Cvcle circadien et bioluminescence chez
les dinoflagellés

Karl NEUBERTH
Adrien PILLOT

Benjamin CHABE-GENEAU

De par une convergence évolutive, de nombreux étres vivants sont capables de réaliser le
processus de bioluminescence, qu’on définit par la production de lumiére par un €tre vivant
suite a une réaction biochimique. Ce processus s’observe notamment en mer, chez des
microorganismes tels que Aliivibrio fischeri ou le sujet de ces expériences, Pyrocystis lunula.
Une réaction d’oxydo-réduction se fait, excitant un complexe enzyme/substrat, la luciférine et



la luciférase, puis le complexe se désexcite en émettant un photon bleu. Le complexe, une
fois rompu, pourra se reformer, formant ainsi un cycle de réactions oxydo-réductrices -
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Cette bioluminescence, s’activant sous 1’effet d’un stress mécanique, ne s’observe que N

//\ ~a
pendant la nuit en conditions naturelles. \avtn A "“4’ )t’w\fuw - _
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La recherche a prouvé que ces dinoflagellés suivent un cycle circadien, et on a donc cherché
a comprendre le lien entre production de lumiére et ce cycle jour-nuit :

Quel est ’impact du cycle circadien sur la lumiére émise par Pyrocystis lunula?

Comment les parameétres du milieu influencent-ils la bioluminescence de ces dinoflagellés ?

On a donc fait varier la durée du cycle jour-nuit sur différentes cultures de dinoflagellés, en

cherchant a quantifier la différence de lumicre produite par mesure avec un luxmeétre et par

acquisition vidéo. D’autres parameétres ont été étudiés, tels que la concentration en phosphates

et nitrates, dans le but d’étudier 1’effet d’une eutrophisation sur la production de lumiére et i de,\k
ainst lier la problématique €cologique de I’eutrophisation des eaux par ’homme aux mesures’ Y
lumineuses. La réaction permettant I’émission de lumiére impliquant des ions Ca@mft/ w7

de la variation de ce parameétre a aussi été étudiée, en lien avec le cycle « enzyme + substrat a

complexe ».

Cependant, la lumiere produite étant difficile a capter, d’autres mesures indirectement reliées
a la lumiére produite ont été faites, telles que la durée de production de lumiére (ou
endurance) ou des observations microscopiques des solutions de Pyrocystis pour quantifier
les populations de dinoflagellés présentes et observer leurs évolutions face aux changements
de parametres du milieu imposés. De plus, I’étude des organites responsables de la
bioluminescence, les scintillons, n’a pas €été possible due a leur taille microscopique, posant
une autre limite a notre étude.
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L Variations du cycle circadien et impact sur les dinoflagellés.
II. Etudes des facteurs du milieu sur la production de lumiére

I. Variations du cycle circadien et impact sur les dinoflagellés.

Comme énoncé précédemment, la recherche a montré que les Pyrocystis lunula suivaient un
cycle circadien : la localisation des scintillons varie au sein de la cellule selon la phase de la
journée. NOD T L (o T .
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L’¢étude de ce cycle circadien s’est donc faite dans un placard hermétique a la lumiére
possédant deux lampes, réglées par une prise programmable contenant nos solutions de
dinoflagellés. Les Pyrocystis ont donc €té soumises a un cycle circadien artificiel, avec une
phase de nuit pendant la journée pour faciliter I’étude de la bioluminescence.

Différents cycles jours/nuits ont été testés sur les cultures, et on a ensuite mesuré la lumicre
émise par les dinoflagellés en fonction de la répartition d’heures de jour/ de nuit. Pour
compléter le manque de mesures, des simulations Python a 1’aide de Monte-Carlo ont été
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Ainsi, il semble donc bien qu’un cycle jour-nuit équilibré de 12h de jour et 13-”\((16 nuit
permet la plus forte émission de lumicére, et le déséquilibre de ce cycle perturbe 1’émission de
lumiére.

Cependant, ces résultats possédent des limites : certaines mesures de lumicre sous cycle
circadien altéré ont été faites peu apres la réception des cultures, et les cultures auraient donc
pu se développer pendant I’expérience, annulant ou diminuant 1’effet inhibiteur du cycle
altéré.

Les mesures ont été refaites plus tard, et elles semblent donc bien conclure I’hypothése mise
en avant que la variation du rythme jour-nuit inhibe la production de lumiére. Des analyses
microscopiques plus poussées avec un matériel plus précis pourraient permettre d’expliquer
I’origine de ce phénomene.

II. Etudes des facteurs du milieu sur la production de lumiére.

D’autres expériences, indépendamment de 1’étude du cycle circadien, ont été réalisées, dans
une perspective écologique. L’eutrophisation des eaux par I’homme pose de nombreux
problémes écologiques, impactant grandement la biodiversité locale et pouvant mener
parfois, a ’embouchure des fleuves, a des « blooms algaires », perturbant les écosystémes
locaux ou pouvant causer des crises sanitaires dans le cas d’algues nocives.

On a donc cherché a quantifier I’eutrophisation des eaux par Pyrocystis-par des mesures
i nd secouée) apparaitrait’donc plus lumineuse.
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Des mesures d’« endurance » ont également €té réalisées : la quantité de lumicre émise étant
difficile a quantifier a cause de la(précision limitée des luxmétres, la durée d’émission de
lumicre en réponse aun stress mécanique-continu a donc aussi été-€tudiée et s’est révélée etre
un bon indicateur de la lumiérd émise par les dinoﬂa\gfllé;.

2R .
De plus, d’aprés certaines recherches universitaires, le cation Ca2+ a un role crucial dans la
réaction a I’origine de la bioluminescence chez Pyrocystis. Nous avons donc mené d’autres
expériences en faisant varier la concentration en Ca2+ dans le milieu.

JY\N‘.?- 0

NI

Expériences préliminaires:

Nous avons d’abord commencé par étudier la corrélation positive entre la quantité de
dinoflagellés présents dans la solution et la quantité de lumicre produite.

Nous avons ainsi effectué¢ des observations microscopiques entre différentes sous cultures
dont nous avons modifié le milieu de vie.

A: 2 ml D’azote 2 mL. P/Nombre de dinoflagellées :74

B :1 mL d’azote ., 1 mL P: Nombre de dinoflagellées : 22


magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux



magali defosseux




C: 2 mL P: Nombre de dinoflagellées :53




Observations : le phosphate a une action positive dans le développement des dinoflagellées.
En effet,pour une méme quantité, le phosphate témoigne de sa meilleure efficacité par la plus
forte présence de cellules filles, en comparaison avec celles se développant dans un milieu
uniquement ajouté en azote .

Or nous avions précisé , ci-dessus, que plus il y avait de cellules dinoflagellées plus
I’intensité lumineuse était élevée.

Ainsi, méme si un véritable phénomene d’eutrophisation n’a pas été observe, il y a bien une
corrélation entre les concentrations des facteurs du milieu et le nombre de dinoflagellés, et
ainsi indirectement la quantité de lumicre.

Droite de regression
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Pour ce qui est des expériences sur le Ca2+, les résultats n’ont pas été trés concluants.

Par une appréciation qualitative des expériences, nous avons cependant remarqué que les
cultures ayant regu des ions Ca2+ sont plus “endurantes” dans leur production de lumiére (en
agitant, on observe une production de lumiere plus longue, jusqu’a 5-6 secondes contre 3
secondes en moyenne pour les cultures témoin).



Conclusion:

Le processus de bioluminescence par les dinoflagellés est donc bien régi par un cycle
circadien. La production lumineuse est optimale chez Pyrocystis lunula pour un cycle
jour-nuit de 12h-12h, et tout déréglement de ce cycle en faveur de la photopériode ou de la
période nocturne ménera a une diminution de la lumicre produite.

Les facteurs du milieu ont donc aussi une grande importance sur la culture de dinoflagellés et
ainsi, indirectement, la production de lumiére.

Méme si le phénomene d’eutrophisation de 1’eau attendu n’a pas pu étre observé, on a pu
donc en déduire que des concentrations plus élevées en azote et phosphore stimulent le
développement des dinoflagellés et la production de lumiére. Des concentrations plus €levées
en calcium semblent aussi stimuler cette derniére, mais ses effets sont limités.

Les Pyrocystis lunula sont trouvées notamment sur la cote californienne. Des mesures
mettant en jeu un optimum de température, répliquant la température des eaux locales aurait
pu aider a nos recherches et aurait pu permettre de développer d’autres conclusions.

Avec des mesures plus développées et précises, étant donné 1’effet de N et P sur les cultures,
les Pyrocystis pourraient donc potentiellement étre utilisées dans la recherche sur
I’eutrophisation des eaux, en quantifiant certaines mesures par la lumiere produite. Dans un
monde ou les bloom algaires sont des problémes récurrents dans les zones cdotiéres, cette piste
pourrait étre intéressante a étudier dans la recherche.
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