Mitrate Urea r 100000
- 90000
%‘ 0.4 - 30000 =
L - 70000 E
= ]
= 034 - 60000 E
= - 50000
E ]
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Figure 3. Abundance and DA content of P. punger® diing continuous culture. White squares :
population (cell/ml). Dotted columns : toxin cedentent (pg/cell). Replacement of nitrate (444)
by urea (220 uM) occurs at the 14th day

Discussion

Our results show that growth rates Rf multiseriesstrain “CCL70” in batch culture are
similar when grown in both nitrogen sources, frofe0+ 0,06 d (nitrate) to 0.67 + 0,07°d

! (urea). This has not always been the case, as td@tal (2007) reported a decrease of
growth rate irP. australisusing urea (0.52 + 0.09%as a N source in comparison with the
rate of 0.89 + 0.08 Y obtained using nitrate. Fd?. multiseries Thesseret al (2009)
provided a large set of data on intraspecific vames between strains. Their results show
various growth responses with nitrate (from 0.45@ 0.76 + 0.10 d) or urea (from 0.3 +
0.1 d*to 0.68 + 0.07 d).

In our study, the intracellular-DA conterd$ P. multiseriesncreased in stationnary phase,
and was higher in urea compared to nitrate comditiduring early and middle stationary
phase. Maximum DA content per cell was 3.16 pg/edh nitrate as inorganic nitrogen
source and 5.17 pg/cell with urea as organic némogourceP. multiseriesis known for
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producing DA under batch conditions (Bates, 1991)essenet al (2009) determined
maximum DA content foP. multiseriesat 0.36 pg/cell for nitrate-enriched and 1.8 plyj/ce
for urea-enriched medium. The results we have pbthforP. multiseriesare in agreement
with the concentrations reported in the literatiBates, 1998).

The work of Thesseat al (2009) is currently the most complete comparisbgrowth and
DA production of Pseudo-nitzschisspecies using both organic and inorganic nitrogen
sources. However, Thesseat al (2009) didn't investigate the CCL 70 strain Bf
multiseriesin their experiments. Moreover, our experimentahditions differed from
theirs. Therefore, comparison is not easy betwkenwo works, and our results show new
data forP. multiseries During our experiments with this species, thenhigracellular DA
content found at the"8day was not recovered neither in the cells naghénculture medium
in the following days. That may suggest that DA w&asimilated by bacteria in the culture,
becauseP. multiseriesCCL 70 was a non-axenic strain. Recently, epighyiacteria
associated with the gentseudo-nitzschiavere thought to assimilate DA; however the
fate of DA in bacteria is unclear (Stewart, 2008pre investigations should be done to
more fully understand our results.

P. pungensstrain D10 produces more DA when nitrate is regdlady urea under
continuous culture. To our knowledge, this is tingt study on nitrogen preferences for this
species.

Our results are in accordance with other authams, @early demonstrate that nitrogen
source can affect not only the growth, but alsogheduction of domoic acid iRseudo-
nitzschia species. However, the actual linkages betwé&seudo-nitzschianitrogen
metabolism and DA synthesis pathways currentlyiasafficiently understood to explain
how nitrogen species can affect DA production. Atdreunderstanding of the role of
nitrogen metabolism in domoic acid producti@ppears to be important in our
understanding of the linkages between agricultur@h runoff and coastal ASP events.
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Contribution a I'étude de la toxicité dePseudo-nitzschia régulation de la production d’acide
domoique et synthése d’analogues chimiques

Résumé: ce travail de thése propose une contributioiétaide des diatomées toxiques du genre
Pseudo-nitzschia spresponsables de contaminations de fruits de deetype ASP (Amnesic
Shellfish Poisoning). L'influence des nutrimentécgim et azotés sur la croissance et la production
toxinique de trois especes toxique® —multiseriesP. australiset P. pungens- a été étudiée. La
synthése chimique d’analogues aux toxines ASP lerbgat été explorée, en vue de développer de
nouveaux biocapteurs de détection. Les travaux snemel'influence du silicium montrent que cet
élément présent dans le milieu influe sur la tenewinique intracellulaire, mais sans étre
directement impliqué dans cette production toxieigDe nouvelles sources azotées organiques
assimilables paP. multiserieset P. australisont été mises en évidence, montrant une corrélatio
négative entre taux de croissance et productioimitye. La diversité des réponses physiologiques
rapportées souligne une trés forte variation indtainter-spécifique cheRseudo-nitzschia spes
dynamiques de production toxinique démontrent Issitilité d’'une production d’acide domoique
des la phase de croissance des diatomées seloortze @izotée étudiée. Les études menées lors de
cultures en continu sur les espeBesnultiserieset P. pungensnt enfin mis en évidence une plus
forte production toxinique a I'’équilibre en présertturée qu’en présence de nitrates. Ces résultats
laissent supposer une influence significative de&vedsements d’azote organique situ
(anthropiques ou naturels) sur les dynamiques elégard’efflorescences d&seudo-nitzschia

Mots-clés: Pseudo-nitzschiaDiatomeées, Algues Nuisibles, ASP, Acide Domoiq8dicium,
Azote, Bioréacteurs, Spectrométrie Liquide a Haureession, Spectrométrie UV/Visible,
Environnement.

Contribution to the study of Pseudo-nitzschidoxicity : regulation of domoic acid production
and synthesis of chemical analogs

Abstract : this work purpose a contribution to the studytadic diatoms from the genu®seudo-
nitzschia sp responsibles for shellfish contaminations by A@¥nnesic Shellfish Poisoning).
Influence of silicium and nitrogen nutriments omgth and toxinic production by tree specieB.—
multiseries P. australiset P. pungens- has been studied. Chemical synthesis of ASPitoxi
analogues has been investigated too, in order\telale new biocaptors. Experiments on silicium
showed that this element influenced the intracatltdxins content, but was not directly implicated
in this toxinic production. New organic nitrogeneses assimilated bfy. multiseriesand P.
australis has been identified, showing a negative correlati@tween growth rate and toxins
production. Diversity of physiological responseswhd an high intra- and interspecific variation
by Pseudo-nitzschia s@oxins production dynamics showed a possible yctdn of domoic acid
during growth phase. Studies on continuous cultareB. multiseriesandP. pungensndicated an
higher toxinic production at steady state in presesf urea and nitrates. Theses results gaves clues
to a significative influence of organic nitrogam situ (anthropic or natural) oRseudo-nitzschia
bloomings.

Keywords : Pseudo-nitzschia, Diatoms, Harmful Algae, ASPBnidic Acid, Silicium, Nitrogen,
Bioreactors, Hight Pressure Liquid Spectrometry/W¥. Spectrometry, Environment.
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