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L’étude réalisée pendant ma thése se situe dans le domaine de la mécanique des

fluides complexes et plus particuliérement des suspensions actives. On dit d’un fluide
qu’il est complexe lorsque son comportement différe de celui d’un fluide simple (par
exemple de I'eau).
Parmi les fluides complexes, les suspensions sont des fluides présents un peu partout
autour de nous. Depuis le domaine de I'agroalimentaire (sauces, pates, etc.), des
cosmétiques (dentifrices, crémes, mousses a raser, etc.), de la santé (fluides corporels,
pommades, etc.), de I'industrie (pneus, béton, etc.) jusque dans la nature et les
étres vivants (boue, suspensions de plancton, de micro-algues, de bactéries, fluides
biologiques, etc.), les fluides complexes sont omniprésents.

1 Suspensions actives et micronageurs

Une suspension est dite « active » lorsqu’elle contient des objets microscopiques
ayant la capacité de se déplacer par eux-mémes dans le fluide qui les entoure. Il
existe diverses sortes de micro-objets de ce type. Dans le domaine biologique, on
peut citer parmi les cellules procaryotes les bactéries Escherichia Coli et Bacillus
Subtilis, parmi les cellules eucaryotes le Trypanosome africain (parasite transmis
par la mouche tsé-tsé et responsable de la maladie du sommeil chez I'homme), les
spermatozoides et les micro-algues (figure 1).

Il existe également des micro-nageurs artificiels. Par exemple, il est possible de conce-
voir un micro-nageur en recouvrant de platine la moitié de la surface d’un colloide de
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(a) Bactérie E. (b) Trypanosome (c)  Spermatozoide (d) Micro-algue Chlamydomo-
Coli [78]. africain [20]. humain [74]. nas Reinhardtii [67].

FIGURE 1. Quelques micro-nageurs biologiques et leur stratégie de locomotion. (1a)
Nage en faisant tourner ses flagelles en tire-bouchon rigides qui s’entortillent en un
paquet de filaments synchronisés. (1b) Nage en propageant une onde de flexion de
lavant vers 'arriére de son corps. (1c) Nage en propageant une onde de flexion de
la base a 'extrémité de sa queue. (1d) Nage la brasse avec ses deux flagelles.

latex, puis en le plagant dans du péroxyde d’hydrogéne (eau oxygénée). La particule
bi-face (nommée particule « Janus ») réalise a sa surface du coté platine une cata-
lyse de la réaction d’oxydation et de réduction du péroxyde d’hydrogene en eau et
di-oxygeéne [47, 31|. La formation de ces gaz sur une seule des deux faces provoque le
déplacement de la particule dans le milieu. Le moteur des micro-objets est I’énergie
chimique du péroxyde d’hydrogene. Ce type de micro-nageur permet de réaliser un
systéme expérimental simple, permettant d’étudier les suspensions actives.

Les micronageurs artificiels sont trés intéressants également du point de vue du
domaine médical. Dans le film « Le voyage fantastique » (1966), il était question
d’injecter dans le corps d'un patient, des humains miniaturisés & bord d’un vaisseau
pour opérer par I'intérieur un caillot de sang dans le cerveau du malade. Actuelle-
ment, il est envisagé de soigner certaines pathologies en injectant de micro-objets
dans le corps de patients puis en pilotant ces robots depuis I'extérieur. Ce type de
micro-nageur servirait a aller relacher un médicament a un endroit précis dans le
corps du patient ou bien & aller opérer certaines zones difficiles d’accés par chirurgie
classique. Le domaine du soin par 1'utilisation de micro-robots est en fort dévelop-
pement [46]. Divers procédés sont envisagés pour le controle des micro-robots. Par
exemple, une équipe a modifié l'interface d'un IRM (Imagerie par Résonance Magné-
tique) en milieu hospitalier et est parvenue a piloter avec précision un micro-aimant
a l'intérieur d’un étre vivant [17|. Des chercheurs ont également congu des robots
artificiels couplés a des organismes biologiques, en collant des bactéries sur de micro-
billes de latex pour les faire se déplacer [84, 40, 4]. Cette « hybridation » permet
d’éviter le probléme de ’embarquement & bord du micro-robot d’une source d’éner-
gie qui puisse étre nocive au patient. Il est possible de controler la nage des objets
a l'aide de molécules (ions cuivres par exemple) dans le milieu. Ces ions viennent
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2. PHENOMENES PARTICULIERS DANS CES
SUSPENSIONS

bloquer le mécanisme biologique d’activation des flagelles. Cet état étant réversible,
les bactéries peuvent se remettre a nager lorsque le milieu a évacué ces ions. Ce type
de soin pourrait étre opérationnel d’ici une dizaine d’années.

2 Phénomeénes particuliers dans ces suspensions

Les suspensions actives présentent des caractéristiques supplémentaires par rap-
port & des suspensions classiques telles que le mélange sable et eau par exemple.
Le fait que les particules injectent de 1’énergie en permanence dans le fluide qui les
porte, fait de ces suspensions des systémes hors équilibre par excellence. Le domaine
des suspensions actives est un domaine récent (les premiéres théories datent de moins
d’une cinquantaine d’années). Depuis une trentaine d’années, les propriétés de ces
suspensions ont commencé a étre étudiées expérimentalement. Des phénoménes trés
intéressants du point de vue de I’hydrodynamique et de la physique statistique ont
pu étre observés.

2.1 Brassage accru du fluide porteur par les micro-nageurs

Wu et Libchaber [83] ont étudié des suspensions de bactéries Escherichia Coli
(dimensions du corps : 4 — 5 um de long et environ 1 um de diamétre) dans un film
mince d’épaisseur de I'ordre du micron (configuration quasi bidimensionnelle (2D)).
Ils ont placé dans ces suspensions des billes de latex fluorescentes de 4,5 & 10 pm de
diamétre en faible quantité, dont ils ont étudié la dynamique suivant leur taille. Ils
ont observé que le coefficient de diffusion des billes dans la suspension était augmenté
d’un facteur 100 par rapport & la valeur de ce coefficient dans un milieu ou les billes
auraient été sujettes a la seule agitation thermique. La nage des bactéries entraine
un brassage permanent du fluide dans la suspension qui favorise la diffusion des
nutriments et de 'oxygéne dissous dans la suspension.

2.2 Phénoménes collectifs : jets et tourbillons

Wu et Libchaber [83] ont observé en parallele que les bactéries semblaient se
déplacer de maniére collective sous la forme de structures qui naissaient et se dé-
faisaient sans cesse. Ils ont vu se développer des mouvements ot des groupes de
quelques dizaines de bactéries se déplacaient ensemble dans la méme direction pen-
dant quelques instants (« jets »), entrainant ainsi le fluide avec elles et augmentant
significativement leur vitesse individuelle. Ils ont observé également des structures
de groupe de type « tourbillon » qui apparaissaient puis disparaissaient dans cette
suspension. Ils ont suggéré dans leur étude que ces phénomeénes d’organisation col-
lective étaient responsables de la forte augmentation de la diffusivité des particules
inertes placées dans le fluide. Le mécanisme responsable de la création des formes
observées n’a pas été élucidé dans leur article. Ils ont proposé que ce phénomeéne
soit dii aux interactions hydrodynamiques et/ou stériques entre bactéries.
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CHAPITRE I. CONTEXTE DE L’ETUDE

FIGURE 2. Mouvements collectifs visibles dans la partie concentrée d’une goutte
de suspensions de bactéries Bacillus Subtilis. On observe des « motifs » de taille
supérieure a celle d'un micro-organisme sur la photo. La goutte est posée sur une
boite de Petri et observée par en dessous. La ligne blanche en haut de la figure est
la ligne triple air-fluide-substrat. La barre d’échelle blanche mesure 35 um de long.
Image extraite de [14].

Ces phénomeénes collectifs ont également été observés en configuration tridimension-
nelle (3D) par Dombrowski et al. [14] avec la bactérie Bacillus Subtilis dans des
gouttes déposées a la surface d’'une boite de Petri. Dans leur étude, ils ont observé
que les cellules allaient s’accumuler sur le bord de la goutte et que dans cette zone
trés concentrée, on pouvait observer des mouvements collectifs avec formation inter-
mittente de jets et de tourbillons (figure 2). L’origine de ces mouvements collectifs a
été 'objet de nombreuses études théoriques et numériques ces derniéres années [41].

2.3 Bioconvection

Parmi les phénomeénes particuliers que I’on peut observer dans ces systémes, il est
celui de la bioconvection [14, 49, 29]. L’objet de I’étude menée par Dombrowski et al.
dans leur article de 2004 était la bioconvection dans une configuration particuliére.
Ce phénomeéne peut survenir si les micro-organismes nagent en moyenne vers le
haut et sont plus denses que I'eau. Parmi les micro-nageurs biologiques, un grand
nombre nage vers le haut pour des raison diverses et variées (aérotactisme chez les
bactéries et gravitactisme et/ou asymétrie entre 'avant et 'arriére du corps pour
les Chlamydomonas Reinhardtii |38, 57]).

La bioconvection se manifeste de la maniére suivante (figure 3) dans le cas de
bactéries aérotactiques (pour des algues nageant vers le haut, le principe est simi-
laire). Les bactéries nagent vers le haut en moyenne vers l'interface fluide-air, zone
la plus concentrée en oxygéne. Peu a peu, elles s’accumulent vers la surface et com-
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2. PHENOMENES PARTICULIERS DANS CES
SUSPENSIONS

FIGURE 3. Bioconvection dans une goutte d’un centimétre de diameétre de suspension
de Bacillus Subtilis déposée horizontalement sur une boite de Petri. En haut : On
observe des ondes de déplacement qui se forment au bord de la goutte au départ
puis s’étendent vers le centre de la goutte (images prises a intervalle de 5 minutes).
En bas : On observe les colonnes de bactéries en vue de dessus qui se forment puis se
déplacent vers le bord de la goutte (images prises a intervalle de 2 minutes). Images
extraites de [14].
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mencent a former une couche concentrée. Cette accumulation de cellules plus denses
que le fluide situé en dessous d’elles crée une instabilité et des portions de la couche
supérieure de bactéries se détachent de la surface pour retomber dans le fluide situé
en dessous, formant des « colonnes descendantes » (« plumes » en anglais) de sus-
pensions concentrées de bactéries [13]. Il se forme une couche concentrée de cellules
peu mobiles au fond de la suspension a cause de la raréfaction de 'oxygéene dissous
dans le fluide, provoquée par la respiration des cellules. Les bactéries qui retombent
emportent avec elles du fluide provenant de la surface, fluide qui contient plus d’oxy-
géne qu’au fond de la goutte. Cet apport d’oxygéne dissous permet & une partie de
la couche immobile du fond de consommer & nouveau de 'oxygéne et de se remettre
a nager. Ces bactéries remontent vers la surface et ’on assiste & un cycle continuel
de remontée et retombée des bactéries sous forme de « colonnes ».

Dans le cas de I'expérience de Dombrowski et al. de 2004, le fait que la géomé-
trie soit une goutte au lieu d’'un volume avec une interface plane air-fluide rend la
dynamique de bioconvection plus complexe. En plus des mouvements de descentes
et de retombées des bactéries dus a la combinaison d’aérotactisme et d’instabilité
de densité, la forme courbée du ménisque vient modifier la maniére dont I'instabilité
créée proche du ménisque évolue. Le fait que le ménisque soit incliné entraine une
retombée de la couche supérieure des bactéries vers les bords de la goutte d'une
maniére ressemblant & celle de I'effet Boycott dans la sédimentation de particules.
Dans l'effet Boycott [1], un tube contenant une suspension de particules inertes qui
sédimentent est incliné par rapport a la verticale (figure 4). Cela fait que la couche
de fluide en contact avec la paroi du tube la plus haute se retrouve appauvrie en par-
ticules plus denses que 'eau, lesquelles sédimentent horizontalement. Cette couche
de fluide moins dense que la couche en dessous d’elle a tendance a se hisser vers le
haut du tube pour passer complétement au dessus de la couche la plus dense. Cela
crée un courant ascendant le long du haut du tube, qui génére par conséquent un
courant descendant sur la paroi la plus basse du tube, ce qui accélére la sédimenta-
tion des particules. Dans le cas de Dombrowski et al., le fluide est plus dense en haut
qu’en bas, ce qui génére un glissement de la couche la plus dense vers le bas de la
goutte et forme un tourbillon dans la zone de la ligne de triple [79]. Au sommet de
la goutte, la couche dense laisse échapper des « paquets » de bactéries a la maniére
de la bioconvection avec une interface horizontale [50], qui redescendent vers le fond
de la goutte, tout en se déplagant vers l'extrémité de la goutte sous l'effet de la
gravitation et de l'inclinaison du ménisque.

Le type de mécanisme responsable de la nage vers le haut des micro-organismes
influence fortement la dynamique observée dans la bioconvection et ’'on peut méme
distinguer différentes formes de bioconvection [12|. Le phénomeéne de bioconvection
peut jouer dans certaines conditions un role dans le brassage des océans pour la
circulation des nutriments présents dans les fond marins vers la surface [72, 37].
Ce phénomeéne est également important dans la formation de bio-films lors de la
colonisation de surfaces par des micro-organismes. Il permet un brassage des nu-
triments et de l'oxygéne dans la suspension permettant ainsi de nourrir toute la
colonie et pas seulement la portion proche des bords de la suspension. Le méca-
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2. PHENOMENES PARTICULIERS DANS CES
SUSPENSIONS

FI1GURE 4. Illustration de l'effet Boycott. La sédimentation de particules en sus-
pension dans un fluide dans un tube est plus rapide lorsque le tube est incliné par
rapport a la verticale. Dans le tube de droite, la descente des particules suivant ’axe
vertical est freinée par la remontée du fluide suivant le méme axe en moyenne. Dans
le tube incliné, la symétrie est brisée. Les particules sédimentent toujours verticale-
ment mais le fluide remonte en moyenne suivant la direction d’inclinaison du tube.
Les particules en sédimentant laissent derriére elles une zone contenant seulement
du fluide. Cette zone « libre » permet au fluide de remonter plus facilement vers le
sommet du tube. Il se crée un courant ascendant dans cette zone. Ce courant en gé-
nére un autre, situé dans la zone vers laquelle les particules sédimentent. Ce courant
dirigé vers le fond du tube entraine les particules qui sédimentent, accélérant ainsi
le phénoméne de sédimentation.

nisme de bioconvection semble aujourd’hui bien compris [29]. Il reste & expliciter les
mécanismes responsables des mouvements collectifs observés aux échelles de 'ordre
de quelques micro-organismes que nous avons décrits au paragraphe précédent. Ces
phénomeénes se déroulant a des échelles de taille et de temps bien plus faibles que
celles de la bioconvection, il est fort probable que les causes des deux phénoménes
soient différentes.

2.4 Modification des propriétés rhéologiques du fluide effectif

On notera une derniére conséquence macroscopique de 'activité des constituants
élémentaires d’une suspension active, celle de modifier les propriétés rhéologiques
du fluide dans lequel ils sont placés. Les propriétés rhéologiques de suspensions de
particules sphériques rigides sont bien décrites par la loi semi-empirique de Krieger

et Dougherty [42] :
¢ _O“z)m
Neff = Mo (1 " (L1)
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FIGURE 5. Réduction de la viscosité dans une suspension de bactéries Bacillus Sub-
tilis en film épais. La viscosité effective de la suspension a été mesurée en générant
un tourbillon de taille grande devant la taille des bactéries dans un film suspendu
d’épaisseur controlée. En étudiant le temps mis par le tourbillon pour disparaitre,
il a été possible d’estimer la viscosité de cisaillement de la suspension. La viscosité
effective ainsi mesurée décroit lorsque la fraction volumique augmente puis décroit
lorsque la suspension devient concentrée. Figure extraite de [70].

La viscosité effective de la suspension est n.¢; et celle du fluide porteur est ny. La
fraction volumique de la suspension est ¢ et ¢,, est la fraction volumique maxi-
male accessible au systéme. a est un coefficient qui vaut 2,5 pour une suspension
de sphéres rigides (coefficient d’Einstein). Cette loi, bien vérifiée expérimentalement
n’est plus valide lorsque les particules en suspension ne sont plus inertes. Sokolov et
Aranson [70] ont, par une mesure indirecte, montré que la viscosité effective (macro-
scopique) d’une suspension de Bacillus Subtilis décroissait lorsque 'on augmentait
la fraction volumique ¢ a partir d’un certain seuil, avant de ré-augmenter ensuite
(figure 5).

Rafai et al. ont mesuré en utilisant de la rhéométrie standard que la viscosité
effective d'une suspension de micro-algues Chlamydomonas Reinhardtii

12
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FIGURE 6. Augmentation de la viscosité effective avec la motilité des micro-algues
Chlamydomonas Reinhardtii. (6a) Viscosité effective de la suspension en fonction
du taux de cisaillement, a différentes fractions volumiques ¢ en cellules vivantes. La
viscosité du fluide porteur est visible en bas de la figure. (6b) Ecart relatif entre la
viscosité effective de la suspension et la viscosité du fluide porteur (mesurée a un
taux de cisaillement de 5 s7!). Les points pleins correspondent & des suspensions de
cellules vivantes et les points barrés a des suspensions de cellules mortes. Les lignes
pointillées sont des ajustements des points expérimentaux par la loi de Krieger et
Dougherty (équation I.1) en prenant ¢,, égal a 0,62 (fraction volumique d’empi-
lement maximal aléatoire). L’ajustement donne un coefficient o de 2,5 (identique
au coefficient d’Einstein pour les sphéres dures) dans le cas des cellules mortes et
de 4,5 dans le cas des cellules qui nagent. La viscosité effective de la suspension a
été mesurée a 'aide d’un rhéomeétre avec une géométrie de type cone-plan. Figure
adaptée de [54].

3 Modélisation de ces phénoménes

Il existe plusieurs « ingrédients » pouvant potentiellement conduire aux phéno-
menes que nous venons d’évoquer. Les principaux sont les interactions de nature
hydrodynamique entre les nageurs, les interactions stériques entre nageurs, les ca-
ractéristiques biologiques des nageurs (« tumbling » des bactéries) et 1'utilisation de
tactismes (sensibilité aux nutriments présents dans le milieu (chimiotactisme), sen-
sibilité a la concentration en oxygéne dans le milieu (aérotactisme), sensibilité a la
gravité (gravitactisme), sensibilité & une molécule sécrétée par les micro-organismes
eux-mémes (« Quorum sensing »)). A cela on peut ajouter la géométrie de la sus-
pension (confinement en 2D par exemple). Il n’est pas évident de déterminer les
causes de ces phénoménes et il est probable que plusieurs scénarios aboutissent aux
mémes effets. Une chose est certaine cependant, 1'auto-propulsion est le pilier de
cette dynamique.

13



CHAPITRE I. CONTEXTE DE L’ETUDE

Plusieurs théories ont été élaborées au cours de ces derniéres années pour com-
prendre et reproduire ces phénomeénes singuliers. Les premiers modéles élaborés
pour reproduire un maximum des propriétés collectives observées des objets auto-
propulsés datent d'une vingtaine d’année. Vicsek et al. ont développé un modele
d’« essaim » (« flocks » en anglais) qui a permis de reproduire les caractéristiques
de déplacement en groupe de ce type de systéme [81]. Le principe d’interaction entre
objets de ce modéle est simple. A chaque instant, la direction de déplacement d’un
objet devient égale & la direction moyenne de ses voisins. Un bruit de moyenne nulle
est ajouté a son orientation pour que le systéme continue a évoluer avec le temps.
D’autres modéles similaires ont été développés |76, 77|, mais ils n’incluaient pas
les interactions hydrodynamiques entre particules en suspensions dans un fluide. Ils
modélisaient des objets se déplacant dans un milieu passif, dont le seul effet était
une force de friction sur les objets.

Plus récemment, Sihma et Ramaswamy ont développé un modéle de particules
auto-propulsées prenant en compte un milieu ambiant de type fluide |68, 26, 55].
Dans ce modéle, ils s’'intéressent a l’effet moyen du mécanisme générant la propul-
sion de la particule sur le fluide environnant. Pour cela, ils modélisent une particule
auto-propulsée par un dipole de force (figure 7). Une des forces correspond a la
force moyenne appliquée par la particule sur le fluide pour se déplacer et la seconde
correspond & la force de friction moyenne du corps de la particule sur le fluide (en
réaction au déplacement de la particule dans le fluide). Les auteurs distinguent alors
deux types de particules actives : celles qui tirent le fluide devant elles pour se dé-
placer (micro-algue Chlamydomonas Reinhardtii par exemple) et celles qui poussent
le fluide derriére elle pour se déplacer (spermatozoide, bactéries Escherichia Coli et
Bacillus Subtilis). La premiére catégorie prend le nom de « puller » et la seconde de
« pusher ». Les puller sont représentés par un dipdle dont les forces pointent I'une
vers 'autre et les pusher par un dipole dont les forces pointent dans des directions
opposées. Dans leur modéle, ils calculent la contribution de la distribution de dipoles
de force, au tenseur des contraintes du systéme « fluide + particules », en utilisant
une méthode de coarse-graining. D’autres méthodes de calcul de cette contribution
ont également été développées par la suite |62, 63]. Ce type de modélisation de 'ac-
tivité des objets auto-propulsés par des dipodles de force est trés répandu a présent
[65, 66, 62, 63, 64, 68, 27, 80, 28, 30, 73, 3, 2|. Il permet de donner une explication
qualitative de la modification de la viscosité effective d’une suspension suivant le
type de nageurs (pusher ou puller) qu’elle contient. Si I’'on part de I'hypothése que
les nageurs sont des objets allongés, alors lorsqu’ils sont placés dans un écoulement
de cisaillement, ils passent plus de temps alignés dans la direction élongationnelle de
I'écoulement que dans une autre direction [34]|. Dans cette configuration, le champ
de vitesse généré par un puller s’oppose a I’écoulement, alors que celui généré par
un pusher va dans le méme sens. Un puller fait augmenter la viscosité effective de
I’écoulement en s’opposant a lui, alors quun pusher diminue cette viscosité. Avec ce
raisonnement, si le nageur est sphérique, il n’a pas d’orientation préférentielle dans
le cisaillement et son activité n’influence donc pas la viscosité effective du fluide, par
rapport au cas d’'un objet de forme similaire inerte [33, 24]. Pour le cas des particules
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FIGURE 7. Modélisation de micronageurs caractéristiques par des dipoles de force
et configuration dans un écoulement de cisaillement imposé. A gauche : Microna-
geurs de type puller (micro-algue Chlamydomonas Reinhardtii, en haut) et pusher
(spermatozoide, en bas). La fleche au dessus de chaque nageur modéle indique le
sens de déplacement de l'objet. Les fleches rouges sur le corps des nageurs sont les
forces moyennes exercées par le nageur sur le fluide autour de lui. Le puller tire le
fluide devant lui et tire son corps dans le fluide. Le pusher pousse le fluide derriére
lui et pousse son corps a travers le fluide devant lui. Au centre : Représentation des
nageurs par leur dipole de force correspondant (contractile pour le puller et extensile
pour le pusher). Les fleches en pointillé autour des dipdles représentent la direction
locale du champ de vitesse généré par chaque dipole de force dans le fluide qui I'en-
toure. A droite : Nageurs modéles dans un écoulement de cisaillement imposé. Un
objet de forme allongée s’aligne préférentiellement dans la direction élongationnelle
de I’écoulement. Si 'on considére que cet alignement persiste pour un objet de type
actif, on voit que le nageur de type puller (en haut) va agir dans le sens contraire
de I’écoulement, alors que le pusher (en bas) va pousser le fluide dans la direction
de I’écoulement.

actives de forme allongée, il reste a vérifier expérimentalement qu’elles restent bien
alignées plus longtemps dans la direction élongationnelle de I’écoulement que dans
les autres directions. Rafai et al. avaient observé en suspension diluée que le puller
Chlamydomonas Reinhardtii semblait resister a la rotation imposée par 1’écoulement
auquel il était soumis [54].

L’explication de la modification de la viscosité que nous venons d’évoquer n’est
pas directement applicable & une suspension semi-diluée a concentrée. Dans ce rai-
sonnement, un seul micro-nageur était considéré dans I’écoulement de cisaillement.
Pour des fractions volumiques plus importantes, les interactions hydrodynamiques
vont modifier la distribution d’orientation des nageurs par rapport au cas dilué.
Pour mesurer I'importance de ces interactions, Drescher et al. [16] et parallélement
Guasto et al. [22] ont mesuré expérimentalement le champ de vitesse entourant les
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CHAPITRE I. CONTEXTE DE L’ETUDE

Chlamydomonas Reinhardtii en utilisant des traceurs fluorescents clairsemés dans
la suspension et en suivant simultanément les positions des algues et les positions
des traceurs. Drescher et al. ont effectué une mesure du champ de vitesse moyenné
sur la durée d’un battement de flagelles. Ils ont constaté que le champ de vitesse
moyen entourant ce micro-nageur pouvait étre modélisé comme le champ généré par
un ensemble de trois forces, au lieu des deux généralement utilisées pour modéliser
une particule active. En effet, d’aprés leurs mesures, la description du champ de
vitesse autour d'une Chlamydomonas Reinhardtii en terme de dipole de force ne
serait valide qu’a partir d’une distance supérieure & environ 7 rayons de ’algue. De
plus, & partir de cette distance de l'algue, la perturbation occasionnée par 1’algue
dans le fluide n’est plus que de 1 % de sa vitesse de déplacement moyenne. Les au-
teurs concluent leur article en disant qu’étant donné I’extension spatiale du champ
de vitesse des Chlamydomonas Reinhardtii, celles-ci doivent pourvoir interagir de
maniére hydrodynamique entre elles. Ils ont conduit la méme étude sur la bactérie
FEscherichia Coli [15]. Ils ont observé que 'amplitude du champ de vitesse généré
par ce micro-nageur de type « pusher » décroissait en 1/R? avec R la distance au
centre du micro-nageur. Cette observation est en accord avec la modélisation clas-
sique d’un micronageur de type « pusher » par un dipole, excepté en dessous d'une
distance inférieure a 6 pm ot le modéle surestime la valeur du champ de vitesse. La
conclusion de leur étude est que pour que ce type de nageur interagisse de maniére
hydrodynamique avec ses voisins, il faut que la fraction volumique en bactéries soit
élevée. Ils soulignent que méme dans ce cas, l'interaction hydrodynamique n’est pas
I'interaction dominante puisqu’ & I’échelle de distance de séparation a partir de la-
quelle ils sont supposés interagir (quelques microns), la présence des flagelles et des
interactions stériques vont étre bien plus marquantes. Cela suggére donc que les mé-
canismes d’organisation collective observés jusqu’a présent pour ces micro-nageurs
seraient principalement dus aux interactions proches de type stériques entre nageurs.
Ainsi, les propriétés des phénomeénes collectifs observés seraient du méme type que
ceux observés dans des bancs de poissons, d’animaux en groupes et donc ne nécessi-
teraient pas une description hydrodynamique [77]|. La question de la modification de
la viscosité dans une suspension semi-diluée a concentrée reste également ouverte.
Pour ces fractions volumiques, peut-on considérer que la distribution d’orientation
de particules actives de forme allongée, dans un écoulement imposé est anisotrope ?
Quelles pourraient en étre les raisons ? La réduction de la viscosité chez les pusher en
suspension semi-diluée serait-elle liée a un phénomeéne de type « mouvement collec-
tif », basé sur un mécanisme d’alignement des nageurs entre eux dii principalement
a des interactions stériques 7 L’augmentation de la viscosité dans les suspensions de
puller serait-elle principalement due a leur extension spatiale effective ? Ces suspen-
sions pourraient-elles étre le siége de mouvements collectifs ?

Les résultats de ’étude de Drescher et al. et Guasto et al. suggérent que les pul-
lers (représentés par les Chlamydomonas Reinhardtii) sont susceptibles d’interagir
entre eux de maniére hydrodynamique. En effet leur champ de vitesse s’étend a une
distance importante autour d’eux. La forme des champs de vitesse qu’ils générent est
différente de celle dont les dotaient les modéles jusqu’a récemment. Il peut donc étre
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3. MODELISATION DE CES PHENOMENES

intéressant de vérifier expérimentalement si ces nageurs peuvent interagir de ma-
niére hydrodynamique et si leurs interactions peuvent conduire & des mouvements
collectifs. C’est ce que nous allons voir dans la suite de cette étude. Nous allons
étudier un micro-nageur de type « puller » et nous allons observer si ce type de
nageur peut générer des phénoménes collectifs lorsque la fraction volumique de la
suspension dans laquelle il évolue est suffisamment élevée.
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CHAPITRE II. MATERIELS ET METHODES

FIGURE 1. Micro-algue verte Chlamydomonas Reinhardtii observée au microscope
électronique a balayage (grossissement x10000). L’algue est pourvue de deux flagelles
antérieurs qui lui permettent de se déplacer avec un mouvement de brasse. Elle est
également pourvue d’un stigma (oeil rudimentaire) sur le c6té de son corps, sous un
de ses flagelles, qui lui permet de détecter les sources lumineuses (image : Dartmouth
College, L. Howard).

1 Le micro-nageur Chlamydomonas Reinhardtii

1.1  Chlamydomonas Reinhardtii, un micro-nageur modéle

Pour I'étude des suspensions actives, notre choix s’est porté vers le micro-nageur
Chlamydomonas Reinhardtii, une micro-algue verte de la famille des Chlorophy-
ceae [25]. Ce micro-organisme est un bon systéme modeéle pour une étude physique
car il est quasi-sphérique, et facile a cultiver. Il est possible d’étudier des suspensions
sans que ne survienne la formation de biofilms comme ce peut étre le cas pour les
bactéries, et sans que n’apparaissent des bulles dans le systéme comme ce peut étre
le cas avec des particules Janus. De plus grace a la synchronisation de ces algues,
il est possible d’obtenir des cellules de taille monodisperse et qui ne se divisent pas
pendant la durée de I’expérience.

1.1.1 Structure de cette micro-algue

Il s’agit d'un organisme unicellulaire composé d’un corps pratiquement sphérique
d’environ 10 pm de diameétre et de deux flagelles antérieurs de longueur de l'ordre
de 12 pm implantés 'un & proximité de 'autre (figure 1). Sa densité est supérieure
de 4 % par rapport a celle de 1'eau.

Le mouvement de cette algue est peu sensible & ’agitation brownienne. Si ’on
considére une cellule immobile sphérique de rayon R avec un excés de densité Ap
par rapport au fluide dans lequel elle baigne, celle-ci va sédimenter sous l'effet de
I’accélération de la pesanteur g. Elle sera également agitée et freinée par les molécules
du fluide I’environnant. Considérons la distance moyenne [4(¢) qu’elle parcourrait en
un temps t en sédimentant, sans subir I'agitation des molécules du fluide tout en
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subissant leur friction. Pour déterminer I'importance des phénomeénes s’exercant sur
elle, on peut comparer la distance [5(t) a la distance moyenne [,(t) de laquelle elle
se serait déplacée au bout d'un temps ¢ sous l'effet de I'agitation brownienne en
absence de sédimentation. La vitesse v a laquelle sédimente une cellule en présence
d’une force de friction et sous ’action combinée de la force d’Archimede et de son
poids est donnée par :

2 R2A
ve= 2P (IL1)
9 n
La distance parcourue au bout d’un temps ¢ est donc :
2A
I, = =2PI Ry (IL2)
9 7

Pour la distance moyenne parcourue sous l'effet du mouvement Brownien, on peut
prendre la racine carrée du déplacement quadratique moyen soit :

kyT

b= VI20) = VoDt = |

/ (IL.3)

avec k; et T' la constante de Boltzmann et la température. La distance [, sera donc
négligeable devant la distance [, lorsque le temps ¢ sera grand devant le temps 7
avec :

r= —367;"R fl’T (IL.4)

Ve Aptg?

Pour les dimensions des algues et leur excés de densité par rapport a l'eau, cela
donne un temps 7 de 'ordre du centiéme de seconde. Donc sur une échelle de temps
supérieure & un centiéme de seconde, méme pour une algue morte, il est difficile d’ob-
server un comportement Brownien. Pour une bactérie FEscherichia Coli en revanche,
ce temps devient de 'ordre de la seconde. Sa dynamique de nage est donc bien plus
susceptible d’étre affectée par le mouvement Brownien que celle des micro-algues
Chlamydomonas Reinhardtii.

1.1.2 Motilité

A Tl'aide de ses deux flagelles antérieurs, Chlamydomonas Reinhardtii se déplace
grace & un mouvement de « brasse » en tirant le fluide situé devant elle. Typique-
ment ses deux flagelles battent & une fréquence de 'ordre de 30 Hz. Ce type de
battement lui permet de se déplacer de plusieurs diamétres par seconde. La forme
quasi-sphérique de Chlamydomonas Reinhardtii et le fait qu’elle posséde seulement
deux flagelles fins devant la taille de son corps, en fait un micro-nageur aisé a mo-
déliser et a comparer avec les lois de ’hydrodynamique. Elle est un des nageurs de
type « puller » le plus simple & modéliser.
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1.1.3 Sensibilité & des stimulus extérieurs : tactismes

Un « tactisme » est un déplacement orienté en réaction a un stimulus extérieur.
Ces algues disposent d'un stigma (oeil rudimentaire) situé sur le coté de leur corps
sous un des flagelles leur permettant de détecter des sources lumineuses. Cela leur
permet de détecter la direction d’une source lumineuse et en cas d’éclairement peu
intense de se diriger vers elle. Lorsque le stigma recoit de la lumiére, cela active un
systéme signalétique chimique utilisant des ions calcium qui modifie le mécanisme
de battement des flagelles asymétriquement, permettant a la cellule d’effectuer une
rotation pour s’orienter vers une source lumineuse peu intense.

En cas d’illumination trop importante, 1'oeil géneére cette fois-ci une réponse
qui fera s’éloigner I'organisme de la source lumineuse (phototactisme négatif), voire
méme en générant un mouvement de nage des flagelles totalement différent du mou-
vement de nage habituel pour quelques secondes (ondulation des flagelles pour un
déplacement en marche arriére [56]).

Les Chlamydomonas Reinhardtii sont trés peu sensibles & la lumiére dont la
longueur d’onde est supérieure a celle de la lumiére rouge. La souche que nous avons
utilisée est peu phototactique, mais nous avons tout de méme utilisé un filtre rouge
(autant que possible) pour éviter que leur sensibilité a la lumiére ne vienne perturber
I’étude.

Il existe d’autres formes de tactismes. La dynamique de ces algues dépend éga-
lement de certains facteurs extérieurs autres que la lumiére. Par exemple le chimio-
tactisme a été étudié chez ces cellules [25]. Des études ont été menées pour voir &
quelles espéces chimiques ces algues sont sensibles et si elles arrivent a repérer des
sources de nutriments [69].

Une autre forme de tactisme est a noter, le gravitactisme, soit la sensibilité a
la gravité. Ce tactisme entraine que ces algues nagent préférentiellement contre la
gravité. Cela peut étre dit & un phénoméne d’asymétrie de densité et/ou de forme
de la cellule |50, 57]. On notera également le gyrotactisme, qui est un comportement
généré par deux mécanismes : le couple auquel est soumis un micro-nageur dont le
centre de masse est situé en arriére de son centre géométrique, sous 'action de la
gravitation et un couple de nature visqueuse dii a un écoulement autour du micro-
nageur [38].

Ces mécanismes de tactismes font que la dynamique de déplacement de ces na-
geurs est trés complexe. Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes placés
autant que possible dans une situation isotrope afin de pouvoir désigner sans ambi-
guité les causes des phénomeénes observés.

1.1.4 Awutres propriétés

Au-dela du cadre de notre étude, cette algue posséde plusieurs autres propriétés
intéressantes. Son génome a été étudié longuement a cause de ses facultés d’adapta-
tion trés impressionnantes. En effet, elle peut vivre dans des conditions extrémement
variées de température et de pression, depuis le désert aux neiges fondantes en al-
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1. LE MICRO-NAGEUR CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

titude et il est méme possible d’en trouver dans les airs!, ce qui fait de ce type de
micro-algue un organisme capable d’aller se développer loin de son lieu de culture
originel.

De plus, cette algue réalise la photosynthése grace a son chloroplaste. Elle est un
candidat plausible & la production de bio-carburants de troisiéme génération. Des
études sur le sujet sont en cours [9, 61].

1.2 Cultures biologiques de micro-algues

D’un point de vue expérimental, ces micro-nageurs sont trés pratiques car ils
sont faciles a produire en laboratoire a partir d'une souche de base. La souche de
Chlamydomonas Reinhardtii que nous avons utilisée est la souche sauvage WT1227.
Nous I’avons obtenue auprés de 'IBPC?2. Toutes nos cultures de Chlamydomonas
Reinhardtii ont été réalisées en milieu TAP (Tris-Acetate-Phosphate) dont la com-
position et la préparation sont données dans 'annexe A.

Nous avons cultivé les algues dans un incubateur Memmert ICP 500 de maniére
synchrone avec un cycle jour-nuit de 14h-10h (figure 2) a une température de 22 °C
(figure 3). Le cycle de jour démarrait & 6h le matin pour que les algues soient
utilisables pour les expériences dans de bonnes conditions de nage a 10h du matin.
L’illumination a été assurée par un module néon avec une puissance éclairante de
1000 Lux. Pour renouveler 'air présent dans I'incubateur, le systéme de ventilation
a été réglé a un niveau moyen.

La premiére phase de la culture est d’abord réalisée en milieu solide sur une
couche de milieu de culture TAP gélifié avec de ’agar-agar, dans une boite de Petri
(figure 3). La méthode de préparation des boites de culture est en annexe A.

Les souches de Chlamydomonas Reinhardtii que nous a fournies 'IBPC étaient
sous forme de culture sur gel. Pour perpétuer ces cultures, nous relangons de nou-
velles cultures a partir des boites précédentes. Pour démarrer une nouvelle culture
sur gel, il suffit de prélever un petit volume d’algues sur une boite précédente et
de l'appliquer & la surface du gel d'une nouvelle boite. Les cultures sur gel ont été
relancées chaque semaine pour assurer la viabilité des algues utilisées pour initier
les cultures liquides.

1.2.1 Synchronisation des cultures de micro-algues

Pour obtenir des suspensions de micro-algues, nous avons d’abord lancé une
premiére culture liquide (pré-culture) a partir de laquelle nous en avons lancé une
deuxiéme que nous avons utilisée pour notre étude.

Le but de la pré-culture est d’obtenir des cellules qui se divisent au méme moment
(culture synchrone) et dont la taille est peu dispersée. Outre I'importance capitale

1. Des variétés de Chlamydomonas se sont développées sur une boite de Petri stérile exposée
ouverte pendant une minute lors d’un vol a 1 km d’altitude [7].

2. Institut de Biologie Physico-Chimique, Physiologie Membranaire et Moléculaire du Chloro-
plaste, CNRS UMR7141 Paris, contact : Sandrine Bujaldon.
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FIGURE 2. Cycle de division des Chlamydomonas Reinhardtii dans le cas d’une
culture synchrone avec alternance de phases jour/nuit de durées respectives
14 h/10 h. Les cellules croissent pendant la phase G1, jusqu’a une certaine taille
critique. A ce moment 14, la cellule s’engage dans le processus de division, lequel
débute seulement au début de la phase d’obscurité. Il s’ensuit n cycles de mitose, n
dépendant de la taille initiale de la cellule mére. Dans notre cas, les cellules se mul-
tiplient & raison de n = 2 divisions par nuit en moyenne. Une cellule se transforme
donc en quatre cellules. Apres les cycles de mitose, les flagelles des cellules filles se
mettent a pousser et la cellule mére éclot. Figure adaptée de [25].
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1. LE MICRO-NAGEUR CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

FI1GURE 3. Culture des Chlamydomonas Reinhardtii. Dans la partie haute de I'incu-
bateur, on peut voir les cultures sur milieu gélifié enfermées dans des boites de Petri
fermées par du film Parafilm. Dans la partie basse se trouvent des cultures en phase
liquide contenues dans des erlenmeyers stériles fermés par du papier aluminium,
contenant chacun un barreau magnétique, et disposés sur un agitateur magnétique
a six rotors. Les cultures en milieu liquide sur la photo sont en phase de croissance
exponentielle (couleur vert « lumineux »). L’éclairage est assuré par un bloc de six
néons disposés au fond de 'incubateur.
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que la suspension soit monodisperse pour que la taille des cellules soit connue pré-
cisément pour notre étude, I'intérét des cultures synchrones est de pouvoir étudier
des suspensions de cellules pendant un temps de 'ordre de quelques heures dans une
situation stationnaire. Pendant la nuit, les cellules se divisent environ deux fois cha-
cune pour donner naissance a quatre nouvelles cellules (figure 2). Pendant la phase
diurne, la motilité et le nombre de cellules ne varient presque pas. Les cellules se
divisant seulement la nuit, leur nombre est constant le jour. La motilité quant a elle
dépend beaucoup de I’état des stocks de nutriments de la cellule. Pour effectuer des
études reproductibles de la motilité, les cellules doivent avoir des stocks suffisants.
Lorsque le stock est suffisant, la motilité des cellules dans une culture est stable a
partir de 4h apres la fin de la période de nuit jusqu’a 2-3h avant la fin de la période
de jour d’aprés nos observations. Pour le cycle jour-nuit 14h/10h que nous utilisons,
les cellules sont utilisables dans des conditions de motilité reproductibles pendant
une durée de 7-8h. Le synchronisme de la culture est assuré par le cycle jour/nuit
imposé [25].

La taille des cellules dépend principalement de I’abondance des réserves nutritives
du milieu dans lequel elles sont et de 'utilisation des stocks de nutriments que la
cellule a emmagasinés. En pratique, les cellules doivent nager plusieurs heures dans
un milieu privé de nutriments pour que I’on observe une modification notable de leur
taille [25]. Pour imposer la méme taille & toutes les cellules, on laisse la pré-culture
atteindre un état dans lequel les cellules n’ont presque plus de stock de nutriments.
Ainsi leur taille réduite est la méme pour toute la population. Ensuite, une fraction
de cette pré-culture est introduite dans un milieu nutritif frais pour préparer la
culture en milieu liquide qui sera utilisée lors de ’étude, et incubée pendant 3 jours.
Le synchronisme de la culture est encore renforcé par le placement d’algues ayant
presque épuisé leurs ressources énergétiques dans un milieu riche en nutriment [25].

Les conditions d’incubation de la culture et de la pré-culture sont les mémes
que celles utilisées pour la culture gel. Pour améliorer 'efficacité de division des
cellules, nous avons agité doucement les suspensions via un systéme d’agitation
magnétique. Nous avons utilisé une vitesse de rotation de 100 tours/minute pour
brasser la suspension sans trop perturber les cellules. L’agitateur magnétique a été
utilisé a sa puissance magnétique au minimum pour éviter I’échauffement par contact
de l'erlenmeyer contenant la suspension. Pour initier une pré-culture, nous avons
prélevé une faible quantité d’algues (typiquement 1/4 mm?) provenant d’une culture
en milieu gel datant d’une semaine et ’avons placée dans un volume de 50 mL de
milieu TAP. La pré-culture est incubée typiquement pendant trois jours. Passé ce
délai, les reserves nutritives du milieu sont pratiquement épuisées et les cellules
privées de nutriments sont toutes de petite taille. Quatre heures apres le début du
cycle de jour, une fraction de la pré-culture est réintroduite dans du milieu frais (on
effectue typiquement une dilution au cinquantiéme de la pré-culture pour lancer la
deuxiéme culture liquide).

Au bout de 2 a 3 jours d’incubation (suivant la fraction de cellules vivantes
que l'on a introduite au départ dans la deuxiéme culture liquide), on obtient une
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culture de couleur vert transparent « lumineux » ® dont la population est en phase
de croissance exponentielle (concentration en cellules de 'ordre de 10° cellules/mL).
A ce stade, les algues sont a un niveau de motilité et de synchronisation optimal. De
plus, elles sont de dimensions similaires puisque leurs ancétres sont toutes parties
d’un état similaire au début de la deuxiéme culture.

2 Préparation des suspensions de micro-algues pour
I’observation en microscopie

2.1 Récolte de la culture de micro-algues

Lorsque les cultures sont prétes, nous les récoltons et nous en vérifions un échan-
tillon au microscope pour nous assurer qu’il n'y a pas eu de contamination, que la
culture contient peu de cellules « palmelloides » (i.e. cellules qui se seraient mal
séparées lors de leur derniére division) et que les cellules ont pratiquement toute la
méme taille.

Ensuite, la culture est centrifugée a une accélération de 120 g pendant 10 minutes.
Le liquide surnageant est remplacé par du milieu de culture frais. Le concentré
d’algues est resuspendu en douceur par agitation et la culture est laissée en repos
pendant une heure dans le noir pour que la fraction d’algues mortes présentes dans
la suspension tombe au fond. Cette fraction est faible mais la présence de cellules
inertes dans la suspension est génante pour ’analyse de la dynamique dans la suite.
On utilise ensuite pour la préparation des échantillons la partie haute du tube que
I'on a laissé décanter.

2.2 Mesure de la fraction volumique d’une suspension de
micro-algues

Pour mesurer la fraction volumique d’une suspension, on peut citer deux mé-
thodes.
On peut simplement placer un volume connu d’algues fixées dans une chambre de
comptage, puis compter les algues et remonter a leur fraction volumique.
Il est également possible d’estimer la fraction volumique dune suspension en uti-
lisant la spectrophotométrie d’absorbance. Le principe de cette technique est que
I’absorbance d’une solution & une certaine longueur d’onde est reliée directement &
la concentration en objets absorbants présents dans la suspension par la loi de Beer-
Lambert. On peut réaliser une courbe de calibration pour le type de suspensions
qui nous intéresse (ici en 'occurrence une suspension de micro-nageurs Chlamydo-
monas Reinhardtii) dont on connait la fraction volumique (estimée par comptage
par exemple) et dans une gamme de fraction volumique pas trop élevée (sinon la
loi de Beer-Lambert cesse d’étre valide et la précision de la mesure se dégrade). Il

3. Voir la figure 3.
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FIGURE 4. Forme et dimensions des capillaires en verre borosilicate utilisés pour
I’étude de la dynamique des micro-algues Chlamydomonas Reinhardtii. Les dimen-
sions indiquées sur la figure sont en mm. Sur cette représentation, 1’échelle pour la
longueur du tube est différente de celle de la largeur et de la hauteur. Le capillaire
est bien plus fin qu’il ne le parait sur la figure de gauche (rapport d’aspect longueur
sur largeur 50 : 2).

est ainsi possible d’estimer rapidement la concentration en micro-algues dans cette
suspension avec cette méthode.

Nous avons privilégié la méthode de comptage pour toutes les mesures des frac-
tions volumiques des suspensions que nous avons utilisées car cette méthode est
utilisable directement pendant les mesures en microscopie. Le nombre de cellules est
compté dans la zone d’observation du dispositif et est ramené au volume de cette
zone d’observation pour déterminer la fraction volumique.

2.3 Préparation de la cellule d’observation

Pour 'étude des suspensions de micro-algues Chlamydomonas Reinhardtii, nous
avons utilisé des micro-capillaires en verre borosilicate (Vitrotubes' ") de forme rec-
tangulaire avec des bords arrondis (figure 4). Nous avons choisi des capillaires d’une
profondeur suffisante (environ vingt diamétres d’algues) pour éviter les effets de
bord et nous avons effectué nos observations au centre de ce canal. La largeur du
capillaire a permis également que la fenétre d’observation de la caméra soit assez
loin des parois, pour éviter les effets de bords dans la direction normale au capil-
laire. Nous avons choisi un capillaire plat pour éviter d’introduire des aberrations
géométriques dans le systéme optique. Etant donnée la taille réduite du capillaire,
les mouvements de convection thermique ne jouent aucun role ici. De plus, lors de
nos expérimentations, le microscope était entouré d’une chambre isolante et il était
placé dans un environnement climatisé a 22 °C. Pour éviter I’adhérence possible des
flagelles des algues sur les parois internes des capillaires, ceux-ci ont été traités avec
de 'albumine de sérum bovin (BSA) aprés avoir été préalablement lavés avec de
I’alcool, puis rincés avec du milieu TAP. Les chambres ont été remplies par capilla-
rité. Elles ont ensuite été scellées avec de la pate a sceller pour hématocrite (Brand
Gmbh) pour éviter des phénoménes d’évaporation.
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Une bulle d’air a été laissée a chaque extrémité du capillaire (capillaire rempli
au tiers de suspension) pour éviter le contact de la suspension avec la pate a sceller.
Aprés chaque observation, il n’a été constaté aucun phénoméne d’accumulation des
algues vers les interfaces eau-air a I'intérieur du capillaire.

3 Observation de micro-nageurs en microscopie

Nous avons utilisé pour la visualisation des suspensions un microscope inversé
Olympus IX71. Les échantillons ont été observés en utilisant une illumination en
champ clair (excepté au chapitre IV ou l'imagerie en épifluorescence a été utili-
sée?). Nous nous sommes toujours placés en illumination de Kohler afin d’obtenir
un éclairage uniforme de 'échantillon [45]. Nous avons utilisé des objectifs de gros-
sissement allant du x4 au x64 suivant la dynamique que nous avons étudiée. Pour
Iillumination des algues nous avons utilisé une lampe halogéne de puissance 100W
en lumiére transmise. Nous avons utilisé cette lampe a la puissance la plus faible
possible (environ 20 & 40W suivant la fréquence d’acquisition de la caméra utilisée)
qui permettait d’obtenir des images exploitables avec la caméra. Nous avons utilisé
un filtre rouge pour éviter tout phénomeéne de phototactisme car la dynamique des
algues n’est pas perturbée pour cette gamme de longueur d’onde.

Pour I'acquisition des images, nous avons utilisé deux caméras différentes, suivant

I’échelle de temps des phénoménes a laquelle nous nous sommes intéressés.
Nous avons utilisé une caméra rapide a une fréquence d’acquisition de 400 images
par seconde (Miro, PhotonLines) dans le cadre de 'étude de la dynamique aux temps
courts devant la durée du battement d’un flagelle (typiquement 1/50 s) et nous avons
utilisé une caméra CCD sensible (Sensicam ge, PCO) pour les autres études a des
fréquences d’acquisition allant de 9 a 18 images par seconde.

Les tailles des pixels des caméras utilisées sont rapportées en annexe D. La
sensibilité des caméras que nous avons utilisées dépend de la longueur d’onde de
la lumiére regue par les capteurs. Dans le rouge (longueur d’onde aux alentours de

600 nm), la sensibilité de la caméra PCO est bien moins bonne que dans le bleu
(450 nm).

4 Reconstruction des trajectoires des micro-nageurs
a partir de films

La reconstruction des trajectoires des Chlamydomonas Reinhardtii procéde de
la maniére suivante. La position de chaque objet est détectée sur chaque image,
puis ces positions sont reliées entre elles d'une image a l'autre afin de reconstruire
les trajectoires. Mais avant cela, les films doivent étre préparés pour pouvoir étre
analysés.

4. Plus de détails sur les deux techniques d’imagerie sont disponibles au chapitre IV.
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4.1 Travail des images

Les images enregistrées a la sortie de la caméra ne sont pas optimales pour la
reconstruction de trajectoires (figure 5a). On retravaille ces images pour améliorer
la lisibilité de I'information que 1'on veut en tirer (ie la position et I'identification
des particules au cours du temps). Pour cela nous avons utilisé le logiciel ImageJ ®.
Pour que I'information contenue dans I'image soit la plus précise possible, les valeurs
de niveau de gris des pixels doivent occuper toute la gamme des valeurs disponibles.
Nous avons travaillé avec des images codées sur 8 bits, les valeurs de brillance allaient
donc de 0 a 255. On optimise I'utilisation de la gamme de valeur de brillance de
pixel en utilisant la fonction ’saturate’ du logiciel ImagelJ (figure 5¢). Elle modifie
le contraste de I'image. Ensuite on soustrait 1'arriére plan de I'image (figure 6a). I
contient du bruit qui pourrait perturber la détection des particules. Enfin, on inverse
les valeurs de brillance de I'image pour passer d’une image sur laquelle les objets
sont noirs sur fond blanc & une image sur laquelle les objets sont blancs sur fond
noir (figure 6¢). Une derniére étape peut étre ajoutée lorsque cela est nécessaire.
Lorsque les acquisitions sont effectuées avec une faible luminosité, il peut arriver
que des bandes horizontales de bruit de pixel (ou verticales suivant l'orientation du
capteur) soient superposées sur les images. Dans ces cas 14, la fonction 'Bandpass
Filter’ d’ImageJ utilisant la transformée de Fourier permet de les supprimer trés
facilement sans détériorer la qualité de I'image.

Nous avons automatisé la préparation des images & ’aide de macros dans le
langage utilisé par Image] (langage dont la syntaxe ressemble a celle du langage
JavaScript). La taille caractéristique des objets a conserver lors de la suppression
du fond de I'image est déterminée par le programme en fonction de l'objectif de
microscope et de la caméra utilisés.

4.2 Détection des particules

Lorsque les films sont préparés, la reconstruction des trajectoires commence par
la détection de la position de chaque particule sur chaque image. Pour cela, nous
avons adapté les routines développées initialement pour le suivi de particules fluo-
rescentes par John Crocker et David Grier [10] dans le langage IDLS. Les routines
détectent des points lumineux sur fond sombre dont le profil est approximativement
gaussien. Les images des Chlamydomonas Reinhardtii que I'on souhaite détecter
doivent donc étre sous cette forme. Avant de commencer la détection des objets, il
reste un léger bruit de fond & éliminer des images comme nous 'avons évoqué au
paragraphe précédent. Pour cela, une étape de filtrage supplémentaire est ajoutée
avant la détection des objets. La routine 'bpass’ [10] utilise une méthode de filtrage
basée sur une convolution de 'image par un noyau de type 'chapeau mexicain’. Ce
filtre fonctionne de la maniére suivante. Il réalise tout d’abord une image que 'on
peut considérer comme l'arriere plan de I'image de départ en remplacant la valeur

5. ImageJ est un logiciel de traitement d’image dans le domaine public (imagej.nih.gov/ij).
6. IDL (Interactive Data Language) est un environnement de développement trés utilisé dans
le domaine de I’analyse d’images, notamment en astrophysique et en Sciences de la Terre.
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] 255
Count: 495616 Min: 30
Mean: 115.429 Max: 255
StdDev: 8.077 Mode: 115 (33049)
(a) Image brute. (b) Histogramme des valeurs des pixels de I'image.
.l |||‘H| ”‘hllllu
B
] 255
Count: 262144 Min: 0
Mean: 181.164 Max: 255
StdDev: 22.540 Mode: 180 (17502)

(d) Histogramme des valeurs des pixels de 'image.

FIGURE 5. Image brute, puis ajustée en contraste et histogrammes des niveaux de
gris correspondants. (5a) La majorité des points de l'image brute ont des valeurs
dans les tons gris, (5b) le pic sur I’histogramme correspond a des valeurs de niveaux
de gris moyennes. Pour bien distinguer les algues, le fond est censé étre clair (valeur
de luminosité maximale) et les algues sombres (luminosité proche de 0). La gamme
de niveau de gris des pixels n’est pas totalement utilisée. (5¢) Apres ajustement du
contraste par la fonction ’saturate’ du logiciel ImagelJ, (5d) le pic de I’histogramme
correspondant aux points clairs est déplacé vers les plus hautes valeurs. L’échelle
des valeurs de niveau de gris des pixels a été recalculée pour optimiser I'utilisation
de la gamme de valeur de brillance.
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FIGURE 6. Image dont on a soustrait ’arriére plan, puis inversée en contraste, et
histogrammes des niveaux de gris correspondants. (6a) L’arriére-plan de I'image est
éliminé en utilisant la fonction ’subtract background’ du logiciel ImageJ avec un
rayon de 'rolling ball’ choisi de l'ordre de la taille en pixel des images des algues.
(6b) Le pic de I'histogramme correspondant au fond de 'image (pixels clairs donc de
valeurs de brillance les plus élevées) est maintenant proche de la plus haute valeur
de brillance; le fond est presque totalement blanc. Il subsiste un bruit de fond
de faible amplitude visible a travers la largeur du pic de luminosité. (6¢) L’image
est inversée pour obtenir des objets blancs sur fond noir pour la reconstruction de
trajectoires. (6d) Le pic de I’histogramme correspond désormais aux pixels de couleur
sombre (valeurs de brillance faibles). Pour une meilleure visibilité des images dans ce
manuscrit, dans la suite le contraste des images des films présentées ici sera inversé
par rapport a celui utilisé lors de 'analyse. Les Chlamydomonas Reinhardtii seront
donc noires sur fond blanc.

32



4. RECONSTRUCTION DES TRAJECTOIRES DES
MICRO-NAGEURS A PARTIR DE FILMS

de chaque pixel par la moyenne de la valeur des pixels situés dans un carré de coté
L, légerement plus grand que le diamétre caractéristique D, des objets que 1’on sou-
haite conserver. Il calcule également une image dont on aurait éliminé le bruit de
fond haute fréquence, di par exemple au bruit de pixel de la caméra. Pour calculer
cette image ’débruitée’; le filtre calcule la convolution d’une gaussienne de largeur
a mi-hauteur d;, avec I'image initiale. La convolution avec une gaussienne de méme
largeur que la longueur d’onde caractéristique du bruit de fond permet de faire dis-
paraitre ce dernier. Ensuite, le filtre soustrait la premiére image qu’il a calculée a
la seconde pour donner une image sans bruit de fond et sans arriére-plan. Avant
cette étape de filtrage, le diameétre des images des Chlamydomonas Reinhardtii D,
mesurait de 9 & 10 um. Nous avons utilisé pour la création de 'image de ’arriére
plan une gaussienne de largeur & mi-hauteur dy, de 'ordre de 2 um et un carré de
coté L, de 10 & 12 um pour le calcul de 'arriére-plan. La valeur de d, que nous
avons choisie permet de mettre en forme les images des Chlamydomonas Reinhardtii
tout en éliminant le bruit de fond haute fréquence. Cette valeur de d;, transforme
I'image d’une micro-algue ressemblant a un anneau lumineux, sous la forme d’un
objet approximativement gaussien.

Si l'on fait I’hypothése que les objets que I'on cherche a détecter ont un profil de
brillance ressemblant & une surface gaussienne, les centres des particules a détecter
peuvent étre définis de maniére approximative comme les pixels les plus brillants
dans un disque de diameétre de l'ordre de la taille des objets étudiés. Pour détec-
ter ces pixels, la routine 'feature’ utilise 'opération de dilatation en échelle de gris.
Parmi les opérations de base en mathématiques morphologiques, celle-ci consiste a
remplacer la valeur de chaque pixel par la valeur du pixel de niveau de gris le plus
élevé situé dans un disque de diamétre D,,,, autour du pixel & modifier. En pre-
nant Dy, 1égérement supérieur au diameétre typique D, de I'image d’un objet que
I’on cherche & détecter, les pixels dont la valeur n’a pas été modifiée par 'opération
de dilatation sont ’candidats’ & étre les centres d’images de Chlamydomonas Rein-
hardtii. On considére dans la suite qu’un ’objet détecté’ est I’ensemble des pixels
compris dans un disque de diamétre D,,,, autour d’un pixel central détecté. En pra-
tique, nous avons utilisé pour le parameétre D ,,, des valeurs comprises entre 15 et
17 um suivant la taille des pixels de 'image. Parmi les objets retenus, certains ne
correspondent pas réellement a des Chlamydomonas Reinhardtii. Pour éliminer ces
objets, la routine ’feature’ calcule pour chaque objet détecté sa 'luminosité numé-
rique’ (somme des valeurs de brillance de tous ses pixels) et son rayon de giration
carré (produit de la valeur de brillance de chaque pixel de I'objet, par sa distance
au centre de l'objet au carré, sommé sur tous les pixels de I'objet et normalisé par
sa luminosité numeérique). Il est possible d’éliminer les objets dont la luminosité
numeérique est faible pour évacuer les objets non désirés (bruit de fond de faible
extension spatiale restant par exemple). En effet, la luminosité numérique croit ap-
proximativement avec le carré du diameétre en pixels de I'objet. Par conséquent, une
Chlamydomonas Reinhardtic dont 'image mesurerait 4 pixels de diameétre aurait une
luminosité numérique environ 4 fois moins élevée que si son image mesurait 8 pixels
de diameétre. Pour établir une luminosité numérique indépendante de la taille des
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(c) Particules détectées dont la position est
signalée sur I'image filtrée par un cercle gris
avec une Croix noire au centre.

FIGURE 7. Principales étapes de la détection de particules (premiére partie). (7b)
L’image est filtrée par la routine 'bpass’ (convolution avec un noyau type 'chapeau
mexicain’). (7c) Les objets sont ensuite détectés via la routine 'feature’ en utilisant
une opération de mathématiques morphologique. Les objets détectés sont entourés
par un cercle gris avec une croix noire au centre sur I'image filtrée.

34



4. RECONSTRUCTION DES TRAJECTOIRES DES
MICRO-NAGEURS A PARTIR DE FILMS

N N -
o N »
T L
.
.

.

.

.

.

.

.

.

%

.

.

1 1 1

Diamétre estimé (um)
(o]

0 T T T R S B S
0 100 200 300 400 500 600 700

Luminosité numérique normalisée (um?)

(a) Diameétre des objets détectés, estimé a partir de leur
rayon de giration carré, en fonction de leur luminosité nu-
mérique normalisée (LNN) .

® ® 4 &
om ® ®
®
@ ® SoIC)
-
. ®
® ® @
® ®
® ®
®
& @ ® 5
® ® ®
. ® ® ®
@
@ @
®
o
® @

(b) Particules détectées dont la position est (c) Particules de LNN supérieure a 40 pm?
signalée sur I'image filtrée par un cercle gris représentées sur I'image pré-traitée.
avec une croix noire au centre.

FIGURE 8. Principales étapes de la détection de particules (deuxiéme partie).

(8a) Diamétre estimé des objets détectés en fonction de leur luminosité numeérique
normalisée (LNN). (8b) Les objets détectés (cercles gris avec une croix noire au
centre) ne représentant pas tous des Chlamydomonas Reinhardtii, lear LNN per-
met d’éliminer les objets non souhaités. (8c) Les objets détectés dont la LNN est
supérieure 4 un certain seuil (ici 40 um?) sont les objets recherchés.
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pixels de I'image que 1’on étudie, on peut définir une luminosité numérique normali-
sée, comme la luminosité numérique multipliée par le carré de la taille du pixel. Pour
s’affranchir de la dépendance de la luminosité en fonction de la valeur maximale de
brillance des pixels (ici 255 car les valeurs de brillance de nos images sont codées
sur 8 bits), on peut également diviser la luminosité par la valeur maximale de la
brillance. Nous avons utilisé une luminosité numérique normalisée de 1'ordre de 40
a 80 um? lors de nos différentes études. Le rayon de giration carré donne un critére
supplémentaire pour éliminer des objets qui seraient petits mais trés brillants. En
pratique nous n’avons pas eu besoin d’utiliser ce filtrage supplémentaire. La routine
'feature’ calcule également le degré de déformation (ou ’excentricité’) de 1'objet ; de
0 pour un disque a 1 pour une ligne. Nous n’avons utilisé ce critére que pour discri-
miner parmi des objets dont la taille était vraiment importante en pixels (de 1'ordre
de 30 a 40 pixels de diameétre). Pour des images de Chlamydomonas Reinhardtii de
diameétre de 'ordre de 7 a 20 pixels, cela n’a pas été nécessaire.

La position d'une particule étant toujours mesurée comme un multiple de la taille
du pixel avec cette méthode, la précision de la méthode de mesure présentée est au
mieux d’un demi pixel, ce qui n’est pas optimal. Il est possible d’affiner cette position
en calculant le barycentre des points d'un objet détecté affectés de leur valeur de
brillance. La position de ce barycentre est alors utilisée comme nouvelle position du
centre d'un objet détecté. Cette opération de re-centrage peut étre effectuée plusieurs
fois. Toutefois, il convient d’étre prudent lors de la ré-estimation de la position, car
si le centre se déplace trop de l'estimation initiale, il est possible qu’elle parvienne
a sauter a une autre particule proche. On vérifie que les paramétres utilisés pour la
détection des particules donnent bien une précision de détection inférieure au pixel.
Pour cela on vérifie que les parts fractionnaires des positions détectées apparaissent
a la méme fréquence. En effet, si chaque valeur de position détectée sur 'image n’est
pas équiprobable, c’est que I'algorithme de détection ne parvient pas a mesurer la
position avec une précision meilleure que la taille du pixel.

Meéme en validant ce critére, la précision de la détection de la position réelle de
la particule n’est pas nécessairement sub-pixellique. Comme nous modifions I'image
de la particule lors du filtrage avec la routine 'bpass’ pour la faire ressembler & une
gaussienne, la position du centre de la nouvelle image peut étre décalée par rapport
a celle de I'image de départ. Pour estimer cette erreur, nous nous sommes servis des
trajectoires que nous avons reconstruites. La méthode que nous avons utilisée est
exposée au paragraphe suivant.

Les parameétres utilisés lors de la détection des particules sont susceptibles de
dépendre de la taille des pixels de 'image que 1’on analyse, ces derniers étant direc-
tement liés & la taille des pixels de la caméra et au grossissement de ’objectif utilisé.
En pratique, la plupart de ces parameétres peuvent étre exprimés en micromeétres et
leur valeur varie peu avec la taille du pixel de I'image tant que la taille des objets
étudiés reste plus importante que la taille d’un pixel.

Une fois que les parameétres de détection sont déterminés, le procédé est appliqué
a I'ensemble du film et I'on obtient une liste de particules pour chaque image. Il reste
a ’connecter’ ces positions de particules entre elles pour reconstruire les trajectoires.
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4.3 Connexion des positions successives en trajectoires

Une fois que tous les objets possibles ont été détectés sur toutes les images, il faut
connecter les positions de ces objets au cours du temps pour obtenir les trajectoires
des micro-nageurs. Il faut reconnaitre sur chaque image les objets présents a I'image
précédente, ceux qui sont apparus entre temps et ceux qui ont disparu. Soit At le
temps séparant deux images consécutives. Pour un objet ¢ situé au point x; sur une
image a l'instant ¢, il faut déterminer I’objet parmi ceux situés sur 'image suivante
a l'instant t+ At qui a le plus de probabilité d’étre le méme objet. Soit NV; le nombre
d’objets que contient 'image au temps .

On choisit expérimentalement At (inverse de la fréquence d’acquisition de la
caméra) suffisamment petit pour que chaque objet se soit peu déplacé pendant
cet intervalle de temps (il faut au moins qu’il soit possible de suivre a l'oeil le
déplacement des particules sans les confondre lorsqu’elles se croisent). On définit
Arpax la distance maximale de laquelle chaque particule a pu se déplacer en un
temps At. Cette distance doit étre supérieure au déplacement physique maximal
d’un objet, afin de ne pas « découper » une trajectoire réelle. Elle doit également
étre inférieure a la moitié de la distance moyenne entre objets, pour empécher les
échanges d’objets lorsque ceux-ci se croisent.

Le criteére utilisé pour choisir les connexions représentant le plus fidélement les
déplacements physiques peut étre établi par le raisonnement suivant [10]. Considé-
rons une particule se déplacant dans un plan selon une marche aléatoire avec un
coefficient de diffusion D. La probabilité qu’elle ait effectué un déplacement Az
pendant un temps At est donnée par :

P(Az, At) a exp (— 51%215) (IL.5)

Si 'on suppose maintenant que N; particules se déplacent sans interagir avec le
méme coefficient de diffusion D alors la probabilité que chaque particule 7 se soit
déplacée de Ax; au bout d’'un temps At, est donnée par :

Zi:l,.‘.,Nt(AxiP)

ADAL (IL.6)

P({Ailfi}z‘:L“.,Nta At) o exp <—
Maximiser cette probabilité pour le choix des {Az;},—1 _n, est donc équivalent a
minimiser Y5,y (Ax;)?.
Ce critére pour la reconstruction des trajectoires est exact pour un systéeme de
N, particules se déplacant selon une marche aléatoire et sans interactions entre elles
mais il est également valide en pratique tant que le temps At reste suffisamment
petit. La minimisation de cette somme est faite en n’autorisant que des déplacements
de particules inférieurs a la distance Ary., évoquée plus haut. Le paramétre Arp ..
est choisi supérieur aux déplacements réels effectués entre deux images (figure 9). La
valeur de ce paramétre a été prise entre 1 et 1,5 wm pour une fréquence d’acquisition
de 400 images par secondes et entre 8 et 11 um pour une fréquence d’acquisition de
9 images par secondes.
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L’algorithme utilisé pour identifier les positions suivantes de chaque objet fonc-
tionne de la maniére suivante. Il détecte des « groupes » d’objets dont les positions
pourraient étre interchangées d’une image a ’autre. Par exemple, si plusieurs objets
sont proches sur une image, il n’est pas évident de déterminer sur I'image suivante
quelle position correspond & quel objet. Pour chaque configuration imaginable, 1’al-
gorithme calcule la somme des carrés des distances parcourues. La configuration
dont la somme est la plus petite est choisie. Si un des objets disparait d’une image a
lautre (objet qui sortirait de la zone d’observation par exemple), un des objets du
« groupe » se retrouve sans position suivante. Dans ce cas la, 1'algorithme affecte
a 'objet qu’il considére sans position suivante, une valeur de déplacement égale a
Ar.x dans le calcul de la somme.

Nous avions évoqué au paragraphe précédent la question de la précision a laquelle
nous arrivions pour la mesure de la position des particules. Nous avons estimé ’erreur
sur cette quantité de la maniére suivante. Nous avons éliminé une partie du bruit de
fond des trajectoires en remplacant les coordonnées des particules & chaque instant
t par la moyenne de leurs coordonnées aux instants t — At, ¢, et t + At. Nous avons
mesuré les distances entre chaque position et la position 'moyennée’ correspondante,
et nous avons mesuré la variance de la distribution de ces distances. L’erreur de
détection de position que nous avons obtenue est de I’ordre du demi-pixel, ce qui reste
une bonne précision lorsque 'on compare cette valeur aux déplacements typiques
des particules qui sont de 5 a 10 pixels entre deux images, suivant ’objectif et la
fréquence d’acquisition utilisés (figure 11).

4.4 Filtrage des particules immobiles

Il arrive qu’il reste certaines particules immobiles dans la zone d’observation.
Ce peut étre des algues mortes qui n’auraient pas été éliminées lors de la phase de
décantation de la suspension avant la mise en capillaire ou bien des artefacts n’ayant
pas été éliminés par le filtrage.

Nous avons analysé chaque trajectoire reconstruite et éliminé celles pour les-
quelles les objets détectés ne se déplagaient pas au minimum d’une certaine distance
ATy au cours d’une durée maximum Aty (figures 10 et 11). Les paramétres Arp,
et Aty ont été choisis en fonction des parameétres caractéristiques de la dynamique
des algues.

4.5 Analyse 2D d’un systéme 3D

Le dispositif optique utilisé donne une image en deux dimensions (2D) de tra-
jectoires d’objets évoluant dans les trois dimensions (3D). Dans la pratique, pour
éviter d’obtenir des trajectoires dirigées dans la direction perpendiculaire au plan
d’observation (donc des trajectoires dont le déplacement semblerait minime), nous
avons conservé uniquement les trajectoires dont la durée était significative dans la
zone d’observation. La durée minimale typique d’une trajectoire a été prise a deux
secondes environ (suivant la profondeur d’observation). Ainsi, comme la profondeur
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sur laquelle on détecte des objets est faible (de l'ordre de quelques diamétres de
cellules), on élimine les trajectoires qui ne seraient pas dirigées « un minimum »
dans le plan d’observation.
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FIGURE 9. Choix de la valeur du paramétre de connexion des positions de trajec-
toire (Arpay) et vérification que les paramétres de détection donnent une précision

de détection de position inférieure au pixel.

(9a) Trajectoires obtenues avec les paramétres choisis (Arpya,— 6 pixels). (9b) Histo-
gramme des déplacements en pixels entre deux images dans les directions x et y. (9¢)
Histogramme des parts fractionnaires des positions détectées. (9d) Histogramme des
modules des déplacements en pixels entre deux images consécutives.
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F1GURE 10. Choix des valeurs des paramétres de suppression des particules immo-
biles.
(10a) Trajectoires avant élimination des particules immobiles. (10b) Trajectoires res-
tantes aprés élimination des particules immobiles. (10c) Trajectoires éliminées car
ne remplissant pas les critéres de mobilité demandés. Un objet devait se déplacer de
8 pixels (10 pm) au moins au cours d’une laps de temps de 14 images (1.6 s) pour
étre considéré comme mobile. Les objets dont la trajectoire ne vérifie pas ce critére

sont éliminés.
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FIGURE 11. Choix des valeurs de paramétre de connexion des positions de trajec-
toire (Arpax) et vérification que les paramétres de détection donnent une précision
de détection de position inférieure au pixel.

(11a) Trajectoires restantes aprés élimination des particules 'immobiles’. (11b) His-
togramme des déplacements en pixels entre deux images dans les directions x et y.
(11c) Analyse de la fréquence de mesure des parts fractionnaires des positions détec-
tées, (11d) Histogramme des déplacements en module en pixels entre deux images.
Un déplacement minimal de 8 pixels (10 pm) était a réaliser au cours d'une durée
maximale de 14 images (1.6 s) pour que 'objet soit considéré comme mobile.
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A. COMPOSITION ET PREPARATION DU MILIEU DE
CULTURE TAP

Annexes

A Composition et préparation du milieu de culture
TAP

La recette de TAP que nous avons utilisée nous a été fournie par 'IBPC7. Le
TAP est préparé a partir de quatres solutions meéres dont voici la préparation :

> Solution Beijering’s 5Hx :
=» Les deux parties suivantes sont a préparer séparément
+ NH,Cl36 g
4+ (MgS04,2H,0) 9 g
4 Compléter & 500 mL avec de I’eau pure

+ (C&C12,2HQO) 4,5 g

4+ Compléter a 400 mL avec de I'eau pure

=» Mélanger le tout pour obtenir 900 mL de solution
> Solution Phosphate :

= KyHPO, (anhydre) 12,9 g

= KH,PO, (anhydre) 6,55 g

=» Compléter & 900 mL avec de ’eau pure
> Solution Tris acetate :

=» Tris base 217,8 g

=» Acide acétique glacial 90 mL

=*» Eau pure 810 mL
> Solution Eléments trace [32] :

=» Composition :

4+ EDTA-Nay 50.00 g

4+ H3BOj; (Acide Borique) 11.14 g

4 (ZnSO4 , THy0) 22.0 g

+ (MHClg 5 4HQO) 5.1 g

4+ (FeSO, , TH20) 5.0 g

+ (COClQ s 6HQO) 1.6 g

4+ (CuSO, , 5H50) 1.6 g

+ ((NH4)6MO7OQ4 s 4HQO) 1.1 g

=» Préparation :

4 Ajouter tous les composés sauf 'EDTA, chacun leur tour dans un Er-
lenmeyer contenant 550 mL d’eau pure milli-Q. Chauffer la solution a
approximativement 70 °C.

4 Dans un autre Erlenmeyer, ajouter 'EDTA & 250 mL d’eau pure milliQ
et chauffer jusqu’a dissolution.

7. Cette recette est également disponible sur internet (google : « Janette Kropat TAP recipe
2010 »).
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4+ Ajouter la solution d'EDTA a la solution précédente (et pas l'inverse)
et mener le mélange a ébullition.
Laisser la solution refroidir jusqu’a une température de 70 — 75 °C.
Ajuster le pH de la solution a 6.5 — 6.8 avec du KOH a 20%. La
température ne doit pas descendre en dessous de 70 °C ni le pH dépasser
6.8 sinon la solution n’est plus bonne.
Compléter avec de 'eau pure a 1000 mL.
Couvrir le récipient avec un bouchon de coton (pas de parafilm) et
laisser reposer deux semaines jusqu’a ce que la couleur passe de vert a
violet sous agitation.
4+ Filtrer le précipité rouge-marron et stocker la solution au réfrigérateur.
Dans le cas de la présence d’un précipité, vous ne connaitrez pas la
concentration réelle en éléments dans la solution.
Préparation du milieu TAP :
> Meélanger ensemble les solutions suivantes :
=?» 10.0 mL de solution Beijering’s 5x
=» 8.33 mL de solution Phosphate
=?» 10.0 mL de solution Tris-Acetate
=» 1.00 mL de solution Trace
> Compléter avec de 'eau pure milliQQ jusqu’a 1000 mL.

++

++

B Préparation des boites de culture sur milieu so-
lide

Les boites servant a la culture en milieu solide sont préparées de la maniére
suivante. Le gel est réalisé a partir du milieu TAP préparé suivant le protocole
de I'annexe II.A. Juste avant la stérilisation du TAP & l'autoclave, on ajoute &
la solution 15 g/L d’agar-agar en poudre. Aprés agitation pour homogénéiser le
mélange, on le stérilise & I'autoclave. A la sortie de I'autoclave et avant que le
milieu n’ait commencé a gélifier, sous une hotte a flux laminaire on verse le milieu
dans des boites de Petri stériles de diameétre 57 mm, & raison de 10 mL de solution
par boite. Les boites recouvertes par leur couvercle sont laissées a refroidir sous
la hotte pendant une heure environ. Les boites sont scellées avec du film Parafilm
pour minimiser les risques de contamination du milieu gel. Puis ces boites sont
stockées dans un environnement ou il peut y avoir de la lumiére afin qu’en cas de
contamination, celle-ci soit rapidement détectable & 1’oeil nu.

C Calendrier de repiquage des cultures

Les cultures ont été repiquées de la maniére suivante. Les cultures en milieu solide
(boites contenant le milieu TAP additionné d’Agar-Agar) étaient lancées le vendredi
matin a 10h. Chaque boite était utilisée aprés une semaine d’incubation, le vendredi
a 10h pour démarrer une premiére culture en milieu liquide (premiére génération)
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D. CARACTERISTIQUES DES CAMERAS UTILISEES
NECESSAIRES A I’ANALYSE DES DONNEES

ainsi qu’une nouvelle boite. Ensuite une culture liquide (deuxiéme génération) était
initiée apres trois jours d’incubation soit le lundi, a partir de la culture liquide de
premiére génération. Cette nouvelle culture était ensuite utilisée le jeudi ou bien
le vendredi si la culture n’était pas encore en phase de croissance logarithmique le
jeudi.

D Caractéristiques des caméras utilisées nécessaires
a ’analyse des données

Voici dans les tableaux II.1 et 11.2 les caractéristiques techniques principales des
caméras utilisées pour I'analyse des films réalisés.
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Grossissement utilisé

Taille de pixel
correspondante (pm)

x40 0.32
x20 0.65
x10 1.29
x4 3.22

TABLE II.1. Taille d’un pixel de caméra Sensicam ge (PCO) en fonction du gros-
sissement. La taille des pixels a été multipliée par un facteur 2 par rapport a la
taille de pixel originale car nous avons remplacé chaque groupe de 2x2 pixels par
un seul pixel, deux fois plus large et deux fois plus long et dont la valeur était la
moyenne des quatres pixels initiaux (’bining’ en anglais). Cette opération permet
de réduire le temps de réponse de la caméra tout en conservant les dimensions du
champ d’observation.

Taille de pixel
correspondante (pm)
x64 0.34

Grossissement utilisé

TABLE I1.2. Taille d’'un pixel de caméra Miro (Photon Lines) en fonction du gros-
sissement utilisé.
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Chapitre 111

Dynamique de nage individuelle en
suspension diluée
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Motivation

Nous allons maintenant analyser la dynamique individuelle de micro-nageurs
dans une suspension diluée. Ici les interactions hydrodynamiques entre nageurs sont
négligeables. Nous verrons au chapitre suivant comment la présence de voisins dans la
suspension peut affecter la nage. La maniére dont se déplacent les Chlamydomonas
Reinhardtii a I'aide de leurs flagelles est complexe (figure 1) et cela entraine des
propriétés statistiques particuliéres pour la dynamique de nage [19]. Nous présentons

dans ce chapitre une étude détaillée de cette nage en microscopie optique.
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Déplacement en hélice dans une direction
moyenne (pas de I'hélice t;, = 1 3)
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~ Résultante
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FIGURE 1. Schéma de la nage des micro-algues Chlamydomonas Reinhardtii. Dans la
bulle du zoom est représentée la « brique de base » de la nage. Pendant un battement
de flagelles, ’algue avance a une vitesse instantanée v, de 'ordre de 100 um - s™!, puis
recule (mouvement de « zigzag » ). La vitesse moyenne de déplacement qu’elle atteint
avec ce type de mouvement est de l'ordre de 30 um -s~!. Les flagelles battent & une
fréquence typique f, de 'ordre de 30 Hz. Aprés quelques battements, la trajectoire
de la cellule ressemble & une hélice le long d’une direction moyenne. Le temps ¢, mis

par la cellule pour effectuer une rotation autour de l'axe de I'hélice est de 'ordre

d’une seconde. Au bout d’'un temps t, de I'ordre de quelques secondes, la cellule

change aléatoirement de direction de déplacement moyenne.
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1 Meécanisme de nage des Chlamydomonas Rein-
hardtii

Nous avons étudié la nage a ’aide d’une caméra rapide (fréquence d’acquisition
de 400 Hz). Cela nous a permis de résoudre la dynamique aux temps courts par
rapport a la durée d’un battement de flagelles (typiquement 1/30 s).

1.1 Stratégie de nage a faibles nombres de Reynolds

Afin de comprendre comment les algues arrivent a se déplacer dans le fluide qui les
entoure, nous pouvons calculer le nombre de Reynolds correspondant a I’écoulement
du fluide porteur autour d’elles. Ce nombre sans dimension est le rapport des termes
de forces inertielles et des termes de forces visqueuses de I’équation de Navier-Stokes
soit :

_ pUL
n

Avec p et 1 respectivement la masse volumique et la viscosité dynamique du fluide
porteur et U et L respectivement la vitesse et la taille caractéristique de 1’écoule-
ment considéré. Dans le cas présent, les cellules de diamétre ~ 10 um se déplacent
a une vitesse de l'ordre de 50 pm-s~! dans un milieu aqueux de viscosité dyna-
mique ~ 1 mPa-s et de densité ~ 103 kg-m~3. Cela donne Re ~ 5.107% << 1.

Lorsque l'inertie est négligeable, ’équation de Navier-Stokes devient 1’équation
de Stokes, laquelle est symétrique par renversement du temps. Imaginons un objet
se déformant d’une maniére réciproque pour se mouvoir. Il déplace le fluide autour
de lui lors de la premiére partie de son mouvement. En faisant exactement le méme
mouvement dans le sens inverse pour retrouver sa forme initiale, I’objet rameéne le
fluide exactement a sa configuration de départ. L’objet fait du sur place en moyenne.
Ce résultat est connu sous le nom de théoréme de Purcell [53| (« scalop theorem »
en anglais).

Il existe plusieurs stratégies de nage pour contourner ce probléme. Par exemple,
les spermatozoides propagent le long de leur flagelle des ondes de flexions et les
bactéries Escherichia Coli font tourner leurs flagelles a la maniére de tire-bouchons.
Les Chlamydomonas Reinhardtii quant a elles nagent une sorte de brasse avec leurs
deux flagelles antérieurs (figure 2). Elles balaient le fluide devant elles pendant la
premiére phase de leur mouvement avec leurs flagelles étendus depuis le haut de leur
corps vers le bas, ce qui propulse leur corps vers I'avant (figure 2a). Elles raménent
ensuite leurs flagelles le long de leur corps pour les faire revenir a leur configuration
initiale [56] (figure 2b). Cette deuxiéme phase les fait reculer du fait de I’absence
d’inertie, mais les flagelles étant proches du corps et principalement orientés paral-
lelement & la direction du mouvement, la friction qu’ils subissent est moins forte que
lors de la phase de poussée, au cours de laquelle les flagelles sont principalement
orthogonaux a la direction de déplacement. Ce mécanisme géneére une succession de
mouvements de marche avant puis marche arriére [58] que 'on appellera dans la
suite « zigzag » (figure 3). Comme la distance parcourue en marche avant est plus

Re (I1L.1)

49



CHAPITRE III. DYNAMIQUE DE NAGE INDIVIDUELLE EN
SUSPENSION DILUEE

(a) Phase de propulsion (b) Phase de retour

FIGURE 2. Mécanisme de locomotion utilisé par la micro-algue Chlamydomonas
Reinhardtii. (2a) Phase de propulsion. Les flagelles sont étendus, ils partent du som-
met de la cellule et effectuent un mouvement de traction (nageur de type « puller »)
sur le fluide en allant vers le bas. (2b) Phase de retour. Les flagelles sont ramenés le
long du corps, et se déroulent pour remonter vers I’avant. Les déplacements typiques
occasionnés par le mouvement des flagelles dans chacune des phases sont représen-
tés a ’échelle de la cellule par des fleches situées au centre du corps de la cellule.
On observe que le déplacement vers 'avant lors de la phase de propulsion est plus
important que le recul da a la phase de retour, assurant un déplacement net vers
I’avant.

grande qu’en marche arriére, les cellules finissent par se déplacer vers ’avant.

Nous allons maintenant étudier quantitativement les caractéristiques de ce sys-
teme de locomotion. La dynamique des algues aux temps courts peut étre décrite par
la durée de la phase de propulsion et de la phase de retour, et la vitesse instantanée
moyenne en marche avant et en marche arriére.

1.2 Mesure de la fréquence moyenne de battement des fla-
gelles des micro-algues

Pour quantifier la fréquence de battement moyenne des flagelles des algues fp, il
suffit de mesurer la durée d’une période de battement et d’en faire la moyenne sur
tous les temps et toutes les cellules. Pour cela, il faut détecter le début et la fin d'un
battement, soit les moments ot la cellule change de sens de déplacement.

1.2.1 Mesure de ’angle de persistance

Pour détecter ce changement d’orientation, nous pouvons étudier 'angle 6(7)
duquel a tourné une micro-algue entre les instants ¢ et ¢ + 7 (figure 4). Dans toute
la suite, nous appellerons 0(7) angle de persistance car il mesure la persistance de
direction. S’il est nul pour tout 7, 'objet étudié se déplace en ligne droite toujours
dans le méme sens. S’il devient proche de m ou —7 soudainement, ’'objet a changé
de sens de déplacement en restant sur le méme axe de déplacement. Cet angle de
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FIGURE 3. Trajectoire d’'une Chlamydomonas Reinhardtii observée a une échelle de
temps inférieure a la durée d’'un battement de flagelles. La dynamique en zigzags
due & labsence d’inertie est clairement visible. A droite : détail d’un zigzag. Les
fleches représentant les déplacements dans chaque phase sont les mémes que celle
de la figure 2. On notera que la durée de la phase de propulsion (mesurable en
nombres de points sur la trajectoire) est similaire & la durée de la phase de retour.
Le temps séparant deux points successifs sur la trajectoire est de 1/400s. Pour
cette trajectoire, la fréquence moyenne de battement des flagelles f; est de I'ordre
de 30 Hz.

FIGURE 4. Grandeurs mesurées a partir des trajectoires reconstruites dans la ca-
ractérisation de la dynamique individuelle. L’angle de persistance 6(7) est 'angle
duquel a tourné la cellule entre les instants ¢ et t + 7. Le vecteur déplacement r(7)
est utilisé pour le calcul du déplacement quadratique moyen (MSD).
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persistance peut étre défini par :
0(1) = arccos(e(t + 7).e(t)) (IT1.2)

avec e(t) le vecteur unitaire direction de déplacement instantané de I'objet a 'ins-
tant ¢t donné par

e(t) = YU (T1L.3)

ol v(t) est son vecteur vitesse instantané.
Comme le temps est une variable discréte dans nos mesures, le vecteur vitesse ins-
tantané est mesuré en utilisant la formule suivante :

OM(t + At) — OM(t — At)

v(t) = N (IIL.4)

avec OM(t) le vecteur position de l'objet & 'instant ¢ et At le temps séparant deux
images consécutives.

1.2.2 Distribution des angles de persistance

L’étude des distributions des angles de persistance 6(7) en fonction du temps 7
(figure 5), nous montre qu’entre deux instants séparés par un temps 7 court devant
le temps moyen de battement des flagelles 1/ f;, la direction de propagation de la
cellule étudiée n’a pas changé pour la plupart des couples d’instants mesurés. Ici
la statistique a été calculée a partir d’une cinquantaine de cellules, battant environ
chacune deux cent fois de leurs flagelles. Les couples de points séparés de 7 appar-
tiennent soit a une phase de marche avant, soit & une phase de marche arriére, tres
peu sont a cheval sur les deux types de marche. La distribution montre donc un pic
centré sur zéro reflétant la persistance de direction.

Pour des temps de 'ordre de la moitié d’une période de battement (7 ~ 1/2f),
on observe que le pic central de la distribution a disparu, et que deux pics d’anti-
corrélation sont apparus pour les angles de valeur 7 et —m. Pour ce temps, la majorité
des couples de points sont a cheval sur deux types de marches différentes, la valeur
d’angle de persistance correspondante est donc proche de 7 ou de -7 (les angles sont
mesurés entre —m et 7).

Lorsque le temps 7 devient de 'ordre de la durée d’'un battement moyen, alors
la majorité des paires de points se retrouvent dans le méme type de marche et I'on
observe une distribution similaire & celle obtenue pour des temps tres courts. Cela
traduit le fait qu’entre deux battements, la direction moyenne de déplacement de
la cellule a peu varié. Si ce n’était pas le cas, on observerait un élargissement de la
distribution par rapport au cas des trés petits temps, correspondant a la rotation
moyenne qu’effectue une cellule entre deux battements.

La périodicité des fonctions de distributions angulaires refléte donc la fréquence
des battements. Cette périodicité doit alors se retrouver aussi dans les moments de
cette distribution ou bien encore dans la fonction d’autocorrélation de direction.
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FIGURE 5. Fonctions de distribution de probabilité des angles de persistance aux
temps courts devant le temps de battement des flagelles. Temps allant de 7 =
1/(28f,) a 7 = 1/f, avec f, la fréquence de battement moyenne. Le temps 1/f;,
est le temps le plus court mis par la distribution pour reprendre sa forme initiale.

1.2.3 Fonction d’autocorrélation de direction

Cette fonction est définie par :
C(r) = (e(t +7).e(t)) = (cos(0(7))) (IIL.5)

avec e(t) le vecteur direction de déplacement instantané, 6(7) 'angle de persistance
duquel a tourné l'objet entre les instants ¢ et ¢ + 7 (grandeurs définies au para-
graphe II1.1.2.1). Les crochets (.) représentent la moyenne temporelle sur tous les
temps t et la moyenne d’ensemble sur tous les objets.

Lorsque I'angle 0(7) prend les valeurs 27n (les valeurs 27n 4+ 1) avec n un entier,
cette fonction de corrélation présente un maxima a 1 (un minima a -1). Cette gran-
deur permet de détecter les points dont la direction de déplacement s’est inversée au
bout d'un temps 7. Elle permet donc d’obtenir une information sur la durée entre
les changements de direction. En mesurant la fonction d’autocorrélation de direc-
tion, on observe des oscillations correspondant aux inversions successives du sens de
déplacement des algues au cours de leur déplacement (figure 6). On peut obtenir la
valeur de la fréquence des oscillations de cette courbe en ajustant le produit d’une
fonction exponentielle décroissante e~7/* et d'une fonction cosinus cos(27 f,7) sur
les points expérimentaux obtenus.

La décroissance exponentielle de I’enveloppe de la fonction d’autocorrélation de
direction sur un temps ¢, traduit deux phénomeénes. Elle est provoquée par le chan-
gement progressif de direction de déplacement moyen des algues au cours du temps.
Chaque battement déplace la cellule vers I’avant dans une direction moyenne et
cette direction change légérement a chaque nouveau battement (figure 3). Le temps
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FIGURE 6. Fonction d’autocorrélation de direction. Le temps est en unité de la pé-
riode des oscillations du signal, qui correspond a la fréquence moyenne de battement
de flagelles (f, = 31,3 Hz ici). L’ajustement par la fonction e~7/* cos(27 f,7) qui a
permis d’obtenir la valeur de f, est superposé sur la figure (ligne noire). La me-
sure a été réalisée pour une suspension dont le fluide porteur avait une viscosité
de 1,5 mPa-s (milieu de culture TAP). A titre indicatif, le temps de décroissance
exponentiel de ’enveloppe ¢, vaut 38 ms.
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t. est donc lié au temps de corrélation de direction de déplacement moyen. Cette
décroissance est également liée au fait que la durée d’un battement de flagelles peut
varier au cours du temps pour une cellule, ainsi que d’une cellule & 'autre. Si les
algues battaient régulierement des flagelles et qu’elles nageaient dans une direction
fixée, 'amplitude des oscillations de la fonction d’autocorrelation ne décroitrait pas
avec le temps 7. Imaginons maintenant deux cellules se déplagant dans une direction
fixée mais I'une mettant un temps 7" pour battre une fois de ses flagelles, et ’autre
un temps T + AT. Les extremums de la fonction d’autocorrélation de direction
pour la premiére algue auraient lieu pour 7 multiple de T' et ceux de la deuxiéme
algue auraient lieu pour 7 multiple de 7'+ AT'. Si 'on faisait alors la moyenne des
fonctions d’autocorrélation des algues, le décalage entre les premiers maxima serait
de AT'. Cela causerait pour la fonction moyenne une diminution de 'amplitude de
son premier maxima par rapport aux deux fonctions initiales. Le décalage entre les
deuxiémes maxima serait ensuite de 2 AT et 'amplitude du deuxiéme pic de la fonc-
tion moyenne serait diminué encore plus que celle du premier. Il en serait ainsi de
méme pour tous les extrema suivants. Le parameétre de temps ¢, utilisé pour ajuster
I’enveloppe de la fonction d’autocorrélation de direction contient donc le mélange
de deux informations différentes : le changement de direction progressif des algues
et la variabilité de la durée d'un battement de flagelles.

La partie cosinus de la fonction utilisée pour I'ajustement refléte les oscillations
dues aux changement de direction des algues au cours des mouvements de zigzag.
On obtient de cet ajustement la valeur de la fréquence de battement caractéristique

Jo-

1.3 Mesure du module de vitesse moyenné sur un zigzag

Pour quantifier les déplacements des Chlamydomonas Reinhardtii, on peut uti-
liser le déplacement quadratique moyen (MSD) des cellules (r?(7)) (figure 7). On
observe que pour un temps inférieur a la durée d’un battement, le MSD est pro-
portionnel au carré du temps. Cela caractérise un premier régime balistique dont la
vitesse vy, peut étre déduite de la relation :

(r*(1)) = v’r’ (I11.6)

La vitesse v, correspond a la moyenne du module de vitesse instantanée au cours
d’un seul battement (un zigzag). Il s’agit d’'un mélange de la vitesse en marche
avant et de la vitesse en marche arriére. Lorsque le temps séparant deux points
est tres inférieur a la durée d’un battement, la plupart des déplacements mesurés
appartiennent a une phase soit de marche avant, soit de marche arriére. La vitesse
est donc maximale ainsi que la moyenne des déplacements.

Pour des temps légérement plus longs, il commence & y avoir dans la statistique
des couples de positions séparées par un temps 7 dont 'une est située dans une
phase de propulsion de la cellule et I'autre est dans une phase de retour. Ainsi la
vitesse moyenne entre ces points diminue et la pente du MSD également. La valeur
de cette pente est minimale lorsque le temps est proche de la période moyenne de
battement. Cela entraine ainsi un plateau dans le MSD.
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FIGURE 7. Déplacement quadratique moyen (MSD) (r?(r)) de micro-nageurs en
fonction du temps. Les lignes pleines représentent une pente de 2 en échelle log-
log. On observe la présence d’un premier régime balistique lié aux déplacements en
ligne droite pendant les phases de poussée et de retour, un plateau di au temps
caractéristique d’oscillation 1/f, et un deuxiéme régime balistique résultant du dé-
placement moyenné sur plusieurs cycles de battement. La vitesse v, caractéristique
de la premiére partie balistique de la courbe est ici de 132 um-s™!. La vitesse v,
caractéristique du deuxiéme régime balistique est de 50 pm-s~!. La mesure a été
réalisée pour une suspension dont le fluide porteur avait une viscosité de 1,5 mPa-s
(milieu de culture TAP). Le temps caractéristique de battement (mesuré figure 6)
1/ fy vaut 32 ms.
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2. DYNAMIQUE DE NAGE AUX TEMPS LONGS DEVANT
LA DUREE D’UN BATTEMENT

Lorsque le temps devient plus grand que la période moyenne de battement, on
observe un deuxiéme régime balistique. Le déplacement a ces échelles de temps est le
résultat de plusieurs mouvements de zigzag. Le mécanisme de propulsion est masqué,
la cellule progresse en moyenne en ligne droite & une vitesse v,. On peut déduire
cette vitesse de la seconde pente du MSD par la relation :

(r*(1)) = va’7? (IIL.7)

2 Dynamique de nage aux temps longs devant la
durée d’un battement

Nous avons étudié la « brique de base » du mécanisme de locomotion en zigzags
des Chlamydomonas Reinhardtii. Voyons maintenant comment évoluent ces orga-
nismes sur des échelles de temps supérieures a la durée d’un zigzag.

2.1 Meécanisme de nage et marche aléatoire avec persistance

Les trajectoires des Chlamydomonas Reinhardtii peuvent étre correctement mo-
délisées par une marche aléatoire avec persistance [19, 8, 48, 31, 51]. Les cellules
se déplacent dans une direction presque fixée pour une durée de quelques secondes
(figure 8). Il s’agit du régime balistique caractérisé par une vitesse v, et une durée
entre deux réorientations aléatoires t,. Cette vitesse correspond a la vitesse « résul-
tante » de plusieurs mouvements de battements successifs que nous avons évoquée
au paragraphe III.1. Au bout de quelques secondes la cellule se réoriente a cause
de la désynchronisation temporaire de ses flagelles et perd sa direction de nage ini-
tiale [52]. A des échelles de temps supérieures a t,, les propriétés de dispersion des
algues sont celles d’une marche aléatoire simple [54, 19]. Stocker et al. [71] ont décou-
vert que les réorientations aléatoires des algues augmentaient leurs chances d’éviter
les prédateurs par rapport a une dynamique de nage purement balistique.

La dynamique des algues a ces échelles de temps comporte une caractéristique
supplémentaire. Lors du mouvement de brasse, les deux flagelles ne battent pas
exactement de la méme maniére. Leurs fréquences de battement respectives sont
identiques pendant la phase balistique mais la maniére dont ils se déploient n’est
pas la méme pour chaque flagelle [58, 59| (figure 9). Cette dissymétrie entraine un
mouvement de rotation autour de ’axe balistique & une fréquence de ’ordre du Hertz
(figure 10). Certaines études suggérent que ce mécanisme de rotation conjugué a la
présence sur le flanc de la cellule d’un ceil rudimentaire permettrait a la micro-algue
de détecter au mieux la direction vers une source lumineuse. Foster et al. ont comparé
cette technique de sonde avec balayage d'un angle conique a celle utilisée par certains
radars durant la seconde guerre mondiale [18|. La dynamique de nage hélicoidale est
présente chez un grand nombre de micro-nageurs. L’étude de ce type de mouvement
chez les micro-organismes est un champ de recherche actif a ce jour [23, 5].
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FIGURE 8. Trajectoires typiques de Chlamydomonas Reinhardtii observées a une

fréquence d’acquisition d’image de 9 images par secondes. La durée des trajectoires

représentées a été limitée a 20 secondes. La fraction volumique en cellules est de
lordre de 0,05 %.

FIGURE 9. Décomposition d'un mouvement de battement d’une Chlamydomonas
Reinhardtii. Le mouvement de battement n’est pas exactement le méme pour les
deux flagelles et il y a une composante du mouvement des flagelles hors du plan de
la figure (non visible ici), ce qui entraine un mouvement de rotation hélicoidal de
'algue. Figure provenant de l'article par Riiffer et Nultsch [58].
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FIGURE 10. Mouvement de déplacement hélicoidal d a la dissymétrie entre les deux
flagelles au cours du mouvement de brasse. L’algue se déplace en tournant autour
d’un axe moyen dont la direction varie peu au cours d'un « run » balistique. Le
temps typique de rotation ¢, autour de I'axe moyen est de l'ordre de la seconde et
la distance [, parcourue le long de ’axe moyen est de 'ordre de 30 um.

Ce mouvement de déplacement hélicoidal 3D est visible dans les projections 2D
des trajectoires que nous reconstruisons (figure 8). Les algues tournent autour de
leur axe de déplacement moyen (direction balistique) tout en avancant. Etudions
maintenant cette marche aléatoire particuliére (figure 11). Pour la décrire quantita-
tivement, nous avons effectué la mesure statistique de différentes quantités d’intérét
(figure 12).

2.2 Mesure du temps de rotation hélicoidale et du temps de
réorientation aléatoire des micro-algues

Pour mesurer la dynamique angulaire, nous pouvons comme lors de I'étude de
la dynamique aux temps courts devant la durée d’un battement, utiliser ’angle de
persistance 6(7) duquel a tourné un objet entre les instants t et t + 7 (figure 12) :

0(1) = arccos(e(t + 7).e(t)) (IIL.8)

avec e(t) le vecteur unitaire direction de déplacement instantané de 'objet & 'ins-
tant ¢ donné par :
v(t)
e(t) )] (I11.9)
ol v(t) est le vecteur vitesse instantané. On rappelle que le temps étant une variable
discréte dans nos mesures, le vecteur vitesse « instantané » est mesuré en utilisant
la formule suivante :

Ww:OM@+A%;?M@—Aﬂ (1L10)

ot OM(%) est le vecteur position de 'objet a 'instant ¢ et At est le temps séparant
deux images consécutives.
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FI1GURE 11. Dynamique de nage des Chlamydomonas Reinhardtii en suspension di-
luée schématisée a une échelle de temps supérieure a la durée d’'un battement. La
dynamique est composée de phases de déplacements balistiques dans une direction
de déplacement moyenne a une vitesse moyenne v, ponctuées au bout d’'un temps
moyen t,, de réorientations aléatoires occasionnées par la désynchronisation momen-
tanée des flagelles. Durant les phases balistiques, les algues suivent un mouvement

hélicoidal le long de la direction moyenne de déplacement. Le temps %, est la durée
d’une rotation autour de I’axe de déplacement moyen.

FIGURE 12. Grandeurs mesurées a partir des trajectoires reconstruites pour la quan-
tification de la dynamique individuelle. L’angle de persistance 0(7) est 'angle duquel

a tourné la cellule entre les instants ¢ et £+ 7. Le vecteur déplacement r(7) est utilisé
pour le calcul du déplacement quadratique moyen (MSD).
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2.2.1 Distribution des angles de persistance

Dans une marche aléatoire isotrope simple, un marcheur se déplace dans toutes
les directions possibles avec la méme probabilité et les déplacements sont indépen-
dants entre eux. Pour une marche aléatoire isotrope avec persistance [48, 51|, la
direction de déplacement & un instant est corrélée avec celles des instants précé-
dents. Pour une marche aléatoire en deux dimensions, I’angle a entre une direction
fixe dans le plan de la marche et la direction du marcheur permet de mesurer cette
direction. Comme la marche est isotrope, la distribution de probabilité de I’angle
d’orientation P(a,t) est uniforme pour tout temps t. La persistance va intervenir
a travers la distribution de probabilité conditionnelle P(c/, |, t). Cette distribu-
tion est la probabilité quun marcheur ayant une orientation « a l'instant ¢, ait une
orientation o a l'instant t'. Cette distribution peut étre reformulée en fonction de
Iangle # = o/ — a duquel a tourné la particule aprés une durée 7 = t' —t. Ainsi, elle
peut s’écrire P(0, 7|a,t). La condition initiale sera alors P(¢,0|a,t) = 6(f). Plus le
temps 7 sera important et plus 'angle de persistance 6 pourra étre différent de 0.
La distribution de probabilité conditionnelle tendra de plus en plus vers un distri-
bution plate. On peut alors supposer que cette distribution évolue selon 1’équation
de diffusion suivante [51] :

2
%P(Q,ﬂa,t) _ t—i%P(&,ﬂa,t) (ITL11)
avec t. le temps caractéristique de perte de la corrélation de direction. la distribution
de probabilité de I'angle d’orientation P(a,t) étant uniforme pour tout temps ¢, la
distribution des angles de persistance P(f, ) suit la méme équation d’évolution :
1 2
(%P(G,T) = Z%P(G,T) (II1.12)

Nous avons mesuré expérimentalement la distribution de probabilité de 'angle
de persistance 6 en fonction du temps 7 séparant deux positions (figure 13). Nous
avons effectué cette mesure sur un échantillon de plusieurs milliers de trajectoires
de nageurs, dont la durée moyenne est de 'ordre de 10 secondes. On observe que
pour des temps 7 inférieurs a la seconde, la distribution présente un pic centré
sur zéro, caractérisant la persistance directionnelle. Lorsque le temps augmente, la
distribution angulaire s’élargit. A partir d’un temps 7 de l'ordre d’une seconde,
la distribution cesse pratiquement d’évoluer jusqu’a un temps 7 de l'ordre de 2 s
(courbes représentées en insert sur la figure 13). Ensuite, la distribution recommence
a s’élargir jusqu’a ce qu’au bout de quelques secondes, tous les angles deviennent
équiprobables. Pour quantifier cette décorrélation plus précisément, on peut étudier
comme au paragraphe II1.1.2.3, la fonction d’autocorrélation de direction.

2.2.2 Fonction d’autocorrélation de direction
Rappelons la définition de cette fonction :

O(r) = {e(t + 7).e(t)) = (cos(6(r))) (II1.13)
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F1GURE 13. Histogramme des angles de persistance 6 pour des temps 7 allant de
0,1 sec a 7,7 sec. La distribution s’élargit lorsque 7 augmente jusqu’a devenir uni-
forme. Entre 7 ~ 1,3 s et 7 ~ 2,4 s, la distribution ralentit fortement son évolution
(courbes représentées en insert). La viscosité du milieu est ici de 2,4 mPa-s.

avec e(t) et (1) définis au paragraphe précédent et (.) la moyenne temporelle sur
tous les temps ¢ et la moyenne d’ensemble sur tous les objets. Pour un mouve-
ment balistique, cette fonction vaut 1 pour tout temps. Dans une marche aléatoire
simple, la direction de déplacement est indépendante de celle des instants qui la
précédent. Ainsi, C(7) est toujours nulle puisque chaque déplacement est décorrélé
des précédents. Pour une marche aléatoire isotrope avec persistance, on peut uti-
liser la solution de 'équation II1.12 donnée par Peruani et al. [51] pour estimer la
dépendance de la fonction d’autocorrélation de direction en fonction de la durée 7 :

(cos(A(T))) ae/te (I11.14)

Appliquons maintenant les résultats de ce modeéle a la nage des micro-algues.

2.2.3 Particularité de la dynamique : mouvement hélicoidal

Nous avons vu que les Chlamydomonas Reinhardtii évoluent selon une marche
aléatoire avec persistance pour des échelles de temps supérieures a la durée d’une
rotation hélicoidale. En revanche, pour des temps de l'ordre de cette durée, la nage
décrit une trajectoire en forme d’hélice. Pour ce type de dynamique, il n’est pas
immeédiat que I’évolution de la distribution des angles de persistance puisse étre dé-
crite par une équation de diffusion. Comme nous venons de le voir au paragraphe
précédent, cette distribution est piquée autour de la valeur 6 = 0 pour 7 = 0 puis elle
s’élargit ensuite lorsque 7 augmente (figure 13). Mais lorsque 7 se rapproche de la
durée d’une rotation de I’hélice, la distribution ralentit son étalement et se « fige ».
L’étalement initial de la distribution se comprend en étudiant I’évolution de ’angle
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0 entre une orientation initiale d'un nageur et son orientation un instant 7 plus
tard, pour un temps 7 allant de 0 & la durée d’une rotation de I’hélice (figure 14).
L’amplitude de I'angle § augmente avec 7, atteint un maximum puis diminue, atteint
un autre extremum puis diminue pour redevenir nulle lorsque la cellule a fait exac-
tement une rotation autour de son axe de déplacement moyen. Aprés une rotation
hélicoidale, le nageur a retrouvé sa direction de déplacement initiale. La probabilité
qu’un nageur retrouve une orientation identique (¢ = 0) au bout d’un temps 7 égal
a la durée d’une rotation, doit donc étre plus importante que pour des durées 7
inférieures. C’est pour cela que la distribution ralentit son étalement a ’approche
de cette valeur particuliére de 7. On peut faire I'hypothése que la fonction P(6,7)
suit une évolution de type diffusif pendant une durée 7 inférieure a la moitié de la
période moyenne de I'hélice d'une trajectoire. Alors, la fonction d’autocorrélation
de direction (cos(6(7))) peut étre décrite par une fonction exponentielle décrois-
sante avec un temps caractéristique de la rotation hélicoidal ¢, pour 7 inférieur a
la demi-période de rotation de I’hélice.

Pour 7 supérieur au temps de rotation de I'hélice, la fonction de corrélation
pourra en principe étre de nouveau décrite par une fonction exponentielle décrois-
sante puisque la distribution P(#,7) a de nouveau une évolution de type diffusif
due aux réorientations aléatoires. Pour mieux appréhender la dynamique dans cette
gamme de temps, il est intéressant d’étudier ’évolution de la fonction de corrélation
que ’on obtient pour une seule trajectoire (figure 15). On observe des oscillations qui
reflétent le caractére hélicoidal de la trajectoire projetée en 2D. Lorsque 1'on calcule
la fonction d’autocorrélation de direction pour toutes les trajectoires, ces oscillations
disparaissent (figure 16). La tendance moyenne de la fonction d’autocorrélation de
direction va étre mesurée pour des temps 7 supérieurs a t,. Cette tendance sera donc
trés affectée par les réorientations aléatoires. Les valeurs des angles entre directions
de déplacement moyennes successives vont donc étre reflétées par la fonction C(7).
La tendance des fonctions de corrélation de chaque algue peut donc varier beaucoup
d’une trajectoire d’algue a ’autre puisque ’angle duquel elles auront tourné peut va-
rier beaucoup. Par exemple, sur la trajectoire de la figure 15 on peut distinguer deux
directions de déplacement moyennes au cours de la trajectoire. Au départ 1'algue se
déplace approximativement horizontalement vers la droite puis aprés un temps de
I'ordre de 6 & 7 5, sa direction de déplacement moyenne est approximativement ver-
ticale vers le haut. Elle a donc effectué une rotation moyenne d’environ 7/2 radian.
Le déplacement dans chacune des directions dure approximativement 6 a 7 t,. La
valeur de C(7) correspondant & cette valeur de 7, est environ de 0 = cos(7/2). La
valeur absolue de I’angle moyen entre chaque couple d’orientations séparé de 6 & 7 ¢,
est donc d’environ 7 /2, qui est 'angle que font les deux directions de déplacement
moyenne de cette trajectoire. Si cet angle avait été différent, la fonction d’autocor-
rélation de direction 'aurait été également. Pour chaque trajectoire, 1’angle entre
les directions de déplacement moyennes successives peut prendre toutes les valeurs
possibles. Ainsi la maniére dont va décroitre chaque fonction d’autocorrélation de
direction lui sera propre. La fonction d’autocorrélation de direction de toutes les
trajectoires sera donc la moyenne de toutes ces fonctions de tendances différentes.
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FIGURE 14. Représentation du mouvement de déplacement lors d’une rotation de
I’hélice, variation de ’angle de persistance 6 avec T et variation correspondante de
cos(0). (a) Détail d’une rotation de 1'hélice, angle d’orientation initial « et angle de
persistance 6. (b) Evolution de § au cours d'une rotation de I’hélice. (c¢) Evolution de
cos(0). Les chiffres encadrés correspondent a quatre instants de la trajectoire. (0) est
la position initiale du nageur d’orientation «, (1) correspond & I’angle de persistance
0 minimal atteint par rapport a «, (2) correspond & I’angle de persistance § maximal
et (3) est le moment ou le marcheur a effectué exactement une rotation de I’hélice et
a retrouvé son orientation de départ. Le temps ¢, est le temps de rotation hélicoidal.
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F1GURE 15. Conséquence du mouvement hélicoidal sur la fonction d’autocorréla-
tion de direction d’'une seule trajectoire. Les oscillations dues & la projection du
mouvement hélicoidal en 2D de la trajectoire sont transmises & la fonction d’au-
tocorrélation. Le temps est en unité du premier temps de corrélation t, = 2,0s
mesuré & partir de la premiére partie décroissant exponentiellement de la fonction
d’autocorrélation de direction de toutes les trajectoires).
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FIGURE 16. Fonction d’autocorrélation de direction C'(7) calculée sur un millier de
trajectoires. Sur la figure, le temps 7 est renormalisé par le temps caractéristique
ty. Les oscillations observées dans le cas d'une seule trajectoire sur la figure 15 ont
disparues. Au lieu de cela, la fonction d’autocorrélation présente deux régimes : une
premiére décroissance exponentielle, puis un plateau, puis une deuxiéme décroissance
exponentielle. Le temps ¢, est le temps extrait de la premiéere partie exponentielle
décroissante de C(7) par ajustement. Ici, t;, = 2,0s. La fonction exp(—7/t;) est
représentée sur la premiére partie décroissante (ligne pleine).
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FIGURE 17. Fonctions d’autocorrélation de direction calculées a partir de la direc-
tion de déplacement instantanée et de la direction de déplacement moyenne sur un
temps 2t;,. La courbe du haut est mesurée en utilisant une direction de déplacement
moyenne entre deux points séparés par un temps At = 2t;,. La courbe du bas est
celle de la figure 16, la direction de déplacement instantanée est calculée avec un
temps entre deux points égal & At = 0,2 s. Ici le temps ¢, vaut 2,0s. Le palier
observé sur la courbe du bas a disparu sur celle du haut. Le temps de corrélation
mesuré ici par ajustement de C'(7) avec une exponentielle décroissante a partir du
temps 7 = 2t vaut t, = 7,3 s.

La décroissance moyenne donnera donc le temps caractéristique de changement de
direction moyenne des algues.

La mesure du temps caractéristique de réorientation aléatoire t, se fait alors
en utilisant une fonction exponentielle décroissante comme le prévoit le modéle de
marche aléatoire avec persistance, dans la gamme de temps 7 supérieur a t,. Pour
réaliser ’ajustement, il est nécessaire d’utiliser un coefficient d’ajustement multi-
plicatif constant a inférieur a l'unité. Ce coefficient sert a prendre en compte le
« bruit haute fréquence » généré par les oscillations d’orientation instantanée dues
aux rotations hélicoidales autour de la direction de déplacement moyenne. Il est
possible de vérifier la justesse de cette méthode utilisant un coefficient constant, en
modifiant la fonction de corrélation de direction pour « masquer » le mouvement de
rotation hélicoidale. Jusqu’a maintenant, pour le calcul de la fonction C(7), nous
utilisions la direction de déplacement instantané de la cellule. Si au lieu de cela,
on utilise une direction de déplacement calculée entre deux points séparés par un
temps 7 supérieur a la durée de I’hélice t,, les oscillations rapides dues aux rota-
tions hélicoidales ne sont presque plus visibles (figure 17). On mesure le temps de
réorientation aléatoire des cellules t, en ajustant sur les points expérimentaux une
fonction exponentielle décroissante & partir du temps choisi pour calculer la direc-
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tion de déplacement moyenne. Les angles calculés pour des temps 7 plus courts sont
corrélés par construction de la direction moyenne de déplacement. On n’utilise pas
de coefficient d’ajustement a. Les résultats obtenus par cette méthode pour le temps
t, sont similaires aux résultats obtenus avec la méthode du coefficient d’ajustement
et la direction de déplacement instantané.

Une remarque peut étre faite ici. Nous avons tenu compte de la dynamique
hélicoidale qui perturbait la mesure du temps de réorientation aléatoire t,, mais
nous n’avons pas évoqué la possible perturbation de la mesure du temps de rotation
hélicoidale ¢, par la dynamique en zigzags que nous avons décrite auparavant. Dans
cette étude, le bruit induit par la présence des zigzags est négligeable. La fréquence
de battement des algues étant de 1'ordre de 30 Hz, elle a un effet assez limité sur
une trajectoire mesurée a l’aide d’une caméra de fréquence d’acquisition 10 Hz. Si
la fréquence de battement des flagelles était plus faible, il faudrait pour mesurer ¢,
utiliser une méthode similaire & celle employée pour mesurer ¢, .

Nous avons déterminé deux temps caractéristiques de la dynamique de nage
aux temps grands devant la durée d'un battement en suspension diluée, le temps
de rotation hélicoidale ¢; et le temps de réorientation aléatoire des algues ¢,. Ces
deux temps sont mesurables & partir de la fonction d’autocorrélation de direction de
déplacement instantané : a partir de la premiére partie décroissant exponentiellement
pour le temps de rotation hélicoidale ¢, et a partir de la deuxiéme pour le temps de
réorientation aléatoire t,. Passons maintenant & la mesure du dernier paramétre de
la dynamique : la vitesse balistique entre deux réorientations aléatoires.

2.3 Mesure de la vitesse balistique

Comme nous l'avons vu au paragraphe précédent, la dynamique de nage des
Chlamydomonas Reinhardtic peut étre décrite comme une marche aléatoire avec
persistance caractérisée par un régime balistique avec une vitesse moyenne v, (fi-
gure 11). Pendant ce régime, la cellule tourne autour de son axe de déplacement
balistique a raison d’un tour toutes les t; secondes. Au bout d’un temps moyen ¢,
survient un processus de réorientation aléatoire dii & une désynchronisation tempo-
raire des flagelles des algues.

Comme lors de I’étude de la dynamique aux échelles de temps proches de la durée
d’un battement de flagelles, nous pouvons étudier le déplacement quadratique moyen
des cellules (MSD) pour déterminer la vitesse caractéristique de cette dynamique.
Pour ce type de comportement, le MSD (r?(7)) est linéaire pour des temps longs
devant t, et quadratique pour des temps plus courts [43, 54, 19| (figure 18). Le modéle
de marche aléatoire avec persistance donne I'expression suivante pour le déplacement
quadratique moyen, avec t, le temps entre deux réorientations aléatoires et v, la
vitesse moyenne entre ces changements de direction [51, 8, 48| :

T 1

<T2(T>> = (Uata)z(t_ - 5[1 - G_QT/ta]) (II1.15)
On retrouve bien aux temps longs une marche aléatoire avec :
(r*(7)) ~ (va’ta)T (I11.16)
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FIGURE 18. Déplacement quadratique moyen des cellules (r?(7)) pour des temps
7 grands devant la durée d’un battement de flagelles. La ligne pleine représente
une pente de 2 en échelle log-log et la ligne pointillée une pente de 1. La ligne
superposée aux points expérimentaux est un ajustement par la fonction III.15. Ici
Ve = 47,3 um-s'ett, =4,8s.

et un régime balistique aux temps courts :
(r3 (1)) ~ v27r? (ITL.17)

On obtient v, en ajustant sur les valeurs de MSD mesurées, la fonction donnée
dans I’équation III.15 avec pour valeur du paramétre t, le temps de réorientation
aléatoire obtenu par la fonction d’autocorrélation de direction.

Il est intéressant de faire le lien ici entre la dynamique de nage étudiée aux temps
courts devant le durée d’un battement de flagelles et la dynamique de nage que nous
venons de mesurer ici. Nous avons vu que le déplacement quadratique moyen dans la
gamme de temps 7 > 1/ f, suit un régime balistique de vitesse caractéristique v, et
que le MSD pour 7 < t, suit lui aussi un régime balistique de vitesse caractéristique
v,. Ces deux vitesses caractéristiques portent le méme nom car elles mesurent la
méme quantité : la vitesse moyenne de déplacement en ligne droite des algues. On
pourrait imaginer que ces deux vitesses soient différentes car entre les zigzags et
les réorientations aléatoires, la cellule se déplace selon un mouvement hélicoidal. Ce
type de déplacement ralentissant la progression des algues par rapport au cas ot elles
iraient tout simplement en ligne droite, on aurait pu s’attendre a voir apparaitre le
temps caractéristique t;, dans ’évolution du MSD. Or lorsque 1’on met sur la méme
figure les deux MSD obtenus dans chaque gamme de temps, on s’apercoit que la
liaison se fait bien méme au niveau du temps de rotation hélicoidal t;,. On peut le
comprendre de la maniére suivante. La rotation hélicoidale est générée directement
par chaque zigzag élémentaire au cours duquel il y a un léger angle entre la direction
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de déplacement en marche avant lors de la poussée des flagelles dans le fluide et la
direction de recul lors du retour des flagelles. Le MSD refléte donc déja les rotations
hélicoidales méme aux échelles de temps faiblement supérieures & la durée d’un
battement. La vitesse de progression est donc déja la vitesse moyenne de déplacement
suivant ’hélice.

3 Modification de la dynamique de nage suivant la
viscosité du fluide porteur

Le point clé dans la nage a bas nombre de Reynolds que pratiquent les Chla-
mydomonas Reinhardtii est que la propulsion n’est possible que grace aux forces
de trainées générées par la cellule. Le frottement visqueux est donc crucial a la dy-
namique des micro-nageurs. En faisant varier la viscosité du milieu, nous avons pu
tirer des conclusions sur les effets des forces de frottement entre le fluide et le nageur
sur la locomotion de micro-organismes tels que cette micro-algue [19]. De plus, La
modification de la brique de base du mécanisme de déplacement des micro-algues
risque de perturber toute la dynamique aux échelles de temps supérieures qui sont
basées sur elle.

Pour cela, la viscosité du milieu a été augmentée par I'ajout de petites quantités
de molécules de dextran (Sigma-Aldrich®). Ce polymére de glucose est connu pour
sa neutralité vis a vis des organismes biologiques en général. La viscosité du milieu en
fonction de la quantité de dextran ajoutée a été mesurée (figure 19). La masse molaire
moléculaire des molécules de dextran ajoutées au milieu de culture est de 15,000 -
20,000. Les chaines ne sont pas trop longues afin d’éviter les effets non-Newtonien,
ni trop courtes pour éviter les effets de pression osmotique sur les algues.

3.1 Effet de la viscosité sur le mécanisme de locomotion des
micro-algues

Dans un premier temps, nous étudions l'effet de I'augmentation de la viscosité
du milieu sur le mécanisme de déplacement élémentaire des micro-algues : le zigzag.

3.1.1 Fréquence de battement des flagelles en fonction de la viscosité

Des trajectoires de cellules enregistrées a 400 Hz pour deux viscosités de milieu
différentes ont été représentées (figure 20). Le mouvement de zigzag des nageurs
da a l'absence d’inertie (Re < 1) est bien visible. Dans ces exemples, les cellules
nagent dans leur milieu de culture de viscosité n = 1,5 mPa-s (a gauche) et dans un
milieu enrichi en dextran de viscosité 3,7 mPa-s (a droite). Leurs trajectoires sont
représentées a la méme échelle pour faciliter la comparaison. Pour une méme durée,
les cellules parcourent une distance plus faible dans le milieu le plus visqueux. La
forme des trajectoires ne semble pas modifiée par I'augmentation de la viscosité. La
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FIGURE 19. Viscosité de la solution en fonction de la fraction massique de dextran
contenue. La masse molaire moléculaire des molécules de dextran utilisées est de

15,000 - 20,000 (Sigma-Aldrich®).
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FIGURE 20. Trajectoires typiques bidimensionnelles (2D) de quelques cellules. A
gauche : Les cellules baignent dans leur milieu de culture (viscosité n = 1,5 mPa - s).
A droite : Le milieu est enrichi en dextran (7 = 3,7 mPa-s). Les trajectoires sont
représentées a la méme échelle pour une meilleure comparaison, leurs durées sont
toutes exactement de 0,5 s. Les positions initiales ont toutes été ramenées a 1’origine.
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Fonction d'autocorrélation de direction
o
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T
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Temps normalisé par la durée moyenne
d'un battement de flagelles

FI1GURE 21. Les fonctions d’autocorrélation de direction en fonction de la viscosité
du milieu. Le temps 7 est normalisé par la période 1/f;, des oscillations du signal,
qui correspond a la fréquence de battement de flagelles. Les symboles correspondent
aux différentes viscosités des milieux utilisés. La ligne continue représente la fonction
cos(2nT fy,) exp(—7/t.). La fréquence de battement des flagelles la plus élevée est
obtenue dans le milieu le moins visqueux (31,3 Hz) et la fréquence la plus faible
dans le milieu le plus visqueux (13,0 Hz).

fréquence moyenne de battement mesurée vaut 31,3 Hz pour le milieu de culture et
13,0 Hz pour le milieu le plus visqueux.

Nous avons mesuré la dépendance de la fréquence moyenne de battement & la
viscosité du milieu (figure 22) par ajustement des fonctions d’autocorrélation en fone-
tion de la viscosité du milieu par la méthode décrite au paragraphe I11.1. (figure 21).

Nous voyons que la fréquence moyenne de battement des algues est proportionnelle

a l'inverse de la viscosité du milieu. Comme la viscosité augmente, la fréquence de
battement diminue, variant de 31 & 13 Hz pour une variation de la viscosité de 1,5
a 3,7 mPa-s, donnant une pente a = 0,045+0, 01 Pa.

La durée moyenne d’un battement augmente linéairement avec la viscosité, ainsi
augmenter la viscosité d’un facteur donné a pour effet de ralentir la dynamique de
battement du méme facteur.

3.1.2 Diminution de la vitesse moyenne sur un zigzag avec la viscosité
du milieu

Les valeurs de la vitesse balistique v, ont été obtenues par ajustement de la
premiére partie balistique des déplacements quadratiques moyens par la fonction
(r3(1)) = v2r? (figure 23). La deuxiéme partie balistique du MSD est étudiée au
paragraphe I11.2, lors de I’étude de la marche aléatoire des algues. Cette vitesse balis-
tique v, est inversement proportionnelle & la viscosité du bain (figure 24). La vitesse
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FIGURE 22. Fréquence de battement moyenne obtenue a partir de la période des
oscillations des fonctions d’autocorrélation de direction, en fonction de I'inverse de
la viscosité du milieu. La droite est le résultat d’une régression linéaire de pente

ay, = 0,045+£ 0,01 Pa.
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FIGURE 23. Déplacement quadratique moyen (r?(7)) de micro-nageurs en fonction
du temps pour des milieux de différentes viscosités. Les différents symboles repré-
sentent différentes viscosités. Les lignes pleines représentent une pente de 2 en échelle
log-log. La pente aux temps courts correspond aux régimes des zigzags avec une vi-
tesse balistique v, et la pente aux temps plus longs correspond a la vitesse balistique

moyenne v,.
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FIGURE 24. Vitesse du premier régime balistique v, en fonction de l'inverse
de la viscosité du milieu. La droite représente une régression linéaire de pente
153421 mPa - pm.

décroit de 135 & 75 um-s~! pour une variation de la viscosité de 1,5 & 3,7 mPa-s,
avec une pente a = 153421 mPa - um. La force de propulsion correspondant a la
force de friction exercée par le fluide sur la cellule, laquelle est proportionnelle au
produit nu, est alors constante. Ce résultat supporte donc I'idée que le mécanisme
de propulsion se fait & force imposée [54].

3.1.3 Estimation de la friction effective des flagelles

Nous avons obtenu de premiers résultats en analysant indépendamment le com-
portement de la fréquence moyenne de battement des cellules et celui de la vitesse
moyenne pendant un mouvement de nage en fonction de la force de friction appliquée
aux flagelles. En combinant les résultats obtenus, nous pouvons estimer l'efficacité
de la stratégie de nage utilisée par ce type de micro-nageur. Pour cela, nous pou-
vons estimer une longueur efficace de friction des flagelles. Imaginons que la cellule
se déplace en utilisant ses flagelles le plus efficacement possible. Pendant la phase
de poussée, les flagelles sont complétement étendues et se déplacent perpendiculai-
rement & leur grand axe (ainsi la friction est maximale), sur une distance de 1'ordre
du diameétre de la cellule (figure 25). Pendant la phase de retour, les flagelles sont
repliées le long du corps et se déplacent parallélement & leur grand axe (la friction
est minimale), sur une distance de 1'ordre du diameétre de la cellule.

En se plagant dans le cadre de la théorie des forces résistives [44], le déplacement
de ces flagelles a une vitesse vy et v créé une friction visqueuse dans le fluide égale
a:

FJ_ = —CJ_T]VJ_ (11118)
By == (ITL.19)
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FIGURE 25. Modéle équivalent de la friction exercée par les flagelles d’'un micro-
nageur au cours d’'un mouvement de nage.

Phase de propulsion

* F, =—-6mR.n.v,
Phase de retour

 F, =—6nR.n.v,

FIGURE 26. Modé¢le équivalent de la friction exercée par le corps d’un micro-nageur
au cours d’'un mouvement de nage.

avec (1 et () les coefficients de friction visqueuse du flagelle dans sa direction nor-
male et tangentielle. Le corps des Chlamydomonas Reinhardtii est quasi-sphérique
(figure 26). Ainsi la vitesse moyenne du corps pendant la phase de propulsion et la
phase de retour v, et v, peuvent étre reliées a la force de friction moyenne exercée
par le fluide sur le corps de la cellule F, et F, par la loi de Stokes pour une sphere :

F = —67Rnv (II1.20)

En faisant le bilan de ces forces pendant chacune des phases, on arrive aux équations
suivantes :

2¢ v, = 6w Rnu, (II1.21)
2¢ v = 67 Rnv, (I11.22)

Nous avons observé expérimentalement que les durées des phases de propulsion
et de retour étaient similaires.
Comme les flagelles parcourent dans chaque phase une distance égale au diamétre
d’une cellule, on peut établir que la vitesse moyenne des flagelles est égale au dia-
métre de la cellule divisé par la moitié de la période de battement 1/ f; :

2R
1/(2fs)
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De plus, comme les durées des deux phases du mouvement sont égales, la moyenne
sur un cycle du module de la vitesse instantanée (soit la vitesse balistique v, mesurée
dans le premier régime balistique) est égale a la demi somme de la moyenne du
module de vitesse instantanée pendant la phase de propulsion v, et de la moyenne
du module de vitesse instantanée pendant la phase de retour v, :

Ty + Uy

I11.24
X (111.24)

Vp =

Nous obtenons alors en sommant les équations II1.21 et II1.22 et en simplifiant :

(CL+ ¢ nfe) = (B3m/2)(nws) (IT1.25)

On retrouve dans cette équation les deux grandeurs que ’on a mesurées : les produits
nfy et nuy. En remplagant par les valeurs trouvées expérimentalement, on obtient la
relation suivante :

CL+ ¢ = (37/2)ay/ay, ~ 16 pm (I11.26)

Considérons qu'un flagelle est un cylindre de longueur L et de diameétre d. On
peut définir son rapport d’aspect comme p = L/d. Pour le flagelle d’'une Chlamy-
domonas Reinhardtii, L ~10 pm et d ~0,2 um soit p ~ 50. Soient D, et D les
coefficients de diffusion translationnelle d’un cylindre dans les directions normales
et tangentielles & son axe et (| et (| ses coefficients de friction dans les directions
normales et tangentielles a son axe. En utilisant la relation d’Einstein généralisée
D = (kyT)/(¢.m), on peut écrire :

¢ =kT/(Dyn) (111.27)

G = ks T/(Dyn) (I11.28)

avec kT le facteur de Boltzmann et 7 la viscosité du milieu.

Pour exprimer le lien entre les coefficients de diffusion translationnelle D, et
Dy, et les dimensions du flagelle effectif, nous avons utilisé le modele de Tirado et
Garcia de la Torre [75]. Ce modéle est valide pour des cylindres de rapport d’aspect
p compris entre 0,4 et 125. Il s’applique donc a un flagelle de rapport d’aspect de
50. Le modeéle donne les expressions suivantes :

dw.Ln.D, [(kT) =Inp+ vy (111.29)
2r.L.n.Dy/(kT) =Inp+ y (II1.30)
avec les coefficients géométriques v, et v valant :
v, = 0,839 4 0,185/p + 0,233/p? (II1.31)
v = —0,207 +0,980/p — 0, 133 /p* (I11.32)

On obtient ainsi pour ¢ et ¢ :

(L =4rL/(Inp+ 0,839+ 0,185/p + 0, 233/p%) (111.33)
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FIGURE 27. Modéle équivalent de la friction générée par un flagelle pendant un cycle
de battement.

La friction générée est équivalente a celle générée par un cylindre de méme diamétre
que le flagelle d'une Chlamydomonas Reinhardtic et d'un quart de sa longueur qui
se déplacerait avec son grand axe perpendiculaire a la direction du mouvement
pendant la phase de poussée, depuis le haut du corps de la cellule jusqu’en bas puis
qui parcourrait la méme distance, cette fois ci avec son axe paralléle a la direction
du mouvement de la cellule de bas en haut.

¢ =27L/(Inp — 0,207 4 0,980/p — 0, 133/p?) (I11.34)

soit :

C1+¢ = 27.L(2/(In p+0, 83940, 185/p+0, 233/p*)+1/(In p—0, 20740, 980/p—0, 133 /p?))
(IT1.35)
Pour la somme (| + ¢ que nous avons mesurée, le rapport d’aspect p obtenu
avec ce modeéle vaut 13 £+ 0, 5. Cela donne pour un flagelle de diamétre 0, 2 um, une
longueur de flagelle de 'ordre du quart de la longueur réelle du flagelle (figure 27).
Cette estimation semble raisonnable, étant donné que les flagelles ne sont pas parfai-
tement perpendiculaires (paralléles) a la direction moyenne de déplacement pendant
la phase de propulsion (retour), et que la distance parcourue par un morceau du fla-
gelle situé proche de la base est plus courte que celle parcourue pour un morceau
situé prés de l'extrémité. Ce résultat pourrait étre utilisé pour définir un modéle
numérique de flagelle battant simple. Jusqu’a maintenant les modéles donnant des
résultats réalistes pour le champ de vitesse autour d’'une Chlamydomonas Reinhard-
tir sont des modeéles de champ de vitesse moyen. En comparant les résultats de ce
type de modéle avec I’allure du champ de vitesse instantané obtenu expérimentale-
ment par Guasto et al. [22], il serait possible d’avancer dans la compréhension du
mécanisme de mouvement de déplacement instantané des algues et des conséquences
du mouvement en zigzags lorsque plusieurs algues se trouvent & proximité.
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FIGURE 28. Fonction d’autocorrélation de direction C'(7) en fonction de la viscosité
du milieu. Le pas de temps utilisé pour la mesure de la direction de déplacement
est 2At = 0,2 s. Pour une meilleure visibilité, toutes les courbes ont été décalées
logarithmiquement par un facteur 1,2 en hauteur. Les valeurs des pentes en log-lin
sont donc conservées. La véritable valeur de C(0) quelque soit la viscosité est de 1.
On observe les premiéres pentes de décroissance exponentielle correspondant aux
régimes des rotations hélicoidales, suivies d’'un plateau puis du deuxiéme régime de
décroissance exponentielle correspondant aux réorientations aléatoires. Les fonctions
exponentielles décroissantes obtenues par ajustement des premiéres et deuxiémes
parties décroissantes de C'(7) sont superposées aux données (lignes pleines).

3.2 Effet de la viscosité sur la marche aléatoire

3.2.1 Dépendance du temps balistique et du temps de rotation hélicoi-
dale a la viscosité

Nous avons mesuré la fonction d’autocorrélation de direction pour mesurer le
temps de rotation hélicoidale ), et le temps de réorientation aléatoire ¢, (figure 28).
Lorsque la viscosité augmente, on observe que la premiére pente décroissante de
C(7) se décale vers le bas par rapport au point (7 = 0,C(7) = 1). Cela s’explique
par le fait que la fréquence de battement des flagelles diminue également lorsque
la viscosité augmente, jusqu’a devenir de 'ordre de la fréquence d’acquisition des
images. Ainsi le mécanisme de nage en zigzags devient visible sur les trajectoires
et « bruite » la fonction d’autocorrélation de direction. Nous avions évoqué cette
possibilité a la fin du paragraphe 111.2.2.3. Nous avions fait ’analogie entre la mesure
du temps de réorientation aléatoire ¢, qui était perturbée par le « bruit des rotations
hélicoidales », et la mesure de la durée d’un pas de I’hélice qui pourrait étre perturbée
si les déplacements en zigzags devenaient visibles sur les trajectoires utilisées pour le
calcul de la fonction d’autocorrélation de direction. Le temps ¢, est donc extrait de
la méme maniére que t,. On ajuste sur la premiére pente décroissante de C'(7), une
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FIGURE 29. Temps moyen de rotation ¢, autour de la direction de déplacement
moyenne en fonction de la viscosité du milieu. Le temps ¢, a été obtenu par ajus-
tement d’une fonction exponentielle décroissante sur la premiére partie décroissante
de la fonction d’autocorrélation de direction. Les barres d’erreur sur la mesure de ¢,
ont été calculées en prenant I'écart type entre plusieurs résultats d’ajustement , en
variant les points utilisés pour I'ajustement. La ligne noire est le résultat d'un ajus-
tement des points expérimentaux par une fonction affine de pente 1,024-0,07 mPa'.

fonction exponentielle décroissante multipliée par une constante inférieure a I'unité
prenant en compte la présence des zigzags dans les trajectoires.

Nous mesurons donc ¢, avec le méme principe, en ajustant sur la deuxiéme partie
décroissante de la courbe une fonction exponentielle décroissante avec un coefficient
multiplicatif inférieur & 1. Les valeurs obtenues pour le temps de rotation hélicoidale
ty, et le temps de réorientation aléatoire ¢, en fonction de la viscosité du milieu sont
représentées sur les figures 29 et 30.

Le temps de rotation hélicoidale ¢, augmente linéairement avec la viscosité. Ce
temps peut étre exprimé comme un certain nombre de battements de flagelles multi-
plié par la durée d'un battement. La durée d’un battement de flagelles est elle aussi
proportionnelle & la viscosité. Cela signifie que le nombre de battements nécessaires
a la réalisation d’une rotation hélicoidale est constant en fonction de la viscosité.
On en déduit que l'asymétrie de battement des flagelles n’est pas modifiée par la
viscosité du milieu.

Pour le temps de réorientation aléatoire t,, le méme raisonnement peut étre fait.
Ainsi, le nombre de battements entre deux réorientations aléatoires est constant par
rapport a viscosité. Le mécanisme responsable de la désynchronisation des flagelles
et donc de la génération des réorientations aléatoires n’est pas déterminé a ce jour.
Une hypotheése serait que ce mécanisme proviendrait de bruit de nature biochimique
dans la « chaine de production » du mouvement du flagelle [21, 52|. Notre résultat

78



3. MODIFICATION DE LA DYNAMIQUE DE NAGE
SUIVANT LA VISCOSITE DU FLUIDE PORTEUR

9 T T T T T T T T T

I . 1 . 1 . 1 . 1 .
1.5 2.0 25 3.0 35 4.0

Temps moyen de réorientation aléatoire t, (s)

Viscosité (mPa.s)

FiGURE 30. Temps de réorientation aléatoire ¢, en fonction de la viscosité du mi-
lieu. ¢, a été obtenu par ajustement de la deuxiéme partie décroissante de la fonc-
tion d’autocorrélation de direction par une fonction exponentielle décroissante. Les
barres d’erreur sur la mesure de t, sont celle des ajustements. La ligne noire est le
résultat d’un ajustement des points expérimentaux par une fonction affine de pente
2,440,1 mPal.

pourra participer a tester cette prédiction.

3.2.2 Modification de la vitesse balistique

Nous avons étudié les effets des forces visqueuses sur les déplacements quadra-
tiques moyens pour une échelle de temps supérieure a la durée moyenne d’un bat-
tement de flagelles. Les MSD obtenus dans chaque gamme temporelle étudiée ont
été reportés sur une méme figure pour mettre en évidence ’ensemble des régimes
de la dynamique (figure 31). Nous avons reporté d’une part les MSD acquis lors de
I'étude du mécanisme de base de la nage dans une gamme temporelle d’environ 103
a 3 s et d’autre part les MSD mesurés pour I'analyse de la dynamique hélicoidale et
des réorientations aléatoires dans un gamme temporelle de 10~ & 20 s. On observe
que les deux familles de courbes se superposent bien dans leur gamme temporelle
commune.

Les valeurs obtenues pour la vitesse balistique du deuxiéme régime balistique v,
en fonction de la viscosité du milieu ont été représentées également (figure 32). La
vitesse v, est inversement proportionnelle a la viscosité du bain n . En utilisant le
méme raisonnement qu’au paragraphe I11.3.1.3, si v, a 1/, alors la force de friction
exercée par le fluide sur 'objet est indépendante de la viscosité du milieu. Cela
suggeére ici que la force moyennée sur plusieurs périodes de battements des flagelles
est indépendante de la viscosité du fluide porteur. Cette force moyenne résulte de la
force instantanée appliquée par les flagelles sur le fluide au cours d’un battement et
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Déplacement quadratique moyen (pmz)

FIGURE 31. Déplacement quadratique moyen (r?(7)) de micro-nageurs en fonction
du temps pour des milieux de différentes viscosités. Les différents symboles repré-
sentent différentes viscosités. La légende est la méme que celle de la figure 21. Les
lignes pleines représentent une pente de 2 en échelle log-log et la ligne pointillée une
pente de 1.

55 T T T T T T T

50 | B
‘w45 -
1S | i
=2

> 40 | _

> ]
(0] I 2] )
.g- 35 [ .
_"@‘ L 4
8 30 .
b
17} 25 |- —
9
g L i
) 20 + —
| L i
Q
X 154 -
2 L

10 1 " 1 " 1 " 1 "

300 400 500 600 700

Inverse de la viscosité (Pan.s)'1

FIGURE 32. Vitesse v, du deuxiéme régime balistique de la dynamique en fonction
de la viscosité. Cette vitesse caractéristique est la vitesse moyenne des algues entre
deux réorientations aléatoires. La ligne noire est le résultat d’'un ajustement des
points expérimentaux par une fonction affine de pente 89+3 um - mPa .
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de lefficacité d’un battement.

Nous avons vu au paragraphe I11.3.1.3 que les forces appliquées sur le fluide par
la cellule pour se mouvoir ne changeaient pas dans cette gamme de viscosité. On peut
en déduire que l'efficacité avec laquelle les flagelles propulsent la cellule ne change
pas lorsque 1’on modifie la viscosité. Cela suggére que le cycle de déformation utilisé
par les flagelles n’est pas modifié par 'augmentation de la charge.

4 En résumé

Dans ce chapitre, nous avons quantifié¢ la dynamique complexe de nage sur toute
sa gamme temporelle en utilisant la microscopie en champ clair couplée a un dispo-
sitif d’imagerie a basse et haute fréquence ainsi qu’une technique de suivi de par-
ticules. Les outils statistiques pour une description quantitative du mécanisme de
locomotion employé ainsi que de la marche aléatoire qui en résulte ont été présentés.

Cette étude a permis d’analyser le mécanisme de nage de type « mouvement
de brasse » des cellules Chlamydomonas Reinhardtii dans un fluide a faible nombre
de Reynolds. Ces micro-nageurs se déplacent grace a un mouvement de brasse en
déformant leurs flagelles de maniére non-réciproque a une fréquence moyenne f, de
I'ordre de la trentaine de Hz, déplacant leur corps a une vitesse moyenne pendant
un battement v, de l'ordre de 100 um-s~!' pour une viscosité du milieu proche
de celle de I'eau. Sur des échelles de temps de 'ordre de la seconde, ces micro-
algues se déplacent selon une direction moyenne avec un mouvement hélicoidal, en
effectuant un tour autour de leur axe de déplacement moyen en un temps t,. Au
bout de quelques rotations autour d’un axe de déplacement moyen a une vitesse de
translation v, de I'ordre de 30 um-s~!, ces cellules se réorientent aléatoirement au
bout d'un temps moyen ¢, et reprennent leur dynamique de nage hélicoidale dans
une autre direction.

En variant la viscosité du fluide porteur, nous avons étudié comment cette dyna-
mique de nage complexe était modifiée et quelles informations nous pouvions obtenir
Sur ces micro-nageurs.

La force déployée par ce type de cellules pour se mouvoir reste la méme dans un
milieu plus de deux fois plus visqueux que son milieu de culture. Ainsi la cellule ne
semble pas essayer de s’adapter a son nouvel environnement en tachant de garder la
méme vitesse de déplacement, elle continue simplement de nager avec la méme force.
L’efficacité du mécanisme de nage mesurée comme le rapport de la vitesse balistique
a la vitesse moyenne sur un zigzag ne varie pas avec la viscosité. Cela suggére que
la forme des flagelles au cours du mouvement de brasse n’est pas modifiée par la
viscosité du milieu.

La friction exercée sur une micro-algue a été qualitativement extraite du mouve-
ment de va-et-vient d'une paire de flagelles plus courts. Le résultat que nous avons
obtenu fournit une indication sur les dimensions a choisir pour le design d’un modéle
numérique simple de flagelle battant qui permettrait d’étudier le champ de vitesse
instantané produit par une micro-algue.

Nous avons vu que le temps moyen de battement des flagelles 1/f, le temps
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moyen de rotation hélicoidale ¢, et le temps moyen de réorientation aléatoire t,
étaient tous proportionnels a la viscosité du milieu dans lequel évoluent les algues.
Ces observations peuvent étre utilisées expérimentalement pour ralentir artificielle-
ment le mouvement dans le but de I’étudier plus en détail par exemple (notamment le
mécanisme de battement des flagelles qui n’est pas encore totalement résolu, contrai-
rement au mécanisme utilisé par les cellules procaryotes (E.coli en particulier)). Nous
avons déduit du fait que le nombre de battements moyen pendant une rotation hé-
licoidale était constant que 'asymétrie entre les deux flagelles lors du battement
n’était pas modifiée par la viscosité. Le fait que le temps moyen de réorientation
aléatoire t, varie avec la viscosité semble indiquer que le mécanisme de réorientation
aléatoire des algues ne semble pas basé sur une horloge de temps absolue mais plutot
sur un nombre de battements avant le déclenchement d’un changement d’orientation.
Cette observation est en contradiction avec I'idée que le mécanisme de réorientation
soit principalement basé sur du bruit moléculaire dans la chaine de production du
mouvement des flagelles [52].
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1 Motivation

Au chapitre I, nous avons mentionné que ’on pouvait observer dans les suspen-
sions de micro-nageurs des phénomeénes & des échelles grandes en comparaison de
la taille du systéme. Par exemple, nous avons évoqué qu’il se formait des motifs
complexes dans les suspensions de micro-nageurs de type « pusher » dans une cer-
taine gamme de fraction volumique. Nous avons rappelé également que la viscosité
d’une suspension de micro-nageurs pouvait différer de celle d’une suspension d’ob-
jets inertes de méme forme. Nous avons vu que cette variation de viscosité dépendait
de la concentration en micro-nageurs et de leur type.

La détermination des caractéristiques microscopiques qui permettent d’obtenir
ces phénomeénes macroscopiques et la compréhension du lien qui les unit est un
challenge. Pour progresser dans ce sens, nous avons caractérisé quantitativement
au chapitre III la dynamique individuelle des micro-nageurs Chlamydomonas Rein-
hardtii dans le cas d'une suspension diluée. Pour tenter de lier les effets complexes
observés a la dynamique des nageurs, nous allons maintenant nous intéresser aux
effets de la concentration en nageurs sur la dynamique de nage. Nous allons tout
d’abord étudier la dynamique individuelle des nageurs. Nous montrons dans ce cha-
pitre comment les quantités statistiques individuelles que nous avons étudiées au
chapitre IIT sont modifiées lorsque la fraction volumique de nageurs augmente.

2 Dispositif expérimental

Nous souhaitons ici observer la dynamique collective des micro-nageurs. Nous
avons mis en place au chapitre II un dispositif et un protocole permettant de quanti-
fier la dynamique individuelle des micro-nageurs. Nous les réutilisons pour quanti-
fier la dynamique collective en les adaptant aux spécificités des suspensions concen-
trées.

2.1 Préparation des échantillons

L’étape de préparation des échantillons est légérement modifiée par rapport au
cas de I'étude en suspensions diluées (cf. paragraphe I1.2). La culture d’algues est
réalisée selon le protocole développé au paragraphe I1.1. Lorsque la culture est préte,
on remplace le milieu de culture par du milieu frais puis on laisse la culture reposer
une heure dans l'incubateur. On la centrifuge ensuite & une accélération de 120 g
pendant dix minutes, puis le liquide surnageant est éliminé par aspiration pour
ne garder qu'un culot concentré d’algues. Le concentré est ensuite mis dans un
tube de contenance 0,5 mL auquel est ajoutée une petite quantité de milieu TAP
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pour obtenir une premiére suspension concentrée de Chlamydomonas Reinhardtii.
Cette opération nous permet d’obtenir une suspension dont la fraction volumique
est proche de 25 %. On reprend ensuite une partie de cette suspension pour réaliser
dans un nouveau tube une suspension diluée avec du TAP d’un certain facteur par
rapport a la premiére. On répéte 'opération jusqu’a avoir une dizaine de dilutions
différentes. Nous avons étudié des suspensions de fraction volumique allant de 0, 04 %
a b %. Les valeurs précises des fractions volumiques utilisées sont données plus loin
au paragraphe IV.2.6.

Nous avons préalablement préparé des capillaires d’épaisseur 200 um et de lar-
geur 2 mm en suivant le protocole du paragraphe I1.2. Les différentes configurations
sont analysées dans un ordre aléatoire pour éviter de biaiser les résultats avec une
éventuelle variation du comportement des nageurs en fonction du temps. On remplit
un capillaire avec des suspensions préparées en veillant a laisser de 'air de chaque
coté du capillaire. Cela évite de créer des gradients d’oxygene d'un coté vers I'autre
du tube. On scelle ensuite chaque embout du capillaire avec de la pate de scellement
pour hématocrite.

Le capillaire est ensuite positionné sur une fine lamelle de microscope et placé
sur la platine du microscope dans I'obscurité. Nous éclairons 1’échantillon en lumiére
rouge quelques secondes, le temps de positionner le plan d’observation au centre du
capillaire sans perturber les algues. Nous laissons ensuite 1’échantillon reposer cing
minutes. Ce temps d’attente est suffisant pour que la suspension s’homogénéise et
pour que la vitesse de nage moyenne des algues redevienne stable aprés la mise en
capillaire.

2.2 Microscopie en champ clair d’une suspension dense de
micro-nageurs

L’augmentation de la concentration en micro-nageurs dans le milieu améne a
repenser le dispositif de mesure utilisé au chapitre III. Pour obtenir une image pré-
cise d’'un plan, il faut que la lumiére parvenant a celui-ci n’ait pas rencontré trop
d’obstacles sur son passage, ni qu’elle en rencontre trop avant de parvenir ensuite
au détecteur. Pour visualiser la quantité de nageurs rencontrés par la lumiére lors de
la traversée de 1’échantillon dans le cas d’une suspension semi-diluée, on peut consi-
dérer un volume d’échantillon V de dimensions 60 pm x 60 um x 200 pm. Lorsque
¢ ~ 0,07 % (suspension diluée), ce volume contient un nageur en moyenne. (fi-
gure 1). Dans ces conditions et en supposant que la lumiére ne soit pas déviée, elle
va rencontrer en passant a travers ce volume en moyenne un seul nageur. L’image
de ce nageur sera donc bien reconstruite.

Dans le cas des suspensions diluées étudiées au chapitre III, la fraction volumique
était de lordre de 0,05 %. Cela représente un nombre de Chlamydomonas Reinhard-
tie dans le volume V' inférieur a un. Les images des nageurs obtenues pouvaient étre
de bonne qualité puisque le trajet lumineux était trés peu perturbé.

Dans le cas d’une suspension semi-diluée de fraction volumique de 'ordre de
2 %, la lumiére passant dans ce volume devrait rencontrer sur son trajet 28 nageurs
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FIGURE 1. Schéma d’une coupe d’échantillon centrée sur un nageur et observation
en vue de dessus pour une suspension diluée et une suspension semi-diluée.

A gauche : Suspension diluée (¢ =~ 0,07 %). Au centre : Vues de dessus. A droite :
Suspension semi-diluée (¢ ~ 2 %). La hauteur de la coupe est la méme que celle
de I’échantillon et la fenétre carrée d’observation est longue de trois fois ’extension
spatiale d'une Chlamydomonas Reinhardtii. L’unité de longueur est le micrométre.

en moyenne si elle n’était pas déviée. Cela perturberait notablement le chemin des
rayons lumineux et ne permettrait pas 'obtention d’une image nette d’un nageur
(voir la vue de dessus du volume V' en suspension semi-diluée sur la figure 1).

On peut remédier a cela de plusieurs maniéres. Réduire 1’épaisseur de 1’échan-
tillon est une solution. Ainsi la lumiére transmise rencontre moins de diffuseurs et
I'image est mieux reconstruite. Comme nous souhaitons avoir la méme épaisseur
d’échantillon pour toutes les concentrations testées et que nous voulons éviter les
effets de bord (la dynamique en milieu confiné par des parois n’est pas l'objet de
notre étude), nous pouvons diminuer la profondeur de I’échantillon a traverser en
utilisant un systéme d’illumination en réflexion et en modifiant la hauteur du plan
d’observation.

2.3 Microscopie en épifluorescence

Pour cela, nous avons observé nos échantillons en microscopie de fluorescence.
La microscopie par épifluorescence fonctionne de la maniére suivante [82]. On illu-
mine un milieu contenant des objets fluorescents. Ces objets absorbent la lumiére
dont la longueur d’onde est dans leur gamme de longueur d’onde d’excitation et la
réémettent dans leur gamme de longueur d’onde d’émission. Cette lumiére réémise
est récupérée pour former une image des objets fluorescents. Pour éviter de récupé-
rer la lumiére d’excitation avec la lumiére d’émission, on utilise en épifluorescence
un systéme d’illumination en réflexion (figure 2) basé sur un jeu de filtres et d'un
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d’excitation par fluorescence
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FIGURE 2. Epaisseur d’échantillon traversée par la lumiére en imagerie en transmis-
sion et en réflexion.

A gauche : Microscopie en transmission : la lumiére traverse tout I’échantillon pour
former une image. A droite : Microscopie en épifluorescence : la lumiére est émise
et collectée par I'objectif. Deux filtres et un miroir dichroique (non représentés) si-
tués sous 'objectif permettent de séparer la lumiére provenant de la fluorescence de
I’échantillon, de la lumiére rétrodiffusée. Avec ce dispositif, rapprocher le plan d’ob-
servation de 'objectif permet que la lumiére traverse une épaisseur d’échantillon
plus faible qu’avec la configuration en transmission. La longueur h est ’épaisseur de
I’échantillon et d est la distance entre le plan d’observation et le bas de 1’échantillon.

Lumiere transmise

miroir dichroique (figure 3). La source lumineuse que nous utilisons est une lampe
halogéne. Sa lumiére blanche est filtrée a I’aide d’un filtre passe-bande de maniére
a garder essentiellement les rayons de longueur d’onde dans la gamme d’excitation
(figure 3).

Le miroir dichroique incliné a 45 ° par rapport a ’axe du faisceau lumineux inci-
dent, réfléchit celui-ci vers la base de I'objectif, qui lui le focalise dans 1’échantillon.

Le milieu absorbe une faible partie des rayons incidents et les réémet a sa lon-
gueur d’onde d’excitation dans toutes les directions . Il diffuse également les rayons
incidents qui continuent pour la plupart dans la direction de ’éclairement. La lu-
miére rétrodiffusée et réémise dans la direction contraire a la direction d’incidence
est collectée par 'objectif. Ensuite, la lumiére réémise traverse le miroir dichroique
alors que la lumiére rétrodiffusée est déviée. La lumiére est filtrée & nouveau par
le filtre d’émission congu pour ne laisser passer qu'une gamme de longueur d’onde
autour de la longueur d’émission. Elle arrive ensuite sur la surface du détecteur ou
elle forme I'image des objets fluorescents du plan d’observation.

L’intérét de se placer dans une configuration en réflexion est tout d’abord d’avoir
la possibilité de faire traverser a la lumiére une moins grande épaisseur d’échantillon.
En effet, en transmission la lumiére traverse ’échantillon sur toute son épaisseur h,
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Echantillon
+
Objectif
Mireir dichroique ‘ Filtre d’excitation
PH 595 nm 1!' PB 567-587 nm
Lampe
-—q— halogéne

(lumiére blanche)

Filtre d'arrét |
PB 600-660 nm |

Y

FIGURE 3. Systéme de deux filtres et un miroir dichroique utilisé en épifluorescence.
Nous avons excité la fluorescence de ’échantillon avec une lumiére jaune obtenue a
partir d’une lampe halogéne filtrée par un filtre passe-bande (longueur d’onde A telle
que 567 < A < 587 nm). La lumiére d’excitation est réfléchie par le miroir dichroique,
lequel réfléchit les rayons lumineux de longueur d’onde inférieure a 595 nm et laisse
passer les autres. Nous avons récupéré la lumiére émise par la fluorescence de la
suspension dans le rouge grace a un deuxiéme filtre passe-bande (600 < A < 660 nm).
« PB » et « PH » signifient respectivement « passe-bande » et « passe-haut ».
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alors qu’en réflexion et en plagant le plan d’observation en dessous de la mi-hauteur
de I’échantillon (d < h/2), la lumiére traverse seulement une épaisseur 2 d, inférieure
a h (figure 2). Ainsi le chemin lumineux est moins perturbé que dans le cas d'un
éclairage en transmission et l'image est moins brouillée (figure 4). Un autre intérét

(a) Image acquise en champ clair (transmis- (b) Image acquise en lumiére fluorescente (ré-
sion). flexion).

FIGURE 4. Avantage d’un éclairage en réflexion plutdt qu’en transmission dans une
suspension semi-diluée. A gauche : image obtenue par un éclairage en transmission.
A droite : image obtenue par un éclairage en réflexion grace a la fluorescence na-
turelles des Chlamydomonas Reinhardtii. 'image obtenue en transmission est plus
brouillée que celle acquise en réflexion. En transmission, la lumiére traverse toute
I’épaisseur de la suspension alors qu’en réflexion, en placant le plan d’observation
prés de 'objectif, on parvient a réduire la distance parcourue par la lumiére dans le
milieu (figure 2). Pour ces images, la fraction volumique de la suspension était de
2,02 % et un objectif de grossissement x20 a été utilisé. Les inserts de chaque image
mesurent tous deux 30 um de long.

propre a cette technique est 'amélioration du rapport signal sur bruit de I'image
obtenue. La lumiére parvenant au détecteur étant juste la lumiére émise par les
objets fluorescents eux mémes, sans lumiére de fond, le rapport signal sur bruit est
bien meilleur qu’en microscopie en champ clair [82].

Cette technique présente donc certains avantages par rapport a la technique
utilisée auparavant. Malheureusement, elle comporte également quelques désagré-
ments. Le premier désagrément de cette technique est que pour obtenir un signal
de fluorescence utilisable, cela demande d’appliquer & I’échantillon une illumination
d’intensité bien plus importante que dans le cas d’une illumination en champ clair
et en transmission.

Cette contrainte est imposée par la faible efficacité du processus de fluorescence
en général. Ceci est lié a D'efficacité quantique du fluorochrome et a son coefficient
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d’extinction molaire principalement. Les deux doivent étre maximums pour un effi-
cacité maximale de la fluorescence. Le rendement quantique est la probabilité qu'un
fluorochrome excité réémette un photon par fluorescence, et le coefficient d’extinc-
tion molaire mesure la quantité de lumiére absorbée par mole de fluorochrome. Il
faut donc que les fluorochromes absorbent un maximum de photons et qu’ils soient
trés efficaces pour les réémettre en fluorescence pour que l'intensité du signal soit la
meilleure. Ces deux quantités dépendent du fluorochrome utilisé ainsi que de 1'envi-
ronnement dans lequel il est utilisé (pH, polarité du solvant, température, etc.).

La deuxiéme raison qui appelle a utiliser une lampe de forte puissance pour
illuminer le systéme est la nécessité de réaliser des images avec une fréquence d’ac-
quisition relativement élevée. Les algues que nous étudions ici se déplacent sur de
grandes distances par rapport a leur taille en ’espace d’une seconde. Il faut donc ar-
river & faire des images rapidement, tout d’abord pour que I'image ne soit pas floue.
Ensuite, il faut également pouvoir imager rapidement si I’'on souhaite détailler leur
dynamique avec précision. Tout cela induit donc un plus grand besoin de lumiére
que si les algues bougeaient peu. A titre d’exemple, nous avons di aller jusqu’a une
fréquence d’acquisition de 20 images par secondes lors de 1’étude de ’échantillon le
plus concentré pour les besoins de la reconstruction de trajectoire (comme nous le
verrons au paragraphe IV.2.5). Cette fréquence implique un temps maximum d’ex-
position d’un peu moins de 50 ms, ce qui est court. Cela n’aurait pas été un probléme
si le signal de fluorescence que nous recevons avait été plus fort.

La quantité de lumiére recue nécessaire a la formation d’une image est évidem-
ment reliée aussi a la sensibilité de la caméra utilisée. Nous avons utilisé la méme
caméra qu’au chapitre 11T (PCO Sensicam QE) qui est une caméra sensible refroidie.

Dans le cas de notre étude, cette forte illumination perturbe les Chlamydo-
monas Reinhardtii qui sont négativement phototactiques lorsque l'intensité lumi-
neuse qu’elles recoivent est trop importante. Des études ont été menées sur ce su-
jet [36, 60, 35].

La dynamique n’est donc pas exactement la méme que celle que 1'on pourrait
observer dans le cas d'un éclairement en lumiére rouge de faible intensité, lumiére a
laquelle les algues ne sont pas sensibles. Il est possible théoriquement de diminuer
cet effet en utilisant un fluorochrome excitable en rouge et en utilisant un éclairage
rouge. Nous n’en avons pas trouvé dans cette gamme de longueur d’onde qui soient
compatibles avec des cellules biologiques vivantes.

Le deuxiéme inconvénient de cette technique est directement relié a I'un des
principaux avantages qu’elle procure. L’épifluorescence permet de réduire I’épais-
seur d’échantillon traversée par la lumiére mais cela demande de rapprocher le plan
d’observation du bord de I’échantillon. Ce qui fait que 'on n’observe plus exacte-
ment la dynamique au centre du capillaire, loin des bords et qu’on risque de voir
apparaitre des effets liés aux bords.

Dans la pratique, nous sommes restés le plus loin possible des bords. Au plus prés,
nous étions a une distance du bord du capillaire d’environ 50 pm (soit 5 diameétres
de Chlamydomonas Reinhardtii) au lieu de 100 um dans le cas dilué. Pour que les
algues soit visibles avec cette méthode de microscopie, il faut qu’elles contiennent

90



2. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

(a)gb:5,03% (b)¢:0742% (c) ¢ =0,04 %

d =22 pm d =50 pm d =114 um
P ~ 30 um P ~ 80 um P ~ 100 um
Grossissement x 20 Grossissement x 10 Grossissement x 4

FIGURE 5. Images instantanées du plan d’observation réalisées en épifluorescence
a différentes fractions volumiques ¢ de nageurs. La distance moyenne entre deux
nageurs correspondante est d. Chaque image a été réalisée avec un grossissement
différent. L’insert blanc mesure 30 um de long. La profondeur dans la direction
perpendiculaire au plan d’observation sur laquelle une particule est visible est notée
P. La trace derriére les particules est leur trajectoire durant les 2 secondes précédant
la prise de vue (certaines trajectoires a 1’écran sont plus courtes, notamment dans le
cas concentré, car certains nageurs sont apparus dans la zone d’observation pendant
les 2 secondes précédant I'image).

des molécules fluorescentes. Les Chlamydomonas Reinhardtic contiennent de la chlo-
rophylle, ce qui permet de les observer en épifluorescence.

Pour I’éclairement, nous avons utilisé une lampe X-Cite® 120 de puissance 120 W
dont le spectre d’émission contient un pic & 575 nm (lumiére jaune). Nous avons
excité la fluorescence de la chlorophylle avec cette lumiére car nous souhaitions une
lumiére de longueur d’onde la plus proche possible du rouge pour éviter au maximum
le phototactisme.

Pour obtenir un éclairage jaune a partir du large spectre de la lampe utilisé, nous
avons choisi comme filtre d’excitation un filtre passe-bande Chroma® de longueur
d’onde de centre de bande de 577 nm et de largeur de bande de 20 nm. En prenant
un filtre avec une bande passante étroite, nous nous sommes assurés de limiter
I’apport en lumiére parasite aux algues. Le miroir dichroique a été choisi tel qu’il
soit réfléchissant aux lumiéres de longueur d’onde inférieures a 595 nm. Le filtre
d’émission a été choisi avec une longueur d’onde de centre de bande de 630 nm et de
largeur de bande 60 nm afin de collecter un maximum de lumiére réémise (figure 3).

Suivant la concentration en algues de ’échantillon analysé, le nombre de nageurs
observés a l’écran varie (figure 5). Pour I'analyse de la dynamique de nage, il est
préférable que ce nombre ne varie pas trop. Cela permet de calculer des moyennes
sur des ensembles de particules de tailles identiques, donc d’avoir la méme précision
statistique d’un échantillon a 'autre.
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Dans le but d’avoir une concentration fixe en nageurs fluorescents, quelle que
soit la concentration en nageurs dans I’échantillon, nous avons essayé de marquer les
algues avec un colorant fluorescent. Nous avons tout d’abord marqué les Chlamy-
domonas Reinhardtii avec un premier colorant fluorescent : la rhodamine (Sigma-
Aldrich) (protocole en annexe 5). Cela n’a pas fonctionné car le colorant ressort des
algues par diffusion en une dizaine de minutes une fois que celles-ci sont placées dans
un milieu sans colorant. Ensuite, nous avons essayé la fluorescéine isothiocyanate-
dextran (Sigma-Aldrich) (protocole en annexe 5). Il s’agit d’'un colorant li¢ a des
molécules de dextran. La présence du dextran aurait dit empécher les molécules de
colorant de ressortir facilement des cellules mais il semble que ce colorant n’ait pas
réussi a pénétré la paroi des cellules. Enfin nous avons essayé le Celltracker’ Red
CMTPX (Invitrogen®) qui est un colorant qui pénétre dans les cellules puis réagit
avec leur environnement interne afin de rester fixé dans la cellule. Ce colorant entre
et reste bien dans les cellules mais il les tue (protocole en annexe IV.5).

Aucun des colorants testé n’a permis de marquer durablement les Chlamydomo-
nas Reinhardtii en vie. Nous avons donc choisi d’utiliser I'autofluorescence naturelle
des Chlamydomonas Reinhardtii pour les observer en épifluorescence. Cela ne per-
met pas de controler le nombre de nageurs visibles & l’écran et donc la taille de
I’échantillon statistique, mais cela permet tout de méme 1’observation du systéme.

2.4 Choix du grossissement de 1’objectif pour maximiser la
précision de la statistique

Nous venons de voir qu’en utilisant la fluorescence de la chlorophylle présente
dans les Chlamydomonas Reinhardtii pour les suivre, le nombre de nageurs observés
a l'écran allait varier suivant la fraction volumique de la suspension étudiée. Nous
avons évoqué précédemment que la précision de la statistique dépendait directement
du nombre de nageurs utilisés. Dans I'état actuel de notre systéeme de mesure, la qua-
lité de la statistique va dépendre de la concentration en micro-algues de 1’échantillon
considéré. Pour contourner cet effet, nous pouvons ajuster les dimensions de la zone
d’observation, a savoir la surface de la fenétre d’observation et la profondeur d’ob-
servation. Ainsi, il est possible d’augmenter le nombre de nageurs observés lorsque
la concentration diminue ou de le diminuer quand la concentration augmente. Plu-
sieurs modifications du dispositif expérimental peuvent étre envisagées pour faire
cela.

Pour que la statistique soit la plus précise possible, il faut enregistrer les tra-
jectoires du plus grand nombre de nageurs possible. En diminuant le grossissement
de l'objectif, on augmente la taille de la fenétre d’observation donc le nombre de
nageurs observés a l'image. Malheureusement, en réduisant le grossissement, on di-
minue également la précision avec laquelle on détecte la position d’une particule. La
taille des nageurs mesurée en pixels sur 'image ne doit donc pas étre trop petite.
Pour que la position d'un nageur soit repérable précisément  avec la technique de

1. Il est possible d’obtenir des erreurs sur la position de particules inférieures au dixiéme de
pixel pour des images ayant un bon contraste et dont le bruit de fond a été correctement enlevé.
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détection de particules que nous utilisons, il faut que celui-ci ait un diamétre mini-
mum de 4 & 5 pixels sur une image [11]. Le grossissement minimum dépend donc
de la taille des pixels de la caméra utilisée. Avec la caméra PCO Sensicam QE que
nous avons utilisé pour cette étude, le grossissement x4 remplissait cette condition
(tableau IL.1).

Ce grossissement minimum doit satisfaire un autre critére : il doit permettre
que les nageurs proches soient discernables. L’image que nous réalisons avec notre
systéme d’observation est la « superposition » des images des plans du volume d’ob-
servation. Lorsque ’'on augmente la fraction volumique, les images des nageurs situés
dans des plans différents se recouvrent de plus en plus fréquemment, rendant I'image
de moins en moins exploitable. Pour diminuer cet effet, il est possible de diminuer
la profondeur de la zone d’observation a mesure que I’on augmente la concentration
en nageurs. Pour cela il suffit d’augmenter le grossissement de I'objectif [6].

Le choix du grossissement minimal a utiliser est donc imposé en régime dilué
par la taille minimale des algues en pixel et en régime semi-dilué par la profondeur
de champ permettant d’obtenir une image exploitable. Le critére lié a la fraction
volumique en nageurs étant plus restrictif que celui de la taille des algues en pixels,
le grossissement minimal & utiliser sera plus élevé en milieu semi-dilué qu’en dilué.
La profondeur d’observation sera donc moindre dans les régimes les plus concentrés.

Cette augmentation du grossissement minimum avec la fraction volumique en-
traine la réduction de la taille de la zone d’observation (fenétre d’observation et pro-
fondeur d’observation). Mais comme la fraction volumique augmente dans le méme
temps, le nombre de Chlamydomonas Reinhardtii présentes dans la zone d’obser-
vation varie peu et donc la précision de la statistique varie peu. Le tableau IV.1
récapitule le nombre moyen de nageurs observés sur une image en fonction de la
fraction volumique en nageurs et du grossissement utilisé2. On observe qu’avec le
choix des grossissements qui a été fait, le nombre moyen d’algues dans la zone d’ob-
servation reste du méme ordre de grandeur.

2.5 Reconstruction de trajectoires

Apreés la réalisation d’images des nageurs, I’étape restant avant la mesure de la
dynamique est la reconstruction des trajectoires. Le procédé dans le cas de suspen-
sions semi-diluées reste le méme que dans le cas dilué (cf. chapitre II). Les images
sont débarrassées de leur bruit de fond de taille caractéristique d;, en conservant
préférentiellement les objets de taille caractéristique Dy,... Ces objets sont ensuite
détectés par la routine 'feature’ et les artefacts détectés avec eux sont éliminés en
utilisant un critére de luminosité minimale L,;,. Les trajectoires sont ensuite recons-
truites a partir des objets détectés en donnant la distance maximale autorisée de
déplacement d’un objet entre deux images consécutives Arp,... Enfin, les particules
ou artefacts résiduels immobiles sont éliminés en utilisant le fait qu’ils doivent s’étre
déplacés d'une distance Ary;, au moins en un temps At ay.

2. La technique utilisée pour estimer la profondeur d’observation est développée au para-
graphe IV.2.6.
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Coteé de la Nombre . Distance
Profondeur R moyen Fraction
. \ . fenétre , . moyenne
Grossissement | d’observation , . d’algues dans | volumique
. d’observation entre nageurs
estimée (pm) carrée (pum) la zone (%) (1im)
W d’observation K
x20 30 335 323 5,03 22
x20 40 335 302 3,53 25
x20 50 335 215 2,02 30
x20 60 335 191 1,49 33
x10 80 661 546 0,82 40
x10 80 661 279 0,42 50
x10 80 661 140 0,21 63
x10 80 661 97 0,15 71
x4 100 1646 344 0,07 92
x4 100 1646 181 0,04 114

TABLE IV.1. Grandeurs caractéristiques de la statistique en fonction de la fraction
volumique et du grossissement utilisé.

Les modifications apportées par la spécificité de I’étude d’une suspension semi-
diluée sont les suivantes. Le pré-traitement des images et la partie détection des
particules restent les mémes, a ceci prés qu’il faut ajuster les parametres dépendant
de la taille des objets recherchés (taille caractéristique des images des algues Dy«
et luminosité numérique minimale de I'image d’un objet détecté Ly,,) puisqu’elle
change avec le grossissement de ’objectif utilisé. La taille des objets est également
modifiée du fait de la diminution de la qualité de I'image obtenue liée a I’augmen-
tation de la densité d’objets rencontrés par la lumiére dans la suspension.

La reconstruction des trajectoires a partir des positions suit le méme principe
qu’au paragraphe I1.4. Les propriétés des trajectoires reconstruites sont quant a elles
modifiées. Tout d’abord, la durée moyenne des trajectoires reconstruites raccourcit
avec 'augmentation de la concentration et du grossissement de 1'objectif utilisé (fi-
gure 6). Cela est di en partie & 'augmentation de la fréquence de croisement des
nageurs qui entraine bien souvent la coupure d’une des deux trajectoires (voire des
deux) aprés rencontre. Les trajectoires réelles sont ainsi découpées en trajectoires
plus courtes, ce qui diminue le nombre d’événements contribuant au calcul de sta-
tistiques aux temps longs. La diminution de la durée moyenne des trajectoires est
également due a la diminution de la profondeur de champ avec 'augmentation du
grossissement de I'objectif. Les nageurs disparaissent plus souvent de la zone d’ob-
servation donc on les perd plus souvent a 1’étape de détection et leurs trajectoires
reconstruites sont plus courtes.

Le risque d’échange de particules aprés un croisement augmente avec la concen-
tration. Cela est lié a 'augmentation de la fréquence de croisement des particules.
En pratique, cela arrive peu car ’algorithme développé par John Crocker et David
Grier [10] fonctionne bien tant que la distance moyenne entre particules reste environ
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FIGURE 6. Histogramme du nombre de trajectoires reconstruites en fonction de leur
durée

le double de la distance parcourue par un objet entre deux images. Ainsi, la fréquence
d’acquisition minimale & laquelle doit étre utilisée la caméra est celle pour laquelle
les nageurs se déplacent au maximum de la moitié de la distance moyenne séparant
deux nageurs. L’imagerie optique nous limite & une concentration maximale pour
laquelle la distance moyenne entre particules d,,;, est de 'ordre de deux diamétres
soit une vingtaine de microns. Les Chlamydomonas Reinhardtii se déplacent a une
vitesse maximale Vj,,, d’environ 50 pm-s~—!. La fréquence minimale d’acquisition
fmin est donnée par :
Vma:r ~ 1

D)2 = 58 (IV.1)
En pratique, nous avons utilisé une fréquence d’acquisition sept fois plus élevée que le
fmin pour minimiser les possibilités d’erreurs de reconstruction lors des croisements
de particules.

La derniére conséquence que l'on peut observer est la diminution du nombre de
particules immobiles visibles en régime semi-dilué par rapport au cas dilué. Cela
est di a la réduction de la profondeur de champ principalement car les particules
immobiles sont celles qui se retrouvent proches des parois du capillaires.

fmin =

2.6 Gamme d’étude de la fraction volumique
2.6.1 Fraction volumique et distance moyenne inter-nageurs

Nous avons préparé les échantillons de telle sorte que la gamme d’observation
de la fraction volumique soit la plus étendue possible. Pour obtenir une statistique
suffisamment précise en régime dilué, il faut avoir enregistré un certain nombre de
trajectoires. Or le nombre de trajectoires diminuant avec la concentration, il arrive
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un moment ot méme si I'on diminue le grossissement de 1’objectif pour augmenter
la taille de la fenétre d’observation, le nombre de cellules nageant dans cette fenétre
pendant le temps d’acquisition ne permet pas d’obtenir une statistique suffisamment
fiable, ou alors cela demande des temps d’observation longs, pour lesquels le systéme
ne peux plus étre considéré dans un état stationnaire.

Nous avons donc étudié dans le cas le plus dilué une suspension de fraction
volumique ¢,,;, égale & 0,04 % (figure 5), soit une distance moyenne entre deux
nageurs d’environ onze diamétres de Chlamydomonas Reinhardtii. Nous avons réalisé
cette mesure a 'aide d’un objectif de grossissement x4 et avec une profondeur
d’observation mesurée de 100 um, soit la moitié de la profondeur de I’échantillon.

Dans le cas le plus concentré, la suspension que nous avons étudiée avait une
fraction volumique ¢4, de 5,03 %, soit une distance moyenne entre nageurs de
deux diameétres de cellule environ (figure 5). Nous avons, pour cette mesure, utilisé
un objectif de grossissement x20 et la profondeur d’observation que nous avons
mesuré a cette concentration est de l'ordre de 30 um. Nous avions placé le plan
d’observation le plus éloigné possible du bord de I’échantillon pour minimiser les
effets de bord, tout en obtenant des images analysables. A cette fraction volumique,
le plan d’observation était situé a une distance de 5045 pm du bord de I’échantillon.
Au dela de cette valeur de concentration, il n’était plus possible de distinguer les
nageurs correctement.

2.6.2 Evolution temporelle de la fraction volumique sous éclairement
important

Lorsque l'on éclaire les Chlamydomonas Reinhardtit en lumiére fluorescente, on
observe une variation de la concentration locale dans le champ d’illumination au
cours du temps.

Cette variation de concentration s’explique par l'intensité de la lumiére a la-
quelle nous soumettons les Chlamydomonas Reinhardtii. En effet, ces algues sont
phototactiques et bien que nous les éclairions dans une gamme de longueurs d’onde
auxquelles elles sont relativement peu sensibles (proche rouge), elles ressentent tout
de méme la forte intensité lumineuse a laquelle nous les soumettons.

Dans I'étude de la dynamique en régime concentré, nous nous sommes placés en
situation stationnaire. Nous avons attendu que la concentration en Chlamydomonas
Reinhardtii a I’écran et la vitesse moyenne de ces algues se stabilisent et nous avons
effectué les mesures.

2.6.3 Meéthode de comptage

Nous avons vu au chapitre IT comment évaluer la fraction volumique d’une culture
de Chlamydomonas Reinhardtii. Comme nous venons de le voir au paragraphe pré-
cédent, lors de 'observation de la suspension en lumiére fluorescente, la fraction vo-
lumique varie au cours du temps lorsque la suspension se retrouve éclairée par une
source lumineuse jaune & cause de la sensibilité des algues a la lumiére (figure 7).
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FIGURE 7. Evolution de la fraction volumique mesurée au cours du temps sous
éclairement fluorescent. L’échantillon commence & étre éclairé en lumiére jaune a
Iinstant ¢ = 0. Trois courbes d’évolution de fractions volumiques différentes sont
présentées. La modification de la fraction volumique de sa valeur initiale a celle
qu’elle atteint a I’équilibre est d’autant moins importante que la fraction volumique
est moins élevée.

Il faut donc que la mesure de la concentration locale soit réalisée pendant 1’éclai-
rage en fluorescence. De plus, on devra faire la mesure pour chaque concentration
étudiée car méme si 'on connait les relations entre les valeurs des concentrations
des suspensions au repos, rien ne garantit que ces relations soient valables pour les
concentrations des échantillons soumis & un éclairement fluorescent.

Mesurer la concentration pendant 1’éclairement fluorescent est une chose simple
en théorie. Il suffit de compter le nombre de cellules présentes & un instant dans la
zone d’observation et de diviser ce nombre par le volume de la zone d’observation.
Le nombre de cellules présentes dans ce volume est facilement mesuré grace a la
phase de détection de particules du procédé de reconstruction de trajectoires.

La difficulté réside dans la mesure de la profondeur d’observation. Cette profon-
deur va dépendre de ’objectif utilisé et de la concentration en nageurs dans I’échan-
tillon (tableau IV.1). Pour estimer cette grandeur, on peut mesurer le nombre de
nageurs dans la zone d’observation juste au moment o ’on allume la lampe fluo-
rescente. A cet instant, 1’échantillon ayant été laissé au repos dans le noir pendant
quelques minutes avant I’éclairement, la concentration de la suspension est homo-
géne dans ’échantillon et sa valeur est la concentration de repos. En déterminant
en paralléle la concentration de la culture au repos par la méthode présentée au
paragraphe I1.2 sur une partie de la suspension non utilisée pour la mesure, on peut
remonter & la profondeur d’observation pour cette valeur de concentration.

Avec 'exposition & la lumiére fluorescente, la concentration va diminuer & mesure
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que les algues s’éloignent du centre lumineux, jusqu’a arriver & une concentration
stable au bout d'une durée d’une minute trente environ (figure 7). A ce moment la,
en recomptant le nombre de nageurs a 1’écran et en le rapportant au volume de la
zone d’observation que 1'on a déterminé, on a une mesure de la concentration en
nageurs dans cet échantillon en éclairement fluorescent en régime stationnaire.

3 Dynamique de nage des Chlamydomonas Rein-
hardtit en suspension semi-diluée

Nous avons vu au chapitre III que la dynamique de nage des Chlamydomo-
nas Reinhardtii en régime dilué, lorsqu’elle est observée & une échelle de temps
supérieure au temps moyen d’'un battement de flagelles, peut étre décrite par une
marche aléatoire avec persistance avec des caractéristiques particuliéres. En plus des
réorientations aléatoires survenant au terme d’'un mouvement dirigé d’une durée de
quelques secondes, la cellule présente un mouvement de nage hélicoidal pendant la
phase balistique.

Nous étudions ici les effets de la dynamique collective sur les caractéristiques de la
marche aléatoire que réalise les algues, en vue d’obtenir des informations concernant
les mécanismes d’interaction entre nageurs en fonction de leur fraction volumique.
Nous cherchons également a déterminer si des mouvements collectifs peuvent exister
dans des suspensions de micro-nageurs de type « puller ». Nous nous intéressons aux
effets de la variation de la fraction volumique en nageurs sur les deux composantes
de la dynamique de nage. La partie déplacement est sondée via le déplacement
quadratique moyen et les distributions de module de vitesse. La partie orientation
est mesurée a l'aide de la fonction d’autocorrélation de direction.

3.1 Dynamique d’orientation des micro-algues Chlamydomo-
nas Reinhardtii

A Tinstar du chapitre III, nous utilisons la fonction d’autocorrélation de direc-
tion des nageurs pour obtenir les temps caractéristiques de la dynamique angulaire.
Rappelons la définition de cette fonction de corrélation :

C(7) = (e(t +7).e(t)) = (cos(6(7))) (IV.2)

avec :

> ¢(t) le vecteur unitaire direction de déplacement instantané a l'instant ¢ donné
par e(t) = % avec v(t) son vecteur vitesse instantané.

> §(7) langle entre les directions de déplacement de I'objet aux instants ¢ et
t+.

> (.) la moyenne temporelle sur tous les instants et la moyenne d’ensemble sur
toutes les particules.

Lors de I’étude de la dynamique de nage individuelle & des échelles de temps

supérieures a la durée d’un battement de flagelles et en suspension diluée, nous
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FI1GURE 8. Fonctions d’autocorrélation de direction mesurées a différentes frac-
tions volumiques ¢. On observe les deux parties décroissant exponentiellement pour
chaque courbe. Les courbes sont décalées entre elles de maniére logarithmique par
un facteur deux pour plus de visibilité. Les ajustements par des fonctions exponen-
tielles décroissantes pour 'obtention des temps de corrélations de direction t;, et t,
sont superposés aux points expérimentaux. Nous observons que le premier temps
de corrélation (premiére pente) croit avec la fraction volumique puis décroit légére-
ment pour les deux suspensions les plus diluées. Le deuxiéme temps de corrélation
t, (deuxiéme pente) suit la méme tendance. Au dessus d’une fraction volumique de
3,53 %, l'ajustement de la deuxiéme partie de la courbe par une fonction exponen-
tielle décroissante commence & ne plus étre pertinent. Pour ces fractions volumiques,
le temps t, doit étre interprété avec précaution.

avons vu que le comportement de C'(7) pouvait étre décrit par une premiére fonction
exponentielle décroissante e ~™/* pour des temps 7 inférieurs a t;, et par une deuxiéme
fonction exponentielle décroissante e/t pour des temps 7 supérieurs a t, [51], avec
ty, et t, les deux temps de corrélation de direction.

Nous avons mesuré les fonction d’autocorrélation de direction dans des suspen-
sions a différentes fractions volumiques (figure 8). A partir de ces courbes, nous avons
mesuré t, et t, (figure 9a et 9b) selon la méthode que nous venons d’évoquer, en
ajustant les points expérimentaux par deux fonctions exponentielles décroissantes.
Ces temps sont représentés en fonction de la distance moyenne inter-nageurs d.

On observe que ces deux temps caractéristiques présentent deux régimes de
comportement. Le changement de régime a lieu lorsque la distance moyenne inter-
nageurs est de 'ordre de 70 um (¢ = 0,15 %), soit environ 7 diamétres de Chlamydo-
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FIGURE 9. Temps de corrélation ¢, et t, mesurés a partir de la fonction d’autocorré-
lation de direction en fonction de d. On observe une distance moyenne caractéristique
d. de I'ordre de 70 um au moment du changement de comportement de %, et t,, soit
environ 7 diameétres de Chlamydomonas Reinhardtii (fraction volumique de 'ordre
de 0,15 %). Pour des valeurs de d supérieures a d.. (régime dilué), t, et ¢, sont pra-
tiquement constants. Pour des valeurs de d inférieures (régime semi-dilué), ¢, et t,
décroissent. A la transition, les deux temps augmentent brusquement.
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FIGURE 10. Déplacements quadratiques moyens (MSD) a différentes fractions volu-
miques ¢. Les MSD sont décalés logarithmiquement en hauteur pour une meilleure
visibilité de la variation du temps de réorientation aléatoire t,. Les lignes pleines
représentent une pente de deux (régime balistique) et les lignes pointillées une pente
de un (régime de marche aléatoire). Le temps t, & partir duquel le régime de marche
aléatoire commence, diminue lorsque la fraction volumique augmente. Insert : Les
MSD originaux. On observe que la vitesse balistique v, semble peu varier avec la
fraction volumique sauf dans le cas le plus concentré.

monas Reinhardtii. Dans le régime le plus dilué les temps de corrélations angulaires
sont constants. A la transition ils augmentent, puis dans le régime plus concentré
ces temps décroissent avec d. On observe que 'ajustement par une fonction expo-
nentielle réalisé sur la fonction d’autocorrélation de direction ne fonctionne plus trés
bien lorsque la fraction volumique dépasse 3,53 %. Pour ces fractions volumiques,
le temps t, doit étre interprété avec précaution.

3.2 Mesure des vitesses
3.2.1 Vitesse balistique

Nous avons mesuré les déplacements quadratiques moyens (MSD) en fonction
de la fraction volumique (figure 10). On observe que la forme des courbes de dépla-
cement quadratique moyen change peu en fonction de la fraction volumique. Leur
durée est réduite a cause de la diminution de la durée moyenne des trajectoires
reconstruites avec I'augmentation de la fraction volumique. On note que le temps
7 auquel le régime de marche aléatoire ({(r*(7))a7) commence, diminue avec la
distance moyenne inter-nageurs.

La vitesse balistique v, (figure 11) est obtenue en ajustant sur les déplacements
quadratiques moyens mesurés, la fonction donnée par le modeéle de marche aléatoire
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FI1GURE 11. Vitesse balistique v, en fonction de la distance moyenne inter-nageurs
d. La vitesse est constante dans le régime dilué puis pour une valeur de d proche
de 50 um), elle croit avec la diminution de la distance entre les nageurs. Elle diminue
brusquement dans le régime le plus concentré.

avec persistance :

[1 — 727/t (IV.3)

DN | —

<T2 (1)) = (Uata)2(

S

On utilise le temps t, obtenu précédemment pour la valeur du paramétre ¢, pour
permettre a I’ajustement de converger. La vitesse balistique augmente lorsque 'on
diminue la distance moyenne inter-nageurs puis diminue brusquement pour des frac-
tions volumiques élevées. La distance moyenne inter-nageurs a partir de laquelle v,
se met a augmenter (d ~ 50 — 60 um) semble un peu plus élevée que celle de la
transition observée pour les temps de corrélation.

3.2.2 Distributions de module de vitesse

Nous avons mesuré les distributions de module de vitesse |v| en fonction de la
fraction volumique (figure 12). On note que la forme des distributions change lorsque
varie la fraction volumique. Pour des fractions volumiques élevées, la distribution
s’est élargie par rapport au cas dilué.

Si l'on étudie le module de vitesse moyen m des nageurs (figure 13b), celui-
ci est constant lorsque la suspension est diluée. Il augmente dans la méme zone
de transition que la vitesse balistique v, puis diminue lorsque d El\evient supérieure
a la valeur de ce seuil. Le module de vitesse le plus probable |v| mesuré comme
'abscisse de la valeur la plus haute de la distribution (figure 13a), évolue avec la
méme tendance que |v| mais 'amplitude de son évolution est plus importante.
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FIGURE 12. Distribution de module de vitesse a différentes fractions volumiques. A
gauche : les distributions de module de vitesse |v|. La valeur du module de vitesse

le plus probable |v| (abscisse du pic de la distribution) se déplace avec la fraction
volumique. A droite : les mémes distributions normalisées par leur module de vi-
tesse moyen m La forme des distributions change avec la fraction volumique, elles
s’élargissent a mesure que la distance moyenne inter-nageurs se réduit. Le temps At
est le laps de temps séparant deux positions, utilisé pour le calcul de la vitesse entre
ces points.
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FIGURE 13. Module de vitesse le plus probable ]/v\] et module de vitesse moyen m
Les échelles des deux figures sont les mémes que celle de la ﬁgu;g 11 pour faciliter la
comparaison. |v] suit la méme évolution que |v|. L’évolution de |v] et |v] est différente
de celle de v, dans la partie la plus concentrée, v, diminue peu par rapport a m et

—~

[].
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3.3 Longueurs de persistance et distance moyenne inter-nageurs

A partir de la vitesse moyenne entre réorientations aléatoires v, et des deux temps
de corrélation de direction t;, et t, que nous avons obtenus aux paragraphes précé-
dents, nous pouvons calculer deux longueurs de persistance I, et [, (figure 14). La
longueur [, est la distance parcourue par ’algue suivant la direction de déplacement
moyenne au cours d’une rotation hélicoidale. La grandeur [, est la distance moyenne
parcourue entre deux changements de direction de déplacement principale. Nous uti-
liserons ces longueurs dans la suite pour les comparer au parameétre de notre étude :
la distance moyenne inter-nageurs d. L’évolution des longueurs de persistance que
I’on mesure est similaire a celle des temps de corrélations correspondants. Ils sont
constants dans le régime le plus dilué et lorsque la distance moyenne inter-nageurs
est de 'ordre de sept diamétres de Chlamydomonas Reinhardtii, ils augmentent sou-
dain. Ils diminuent ensuite avec la distance moyenne inter-nageurs d et tendent vers
zéro. On observe pour les longueurs de persistance que la décroissance dans le régime
semi-dilué est linéaire avec d.
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FIGURE 14. Longueurs de persistance [, et [, en fonction de la distance moyenne
inter-nageurs d. La longueur [, est le produit de t; et de la vitesse balistique v,. Il
s’agit de la distance moyenne parcourue par un nageur dans sa direction de dépla-
cement moyenne pendant une rotation hélicoidale. La longueur [, est définie comme
le produit de ¢, et v,. Il s’agit de la distance moyenne séparant deux réorientations
aléatoires. Ces longueurs de persistance évoluent de la méme maniére que les temps
de corrélation dont elles sont issues. La distance moyenne inter-nageurs a laquelle
a lieu la transition de comportement est de l'ordre de 70 wum (environ 7 diamétres
de Chlamydomonas Reinhardtii, soit une fraction volumique de 0, 15 %). Lorsque d
est supérieure a d.. (régime dilué), [, et [, sont constantes. En dessous de d. (régime
semi-dilué), elles décroissent linéairement. Les droites superposées aux données sont
des ajustements affines des points expérimentaux dans la zone semi-diluée.
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4 Discussion

4.1 Distance moyenne inter-nageurs a la transition entre les
deux régimes de comportement des temps de corrélation
de direction

Les deux temps de corrélation angulaire que nous avons mesurés en fonction de
la fraction volumique présentent deux régimes de comportement (figure 9). Dans
le régime le plus dilué, les temps de corrélation angulaire sont constants alors que
dans le régime semi-dilué, ils décroissent avec la distance moyenne inter-nageurs. Le
changement de régime a lieu lorsque la distance moyenne inter-nageurs est de ’ordre
de 70 um (¢ = 0,15 %), soit environ 7 diamétres de Chlamydomonas Reinhardtii.

Drescher et al. [16] ont mesuré expérimentalement que le module du champ de
vitesse moyen créé par une Chlamydomonas Reinhardtii devenait inférieur & 1 %
de la vitesse moyenne de déplacement de ce nageur a une distance de son centre
de l'ordre de 7 rayons. On peut estimer que cette valeur représente un « rayon
hydrodynamique » R, délimitant ’extension spatiale du champ de vitesse généré
par une cellule autour d’elle lors de son déplacement. La transition que ’on observe
a lieu lorsque la distance de séparation moyenne entre deux nageurs est telle que les
champs de vitesse de ces nageurs sont juste en contact (en considérant que le champ
de vitesse a une extension de 7 rayons). Cette observation suggére fortement que la
modification du comportement des nageurs vers le régime concentré est liée a des
interactions hydrodynamiques entre eux.

4.2 Identification des temps de corrélation obtenus en fonc-
tion de la fraction volumique dans le régime dilué

Lors de I’étude de la dynamique en milieu dilué au chapitre I1I, nous avons vu que
le premier temps de corrélation ¢, que nous mesurions dans la fonction d’autocorré-
lation de direction était lié & la durée de rotation hélicoidale d’une Chlamydomonas
Reinhardtii autour de son axe de déplacement moyen pendant une course balistique.

Pour le vérifier, nous avons représenté une trajectoire typique que nous avons
reconstruite dans le régime dilué (figure 15a). Nous avons illustré ce premier temps
de corrélation en modifiant la couleur des points de la trajectoire a partir de chaque
instant multiple de ce temps. Nous observons sur cette figure que t, représente la
durée d’un rotation hélicoidale, comme nous ’avions observé au chapitre II1. Pour
identifier t,, nous avons procédé de la méme maniére (figure 15b). Nous voyons
qu’a linstar du chapitre III, ce temps de corrélation est de l'ordre de la durée
caractéristique t, séparant deux réorientations aléatoires de micro-algue. La durée
séparant deux réorientations aléatoires successives varie au cours du temps. Cela fait
qu’elle ne correspond pas toujours exactement a la durée moyenne t,.
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FIGURE 15. Trajectoire typique pour une suspension de fraction volumique 0,07 %.
Chaque portion de trajectoire d’une couleur dure un temps égal & 'un des deux
temps caractéristiques, suivant la figure. A gauche : durée d’une couleur t, =1, 71 s.
A droite : durée d’une couleur ¢, =8, 17 s. On observe que t;, correspond au temps
de rotation hélicoidal t; et que t, correspond au temps de réorientation aléatoire t,,
comme nous l'avions observé au chapitre III.

4.3 Comparaison des temps de corrélation en régime dilué
avec ceux mesurés au chapitre précédent

Comparons maintenant ces temps de corrélation avec ceux que nous avions me-
surés au chapitre III. Pour la suspension sans dextran et de fraction volumique
de l'ordre de 0,05 %, le temps de rotation hélicoidal t; des algues était de 'ordre
de 1,5 s et le temps de réorientation aléatoire de 'ordre de 3 s. Dans le cas dilué
de I'étude que nous menons dans ce chapitre, le premier temps de corrélation t;,
est de l'ordre de 1,5 s et le deuxieme ¢, est de l'ordre de 8 s. Les premiers temps
de corrélation sont donc en accord, mais les seconds ne le sont pas. Ce phénoméne
s’explique par les états différents dans lesquels étaient les cellules lorsque nous avons
conduit les deux études.

Au chapitre III, les algues étaient éclairées avec une lumiére rouge de faible
intensité. Dans ces conditions, la dynamique de nage des cellules est celle que 1'on
pourrait observer dans le noir. Dans le chapitre actuel, les algues ont été fortement
illuminées avec une lumiére fluorescente dans une gamme de longueur d’onde qu’elles
arrivent & percevoir. Elles étaient donc ici dans une situation de phototactisme
négatif. Dans ce cas 1a, les trajectoires des algues sont beaucoup plus dirigées que
dans le noir, leur permettant de se déplacer a 'opposé de la direction de la source
lumineuse. C’est pour cela que le temps entre les réorientations aléatoires des cellules
est bien plus long dans ce chapitre. Le fait que le temps de rotation hélicoidal
ne soit pas modifié suggére que la forme que prennent les flagelles au cours d'un
mouvement de battement ne change pas significativement lorsque la cellule passe
en mode de nage phototactique. Il a déja été observé une modification radicale de
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la maniére de nager des algues en cas d’exposition a une lumiére trés forte [56].
L’algue fait onduler ses flagelles de sorte qu’au lieu de nager vers I’avant, elle nage
en marche arriere. En pratique, ce type de mécanisme de nage se déclenche surtout
au moment du changement brusque de luminosité (par exemple a I'allumage de la
lampe fluorescente du microscope) et ne dure pas trés longtemps. Aprés un temps
d’éclairage d’environ deux minutes, ce type de moyen de locomotion n’est plus visible
dans la suspension.

Les valeurs des vitesses v, mesurées au chapitre I1I sont également différentes de
celles que nous avons mesurées ici. En régime dilué et en éclairage ne générant pas de
réponse photophobique, la vitesse moyenne entre deux réorientations aléatoires était
de l'ordre de 50 ums—1. Avec I’éclairage de couleur jaune et de forte intensité que nous
avons utilisé dans ce chapitre, la vitesse v, est plutot de 'ordre de 25 ums~! dans le
régime dilué. Une explication pourrait étre que la lumiére a fortement perturbé les
cellules et que leur mécanisme de nage en zigzags en a été modifié. On peut imaginer
par exemple que 'intensité lumineuse ait pu entrainer une saturation des récepteurs
de lumiére de la cellule et des canaux d’activation de la réponse de fuite qui aurait
entrainé une diminution de la fréquence de battement des flagelles par rapport au
cas d’un éclairement faible.

4.4 Identification des temps de corrélation en régime semi-
dilué

On ne peut affirmer directement que les temps de corrélation mesurés dans le
régime semi-dilué traduisent les mémes phénomeénes que dans le régime dilué. La
fréquence des rencontres avec les autres nageurs augmentant avec la fraction volu-
mique, la dynamique angulaire est susceptible d’étre modifiée. Comme nous venons
de le faire dans le régime dilué, nous pouvons nous servir des trajectoires pour donner
un sens aux temps caractéristiques que nous mesurons (figure 16).

Les ondulations dues au mouvement hélicoidal que 1'on observe sur les trajec-
toires en régime dilué disparaissent peu a peu lorsque 'on augmente le nombre de
nageurs dans ’échantillon. Les changements de direction de grande amplitude (cor-
respondant aux réorientations aléatoires dans le régime dilué) sont toujours présentes
et deviennent de plus en plus fréquentes. Les trajectoires deviennent de plus en plus
irréguliéres. A certains points de la trajectoire, il arrive que I’algue reste quasiment
immobile pendant quelques images (figures 16¢-16d). Lorsque le temps moyen entre
deux rencontres de nageurs devient de l'ordre du temps mis par une algue pour ef-
fectuer une rotation hélicoidale, les temps de corrélation que ’on mesure se mettent
a refléter de plus en plus le phénoméne d’interaction entre les nageurs.

4.5 Evolution des temps et longueurs de corrélation avec la
distance moyenne inter-nageurs

Dans le régime le plus dilué, les temps de corrélations angulaires sont constants,
suggérant que les algues nagent indépendamment les unes des autres, avec une fré-
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FIGURE 16. Trajectoires reconstruites a différentes fractions volumiques ¢ dont
la couleur des points change a chaque intervalle de temps t;,. Toutes les trajec-
toires sont représentées a une méme échelle pour faciliter la comparaison. Sur les
figures 16¢ et 16d, on observe a certains points que 'algue ne se déplace presque
plus pendant quelques instants avant de repartir.
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FIGURE 17. Trajectoires reconstruites & différentes fractions volumiques ¢ dont la
couleur des points change & chaque intervalle de temps t,. Toutes les trajectoires
sont représentées a une méme échelle pour faciliter la comparaison.
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quence de changement de direction régulée uniquement par des mécanismes internes
a la cellule [52]| et un mécanisme de rotation hélicoidal déterminé par leur morpho-
logie et leur maniére de battre des flagelles.

Lorsque la distance moyenne entre nageurs devient de I’ordre du double du rayon
hydrodynamique R}, que nous avons évoqué, les temps de corrélation se mettent alors
a augmenter. Ce phénoméne semble indiquer la présence d’un mécanisme d’interac-
tion constructive entre les algues dans leurs déplacements. Les interactions hydro-
dynamiques entre les algues pourraient modifier la dynamique de nage individuelle.
Ce type de phénoméne n’est pas prévu par les modéles existants dans la littéra-
ture actuellement pour ce type de nageurs (« puller ») et n’a jamais été observé
expérimentalement a notre connaissance.

Les temps de corrélation décroissent ensuite avec la distance moyenne entre na-
geurs d jusqu'a devenir trés faibles tous les deux (figure 9). Cette décroissance est
compréhensible puisque si les algues ne modifient pas leur vitesse de nage, plus il
va y avoir de nageurs dans le milieu et plus elles vont se rencontrer souvent, donc
devoir s’éviter ou se cogner les unes aux autres.

On observe également que le deuxiéme temps caractéristique correspondant au temps
moyen de réorientation aléatoire en régime dilué, se rapproche de plus en plus du
premier temps de corrélation & mesure que la fraction volumique augmente.

Pour établir I'importance des réorientations dues aux interactions avec les voisins
par rapport aux réorientations aléatoires et aux rotations hélicoidales, on peut établir
un modéle simple de collisions balistiques sans interactions hydrodynamiques.

Calculons le libre parcours moyen [ qu’aurait une algue si elle se déplagait en
ligne droite a sa vitesse balistique pendant un certain temps avant de rencontrer un
obstacle. Au cours de son trajet, elle peux entrer en contact avec d’autres algues si
celles-ci sont situées dans un disque en face d’elle (disque de contact) de diamétre
égal a deux fois le diameétre D¢ de la cellule. Le volume cylindrique ainsi couvert
pendant la marche sera égal au produit de la distance que le nageur aura parcourue
en ligne droite et de la surface du disque de contact. On peut calculer le libre parcours
moyen entre deux chocs balistiques en écrivant que ce volume contient un nageur
en moyenne. La distance moyenne entre particules étant d, ce volume est donc d>.
Ainsi on peut écrire :

d3
B ™ D02

l (IV.4)
Nous voyons que pour ce modéle simple sans interactions hydrodynamiques ni ré-
orientations aléatoires, le libre parcours moyen varie comme le cube de la distance
moyenne inter-nageurs. Si 'on trace cette fonction sur la méme courbe que la lon-
gueur de persistance, on obtient une courbe qui se situe au dessus des longueurs de
persistance que l'on a mesurées (figure 18). Considérons la nage dans le régime le
plus concentré. Les réorientations dans ce régime sont principalement dues aux in-
teractions « de contact » entre les algues car la distance moyenne les séparant est de
I'ordre de deux fois leur diamétre. Les réorientations de contact sont plus fréquentes
que les réorientations aléatoires dans cette situation si I'on estime que ces derniéres
sont principalement causées par un mécanisme biologique interne. Si 'on augmente
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FIGURE 18. Longueur de persistance balistique et libre parcours moyen d'un mo-
dele balistique type « sphéres dures ». La courbe au dessus des données est le libre
parcours moyen dans une suspension de sphéres dures de diameétre de 12 um se dé-
placant balistiquement sans interaction a distance. Les points sont la longueur de
persistance balistique en fonction de la distance moyenne entre les nageurs. Plus la
distance entre nageurs augmente et plus les changements de direction deviennent
fréquents par rapport a la situation ou les algues nageraient en ligne droite et inter-
agiraient par simple contact.
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la distance moyenne entre les nageurs, la proportion de réorientations aléatoires va
augmenter par rapport aux rencontres entre nageurs. Ainsi, le libre parcours moyen
(la longueur de persistance balistique) qui aurait di augmenter comme d? si le seul
mécanisme de changement de direction provenait des collisions, va augmenter moins
vite du fait de ces réorientations aléatoires. A terme, ces réorientations aléatoires
devraient prendre le pas sur les changements de direction dus aux rencontres entre
nageurs et imposer la longueur de persistance balistique que ’on trouve dans le ré-
gime dilué.

En pratique, on observe que la longueur de persistance que I’on mesure devient plus
grande que la longueur de persistance du régime dilué avant de diminuer lorsque la
distance moyenne entre les algues devient plus grande que le rayon hydrodynamique
Ry, mesuré par Drescher et al. Ce phénomeéne suggere l'existence d’organisation col-
lective dans cette zone de fraction volumique, probablement causée par des interac-
tions de nature hydrodynamique cette fois (a plus longue portée que les interactions
stériques).

En résumé, dans le régime le plus concentré, les changements de direction sont
causés en majorité par les collisions entre les algues (interactions & courte por-
tée). Ensuite ce sont les interactions hydrodynamiques couplées aux réorientations
aléatoires qui affectent la dynamique générant une augmentation de la longueur de
persistance par rapport au cas dilué. Puis dans le cas dilué, les interactions hydro-
dynamiques et les collisions entre micro-nageurs sont masquées par le phénomeéne
de réorientation aléatoire naturelle des micro-algues.

4.6 Etude de la vitesse en régime semi-dilué

L’évolution des distributions de module de vitesse nous montre que la vitesse des
algues est modifiée lorsque la fraction volumique augmente (figure 12). La forme de
ces distributions change en fonction de la iiistance moyenne inter-nageurs d. Lorsque
d devient de l'ordre de 60 pm, la valeur |v| du pic de la distribution s’est déplacée
vers des valeurs de module de vitesse plus élevées que dans le régime dilué et la
largeur de la distribution a augmenté. Lorsque d atteint une valeur de 40 pum, |v| se
remet & décroitre doucement avec la distance moyenne inter-nageurs.

L’apparition de modules de vitesse plus élevés lorsque la fraction volumique
augmente suggeére le développement de phénomeénes collectifs comme nous ’avons
évoqué au paragraphe précédent. L’élargissement de la distribution peut s’interpré-
ter de la maniére suivante. Si des phénomeénes collectifs se développent, lorsqu’un
nageur se trouve dans un écoulement généré collectivement, sa vitesse individuelle
est augmentée (ou diminuée suivant I'orientation du nageur dans cet écoulement)
par la vitesse du courant généré par le collectif des nageurs. Ainsi, des modules de
vitesse plus élevés et plus faibles apparaissent dans la distribution.

Lorsque d atteint la valeur de 40 um, la fréquence des collisions entre nageurs qui
augmente vient ajouter a la distribution des événements de faible module de vitesse.
Plus d diminue et plus cette composante se développe. On voit apparaitre un pic
dans une zone de modules de vitesse bien plus faibles que pour le cas de la situation
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diluée. Toutefois, méme dans ces régimes concentrés, la queue de la distribution
de module de vitesse reste assez longue, sous-tendant que les algues parviennent a
nager a leur vitesse de nage normale entre deux/ghocs. On note que la queue de la
distribution va moins loin que dans la zone ou |v| est maximal. Ainsi, les possibles
phénomeénes collectifs de cette zone de fraction volumique cessent d’exister dans la
zone la plus concentrée.

5 Résumé et perspectives

Nous avons vu que la dynamique de nage des Chlamydomonas Reinhardtii était
modifiée lorsque la distance moyenne entre les nageurs diminuait. Les temps de
corrélation de direction et les longueurs de persistance caractérisent la maniére dont
nagent ces micro-organismes. Ces grandeurs sont constantes dans le régime dilué,
indiquant que les algues nagent indépendamment et que leur dynamique individuelle
est seulement régie par leurs caractéristiques biologiques et éventuellement par les
stimuli extérieurs auxquelles elles sont soumises. La dynamique de nage est modifiée
lorsque les cellules sont soumises & un éclairement auquel elles sont sensibles. Dans
cette situation, la nage est plus dirigée. Ainsi les cellules peuvent s’échappent plus
rapidement de la zone illuminée.

Les deux temps de corrélation et les deux longueurs de persistance augmentent
brusquement lorsque la distance moyenne inter-nageurs d devient de l'ordre de sept
diameétres de Chlamydomonas Reinhardtii, distance telle que les champs de vitesse
des cellules commencent juste & s’interpénétrer en moyenne. Cette valeur particu-
liere de d pour la transition et I’augmentation brusque des parameétres de corrélation
suggéerent 'existence de phénomeénes collectifs constructifs générés par les interac-
tions hydrodynamiques entre les nageurs. L’augmentation de la valeur du module
de vitesse le plus probable a partir de cette valeur de d supporte cette analyse.

En réduisant encore la distance entre nageurs, les longueurs de persistance se
mettent a décroitre linéairement avec la distance moyenne inter-nageurs d jusqu’a
tendre vers zéro. Ce type de comportement ne peut étre expliqué par un modeéle
d’interaction par chocs élastiques entre sphéres dures se déplacant balistiquement,
pour lequel la longueur de persistance décroit avec le cube de d.

A partir d'une distance d de l'ordre de quatre diamétres de Chlamydomonas
Reinhardtii, 1la décroissance du module de vitesse le plus probable suggére que les
interactions entre nageurs commencent & devenir dominées par les interactions sté-
riques et que les possibles phénomeénes collectifs cessent. Cette analyse est supportée
par la proximité des valeurs des longueurs de persistance balistique mesurées dans
la zone des distance moyenne inter-nageurs inférieures a quatre diameétres de cel-
lule, avec celles du modéle des sphéres dures que nous venons d’évoquer, en utilisant
un diameétre de sphére dure similaire au diamétre d’'une Chlamydomonas Reinhardtii.

Nous avons souligné dans cette étude la possibilité de 'existence de phénomeénes

collectifs dans une suspension de micronageurs de type « puller ». L’étude des cor-
rélations de déplacement et d’orientation de paires de particules pourrait permettre
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de détecter avec certitude la présence de mouvements collectifs dans une suspension
de micro-nageurs Chlamydomonas Reinhardtii.

La microscopie optique 2D nous a permis d’observer la dynamique de nage pro-
jetée dans un plan, la visualisation en 3D s’avére difficile avec ce type de dispositif
a cause de la diffraction des rayons lumineux par les nageurs en suspension. L’ob-
servation dans ces systémes concentrés devient de plus en plus difficile & mesure
que la fraction volumique augmente. On pourrait tenter de déterminer I'importance
du mécanisme de nage hélicoidal dans les interactions entre nageurs en étudiant les
algues avec un dispositif de visualisation tridimensionnel de type microscopie holo-
graphique par exemple. On pourrait essayer d’utiliser ce dispositif dans le régime
semi-dilué au moins, 1a ou la visualisation n’est pas encore trop détériorée par la
diffraction de la lumiére par les nageurs en suspension.

Il serait intéressant de réaliser une étude similaire en utilisant un dispositif avec
une illumination a laquelle les algues ne sont pas sensibles pour déterminer dans
nos résultats la part de la réponse phototactique dans la dynamique que nous avons
étudiée. Il serait bon de déterminer également si les potentiels phénomeénes collectifs
que nous avons évoqués ont un lien avec la nage des algues dans une situation
phototactique. Kessler avait observé que lorsque les algues étaient soumises a un
éclairement intense, elles semblaient nager en essayant de se cacher les unes derriéres
les autres [39]. En augmentant la fraction volumique, cette particularité peut jouer
un role dans les comportements que nous observons.

Les observations que nous avons réalisées nous permettent d’avancer qu’il existe
un régime de fraction volumique avec ce type de suspensions pour lequel des phéno-
menes complexes existent. Il serait intéressant d’étudier la dynamique de nage de ce
type d’organisme dans un écoulement de cisaillement pour déterminer le mécanisme
par lequel ces organismes développent des phénomeénes de resistance au cisaillement,
et g’il s’agit simplement d’un facteur lié a la forme du micro-nageur ou bien si les
interactions hydrodynamiques entre nageurs peuvent expliquer ce phénoméne.
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Annexes

Tentative de marquage des algues a la Rhodamine

Nous avons utilisé un cube spécialement congu pour ce colorant (cube 41007 /
Cy3™ / TRITC (Rhodamine) Chroma®. Le cube est congu pour exciter a 535 nm
(vert) et récupérer la lumiére émise autour de 610 nm (orange-rouge).

Notre protocole a été le suivant.

> Renouvellement du milieu de la culture : remplacement du milieu de culture

par du milieu frais (par centrifugation a 120 g comme décrit au chapitre II)
et remise de 15 mL de TAP frais pour 0.2 ml de concentré obtenu

> Repos de la culture pendant une heure pour laisser les cellules se ressourcer.

> Marquage : Ajout de 75 uL de solution de Rhodamine de concentration 2.107 mol /L

a la suspension de Chlamydomonas Reinhardtii et repos de la suspension dans
le noir pendant 10 min.
> Ringage : (3 fois) Centrifugation a 120 g pendant 5 min, évacuation du liquide
surnageant et ajout de 15mL de TAP (pas d’ajout de TAP la troisiéme fois)

> Préparation des échantillons a différentes concentrations : Pendant le cycle des
ringages, préparation du jeu d’échantillons d’algues non-marquées a diffé-
rentes concentrations dans des tubes de 2 mL

> Mise en suspension des algues marquées : Aprés derniére centrifugation, et
évacuation du surnageant, ajout d’'un volume fixe de 5 pL. de concentré mar-
qué dans un premier échantillon de volume 0.5 mL de concentration donnée
Agitation douce pour homogénéiser le mélange marquées - non-marquées
Préparation des échantillons : Mise en capillaire sans attendre
Positionnement sur la platine du microscope et acquisition d’images avec la
caméra SensiCam et avec l'obturateur rapide commandé par la caméra afin
de diminuer ’exposition au photoblanchiment

> Parameétres caméra : temps d’exposition : 61 ms, temps d’envoi des données

vers l'ordinateur (non controélable) environ 49 ms ('obturateur est fermé pen-
dant ce laps de temps pour éclairer moins de temps les fluorophores et les
cellules).

> Observation : La fluorescence des cellules marquées est trés bonne au début

mais décroit au cours du temps, jusqu’a ce que les algues marquées ne soient
plus visibles du tout au bout d’a peine cinq minutes sur le microscope. Cela
est dii en partie au photoblanchiment (phénoméne limité par 1'utilisation d’un
obturateur rapide), mais surtout au fait que le colorant diffuse a travers les
membranes des cellules et se disperse dans la suspension. Nous avons validé
cette hypothése en préparant simultanément deux échantillons identiques avec
des cellules marquées ajoutées a des non marquées, puis en mettant un sur
le microscope en lumiére fluorescente pendant 5 minutes pendant que l'autre
attendait dans le noir. Au bout des 5 minutes, nous avons placé le deuxiéme
échantillon sur le microscope et avons vérifié que son niveau de fluorescence
était comparable a celui qui avait été éclairé en lumiére fluorescente.

Le colorant ne restant pas trés longtemps a I'intérieur des membranes, il ne peut pas

VY
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étre utilisé. Il aurait pu étre utilisable éventuellement s’il était resté au minimum
20 minutes a l'intérieur des cellules. Cela aurait laissé le temps aux nageurs dans
I’échantillon d’atteindre un état stationnaire, prérequis nécessaire au commencement
d’un enregistrement. Ici nous n’avons pas eu le temps d’attendre cet état, sinon le
colorant aurait diffusé avant que ne commence ’acquisition.

Nous avons donc essayé un autre colorant du méme genre que la fluorescéine
mais celui-ci équipé de chaines de polymeéres censées 'empécher de ressortir des
membranes des cellules.

Tentative de marquage des algues a la Fluorescéine isothiocyanate-
dextran

Aprés la rhodamine qui pénétrait et ressortait facilement des cellules, nous
avons essay¢ un colorant nommé fluorescéine isothiocyanate-dextran (FITC-dextran)
(Sigma-Aldrich®). 1l est composé de molécules de colorant FITC greffées sur du dex-
tran. Comme nous l'avons vu au chapitre 111, le dextran est un polymeére composé de
dextrose. Il est biocompatible et 'on peut 1'utiliser par exemple pour augmenter la
viscosité d’une solution aqueuse. Nous avons utilisé au chapitre précédent une forme
de ce polymeére avec une masse molaire moléculaire comprise entre 15,000 et 25,000.
Cela représente une taille de polymeére relativement petite mais suffisamment grande
pour ne pas induire d’effet de pression osmotique sur les cellules.

Utilisé dans sa forme courte (masse molaire moléculaire ~ 3,000-5,000) il peut
pénétrer les parois des cellules et conjugué a un colorant, il peut permettre au
colorant de se fixer a 'intérieur de la cellule. Nous ’avons utilisé ici pour empécher
la molécule FITC de ressortir aussi facilement que la rhodamine de la paroi des
Chlamydomonas Reinhardtii.

Nous avons choisi le dextran car il est sans danger pour les algues comme nous
I’avons vu dans le chapitre III lors de la mesure de l'effet de la viscosité du liquide
porteur sur la dynamique de nage individuelle. La partie dextran de ce colorant
est constituée de chaines de relativement petite taille (masse molaire moléculaire ~
5,000). Nous pensions que la molécule serait capable de traverser les membranes des
Chlamydomonas Reinhardtii. Nous avions choisi des chaines de dextran plus longues
lors du chapitre III pour éviter justement qu’elles ne puissent pénétrer a l'intérieur
des cellules.

Nous avons utilisé le méme protocole que pour la rhodamine mais n’avons pas
réussi & marquer les cellules avec ce colorant car il ne parvenait visiblement pas a
franchir la membrane des cellules. Nous avons augmenté le temps d’exposition de la
suspension au colorant pour le marquage jusqu’a une heure trente mais cela n’a rien
donné. Nous avons également augmenté la concentration de la solution de marquage
sur une large gamme de concentration mais ¢a n’a pas mieux fonctionné. Il semble
que la molécule n’arrive pas a entrer dans la cellule.

Nous avons donc décidé de passer a une autre famille de colorants. Ces derniers
parviennent & passer a travers une membrane et ils réagissent avec 'intérieur de la
cellule. Ils ne peuvent ensuite plus ressortir.
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Tentative de marquage des algues avec le colorant Celltracker’ = Red
CMTPX (Invitrogen®)

Comme le FITC-dextran ne pénétre pas dans les cellules, nous avons essayé un
autre colorant qui est libre de pénétrer dans la cellule, qui réagit ensuite avec son
environnement interne et qui ne peut plus ressortir ensuite. Nous avons essayé le
colorant Celltracker”” Red CMTPX.

Ce colorant contient une fonction chlorométhyle qui réagit avec le fonction thiol
d’un peptide appelé glutathione présent en grande quantité dans la quasi-totalité
des cellules. Une fois qu’il a réagit avec ce peptide, il ne ressort plus de la cellule.
Le fluorochrome contenu dans la molécule de CellTracker' " a son maximum d’exci-
tation a la longueur d’onde de 577 nm (couleur jaune) et son maximum d’émission
se situe a une longueur d’onde de 602 nm (couleur rouge).

Le protocole d’utilisation de ce colorant est similaire & celui du FITC-dextran,
excepté que ce colorant doit étre utilisé dans un milieu neutre ne contenant ni
fonction amine ni fonction thiol pour éviter que le colorant ne réagisse avec ces
fonctions sous peine de ne plus pouvoir pénétrer a I'intérieur des cellules.

Pour les Chlamydomonas Reinhardtii, il a fallu trouver un milieu neutre car celui
recommandé par le fabricant du colorant (solution tampon phosphate saline) tuait
les algues. Le milieu de culture des algues contenant des groupes amines, il n’a pas
pu remplacer cette solution.

Nous avons trouvé dans la littérature [69] la composition d’un milieu sans nutri-
ment ni groupe amine qui ne tuait pas les algues.

Voici les étapes du protocole de marquage utilisé :

> Préparer la solution pour le marquage des cellules avec le colorant comme in-
diqué sur le protocole du fabricant. Nous avons testé une gamme de concen-
tration de marquage de 0,5 uM a 5 uM comme le conseillait le fabricant,
puisque nous souhaitions effectuer une expérience sur une durée relativement
courte, & savoir moins d’une journée.

Récupérer les cellules dans leur milieu de culture par centrifugation.

Resuspendre les cellules dans le milieu de marquage pendant une durée de

15 & 45 minutes en conditions de culture. Nous avons testé des durées de

marquage allant de 15 & 90 minutes, suivant la concentration en colorant

utilisée. Nous avons essayé de laisser incuber les cellules avec lumiére et sans

lumiére.

> Remplacer le milieu de marquage par du milieu de culture frais et laisser
incuber les cellules pendant une trentaine de minutes environ.

> (Centrifuger les cellules. Remplacer le milieu de culture par le milieu neutre
utilisé pour la préparation du milieu de marquage.

> (Centrifuger & nouveau les cellules et remplacer leur milieu par du milieu
neutre.

> Centrifuger les cellules et remplacer leur milieu par du milieu de culture frais.
Les cellules sont désormais marquées.

B
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Concentration | Durée du ¢ pendant le Cellules Btat des Signal de
en colorant marquage marquage marquées ) fluorescence
(uM) (min) (%) (%) fnarquees observé
0.5 15-30-60-90 0.2-1 0 - -
1 15-30-60-90 0.2-1 0 - -
2 15-30-60-90 0.2-1-2-20 ~ 10 mortes faible
3 15-30-60-90 0.2-1-2-20 ~ 10 mortes moyen
4 15-30 0.2-1-2-20 ~ 15 mortes fort
5t 15-30 0.2-1-2-20 15 mortes fort

TABLE IV.2. Jeu de parameétres testés pour le marquage des algues avec le colorant
fluorescent CellTracker’ Red CMTPX. Le signal de fluorescence a été observé avec
un objectif de grossissement x20 et d’ouverture numérique 0,45, une caméra Sensi-
cam QE (PCO) avec un temps d’exposition de 60 ms et avec une lampe X-Cite® 120
(Exfo) dont la puissance délivrée dans le domaine spectral d’excitation du colorant
CellTracker™ était de l'ordre de 10 mW & demi-puissance. La durée du temps de
marquage a joué essentiellement sur 'intensité du signal de fluorescence, mais peu
sur la fraction de cellules marquées.

Nous avons suivi le protocole indiqué par le fabricant et afin de trouver le meilleur
marquage possible, nous avons réalisé divers tests pour déterminer les parameétres
optimaux pour la réalisation du marquage. Nous avons fait des tests sur la durée
d’exposition des cellules au colorant, sur la concentration en colorant pendant le
marquage et méme sur la concentration en algues lors du marquage. Le tableau IV.2
récapitule les essais réalisés et les parameétres utilisés pour cela.

En synthese, lorsque la concentration en colorant dans le milieu de marquage est
supérieure a 2,5 uM, on obtient des cellules marquées en fluorescence. Le marquage
n’est pas tres efficace puisque seule une faible partie de la population est marquée
(environ une & deux sur dix). Le probléme majeur est que les cellules marquées
sont toutes immobiles. On aurait pu imaginer que les cellules aient pu perdre leurs
flagelles au cours du marquage (comme cela peut arriver par exemple lors d’un choc
acide) et qu’en quelques heures elles aient repoussé [25]. Aprés plusieurs heures, les
cellules étaient toujours immobiles, il est donc probable que le colorant les aient
tuées ou bien qu’elles étaient déja mortes au moment du marquage.

En conclusion, ce colorant n’a pas été utilisable pour notre étude puisque la faible
quantité de cellules marquées obtenue est morte.
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Chapitre V

Conclusion & perspectives

1 En résumé

Durant cette thése, nous avons étudié la dynamique de nage d’un micro-nageur
de type « puller », la micro-algue Chlamydomonas Reinhardtii. Pour cela, nous
avons mis en place un dispositif expérimental permettant le suivi des déplacements
de micro-objets en deux dimensions. Cette technique de suivi de particules cou-
plée & un dispositif d’imagerie optique n’étant pas spécifique aux objets que nous
avons utilisés, elle est réutilisable pour tout type de micro-objet visible en microsco-
pie optique. Nous avons tenté sans succés de marquer ces algues avec un colorant
fluorescent afin de pouvoir étudier leur dynamique dans un régime de haute frac-
tion volumique. Toutefois, en utilisant la fluorescence naturelle de ces objets, nous
avons pu étudier leur comportement dans des gammes de fraction volumique trés
intéressantes du point de vue de I'hydrodynamique.

Nous avons étudié au chapitre III la dynamique particuliére de ces micro-algues
avec notre dispositif lorsque les interactions entre elles étaient faibles. Les paramétres
caractéristiques de la nage ont été déterminés aux différentes échelles de temps
du mouvement, grace a l'utilisation de caméra rapide ou sensible et de plusieurs
objectifs de grossissements, ainsi que d’outils statistiques basés sur les trajectoires
des nageurs.

Les cellules évoluant dans un fluide a faible nombre de Reynolds, elles utilisent
pour se déplacer une stratégie de nage non-réciproque de type « mouvement de
brasse ». Elles avancent en tirant le fluide & I'avant de leur corps avec leurs deux
flagelles qu’elles raménent le long de leur corps dans un mouvement circulaire, puis
elles reculent d’une fraction de ce qu’elles ont avancé lorsqu’elles déroulent leurs
flagelles vers le haut de leur corps. Ce mouvement de nage en zigzags pratiqué a une
fréquence de l'ordre de la trentaine de Hertz, leur permet de déplacer leur corps a
une vitesse instantanée pendant un battement v, de I'ordre de 130 um -s=!. Ce mé-
canisme de déplacement conjugué a une légére asymétrie de forme entre les flagelles,
produit un mouvement hélicoidal le long d'un axe de déplacement moyen lorsqu’il
est observé a 1’échelle de la seconde, & une vitesse de translation v, de 'ordre de
50 um -s~! et a une fréquence de rotation 1/t; de l'ordre du Hertz. Apreés quelques
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rotations autour d’une direction de déplacement moyenne, ces cellules se réorientent
aléatoirement au bout d’un temps moyen ¢, & cause de la désynchronisation mo-
mentanée de leurs flagelles durant quelques battements, puis elles reprennent leur
dynamique de nage hélicoidale dans une nouvelle direction.

L’analyse du comportement de la cellule sous augmentation de la charge soumise
aux flagelles, a permis d’obtenir des informations sur les mécanismes biologiques
impliqués dans la nage. Ainsi, la force que la cellule déploie pour se déplacer reste
constante pour une viscosité du fluide porteur allant presque jusqu’au triple de
la viscosité du milieu de culture. La cellule n’adapte pas la force qu’elle applique
a ses flagelles pour conserver une vitesse de déplacement constante. Du point de
vue de lefficacité énergétique de ce type de mouvement, elle ne varie pas dans la
gamme de charge appliquée aux flagelles que nous avons étudiée. Ainsi, la forme des
flagelles au cours d’un mouvement de brasse ne semble pas modifiée par la viscosité
du milieu. En simplifiant & I’extréme le mécanisme de battement des flagelles, nous
avons estimé la friction exercée par les flagelles de la micro-algue sur le fluide. Les
dimensions des flagelles équivalents que nous avons obtenus pourront étre utilisés
pour la réalisation d’'un modéle simple de flagelle battant, en vue de mesurer le
champ de vitesse instantané généré autour du micro-organisme au cours de la nage.

En plus de 'indépendance de la force exercée par la cellule sur le fluide environ-
nant pour se déplacer, par rapport a la charge appliquée aux flagelles, nous avons vu
que le nombre de battements moyen pendant une rotation hélicoidale ne varie pas
non plus. L’asymétrie entre les deux flagelles au cours du battement responsable de
ce type de mouvement ne dépend donc pas de la viscosité du milieu dans la gamme
étudiée.

Une troisiéme constante du mécanisme de nage de ces algues est le nombre de
mouvements de zigzag séparant deux réorientations aléatoires. L’indépendance de
ce nombre par rapport a la viscosité semble indiquer que le mécanisme responsable
des réorientations n’est pas basé sur une horloge de temps absolue mais plutét sur
un nombre de battements. Cette observation est en contradiction avec I'idée que
le bruit thermique soit le principal facteur de ces événements. En revanche, il est
possible que des processus de nature bio-chimique soient en jeu. Polin et al. [52]
ont émis l'idée que la cellule pouvait controler elle-méme la différence de fréquence
de battement entre ses deux flagelles, pour passer d’'un mouvement hélicoidal & une
phase de réorientation. La nature du systéme permettant ce controle n’ayant pas été
élucidée, seul a été suggéré que ce systéme devait étre différent de celui régissant le
phototactisme. Dans le cas des réorientations aléatoires, Polin et al. ont mesuré que
le flagelle situé du coté de 1'oeil rudimentaire de 1'algue pouvait avoir une fréquence
de battement plus élevée que le flagelle situé de l'autre coté ou bien l'inverse. Ce
n’est pas le cas dans le régime phototactique. Le flagelle le plus proche du stigma
se comporte différemment de celui situé de 'autre coté en présence de stimulation
lumineuse. Notre observation suggére que le systéme qui déclenche les réorientations
aléatoires en ’absence de stimulation lumineuse externe, se base sur le nombre de
battements moyens que fait la cellule pour se déclencher plutét que sur une horloge
interne. Il s’agit d’'une premieére indication dans la quéte de la détermination de ce
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systéme de controle.

Aprés avoir caractérisé la dynamique individuelle de ces micro-nageurs, nous
avons étudié au chapitre IV les interactions entre les cellules en augmentant la frac-
tion volumique des suspensions étudiées par rapport au cas dilué vu au chapitre III.

Lorsque la suspension est suffisamment diluée, les temps de corrélation ainsi que
les longueurs de persistance de la dynamique évoqués plus haut ne dépendent pas de
la fraction volumique. Dans ce régime, ces temps et longueurs caractérisent la ma-
niére dont nagent ces micro-organismes. Leur indépendance a la distance moyenne
entre nageurs d indique que la nage des algues est seulement régie par leurs caracté-
ristiques biologiques et éventuellement par les stimuli extérieurs qu’elles recevraient.

De notre étude de la dépendance de ces parameétres de corrélation, nous avons pu
tirer une distance moyenne entre nageur caractéristique. Une transition a lieu lorsque
les grandeurs de corrélation augmentent brusquement en quittant le régime dilué.
La distance moyenne inter-nageurs correspondant & cette transition est de 'ordre
de sept diamétres de Chlamydomonas Reinhardtii, distance telle que les champs de
vitesse des cellules commencent juste & entrer en contact en moyenne. Cette valeur
particuliere de d couplée a I'augmentation brusque des paramétres de corrélation
suggeére 'existence de phénomeénes collectifs de nature constructive, générés par des
interactions hydrodynamiques entre nageurs. L’augmentation de la valeur du module
de vitesse le plus fréquent & partir de cette valeur de d supporte cette analyse.

Pour une fraction volumique supérieure a celle de la transition, les longueurs
de persistance commencent & décroitre linéairement avec la distance moyenne inter-
nageurs d jusqu’a tendre vers zéro. Ce type de comportement nous permet d’affirmer
que lorsque la fraction volumique augmente au dela de la transition, les interactions
entre nageurs ne peuvent étre expliquées par un simple modéle d’interaction par
chocs élastiques entre sphéres dures, pour lequel la longueur de persistance décroit
avec le cube de d.

Lorsque la distance d devient de 'ordre de quatre diamétres de Chlamydomonas
Reinhardtii, le module de vitesse le plus fréquent se met a décroitre, et suggére que les
interactions entre nageurs de nature stérique commencent a dominer la dynamique
de I'ensemble, et que les possibles phénoménes collectifs cessent peu & peu. Les
longueurs de persistance balistique mesurées dans la zone des distances moyennes
inter-nageurs inférieures a quatre diameétres de cellule étant trés proches de celles
du modéle des sphéres dures que nous avons utilisé conforte cette idée.

2 Perspectives

Pour aller plus loin dans I’étude de la dynamique de ces micro-nageurs, il reste
plusieurs points a éclaircir. Si l’on considére le cas particulier des micro-algues Chla-
mydomonas Reinhardtii, du point de vue de la dynamique individuelle de ces cellules,
on peut se poser la question de la raison d'une dynamique de nage aussi complexe.
Certaines hypothéses ont déja été avancées, comme par exemple 1'utilisation de ré-
orientations aléatoires pour fuir plus facilement les prédateurs ou encore pour amé-
liorer la recherche de sources de nourriture. Comme nous ’avons évoqué plus haut,
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le mécanisme de nage hélicoidal pourrait servir a faciliter la détection de sources
lumineuses en permettant a la cellule de balayer avec son oeil rudimentaire une plus
grande zone de l’espace qui I'entoure que si elle ne tournait pas sur elle méme en
avancant. La question du mécanisme de synchronisation des flagelles a été également
beaucoup abordée dans la littérature et a ce jour ’hypothése la plus plausible serait
que la synchronisation se fasse par les interactions hydrodynamiques entre les deux
flagelles battants [52]. I a été soulevé dans la littérature que ce couplage pourrait
s’accompagner d’'un mécanisme de synchronisation d’origine bio-chimique. La ma-
niére dont les flagelles se désynchronisent reste également une question ouverte a ce
jour. Une des pistes a privilégier se trouve du coté du mécanisme de battement des
flagelles. Contrairement aux flagelles des cellules procaryotes qui sont bien connues
aujourd’hui, la compréhension du fonctionnement des flagelles des cellules eucaryotes
continue de progresser. La détermination des processus biochimiques en jeu dans la
cellule au cours d’un battement devrait permettre de comprendre l'origine de la
désynchronisation.

Dans le domaine de 'hydrodynamique, la mesure du champ de vitesse instantané
généré par un type de micro-nageur a été réalisée récemment [22|. Des modéles numé-
riques reproduisant ce champ de vitesse instantané pourraient permettre d’étudier
plus en détail tous les aspects de la dynamique collective que nous avons évoqués
au chapitre IV. Ils pourraient notamment permettre de vérifier si la présence de
phénoménes collectifs chez les micro-nageurs de type « puller » est possible dans le
cas ou 'on tient compte de la nature fluctuante du champ de vitesse au cours du
temps. L’influence du champ de vitesse instantané sur les interactions entre nageurs
pourrait étre mesurée expérimentalement a partir de notre dispositif en utilisant une
caméra rapide comme celle utilisée pour I’étude des zigzags, ainsi qu’une lampe de
forte puissance. Cette lampe serait nécessaire pour obtenir une quantité de lumiére
suffisante a la formation d’images en fluorescence avec un temps d’acquisition de la
caméra treés court. Une souche de Chlamydomonas Reinhardtii non-phototactique
serait utile dans ce cas pour supporter les conditions lumineuses imposées par le
fort éclairement. Ces conditions sont nécessaires pour étudier la dynamique en mi-
lieu concentré a des petites échelles de temps devant la durée d’un battement de
flagelles.

Concernant la dynamique collective, la forme en hélice de la nage des micro-
algues Chlamydomonas Reinhardtii pourrait servir a la synchronisation de cellules
nageant dans un méme direction, par exemple dans une situation de phototactisme
dans une suspension de fraction volumique suffisamment élevée. Les flagelles des
bactéries en forme de spirale se synchronisent en tournant grace a 'interaction hy-
drodynamique, il est possible que cette forme de synchronisation existe également
chez les Chlamydomonas Reinhardtii.

Nous avons observé en situation de phototactisme négatif qu’il semblait y avoir
des phénomeénes collectifs dans une gamme de fraction volumique ou les interac-
tions hydrodynamiques sont importantes dans la dynamique des micro-algues. Il
serait intéressant d’effectuer des études complémentaires pour confirmer ou infirmer
I'existence de ces phénoménes collectifs et également de vérifier si le phototactisme
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négatif joue un role dans leur fonctionnement. Une étude similaire & celle que nous
avons menée au chapitre IV pourrait étre réalisée avec des mutants insensibles a
la lumiére pour voir si les effets que nous avons mis en évidence existent dans ces
conditions. La comparaison de ces phénoménes collectifs avec ceux observés chez les
micro-nageurs de type « pusher » pourrait permettre d’avancer dans la compréhen-
sion de la différence entre les propriétés rhéologiques de leurs suspensions. Forts des
observations que nous avons réalisées en absence d’écoulement, il serait intéressant
d’étudier 'effet d’un cisaillement imposé sur la dynamique des algues en conduisant
une étude similaire a celle menée pendant cette thése.
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