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PREAMBULE

Les annélides occupent une aire géographique considérable a I’ échelle de notre planéte. Ces
organismes retrouvés aussi bien dans les écosystémes terrestres que marins possedent souvent

du sang. Nous nous sommes principalement intéressés pendant cette thése a I'éude de
I’évolution moléculaire de la fonction de fixation du sulfure d hydrogene (H.S) par les
hémoglobines extracellulaires des annélides. Ce travail repose sur la description de la famille
multigénique codant les globines de Riftia pachyptila qui vit & proximité de sources
hydrothermales profondes riches en sulfure d'hydrogene. Les annélides exposées a de fortes
concentrations en H,S vivent dans des milieux que nous appellerons milieux réduits par

opposition aux milieux sans sulfure d hydrogene, dits oxydés. Nous retiendrons que la
globine est une protéine et que son association avec un groupement prosthétiqgue forme
I'hémoglobine. Enfin, nous avons utilisé la notion d’ adaptation moléculaire dans le sens d’ une
modification d’un ou de plusieurs acides aminés au sein d' une séquence codante, en réponse a
une ou des nouvelles contraintes évolutives.

Le premier chapitre montre que I'némoglobine est le principal support "historique™ qui a servi

a la définition des principaux concepts en évolution moléculaire. Il présente également les
différentes fonctiors de I'hémoglobine au sein des organismes vivants.

L e second chapitre présente Riftia pachyptila et son environnement, ainsi que les travaux déja
réalisés sur ses hémoglobines et leur capacité de liaison du sulfure d'hydrogéne.

Le troisiéme chapitre décrit la famille multigénique de Riftia pachyptila en faisant le paralléle
des résultats obtenus par la biologie moléculaire au cours de cette these et les précédents
résultats obtenus par spectrométrie de masse. |l replace également la famille multigénique des
globines de Riftia pachyptila au sein des autres familles multigéniques de globines
d'anndlides.

L'article présenté dans le quatriéme chapitre concerne lévolution moléculaire de la fonction

de liaison du sulfure d'’hydrogéne par la famille multigénique de Riftia pachyptila. Le
cinquiéme chapitre présente un deuxiéme article qui suggére que la fonction de fixation de
H,S a été perdue par les annélides des milieux sans sulfures.

Enfin, le sixiéme chapitre est compose d'une discussion et d'une conclusion générale suivies

de perspectives.
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Chapitre 1. Généralités sur I'némoglobine

Cette introduction générale met en évidence

des caracteres ancestraux et des innovations

Chapitre 1 : Généralité sur I"hémoglobine

chromists
alveolates

thodophytes

évolutives  propres aux hémoglobines
EUKARYOTA

flagellates

cyanobacteria

connues et analysées. Elle présente leur

histoire et décrit leur diversité au sein des

. . . I hic
trois grands domaines du vivant Archea, R 1

basal protists

Bacteria et Eucaryota (Woese et al. 1990 ;

figure ci-contre). Nous verrons que certaines

l'-,halophi]eﬁ lhermuphiles':

hémoglobines présentent des fonctions plut6t

marginales eues egard a la fonction
universelle de transporteur d'oxygéne (O,)

qui leur a été d'abord attribuée Les 3 domaines du vivant d'apres Woese (1990)

La finalité de ce travail est de pouvoir replacer a I'aide de concepts en évolution moléculaire,
dans un contexte évolutif, adaptatif et fonctionnel, une fonction originale des hémoglobines
extracellulaires d'annélides : la capacité de fixer et de transporter un composé toxique, le

sulfure d’hydrogene (H,S).

I. Définition, structure et fonction de I'hémoglobine

Le sang exerce une fonction respiratoire chez la plupart des animaux qui consiste
principalement a transporter I'oxygene jusqu'aux cellules. L'hémoglobine, la protéine
majoritaire du sang, est I'un des quatre transporteurs d'oxygeéne sélectionnés dans certaines
lignées évolutives. Ces quatre structures protéiques sont des métalloprotéines qui se
caractérisent par la présence d'un atome metallique directement impliqué dans la fixation de
I'O; et qui confere la couleur spécifique a leur sang. C'est pour cette raison que ces structures
ont été historiquement appelées pigments respiratoires. Trois classes de pigments respiratoires
ont été caractérisés : les pigments héminiques, les hemérythrines et les hémocyanines. Parmi
les pigments héminiques on trouve I'hémoglobine et la chlorocruorine. Ces pigments
respiratoires peuvent étre intracellulaires circulants (dans des cellules sanguines) ou
extracellulaires circulants (en solution dans le compartiment sanguin ou coelomique) ou

encore cytoplasmiques (dans les cellules de certains tissus) (Tableau 1).
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Pigments héminiques

Hémoglobine Chlorocruorine
Couleur : rouge ; Structure : protéine - porphyrine — fer Couleur : verte. Structure : protéine - porphyrine - fer
Intracellulaire : Extracellulaire :
Vertébrés, PM 68.000 Da Sabellidés, Serpulidés, Chlorhaemidés, Ampharetidés
Cyclostomes, PM 19-23.000 Da, PM 2.750.000 Da

Certains invertébrés. PM 23-36.000 Da
Extracellulaire :

Certains invertébrés. PM 1,5 a 3.000.000 Da
Cytoplasmique : Myoglobine. PM 17.000 Da

Hémérythrine

Couleur : rouge-violacé. Structure : protéine contenant du fer
Intracellulaire :
Sipunculiens, Priapulides, Brachiopodes, certains polychétes ; PM 108.000 Da

Hémocyanine

Couleur : bleue ; Structure : protéine contenant du cuivre
Extracellulaire :
Nombreux mollusques, crustacés et arthropodes ; PM 300.000 a 9.000.000 Da

Tableau 1. Noms et caractéristiques des quatre pigments respiratoires transporteurs d'oxygéne.

Nous considerons les hémoglobines et les chlorocruorines comme des protéines homologues
tel que Suzuki (1995) l'a précédemment suggéré. En effet, elles sont toutes les deux
composées par l'association d'une partie protéique, la globine, et d'une partie prosthétique,
I'neme. La globine est un polypeptide d'environ 150 acides aminés et posséde une structure
tridimensionnelle typique dite "globin-fold™ (une succession de 7 a 8 hélicesa) (fig. 1). Chez
ces deux pigments respiratoires I'origine évolutive de la partie protéique est manifestement la
méme (méme structure du gene (Dewilde et al. 2001), méme structure proteique (Suzuki et al.
1995), méme structure quaternaire (Weber et Vinogradov 2001), méme fonction). La seule
différence est la substitution d'un groupement vynil par un groupement aldéhyde de I'héme
qui confére la couleur verte pour les chlorocruorines (Weber et Vinogradov 2001).
Conventionnellement, on attribue aux hélices a des globines une lettre, de A a H, de
I'extrémité NH2-terminal vers I'extrémité COOH -terminal. Les segments inter-hélices portent
les lettres des deux heélices qu'ils séparent (AB pour le segment entre I'nélice A et I'hélice B).
NA et HC sont respectivement le segment qui précede la premiere et celui qui suit et la
derniére hélice. L'heme est une protoporphyrine a laquelle est liée par coordinence un atome
de fer ferreux (Fe**) & ses 4 azotes pyrroliques (fig.1). Le fer est aussi lié par une cinquiéme

liaison de coordinence a une histidine de I'hélice F (histidine proximale).
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Figure 1. A gauche : structure de la myoglobine du cachalot (Physeter catodon) avec le groupement
prosthétique (heme) en noir, et les hélices a représentées par des cylindres. Au centre : I'neme ou

protoporphyrine IX. A droite : annotation des hélices a représentées par des cylindres. L'héme est plan entre les
hélices E, F, G et H.

Chez I'homme, les mammiféres, de nombreux vertébrés et invertébres, la fonction
(académique) de I'némoglobine est de transporter I'oxygene en le fixant au niveau du fer de
I'neme (I'atome de fer se rapproche de I'histidine proximale et I'oxygéne s'interpose entre
I'atome de fer et I'histidine distale). Chez les vertébrés, a I'exception de la lamproie (poisson
cyclostome), les hémoglobines sont des tétrameres de 68.000 Da résultant de lI'association de
4 chaines polypeptidiques combinée chacune a un heme (fig. 2). Chez I'homme adulte, on
distingue deux chaines a et deux chaines 3. Chez les cyclostomes (poissons vertébrés sans
machoire) et certains invertébrés, il n'y aurait qu'une seule chaine polypeptidique.

On trouve également une hémoglobine de faible poids moléculaire (17.000 Da) avec une
seule chaine protéique dans les muscles de différentes espéces, vertébrés comme invertébrés :
la myoglobine, dont la fonction est de transporter et stocker I'oxygéne au niveau cellulaire.
L'affinité de I'hémoglobine pour lI'oxygene varie au sein d'un méme organisme. L'oxygeéne est
fixé avec une forte affinité dans I'organe qui se trouve a l'interface du milieu contenant
I'oxygene (air ou eau) et relargué grace a une diminution de I'affinité au niveaux des cellules,
pour servir majoritairement d'accepteur final d'électron. Cette affinité est étroitement régulée

par deux phénomenes majeurs connus: la coopérativité et I'effet Bohr.
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Figure 2. Structure quaternaire de I'hémoglobine tétramérique (2a et 23). Chaque sous unité est identifiée par

une couleur différente et possede un heme.

La majorité des organismes ont plusieurs chaines de globines et chacune est codée par des
genes differents. On parle donc de famille multigénique d'hémoglobines. Retenons que
I'émergence de ces familles s'explique par des duplications successives de genes au cours de
I'évolution des especes. La figure 3 représente la succession des diverses sous unités
d’hémoglobines au cours de I'évolution ontogénique de I'hnomme. Chez ce dernier, il existe
deux commutations (switch) lors des passages de la vie embryonnaire a la vie feetale, et de la

vie feetale & la vie adulte.
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La famille multigénique des hémoglobines humaines se compose de neuf genes de globine et

d'un gene de myoglobine (fig. 4 et fig. 5).

al phal K P 78
al pha2 K P 78
theta K P 78
zeta K c: 78
gannaA @ K: 83
gannaC @ K: 83
epsilon : C K 83
delta C K 83
beta : @ K 83
nyoglob : - L E 84
140 *
al phal NFEASYSTVET: R------ 142
al pha2 NHEASYSTVET. R------ 142
theta NFESHY| SARVSHY(R- - - - - - 142
zeta NFESV\/SSVATE(R- - - - - - 142
gannaA MY TAVASARS H------ 147
gannaC MY TGUASARS H------ 147
epsilon : NLIWWSAVAl ARAHIH- - - - - - 147
del ta CYAGUANABAHRIH- - - - - - 147
bet a : CWAGUANABAHNH- - - - - - o 147
nyogl ob : NAREL FRKOWASNMKELCFCC @ 154

Figure 4. Alignement multiple des globines constitutives des hémoglobines et de la myoglobine humaine

Les differentes hémoglobines (structure quaternaire) humaines sont constituées de plusieurs
chaines. Sur le chromosome 11, on trouve les genes des chaines B, YA, YG, 0 et €. Sur le
chromosome 16, on trouve les génes des chaines al, a2, ¢ et 6. Celui de la myoglobine se
trouve sur le chromosome 22. Les hémoglobines adultes sont de type HbA (plus de 95%)
formée de 2 chaines a et de 2 chaines (3 et type HbA2 formée de 2 chaines a et de 2 chaines
0. L'hémoglobine feetale HbF est formée de 2 chaines a et de 2 chaines y. Les hémoglobines
embryonnaires Gower 1, Gower 2, et Portland sont respectivement formées de 2 chaines C et

de 2 chaines €, de 2 chaines a et de 2 chaines €, de 2 chaines 0 et de 2 chainesy.

myog lobhine

Figure 5. Arbre phylogénétique de la famille multigénique des globines humaines obtenu par Neighbor Joining

(tous les nceuds ont une valeur de bootstrap supérieure a 95%)



Chapitre 1 : Généralité sur I"hémoglobine

I1. L'hémoglobine : une molécule au coceur de I'émergence des concepts en évolution

moléculaire

L'ere de I'évolution moléculaire en tant que discipline scientifique, a vraisemblablement
commencé a partir de travaux portant sur I'nemoglobine, protéine ubiquiste dans le monde
vivant. Sa diversité moléculaire au sein des organismes s'est rapidement révélée étre un miroir

de I'évolution et donc un modéle d'évolution moléculaire.

1. L'hémoglobine : marqueur évolutif et homologie moléculaire

Selon Jukes (2000) les premiers discours implicitement teintés d'évolution moléculaire
apparaissent au début du XX iéme siecle avec I'étude des hémoglobines de vertébres. Reichert
et Brown (1907, 1909) ont observe une divergence des propriétés cristallographiques des
hémoglobines, corrélée a la séparation taxonomique des animaux étudies. Les différences
ainsi mises en évidence étaient, a juste titre, associées aux propriétés des globines car les
cristaux d’hémes des différentes especes considérées étaient identiques.

Plus tard, I'é¢tude de l'origine et des causes moléculaires de I'anémie falciforme (Ingram 1956),
préecédemment identifiée comme maladie génétique (Pauling et al. 1949), a apporté la
premiére démonstration que la mutation d'un acide aminé au niveau du géne codant
I'némoglobine altérait les propriétés intrinseques de la protéine (remplacement d'un acide
glutamique par une valine) (Ingram 1957).

A cette époque, les techniques de "pré-séquencage™ de protéines qui donnaient un patron
approximatif dit "empreinte” de la protéine ont permis de révéler une variabilité des
hémoglobines au niveau moléculaire et de pointer des différences subtiles existant entre des
molécules pourtant homologues (fig. 6).

Le concept d'homologie moléculaire émerge peu a peu, et de fagon sous-jacente, I'idée de
parenté phylogénétique. Il est lui aussi basé, soit sur I'observation de variations de structures
d’hémoglobines ("empreintes” de digestion tryptique) en relation avec I'¢loignement
phylogénétique des organismes (Zuckerdandl et al. 1960), soit sur la comparaison des
structures primaires et tertiaires d'hémoglobines et de myoglobines (Watson et Kendrew
1961).
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Humain Requin Urechis caupo

Figure 6. Chromatographies de produits de digestion tryptique d’hémoglobines chez différents organismes qui

montrent que malgré des propriétés similaires, des différences au niveau moléculaire existent. D'aprés
Zuckerdandl et al. (1960)

Les études tridimensionnelles portant sur des cristaux de myoglobine (Kendrew et al. 1960) et
d'’hémoglobine (Perutz et al. 1960 ; fig.7) ont également fourni des arguments en faveur d'une
forte similitude structurale sans pour autant conclure a I'identité de ces structures. Ces travaux
soulignent que des mutations affectant le repliement de la protéine auraient été et seraient

fortement contre sélectionnées au cours de leur évolution (Ingram 1961).

»
¢

T

Figure 7. A droite : repliement de la structure tertiaire & 6-A de la myoglobine (Kendrew et al. 1960) Au centre

: orientation N-terminal — COOH-terminal de la chaine polypeptidique de la myoglobine déduite de la résolution

a2-A (Kendrew et al. 1960) A gauche : structure tertiare d'une chaine de globine (Perutz 1983)

Les travaux menés par Riggs (1959) sur l'augmentation de I'effet Bohr en fonction de
I'abondance de résidus cystéines dans les hémoglobines qu'il a étudiées, reposaient sur leur
capacité de fixation du mercure (qui permet une évaluation du nombre de groupement thiol
des cystéines) (fig. 8). Les resultats I'ont conduit a avancer, en terme d'adaptation moléculaire,

"qu'il est physiologiqguement avantageux pour un animal d'avoir un fort effet Bohr et que les
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mutants avec un grand nombre de cystéines (corrélées a cet effet) correctement placées dans

la molécule devraient étre sélectionnés".

=0 Bohr Effect 7
vs. H9**Binding
n Mammalian

Hemoglobins
=0 b eGuinea
eRabbit Pig

— = =

Alog Pyl ApH
T

— 04+

— 024+

Mercuric ions bound per mole of heemoglobin

Figure 8. Relation entre effet Bohr et quantité de mercure lié par I'némoglobine. D'aprés Riggs (1959)

A partir des annees 1960 et 1961 de plus en plus de séquences primaires, partielles ou
complétes d'hémoglobines commencent a étre disponibles (voir tableau 2, p. 215 dans
Zuckerdandl et Pauling (1962), Zuckerdandl (1965)) et les premiers scénarii évolutifs
apparaissent. L'acces croissant a l'information moléculaire permet ainsi de replacer bon

nombre de résultats dans un contexte évolutif et adaptatif.

2. L'hémoglobine : évolution par duplication des génes et diversification

La premiére suggestion (prophétique) d'évolution par duplication d'un gene ancestral suivie
par une évolution indépendante des genes dupliqués a été proposée par Itano (1957), pour
expliquer l'existence concomitante de la myoglobine et de I'hémoglobine. Il écrivait méme
gu'une deuxieme duplication serait a lI'origine de deux hémoglobines a et (3.

Pour décrire I'évolution des génes codant les hémoglobines humaines, Ingram (1961) avance
3 postulats : (i) la sélection ou I'elimination de ces genes en fonction de l'intensité de la
mutation au cours de I'évolution, (ii) la nécessité de la duplication et de I'évolution
indépendante des duplicats, (iii) une différence des taux évolutifs entre les genes dont les

polypeptides correspondant interagissent (o et 3 par exemple).



Chapitre 1 : Généralité sur I"hémoglobine

Les bases de I'évolution moléculaire sont ainsi jetées, car dans cet article synthétisant
I'avancée des connaissances moléculaires sur les hémoglobines, des concepts fondamentaux
commencent a étre discutés, a savoir, l'ancestralité des genes, I'nomologie, I'nomoplasie, les
pressions de sélection et les taux évolutifs ainsi que les mécanismes possibles d'innovation au
niveau du génome : la duplication et la translocation des génes. A ce titre, la famille
multigénique des hémoglobines humaines (fig. 9) est considérée comme un modele
d'évolution moléculaire car suspectée d'étre faconnée par des mécanismes moléculaires
géneraux. Ingram (1961) conclut, sans citer Itano qui était déja arrivé a ces conclusions,
qu'une unique protéine "myoglobine-like" est a I'origine des hémoglobines modernes.

L'historien des sciences de I'évolution moléculaire doit aussi rappeler que ces mémes concepts
fondamentaux publiés par Ingram en 1961, furent non seulement énoncés lors d'un séminaire
a l'universite de Dalhousie a Halifax en septembre 1960 par Zuckerkandl, mais étaient
également préts a étre publiés. Dans un article rétrospectif, Zuckerkandl (1972) écrit : "La
section relative a I'évolution des chaines d'hémoglobines et la duplication des genes en
général allait étre publiée en 1961, quand la parution du travail d'Ingram sur le méme sujet
faisait apparaitre cette publication comme un duplication inutile. Contrairement a la

duplication des genes, celle des papiers ne contribue pas a I'évolution”.

+ Myoglobin
a‘{
azT — ap -~ All Hb's
)’ZT- > Y, — Foetal Hp
Bz‘t B —- Adult Hp
S5 == Hb A,

Figure 9.Evolution des chaines d'hémoglobines selon Ingram (1961).

3. L'hémoglobine : horloge moléculaire, évolution moléculaire neutre et sélection

darwinienne positive

A la méme époque, I'étude de deux autres protéines, les cytochromes et le trypsinogene
conduisent & des concepts identiques (Margoliash 1963).
Dans "Divergence and convergence in proteins”, Zuckerdandl et Pauling (1965) introduisent

I'idée d'une horloge moléculaire basée sur I'évolution des polypeptides de globines, c'est-a-
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dire I'existence d'une apparente proportionnalité entre les remplacements d'acides aminés dans
une protéine et le temps de divergence des especes considérées. Pour étayer cette théorie, les
auteurs suggerent que " les substitutions d'acides aminés seraient limitées pratiquement a des

changements fonctionnellement presque neutre (nearly neutral changes) ".

Ces considérations nouvelles qui introduisent la notion d'un effet neutre ou sélectif des
mutations, mitigent avant I'heure, comme une mise en garde, les débats qui opposeront les
neutralistes et les sélectionnistes a partir de 1970.

La description de la double hélice d’ADN (Watson et Crick 1953) et les travaux de Nirenberg
et al. (1965) sur la caractérisation du code génetique vont permettre de progresser dans la
compréhension fine des mutations, d'abord observées au niveau des polypeptides, et de
décrire plus précisement les fréquences de mutations et les pas évolutifs probables qui
séparent des protéines homologues, notamment a partir de I'étude des hémoglobines
anormales (Beale et Lehmann 1965 ; Vogel et Réhrborn 1966). Les premiéres matrices de
substitutions basées sur le code génétique apparaissent, et visent a la fois a perfectionner la
détection des homologies moléculaires et a mieux comprendre l'impact des mutations
nucléiques au sein des protéines (Fitch 1966, Fitch 1967).

Toutes ces nouvelles donnees vont permettre les premieres reconstructions phylogénétiques
assistées par ordinateur (Fitch et Margoliash 1967). Dans un souci d'obtenir des phylogénies
cohérentes Fitch (1970) clarifie le concept d'homologie en introduisant les termes d'orthologie
et de paralogie (en prenant I'exemple des hémoglobines a et (). Il énonce la regle
fondamentale selon laquelle c'est I'histoire des genes apparus par spéciation, les génes
orthologues, qui reflete I'histoire des especes et non celle des génes paralogues, qui traduit
I'émergence d'une famille multigénique.

D'autre part, en se basant sur des calculs de taux évolutifs obtenus a partir de séquences
d'’hémoglobines et de cytochrome ¢, Kimura (1968) considére que les mutations produites par
remplacement d'un nucléotide sont beaucoup trop fréquentes pour ne pas altérer le génome
des espéces de mammifeéres : selon lui, les mutations sont pratiquement sélectivement neutres
et la force évolutive qui prévaut sur la structuration génétique des populations biologiques est
la dérive génétique.

A partir d'arguments d'ordre fonctionnel basés sur I'observation des hémoglobines et d'autres
protéines, King et Jukes (1969) adherent a la théorie neutraliste dans un article au titre
provocateur " Non-Darwinian evolution ". Jukes (2000) aurait préféré a posteriori, le titre de
"Non-adaptative evolution " pour renforcer I'idée que les mutations qui s'accumulent au sein

des protéines au cours de I'évolution ne sont pas toutes éliminées par la sélection naturelle. I

10
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précise aussi que "la plupart des protéines contiennent des régions ou les substitutions d'acides
aminés ne produisent pas de changements sensibles dans la fonction de la protéine” : ceci
suggere une pression évolutive plus subtile oscillant entre sélection et évolution neutre.

Toujours a propos des hémoglobines prises comme modele d'évolution moléculaire, un débat
assez virulent va opposer Goodman (Goodman et al. 1971 ; Goodman et al. 1975) et Kimura
(1981) sur : (i) l'accélération du taux de substitution des acides aminés au sein des globines
de vertébrés et (ii) sur l'interprétation de cette accélération traduite par Goodman comme de
la sélection darwinienne positive en tant que processus adaptatif lié a l'acquisition de
nouvelles fonctions aprés duplication. A cet égard, Kimura préne un relachement des
contraintes sélectives qui permet de révéeler un polymorphisme par I'existence de mutants

devenus sélectivement neutres et donc mimant un effet d'accumulation de mutations.

Le débat sélectionniste-neutraliste, qui est en fait une controverse conceptuelle, a permis de
générer de nombreux travaux sur les familles multigéniques, dont celles des hémoglobines, et
a ouvert le débat sur l'innovation et I'adaptation moléculaire liées aux étapes suivant
immeédiatement un évenement de duplication. Ce débat a été progressivement attenué par les
travaux, majoritairement théoriques d'Ohta qui a éelaboré la théorie "presque neutre” de
I'évolution dans laquelle la dérive génétique et la sélection agissent, mais a des moments
différents. Ohta (1988) maintient que la sélection Darwinienne positive est nécessaire pour
obtenir de nouveaux genes avec des fonctions différentes aprés duplication, alors que les
genes dont la fonction a été fixée depuis longtemps évoluent majoritairement par la derive
génétique. Cette théorie plutdt unificatrice est confortée par les données moléculaires de plus
en plus nombreuses dont certaines sont issues de travaux sur les hémoglobines (Fitch et al.
1991). Elle a pratiqguement réconcilié les détracteurs de I'une ou l'autre des théories (Ohta
1993 ; Ohta 1994). Aujourd'hui, la seélection darwinienne positive qui opére apres un
évenement de duplication, bien qu'elle soit techniquement et conceptuellement difficile a
démontrer, est de plus en plus invogquée et caractérisée (Chapitre 5 et 6). Elle est considérée
comme un moteur évolutif puissant de I'évolution des génomes et de I'acquisition de nouvelles
fonctions ou sub-fonctionnalités par I'accumulation de substitutions non-synonymes (qui
changent la nature des acides aminés) par rapport aux substitutions synonymes. La détection
d'événements d'adaptation moléculaire est réalisée par des méthodes statistiques qui reposent
sur des algorithmes de maximum de vraisemblance et des probabilités bayesiennes (Yang et

Bielawski 2000). Ces différents modeles sont décrits dans le chapitre 4.

11
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I11. Evolution des hémoglobines : structure des génes et I'histoire des hémoglobines

Evolutionary History Written in Globin Genes

Science,

vol.214, Genes that duplicate, jump, and diverge: these are the
Octobre1 981 key elements in the evolution of globin gene clusters

(Lewin 1981)

Parce qu'elle est abondante et facilement purifiable, que l'on a également identifie des
pathologies et des mutations correspondantes, I'hémoglobine a été une protéine de choix et un
modele pour la compréhension des mécanismes moléculaires. Elle est au cceur des premiers
travaux sur les relations existant entre structure des génes (exons et introns), domaines

fonctionnels et fonction de la proteine.

1. Relation entre la structure des génes et les domaines protéiques

La découverte de I'existence de séquences non codantes (introns) insérées entre les sequences
codantes (exons) d'un gene, en d'autres termes, la mise en évidence de la structure en
mosaique des geénes d'eucaryotes, a soulevé des questions en termes de relation entre la
structure du géne et la fonction de la protéine. L'hnémoglobine humaine et celle de certains
vertébrés dont les deux introns avaient été localisés et dénombrés (voir références dans Craik
et al. (1980)) a servi de modele pour tester I'nypothese de Gilbert (1978) selon laquelle les
exons correspondent a des domaines fonctionnels de la protéine. Implicitement, il suggérait
que la fonctionnalité d'une protéine s'explique par une synergie de propriétés intrinseques
portées par différents domaines de la protéine.

Fondée sur les travaux qui avaient montré la présence de I'histidine proximale dans I'exon
central, son hypothese prédisait que I'exon central de la globine devait fixer spécifiguement
I'neme. En isolant le polypeptide correspondant a I'exon central, Craik et al (1980) ont
démontré et confirmé sa capacité a lier le groupement prosthétique.

Cependant, la poursuite des expériences de Craik et al (1981) sur la capacité du seul exon
central & lier réversiblement I'oxygéne a montré que le seul second exon était trop court et
gu'un repliement incomplet du polypeptide ne permettait pas de restaurer la fonction de

liaison de I'oxygeéne.

12
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2. Position des introns : margueur de I'évolution des génes codant I'hémoglobine

En cherchant une éventuelle correspondance entre les exons et des unités structurales de
I'némoglobine, Go (1981) a prédit que I'exon central devait étre le resultat de la fusion de
deux exons, avec la perte d'un intron. Cette remarquable prédiction fut confirmée par la
description d'un intron supplémentaire aux positions attendues dans le gene codant la
leghémoglobine des plantes Iégumineuses comme le soja (Jensen et al. 1981) puis dans le
géne codant I'némoglobine de plantes non-légumineuses (Bogusz et al. 1988). Plus tard, la
découverte de ces deux genes dans le méme génome de ces plantes (Andersson et al. 1996 ;
Trevaskis et al. 1997) a renforcé I'idée d'une hémoglobine ancestrale aux hémoglobines et aux
leghémoglobines.

Ces travaux portant sur la localisation des introns et sur la correspondance entre exons et
unités structurales fonctionnelles, ont suggéré I'existence d'un gene ancestral d’hémoglobine
présentant le méme motif tridimensionnel (le globin-fold) commun aux plantes et aux
animaux (Hardison 1996).

Les génes d'hémoglobines sont retrouvés chez de nombreuses espéces appartenant a des phyla
eucaryotiques différents et contiennent majoritairement deux introns au niveau des hélices B
et G. Dans la famille des hémoglobines d'arthropodes la position et le nombre d'introns peut
varier (Dewilde et al. 1998a, Burmester et Hankeln 1999 ; fig. 10). En fait, de nombreux
travaux ont montré que la diversité dans le nombre et la position des introns pouvait étre
attribuée a des insertions aléatoires de type transposition : la perte des introns, les positions
différentes ou l'insertion de nouveau introns sont autant d'arguments qui démontrent la
mobilité des introns (“intron sliding").

Ces cas de figure semblent rapprocher les deux théories opposées sur l'origine des introns :
I' "intron early theory" selon laquelle les introns auraient été utilisés pour assembler les
premiers genes, et I' "intron late theory" selon laquelle les introns auraient été ajoutés au cours
de I'évolution pour scinder les genes continus originaux (Gilbert et al. 1997).

La présence d'un troisieme intron (central) dans I'hélice E, (en plus des deux autres conserves

dans les hélices B et G) dans le géne de la globine du nématode Pseudoterranova sp, en

position similaire (mais pas identique) a celui trouve chez les plantes, renforce un peu plus
I'nypothése d'un gene d'hémoglobine ancestral commun entre les plantes et les animaux, avant

leur divergence il y a 1500 millions d'années (Hardison 1996).
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Figure 10. Diversité des positions d'insertion des introns dans la famille des hémoglobines. B12.2 : intron dans
le codon 12 en phase 2 (aprés la seconde base) de I'hélice B. G7.0 intron inséré entre le codon 6 et 7 de I'hélice
G. Colonne 1 : présence (+) ou absence (-) d'une séquence d'adressage dans le géne considéré. Pc? : intron

précédent la séquence codante. D'aprés Dewilde et al (1998a)

3. Les hémoglobines sont membres d'une superfamille

On rassemble dans une superfamille des protéines qui présentent certaines similitudes d'ordre
fonctionnel et structural. Un exemple assez bien connu, la superfamille des hémocyanines
d'arthropodes, composée des phénoloxydases d'arthropodes  (tyrosinases), des
pseudohemocyanines de crustacés (cryptocyanines) et des hexamérines d'insectes, montre
que des familles de protéines ont pu évoluer a partir de familles pré-existantes. En effet, il a
été avancé que les hémocyanines d'arthropodes auraient émergeées a partir des phénoloxydases
(Burmester 2001).

Les hémoglobines seraient, elles aussi, membres d'une superfamille.

Lors des travaux portant sur la fonctionnalité singuliere des peptides codés par les exons, le
deuxieme exon de I'hémoglobine, privé de ses exons flanquants a montré un spectre
d'absorption comparable a ceux des cytochromes ainsi qu'un cycle de réduction et ré-
oxydation similaire avec un traitement alternatif dithionite / oxygéne moléculaire (Craik et al.

1981).

14



Chapitre 1 : Généralité sur I"hémoglobine

La nature et la distribution spatiale des résidus de la globine en contact avec I'heme
correspondent a celles trouvées chez plusieurs types de cytochromes b. Cette observation a
permis a ces auteurs de suggérer que l'exon central pouvait étre une unité évolutive ancienne
commune, codant pour une structure plus universelle d'une hémoprotéine ancestrale, de type
"heme binding" ou plus généralement "porphyrin binding”. A partir de travaux basés sur la
comparaison de séquences primaires de globines et de cytochromes de type b, Runnegar
(1984) a propose que les globines dériveraient de ces mémes protéines. Ainsi les génes codant
les globines pourraient résulter de I'addition de deux exons flanquants (exon 1 et exon 3
modernes), a partir d'un exon codant pour un peptide fixant I'neme commun aux cytochromes
et aux globines (Holland et Blake 1987, fig. 11). Cette adaptation aurait permis des conditions
structurales conférant la capacité de lier réversiblement I'oxygene, ce qui n'est pas possible
avec le produit de I'exon central seul (cf ci-dessus Craik et al. 1981). Des travaux portant sur
les phycocyanines, protéines des phycobilisomes, complexes protéiques destines a la capture
des photons que I'on trouve chez les cyanobactéries et les algues rouges, montrent qu'elles
auraient un ancétre commun avec les hémoglobines. Sur la base d'études tridimensionnelles,
ces deux familles de molécules montrent une méme organisation spatiale dans leur repliement
(Schirmer et al. 1985 ; Pastore et Lesk 1990).

Figure 11
Les sous-unités fonctionnelles

(exons) de I'némoglobine et leur

position spatiale par rapport au

groupement prosthétique. D'aprés
Holland et Blake (1987) EXON 3 EXON 1

La dehaloperoxidase est une enzyme isolée d'un polychete térébellidé, Amphitrite ornata. Elle
dégrade des composés halogénés répulsifs et toxiques émis par d'autres polychetes, dans le
cadre d'une "guerre chimique" territoriale. Cette peroxydase a également une poche
héminique et une histidine proximale, comme les globines et les cytochromes. De plus le
cristal de cette enzyme a un repliement typique du "globin fold" (LaCount et al. 2000). Selon
les auteurs, la déhaloperoxidase aurait évolué a partir d'un transporteur d'oxygéne, de type
hémoglobine.

L'ensemble de ces travaux suggere qu'une superfamille aurait émergé a partir d'une
hémoprotéine ancestrale en se diversifiant et donnant des lignées moléculaires avec des

caractéristiques fonctionnelles divergentes tout en gardant une unité fonctionnelle
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fondamentale de type "globin fold —like" capable de fixer une structure linéaire tétrapyrolique
héminique ou dérivée de I'héme.

Retenons toutefois, qu'il est nécessaire de connaitre un plus grand nombre de structures et/ou
d'avoir recours a des analyses trés fines de phylogénie moléculaire, pour s'affranchir
complétement de la question de la possible convergence évolutive de ces protéines comme le
montrent les travaux sur l'indoléamine "dioxygénase-like myoglobin" une enzyme a héme
dégradant le tryptophane, chez le mollusque Sulculus diversicolor (Suzuki et al. 1996). Aprés
la perte ou l'altération du gene codant la myoglobine de Sulculus diversicolor, l'activité
enzymatique originale de l'indoléamine dioxygénase aurait été modifiée en faveur de la

fixation de I'oxygéne par des mutations dans ou proches de la poche de I'néme.

4. Hémoglobines tronquées

Il faut aujourd'hui, dans la classification des hémoglobines, prendre en compte une famille
émergente d’hémoglobines, longtemps ignorées car présentes a de trés faibles concentrations
chez de nombreux organismes, les hémoglobines tronquees. Elles n'ont pas été trouvées chez
les métazoaires et les archéobacteries et ne sont présentent que chez les eubactéries, les
plantes, les protozoaires et les algues (Wittenberg et al. 2002). La présence simultanée
d’hémoglobines tronquées chez Mycobactérium avium (Gram positive) et Methyloccocus
capsulatus (protéobactérie), indique que différentes lignées d’hémoglobines tronquées ont
divergé d'un ancétre commun avant la séparation des lignées majeures de procaryotes. Ces
hémoglobines un peu particuliéres, plus courtes de 20 a 40 acides aminés, dont on connait
maintenant la structure 3D, ont une organisation structurale dite "two-over-two" (deux hélices
alpha faisant face a deux autres) alors que les hémoglobines classiques préesentent un

repliement de type "three-over-three" (Pesce et al. 2000, fig. 12).

Figure 12

A gauche : repliement "three-
over-three" classique. Les
hélices a 1, 2 et 3 font face
aux hélices a 4,5 et 6.

A droite : repliement "two-
over-two"des hémoglobines
tronquées. Les hélices a 1 et
2 font face aux hélices a 3 et
4.
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5. Hexacoordination et pentacoordination des hémoglobines

Avec les hémoglobines récemment caractérisées, une distinction supplémentaire d'ordre
structural et fonctionnel apparait : on parle dans de pentacoordination dans le cas des
hémoglobines au sein desquelles I'atome de fer en absence du ligand est stabilisé au centre du
noyau tetrapyrolique par 5 interactions de type électrostatique, et d'hexacoordination (fig 13)
pour les hémoglobines qui utilisent un acide aminé supplémentaire pour stabiliser I'atome de
fer.

Cette différence permet d'expliquer des fonctions atypiques des hemoglobines
"hexacoordinées™ qui sont capables d'affinités plus fortes et plus rapides pour leur ligand. En
effet, le déplacement intramoléculaire de la chaine latérale d'un acide aminé pour libérer le
site de fixation d'un ligand a des consequences sur les vitesses de fixation. Les mouvements
moléculaires sous-jacents agiraient dans la régulation de fixation du ligand dans certaines
conditions physiologiques. Des mécanismes récemment identifiés, plus subtils, devraient
également permettre de décrire d'autres procédés moléculaires de fixation des ligands qui
reposent sur I'état énergétique des atomes : les conformations "low spin hexacoordinate” et

"high spin hexacoordinate” (Couture et al. 1999a).

Figure 13. Etat de coordination de I'néme. d/ 4

A, pentacoordination : seule I'histidine

proximale stabilise le fer

B, hexacoordination : les deux histidines
proximale et distale coordonnent le fer.
D'aprés Trent et Hargrove (2002)

1V. L'hémoglobine dans les régnes du vivant

Dans la famille des hémoglobines, au sein de cette lignée moléculaire qui a été tres tot décrite
comme un pigment respiratoire liant réversiblement, stockant et transportant I'oxygéne, la
découverte d'hémoglobines aux fonctions originales, dans des organismes procaryotes et
eucaryotes a montré que cette molécule était capable de fonctions moléculaires différentes et
inattendues. Ces fonctions cryptiques ont été dévoilées grace a la résolution croissante des

appareils de mesures et a I'amélioration des techniques d'analyses. Ces découvertes détronent
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la fonction universelle unique tres tot attribuée aux hémoglobines, celle de transporter
I'oxygene. De plus en plus, des hémoglobines putatives ("hémoglobin-like™) ont été d'abord
identifiées in silico, puis séquencées (Kaneko et al. 1996 ; Burmester et Hankeln 1999). Leur
présence dans le genome, dans le transcriptome, leur expression et leur fonctionnalité attestent
qu'elles ont été retenues par le crible de la sélection naturelle. Bien que leur fonction exacte
n‘ait pas toujours pu étre identifiée, I'ensemble des travaux suivants montre combien une
lignée moléculaire a pu étre recrutée pour différentes fonctions dans des lignées évolutives
aussi eloignées que des bacteries, des archéobactéries, des champignons, des plantes ou des
animaux. Les exemples suivants, qui ne sont pas exhaustifs, illustrent la diversité
fonctionnelle et parfois structurale des hémoglobines. Ils révelent qu'une classification par
type de fonction ne convient pas forcément. Nous décrirons ainsi la diversité des
hémoglobines au sein des groupes suivants : plantes, bactéries et levures, algues, protozoaires,

humaines et mammiferes, puis invertébrés.

1. Hémoglobines des levures et bactéries

Chez les levures, dont Saccharomyces cerevisiae, et certaines eubactéries dont Escherichia
coli, les hémoglobines décrites ont en plus d'un domaine NHy-terminal contenant un heme et
un "globin-fold", un domaine COOH-terminal & co-enzyme FAD ou NADP", ce dernier étant

structurellement proche des réductases (fig. 14).

Figure 14.

eutrophus : hémoglobine

chimérique. Le "globin fold",
marine (hélices a), et le domaine

[B) et vert clair (hélices a et
feuillets 3) avec au centre le
groupement FAD. (Structure 3D
de la flavohémoglobine de
Alcaligenes eutrophus n®
accession 1CQX)
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Ces hémoglobines sont appelées flavohemoglobines (Zhu et Riggs 1992). Elles ont été I'objet
de nombreux travaux et semblent principalement avoir une fonction enzymatique de
détoxication de la forme radicalaire du monoxyde d'azote (en formant des nitrates, NO3) et
participent ainsi a la gestion du stress oxydatif en tant qu'oxyde nitrique dioxygénase
(Gardner et al. 1998 ; Poole et Hughes 2000). Récemment, il a été montré que la partie
globine de cette molécule chimérique présente un site catalytique peroxidase-like suggérant
que I'neme serait davantage impliqué dans la fixation d'especes radicalaires de I'oxygéne que
dans le transport d'oxygene.

Un autre type d'hémoglobine a été identifié chez la bactérie Vitreoscilla stercoraria. Elle
differe des autres hémoglobines bactériennes, car elle ne posséde pas de cofacteurs rédox
(domaine & flavines comme dans lI'exemple ci-dessus). Le domaine fixant I'néme partage
jusgqu'a 56 % d'identité avec le domaine de fixation de I'néme des flavohémoglobines. Le réle
de ces hémoglobines serait de faciliter la diffusion de I'oxygene jusqu'aux cytochromes
oxydases (Tarricone et al. 1997), car leur surexpression dans Escherichia coli en conditions
hypoxiques permet une croissance plus rapide et des cultures plus denses que celles obtenues
avec les souches sauvages.

La bactérie filamenteuse actinomycete fixatrice d'azote atmosphérique et formant des nodules
avec certaines plantes (lI'aulne, Alnus sp) posseéde également une hémoglobine qui a pu étre
caractérisée (sans étre séquencée). Ses caractéristiques spectrales, de constante d'association
et de dissociation permettent de la rapprocher des hémoglobines tronquées (Tjepkema et al.
2002).

Chez l'archaébactérie Halobacterium salinarum, une protéine chimérique 'myoglobin-like'
posséde un domaine N-terminal de type globin-fold avec un héme et un domaine C-terminal
de type MCP (methyl-accepting chemotaxis proteins). Les travaux portant sur cette
hémoglobine (Hou et al. 2000) suggérent que la fixation de I'oxygéne sur I'hneme entraine un
changement structural qui interfére avec le domaine MCP impliqué dans la reconnaissance de
signaux intracellulaires, et permettrait ainsi a ces bactéries de s'orienter en fonction de
I'abondance de I'oxygéne, et peut-étre d'autres gaz dans le milieu (fig 15). Ce chimiotactisme,
et particulierement cet aérotactisme, a également été retrouvé chez le bacille Bacillus
halodurans qui possede une protéine similaire de type "globin-coupled oxygen sensor” (Hou
et al. 2001a ; Hou et al. 2001b).

Fréquemment, les hémoglobines tronquées et les flavohémoglobines sont co-exprimées au
sein de la méme bactérie, suggérant des fonctions spécifiques pour chacune d'elles
(Wittenberg et al. 2002).
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SENSOR DOMAIN
WITH HEME

Figure 15.
Représentation schématique
des hémoglobines 2 HIERRESICH
bactériennes impliquées dans - VARIABLE
la reconnaissance du niveau ngﬁmg
d'oxygéne dans le milieu.
D'aprées Hou et al. (2001b) l

SIGNALING PATHWAYS

Chez des bactéries pathogénes comme Mycobacterium tuberculosis I'némoglobine tronquée
servirait a protéger le bacille contre les émissions de formes radicalaires du monoxyde d'azote
émis par les macrophages pendant les réactions immunitaires en transformant NO en nitrate
(Couture et al. 1999b).

Chez les cyanobacteries, dont I'activité photosynthétique serait & I'origine de la modification
de l'atmosphere il y a entre 3,5 et 2 milliard d'années (Schopf et Walter 1982), des
hémoprotéines de la famille des hémoglobines, les cyanoglobines sont synthétisées. Chez
Nostoc commune, une cyanobactérie fixatrice d'azote atmosphérique, le role des
cyanoglobines qui sont des hémoglobines tronquées, serait de chélater I'oxygene pour
protéger l'activité enzymatique des nitrogénases (Potts et al. 1992). La localisation des
cyanoglobines sur la face cytosolique de la membrane cellulaire suggere que ces
hémoglobines présentent l'oxygene a un complexe de type cytochrome oxydase. D'autres
cyanobactéries telles que Synechocystis sp possédent également des cyanoglobines dont les
fonctions n'ont pas encore été identifiées. La cyanoglobine hexacoordinée de Synechocystis sp

confere un site de fixation du ligand (O,) extrémement réactif (Hvitved et al. 2001).

2. Hémoglobines des plantes supérieures

Les hémoglobines des nodules de plantes symbiotiques permettent a la fois de fournir les
bactéroides en oxygéne qui a partir duquel ils produisent de I'ATP pour la nitrogénase. Cette
liaison de lI'oxygéne permet de maintenir une pression partielle faible en oxygéne pour ne pas
inhiber l'activité enzymatique de la nitrogénase (Appleby 1992). Les hémoglobines de plantes
non symbiotiques sont hexacoordonnées (Arredondo-Peter et al. 1998) et ont probablement un

réle de diffusion de I'oxygene dans les tissus. Elles sont exprimées dans differents tissus de la
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plante, pendant la germination également, et vraisemblablement dans des tissus en
croissance, en intense besoin d'énergie (Sowa et al. 1999).

De récents travaux ont montré la présence d'hémoglobines tronquées chez les plantes
(angiospermes et bryophytes). Elles présentent un domaine central similaire aux
hémoglobines tronquées déja identifiees et ont un état transitoire d'héxacoordination qui
revient a un état de pentacoordination aprées déoxygénation. Ces caractéristiques laissent
présager des fonctions spécifiques qui n‘ont pas encore été décrites (Watts et al. 2001).

3. Hémoglobines des algues

Chez Il'algue verte unicellulaire Chlamydomonas eugametos trois hémoglobines co-existent,
deux "traditionnelles™ et une tronquée. Les deux hémoglobines non tronquées sont exprimeées
par le génome nucléaire et adressées dans le chloroplaste. Pour I'une delles, différentes
conditions de pH ont révélé différentes formes d'état de coordination (4, 5 et 6-coordinations)
pH-dépendant (Couture et al. 1999a), mais pour l'instant les fonctions biologiques
correspondantes n‘ont pas encore été élucidées. L'hémoglobine tronquée est aussi exprimée a
partir du génome nucléaire, en réponse a l'activation de la photosynthése. Sa localisation apres
exportation, prés des thylacoides dans le chloroplaste, suggére qu'elle est impliquée dans des
transferts d'électrons (Couture et al. 1994).

4. Hémoglobines de protozoaires ciliés

Des protozoaires unicellulaires possedent également des hémoglobines dont les fonctions
biologiques ne sont pas encore connues. Les hémoglobines du thermophile Tetrahymena
pyriformis (lwaasa et al. 1989) et Paramecium caudatum (lwaasa et al. 1990) ont été

séguencées et présentent elles aussi un état d'hexacoordination.

5. H&moglobines de vertébrés, de mammiferes et de I'homme

La famille multigénique des hémoglobines humaines a été la premiére a étre caractérisée, en
termes de nombre de genes, de localisation chromosomique, de lieu de synthese, de
succession et d'expression au cours du développement (Chapitre 1, 1). Le role de transporteur

d'oxygene a été rapidement élevé au rang de fonction universelle des hémoglobines car ce
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pigment et ses principales caractéristiques ont été retrouves chez les autres mammiféres et
tous les vertébres.

Pourtant, la description d'hémoglobines ayant des fonctions différentes ne manque pas. Des
hémoglobines humaines et de vertébrés possedant des fonctions nouvellement découvertes

sont présentées ci-dessous.

a. Fixation du monoxyde d'azote (NO)

Les sous-unités 3 de I'némoglobine humaine, de tous les mammiféres et de la plupart des
vertébrés possédent une cystéine (cys393) avec un groupement thiol hautement réactif, dont la
fonction est restée longtemps inconnue. Il a été montré chez les mammiferes que cette
cystéine fixe le monoxyde d'azote et forme de la S-nitrosohemoglobine (SNO-Hb) dans les
globules rouges au niveau des poumons. Pendant le trajet artériel et veineux, le monoxyde
d'azote est relargué et joue un role au niveau du contrdle de la pression artérielle (Jia et al.
1996). Les travaux qui portent sur le monoxyde d'azote et I'nemoglobine ont conduit a un
nouveau paradigme sur la fonction de I'hémoglobine chez les mammiféres, les oiseaux et
poissons et de nombreux vertébrés. Comme le soulignent Durner et al (1999), "Ces nouvelles
observations ont conduit a la révision de notre compréhension du cycle respiratoire, et a y
inclure un troisieme gaz, le monoxyde d'azote. Dans leur forme dé-oxygénée, les érythrocytes
passent dans les capillaires et transportent NO fixé sur I'neme, ainsi que le CO,. Dans les
poumons, I'némoglobine subit un changement allostérique de T vers R qui est couplé avec le
transfert de NO de I'neme a la cystéine 93. La S-nitroso-oxyhémoglobine (avec NO lié au
groupement thiol et O, sur I'néme) entre ensuite dans le circuit artériel. Exposé a de basse
tension en O,, la transition de I'état R vers I'état T relargue NO qui dilate les vaisseaux
sanguins et facilite le relarguage de O, "'. Ce mécanisme est illustré dans la figure 16.

Le cycle SNO-hémoglobine tel qu'il est décrit ci-dessous, a également été montré au niveau
de la circulation feetale.

A la question : " Est-ce que le nouveau paradigme du cycle SNO-hémoglobine devient
obsolete avec des hémoglobines sans cystéine en position 393 ? La réponse est non ! En effet,
de récents travaux sur le poisson perciforme Leiostomus xanthurus montrent que la cystéine

fixatrice de NO n'a pas besoin d'étre en position 93 (Bonaventura et Lance 2001).
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Figure 16. Le schéma (didactique et révisé) du transport de I'oxygéne ou interagissent O,, CO, et NO. D'aprés

Bonaventura et Lance (2001).

b. Autres fonctions

Des travaux sur des cellules hépatiques humaines par une approche protéomique, ont permis
de seéquencer une hémoprotéine qui a une activité enzymatique de type peroxydase et qui
présente 40% d'homologie avec la myoglobine. De sérieux indices suggérent que cette
protéine pourrait aussi étre un transporteur intracellulaire d'oxygene (Kawada et al. 2001).

L'adaptation a des apnées longues (jusqu'a une heure) de certains crocodiles est expliquée par
un relarguage plus lent de I'oxygene. Cette capacité est expliquée par la présence au sein de la
globine de quelques acides aminés clés qui conferent un effet allostérique particulier. Des
hémoglobines chimériques humaine-crocodile ont mimé in vitro cet effet allostérique,
montrant que la substitution de quelques acides amines permet de modifier I'affinité de
I'nemoglobine pour I'oxygene. Ainsi, une modification mineure peut permettre I'émergence
d'une nouvelle fonction qui confére un avantage selectif et permet une adaptation a un

environnement différent (Komiyama et al. 1995).
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L'hémoglobine de Salmo irideus (la truite) posséde une d'activité peroxydasique (Fedeli et al.
2001) sans que le mécanisme moléculaire soit identifié. Il reposerait davantage sur la
configuration hétéropolymérique des hémoglobines et leur dissociation que sur une propriété
portée intrinsequement par les sous-unités. En effet, l'activité peroxydasique n'a pas été

retrouvée a partir des chaines de globines seules.

L'identification récente de nouvelles hémoglobines humaines, différentes des hémoglobines
circulantes dans les globules rouges et de la myoglobine (cytoplasmique), est venue
également révolutionner nos conceptions concernant les pigments respiratoires humains.

Deux nouveaux types de globines humaines ont été ainsi récemment décrits : les

neuroglobines et les cytoglobines (ou histoglobines).

c. les neuroglobines

Les neuroglobines ont été identifiées in silico a partir des bases de données sur I'ADN
humain et murin, puis séquencées et utilisées comme sonde pour de I'hybridation in situ pour
chercher un éventuel patron d'expression. Leur expression dans le cerveau humain et les
cellules neurales de différentes régions du cerveau de souris leur ont valu le nom de
neuroglobines (Burmester et al. 2000). L'arbre phylogénétique incluant des myoglobines, des
hémoglobines et ces neuroglobines, montre une association avec la myoglobine
(probablement une neuroglobine) exprimée dans des tissus nerveux du polychéte Aphrodite
aculeata (Moens et Dewilde 2000 ; fig. 17). Des travaux précédents avaient également montré
I'existence d'hémoglobines dans des tissus nerveux de divers autres mollusques, annélides et
nématodes. La découverte de ces neuroglobines humaines et murines et leur présence chez
des invertebres suggeérent qu'elles ont probablement évolué avec le développement du systéeme
nerveux, et qu'il ne serait pas surprenant de les retrouver chez d'autres métazoaires. Ces
neuroglobines ont été récemment retrouvées également chez des poissons téléostéens
(Awenius et al. 2001) et le rat (Zhang et al. 2002).

Les neuroglobines auraient un effet neuroprotecteur contre I'hypoxie et ischémie (arrét de
I'irrigation) (Sun et al. 2001). Elles représentent le premier exemple d'hémoglobines
"hexacoordinées" de vertébrés (Trent et Hargrove 2002), semblables aux hémoglobines
"hexacoordinées™ des bactéries. Ainsi, la présence d’hémoglobines hexacoordinées, chez les

vertébrés, les plantes et les bactéries suggere une fonction plus générale de ces hémoglobines.
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Figure 17. Phylogénie moléculaire de globines (Neighbour-joining). Légendes des taxons en annexe 1.
D'aprés Burmester et al (2000)

d. Les cytoglobines

Les cytoglobines (Burmester et al. 2002) ou histoglobines (Trent et Hargrove 2002) sont des
globines ubiquitaires exprimées dans tous les tissus de vertébrés (humains, murins et de
poissons). L'étude phylogénétique montre qu'elles sont proches mais différentes des
myoglobines et montre ainsi que I'évolution des globines est plus complexe qu'initialement
envisagée (fig. 18).
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Figure 18. Phylogénie moléculaire de globines de vertébrés avec les valeurs de bootstraps (au-dessus) et de

quartets (au-dessous). Légendes des taxons en annexe 1. D'aprés (Burmester et al. 2002)

Ces hémoglobines présentent un état d'hexacoordination, mais possédent cependant des
caractéristiques de fixation du ligand différentes des neuroglobines. Ce deuxieme exemple
d’hémoglobines "hexacoordinées” chez les vertébrés renforce I'idée d'une fonction répandue
de ce type d’hémoglobine.

Avant la découverte des neuroglobines et des cytoglobines, une souris de laboratoire sans
myoglobine a été générée par la technique du “gene knock-out". Cette mutante vit comme une
souris sauvage qui aurait exprimé normalement la myoglobine (Garry et al. 1998). Ces
travaux ont suscité des interrogations a propos du transport de I'oxygene au niveau cellulaire
et suggéraient la présence de molécules alternatives, exprimées au niveau cellulaire & des

concentrations tres faibles, pouvant se substituer aux myoglobines.
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6. Les hémoglobines d'invertébrés

Les hémoglobines d'invertébrés présentent
une plus grande diversité de structures
primaires et quaternaires que les
hémoglobines  de  vertébrés.  Cette
variabilité  reflete sans doute une
spécialisation et une adaptation a un plus
grand nombre de conditions et
d'environnements. Dans I'encadré ci-contre,
on peut voir les différentes structures
quaternaires, du monomere au polymere de
trés haut poids moléculaire, en passant par
les hémoglobines multi domaines, qu'elles
soient intra ou extra cellulaires. Elles
correspondent a autant d'adaptations a
differents milieux (Weber et Vinogradov

2001).
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Intracellular Hbs

Monomeric o

Dimeric @
Tetrameric %]
Polymeric @

Muilti-subunit Hbs

Hexagonal bilayer
12 dodecamers .

2 dodecamers

Pentagonal bilayer
10 dodecamers

Multi-domain, Multi-subunit Hbs

2 or 3 subassemblies

Quadrangular bilayer

Penta-/Octagonal bilayers

2 (9-domain) subunits

10 (2-domain)
16 (2-domain)
24 (2-domain)

“Rods*
14 - 24 domains

Mw (kD)

Mb, nerve & coelomic Hb, Chironomus* 17
Bivalve RCs, Chironomus* 34

Bivalve RCs, Insect tracheal cells 68
Vertebrate RCs

Glycera dibranchiata

Annelida, Vestimentifera 3600
3 trimers, 3 monomers, 3 linkers
(144 heme-chains, 36 linkers)
Lumbricus, Arenicola, Riftia

Vestimentifera, ~400
Pogonophora

Pulmonate Molluscs 1700
5 dimers

Helisoma, Planorbis, Biomphalaria
Polychaeta

4-domain subunits 1150r 174
Branchiopolynoe

Nematoda 328
8 (2-domain) subunits

Ascaris, Parascaris

Branchiopod crustaceans

Artemia (Anostracan) 250
Cyzicus (Conchostracan) 300
Daphnia (Cladoceran) 490
Lepidurus  (Notostracan) 800
Bivalve molluscs 800 - 12000

Astarte
Cardita

*Extracellular in Chironomus larvae

Cette hétérogénéité de structure explique aussi en partie pourquoi ces hémoglobines ont été

moins étudiées d'un point de vue fonctionnel et moléculaire que les hémoglobines de

vertébrés. Le role de fixation et de transport de I'oxygene par les hémoglobines est largement

reconnu et établi chez un grand nombre d'invertébrés tels que les nématodes, les

plathelminthes, les annélides, les némertes, les mollusques (fig. 19).

Cependant d'autres fonctions et activités plus marginales ont été également répertoriées. On

peut entre autre citer, les activités peroxidasiques chez des annélides polychétes, superoxide

dismutase chez des annélides oligochétes ou des fonctions comparables a celle de la

vitellogenine, en tant que protéine de stockage des ceufs chez des dipteres et méme de

flottabilité chez des hémipteres (Weber et Vinogradov 2001).
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Figure 19. Phylogénie moléculaire de globines d'invertébrés. D'aprés (Dewilde et al. 1998b)

Deux exemples portant sur I'hémoglobine des nématodes montrent que cette protéine peut étre

a la fois une enzyme et une protéine fonctionnelle.

Ascaris lumbricoides, nématode parasite, posséde une hémoglobine dont I'affinité pour
I'oxygéne est 25 000 fois plus forte que celle de I'hnémoglobine humaine. Cette véritable
chélation de I'oxygene permet le maintien de conditions hypoxiques vitales pour le nématode
et qui illustre ici une fonction de détoxication de I'oxygene. D'abord soupgonnée d'intervenir
dans la biosynthése des stérols comme ferrihémoprotéine réductase NADPH-dépendante
(Sherman et al. 1992), I'hémoglobine d'Ascaris est considérée aujourd’hui comme une
déoxygénase utilisant le monoxyde d'azote (NO) pour maintenir un état hypoxique par

oxidation de NO en nitrate, grace a la présence simultanée de I'néme, d'un groupement thiol

d'une cystéine de la globine et du NO (Minning et al. 1999).

Mermis nigrescens est un autre nématode parasite d'insectes orthoptéres, dont la femelle

gravide possede un ocelle pigmenté qui contient de I'némoglobine. La phototaxie positive
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observée chez ces femelles est attribuée a cette hémoglobine soluble, stable et qui absorbe
fortement la lumiére. Ces travaux suggérent un recrutement des genes codant une

hémoglobine photoréceptrice lors de I'élaboration du systeme optique (Burr et al. 2000).

V. La fonction de fixation du sulfure d'hydrogéne par les hémoglobines de mollusques et

d'annélides

Le sulfure d'hydrogéne est un composé toxique (Chapitre 2), preésent dans les milieux dits
"réduits” comme certaines zones de l'estran, les mangroves, les vasieres. Le sulfure
d'’hydrogéne a une origine biogénique car I'accumulation de matiére organique, des conditions
séveres d'hypoxie et la présence de bactéries sulfato-réductrices favorisent la production de
fortes concentrations en sulfures. Dans d'autres milieux le sulfure d'hydrogene a une origine
chimique et est intrinsequement produit par le milieu, comme les sources hydrothermales et
les suintements froids (chapitre 2) qui expulsent des fluides enrichis naturellement en ce
composé. A l'inverse de I'hnémoglobine des vertébrés dont I'néme réagit de maniére covalente
avec H,S et forme la sulfohémoglobine non fonctionnelle, les invertébrés des milieux riches
en sulfures (majoritairement des annélides et des mollusques) réagissent de différentes

maniéres avec H,S et ce sans altérer la fonction de transporteur d'oxygene.

1. Fixation et transport de H,S par les hémoglobines cytoplasmiques (intracellulaires)

de mollusques

Les trois hémoglobines des branchies qui abritent des bactéries sulfo-oxydantes symbiotiques
du bivalve Lucina pectinata ont été les plus étudiées des mollusques des milieux riches en
sulfures. Seule I'némoglobine I fixe réversiblement H,S (fig. 20) alors que les hémoglobines
Il et 111 restent oxygénées en présence de sulfure d'hydrogene. Le sulfure d'hydrogéne est fixé
de fagcon non covalente sur I'neme de I'hémoglobine I, dont le fer passe a I'état oxydé
(ferrique) et diffuse ainsi vers les bactéries endosymbiotiques sulfo-oxydantes. La trés faible
vitesse de dissociation in vitro (environ 80 minutes) traduit la forte affinité de I'hnémoglobine
pour ce ligand et suggere qu'une simple dissociation spontanée n'est pas suffisante et nécessite
d'autres acteurs moléculaires ou des conditions physiologiques particulieres (Kraus et
Wittenberg 1990).
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Figure 20.1. Vue 3D de I'némoglobine cytoplasmique | de Lucina pectinata et de H,S (sphére jaune). 2. zoom

sur la poche contenant I'néme. (n°® accession dans la Protein Data Bank (PDB) 1MOH)

Chez Solemya reidi, la présence de H,S diminue de 5 a 15 fois le taux de dissociation de
I'oxygéne de deux des trois hémoglobines. La fonction physiologique serait de maintenir un
pool d'oxygene intracellulaire pendant les périodes d'intense exposition aux sulfures et/ou de
faible disponibilité d'oxygéne (Weber et Vinogradov 2001).

Pour le bivalve Calyptogena magnifica (famille des Vesicomidae) présent au niveau des
sources hydrothermales profondes, I'hémoglobine ne fixe pas H,S, mais un composé qui
pourrait étre une lipoprotéine contenant du zinc est probablement impliqué dans la fixation de
H,S (Zal et al. 2000).

2. Fixation et transport du sulfure d'hydrogéne par les hémoglobines extracellulaires

d'annélides des milieux riches en H,S

On trouve trois types d'hémoglobines au sein des annélides : des hémoglobines non

circulantes cytoplasmiques, des hémoglobines circulantes intracellulaires et extracellulaires

dans le coelome et le réseau vasculaire. Les hémoglobines non circulantes cytoplasmiques
sont les analogues des myoglobines des vertébrés et remplissent les mémes fonctions de
transfert de I'oxygene de I'némoglobine vasculaire vers les mitochondries. Les hémoglobines
intracellulaires circulantes sont restreintes aux annélides polychétes et ce dans les 6 familles
suivantes Capitellidae, Ophelidae, Scalibregmatidae, Terebellidae, Alvinellidae et Glyceridae.
Cependant les Terebellidae, Alvinellidae et Ophelidae possedent aussi des hémoglobines

extracellulaires. Les hémoglobines extracellulaires circulantes, d'abord intracellulaires car
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synthétisées dans les cellules du tissu hématopoiétique puis secondairement exportees, sont
largement répandues dans le phylum des annélides. Leur haut poids moléculaire lié a leur
composition multimérique complexe peut atteindre 3 600 kDa (Weber et Vinogradov 2001).
On dit qu’'elle sont en bicouche hexagonal (HBL-Hb : Hexagonal Bilayer Hemoglobin ;
fig 21).

Figure 21. 1. Microscopie électronique des hémoglobines d'Arenicola marina (X 446 000) Tiré de (Breton-
Gorius 1963). 2. Reconstruction tridimensionnelle & 22-A de I'hémoglobine de Lumbricus terrestris (ver de terre)
A : vue de dessus. B : vue latérale. C : vue a 45° de rotation autour de l'axe horizontal. D'aprés (Weber et
Vinogradov 2001).

Chez les annélides, les premiers travaux portant sur les capacités de fixation réversible du
sulfure d’hydrogene par les hémoglobines sont corrélés a la découverte et a I'exploration du
milieu hydrothermal profond et aux especes inféodés qui baignent dans un fluide
hydrothermal riche en sulfures (Lonsdale 1977). La propriété de lier réversiblement H,S
semble étre I'apanage des annélides symbiotiques et non symbiotiques des milieux riches en
sulfures, car les annélides des milieux oxydés (sans sulfures) n‘ont pas cette capacité et ne

résistent pas au sulfure d’hydrogéne.
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La présence de bactéries sulfo-oxydantes endosymbiotiques est un moyen indirect de
détoxication de lI'organisme : chez ces annélides, c'est le moyen de transporter H,S et donc de
I'immobiliser pendant le transport qui représente une adaptation directe a la toxicité de H,S.
Pour les annélides sans bactéries symbiotiques vivant en présence de sulfures et dont
I'némoglobine peut fixer le sulfure d'hydrogene, c'est I'immobilisation temporaire ou la
chélation qui représente un moyen de résistance.

La vie en présence des sulfures, la résistance a ce composeé, les mécanismes de fixation et de

transport par les hemoglobines des annélides sont developpés dans le chapitre 2.

V1. Conclusion sur la diversité des hémoglobines et leurs fonctions multiples : scénario

évolutif

A la lumiére de ces exemples et de cette variété de fonctions certains auteurs ont ironiquement
écrit " I'némoglobine fixe également l'oxygéne !" (Bonaventura et Lance 2001). Retenons
cependant que la fonction principale la plus observée des hémoglobines a I'heure actuelle est
celle de transporteur d'oxygeéne.

Ainsi, avant d'étre une protéine liant réversiblement I'oxygéne, I'némoglobine ancestrale a
peut-étre joué le role de chélateur d'oxygeéne, afin de protéger les cellules de I'effet oxydant
délétere (détoxication) (Moens et al. 1996). Cette hypothése postule que le caractére "affinité
pour l'oxygene" aurait été sélectionné dans un premier temps. Les concentrations en oxygene
augmentant et le métabolisme aérobie emergeant, des espéces chimiques telles le monoxyde
d'azote et le sulfure d'hydrogéne devenues toxiques et ont été probablement prises en charge a
leur tour. L'hypothese retenue est qu'avant méme d'acquérir la fonction de réversibilité de la
liaison de I'oxygene, I'hnémoglobine était aussi un piege a NO et H,S et a d'autres molécules et
radicaux (Bonaventura et Lance 2001).

Une autre hypothése, plus centrée sur le monoxyde d'azote et basée sur les propriétés des
flavohémoglobines, avance que I'hémoglobine était initialement une enzyme au fort pouvoir
redox pour se débarrasser de NO et de son stress oxydatif : cette enzyme aurait perdu son
domaine réductase mais incorporé des résidus réactifs (cystéines) pour continuer a gérer le
monoxyde d'azote (Durner et al. 1999).

Le cours de I'évolution a conduit aujourd'hui a des hémoglobines ayant de multiples ligands
qui sont autant d'indices pour découvrir [I'histoire (ou les histoires) de ces pigments

respiratoires les plus répandus dans le monde vivant.
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Chapitre 2 : Les adaptations aux milieux réduits et les hémoglobines de Riftia pachyptila

Chapitre 2. Les adaptations aux milieux riches en sulfure d’hydrogene. Une illustration : le cas

des hémoglobines de Riftia pachyptila

I. La vie en présence de sulfure d'hydrogene : généralités

Le sulfure d’hydrogene (H,S) est un composé toxique pour le métabolisme aérobie. 1l inhibe
les métalloprotéines comme la cytochrome-c oxidase et les hémoglobines (Nicholls 1975). Sa
fixation irréversible sur I'neme chez I'némoglobine humaine forme la sulfohémoglobine.
L'auto-oxydation de H,S génere des produits non ou moins toxiques tels le soufre élémentaire
(S), le sulfite (SO5%), le thiosulfate (S,05%) et le sulfate (SO.4%). Cette réaction, pH dépendant,
est catalysée par des ions tels Ni**, Mn?*, Cu®*, et Fe**. Malgré cette réactivité, la demi-vie de
H,S dans de I'eau de mer saturée en oxygene est de lI'ordre de quelques heures (Grieshaber
and Volkel 1998). Le sulfure d'’hydrogéne d'origine biogénique (les vases de l'estran, les
mangroves) est issu de l'activité de bactérie sulfato-réductrices anaérobies et hétérotrophes qui
minéralisent le carbone organique (chapitre 1). Le degré d'oxydation de H,S varie en fonction
du produit d'oxydation final. Deux moles de O, sont consommees pour oxyder 1 mole de H,S
en SO,* alors que 1,5 moles de O, sont consommées pour oxyder 2 moles de H,S en 1 mole
de S,03%. La répartition de la méiofaune de I'estran en fonction de la profondeur du substrat
est en partie dictée par ces rendements d'oxydation de H,S et par la limitation en oxygéne.
Dans ces conditions souvent hypoxiques et parfois anoxique, il est important de dépenser un
minimum de molécule d'O, pour la détoxication de H,S (Grieshaber and VVolkel 1998).

Les sources hydrothermales et les suintements froids des zones d'accrétions et de subduction
océaniques sont des environnements ou H,S abonde également (chapitre 2. I1).

I1. Stratéqgies de détoxication de H,S

Dans les sédiments marins, les bactéries sulfato-réductrices liberent H,S qui se retrouve
également dans la colonne d'eau. Ainsi les animaux vivant a ces endroits de l'estran
rencontrent a la fois des conditions variables d'hypoxie (modéerée a sévere) couplées a de
fortes concentrations en H,S. Celles-ci varient en fonction des saisons avec des points
culminants en été. Des annelides polychétes comme Arenicola marina peuvent étre exposées
a des concentrations d'H,S de 330 uM (Grieshaber and Volkel 1998).

Plusieurs mécanismes de résistance et de tolérance aux effets délétéres de H,S ont été

proposeés pour expliquer l'adaptation aux milieux riches en sulfures.
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Chez les organismes depourvus de bactéries symbiotiques sulfo-oxydantes, I'imperméabilité
aux sulfures, la présence de cytochrome ¢ oxydases insensibles a H,S, la fixation réversible a
des composés du sang (autres que I'némoglobine) sont des stratégies de détoxication ou de
transport de H,S qui ont été décrites chez les annélides et les mollusques des milieux réduits
(riches en sulfures).

Les espéces vivant dans ces milieux possédent en plus de cette panoplie de résistance au
sulfure d'hydrogene, des moyens biologiques d'oxydation de H,S.

1. Les corps d'inclusion de sulfures

Dans ses études portant sur l'identification du tissu hématopoiétique de I'annélide polychete
Arenicola Marina, Breton-Gorius (1963) relate la présence d'hématine (héme libre avec un
hydroxyle lié au fer) dans des cellules de la paroi du corps, du tissu chloragogéne et du corps
cardiaque sans lui attribuer de role particulier. La méme année Patel et Spencer (1963) montre
que I'némoglobine d'Arénicole ne forme pas de sulfohémoglobine mais que I'hématine et un
"pigment brun” agiraient comme des catalyseurs de I'oxydation des sulfures. Dans I’épiderme
de I'échiurien Urechis caupo (phylogénétiquement trés proche des annélides (McHugh
1997)), en plus de bactéries symbiotiques sulfo-oxydantes, on trouve de petits organites
contenant des sulfures, les SOBs (Sulfo Oxidizing Bodies) qui présentent des capacités
d’oxydation des sulfures (Arp et al. 1995). Dans le méme article, le fluide de la cavité
coelomique chez Urechis caupo contient entre autre de I’hémoglobine et de I’hématine qui
toutes les deux préesentent le pouvoir d'oxyder les sulfures en thiosulfate (Arp et al. 1995).
Une telle situation a été décrite également chez Solemya reidi, un mollusque bivalve (famille
des Solemyidae) qui possede aussi des bactéries sulfo-oxydantes symbiotiques (Powell and
Somero 1985). Des entités analogues (inclusions de sulfures) ont été trouvees également au
niveau de I’épiderme du nématode marin Oncholaimus campylocercoides, qui lui permettrait
de stocker et de diminuer les concentrations en H,S (Thiermann et al. 2000 ; fig. 22). Chez
I'annélide oligochete de marécages tropicaux Alma emini, des SMBs (sulfide metabolizing
bodies analogues des SOBs) et des bactéries sulfo-oxydantes co-existent également. Chez la
lucine Lucina pectinata des mangroves, deux types d'inclusions ont été identifies : l'un
contient de I'nématine comme (les SOBs de Solemya reidi (fig. 22) et Urechis caupo) et
l'autre pourrait contenir des enzymes lysosomiaux. Chez le bivalve Codakia orbicularis

(famille des Lucinidae) qui vit dans un milieu oxydé, de telles structures n‘ont pas eté trouvées
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ce qui suggere que la présence de celles-ci représentent une adaptation aux milieux réduits

riches en sulfures (Liberge et al. 2001).
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Figure 22. 1. SOBs colorés en noir au niveau des branchies chez Solemya reidi d' apés Powell and Somero

(1985)
2. Inclusions de H,S chez le nématode Oncholaimus campylocercoides Cu : cuticule, Mu : cellules musculaires ,

SV : vacuoles de sulfures, Ep : épithélium. D'aprés Thiermann et al (2000)

Ainsi le pouvoir oxydant de I'neme libre sous forme d'hématine dans le sang et/ou dans la
présence de corps d'inclusion représente un moyen pour contrecarrer I'effet délétere de H,S
dans les tissus de ces invertébrés. Chez Arenicola marina le thiosulfate qui est le principal
produit d'oxydation de H,S, non toxique, est excrété ensuite par diffusion passive (Hauschild
et al. 1999).

2. Oxydation biologique de H,S

En conditions réduites, les fortes teneurs en H,S sont corrélées avec de faibles concentrations
en oxygene. Ainsi, quand la pression partielle en oxygéne est faible ou lorsque les
concentrations en sulfures deviennent inhibitrices, la mitochondrie réduit le fumarate en

succinate (fig.23). L'accumulation du succinate traduit un basculement vers un métabolisme

anaérobie sulfure-dépendant. Powell and Somero (1986) ont démontré que I'oxydation des

sulfures en thiosulfate par des mitochondries tissulaires du bivalve Solemya reidi vivant en

présence de H,S dans des sédiments marins profonds, était aussi et a la fois un moyen de
lutter contre la toxicité de H,S et de synthétiser de I'ATP. Cette méme caractéristique a été
observée chez la moule Geukensia demissa (Parrino et al. 2000). Cette derniére vit dans des

zones intertidales marécageuse anoxiques et riches en H,S a proximite des racines de la
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monocotylédone Spartina alterniflora qui sont capables elles aussi d'oxyder les sulfures (Lee
1999).

Depuis, cette propriété d'oxydation des sulfures couplée a la phosphorilation oxydative a été
observée chez des poissons, des annelides polychétes et des priapuliens. La figure 23 montre
que les électrons de H,S peuvent entrer, selon les especes étudiées, dans la chaine
membranaire a différents niveaux : au niveau du pool des ubiquinones, du complexe 3 ou du

cytochrome c.

Complexe 1 Complexe 2 Complexe 3 Complexe 4 Complexe 5

-------------

12202 H20

2H+

Succinate Fumarate

Cylochrome ¢ oxydase

NADH
dehydrogénase
Fumarate réductase

| H2S ADP Pi 3H+ ATP H10

ATP synthase
Figure 23.Phosphorylation oxydative et oxydation de H,S au niveau de la chaine membranaire d'électron
Il faut retenir que les fortes concentrations en H,S en et les faibles concentrations en O,
alternent avec les faibles concentrations H,S et les fortes concentration en O,. L'ATP produit
par le metabolisme anaérobie (concomitante absence d'oxygéne et présence de H,S)

compenserait I'inhibition transitoire du cytochrome c.

I11. L'environnement hydrothermal

L'hydrothermalisme profond est une manifestation géothermique spectaculaire localisée a
I'axe des dorsales océaniques (fig. 24), lieu d'accrétion (déchirement de la cro(te océanique

accompagnee de remontée de magma) resultant du mouvement des plaques tectoniques.
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Figure 24. Carte des principales sources hydrothermales explorées. Rose : Pacifique Ouest. Vert : Pacifique
Nord Est. Bleu : Pacifique Est. Jaune : Azores. Rouge : dorsale médio-atlantique. Orange : océan indien. Tiré de
Van Dover et al. (2002)

Au niveau de la vallée axiale (graben) du rift, I'eau de mer (2 a 3°C) s'infiltre dans le plancher
basaltique fissuré et se rapproche de la chambre magmatique (fig.25). Le gradient de
température croissant et qui atteint 800 a 900°C permet des réactions chimiques spécifiques.
L'eau s'enrichit ainsi en divers composés, et rejaillit sous la forme d'un fluide chaud (350°C),
anoxique, acide (2.0<pH<5.9), riche en CO, riche en éléments réduits tels que H,S (jusqu'a 4
mM), SiO2, CH4 (jusqu'a 50 nM), NH4", H" et en éléments métalliques tels que Mn?" (jusqu'a
1 mM), Fe?* (jusqu'a 200 uM), Li*, Cd2*, Cu2+ et Zn®* (Edmond et al. 1982).

Le fluide hydrothermal peut rejaillir a I'interface eau/crolte océanique sans dilution préalable
et précipiter sous la forme de sulfures poly-métalliques et de sulfates de calcium pour former
les cheminées hydrothermales (150 a 400 °C) (fig.25), ou se mélanger en sub-surface dans des
réseaux de fissures pour s'échapper lentement a des températures plus faibles (mélange diffus,
5-50°C). C'est dans cet environnement ou les gradients thermochimiques sont accentués, vers
2500 m de profondeur, ou la lumiere est absente (pas de photosynthése possible), qu'ont éte
découvertes en 1977 (Corliss and Ballard 1977) des communautés animales présentant un

taux d'endémisme élevé, de fortes biomasses et une faible diversité spécifique.

37



Chapitre 2 : Les adaptations aux milieux réduits et les hémoglobines de Riftia pachyptila

L'naas de mer froids (2 C)
s"engoufire dans les
anfractucsites du hesaits

Axs cn In deraale

Fluide surchautis
Bt chargl #&h ok iy

"

Crodue ootanigue

I
ek sulfure dhydrogine _‘//

A=monbes magmatigue
[T200C)

Bl Lia i

—

Figure 25. Mécanismes de formation des sources hydrothermales sur les dorsales océaniques.

D'aprés "Plein phare sur les abysses" dans Le journal du CNRS, n°50, juin 2002, Schéma de Vincent Perrotte.

Depuis 1977, 400 espéces des sources hydrothermales, dont une grande majorité
d'invertébrés, ont éteé décrites (Van Dover et al. 2002). L'environnement hydrothermal est un
milieu privilégié pour étudier I'effet de la sélection dans I'évolution des invertébrés marins.
L'activité hydrothermale est caractérisée par une grande variabilité spatiale et temporelle qui
s'illustre par la combinaison d'évenements non périodique (I'activité tectonique au niveau de
la dorsale et la convection des fluides chauds a I'intérieur de la crolte océanique poreuse) et
d'événement périodiques (effet des phénomenes de marée en profondeur). Ces espéces sont
exposees a des conditions physico-chimiques qualifiees (anthropomorphiquement parlant)
d'extrémes et d'hostiles a la vie car rappelant a bien des égards les pollutions d'origine
anthropiques (métaux lourds, H,S, radioactivité), incompatibles a la survie de la grande

majorité des espéces vivant a la surface de la Terre, dont I'espéce humaine.
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IV. Sources hydrothermales et suintements froids : réseaux trophiques

Le réseau trophique de I'écosysteme des sources hydrothermales est basé sur la
chimiosynthese bactérienne : de nombreuses espéces, 75 a 90% de la biomasse totale des
sources hydrothermales, vivent en symbiose avec des bactéries chimioautotrophes (Fustec et
al. 1988 ; Cavanaugh et al. 1981). Celles-ci sont capables d'oxyder le sulfure d'hydrogéne ou
le thiosulfate (Vetter et al. 1987) et de se servir directement de I'énergie d'oxydation pour
synthétiser de la matiere organique via le cycle de Benson-Calvin et grace a I'enzyme de
fixation du carbone chez les organismes autotrophes, la RuBP carboxylase (Felbeck 1981 ;
Felbeck et al. 1981). Ces métabolites sont ensuite transférés a I'hdte par pinocytose ou lyse
bactérienne .

Pour assurer leurs besoins nutritifs, ces espéces doivent nécessairement se trouver dans la
zone de mélange eau de mer/fluide hydrothermal et par conséquent étre adaptées a une
alternance constante de conditions aéro-anaérobie, de température, de CO,, d'H,S. Les études
de ce milieu unique, instable et fragmenté ont mis en évidence des adaptations surprenantes
des organismes vivant a proximité de ces sources.

Ainsi, I'écologie des sources hydrothermales est paradoxalement dépendante du sulfure
d'’hydrogéne car sa biodisponibilité (toxique mais énergétique) constante faconne la répartition
des especes. Bien que des stratégies de détoxication vis-a-vis de H,S soient requises
(Zierenberg et al. 2000), il a été clairement montré que la seule abondance de H,S ne suffit
pas a expliquer la répartition spatiale des especes. En effet, dans les micro-habitats ou la
température est supérieure a 30 °C, la formation de groupement chimiques solubles
fer-sulfure, réduit fortement la disponibilite des formes libres H,S et HS™ selon I'équilibre
Fe?* + H,S ~ FeS + 2H". Cette spéciation chimique contrdle aussi les aires de répartitions
des espéces en fonction du degré de tolérance a H,S (Luther et al. 2001).

Les suintements froids sont des processus géologiques actifs résultant d'une migration de
fluides a travers la couverture sédimentaire par effet de compaction (subduction des plaques
ou poids des sédiments eux-mémes). Ces fluides retrouvés au niveau des marges continentales
sont issus de la dégradation de la matiere organique dissoute dans l'eau interstitielle des
sédiments et sont constitués d'hydrocarbures liquides (huile) ou gazeux (méthane) (Van Dover
et al. 2002). Les fluides ont une origine biogenique et non minérale comme pour les sources
hydrothermales, et sont également riches en H,S. Les concentrations en sulfures sont
généralement plus faibles mais plus stables temporellement et spatialement (McMullin et al.

2000). La température des émissions est faible, varie trés peu au cours du temps et atteint en
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moyenne 8°C. L'écosysteme est similaire a celui des sources hydrothermales et repose aussi
sur la chimiosynthese bactérienne et principalement sur I'oxydation de H,S et du méthane
(CHy).

V. Riftia pachyptila : Vestimentifére, phylum des annélides

Riftia pachyptila Jones (Jones 1981) est un ver tubicole sessile, dont le tube (exosquelette

chitino-protéique) peut atteindre deux métres de long (fig. 26).

Figure 26. Riftia pachyptila : schéma (d'aprés Pour la Science, Juillet 1987, p 57-63) : Ce ver tubicole capte au
niveau de sa branchie O,, CO, et H,S qui sont véhiculés par le systéme vasculaire jusqu'aux bactéries

symbiotiques hébergées dans le trophosome. Photos in situ, vers 2500 meétres sur la dorsale Est-Pacifique.
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Il est inféodé aux sources hydrothermales de la dorsale du pacifique Est et présente une
biomasse supérieure a la dizaine de kilogrammes par métre carré (Fustec et al. 1987). Il ne
posséde pas de tube digestif a I'état adulte, mais un organe richement vascularisé, le
trophosome, qui abrite des bactéries chimioautotrophes sulfo-oxydantes (Felbeck et al. 1985).
Celles-ci appartiennent au groupe des Yy protéobactéries et sont endosymbiotiques car
intracellulaires, localisées dans des cellules specialisees, les bactériocytes (Cavanaugh 1983).
La transmission des bactéries est horizontale. Bien que le développement larvaire n'ait été
observé que jusqu'au stade trochophore (Marsh et al. 2001), le scénario d'acquisition des
bactéries se base sur les observations realisees sur une espece proche de Riftia, Ridgea
piscesae, dont les étapes du développement sont bien décrites (Southward 1988 ; Young et al.
1996). Le recrutement a lieu au cours de la phase larvaire, quand la larve du vestimentifere
posséde encore une bouche, un tube digestif et un anus, pendant les 20 premiers jours suivant
la fécondation. Les bactéries sont approvisionnées en oxygene, en dioxyde de carbone et en
sulfure d'hydrogene dissous dans la colonne d'eau. Ces molécules sont puisées a partir du
panache branchial de I’animal et parcourent le systeme vasculaire liees a I’némoglobine (Arp
et al. 1987). Selon la classification du National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Riftia pachyptila appartient a la classe des vestimentiferes du

phylum des Pogonophores, distinct du phylum des annélides. Les pogonophores (hormis les
vestimentiféres) sont des vers tubicoles symbiotiques fins, de 2 a 3 millimetres, que I'on ne
trouve pas & proximité des sources hydrothermales comme les vestimentiferes, mais dans des
zones plus ou moins profondes, des estuaires, des fjords, également au niveau des suintements
froids, sans aire géographique vraiment précise, mais dans des sediments riches en sulfure
d'’hydrogéne. De plus en plus de données phylogénétique, anatomiques, ontogéniques et
moléculaires s'accordent maintenant a regrouper les pogonophores et les vestimentiferes dans
le phylum des Annélides. Les pogonophores et les vestimentiféeres peuvent étre donc
considérés comme des annélides hautement évolués dans la mesure ou ils réalisent des
symbioses dont la mise en place se traduit par la perte ou la modification de certains
caracteres propres aux annélides. En terme d'anatomie comparée, la segmentation
typiquement annélidienne est retrouvée sur une petite région basale des vestimentiféeres et des
pogonophores que I'on appelle I'opistosome (partie la plus proche du point d'ancrage du ver
sur le substrat rocheux). De plus, sur chacun de ces segments on trouve des soies (fig. 27),
comme chez les annélides polychétes (Jones 1985).

En terme d'ontogénie, le tractus digestif est présent chez les larves des vestimentiféres et
disparait apres I'établissement de la symbiose (Young et al. 1996).
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Figure 27. Microscopie électronique de l'opistosome adulte de Riftia pachyptila 1. détail des segments de

I'opistosome avec les soies (crétes diffuses blanches). 2. Zoom sur les soies. D'aprés Jones (1985)
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des polychetes et oligochétes. D'aprés Halanych et al (2001)

A partir de leur analyse cladistique, Rouse
et Fauchald (1997 ; 2001) ont proposé de
regrouper pogonophores et vestimentiferes
au sein des Siboglinidés, eux-mémes
compris dans les polychétes. Bien qu'il n'y
ait pas de demonstration de la monophylie
des Annélides, plusieurs phylogénies molé-
culaires basées sur le facteur d'élongation
la montrent que les pogonophores (dont
les vestimentiferes) dérivent des annélides
(Kojima et al. 1993; McHugh 1997) ou que
les pogonophores (dont les vestimentiferes)
ne forment pas un phylum a part entiére
(Boore and Brown 2000). La figure 28
montre  que les vestimentiferes et les
pogonophores  (Frenulates) sont des
groupes freres (Halanych et al. 2001).

D'un point de vue moléculaire, la
comparaison des hémoglobines d'annélides,
de pogonophores et de vestimentiféres,
montre  une  proximité  structurale
difficilement attribuable a une I'évolution

convergente.
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En effet, de tres fortes ressemblances existent, tant sur I'organisation de la famille
multigénique codant pour les globines ou de la position des introns dans les génes de
globines, que sur la conservation de la structure quaternaire hautement complexe de ces

mémes hémoglobines. Ce dernier point est détaillé dans les paragraphes suivants.

VI. Les hémoglobines de Riftia pachyptila : analyse comparée avec les hémoglobines
d'Annélides

1. Les hémoglobines extracellulaires de Riftia pachyptila

Riftia pachyptila possede 3 hémoglobines extracellulaires capables de lier réversiblement, sur
2 sites différents, I'oxygene et le sulfure d’hydrogeéne (Arp et al. 1987). Les hémoglobines V1
(3500 kDa) et V2 (400 kDa) sont dissoutes dans le systeme vasculaire alors que
I’hémoglobine C1 (400 kDa) se trouve dans le liquide coelomique (Zal et al. 1996b).
L'hémoglobine V1 forme une structure complexe en bicouche hexagonale HBL-Hb (HBL,
pour hexagonal bilayer et Hb pour hémoglobine) composée de 56 chaines de structure (ou
linkers ; fig 29) qui assurent la cohésion de la molécule et denviron 144 chaines
polypeptidiques de type globine. Les hémoglobines V2 et C1 sont constituees par 24 chaines
de globines uniquement (Zal et al. 1996a).

Figure 29.

linkers.

et bleu clair).
B. vue latérale de 'HBL-Hb
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linkers

D'aprés Royer et al (2000).
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Les globines extracellulaires des annélides, des pogonophores et des vestimentiferes sont
divisées en 2 familles A et B (Gotoh et al. 1987) et subdivisées en 4 sous-familles (Al, A2,
B1 et B2) selon la nomenclature de Suzuki et al (1993). Cette nomenclature n'est cependant
pas toujours utilisée car le probleme majeur est de classer la globine nouvellement séquencée
dans le bon groupe de globines orthologues. Certains auteurs ont inscrit leurs séquences dans
des banques de données selon des nomenclatures plus personnelles. Dans sa phylogénie des
globines d'annélides Dewilde utilise Type 1 pour les globines A et type Il pour les globines de
la famille B (Dewilde et al. 1996 ; fig. 30).
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Figure 30. Phylogénie moléculaire des globines d'annélides. Légendes des taxons en annexe 1. D'aprés

Dewilde et al (1996)
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2. Cystéines : pont dissulfures intra et inter-chaines et fixation du sulfure d'hydrogene

La présence de cystéines libres conservées (non impliquées dans des ponts intra ou inter-
globines (fig. 31)) a été observée chez les globines A2 de Riftia pachyptila, du vestimentifére
Lamellibrachia sp (Suzuki et al. 1990a), du pogonophore Oligobrachia mashikoi (Yuasa et al.
1996) et chez les globines B2 du vestimentifere Lamellibrachia sp (Takagi et al. 1991), du
pogonophore Oligobrachia mashikoi (Yuasa et al. 1996) et de l'annélide sabelidé
Sabellastarte indica (Suzuki et al. 1995). Ces cystéines libres sont absentes des famille Al
et B1.

O_

chain | —C

| |
chain IA  —C CimiCig e
chain I —CC o ehain b chain IIB

| J
chainIB ~CC @

| J

L : ! chain lIC
NA4 NAS GH4 H8

Figure 31. Pont dissulfures intra et inter chaine chez le polychéte Tylorrhynchus heterochaetus. 1. Exemple de

pont dissulfure intra-chaine commun a toutes les HBL-Hbs (entre les cystéines NA5 et H8) ou inter-chaine (entre
deux NA4 et entre deux GH4). 2. Dans ce cas, ces ponts dissulfures génerent un hétérotrimere de globines.
D'aprés Suzuki et al (1988).

Suzuki a été le premier a suggeérer que les cystéines libres étaient impliquees dans la fixation
du sulfure d'hydrogéne. Ses travaux sur le vestimentifére des suintements froids du Japon,
Lamellibrachia sp., le conduisirent & soupgonner, suite & une simple observation olfactive,
que I'némoglobine de son modéle fixait également le sulfure d'hydrogéne. L'’hémoglobine
purifiée de Lamellibrachia sp stockée 6 a 7 jours a 4°C dégageait une odeur de mercaptan
(Suzuki et al. 1989). Dans ce méme article et dans un article suivant (Suzuki et al. 1990a) ces
auteurs proposérent que les cystéines libres pourraient fixer le sulfure d'’hydrogéne. Cette
hypothése fut ensuite démontrée grace au blocage spécifique des résidus cystéines par la N-
ethylmaléimide sur des hémoglobines purifiées vasculaires 1, 2 et coelomiques de Riftia

pachyptila et ce pour la cystéine libre de A2 et celle de B2 (Zal et al. 1998a ; fig. 32).
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Le sulfure d'hydrogene se lie donc de maniere covalente et réversible sur les cystéines

libres des globines A2 et B2 de Riftia pachyptila.

300 - Q Figure 32. Fixation de H,S avant (O) et aprés
traitement (@).

2.50 |
Par les trois hémoglobines de Riftia pachyptila;
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D'apres Zal et al. (1998).
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On remarquera sur le graphique de la figure 32 que I'hémoglobine de Lumbricus terrestris
avant ou apres traitement ne fixe pas de H,S. Ce ver vit en milieu oxydé sans sulfures et ne
posséde pas de cystéine libre sur aucune de ses globines.

On remarquera également que I'némoglobine V1 apres traitement (la seule qui contienne des
chaines de structure (linker)), conserve un reliquat de fixation de H,S. Apres le séquencage
complet du linker de Lamellibrachia sp et suite a des expériences préliminaires, Suzuki et al
(1990b) ont propose que des groupements thiols pourraient également fixer H,S et participer
a son transport.

En fait, dans cette démonstration de la fixation de H,S par les hémoglobines totales de Riftia
pachyptila, un second mécanisme, associé uniquement aux HBL-Hb et plus particuliérement
aux chaines de structure (linkers), permet également de fixer des sulfures grace a l'ouverture
de ponts dissulfures. Ce mécanisme repose sur la formation de groupements persulfates (Zal

et al. 1998a), selon la formule:

[2H*]
R-85-R+2HS  +2HY = 2R-88H
[2H*]
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Ainsi, les deux mecanismes de fixation des sulfures par les globines (A2 et B2) et les chaines
de structures des hémoglobines de Riftia pachyptila, sont respectivement associés aux
cystéines libres et a I'ouverture de ponts dissulfures (fig. 33).

@ (Globin chains Linker chains
Monomere Dimer 22/ Monomere
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Figure 33. Les deux mécanismes de fixation des sulfures par les hémoglobines de Riftia pachyptila. Les

chaines A2 (b) et B2 (e) portent les cystéines libres. L symbolise un des linkers. D'aprés (Zal 1998).

Chez Riftia pachyptila, les HBL-Hbs ne présentent pas de triméres de globines comme pour
Lumbricus terrestris et Tylorrhynchus heterochaetus (fig.31), mais des diméres de globines.
A ce jour, les seules autres séquences protéiques orthologues des globines A2 et B2
d'annélides non symbiotiques vivant en présence de H,S, sont celles de Sabellidés
(polycheétes). 1l s'agit de la chaine B2 de Sabellastarte indica (Suzuki et al. 1995) et de
Sabella spallanzanii (Pallavicini et al. 2001), et de la chaine A2 de Sabella spallanzanii
(Pallavicini et al. 2001).

Cependant, la caractérisation par spectrométrie de masse des hémoglobines de Arenicola
marina, une annélide polycheéte des estrans riches en H,S, et d'Alvinella pompejana, une
annelide polychete des sources hydrothermales, toutes deux non symbiotiques, a réevélée
aussi la présence de cystéines libres capable de fixer des sulfures (Zal et al. 1997a ; Zal et al.
1997b). A ce jour, les séquences protéiques comme nucléotidiques de ces hémoglobines ne
sont pas disponibles. La localisation des cystéines libres au sein des globines orthologues A2

et B2 de ces deux derniers annélides n'est donc pas encore connue.
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VII. conclusion

Riftia pachyptila est un modele biologique qui offre le double avantage d'étre une espéce
symbiotique d'une part, et emblématique des milieux réduits instables et fragmentés d'autre
part. Ce statut le place en termes d'adaptation comme espéce d'étude de réference. Son
métabolisme singulier est basé sur la chimiosynthése bactérienne qu'il entretient grace au
transport par ses hémoglobines d'un composé énergétique et toxique, le sulfure d’hydrogene.
De plus, cette espéce possede comme les autres annélides des milieux oxydés des caractéres
conservés comme l'organisation de sa famille d’hémoglobines. Ainsi, la nature de
I'environnement réduit dans lequel vit Riftia pachyptila permet d'accéder a des stratégies
d'adaptation originales acquises par cet organisme. Ceci est illustré par la fonction de
transport des hémoglobines d'un composé toxique agressif majoritairement létal pour les
especes des milieux oxydés : le sulfure d’hydrogene.

Cette thése qui porte sur I'étude de I'évolution moléculaire des hemoglobines extracellulaires
de Riftia pachyptila et leur capacité a lier réversiblement le sulfure d’hydrogene commence
avec un jeu de données a deux dimensions, physiologique et biochimique (ce chapitre).
L'objectif principal de ce travail est d'accéder aux séquences codantes des globines et des
"linkers" de Riftia pachyptila afin de comprendre, a travers I'émergence de la famille
multigénique, l'apparition et le maintient de la fonction de fixation de I'H,S. Cette démarche
repose majoritairement sur l'identification et la mesure de l'intensité des pressions évolutives.
En d'autres termes, décrypter les effets de la sélection naturelle a un niveau moléculaire.

Nous avons ouvert une troisieme dimension, celle de I'évolution moléculaire, a partir d'outils
de la biologie moléculaire et de concepts en évolution pour retracer I'histoire de la famille
multigénique des hémoglobines de Riftia pachyptila. Nous avons décrit cette famille
multigénique, cherché a localiser les cystéines libres impliquées dans la fixation du sulfure
d'’hydrogéne, détermine les vitesses évolutives, analyse comparativement les globines de
Riftia pachyptila avec celles déja séquencées des autres annélides. Cette premiére partie qui
apparait dans les chapitres 3 et 4 nous a permis de formuler des scénarii évolutifs sur
I'acquisition et le maintient de la fonction de fixation de H,S au cours de I'évolution des
annelides, qu'elles soient symbiotiques ou non.

Nous avons dans un deuxiéme temps (chapitre 5), séquencé des globines supplémentaires de
vestimentiféres et, grace a des séquences nucléotidiques de globines d'un annélide oligochete
d'une EST (Expressed Sequence Tag) disponible dans les banques de données, nous avons pu

aborder le probléeme de I'absence des cystéines libres chez les annélides des milieux oxydés.
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Cette approche se pose en terme d'adaptation moléculaire. Elle utilise de récents programmes
basés sur des algorithmes de maximum de vraisemblance qui nous ont permis de proposer un
mécanisme évolutif pouvant expliquer la perte de la fonction de fixation des sulfures chez les

annelides des milieux oxydés.
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Chapitre 3. Analyse de la famille multigénique codant les hémoglobines de Riftia pachyptila

l. Introduction

Ce chapitre décrit la famille multigénique de Riftia pachyptila, sa structuration et sa
composition. Cette famille multigénique est comparée aux autres familles de globines
d'annélides, en terme d'organisation, de sous-unités (nombre et masse moléculaire) et en terme
de structure de gene. Ce chapitre tente également de faire le lien entre les données de
spectrométries de masse et celles de biologie moléculaire. La premiére étape de cette these a
consisté a séquencer et caractériser les séquences de globine correspondant aux six types de
chaines de globines décrites par spectrométrie de masse qui composent des hémoglobines de
Riftia pachyptila. Les trois hémoglobines V1, V2 et C1 de Riftia pachyptila n‘ont pas la méme
structure et composition (Chapitre 2 ; Zal et al. 1996 a et b). Six globines a, b, c, d, e et f ont
été dénombrées par spectrométrie de masse (tableau 1) mais seules trois globines b, c, et e
sont retrouvées dans les trois hémoglobines. De plus, les sous-unités d et e d'une part, et e et f

d'autre part, forment des dimeres, respectivement nommes D1 et D2 (Zal et al. 1996 b).

Chaine d'hémoglobines Masse moléculaire (Da) V1 V2 C1
a 15933,4 o * *

b 16133,5 * * *

c 16805,9 * * *

d* 15578,5 * * @)

e** 16149,1 * * *

f* 16368,1 o * *

Tableau 1.Composition du systtme multi-hémoglobine de Riftia pachyptila V1: vasculaire (HBL-Hb) ; V2:

vasculaire ; C: coelomique. O: absent, *: présent. * d+e forment le dimére D1. * e+f forment le dimére D2
D'apres Zal et al. (1996)

Pour expliquer et comprendre I'emergence d'une telle complexité, nous avons entrepris de
séquencer ces 6 globines et d'assigner a chacune d'elle son vis-a-vis décrit en spectrométrie de
masse. Une phylogénie moléculaire de ces globines, leurs signatures moléculaires et leurs
potentiels de dimérisation sont autant d'informations pouvant permettre d'élaborer un scénario

évolutif.
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1. Matériel et méthodes

Le matériel et les méthodes ont été en grande partie décrits dans les chapitres 4 et 5.
Cependant un complément sur le concept d'amorce dégenérée, I'extraction d'’ADN genomique,
I'extraction des ARN totaux, la purification des ARN messagers et la réalisation de la banque
se trouvent en annexe 2. Nous avons congu quatre jeux d'amorces dégénérées a partir de
séquences de globines du vestimentiféere Lamellibrachia sp des suintements froids du Japon
dont une globine de chaque sous-famille A1, A2, B1 et B2 était disponible dans les banques
de données. Retenons que la dégénérescence des amorces conjuguée a une faible stringence
lors de lI'amplification par PCR (faible température d'hybridation) nous a permis de cloner et
de séquencer 3 globines dans la famille B1 a partir d'un seul jeu d'amorces dégénérées. Le
séquencage partiel des 6 ADNc correspondant aux 6 sous-familles de globines de Riftia
pachyptila nous a permis de synthétiser des sondes spécifiques et de cribler une banque
d’ADNCc et d'en récupérer certains complets. Le séquencage partiel d'un des quatre linkers qui
composent I'HBL-Hb a également pu étre réalisé ainsi que le séquencage des introns des
genes codant les globines A2 et B2. L'ensemble de ces données a été utilisé pour décrire
I'évolution de la famille multigénique par rapport a la propriété de fixation et de transport du
sulfure d'’hydrogene, et pour rechercher les positions des cystéines libres sur les séquences

primaires de globines (chapitre 4 et 5).

I11. Résultats et Discussion

1. Séquencage des ADNCc de globines et organisation de la famille multigénigue

Six ADNCc différents ont eté séquencés soit complétement ou partiellement (annexe 3). Dans
les cas de séquencage partiel, 80 % de la séquence codante est séquencée. Nous avons
recherché a identifier dans un premier temps les groupes d'orthologie de ces globines a partir
d'une phylogénie moléculaire des globines des vestimentiféres, pogonophores et annélides des
milieux riches en sulfures. Le regroupement distinct au sein de chaque sous-famille et les
signatures moléculaires évidentes repérées dans I'alignement multiple (annexe 4 et chapitre 4)
au sein de chaque groupe orthologue, nous ont permis d'assigner sans ambiguité ces nouvelles
globines a leur groupe respectif.

A partir de I'alignement des globines de Riftia pachyptila , nous avons retrouve la présence de

séquences d'adressage (en orange fig. 34) pour Al, A2, Bla et B2 grace a une suite de
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programmes  prédictifs du site de clivage associé au signal  peptide

(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html) (Nakai and Horton 1999). La séquence B2 ne commence

pas par une méthionine et suggére que la partie 5' de la séquence d'adressage est incompléte.
Seules les séquences codantes A2, Al et Bla sont complétes. Les autres sont partiellement
séquencées mais suffisamment pour contenir les signatures moléculaires permettant

d'identifier les différentes globines paralogues de cette famille multigénique.

* 20 * 40 *
Al : ----NKVPCNVLLLLLECVWAYASANCSCNVLCRI KTKVQRAKANCI C- - - A 53
A2 : ----NKSLI AREVCLLAAVHYSLADYVCCPL CRLKVKRQYAEANCSC- - - N 53
Bla : --NREECI TVLI ACCLAAVAADENCNVCTACGDAAVVI KQUCDVSSPLAAAR : 58
Blb : ---------ee e HCSDCTHSDAARVTEMUESVIUSACDSEHV|ZVEL [€E 38
Ble | -----mrmcmmmmeee el e e e NAVESLG- - - RRQVATIEY, 19
B2 : ----CIRSCLHCSLSWASVWRRTRSNSCT TEDRRENCLMUCN SACFT-GREIAIAC 55

* 80 * 100 * 120
Al . NSK KS : 113
A2 . RCGD PH AK @ 113
Bla : NVA AC @ 118
Blb : NVA AS @ 98
Blc : NVA SN : 79
B2 :AYKCD : AT @ 115

140
Al DPV FRKAL[RAT] 167
A2 EAAHDTINHAVIIVGQYE 163
Bla : TKAGECG TVLIKSYP 171
Blb : TVSAECL\Y\DDARYDL (WP 151
Blc : TAAGLCVIYENVI P 115
B2 TKGGﬁS CSHERVIP 151

Figure 34. Alignement multiple des 6 globines de Riftia pachyptila. Séquences oranges: peptide signaux ;

pour les ponts disulfures intra-chaine ; cystéines rouges cystéine de liaison de H,S ; cystéines

rose et pour les ponts disulfures inter-chaines ; cystéine jaune cystéine fonction inconnue. JRSOEZAYE
similarité880% de similaritel WHistidine proximale (fleche)

L'ensemble des positions des cystéines est résumé dans la figure 35 qui ne prend pas en
compte les séquences d'adressage. On peut caractériser 3 types de cystéines. Les cystéines qui
réalisent un pont disulfure intra-chaine chez toutes les hémoglobines extracellulaires des
anneélides et qui sont localisees en positions 7 et 143. Les cystéines impliquées dans des ponts
disulfures inter-chaines qui sont localisées en position 6, 35 et 133. Puis les deux cystéines
Cys+1l et Cys+11 impliquées dans la fixation des sulfures, et dont la nomenclature
particuliére (Bailly et al. 2002) est définie a partir du nombre d'acides aminés les séparant de

I'nistidine proximale conservée (rarement une glutamine) (fleche marron).
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Pont disulfure intra-chaine

T (toutes les globines extracellulaires chex les anmélides) 143

e e e e e e
i 1
1 1
1 1

H————4
5 35 Cys+1 Cyvst1l 133

S N O

Bla Bla Bl A2 Al
B2

Figure 35. Positions des différentes cystéines chez les globines de Riftia pachyptila

2. Comparaison des séquences obtenues et des données de spectrométrie

L'utilisation d'un spectrométre de masse a nébulisation électrique (Zal et al. 1996 a et b) a
préalablement permis de calculer le poids moléculaire de chaque chaine de globine, de
détecter le nombre de cystéines dans chacune de celles-ci et d'identifier les globines

impliquées dans la formation des dimeres (tableau 2).

Chaine de globine | Masse moléculaire (Da) Nombre de
cystéines
a 15933,4 2
b 16133,5 3
c 16805,9 2
d* 15578,5 3
gr* 16149,1 4
f* 16368,1 3

Tableau 2. Masse moléculaire et nombre de cystéines des chaines de globines estimées par spectrométrie de

masse. L'association entre les chaines * forme le dimére D1 et celle entre les chaines * constitue le dimeére D2.

Dans un premier temps, les masses moléculaires putatives et le nombre de cystéines nous ont
permis d'assigner respectivement la chaine f et la chaine b aux sous-familles Al et A2
(tableau 3).

Pour les chaines a, c, d et e, soit le séquencage est incomplet, soit la masse moléculaire du
polypeptide, déduite de la traduction de I'ADNc (tableau 3), n'est pas la méme que la masse

obtenue par spectrométrie de masse (tableau 2). Cependant, la chaine e posséde 4 cystéines
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(tableau 2) comme la globine B2 et Bla (tableau 3). La chaine e possede : (1) deux cystéines
pour réaliser un pont intra-chaine (2) une cystéine pour réaliser un pont disulfure inter-chaine
(dimeére) et (3) une cystéine libre (Chapitre 2, fig. 33). Comme chez Lamellibrachia sp, La
globine B2 est la seule qui présente une cystéine libre (Cys+1) impliquée dans la fixation des
sulfures. On retrouve également la cystéine conservée en position 133 de la globine B2 de
Riftia pachyptila comme celle de Lamellibrachia sp et des autres annélides (annexe 4). Par
contre la globine Bla de Riftia pachyptila ne posséde pas de cystéine libre impliquée dans la
fixation des sulfures, ni de cystéine en position 133. Chez Lamellibrachia sp, la globine Al
(chaine f chez Riftia) qui présente comme celle de Riftia pachyptila une cystéine conservée en
position 133, forme un dimére avec la globine B2 (Suzuki, 1989). Ces observations sont
suffisantes pour affirmer que la globine B2 est la chaine ¢ décrite par spectrométrie de

masse et fait un dimere avec la chaine f soit la globine Al chez Riftia pachyptila.

Bien que la globine Bla présente un poids moléculaire dépassant sensiblement celui calculé
par spectrométrie pour la chaine d, et une cystéine surnuméraire inattendue en position 5
(tableau 3), elle reste lI'unique candidate pour former un dimére avec la globine B2 (ou chaine
e) entre la cystéine 133 de B2 et la cystéine en position 35 de Bla (fig.35). Les deux autres
globines Blb et B1lc comme les autres globines orthologues Bl des vestimentiféres et
pogonophores (annexe 4), ne possédent que les cystéines du pont disulfure intra-chaine
(positions 7 et 143, fig.35).

La présence de la cystéine surnuméraire de Bla en NH; terminal pourrait étre expliquee par
un probleme de séquencage, mais tous les clones la possédent. Une modification post-
transcriptionnelle, post-traductionnelle ou un clivage atypique de la séquence d'adressage ne
sont pas a écarter pour expliquer la présence de cette cysteine et la différence de poids

moléculaire observée.

Séquence Nombre de cystéines Masse moléculaire Assignation
(aprés séquencage) théorique apres séquencage | séquencage/spectrométrie

Blb = 17042 # aouc

A2 = 16134 = b
Blc = Séquence incompléte aouc
Bla 4 # (3 attendues) 16304 # d

B2 4 = Séquence incompléte e

Al 3= 16367 = f

Tableau 3. Comparaison des chaines de globines obtenues par spectrométrie de masse et séquencage.
= : identiques aux données de spectrométrie, # : différentes.
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3. Evolution de la famille multigénigue des globines de Riftia pachyptila

A partir des alignements (fig. 34 et annexe 4) et de la comparaison des données de
spectrométrie avec celles de biologie moléculaire, nous avons réalisé une phylogénie
moléculaire des globines de Riftia pachyptila. Elle montre que la famille multigénique
actuelle a émergé a partir de 5 événements de duplication, conduisant a deux familles, A et B
et quatre sous-familles Al, A2, B1 et B2 et dans la sous-famille B1, aux globines Bla, B1b et
Blc (fig. 36).

Deux diméres D1 et D2 sont formés par l'association des globines B2 et Bla d'une part et par
B2 et Al d'autre part (fig. 36).

] 581 | |

Blc D2

-1 572 BZ—D l_l [I_
Bla Al_'.] I [I|_

1000 . Emmmm e

Al -

0,1

A2

Figure 36. Correspondance entre la phylogénie moléculaire des globines de Riftia pachyptila et leur

dimérisation. Arbre phylogénétique obtenu par Neighbor Joining avec un test de bootstrap sur 1000 réplicats.

Seule I'némoglobine V2 est formée par toutes les globines (présentes a différents ratios) et par

les deux dimeéres D1 et D2. L'hémoglobine V1 ne contient pas le dimere D2 car la gobine Al
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n'y est pas retrouvée. De méme pour I'némoglobine coelomique C1, le dimére D1 est absent
car la globine Bla ne fait pas partie de cet assemblage. Ainsi, le dimére peut étre considéré
comme une unité fonctionnelle qui pourrait conférer au polymere dans lequel elle se trouve
une meilleure stabilité ou permettrent des phénomenes allostériques complexes. Ces
dimérisations pourraient permettre la fixation d'autres ligands : dans le cas des triméres de
globines de Lumbricus terrestris, cette association serait au cceur de la fixation de ions
calcium, grace a un faisceau de charge positives (Fushitani et al. 1988). La fixation du
calcium permettrait d'avoir un fort effet Bohr pouvant conférer un avantage sélectif en terme
d'affinité pour I'oxygéne.

On remarquera que trois globines sont simultanément présentes dans les trois hémoglobines
V1, V2 et C1 : les globines A2, B2 et une des deux globine B1b ou Blc qui ne posséde que
les deux cystéines permettant la formation du pont dissulfure intra-chaine (tableau 1). Pour B1
(a ou c) on peut penser a un réle structural clé ou a une capacité de fixation particuliere, mais
ces hypothéses restent tres spéculatives. Par contre, la présence des globines B2 et A2 peut
s'expliquer par l'importance de la fixation et du transport du sulfure d'’hydrogéne via les

cystéines libres (Cys+1 et Cys+11).

4. Evolution de la famille multigénigue des globines au sein des annélides

La présence et la position des cystéines impliquées dans les ponts disulfures inter et
intra-chaines des hémoglobines ainsi que les possibilités de dimérisations et trimérisations des
globines chez les principaux groupes annélidiens (polychétes, oligochetes, achetes,
pogonophores et vestimentiferes) permettent de dégager un premier schéma évolutif de la

famille multigénique des hémoglobines extracellulaires des annélides (fig. 37).

D'une part, les polychetes et oligochétes ont des hémoglobines présentant des triméres qui

associent les globines A2 et B2 par leurs cystéines en position 133 et les globines B2 et B1
par leurs cystéines en position 6 (chapitre 2, fig.31 ; Fushitani et al. 1988 ; Suzuki et al. 1988).

La globine Al reste toujours monomérique.

D'autre part, les achetes, les pogonophores et les vestimentiféres présentent des hémoglobines

dimériques. La globine A2 reste toujours monomérique.
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Chez les vestimentiféres Riftia pachyptila et Lamellibrachia sp et chez le pogonophore
Oligobrachia mashikoi les globines B2 et Al sont associées par leurs cystéines en position
133.

Chez Riftia pachyptila, un autre dimeére est réalisé entre les globines B2 et B1, mais
associant deux cystéines en des positions différentes, respectivement 133 et 35. La cystéine 35
est le résidu supposé de la globine Bla permettant de réaliser le pont disulfure décelé par
spectrométrie de masse.

Chez le pogonophore Oligobrachia mashikoi, il existe un trimére de globines résultant
de l'association du dimere B2-Al et d'une troisieme globine. La troisieme globine n'est ni A2,
B2 ou Al selon les données de spectrométrie de masse et SDS-page (Yuasa et al. 1996). Il est
fort probable que ce soit une globine B1, mais on ne connait pas la position de la cystéine qui
permet le pont disulfure avec celle de la globine B2.

Pour les achétes, seules quatre globines co-existent, deux forment un dimeére, et les
deux autres sont des monomeéres (Shishikura et al. 1997). Bien que seules les séquences NH;
terminale soient disponibles (annexe 4), on peut facilement identifier deux lignées A et B
ainsi que deux sous-lignées au sein de chaque famille. Aucun indice ne permet de discriminer
les sous-famille en Al, A2, B1 ou B2 a cause du micro-séquencage (par définition court, donc
ne fournissant pas une séquence protéique assez longue). La seule certitude est qu'une des
deux globines B forme un dimére avec une des deux globines A (Shishikura et al. 1997).

Le scénario le plus parcimonieux, eu égard aux positions conservées des cysteines et a celles
perdues, repose sur une émergence de la famille multigénique Al, A2, Bl et B2 avant la
séparation du groupe annélidien formant des triméres et du groupe annélidien formant des
dimeéres (fig.37). En effet, la présence simultanee des cystéines en positions 133 chez les trois
globines Al, A2 et B2 des annélides actuelles suggere que, chez les globines B1, la cystéine
en position 133 a été perdue apres la duplication de la globine B ancestrale en B1 et B2 (fig.
37). De plus, le probable résidu cystéine en position 133 au sein des globines ancestrales A et
B suggeére aussi que celles-ci pouvaient théoriquement réaliser des dimeres de globines.

On peut raisonnablement penser que la cystéine 133 était initialement présente chez I'ancétre
annelidien mais qu'elle fut également perdue dans la lignée A2 formant des dimeéres, ainsi que
dans la lignée Al a triméres. La cystéine 6 a d0 apparaitre avant la duplication B1 et B2, mais
perdue dans le groupe formant des dimeres. Il est fortement moins probable que la cystéine en

position 6 ait pu seulement apparaitre dans le groupe formant des triméres car cela suppose un
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gain simultané et indépendant a la méme position dans la lignée B2 et B1 de ce méme
groupe.

Les dimérisations impliquant les globines B1 au sein du groupe formant des diméres restent
plus difficile a interpréter. Cependant I'exemple de la diversification de la sous-famille B1 de
Riftia pachyptila (positions marginales des cystéines 5 et 35), des famille de globines de
Lamellibrachia sp (Suzuki et al. 1989) et d'Oligobrachia mashikoi (Yuasa et al. 1996)
suggerent que la radiation des globines B1 est récente et spécifique des vestimentiféeres et des
pogonophores.

Ainsi ces duplications des globines B1 chez les pogonophores et les vestimentiferes auraient
pu générer des dimérisations originales avec cystéines en positions nouvelles sur des genes
dupligués de type B1 orphelins (n'ayant pas d'orthologues), permettant méme dans le cas de
Oligobrachia mashikoi de faire un trimére de type B2-A1-B1 qui n'implique pas la globine

A2 monomérique (Yuasa et al. 1996).

Bien que le but de cette these ne soit pas de résoudre la phylogénie des annélides, ces résultats
préliminaires apportent une vision un peu différente des phylogénies classiques et suggerent
une dichotomie entre le groupe a triméres (polychétes et oligochétes) d'une part, et le groupe a
dimeres (vestimentiferes, pogonophores et achétes) d'autre part. La classification selon Rouse
et Fauchald (1997) qui place les vestimentiféeres et les pogonophores au sein des polychétes, et
les oligochetes et les achetes au sein des Clitellata a I'extérieur des polychétes, n'est donc pas
soutenue par nos résultats. L'ensemble des phylogénies des annélides montre que les
annélides polychetes sont a la base des vestimentiferes et les pogonophores (chapitre 2).
Donc, si les polycheétes sont a la base des annélides comme le suggere également Westheide
(1997), on peut imaginer daprés la figure 37 qui allie (1) les duplications de génes de
globines, (2) les capacités de polymérisation spécifiques de ces globines et (3) les événements
de spéciation, qu'une lignée de polychéte aurait pu étre a l'origine du groupe des
vestimentiféres, des pogonophores et des achetes (ou hirudinés) formant des dimeéres
n'impliquant pas A2 monomérique. Une autre lignée de polycheétes serait a l'origine des

oligochetes émergeant cependant dans le groupe a trimeres, dont A1 monomérique.
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Immére et Al monomengue: Dimére et A2 monomérique:
Polychetes, Oligochétes Vestimentiféres, Pogonophores et Achétes
| 3 | 3
[ Riftia)
Al A2 B2 Al A2 B2

— —

133 a4 _— 133 (A7)

6 (B1etB2)

— 3 133 B1)

Séparation des lignées Al A2 Bl B2
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Figure 37. Evolution de la famille multigénique des hémoglobines au sein des Annélides. En orange : les
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cystéines.
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5. Chaine de structure des hémoglobines vasculaires V1 (HBL-Hb) de Riftia
pachyptila

Une des quatre chaines de structure (linker) qui composent I'HBL-Hb V1 de Riftia pachyptila
a été séquenceée partiellement. Sa séquence apparait au sein d'un alignement d'autres "linkers"
d'annélides dans I'annexe 5. Comme les autres "linkers" il posséde une région homologue des
LDLr (low density lipoprotein receptor) riche en cystéines. La famille des génes LDLr code
des protéines membranaires de lysosomes qui sont impliquées dans la fixation de ligands
spécifiques a dégrader dans I'organite. Dans l'espece humaine, cette protéine intervient dans la
régulation du cholestérol.

Cette région riche en cystéines est probablement impliquée dans la formation des pont
disulfures intra chaines (Suzuki et Riggs 1993) et dans le deuxieme mecanisme de la fixation
du sulfure d'hydrogene (Chapitre 2, 1V, 2, fig. 33).

Les travaux de Suzuki, basés sur la présence de séquences homologues partagées par les
globines et les LDLr, suggerent que les linkers sont des protéines chimériques qui auraient pu
émerger par glissement d' exons (“exon shuffling™), a partir de différents genes (Suzuki et al.
1990b ; Suzuki et Riggs 1993). Cette hypothese sur I'origine des linkers, associant un ancien
géne de globine et un géne (ancestral) de type LDLr est également supportée par les capacités
de certains linkers de lier un héme, donc de présenter une poche hydrophobe similaire a celles

des globines et de pouvoir potentiellement transporter de I'oxygene (Ownby et al. 1993).

6. Structure du géne A2 et B2 de globine de Riftia pachyptila : séquence d'adressage,

position des introns et séquence 3'UTR

a. Séguence d'adressage

Les hémoglobines extracellulaires sont d'abord synthétisées dans le tissu hématopoiétique
puis exportées dans le réseau vasculaire ou le coelome. Les séquences d'adressage qui
permettent I'excrétion des protéines matures ont été retrouvées chez les clones complets Al,
A2 et Bla (partiellement chez B2) et sont constitués de 19 acides aminés contre 16 chez
Lumbricus terrestris. On retrouve, comme pour la majorité des peptides signaux, une région
riche en leucines (fig. 34), ainsi qu'une faible identité de séquence entre eux (Williams et al.
2000).
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b. Introns et séquences 3' UTR

Les deux introns du gene codant la globine A2 et le deuxiéme intron du géne codant la
globine B2 ont été séquencés (fig. 38). Comme pour le géne codant la globine Bl de
Lumbricus terrestris (Jhiang et al. 1988), les genes codant ces globines ont une structure dite
en "deux introns - trois exons", identique a la structure des genes de globines de vertébrés.
Les introns trouves chez Riftia pachyptila sont plus courts que ceux trouvés chez Lumbricus
terrestris mais plus long que ceux trouves chez les vertébrés. Leurs positions et séquences
respectives sont présentées dans I'annexe 6. On remarquera une différence dans la longueur
des introns séquenceés.

Les introns qui interrompent le cadre de lecture entre deux codons sont dits "en phase zéro".
Ceux qui interrompent le cadre de lecture entre la premiére et la deuxieme paire de bases sont
dits "en phase un", ceux entre la deuxieme et la troisieme paire de bases d'un codon sont dits
en "phase deux". L'intron 1 de la globine A2 de Riftia pachyptila et de la globine Bl de
Lumbricus terrestris est en phase 2 et I' intron 2 des génes A2 et B2 de Riftia pachyptila et
B1 de Lumbricus terrestris est en phase 0.

Nous pourrons retenir que la présence d'introns peut conférer au moins deux avantages : celui
de I'épissage alternatif qui augmente les possibilités fonctionnelles d'une protéine ou d'une
famille de proteéine, et celui qui permet le phénomeéne de glissement d'exon (*“exon shuffling™)

dont la consequence peut aboutir a la formation de nouveau genes (Fedorov et al. 1998).

« Présence de microsatellites dans I'intron 2 de A2 (annexe 6) :

La présence de microsatellites dans des introns d'eucaryotes est répertoriée dans la banque de
donnée ISIS (Intron Sequence and Information database) a I'adresse suivante
http://isis.bit.ug.edu.au/. Seuls deux motifs (CA), et (CATA),, sur les trois microsatellites de
Iintron 2 ont été trouvés dans tous les microsatellites déja identifiés dans les groupes
suivants: Humain, Mammiféres, Invertébrés, Plantes, Primates, Rongeurs, Vertébrés et une
classe "autres eucaryotes". Le troisieme motif microsatellite (CGCA), est beaucoup plus rare
puisqu'il représente moins de 1% des microsatellites trouvés dans un des groupes précédents.
Les roles fonctionnels des microsatellites ont été largement décrit. lls entrent dans la
composition de certains promoteurs, servent aussi d"enhancers" et peuvent également lier des
protéines de régulation pour l'expression de genes (Golstein et Schldtterer 1999). Il est

également connu que certains introns (sans microsatellites) entrent dans la régulation de
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I'expression de certains genes (Ash et al. 1993). Il faudrait pouvoir accéder a l'intron 2 de

globines orthologues A2 pour comparer ces motifs et leur degré de conservation.

Riftia A2 495 1m
Lumshricus B1 1340
Intron 1
Riftia A1 340 mm
Riftia A2 400 im
Lurhricus B1 480 nu
Pp | Exonl | Exon2 | Exon3 3*UTR
Intron 2
Riftda A2 639 nu
Riftda B2 390 nun
Lumbricus E1 1168 nu

Figure 38. Structure du géne codant les globines A2 et B2 de Riftia, avec la séquence d'adressage Pp, la

succession des exons et des introns et la partie 3'UTR. nu : nucléotides

e Les parties transcrites non traduites en 3' (3'UTR) des globines de Riftia pachyptila sont
longues (340 a 400 nucléotides ; fig. 37 et annexe 3) par rapport a celles des vertébrés (entre
95 et 132) et plus petites que celles des myoglobines de vertébrés (jusqu'a 548 nucléotides
pour la myoglobine du phoque). Elles sont presque du méme ordre de grandeur que la partie
3'UTR de la globine B1 de Lumbricus terrestris (480). Il n'est pas impossible que la taille de
la région 3'UTR soit corrélée a la présence d'éléments régulateurs de la transcription, a relier

avec le caractére extracellulaire de ces protéines.
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7. Conclusion

La famille multigénique des hémoglobines extracellulaires du vestimentifére Riftia pachyptila
présente la méme organisation que les familles multigéniques codant les hémoglobines
d'autres especes d'annélides polychetes et oligochetes.

Les capacités d'hétéro-polymérisation par des ponts disulfures inter-chaines de ces globines
varient selon deux grandes lignées évolutives : la lignée des polychétes et des oligochetes
dont les hémoglobines sont constituées de triméres de globines, la sous-unité Al restant
monomérique, et la lignée des acheétes, des vestimentiferes et des pogonophores dont les
hémoglobines sont constituées principalement de dimeres de globines, la sous-unité A2
restant monomérique. En plus de l'organisation de la famille multigénique (fig.38), les
structures quaternaires en bicouches hexagonales et la structure des génes de globines (fig.39)
confortent les arguments phylogénétiques et ontogéniques qui suggeérent que les
vestimentiféeres et les pogonophores sont des annélides au méme titre que les polychétes et les
oligochetes, mais qu'ils pourraient dériver de ces derniers. Le scénario évolutif le plus
parcimonieux suggere que toutes ces globines dérivent d'une méme globine ancestrale, et que
la premiére duplication a probablement permis la premiére hétéro-polymeérisation. Cependant,
on peut également penser que la capacité d’homo-polymérisation existait initialement. Cela
pose l'intéressante question de la fonctionnalité intrinséque de la protéine polymérique par
rapport a la protéine monomeérique : la capacité de polymérisation permet-elle dacquérir de
nouvelles fonctions (radicalement différentes de la fonction originale) ou plutét d'apporter des
niveaux de régulation plus fins et plus performants que la fonction originale comme par
exemple la coopérativité ? Cette forte capacité de polymérisation aurait aussi pu permettre a la
lignée extracellulaire d'hémoglobine d'émerger en conservant la méme fonction que la lignée
intracellulaire : Fushitani et al. (1988) ont proposé que l'acquisition de séquence d'adressage
serait apparue dans la lignée des globines extracellulaires, elle-méme dérivant de la lignée des
hémoglobines intracellulaires.

En matiere d'évolution moléculaire, la duplication des géenes permet la diversification et
I'innovation au sein du genome. Deux sous-familles de globines des annélides des milieux
riches en sulfures, A2 et B2, possedent des cystéines libres capables de lier réversiblement le
sulfure d'hydrogene. Leurs paralogues respectifs Al et Bl n'en possedent pas. Les
hémoglobines des annélides vivant dans des milieux oxydés (sans sulfures) ne possédent pas

de telles cystéines, et ce, sur aucune de leurs globines.
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Ces observations, les fonctionnalités et la description de la famille multigénique des
hémoglobines de Riftia pachyptila nous ont permis d'initier une réflexion et un travail
d'identification des mécanismes évolutifs permettant d'expliquer le maintien ou I'absence de
cystéines libres, corréelé a la capacité ou non de lier et de transporter le sulfure d’hydrogeéne.
La suite de cette these s'intéresse a I'évolution de la fonction de transport du sulfure
d'hydrogene au sein de la famille multigénique des hémoglobines de Riftia pachyptila et plus
généralement des vestimentiferes et des pogonophores (chapitre 4), puis a I'évolution de cette

fonction au sein des annelides (chapitre 5).
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Evolution de la fonction de fixation des sulfures dans la famille multigénique de globines

chez le ver tubicole Riftia pachyptila des sources hydrothermal profondes.

Riftia pachyptila a la capacité de transporter le sulfure d’hydrogéne en fixant ce dernier sur les
cystéines libres (non impliquées dans les ponts dissulfures intra et inter-chaines) associées a
son hémoglobine extracellulaire. D'autres annélides, symbiotiques ou non, vivant en milieux
réduits, possedent le méme type d’hémoglobine et la méme capacité de fixation de H,S. Chez
les annélides symbiotiques comme Riftia pachyptila, la liaison du sulfure d'’hydrogene a
destination des bactéries chimiosynthétiques situées dans le trophosome est assimilée a une
fonction de transport de H,S. Par contre, la capacité de liaison du sulfure d’hydrogene chez les
annelides non symbiotiques est assimilée a une fonction de détoxication de H,S. Parce que les
annélides non symbiotiques précedent, d'un point de vue évolutif, les annélides vivant en
symbiose, la fonction de transport de H,S serait une apomorphie par rapport a la fonction de
détoxication de H,S.

La description de la famille multigénique des globines extracellulaires de Riftia pachyptila
montre une organisation conforme a celle des autres annélides. Les six ADNc séquencés
confirment que cette famille, comme celle de I’oligochete Lumbricus terrestris, du polychete
Tylorrhynchus heterochaetus et du vestimentifere Lamellibrachia sp, est divisée en deux
familles, A et B. Chacune d’elle est subdivisée en deux sous-familles Al, A2 et B1, B2.

Nous avons cherché a comprendre comment la fonction de fixation des sulfures par ces
hémoglobines a évolué chez les annélides des milieux reduits, en prenant la famille
multigénique de Riftia pachyptila comme modéle. Comment cette fonction s'est-elle
maintenue ? Est-elle apparue au cours des duplications ou était-elle présente avant méme la
diversification de la famille multigénique ? Quel est le jeu des pressions sélectives qui peut
expliquer la situation actuelle ?

La position des cystéines libres impliquees dans la fixation et le transport des sulfures est
conservée dans toutes les globines orthologues A2 et B2 des annélides vivant en présence de
sulfures. Nous avons respectivement appelé Cys+1 et Cys+11 ces cystéines conservées des
globines B2 et A2. Bien que la démonstration de la fixation de H,S n'ait pas été réalisée
pour les hémoglobines des annélides qui possédent de telles cystéines libres chez A2 et

B2 a l'instar des hémoglobines de Riftia pachyptila, nous avons admis par analogie
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fonctionnelle et par la présence de H,S dans leur environnements respectifs, que ces
cystéines sont également impliquées dans la fixation de H,S.

Nous avons également considéré les globines des chlorocruorines des annélides Sabellidés qui
possedent ces mémes cystéines libres comme des homologues des chaines de globines des
hémoglobines des autres annélides (chapitre 1. I). La seule différence est portée par I'héme qui
est 1égerement modifié (substitution d'un groupement vinyle par un groupement formyle). Par
ailleurs, la structure du gene de la globine du polychéte Eudistylia vancouverii dont le
pigment respiratoire est une chlorocruorine, est identique a celle du gene des globines
d'annélides possédant des hemoglobines (méme position des introns : Dewilde et al. 2001).
Ces mémes résidus, Cys+1 et Cys+11 sont absents chez toutes les globines des annélides
vivants en milieux oxydés.

Une étude deétaillée des séquences montre (1) I’absence de ces résidus dans les sous-familles
paralogues des globines Al et Bl des annélides des milieux réduits, (2) des vitesses
évolutives plus élevées des globines Al et B1 par rapport a celles des globines A2 et B2, (3)
la conservation de la structure 2D du domaine qui flanque les deux cystéines libres (SBD,
Sulfide Binding Domain) entre les globines paralogues A2 et B2 chez les annélides des
milieux réduits, (4) la conservation de cette méme structure mais sans les cystéines chez les
annélides des milieux oxydés.

Ces données suggerent que les fortes concentrations en sulfures opérent (ou participent pour
une grande partie) en tant que pression de sélection pour le maintien des cystéines libres.
Nous proposons un scénario évolutif de la fixation des sulfures par des cystéines libres des
hémoglobines extracellulaires des annélides. Nous avons superposé sur la phylogénie
moléculaire des globines de Riftia pachyptila les évenements putatifs de perte de cystéines
tout au long de I'émergence de la famille. L'acquisition (le gain) indépendante de tels résidus
dans les lignées A2 et B2 nous semble hautement improbable eu égard aux vitesses évolutives
estimées, a la conservation du domaine SBD, a I'étude détaillée des séquences, a l'ensemble
des données paléo-géologiques et écologiques. L'exemple du transport des sulfures par les
hémoglobines de mollusques des milieux réduits par des seules interactions électrostatiques
avec I'heme, renforce I'idée que le transport des sulfures par les hémoglobines extracellulaires
chez les annélides par une cystéine est une caractéristique de ce phylum. L'ancétre annélidien
non symbiotique était probablement adapté a la vie dans les sulfures avec de telles cystéines
qui exercaient trés probablement une fonction de détoxication en chélatant H,S. La capacité
de fixation chez les annélides symbiotiques aurait évolué vers une fonction de transport de

H,S. Cependant, d'autres séquences de polychétes phylogénétiquement éloignés restent a
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acquerir pour entériner ce modele. Les analyses et les interprétations des données

moléculaires sont présentées en détail dans I'article qui suit.
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Abstract

The giant extracellular hexagonal bilayer hemoglobin (HBL-Hb) of the deep-sea
hydrothermal-vent tube worm Riftia pachyptila is able to transport simultaneously O, and H,S
in the blood from the gills to a specific organ: the trophosome that harbors sulfide-oxidizing
endosymbionts. This vascular HBL-Hb is made of 144 globins from which four globin types
(A1, A2, B1 and B2) co-evolve. The hydrogen sulfide is bound at a specific location (not on
the heme site) onto two of these globin types. In order to understand how such a function
emerged and evolved in vestimentiferans and other related annelids, six partial cDNASs
corresponding to the 6 globins known to compose the multigenic family of R. pachyptila have
been identified and sequenced. These partial sequences (c.a. 120 a.a. i.e. 80% of the entire
protein) were used to reconstruct molecular phylogenies in order to trace duplication events
that have led to the family organization of these globins and to locate the position of the free

cysteine residues known to bind hydrogen sulfide. From these sequences, only two free
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cysteine residues occur at positions Cys + 1 (i.e. one a.a. from the well-conserved distal
histidine) and Cys + 11 (i.e. 11 a.a. from the same histidine) in globins B2 and A2,
respectively. These two positions are well-conserved in annelids, vestimentiferans and
pogonophorans which live in sulfidic environments. The structural comparison of the
hydrophobic environment that surrounds these cysteine residues (the Sulfide Binding
Domain) using HCA-plots, together with the cysteine positions in paralogous strains, suggest
that the sulfide-binding function might have emerged prior to the annelid radiation in order to
detoxify this toxic compound. Moreover, globin evolutionary rates are highly different
between paralogous strains. This suggests that either the two globin subfamilies involved in
the sulfide-binding function (A2 and B2) have evolved under strong directional selective
constraints (negative selection) and/or that the two other globins (Al and B1) have
accumulated more substitutions through positive selection or have evolved neutrally after a
relaxation of selection pressures. A likely scenario on the evolution of this multigenic family

is proposed and discussed from this dataset.

Introduction

From the earliest studies of evolutionary processes at a molecular level, hemoglobin has been
one of the favourite molecule to model the evolution of multigenic families (Rossi-
Fanelli,Cavallini and De Marco 1955; Zuckerkandl, Jones and Pauling 1960). Ingram (1961)
stressed the process of gene duplication to explain human hemoglobin subunit's emergence
and different levels of selection to maintain such proteins through the course of evolution.
Numerous amino-acid and nucleotide-based phylogenies of vertebrate globins have been
carried out to reconstruct the most appropriate scenario of the evolution of the paralogous
genes encoding these molecules (Goodman et al. 1971; Goodman, Moore and Matsuda 1975).
Invertebrate globins has also been investigated. Their progressive identification and
characterization at a gene level allowed several authors to relate the huge hemoglobin
diversity found in invertebrates to their evolutionary history (Goodman et al. 1988; Hardison
1998).

The present description of the complete multigenic globin family of the vestimentiferan Riftia
pachyptila Jones (1981) provides an additional original model of evolution in which globins
exhibit different ligant specificities, raising questions about the sub-functionalization of
duplicated genes. Living in a sulfide-rich environment at hydrothermal vents along the East
Pacific Rise (EPR) at a depth of 2500 meters, the tube-worm R. pachyptila possesses

hemoglobins that are able to bind simultaneously and reversibly O2 and a highly toxic
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molecule, hydrogen sulfide (H,S) (Arp, Childress and Vetter 1987). Endosymbiotic sulfo-
oxidizing bacteria harboured within a specific organ of the worm, the trophosome, use H,S to
synthetise organic compounds which are used by the host (Childress and Fischer 1992).
Adaptation to H,S is of prime importance for this worm which has to cope with its nutritional
requirements and the toxicity of this reduced compound, this latter inhibiting the
mitochondrial oxidative chain reaction and the transport of oxygen (Nicholls 1975). Life in
sulfidic habitats has been widely studied and several kinds of adaptive mechanisms have been
selected in organisms to detoxify H,S (Vetter and Powell 1991; Vismann 1991; Grieshaber
and Volkel 1998). One of them is the use of extracellular hemoglobins via the occurrence of
free cysteine residues (Zal et al. 1998). Hemoglobins of R. pachyptila are extracellular, two
are vascular and one is coelomic. One of the two vascular hemoglobins possesses a
hexagonal-bilayer quaternary structure (HBL-Hb) (Terwilliger, Terwilliger and Schabtach
1980) which is only found in the Annelida and Vestimentifera (Weber and Vinogradov 2001).
This complex multimeric hemoglobin is made of 144 globin chains and structural non-globin
chains, the linkers, which enable such a typical shape. Six different globin subunits and their
associated molecular weight and free cysteine residues (i.e. cysteine residues not involved in
intra- or inter-chain dissulfide bridges) have been previously described from these
hemoglobins by mass spectrometry and amino acid sequencing of the A2 chain (Zal et al.
1996a; 1996b; 1997b). The free cysteine residues only occur on two globin strains, one per
globin. As suspected by Suzuki et al. (1989), these free cysteine residues are involved in the
binding of H,S (Zal et al. 1997b; 1998). Free cysteine residues were also found in other
globins of worms living in transient or permanent sulfide-rich or polluted environments such
as the symbiotic vestimentiferan Lamellibrachia sp. (Takagi et al. 1991), the symbiotic
pogonophoran Oligobrachia mashikoi (Yuasa, Green and Takagi 1996) and the non-symbiotic
polychaetes Sabella spallanzanii (Pallavicini et al. 2001) and Sabellastarte indica (Suzuki,
Hirao and Vinogradov 1995). One might consider that these species have all the ability to
bind sulfides via their free cysteine residues by analogy to the sulfide-binding function of both
the vestimentiferans Lamellibrachia sp. and R. pachyptila simply because such a binding
process has been demonstrated in other polychaetes such as the lugworm, Arenicola marina
(Zal, Gotoh and Toulmond 1999). This paper addresses a presentation of a new and complete
multigenic family of extracellular globins in R. pachyptila and a possible scenario of
duplication events that explains the evolution of such a peculiar respiratory pigment. It also
focusses on the sulfide-binding function and its possible role in the evolution of extracellular

globins in annelids, vestimentiferans and pogonophorans living in sulfidic environments.
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HBL-Hbs carry an original function involved in the binding and transport of hydrogen sulfide
which indeed raises two fundamental questions about (1) how selection acts to maintain free
cysteine residues solely in two globin subfamilies after several duplication events, at the
multigenic family level and (2) what is the likely evolutionary history of such a detoxifying

mechanism since its appearance in annelids.

Materials and Methods

Biological Material

Juvenile specimens of the hydrothermal-vent tubeworm R. pachyptila (3 to 5 centimeters
length) were collected twice at one single vent site from the ridge segment 9°50'N on the East
Pacific Rise (Riftia field: 9°50.75’N, 104°17.57°’W) at a depth of about 2500 m during the
French oceanographic cruise HOT 96 and the American cruise LARVE99.The worms were
sampled using the telemanipulated arm of the submersibles 'Nautile' and 'Alvin’, brought back
alive to the surface inside an insulated basket and immediatly frozen and stored in liquid

nitrogen after their recovery on board.

Characterization of extracellular globin genes

Globin-specific primer design - All degenerate forward and reverse primers were
designed according to the amino acid sequences of the four extracellular globin sub-families
that form the hexagonal bilayer hemoglobin of Lamellibrachia sp. (i.e. sub-families Al
(Takagi et al. 1991), A2 (access n°: P15469), B1 and B2 (Takagi et al. 1991)). Primer designs
were performed using the Oligo 4.0 software according to the following criteria: (1) the
corresponding amino acid domains used must be close to either the NH,-terminal end
(forward primer) or the COOH-terminal end (reverse primer: legend of Fig. 1), (2) they must
contain a large proportion of two-fold or three-fold degenerated amino acids, and (3) they

must be specific of a single globin sub-family.

Total RNA extraction and cDNA synthesis - Entire juveniles of R. pachyptila were
crushed in liquid nitrogen. Total RNAs were then recovered and extracted using the RNAble®
buffer (Eurobio). The mRNA purification was performed from the total RNAs using the
oligodT resin of the mRNA Purification Kit © (Pharmacia Biotech). Reverse transcription was
initiated with an anchored oligodT CTC CTC TCC TCT CCT CTT(16) primer.
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Globin amplification and sequencing - Each partial globin cDNA was amplified by
PCR using a set of degenerate primers on a Perkin Elmer GenAmp PCR System 2400°. PCR
steps were performed identically for each globin sub-family amplification, with the same
annealing temperature (50°C). PCR conditions were as follows: initial denaturation at 96°C
for 5 min , 35 cycles consisting of 96°C for 50 s , 50°C for 50 s, and 72°C for 50 s.The
reaction was completed by an elongation step of 10 min at 72°C. Amplifications were carried
out in 25 pl reaction mixtures containing 10-50 ng cDNA target , 50-100 ng of each
degenerate primer, 200 uM dNTPs, 2.5 mM MgCI2 and 1 unit of Tag DNA polymerase
(Promega). PCR products were visualized on a 1% agarose gel under U.V. Gel slices
containing DNA fragments of the expected size were collected and subsequently purified onto
Ultrafree®-DA. All PCR products were then cloned using a TOPO-TA Cloning® kit
(Invitrogen). Purified plasmids containing the globin insert were used in a dye-primer cycle
sequencing reaction using either the labeled Texas Red universal primer T7 (5'- GTA ATA
CGA CTC ACT ATA GGG C -3') or the M13 reverse (5-GGA AAC AGC TAT GAC CAT
G -3') and the Thermo Sequenase™ pre-mixed cycle sequencing kit from Amersham™. PCR-

products were subsequently run on a Vistra automated DNA Sequencer 725.

Molecular phylogenetic analysis

Analyses were performed on different sets of data: (1) paralogous cDNA sequences of the
globin family of R. pachyptila and (2) orthologous amino acid sequences of globins from R.
pachyptila and closely-related annelids sharing similar HBL-Hb extracellular respiratory
pigments. These globin sequences belong to Lumbricus terrestris (access n°: A29134,
A28151, B28151, C28151) in Shishikura et al. (1987) and Fushitani, Matsuura and Riggs
(1988), Tylorrhynchus heterochaetus (access n°: P02219, P02220, P09966, P13578) in Suzuki
and Gotoh (1986), Lamellibrachia sp. (access n°: S08284) in Suzuki, Takagi and Ohta (1990),
Oligobrachia mashikoi (access n°: S72251, S72252, S72253) in Yuasa, Green and Takagi
(1996) and Sabella spallanzanii (access n°: CAC37411 and CAC37412) in Negrisolo et al.
(2001). DNA or amino acid sequences were aligned with the Clustal X software (Thompson
et al. 1997) and using the hidden Markov model procedures and the SAM system (Karplus et
al. 1997) (http://www.cse.ucsc.edu/research/compbio/) in order to assess the congruence of

alignments for both paralogous and orthologous data sets.
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Informative sites - The more informative and conserved blocks of amino acids were
selected for molecular phylogenetic analysis from a multiple alignment of globin sequences
using the Gblock software (Castresana 2000). Final conserved blocks of contiguous amino
acids were obtained applying the following settings in option b (“blocks parameters”):
minimum number of sequences for a conserved position: 8, minimum number of sequences
for a flank position: 12, maximum number of contiguous nonconserved positions: 8,

minimum length of an initial block: 15, minimum length of a block after gap cleaning: 10.

Molecular phylogeny - Molecular phylogenetic trees were constructed using Neighbor-
Joining (NJ), Maximum Parsimony (MP) and Maximum Likelihood (ML) methods. NJ, MP
and ML were respectively computed with the Phylo_win package (Galtier, Gouy and Gautier
1996), PAUP version 3.1.1 (Swofford 1993) and Puzzle version 4.0 (Strimmer and von
Haeseler 1996). Phylogenetic distances were computed from observed levels of divergence
and from that expected under the Dayhoff’s PAM matrix. MP trees were obtained with an
heuristic search using the tree bisection-reconnection (TBR) branch swapping option,
stepwise addition (closest taxa addition) and the collapse option for zero length branches. ML
analysis was performed according to the Jones, Taylor and Thornton (JTT) model of amino
acid substitutions (Jones, Taylor and Thornton 1992), with and without a gamma distribution
of substitution rates among sites, and using the quartet puzzling method. Bootstrap
proportions were obtained from 1000 re-sampling sequence alignments for NJ and parsimony
trees and from 100 000 puzzling steps in the particular case of the likelihood method. The
“duplicate gene rooting” procedure (Donoghue and Mathews 1998), which was originally
proposed as an alternative to root the universal tree of life for which outgroups are not

available (Iwabe et al. 1989), was used to root our paralogous globin trees.

Evolutionary rates - To test whether sub-families of vestimentiferan globins may
evolve at different evolutionary rates, genetic distances between R. pachyptila and
Lamellibrachia sp. orthologous amino acid sequences of each sub-family, namely Al, A2, B1
and B2 were calculated according to the Jones, Taylor and Thornton (1992) matrix using the
Maximum Likelihood procedure of the Puzzle software. In this particular case, the four
genetic distances obtained between the two taxa relate directly to the evolutionary rate
because the evolutionary time is identical between the four paralogous genes. The occurrence
of a global molecular clock was tested on three orthologous sets of globins, namely Al, A2

and B2, using the relative rate test comparing substitution rates between sequences, according
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to the absolute difference |d1- d2| of Sarich & Wilson (1973) where d1 and d2 represents the
Maximum Likelihood distances of species 1 and species 2 to a third more divergent reference
species.

2-D Cys structural domains

A Hydrophobic Cluster Analysis (HCA plots) was performed to predict the secondary
structure of primary globin amino acid sequences to assess the molecular environment of free
cysteine residues that are involved in the sulfide-binding function. These plots were obtained
using the DrawHCA software (Callebaut et al. 1997)

(http://www.Imcp.jussieu.fr/~soyer/www-hca/hca-form.html).

Results

Identification and characterization of the complete globin multigenic family of R. pachyptila.
Six specific globin sequences (accession numbers: AJ439732, AJ439733, AJ439734,
AJ439735, AJ439736, AJ439737) were identified after cloning and sequencing, in agreement
with the number of subunits previously described by mass-spectrometry (Zal et al. 1996a, b).
The six globins were then aligned and compared with the four extracellular globins of
Lamellibrachia sp. designated A1, A2, B1 and B2 following to the nomenclature of Suzuki,
Takagi and Ohta (1993) and with the globin sequences of Oligobrachia mashikoi, Sabella
spallanzanii, Lumbricus terrestris and Tylorrhynchus heterochaetus (Fig. 1). Among the six
R. pachyptila sequences, three were unambiguously identified as orthologous to the Al, A2
and B2 globins of Lamellibrachia sp. The last three R. pachyptila sequences were much more
variable. However, they share residues with the B family (Fig. 1): a serine (S) at position 6,
present in a majority of B globins; and an asparagine (N) at position 66, which is absent from
the A globins. In addition they shared two indels with the B globin: an insertion of one
residue at position 89, and a deletion of two residues at positions 113-114. Furthermore, a 3-
residues motif PQV at position 108-110, specific of the B globins, was well conserved. These
characters allowed us to allocate these three sequences to the B family without ambiguity.
Furthermore, we propose that these three latter globins fall within the B1 group on the
following basis: Bla, B1b and Blc shared a 4-residues motif, VNVA, at position 40-43 and a
methionine (M) at position 99 with the globin B1 of Lamellibrachia sp. Bla and B1b shared
also a valine (V) at position 102 with Lamellibrachia sp B1 (Fig. 1).
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| I I I I | |
LamAl MAKAYGFG- - - AERAKFGNSLWISI FNYAPDARE- LFDSVFVKEMY | SPTFKAHVARVI GG
Rif AL WAKAYG G- - - AARSKFGDAL WVRNVENYAPNARD- | FESVNSKDVA | SPEFKAHI ARVL GG
aiAl WAQSYGEA:- - - ENRAAFSRDLFSELFNI QGSSRA- LFSGVGVDDWN | SAAFTAHOLRVTGA
Tyl AL VAQVYSVG- - - ESRTDFAI DVFNNFFRTNPD- RS- LFNRVNGDNVY | SPEFKAHWRVFAG
LunAl WASAFGHA- - - HQRVAFGLELVKG LREHPEI KA- PFSRVRGDNI Y | SPQFGAHSQRVLSG
LamA2 WAEAYGSG- - - NDREEFGHFI WIHVFKDAPSARD- LFKRVRGDNI H | TPAFRAHATRVLGG
Ri f A2 MAEAYGSG - - NSREEFGHFI WBHVFQHSPAARD- MFKRVRGDNI H [ TPAFRAHATRVLGG
aiA2 WAEAYGEG- - - TNRELLGNRI WEDL FANVPDARG- LFSRVNGNDI D | SSEFQAHSLRVLGG
SabA2 WQEAFGYA:- - - DDRTSXGTALWRSI | MOKPESVDKFFKRVNGKDI S | SPAFQAHI QRVFGG
Tyl A2 WAKAYGVG: - - HERVEL G ALVKSMFAQDNDARD- LFKRVHGEDVH | SPAFEAHVARVING
LumA2 WGRAYGSG- - - HDREAFSQAI WRATFAQVPESRS- LFKRVHGDDTS | HPAFI AHAERVLGG
LanB1 YNAG SAGSRLTMBNKI FSTLFKLKPESEA- LFSNVNVANMD | SGAFHAHTVRVLSG
Ri f Blc WNAVFSLQ- - - RRQVATGYAI FSRLFELVPTAKN- LESGVNVADNVK | SPEFSAQWRVMIG
Ri f Bla VKDVSSPDAAARSKL SGGHAVFAEL FKMVPAAKN- LETRVNVAEI N | SPEFNGHVMVRVMEG
Ri f Blb VESVWBAQNSEQVRVEL GEEVFEYI FKKSPAAKQ LFTRVNVADVN | SPEFQAHVVRVI NG
Tyl BL VIRS| WBAEDT- GRRTLI GRLLFEELFEI DGATKG- LFKRVNVDDTH | SPEEFAHVLRVNG
LunB1 VDI LWRDTESSKI KI GFGRLLLTKLAKDI PDVND- LFKRVDI EHAE | GPKFSAHALRI LNG
LanB2 MLMAANVWBAQFT- GRRLAI AQAVFKDL FAHVPAAI G- LFDRVHGTDVN | SNEFKAHG! RVLFG
Ri f B2 WGNVWBAQFT- GRRI Al AQAVFKDL FANVPDAVG- LFGAVKGDEVN | SNEFKAHCI RVWNG
aiB2 VIDAAVBAAYS- DRRVAL AQAVFASL FSRDAAAQG- LFSGVSADNPD | SADFRAHGVRVWNG
SabB2 VEEAMABAEFT- GRRVI | AQEVFQRLFEKSPETKE- LFTGVNVANI D | SPEFRAHGQVRVTNG
Tyl B2 VIKG WBAEFT- GRRVAI GQAI FQEL FAL DPNAKG- VFGRVNVDKPS | EADVKAHVI RVI NG
LunB2 VDDVWBSSFT- DRRVAI VRAVFDDL FKHYPTSKA- LFERVKI DEPE | SGEFKSHLVRVANG

K e e e e e e e e e e m e e m e mmmm e mm—— e —————————— K e e e e e e e e m - - * #_ * oo

--------- 70--------80------- -90--------100-------110-------120

i i I I I I

LamAl LDRVI SM.DNAEALNADL EHLKSQHDPR | - GLDALNFAVFGKAL FATVGGKFGV- [CFDLPA
Ri f AL LDRVI SM_DNQATL DADLAHLKSQHDPR | - TI DPVNFVWFRKALI ATVAGTFGV- CFDVPAW
aiAl LNRLI SQLDQQATI NADLAHLAGQHASR | - NLDASNFAAMGQAVMVEVWWPTHLD- - CFNQHAW
Tyl A1 FDI LI SVLDDKPVL DQALAHYAAFHKGQF | - GTI P- - FKAFGQTMFQTI AEHI H- - GADI GAW
I umAl LDI TI SM.DTPDM_AAQLAHLKVQHVER | - NLKPEFFDI FLKHLLHVLGDRLGT- HFDFGAW
LamA2 LDMG! ALLDDEGVLNTQLAHLASQHSSR | - GVSAAQYDVVEHSVMVGVEHEI GQNVHDKDAVWG
Ri f A2 LDMI ALLDDEPVLNTQLAHL AKQHETR | - GVEAAHYDTVNHAVMVIGVENVI GSEVFDQDAW
aiA2 LDMGQVASL DDVPVLNALLARLNSQHDSR | - G PAAGYPAFVASAI SAVRATVGARSFDNDAW
SabA2 FDMJ! SM.DDSDVLASQLAHLHAQHVER | - Gl SAEYFDVFAESLM.AVESTI E- SOFDKDAW
Tyl A2 LDRVI SSLTDEPVLNAQLEHLRQRHI KL | - G TGHVFNLMRTGLAYVLPAQLG ROFDKEAW
LunA2 LDI Al STLDQPATLKEEL DHLQVQHEGR | - KI PDNYFDAFKTAI LHWAAQLG- ROYDREAW
LanB1 LDMG NYLNDAATLTSLTSHLATQHVAR | TGLKAVYFDAMEKVLMIVLPALI D- - NENPDA
Ri f Blc LDLTI NALNDQGL L DSL TDHLSNQHAAR | PGVTAAGLQUVENVI MEVMVPQLI D- - NFNPDAW
Ri f Bla LDI LI NYLDDI PTLESM_DHLAGQHAVR | DGVTKAGFGAMATVL MKSNPQUVE- - GENPDAW
Ri f Blb LDI LI NFLDDRPSL EAAAEHL ADQHAVR | AGVTGAAFQLMDDAFVEL LPQUVD- - NENPDAW
Tyl BL LDTLI GVLGDSDTLNSLI DHLAEQHKAR | AGFKTVYFKEFGKALNHVL PEVAS- - [QFNPEAW
LunB1 LDLAI NLLDDPPAL DAAL DHLAHQHEVR | EGVQKAHFKKFGEI LATGLPQVLD- - DYDALAW
LanB2 LDSAI GLLSDPSFLNDQLLHLATQHQER | AGVTKGGFSAI AQSFLRVMPQVAS- - [CENPDAW
R f B2 LDSS| GLLSDPATLNEQLSHLATQHKAR | SGVTKGGFSAI AQSFLRVMPQVAS- - [GFNPDAW
aiB2 LDVAI NMLNDPAVLNEQLAHL SAHQAR | AGVAAAHFDVNVAEAFAEVMPQVSS- - [QFSSDSW
SabB2 FXTM NVAFDSDTLSKQLDHLGNQHTKY | AGVRAEYLRLFRQSFAEVLPQAI P- - [OFNTAAW
Tyl B2 LDLAVNL L EDPKAL QEEL KHLARQHRER | SGVKAVYFDEMEKALLKVLPQVSS- - HENSGAW
LunB2 LDLLI NLLDDTLVLQSHLGHLADQHI QR | KGVK- EYFRG GEAFARVLPQULS- - [GFNVDAW

FIG 1. Multiple alignment of partial amino-acid globin sequences of Sabella spallanzanii (Sab), Oligobrachia
mashikoi (Oli), Lamellibrachia sp. (Lam), Tylorrhynchus heterochaetus (Tyl), Lumbricus terrestris terrestris
(Lum) and R. pachyptila(Rif). Amino acids in Lam sequences correspond to the portions used to design the
following specific sub-family degenerated primers: Al forward: 5-TGG GCN RAR GCN TAY GG-3'; Al
reverse: 5-CCA NGC NGG NAR RTC RAA-3' ; A2 forward: 5-TGG GCN RAR GCN TAY GG-3'; A2
reverse: 5-YTG CCA NGC RTC YTK RTC-3' ; Bl forward: 5-GTN AYH AAR CAG TGG VA-3'; Bl
reverse: 5-CCA NGC RTC NGG NTT RAA-3'; B2 forward: 5'-RAT GCA GYT NAT GTG GG-3'; B2 reverse:
5-NGC RTC NGG RTT RAA RCA-3'. The new globin sequences of R. pachyptila are shaded. (*) indicates the

position of the well-conserved amino acids in extracellular globins of annelids according to Vinogradov et al.
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(1993), (#) indicates the location of the free cysteine residues involved in the sulfide-binding function and C
indicates the cysteine residues involved in the globin dissulfide bridge intra or inter-globin chain. Bold and
underlined R. pachyptila globin sequences correspond to the restricted portion of the contiguous most conserved
amino acids obtained using the Gblock software between the six extracellular globins of R. pachyptila. The
boxed multiple-alignment portion corresponds to the amino acid portion of the second exon selected for the

phylogeny reconstruction according to Gblock.

The high amino-acid identity between R. pachyptila and Lamellibrachia sp. globin
subfamilies (72%, 81%, 51%, and 82% for the Al, A2, B1 and B2 globin chains respectively)
and the occurrence of well-conserved amino acid motifs typifying the extracellular HBL-Hb
of annelids (Vinogradov et al. 1993), strongly sustain the orthological relationship of R.
pachyptila globin sub-families with other annelid globin sub-families so far described. The
well-conserved distal histidine at position 53 (Fig. 1), known to be involved in fine-tuning the
ligant affinities of hemoglobin (Olson et al. 1988), is substituted by a glutamine in the Blc
globin.

Cysteine residues in R. pachyptila globins

The R. pachyptila globin sequences also display free cysteine residues (i.e. not involved in
dissulfide bridges within or between the globin polypeptide chains) whose positions
correspond to those previously described in Lamellibrachia sp. (Fig. 1). These free cysteine
residues are only located in the A2 and B2 sub-families of R. pachyptila. These cysteines
occur at position one after the distal histidine in B2 and at position eleven after the
homologous histidine in A2. Cysteine residue in a similar position are also found in
Lamellibrachia sp., Oligobrachia mashikoi and Sabella spallanzanii A2 and B2 globins,
species living in sulfide-rich (or sporadically-rich) environments, whereas no such free
cysteines are found in A2 and B2 globin of Lumbricus terrestris and Tylorrhynchus
heterochaetus, two species living in free-H,S environment. Another free cysteine residue is
also found in the globin Al sequence of Oligobrachia mashikoi (Fig. 1). We called Cys + 1
and Cys + 11 these two free cysteine residues. Other cysteine residues are also found in R.
pachyptila globin sequences. However, these residues are always involved in dissulfide
bridges in HBL-Hb of both R. pachyptila and the other annelids so far investigated. Cysteine
residues involved in intra-chain dissulfide bridges were not detected due to the incomplete
sequencing of our clones at both COOH and NH2 ending sides. However, cysteine residues
involved in dissulfide bridges between globins A1 and B2 occur at positions 115 and 17,

respectively.

76



Chapitre 4 : Premier article

Phylogenetic reconstruction of the R. pachyptila globin multigenic family

Because most sites of the second and the third codon positions were saturated between the six
paralogous sequences (data not shown), a computed selection of conserved blocks of amino
acids obtained by the elimination of poorly aligned positions and divergent regions (Gblock
software) was used to generate a restricted alignment of 74 amino acids (Fig. 1). Tree were
constructed subsequently using NJ, MP and ML methods and compared. All methods gave

identical topologies, consequently we only present the ML consensus tree (Fig. 2).
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FIG 2. Maximum likelihood consensus tree obtained from the six R. pachyptila globins using 100 000 puzzling
steps. Clade A was used as a root to refine the topology of clade B. Bold values at each node correspond to

bootstrap confidence level and values above the branches to branch lengths.

Tree topologies clearly indicate that this multigenic family emerged from an initial
duplication event and then led to four duplication events that produced the actual multigenic
family. These duplications appear to be asymmetrical between families A and B and have led

to the recent emergence of the three B1 globins

Globin molecular phylogeny of vestimentiferan, pogonophorans and closely-related

polychaetes living in sulfidic environments
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Globins from several additional closely-related annelid species were added to the R.
pachyptila globin sequences to test the phylogenetical signal within each set of orthologous
sequences, providing that these species possess at least the four main paralogous globin types,
namely Al, A2, B1 and B2.
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FIG 3. Neighbor-joining consensus tree obtained using the observed distances (branch length above the

branches) estimated from the Gblock-selected portion of globin sequences and 1000 bootstrap replicates (values
in bold). Rooting is performed according to the 'duplicate rooting procedure'. The first dichotomy separates the A
and B families and the second the Al, A2, B1 and B2 sub-families. Sabella spallanzanii (Sab), Oligobrachia
mashikoi (Oli), Lamellibrachia sp. (Lam) and R. pachyptila (Rif).

Following Gblock and similar tree reconstruction methods as previously described, we
constructed a restricted alignment of the 42 most informative contiguous amino-acids that
corresponds to a portion of the well-described second exon of the extracellular globin gene
(see: boxed alignment in Fig. 1). Irrespective of the method used (NJ, MP and ML), data gave
identical tree topologies (Fig. 3).

The ancestral duplications that have led to the emergence of the A and B globin families and
then to the Al, A2, B1 and B2 sub-families are clearly identified, i.e. sequences from each

orthologous set of genes are clustered together in a similar fashion (Fig. 3). Maximum
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parsimony gave a slightly different result with two aberrant branching in the tree. To produce
a coherent phylogeny with this method, we examined the alignment, character by character,
and were able to detect and thus eliminate two homoplasic positions (i.e. positions 23 and 40)
involved in the unexpected topology. This restored a tree topology similar to that obtained
with the NJ and ML methods for the four paralogous sets of globins.

Such superimposable species clustering between the four sets of orthologous sequences led us
to test the occurrence of a molecular clock in order to investigate whether our molecular
dataset follows a nearly neutral rate of evolution. To test this hypothesis, genetic distances
were calculated from pairwise combinations of globins from the same sub-family using
Puzzle version 4 (Maximum Likelihood) software, the Jones, Taylor and Thornton matrix and
10 000 puzzling steps (Table 1).

Table 1.
ML estimates of the expected number of amino-acid substitutions per site (below the diagonal) and the

observed distances (above the diagonal).

Globin A2 B2 Al

Species Sab Oli Lam Rif Sab Oli Lam Rif Sab Oli Lam Rif
Sab - 044 040 0.40 - 049 054 052 - - - -
Oli 075 - 037 0.37 079 - 0.38 0.36 - - 046 042
Lam 0.60 054 - 0.10 115 058 - 021 - 061 - 019
Rif 0.64 056 022 - 0.85 041 020 - - 072 022 -

Sab: Sabella spallanzanii; Oli: Oligobrachia mashikoi; Lam: Lamellibrachia sp.; Rif: R. pachyptila.

Then, a relative rate test was applied on the Al, A2 and B2 sub-families, but not for B1 for
which no ancestral reference has been obtained (i.e. a third ancestral species). Results are
presented in Table 2. The global mean of distance differences (d1 — d2) is 0.145 +/- 0.113.
We used a t-test for paired comparisons in order to test the null hypothesis of identical
evolutionary rates i.e. if the difference does not significantly depart from zero, then we could
not reject the hypothesis of a molecular clock. The analysis indicated that taxa evolved at a
same rate within each set of orthologous sequences at a threshold of 1% but not of 5% (ddl =
4,1=23.85).
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Table 2.
Relative-rate test values (r) obtained for the globin sub-families A1, A2 and B2.

Globin ((1,2),3) dl d2 r

B2 ((Oli,Lam),Sab) 0.79 1.15 0.35
((Oli,Rif),Sab) 0.79 0.85 0.06
((Rif,Lam),Sab) 0.85 1.15 0.30
((Rif,Lam),0li) 0.41 0.58 0.17

Mean + SD 0.22+£0.13
A2 ((Oli,Lam),Sab) 0.75 0.60 0.15
((Qli, Rif),Sab) 0.75 0.64 0.11
((Rif,Lam),Sab) 0.64 0.60 0.04
(Rif,Lam),Oli) 0.56 0.54 0.02

Mean + SD 0.08 +0.06
Bl ((Rif,Lam),Oli) 0.72 0.61 0.11

r corresponds to the absolute difference between d1 and d2 where d1 represents the maximum-likelihood
distance estimated between the reference species (3) and the first species (1) and d2 the distance between
the reference species and the second species (2). Sab: Sabella spallanzanii; Oli: Oligobrachia mashikoi;

Lam: Lamellibrachia sp.; Rif: Riftia.

Evolutionary rates between paralogous globins

Genetic distances were recalculated over the whole globin amino-acid sequences between the
vestimentiferans R. pachyptila and Lamellibrachia sp. for the four paralogous globin types
(i.e. amino acids occurring between the conserved COOH- and NH2-terminal tryptophans:
Table 3). First, genetic distances differ between the four sub-families. Second, genetic
distances obtained from pairwise comparisons of R. pachyptila and Lamellibrachia sp.
globins from partial sequences generated with Gblock software (74 a.a. and 42 a.a.,
respectively) produced the same trend. This result clearly indicates that A2 and B2, which
possess the free cysteine residues at positions Cys + 11 and Cys + 1, display a lower

evolutionary rate as opposed to the Al and B1 globins.

Table 3.
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Maximum likelihood estimates of the expected number of amino-acid substitutions per site (genetic
distance) between orthologous sequences of R. pachyptila and Lamellibrachia sp for each globin sub-

families.

Genetic Distance

(Jones, Taylor and Thortorn matrix)

d AL 0.38
d A2 (Cys + 11) 0.22
dB1 0.79
d B2 (Cys + 1) 0.20

Hydrophobic Cluster Analysis of R. pachyptila globins

The secondary structure of globins in R. pachyptila, Lamellibrachia sp., Oligobrachia
mashikoi and Sabella Spallanzanii were deduced from HCA plots and compared according to
the tree topology of figure 4.

The analysis focused on the restricted sulfide-binding domain (SBD) that flanks the free
cysteine residues, i.e. the specific local HCA shape flanking the Cys + 1 and the Cys + 11. It
is clear that two different hydrophobic motifs are conserved over annelid species (Fig. 4).
Another interesting finding consists of a B2 structure-like in Oligobrachia mashikoi A1 with a
free cysteine residue and a A2 and B2 structure-like but with no cysteine residue in
Lamellibrachia sp B1. Hence, there is either a typical SBD structure or a degenerated
fingerprint of such a structure in almost all the HBL-Hb globins. This motif persistence may

indicate that the SBD is ancestral.
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FIG 4. Neighbor-joining tree (similar to Fic.3) showing phylogenetical relationships between the two-

dimensional HCA-plots of the SBDs (from position 49 to position 69) from the 4 extracellular globin sub-
families. SBDs are similar and well-conserved in shape for both the A2 and B2 sub-families and remain as
fingerprints in the Al and B1 sub-families. The maintenance of such a hydrophobic pattern even for globins that

lack free cysteine residues (data not shown) suggests a putative ancestral sulfide-binding function.

Discussion

Rooting the globin family and extracting the most informative amino-acid sequences

Ingram (1961) implicitly suggested that the hemoglobin gene is paralogous to the gene of
myoglobin and arose by gene duplication. Although the concept of an universal myoglobin-
like ancestor has been recently discussed (Suzuki and Imai 1998), these authors, together with

Goodman et al (1988) and Hardison (1998) proposed the existence of a common ancestral
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globin gene before the invertebrate/vertebrate divergence which is paralogous to the ancestral
myoglobin gene. As a consequence, a closely related annelid myoglobin should have been
used to root our extracellular paralogous globin trees. However, the available Annelida
myoglobins were too genetically distant from our extracellular annelid globins to provide
good outgroups. To overcome this rooting procedure, the R. pachyptila multigenic globin tree
was rooted by using the globin A family against the globin B family and vice versa because
the A and B Annelida extracellular globin genes are paralogous and arised from a single
ancient duplication event. This allowed us to reconstruct trees that fit the recent annelid
phylogeny of Rouse and Fauchald (1995, 1997).

Typically, the non-vertebrate globins exhibit a substantially greater amount of variation than
that found in vertebrate globins (Kapp et al. 1995). As such, analyses must be performed on a
carefully-selected group of sequences to recover the less biased phylogenetic signal from this
new set of globin sequences. We assume that the central exonic region of the extracellular
globins from annelids is more appropriate to reconstruct the molecular evolutionary history.
Indeed, there is a positive correlation between the gene organization of the globin and its
structural features (Go 1981; Blake 1981). The second exon encodes for the well-conserved
and ubiquitous heme-binding fold in vertebrates (Craik, Buchman and Beychok 1981) and
thus is less prone to differentiate with time. We assume that the second exon of extracellular
globins encodes for the same structural features because intron positions are conserved
between annelids and the intracellular globins of vertebrates (Jhiang, Garey and Riggs 1988;
X. Bailly, unpublished data). Interestingly, the second exon also corresponds to the amino
acid portion selected by GBlock and is the only set of data allowing the reconstruction of
congruent phylogenies. Moreover, this amino acid portion of the globin sequence also
displays the two free cysteine residues involved in the sulfide-binding function, allowing us to
parallel the globin phylogeny and the molecular history of the unusual sulfide uptake in

annelids living in sulfidic environments.

Globin assignment to Al, A2, B1 and B2 sub-families: are sub-families true paralogous
genes?

One important consideration in phylogeny reconstruction from gene families is to
discriminate between orthologous and paralogous genes when the time of divergence between
some observed species is important, or if gene duplication is ancient (i.e. paralogous genes
under saturation). The annelid radiation approximatively took place about 600 millions years

ago (McHugh 2000) leading to the emergence polychaetes, achaetes, oligochaetes,
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vestimentiferans and pogonophorans. Moreover, Rouse (2001) argued that pogonophorans
and vestimentiferans are specialized Siboglinidae polychaetes that separated from Sabellidae
even more recently. The extracellular hexagonal bilayer hemoglobin (HBL-Hb) is found in
various annelid taxa including achaetes, oligochaetes, polychaetes and vestimentiferans.
Because such a molecule is a complex edifice made of at least 144 globin chains and
additional linkers (structural chains), it is unlikely that this hemoglobin could have appeared
in different lineages independently and thus have evolved subsequently through convergent
evolution. As a consequence, because four main types of extracellular globins are present in
the oligochaete Lumbricus terrestris, the vestimentiferans Lamellibrachia sp. and R.
pachyptila and the polychaete Tylorrhynchus heterochaetus, this strongly suggests that HBL-
Hb emerged prior to the annelid radiation via two subsequent duplications. At least, it follows
that one annelid ancestor possessed the A and B globin families as stated by Gotoh (1987),
Suzuki, Takagi and Ohta (1993) and other studies dealing with annelid globin genes
organization and evolution. By restricting our analysis to extracellular globins from
vestimentiferans and closely-related polychaete relatives (e.g. Sabella) and by sorting
sequences according to family-specific amino acid motifs and 2-D structure, we were able to
demonstrate for the first time an unequivocal discrimination between paralogous and
orthologous annelid globins and that the four main globin strains Al, A2, B1 and B2 co-
evolved separately. In this respect, our work reveals that previous studies using extracellular
globins produced unresolved tree topologies with incorrect sub-family assignment (Dewilde
et al. 1996; Yuasa, Green and Takagi 1996; Zal et al. 1997b; Negrisolo et al 2001). Our
results therefore confirm the hypothesis that the HBL-Hb arised before the annelid radiation
from two ancient subsequent duplications, other duplications being more recent and probably
species-specific. The present molecular phylogeny displays an identical species clustering for
the four paralogous clades in which the species branching order is in agreement with other
annelid phylogenies which involve vestimentiferans (Black et al. 1997; Halanych, Lutz and
Vrijenhoek 1998; Rouse 2001). This finding demonstrates that extracellular globins could be
used to test molecular clock hypothesis in multigenic families of invertebrates when

uninformative portions of the globin sequence are removed.

Different evolutionary rates between paralogous genes despite molecular clock
The evolution of the four main globin paralogous clades, i.e. the similar species branching
order (in agreement with other gene phylogenies), allowed us to test the hypothesis of a

molecular clock using the relative rate test. Our results suggest the occurrence of a globin-
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specific and domain-specific molecular clock between annelid species. Interestingly, this
clock seems to be detectable only within a portion of the well-conserved second exon of the
globin sequence. This raises questions about how a clock, which translates a neutral or nearly
neutral molecular evolutionary rate could be detected in such a highly conserved structural
domain (i.e. the second exon is prone to strong selective pressures). One explanation is to
consider that only few amino acids (those responsible for the globin fold) are under selection,
others (the highest fraction) evolving neutrally, i.e. are free to vary. Indeed, despite the
common widespread idea that selective processes mainly act on the active catalytic site, Graur
(1985) showed that the lowest rate of amino acid changes is not focused in the active parts of
the molecule. An alternative explanation is that extracellular globins fit the covarion model of
Fitch & Markovitz (1970) which asserts that only a small fraction of amino acid positions of a
protein is free to vary (concomitant variable codons) at a given time in its evolutionary
history, due to functionnal constraints. The present situation may illustrate “how protein
sequences can differ considerably among distant taxa even though only a limited number of
positions are free to vary within a particular lineage" (Miyamoto and Fitch 1995). The joint
phylogenetic analysis of the four paralogous sets of extracellular globins allows us to
discriminate between these two possible explanations. While the relative rate test lacks power
to be sure of a molecular clock in extracellular globins of Sabellidae, Vestimentifera and
Pogonophora, our results suggest that (1) the four globin sub-families evolve at different rates
(i.e. branch lengths differ between paralogous clades) and (2) each rate appears to be constant
between species for the four orthologous clades which exhibit the same species branching
order. This finding therefore seems to reject the first hypothesis simply because one might
expect the four sub-families to evolve at a nearly same rate if neutral (similar branch lengths
between clades). Fractions of amino acids free-to-vary are thus probably different between the
four sub-families, hence the different evolutionary rates between sub-families, but could
explain why species follow the same pattern of clustering, hence the neutral evolution in
orthologous globins. Thus, each sub-family displays a specific molecular clock because of
natural selection acted differentially on the four globin sub-families. However, the fact that
selective pressures acted differently on paralogous strains but homogeneously on orthologous
strains suggests that the whole environmental constraints did not change since the radiation of
both Siboglinidae and Sabellidae. Such an assumption seems likely since these organisms are
all found in sulfidic environments. Thus, our results could be viewed as a strong insight to
underline the joint action of selective pressure and (nearly) neutral evolution as claimed by

Ohta (2000) to reconcile neutralist and selectionist partisans. However, even if the selected
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amino acid portion used here to reconstruct this molecular phylogeny could be refined, it
cannot be extended to highly divergent taxa such as the oligochaete Lumbricus terrestris or
the polychaete Tylorrhynchus heterochaetus although they both possess an HBL-Hb and thus
the four types of extracellular globins. In this case, one can argue that such a loss of signal is
due to saturation. But an alternative explanation would also be to consider that selective
pressures may have been altered since these two latter highly divergent species are also
known to inhabit very-well oxygenated environments. These observations suggest that
extracellular globins are not an informative marker to perform phylogeny analyses over the
whole Annelida phylum. However it provides a powerful tool to study molecular evolution of

paralogous genes within closely-related species.

Lower evolutionary rates correlates with the occurrence of free cysteine residues and Sulfide
Binding Domain (SBD).

To test whether the differing evolutionary rates between R. pachyptila globin sub-families
could be due to the action of selective pressures, genetic distances between the orthologous
sequences of two closely-related species of Vestimentifera (R. pachyptila and Lamellibrachia
sp.) were calculated for the four paralogous sub-families, providing that both species are
endosymbiotic, live in the same ecological niche and separated less than 50 millions year ago.
Indeed, a recent clock calibration has been obtained for the vent annelids (rate = 0.2% per
Myr: Chevaldonné et al. in press) together with a phylogenetic tree for the vestimentiferans
and the pogonophorans for the mitochondrial COI marker (Black et al. 1995; Halanych et al.
1998). These results allowed us to estimate the divergence time between Lamellibrachia sp.
and R. pachyptila to be around 46 Myr (no divergence time is available between Sabellidae
and Siboglinidae). In other words, as genetic distances measure the expected accumulation of
mutations since speciation, an attempt was made to establish whether A1, A2, B1 and B2
evolved at the same evolutionary speed. It clearly appeared that A2 and B2 sub-families
display the lowest evolutionary rates. Interestingly, the A2 and B2 globin chains are both
involved in sulfide binding via their respective free cysteine residues (Cys + 1 and Cys + 11),
and one could obviously assume that this rate decrease may be the result of a strong
directional selection towards the maintenance of this unusual globin function. Genetic
distances from the orthologous R. pachyptila and Lamellibrachia sp. globin without the
portion corresponding to the sulfide binding domain (i.e. 21 amino acids surrounding the free
cysteine) provide the same trend. Thus, the sulfide-binding function associated with the A2

and B2 globin chains could have been strongly selected by limitation of amino acid changes
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during the course of evolution. In addition, such an assumption is well supported by (1) the
maintenance of a typical A2 and B2 hydrophobic secondary structure associated with the free
cysteine residues in most lineages (2) the remains of a putative SBD in Al and B1, these
globins being devoid of free cysteines in species living in sulfidic environments and (3) the
noticeable absence of homologous free cysteines residues in A2 and B2 globins of annelids
living in well-oxygenated environments despite the persistence of a more or less degenerated
SBD fingerprint.

A non-exclusive additional explanation might be that A1 and B1 globin sub-families have
accumulated more mutations than A2 and B2 just after the duplication event. This is the
acceleration of evolution by duplication effect (Hill and Hastie 1987; Kini and Chan 1999)
and can be due to relaxation of selective pressures (Kimura 1981) or positive Darwinian
selection (Zhang, Rosenberg and Nei 1998). However, one cannot exclude a selective
structural effect of the multimeric hemoglobin on monomers A2 and B2 relative to Al and B1
according to their location (allosteric effect). Further information concerning the hemoglobin
structure of R. pachyptila is required.

As both Lumbricus terrestris and Tylorrhynchus heterochaetus do not exhibit free cysteine
residues and the ability to bind H2S, it may be that sulfide-binding is a derived function in the
Siboglinodae. However, from our data, we demonstrated that the positions Cys + 1 and Cys +
11 involved in the sulfide-binding function were both well-conserved in the A2 and B2
strains, for at least vestimentiferans, pogonophorans and Sabellid worms. Moreover, a free
cysteine residue was also found in the Al strain in Oligobrachia mashikoi at the Cys + 1
position with a similar super-imposable SBD. Because free cysteine residues were found at
the same location on different paralogous strains, the cysteine at position Cys + 1 and Cys +
11 might have arisen before the first duplication that led to the emergence of the A and B
globin families. These data allowed us to refute the hypothesis that H2S
detoxification/transport via a reactive cysteine acquisition process may derived or gained
independently in different annelid lineages. It is more parsimonious to propose that the first
annelids inhabiting sulfidic environments lost the ability to bind sulfides in well-oxygenated
environments. These findings indicate that free cysteine residues have been conserved since
the radiation of the Siboglinidae and even more before the radiation of annelids. This
hypothesis is also well supported by the remnants of a putative sulfide binding domain of
annelids living in well-oxygenated environment (Tylorrhynchus heterochaetus and Lumbricus
terrestris). A parsimonious evolutionary scenario is presented in Figure 5 and relies on the

assumption that the vestimentiferan non-symbiotic ancestors lived in contact with high sulfide
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concentrations and had a hemoglobin involved in a H2S detoxification process. Indeed, if A2
and B2 strains are both involved in sulfide binding via their respective free cysteines, one
could assume that this property must have been maintained during the annelid evolution.
Therefore, this function has then evolved to be a H2S detoxification/transport function in
vestimentiferans as a means to fuel their endosymbionts during the symbiosis acquisition
process (Arp, Childress and Vetter 1987). This evolutionary scheme is well-supported by the
occurrence of free cysteine residues also involved in the sulfide-binding function in other non-
symbiotic polychaetes living in sulfidic environments.Zal et al.(1997a; 1999) described a
HBL-Hb which binds sulfides via free cysteine residues (positions unknown) in the shallow-
water polychaete Arenicola marina and the hydrothermal vent polychaete Alvinella
pompejana. Thus, the presence of a degenerated SBD in globins that do not possess free
cysteine residues in HBL-Hb-bearing annelids living in well-oxygenated habitats (Lumbricus
terrestris and Tylorrhynchus heterochaetus) is an insight of the probable loss of these free

cysteine residues by mutation/drift when selection is relaxed (nearly neutral evolution).

Is Sulfide-binding function via free cysteine a plesiomorphic innovation in annelid evolution?
H2S has been a widespread molecule on the Earth surface since prebiotic times untill the
present and is found at high concentrations in some places such as hydrothermal vents which
have been proposed to mimic the primary Earth conditions (Clark, Dowling and Huang 1998).
Tunnicliffe (1992) and Tunnicliffe and Fowler (1996) pointed out that hydrothermal vents has
existed from Phanerozoic and possibly Archean. In addition, Haymon, Koski and Sinclair
(1984), Banks (1985) and Little et al. (1997) have described tube-worm and worm-like fossils
in ophiolites of 350 Myr or more (Carboniferous and Silurian). It is therefore likely that
hydrothermal-vent species may have been adapted to sulfidic conditions since the beginning
of metazoan life. Recent studies regarding organismal sulfide resistance strategies
(Zierenberg, Adams and Arp 2000) clearly indicate the fundamental contribution in species
ecology of H2S concentrations. In that respect, one can strongly suspect the necessity of
maintenance of the sulfide-binding function by a directional selection processes (negative
selection) acting on genes encoding A2 and B2 globins. Despite very few annelid
hemoglobins having been studied so far, many non-symbiotic and symbiotic polychaetes and
oligochaetes, colonise sulfidic environments such as mangrove swamps, anoxic basins,
marine sediments, deep-sea groundwater seeps and hydrothermal vents (Vetter and Powell
1991; Arp, Menon and Julian 1995; Volkel 1995; Hahlbeck, Arndt and Schiedek 2000).
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FIG 5. Speculative evolutionary history of the sulfide-binding function through duplications that led to the

actual HBL-Hbs in worms living in sulfidic environments. This evolutionary scenario is based on (1) our present

knowledge of the positions of free cysteine residues in vestimentiferans, (2) the occurrence of a cysteine residue

at position Cys+1 in the Al sub-family of Oligobrachia mashikoi and (3) knowledge of the positions of free

cysteine residues in other polychaete species. Arrows symbolize selective pressures acting on extracellular

globins. The scenario proposes an asymmetrical loss of the free cysteine residues prior to the annelid radiation,

the Cys + 1 residue being maintained on the A strain prior to the annelid radiation and subsequently lost in the

Al sub-family after the annelid radiation, depending on taxa (*: lost in Vestimentifera).
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So far, all the studied worms living in sulfidic environments possess (1) an intracellular
hemoglobins with free cysteine residues (Garey and Riggs 1986), or (2) an extracellular
hemoglobin with free cysteine residues (Zal et al. 1997b). Both intra- and extracellular
hemoglobins are thus involved in sulfide-binding. Chlorocruorins of some of these worms
possess free cysteine residues as well, but no evidence for a sulfide-binding function has yet
to be provided. In conclusion, the SBD resemblance and the conserved positions of free
cysteine residues strongly suggest that the sulfide-binding function is a widespread adaptation
in annelid, vestimentiferan and pogonophoran extracellular globins which emerged prior to
the annelid radiation and may also have concerned some intracellular globins in the same
phylum. It is interesting that annelids display a H2S covalent mechanism, whereas molluscs
living in sulfide-rich environment bind H2S via amino acid electrostatic interaction (Nguyen
1998). This suggests a functional convergence that involves different binding processes and

that H2S binding via free cysteine is an annelid innovation.
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La perte de la fonction de fixation du sulfure d'hydrogéne chez les annélides des milieux

oxydés est le résultat de la sélection darwinienne positive

Pour comprendre comment la fonction de fixation de H2S est apparue et a été maintenue chez
les hémoglobines extracellulaires d'annélides des milieux réduits au cours de I’évolution, nous
avons caractérisé (cloné et séquencé) la famille multigénique des hémoglobines de Riftia
pachyptila (Bailly et al, 2002). L’étude de 1’évolution moléculaire de ces globines a montré
que les paralogues de cette famille évoluent a des vitesses différentes : les deux sous-unités
capables de lier réversiblement H2S, grace a la présence de résidus cystéines libres, présentent
des vitesses évolutives plus lentes que les autres sous-unités impliquées dans le seul transport
de Ioxygene. Nous suggérons que la relation évidente entre les annélides des milieux riches
en sulfures et le sulfure d'hydrogéne, relation basée essentiellement sur le statut toxique et
énergétique de H,S, pouvait expliquer le maintien de la fonction de fixation de H,S. En
d'autres termes, que les concentrations en H,S constituent une forte pression de sélection
(Bailly et al, 2002). Nous proposons que les milieux oxydés pourraient avoir été colonisé€s par
des annélides vivant originellement dans des milieux réduits qui auraient perdu la fonction de
fixation de H,S dans les milicux oxydés (Bailly et al, 2002). L'émergence des annélides
dans des milieux réduits et la colonisation des milieux oxydes par la suite, est le postulat
qui a servi de base pour tester I'hypothese de la perte de la fonction de fixation du
sulfure d*hydrogene chez les annélides des milieux oxydés

Nous avons voulu savoir si l'absence de cette fonction et des cystéines libres chez les
annélides des milieux sans sulfures pouvait s'expliquer autrement que par un relachement des
contraintes sélectives (évolution neutre). Parce que les cystéines sont des acides aminés tres
réactifs et impliqués dans de nombreuses réactions métaboliques, nous nous sommes
demandés si la conservation d'un tel résidu au sein des protéines ne pouvait pas conférer un
désavantage sélectif pour I'espece vivant dans un milieu dépourvu de sulfures.

Des reconstructions putatives de structures 3D des globines A2 et B2 de Riftia pachyptila
montrent que les groupements thiols des cystéines fixatrices de H,S sont différemment
orientés dans l'espace et que leur localisation par rapport a I'héme pourrait leur conférer des
roles différents a I'échelle moléculaire. Ces observations renforcent 1'idée que la liaison des
sulfures est un mécanisme complexe. Le séquengage de nouvelles globines Al, B1, A2 et B2

d'especes proches de vestimentiferes associées soit aux suintements froids, soit aux sources
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hydrothermales, le séquencage d'un linker (qui fixe également les sulfures) de Riftia
pachyptila et les séquences nucléotidiques des globines A2 et B2 de I'oligochéte Lumbricus
rubellus des milieux oxydés, nous ont permis d'accéder a un autre niveau d'information que
les séquences primaires seules. En effet, a partir de ce jeu de données supplémentaire nous
avons pu préciser l'action de la sélection naturelle opérant par les fortes concentrations en H,S
sur le maintien de la fonction de fixation des sulfures par les hémoglobines.

L'estimation des substitutions synonymes (dS) et non synonymes (dN) repose sur 1'utilisation
du programme PAML (Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood, (Yang 1997)) qui
permet de calculer la proportion dN/dS qui est I'indicateur du type de sélection qui opere sur
les protéines. Quand le rapport dN/dS >1 la sélection positive se traduit par I'accumulation de
substitutions non synonymes et permet de modifier la nature de certains acides aminés. Quand
dN/dS < 1 la sélection est négative et I'accumulation de substitutions synonymes s'oppose a
des remplacement d'acides aminés. L'évolution neutre se traduit par dN/dS = 1.

Le principe de ce programme est de comparer et tester statistiquement différentes hypothéses
évolutives. Trois modeles successifs ont permis d'estimer par maximum de vraisemblance le
dN/dS a partir d'alignements nucléotidiques de séquences codantes et dun arbre
phylogénétique correspondant. Pour chaque programme, il s'agit de tester un scénario évolutif
contre un autre.

Le premier programme permet de tester si la sélection a opéré de manicre indépendante sur
une lignée évolutive (une branche dans la phylogénie) ou si la sélection est identique dans
toutes les lignées (toutes les branches de I'arbre) (annexe 7.1.1). Le second programme permet
de tester la présence de sites accumulant préférentiellement des substitutions non synonymes
chez l'ensemble des taxons étudiés (annexe 7.1.2). Le troisiéme programme permet de
détecter des sites sous sélection positive dans certaines lignées uniquement parmi l'ensemble
des lignées évolutives (annexe 7.1.3).

En confrontant ces résultats aux contraintes sélectives (présence de H2S) des milieux
intertidaux, hydrothermaux et terrestres, nous confirmons un scénario évolutif qui suggere que
la fixation de H2S via une cystéine libre est une innovation des annélides. Cette fonction
semble avoir ét¢ perdue par un processus d'adaptation moléculaire chez les annélides
modernes des milieux sans H2S (relaxation des contraintes) et indique que cette adaptation

aux milieux sans sulfures s'est produite par perte des cystéines libres fixant H2S.
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Introduction

Emergence of new functions caused by a high evolutionary rate after gene duplication has
been heavily debated from the standpoint of neutralist and selectionist partisans. They
respectively opposed relaxed constraint (1) and Darwinian positive selection (2) as the likely
evolutionary forces for the acquisition of new functions. A consensual theory favored for the
concomitant but temporally different action of these two forces, (3) diversifying selection,
first acts by the accumulation of favorable mutations providing new functionality or sub-
functionality, which then evolves in a neutral way. However, molecular evolution does not
necessarily occur in concert with duplication events, but it may also be the result of
diversifying selection driven by heterogeneous habitats (4). The estimation of the fixation rate
of non-synonymous and synonymous substitutions along orthologous coding sequences from
a cluster of evolutionary-related taxa appears to be one of the most powerful tools to detect
molecular adaptation (5) (6) (7) (8) (9). However, the signature of molecular adaptation can
be cryptic and difficult to extract because an adaptive change (advantageous mutation) may
only affect a few number of lineages and only a subset of sites according to their phylogenetic
history (10). Ancient adaptive mutation accumulation is typically the situation encountered in
globins, which are a widespread and conserved molecule on Earth in members of all living
kingdoms, including annelids.

The actual spatial and environmental distribution of annelids, from deep-sea hydrothermal
vents to terrestrial habitats, is the consequence of a long history of adaptive strategies since
their radiation (11). One of these adaptations concerns the way by which annelids living in

sulfide-rich environments protect themselves against or use hydrogen sulfide (H,S). Such a
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process mainly relies on the occurrence of extracellular hemoglobins that bind and transport
this toxic compound. H,S is toxic to aerobic metabolism, particularly to metalloproteins such
as cytochrome ¢ oxidase and hemoglobin (Hb) (12). This unusual sulfide-binding function of
some annelid hemoglobins was first discovered in the vestimentiferan Riftia pachyptila, a
mouthless and gutless organism harboring intracellular chemolithoautotrophic sulfide-
oxidizing bacterial symbionts; Riftia is found living close to the deep-sea eastern Pacific
hydrothermal vents (13). Sulfide binding is enabled by the presence of two highly reactive
free cysteine residues which covalently bind H,S (14) (15) (16), each one localized on two
different globin subunits that partly form the extracellular hexagonal-bilayer hemoglobin
found in annelids (HBL-Hb) (see review (17)). The annelid HBL-Hb is made of 144 globin
chains subdivided into two main gene families, A and B, and four subfamilies. A1, A2, B1
and B2, that emerged via at least three duplication events (18) (19). These latter authors found
that the free cysteine residues involved in H,S binding are located at the same positions,
Cys+1 and Cys+11 (one and eleven amino acids after the well conserved distal histidine), on
globin chains within the B2 and A2 subfamilies respectively for a set of various annelids
living in sulfide-rich habitats. Moreover, other non-symbiotic annelid polychaetes living in
sulfide-rich habitats such as Alvinella pompejana and Arenicola marina also possess HBL-
Hbs that display a H,S-binding capability via free cysteines residues (20) (21) (22) for which
positions are unknown (no sequence available).

A lot of habitats that display high sulfide concentrations are known to occur on the Earth’s
surface. Environmental sulfide may have either geothermal (hydrothermal vents, sulphurous
springs) or biogenic (cold seeps, marine sediments, mangroves) origins, including
anthropogenic deposits in polluted marine or brackish areas. We postulated that species from
sulfide rich environment exhibiting free cysteine residues at positions Cys+1 and Cys +11 are
able to bind sulfide by analogy to the mechanism utilized by both of the vestimentiferans
Lamellibrachia sp. and R. pachyptila. Such H,S-binding function appears to be absent in
annelids from sulfide-free environments such as the oligochaete Lumbricus terrestris
(earthworm) and the polychaete Tylorrhynchus heterochaetus which lack these residues. The
inability of Lumbricus hemoglobin to bind sulfide was confirmed by Zal et al. (1997) using
specific cysteine inhibitors. As a consequence, Bailly et al. (2002) proposed an evolutionary
scenario regarding the evolution of the hemoglobin H,S-binding function in symbiotic and
non-symbiotic annelids living in sulfide-rich habitats and suggested that the H,S-binding

function via a free cysteine residue was (1) an innovation in Phylum Annelida and (2) lost by
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the relaxation of selective constraint (neutral evolution) in the annelid ancestors that colonized
the newly emerging sulfide-free habitats.

Starting with these assumptions, we focused our attention here on the A2 and B2 homologous
free cysteine sites that are located in a well-conserved secondary structure region called the
Sulfide Binding Domain (SBD) (19). A composite set of tools, including ancestral sequence
reconstruction, evolutionary rate calculation, synonymous and non-synonymous substitution
estimation and 3-D globin modeling, were used to investigate the functional evolution of free
cysteines in annelids from sulfide-rich and sulfide-free habitats. A new sequence of a linker
chain which is involved in both the maintenance of the hemoglobin quaternary structure of R.
pachyptila and the H,S binding function (16) was added to the dataset in order to get a
complete evolutionary picture of this unusual molecule. Its ability to bind H,S, as do the A2
and B2 globin chains, enabled us to better describe and understand how H,S concentrations
may have played a central selective role in the evolution of respiratory pigments.

To our knowledge we present and demonstrate here the first case of molecular adaptation
(replacement of the free cysteines) due to the relaxation of selective constraint (decline in H,S
concentrations). In other words, the loss of a function (H,S binding function in sulfide-free
habitats) can be also driven by positive selection. The dramatic changes of environmental
conditions during the course of evolution and the associated physiological modifications in
annelids from well-oxygenated emerging habitats are stressed to explain such a loss of

function by molecular adaptation.

Materials and Methods

Biological Materials

Juvenile specimens of Lamellibrachia nov sp. were collected around cold-seeps from mud
volcanoes in the Mediterranean Sea during the French oceanographic cruise Medinaut (Kazan
site: 35°25.88’N, 24°33.56’E) at a depth of about 1705 m. Juvenile specimens of the
hydrothermal-vent tubeworms Riftia pachyptila, Oasisia alvinae and Tevnia jerichonana (up
to 3-5 centimeters length) were collected at one single vent site from the ridge segment
9°50'N on the East Pacific Rise (Riftia field: 9°50.75’N, 104°17.57°W) at a depth of 2500 m
during the French oceanographic cruise HOT 96 and the American cruise LARVE9S.
Hydrothermal vent tubeworms Ridgeia piscesae were collected at the Endeavour Segment of
the Juan de Fuca Ridge (Clam Bed, 47° 57°N, 129° 05°’W) at a depth of 2197 m during the
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Canadian-American Hi-Rise cruise 2001. Worms were sampled using the telemanipulated
arms of the submersibles 'Nautile', 'Alvin', and ‘ROPOS’, brought back alive to the surface
inside an insulated box, and immediately frozen and stored in liquid nitrogen after their

recovery on board.

Identification and characterization of novel extracellular globin and linker genes.

Bailly et al (2002) described the whole set of paralogous extracellular globins in the
hydrothermal vent tubeworm R. pachyptila following various molecular techniques. In the
present paper, globin and linker primer design, total RNA extraction, cDNA synthesis, RT-
PCR amplification, PCR-product cloning and clone sequencing were performed as described
in Bailly et al (2002). This protocol was subsequently applied to frozen tissues from R.
pachyptila in order to recover the linker gene, to the three hydrothermal vent species (Ridgeia,
Oasisia and Tevnia) to recover new orthologous A2 and B2 globin genes, and to the
Mediterranean cold seep species Lamellibrachia nov sp to recover the whole set of
paralogous globin genes, namely Al, A2, Bl and B2. In addition, partial sequences of
extracellular globins from a terrestrial sulfide-free environment of the earthworm Lumbricus
rubellus were obtained from an Expressed Sequence Tag library (23). Paralogous globin
sequences of R. pachyptila and Lamellibrachia nov sp. were used to estimate neutral
evolutionary rates within each globin subfamily, whereas additional orthologous globin genes
obtained from closely-related tubeworms and other annelids were used to study the evolution

of H,S binding function in different sulfide-free and sulfide-rich environments.

Multiple alignments and tree reconstructions

Two sets of partial sequences corresponding to the A2 and B2 extracellular globin subfamilies
were compiled and aligned by hand and by using the CLUSTALX software (24). Unrooted
tree topologies from multiple alignments of the A2 and B2 amino acid globin sequences were
obtained using the Neighbor Joining (NJ) method computed using PHYLIP program (25) with
1000 bootstrap resamplings of the data.

The orthologous A2 globin set was composed of 213 bp of DNA sequence (71 codons) from
the terrestrial (sulfide-free) oligochaete Lumbricus rubellus ( BF422675 ), the littoral
transitory (sulfide-rich) polychaete Sabella spallanzanii (AJ131285), the Mediterranean cold-
seep (sulfide-rich) vestimentiferan Lamellibrachia nov sp (Accession number) and the three
East Pacific Rise hydrothermal vent (sulfide-rich) vestimentiferans Oasisia alvinae

(Accession number), Tevnia jerichonana (Accession number) and Riftia pachyptila
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(AJ439733). The orthologous B2 globin set was composed of 213 bp of DNA sequence (71
codons) from Lumbricus rubellus (BF422540), the two littoral polychaetes Sabella
spallanzanii (AJ131283) and Sabellastarte indica (D58418), the Mediterranean cold-seep
vestimentiferan Lamellibrachia nov sp (Accession number), the East Pacific Rise
hydrothermal vent vestimentiferan Riftia pachyptila (AJ439737), and the Juan de Fuca Ridge
hydrothermal vent vestimentiferan Ridgeia piscesae (Accession number). Multiple alignment
of linkers from R. pachyptila, Lamellibrachia sp. (P16222 ) Nereis diversicolor (Q25542)
Tylorrhynchus heterochaetus (P18208 and P18207) Lumbricus terrestris (Q9TXF2 and
Q9GV76) Sabella spallanzanii (Q9BHKO and Q9BHA3) were obtained with the CLUSTALX
software (24) and presented according to the GeneDoc software

(http://www.psc.edu/biomed/genedoc/).

Ancestral globin sequence reconstruction

A globin sequence reconstruction for extinct ancestral nodes was performed from both A2 and
B2 unrooted tree topologies, using an enlarged set of A2 and B2 globin amino acid sequences.
These additional globin sequences belong to Lumbricus terrestris A2 (B28151) and B2
(A28151), Tylorrhynchus heterochaetus A2 (A24811) and B2 (P13578), Lamellibrachia
sp.A2 and B2 (26), Oligobrachia mashikoi A2 (S72251) and B2 (S72253) and Sabella
spallanzanii B2 (AJ131284). The distance-based Bayesian method of (27) (software
ANCESTOR available at http://mep.bio.psu.edu/ancseq.html) was used to infer ancestral

amino acid sequences and thus to follow the emergence of crucial amino acid residues (i.e.
free cysteines) within topologies connecting orthologous globins from annelids living in

different environments.

2-D and 3-D globin reconstructions

The secondary structure of the molecular domain surrounding the free cysteine residues
involved in the sulfide-binding function was predicted using a Hydrophobic Cluster Analysis
(HCA plots) for ancestral amino acid globin sequences and plotted according to the
DrawHCA software ((28) http://www.Imcp.jussieu.fr/~soyer/www-hca/hca-form.html). These
plots were of prime importance to deduce the level of conservation of the sulfide-binding
domain in annelids during the course of evolution. The three-dimensional structure of the A2
and B2 subunits was also crucial to visualize the orientation of the thiol group for each free
cysteine (i.e. Cys +1 and Cys +11). As no 3-D globin model is available so far for

extracellular globins of annelids, two chimeric human-R. pachyptila A2 and B2 globins were
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constructed. Because the second exonic region encodes the core of the globin fold (29, 30)
and the intron positions are conserved between annelid and human globins, it could be easily
replaced (central position) in human alpha (P01922) and beta (P02070) globins by those of
the A2 and B2 globins (via an artificial exon-shuffling phenomenon). Chimeric globins made
of the first human exon, the second R. pachyptila exon and the third human exon were
successfully submitted to the automated comparative protein modeling server Swiss Model at

http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html (31) in order to get 3-D

representations of partial A2 and B2 globin subunits from R. pachyptila.

Evolutionary rates from amino acid and nucleotide substitutions

In their first paper, Bailly et al. (2002) showed the occurrence of significant differences
between evolutionary rates of the four globin subfamilies, namely Al, A2, B1 and B2, using
pairwise comparisons of amino acid sequences between two closely-related vestimentiferan
tubeworms. In the present paper, evolutionary rates were estimated between amino acid
sequences of the same two genera for the hexagonal-bilayer hemoglobin linker chain as this
protein is suspected to have coevolved with the A2 and B2 globin chains. Genetic distances
between R. pachyptila and Lamellibrachia nov sp orthologous linker chains (accession
number) were calculated according to the Jones, Taylor and Thornton (1992) matrix using
the Maximum Likelihood procedure of the Puzzle software (32) . In parallel, neutral
evolutionary rates of A1, A2, Bl and B2 paralogous globin subfamilies were estimated using
nonsynonymous amino acid substitutions between Lamellibrachia nov sp and R. pachyptila
nucleotide sequences. The likelihood expected substitution rate per site was calculated for
each globin subfamily according to the (33) model of substitutions using the Puzzle software.
In this case, genetic distances directly relate to the evolutionary rate as evolutionary

divergence time is identical between paralogous strains of the same pair of species (34).

Search for Darwinian positive selection from dN/dS ratios

In order to detect Darwinian positive selection acting on extracellular globins (i.e.
acceleration of the fixation rate of non-synonymous mutations in proteins), an approach based
on the maximum likelihood estimation of the non-synonymous/synonymous substitution rate
ratio (AN/dS = o (35)) was applied using our sets of coding sequences. The ratio ® provides
a sensitive measure of selective pressures acting at the protein level, with @ values of <1, =1,
and >1 indicating purifying selection, neutral evolution, and diversifying selection,

respectively.

104



Chapitre 5 : Deuxiéme article

Three hierarchical steps relying on codon-based likelihood models were considered in order
to conduct selection pressure analysis for both the A2 and B2 subfamilies. All of these models
use Maximum Likelihood (ML) methods for estimating the parameters of a transition matrix
describing the substitution rate between pairs of codons, including dN/dS ratios (),
transition/transversion ratios and branch lengths: (1) the lineage-specific model (5) (36) (2)
the site-specific model (6) (37) and (3) the branch-site model (38). For each step we compared
nested models (the null and the alternative hypothesis) with the Likelihood Ratio Test (LRT)
following the formula: 28L = 2(L; — Ly) where L, is the alternative hypothesis and L is the
null hypothesis. The log likelihood difference between the two models is expected to be y*
distributed with the number of degrees of freedom equal to the difference in the number of
parameters between the models.

The lineage-specific model

Three models allowing ® ratios to vary between the branches of the tree but not to vary
between amino acid sites were implemented. Model A (one-ratio model) assumes and
estimates a single average o ratio for all branches and can be compared with Model B using
LRT. This latter model assumes in addition to the average o ratio a second independent ®
ratio for one of the lineages. As opposed to these two first models, model C (free-ratio model)
assumes a different o ratio for all branches of the tree to detect putative positive selection
among lineages or internal nodes. This latter model can be compared to the nested model B
using a LRT.

The site-specific model

Five models (M1, M2, M3, M7 and MS) allowing ® ratios to vary between amino acid sites
but not between lineages were used to seek for the occurrence of sites under positive
selection. The M1 model (neutral) only assumes two site classes in which ® , = 0 (any
mutation is deleterious at a given site) and @ ; = 1 (any mutation is neutral at a given site) and
for which the proportions p, and p, could be estimated over the whole protein. This first
model could be compared with the M2 model (selection) using a LRT since the latter adds a
third site class with an estimated free ® , ratio. The model M3 (discrete) uses a general
discrete distribution of the ® ratios among sites with three site classes for which the
proportions p,, p; and p, are estimated. This model can be tested against model A (one-ratio)
using a LRT. The model M7 (beta) assumes a beta distribution of the ® ratios among sites
within the interval 0- 1 and can only be compared with the model M8 (beta & gamma) which
adds a new site class of an estimated free ® ratio outside the upper boundary of the interval.

M2, M3 and M8 correspond to alternative models allowing the occurrence of sites with @ > 1,
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and which are respectively nested to the null hypothesis models M1 (neutral), MO (one-ratio)
and M7 (beta).

The branch site-specific model

Lineage-specific models (with an a priori prespecified branch that is suspected to be under
positive selection (model B)) combined with site-specific models (models M2 or M3), provide
new interesting tools to test for positive selection at each amino acid site within a prespecified
lineage (foreground branch) as opposed to the rest of the lineages (background branches).
These models, Bm2 and Bm3, can be respectively compared for LRT with models M1
(neutral) and M3 (discrete). For site-specific and branch site-specific models and especially
models M2, M3 and MS, the Bayes theorem is (automatically) used to calculate posterior
probabilities of site classes for each site. Sites displaying @ > 1 and a high posterior

probability can be suspected to be under diversifying selection.

All analyses were performed using the CODEML program of the PAML package (39)

available at http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html. Files containing the aligned

sequences are available from the author upon request.

Results

Thiol positions in the 3-D structure of the A2 and B2 globins

In their previous paper, Bailly et al. (2002) suggested that the sulfide-binding domains (SBD)
of the extracellular globins A2 and B2 from R. pachyptila may be involved in two different
binding functions, namely sulfide detoxification and sulfide transport to the endosymbionts
located in the trophosome. Slight differences in their sulfide affinity constants could thus be
reflected in both the molecular environment of the free cysteine residues and the thiol
orientation in relation to the heme. In order to test such a hypothesis, chimeric 3-D globin
reconstructions of A2 and B2 were performed. The replacement of the second exon (71 amino
acids) of the human beta globin (half the protein) by the second exonic region of the A2 and
B2 extracellular globins of R. pachyptila, allowed us to obtain a putative crystal structure of

these sulfide-binding subunits (Fig. 1).
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FIG.1. Putative three-dimensional representation of the R. pachyptila B2 and A2 globin fold. A global view of

the entire subunits and a close-up of the thiol group region allow visualization of the spatial orientation of the

cysteines in the molecule and their position relative in relation to the heme.
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Even if such a process is surprising, results are in agreement with a vast number of previous
studies showing a high level of conservation of the globin fold, even between unrelated
species. This chimeric globin allowed us to localize the free cysteines and to orient the thiol
group in opposition to the heme pocket: Cys +1 and Cys +11 present two different molecular

orientations, and thus accessibilities.

New globin sequences from hydrothermal vent and cold seep species

Cys+1

B2 Sulfide Hinding Domain

Lz

s O A L P LFVH EVA S - - R 11 I.ﬁ '..
ik TR LR E DS oA - - EiEE 14 .
e . .
.

P : Cys+11

e

= A2 Sulfide Binding Domain
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FIG. 2. Multiple alignment of partial globin amino acid sequences from Riftia pachyptila (Rif), Sabella
spallanzanii (Sabspal), Oligobrachia mashikoi (Oli), Lamellibrachia sp. (LAM), Lamellibrachia nov sp. (LaM),
Oasisia alvinae (Oas), Ridgeia piscesae (Ridg) and Tevnia jerichonana (Tev). The new globin sequences from
Lamellibrachia nov sp. (LaM), Qasisia alvinae (Oas), Ridgeia piscesae (Ridg) and Tevnia jerichonana (Tev)

AU BIRIEMS. The two shaded portions containing the |8
represent the two putative Sulfide Binding Domains we previously defined in Bailly (2002)

2 globin cys+1 and the A2 globin cys+! 1JSUEH
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Five partial sequences of both the A2 and B2 globins have been obtained for Tevnia
jerichonana (A2: 88 a.a.), Oasisia alvinae (A2: 76 a.a. and B2: 53 a.a.) and Ridgeia piscesae
(B2: 71 a.a.). Globin assignment was based on sequence homology, specific amino acid
patterns and the presence of free cysteine residues Cys +1 and Cys +11 (see (19)) without
ambiguity (see Fig. 2). A complete set of the globin subfamilies A1, A2, B1 and B2 was also
sequenced from Lamellibrachia nov sp, a tubeworm inhabiting Mediterranean mud volcanoes.
As above, globin sequences were unambiguously assigned to the right paralogous subfamily
by the reconstruction of molecular phylogenies in which the well-defined globin subfamilies

of R. pachyptila and Lamellibrachia sp from Japan (14) (26) (19) were inserted (Fig. 3).
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FIG. 3. Neighbor-joining consensus tree with percentage bootstrap support (1000 replicates). Rooting is

performed according to the 'duplicate rooting procedure' (65) using clade A versus clade B. The first dichotomy

separates the A and B families and the second distinguishes the Al, A2, Bl and B2 subfamilies. Typical
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subfamily HCA plots (secondary structure) were performed from each new Lamellibrachia m sp. Free cysteines

(Cys*11) in A2 and (Cys+1) in B2 globins are shown by an arrow.

All of the A2 and B2 globins of vestimentiferan tubeworms displayed free cysteine residues at
positions Cys +11 and Cys +1 respectively and similar Sulfide-Binding Domain amino acid
patterns. In addition, one of the four linker chains of the hexagonal bilayer hemoglobin of R.
pachyptila was partially sequenced (101 a.a.). This sequence is orthologous to the
Lamellibrachia sp linker chain (accession number) with a high level of sequence identity
(90%) and similarity (83%). A multiple alignment was performed with other linker chains

from coastal and terrestrial annelids (see Fig. 4).
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0 * 240 * 260
EEEEN G- : 101
Lanel I'i : P--ECCRLEI | CCFCCVSNCRFKCYI VRENSCE . 224
Nerei s . P-- ENCRLCLVCSFRACGNCNRCSAAI VHEASLA . 235
Tylorl : P--ECCRLClI VCNFRAGNCCRCRAHI VHEASLE . 236
Lunterrl : P--EECCLCLVGEFCGYNFCRFVCHI VHELSEE . 186
Tylor2 : P--CKENLI FECTFPRHCNNHCKGVIVKHSCG- C . 253
Sabspal : P--KECTNGI CLTCSCAGSCVAGCCFVRATCCH . 246
Lunterr2 : LKCCSECYGVI CCFNLCGCCCHACCKI VWPSSLF © 240
Sabspa2 : | MVNSSRKCSTSYPER- LTSCI TNSTLLTAKRL{® . 240

FIG.4. Multiple alignment of linker amino acid sequences from Riftia pachyptila (Rif) , Sabella
spallanzanii (Sabspal: Q9IBHKO; Sabspa2: Q9BHA3), Lamellibrachia sp. (Lamelli: P16222), Tylorrhynchus
heterochaetus (Tylorl: P18208; Tylor2: P18207), Lumbricus terrestris (Lumterrl: Q9TXF2; Lumterr2:
Q9GV76) and Nereis diversicolor (Nereis: Q25542). are included in a LDL (Low

Density Lipoprotein receptor) cysteine-rich conserved domain colored in grey (66).

Ancestral sequence reconstruction from A2 and B2 tree topologies.

The structural evolution of the SBD and especially the presence/absence of the free cysteines
at positions Cys +1 and Cys +11 were followed along topologies of the orthologous sets of A2
(Fig. 5) and B2 (topology not shown as the evolution of the SBD parallels that of the A2
strains) for an enlarged set of terrestrial annelid amino acid sequences.

Ancestral sequence reconstruction and therefore the ancestral 2-D structure of the SBD
predicted by the HCA-plots allowed us to show that free cysteines and their molecular
environment have been maintained in ancestors inhabiting sulfide-rich habitats but were not
present after the node preceding the evolutionary strain leading to marine sulfide-free
polychaectes  (Tylorrhynchus heterochaetus) and terrestrial sulfide-free oligochaectes

(Lumbricus terrestris and Lumbricus rubellus).

Evolutionary rates

One genetic distance based on the linker amino acid sequences of R. pachyptila and
Lamellibrachia sp. under the Dayhoff matrix (40) was added to those previously calculated
for globins of the same pair of species in Bailly et al. (2002). This distance is quite similar
(0.20) to those obtained for A2 (0.20) and B2 (0.22) globins between the same species. The
structural (linker) and the functional (A2 and B2) globins of the hexagonal bilayer
hemoglobin appeared to similarly evolve at the lowest evolutionary rate as opposed to the
other two (Al and B1) globin subfamilies (Table 1). This seems to indicate that these two
functional and structural proteins may have coevolved since the formation of this

macromolecule.
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FIG.5. Ancestral amino acid sequence reconstruction from A2 orthologous globin cluster topology. Riftia
pachyptila (Riftia), Sabella spallanzanii (Sabspal), Oligobrachia mashikoi (Oli), Lamellibrachia sp. (LAM),
Lamellibrachia nov sp. (LaM), Lumbricus terrestris (Lterre), Lumbricus rubellus (Lrubel), and Tylorrhynchus
heterochaetus (tyl). HCA representations of partial reconstructed sequences (Sulfide Binding Domain with free
cysteine site +11) have been plotted for each node (dotted arrows). Modern A2 globin HCA patterns are plotted
for each environmental habitat. Bolded topology from dotted arrows in terrestrial polychaete and oligochaete

lineages indicates the absence of free cysteine +11.

A second set of genetic distances has also been calculated from synonymous substitutions for
globin subfamilies A1, A2, B1 and B2 between Riftia pachyptila and Lamellibrachia nov sp
(Table 1). It is worth noting that differences observed between distances and thus between
evolutionary rates when comparing the four paralogous amino acid sequences (19) have been

greatly attenuated when using synonymous substitutions and range between 0.30 and 0.54
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substitutions per codon. Differences between Al and A2 are slight, while those between Bl

and B2 are more drastic.

Table 1. Maximum likelihood estimates of the expected number of mutations per site (genetic distance)

between orthologous nucleotide and amino acid sequences of globins and between amino acid sequences of a

linker chain of R. pachyptila and Lamellibrachia sp.

Gene Genetic distancq . Gepetic distance
(synonymous substitutions)* (amino acids)**

Al Rif/LaM 0.45 0.38**

A2 Rif/ LaM 0.33 0.22**

B1 Rif/ LaM 0.54 0.79**

B2 Rif / LaM 0.30 0.20**

Linker Rif / LaM no data 0.20

* estimates based on the number of codons to allow for comparison with distances based on amino acids.
** from Bailly et al.2002

dN/dS ratio analyses

The dN/dS ratio analyses were performed solely on the two globin subfamilies A2 and B2 as
they are both involved in the sulfide-binding function via the free cysteine residues Cys +11
and Cys +1 in annelids living in sulfide-rich habitats. All model parameters (fixed or
estimated), LRTs and the putative positively selected sites are reported in tables 2 and 3
(annexe 7). The small number of lincages analyzed and the estimation of the frequency of
codon utilization in vestimentiferan globins prevented us from using the model of equal codon
frequencies (the f61 model in PAML package). For all models, the equilibrium frequencies
were estimated from the products of the average observed nucleotide frequencies at the three
codon positions (the f3x4 option in PAML package).

1) the lineage-specific models

Lineage-specific models have been compared using LRTs. Model C does not differ
significantly from model A. Moreover, the intermediate model, (model B) in which an
independent w, is estimated for a specific linecage (or branch: e.g. the Lumbricus rubellus
lineage) and another uniform one, wy, is estimated for the remaining lineages (or branches:
e.g. hydrothermal vents, cold seeps and littoral annelids), is not significantly different from

the two other extreme models (i.e. models A and C). These tests do not support the hypothesis
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that the neutral model (model A) or the free-ratio model (model C) fit the tree topologies of
both A2 and B2 globins better than the a priori more adjustable one (model B), for which
each lineage could be tested separately. However, all of these models use ® values averaged
over all sites of each pairwise comparison of globin sequences and thus are not sensitive
enough to detect a slight selective effect on a given amino acid site.

2) the site-specific models

Models that include variable dN/dS ratios among sites but constant dN/dS ratios among
lineages indicate a tendency towards a non-neutral evolutionary rate along the A2 and B2
globins sequences among lineages. This phenomenon of selective pressures affecting the A2
and B2 subfamilies differentially is showed by the distribution of posterior probability plots
that belong to the w; class (from the m2 model) for all amino acid sites in the sulfide binding

domain sequences as seen in figure 6.
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FIG.6. Distribution along the B2 and A2 globin sequences of the probabilities of observing an amino acid site
under 1) purifying selection (dN/dS ratio = @ = 0) in white or 2) strong directed selection in grey (o = 0.14 for
B2 and ® =0.21 for A2) and 3) neutral selection inm (@ = 1). This pattern has been obtained according to the
m2 model (analysis site by site from the compilation of all B2 and A2 globins). X-axis represents 70 sites
flanking A2 and B2 SBD globins (Lamellibrachia m sp sequence as reference) and Y-axis represents the values

of posterior probabilities (between 0 and 1).
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This figure provides two clearly different patterns of ® ratios, with the B2 globin subfamily
showing more evidence of selective constraint than the A2 subfamily.

The models M2 and m3 both allow the occurrence of variable selective pressures at a given
amino acid site among lineages and present significant likelihood values when compared to
their nested null models m1 and A (neutral model), but they do not display positively selected
sites. The m8 model (beta and gamma distributions) fits the globin topologies significantly
better than the m7 model in the A2 lineages but not in B2, and it was likely to detect a few
positively selected sites outside the SBD boundaries.

3) the branch-site models

These two more realistic models that combine lineage-specific and site-specific models seem
more sensitive to accurately define the selective state of each amino acid site within a given
lineage compared to the others. Results obtained from the Bm2 and Bm3 models indicate that
both the A2 and B2 globin subfamilies of the Lumbricus rubellus (foreground) lineage,
representing annelids from terrestrial sulfide-free habitats, had undergone selection in a
different way than (background) those lineages representing annelids living in various sulfide-
rich habitats (see Tables 2 and 3 (annexe 7) and Fig. 7).

The models Bm2 and Bm3 provide significantly better likelihood values than either lineage-
specific models (Bm2 versus A) or site-specific models (Bm3 versus m2), and they were
likely to detect positively-selected sites in the foreground lineage within the SBD. It is worth
noting that five positively-selected sites out of six (83 %) and 50 % of the positively-selected
sites fall into the SBD for the Lumbricus B2 and A2 globin subfamilies, respectively. The
Bm3 model detects more positively-selected sites than the Bm2 model for both A2 and B2
globins, suggesting that this former model is more appropriate to detect positive selection.
Both the Bm2 and Bm3 models also detected more positively-selected sites within the A2
strain than within the B2 strain, supporting our assumption that selection acted differentially
on these two subfamilies. In both models and both subfamilies, the key sites for HS- binding
(i.e. the free cysteine 32C in B2 and 42C in A2) are subjected to positive selection with a
posterior probability of 99% in A2 (with the Bm3 model) and B2 (with the Bm2 and Bm3
models) and 88% in A2 (with the Bm2 model).
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FIG.7. Orthologous globin A2 and B2 topologies from nucleotide sequences of Riftia pachyptila (Riftia),
Sabella spallanzanii (Sabspal), Sabellastarte indica (Sabindica), Lamellibrachia nov sp. (LaM), Lumbricus
rubellus (Lrubel) Tevnia jerichonana , Oasisia alvinae and Ridgeia piscesae. Dotted line represents the
oligochaete lineage (sulfide-free habitats) where Cys+11 and Cys+1 sites are under positive selection (stars in

Sulfide Binding Domain HCA representation).
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Other analyses using Bm2 and Bm3 with different fixed lineages were also performed but
they yielded low and insignificant likelihood scores and no positively-selected amino acid
residues within the SBD (data not shown). All of these models were also run with ® = 1 fixed

in the remaining lineages (i.e not estimated) yielding similar results.

Discussion

Sulfide binding function: a widespread function in annelids living sulfide-rich habitats that

may have been lost in annelids from sulfide-free habitats

The major problem encountered in the study of the evolutionary relationships of paralogous
genes of multigenic families, and especially between highly divergent taxa such as
invertebrates, is mainly due to the high level of divergence between these genes arisen by
ancient gene duplication (41) (42) and their consequent subfunctionalization (43). Bailly et al.
(2002) suspected early that the A2 and B2 globin subfamilies of the complex hexagonal
bilayer hemoglobin of annelids have undergone strong directional selective constraints driven
by high levels of H,S concentrations in taxa living in sulfide-rich habitats. This would
explain their low evolutionary rate, the maintenance of the free cysteine residues at the
conserved positions Cys + 1 and Cys + 11, and the maintenance of a conserved SBD
secondary structure. The presence of homologous free cysteine residues at positions Cys+1
and Cys+11 in A2 and B2 globins from additional vestimentiferans such as the Mediterranean
Lamellibrachia nov sp, and the eastern Pacific Oasisia alvinae, Tevnia jerichonana and
Ridgeia piscesae, as well as their absence in the other Al and Blglobin subfamilies from
Lamellibrachia nov sp (as it has already been described in R. pachyptila, Lamellibrachia sp.
from Japan and other annelid species) demonstrate the widespread occurrence and the level of
conservation of these residues in annelids inhabiting sulfide-rich environments. The
hydrophobic cluster analysis plots also showed that the Sulfide-Binding Domain associated
with these residues is virtually identical between these lineages. These new results therefore
strengthen our hypothesis that all of the vestimentiferans share the same ancestral ability to
bind H,S even if the mechanism of H,S acquisition from the environment could be different
from one species to another: R. pachyptila uses exclusively its plume for sulfide acquisition
(44) whereas basal roots serve this purpose in the seep tubeworms (45). Moreover, Bailly et

al. (2002) proposed that the occurrence of free cysteines at positions Cys +1 and Cys +11 is a
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plesiomorphic state rather than an apomorphic one occasionally acquired over the course of
annelid evolution: it indeed seems rather difficult to explain sulfide adaptation from a single
molecular gain of cysteines on globins as sulfide metabolism requires many physiological and
molecular modifications, for both symbiotic (R. pachyptila) and non-symbiotic (Alvinella
pompejana) worms. It is thus more reasonable to support the hypothesis of the loss of sulfide-
binding function in worms in sulfide-free environments rather than the gain of this function in
sulfidic worms.

In order to better characterize the kind and the molecular area of selection acting on A2 and
B2 subfamilies, especially on the sulfide-binding function, this present study was performed
on a set of A2 orthologous globin genes on one hand and on a second set of B2 orthologous
globin genes on the other hand for endosymbiotic and non-endosymbiotic annelids living in
sulfide-rich and sulfide-free environments. However, it was not possible to discriminate
between the loss and the gain of the free cysteine residues from the ancestral amino acid
sequence reconstruction as these sequences have been estimated from an unrooted tree which
does not provide any information about the sense of evolution. Nonetheless, in both the A2
and B2 globin strains, the node leading to the polychaete and oligochaete lineages inhabiting
sulfide-free habitats, which thus represents the ancestral globin, possesses the free cysteine
residues and the associated SBD. Together with the fact that other polychaetes from sulfidic
environments such as Alvinella pompejana and Arenicola marina also possess free cysteine
residues (22) , these results suggest that the SBD may have been lost in annelids during the

emergence of sulfide-free habitats.

Both linker and the A2 and B2 globin chains display similar low evolutionary rates compared
to Al and B1 globins: co-evolution via similar selective patterns and protein —protein

interaction.

Bailly et al. (2002) previously reported that the evolutionary rates of amino acids of the four
globin subfamilies of R. pachyptila greatly differed from each other and proposed that such
differing rates may result from both different selective pressures and a molecular clock-like
behavior. Interestingly, the structural chain which allows the cohesion of the hexagonal
bilayer structure, the so-called linker, also displays an amino acid evolutionary rate as low as
that of A2 and B2 globins. From these data, one can suspect a simple coevolution effect due
to structural constraints imposed by the globin-linker interaction (46) (47). However, it is

important to underline that the R. pachyptila linkers have a functional role of sulfide fixation
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in forming persulfide groups (R-SSH) by the cleavage of the linker disulfide bridges that acts
as an additional sulfide-binding mechanism (16) : this property enables Riftia to bind more
sulfides in the vascular blood and the coelomic fluid than just via the S-sulfohemoglobin
formation that uses the free cysteines Cys +1 and Cys +11. This different but functional
sulfide-binding site could thus be also highly selected for its contribution to either the
transport or the immobilization of sulfides in vestimentiferans. It follows that the sulfide-
binding ability alone could be sufficient to explain these highly different evolutionary rates
between the set of paralogous globins and thus sustain the role of selective forces associated
with the presence of H,S for the conservation of free cysteines. This assumption in favor of
differential selective pressures acting on each paralogous globin clade, which probably hides a
paradoxical clock-like behavior, is reinforced by the calculation of new rates based on
synonymous codons from pairwise comparisons of orthologous sequences of R. pachyptila
and Lamellibrachia nov sp. for the four globin subfamilies. These comparisons showed that
background evolutionary rates are similar between the four paralogous clades and that a
neutral rate occurred throughout the whole globin family. As a consequence, in addition to
their common oxygen transport function (heme), each globin subfamily exhibits different but
subtle functional constraints which are probably imposed by (1) H,S immobilization and/or
transport to the endosymbionts, (2) the location of globin subunits in the multimeric
assemblage of the hexagonal bilayer hemoglobin or (3) some intrinsic globin features such as
dimerization, allosteric effects of some amino acids, and maybe unknown cryptic functions

not yet discovered.

Seeking for positively-selected sites in well-conserved orthologous sequences

Hemoglobin is an ubiquitous molecule found “from bacteria to man” (48) (49) for which the
three-dimensional structure (globin fold) (50) is well-conserved among highly divergent
evolutionary lineages. This structural universality demonstrates that globin is a strongly
selected molecule, due in part to its ability to transport and bind oxygen. By restricting our
observation to the Al, A2, Bl and B2 globin subfamilies of annelids living in sulfidic
conditions, one can expect under a model of neutral evolution or under homogeneous
selective pressures a higher similarity between two sister-duplicates (.i.e. Al and A2 or Bl
and B2) than between Al and B1 or A2 and B2, for instance. Despite their great evolutionary
distance in terms of common ancestry (two duplication events), the A2 and B2 subunits share

an obvious secondary structure conservation of the Sulfide-Binding Domain and the
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maintenance of functional free cysteines in annelids living in sulfide-rich conditions, two
noteworthy insights of a functional coevolution between these duplicated genes. Thus, it was
more appropriate to seek for selected sites in such a well-conserved structure than to try to
detect a cryptic adaptive evolution over the whole set of globin sequences. However, the
lineage-specific models were not able to discriminate significantly between either a
homogeneous (A) or a different (C) dN/dS distribution (neutral, positive or negative selection)
acting between lineages, even if a different rate of nonsynonymous substitution accumulation
is assumed in the sulfide-free lineages. Nevertheless, the m2 site-specific model exhibited
putative positively-selected sites toward the periphery of the Sulfide-Binding Domain for both
the A2 and B2 globin subfamilies. This lack of apparent positive selection in the A2 and B2
globin strains may reflect either that these globins are highly negatively selected even in
sulfide-free lineages or that the accumulation of positively selected amino acid sites occurred
in ancient times before the annelid radiation, leading to this unusual, complex, extracellular
hemoglobin. The lineage-specific and site-specific models indeed average the dN/dS ratio
over all sites of a given sequence and all lineages respectively and are not sensitive enough to
detect selective pressures at a specific amino acid of a given lineage. This lack of power was
already pointed out by (10) when episodic diversifying selection has only occurred on a few
amino acids of a strongly negatively-selected molecule. This may explain why most examples
of diversifying selection come from xenobiotic recognition molecules or genes associated
with male reproduction that have undergone recent adaptive changes such as primate
lyzozymes (51) (5), HIV membrane proteins (6) (7) or the salmon gamete recognition system
(9). Interestingly, patterns of amino acid sites under purifying, deleterious or neutral selection
are different between the A2 and B2 subunits (considering that this pattern has been obtained
from the site-specific model m2). In the B2 sequences, all sites are strongly negatively
selected whereas in the A2 sequences the selection pressures are less homogeneous and
showed weak posterior probabilities. This strongly indicates different levels of selection
pressures between paralogous globin strains and thus reinforces the subfunctionality
consequences of duplication events, which in this case may be explained by subtle differences
in the free cysteine properties. This last point is reinforced by the different location of the free
cysteines in A2 and B2 globin chains and the spatial orientation of their respective functional

thiol group.
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Positively-selected sites in sulfide-free lineages: Why the loss of a function could also be
considered as a molecular adaptation rather than a relaxation of constraints (neutral

evolution)

Bailly et al. (2002) proposed a possible relaxation of selective constraint on the annelid
globins from sulfide-free environments to explain the absence of free cysteine residues on the
A2 and B2 subunits. H,S was one of the most abundant molecules on the Earth’s surface
during the prebiotic era and its concentration greatly decreased during the course of evolution,
remaining only at some specific places (e.g. hydrothermal vents) as a relic of the primitive
conditions (52) (53). Thus, the acquisition and the maintenance of H,S binding functions were
of a prime importance during the beginning of life and were probably subjected to purifying
selection in the ancient annelid lineages living in sulfide-rich habitats. To test whether the
Sulfide-Binding Domain and especially the free cysteine residues in globins from annelids in
sulfide-free environments were subjected to ancient diversifying selection, we used the new
branch-site set of models implemented in PAML (38). These more intricate and realistic
models simultaneously combine different @ ratios among sites and lineages and a priori
evolutionary hypotheses within a prespecified lineage: in our case, the hypothetical loss
(versus the gain) of free cysteine residues in sulfide-free lineages was combined with the way
that they were lost during evolution (neutral relaxation or Darwinian positive selection). For
both the A2 and B2 globins, the significantly lowest likelihood values were obtained when we
assumed a different dN/dS ratio in the sulfide-free lineages as opposed to lineages from the
other habitats (hydrothermal vents, cold-seeps, coastal or intertidal hypoxic sediments. In only
this case (all branch combinations have been tested: results not shown), the sites Cys +1 and
Cys +11 were clearly subjected to positive selection with a strong posterior probability
together with other residues of the Sulfide-Binding Domain. These positively-selected sites,
found only within the SBD, are in agreement with the loss or the degeneracy of the
hydrophobic secondary structure surrounding the free cysteine residues in annelids from
terrestrial sulfide-free habitats (see (19)).

The high posterior probabilities obtained for both the Cys +1 and Cys +11 sites are associated
with a dN/dS >1. This result rules out the assumption that the loss of the free cysteine
residues followed a neutral pattern of evolution. Free cysteine residues are key amino-acids in
biochemical reactions because of their well-known highly reactive lateral chain. To our
knowledge, all free cysteines reported from proteins display an active and diversified

functional role. These residues are involved in the binding of some catalytic co-factors (54),

121



Chapitre 5 : Deuxiéme article

pH-dependant oligomerization (55), macromolecular complexation, and many other
molecular detoxifying functions. However, in the case of specific genetic diseases or
metabolic disorders, free cysteines can bind atypical ligands. Examples of such ligands
include benzoquinone, a known carcinogenic metabolite, in rodent globin, (56), mercury ions
inhibiting enzymatic reactions (57), or oligomeric complexation by abnormal aggregation
with subsequent physiological modification in mice mutant hemoglobin (58). These three
examples among others illustrate the deleterious role of unexpected free cysteines in mutant
organisms and indicate that the disappearance of a specific ligand (e.g. H2S) can drastically
reduce organismal fitness when conditions have changed.

We assumed that when sulfide concentrations decreased or when annelid ancestors moved
from sulfide-rich to sulfide-free habitats, the presence of free cysteines residues could have
provoked or induced irreversible troubles and homeostatic disorders. Thus, it is not surprising
to find such sites to have undergone molecular adaptation. In addition, the loss of free
cysteines on both the A2 and B2 globin subunits in annelids from sulfur free environments
confirms their implication in sulfide binding in annelids from sulfur rich environments. This
event has probably occurred during a short period of time as, because of their biochemical
reactivity, free cysteines would have been rapidly recruited for alternative biochemical uses
via a cooperative process in a manner similar to the occurrence of San Marco spandrels in
Venice (59). The loss of globin genes in human and apes (60) and their consequent loss of
function in Antarctic fishes (61) (62) (63) have already been reported, but our study is the first

to demonstrate that the loss of a function could be driven by positive Darwinian selection.

The sulfide-binding function: a long and intricate physiological and molecular acquisition
process

An argument in favor of the loss of free cysteine residues is that adaptation to sulfide did not
only require cysteine acquisition on respiratory pigments but was a long biochemical pathway
establishment by which animals have acquired various adaptive physiological detoxification
mechanisms, at the levels of molecules, cells, tissues, and up to the whole organism. It is
unlikely that this complicated metabolic process was the result of a preadapted pathway that
abruptly shifted to sulfide utilization from using a molecule that possessed similar detoxifying
and energy carrier potentials for the purpose of oxidizing a different metabolic compound.
The 3-D reconstruction of the A2 and B2 subunits showed the orientation of the cysteine thiol
group in respect to the heme group. Their localization and their molecular environment differ

greatly, thus suggesting a different cysteine reactivity. A well-known chemical rule regarding
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molecular interaction and covalent bonds is that the protein-ligand association greatly relies
on the steric environment imposed by the flanking lateral chains.

One must keep in mind that the symbiotic worms from sulfidic environments use H,S to fuel
their endosymbionts, a situation not encountered in non-symbiotic worms from similar
habitats. It is this detoxification function in non-symbiotic worms (a plesiomorphic trait) that
could have evolved in symbiotic worms into a H,S transport function (apomorphic trait). This
means that the H,S-binding capacity is probably an intricate mechanism that acts
differentially according to the location of the cysteines and with regard to the heterotrophic or
autotrophic status of the annelid. We mentioned earlier that the vestimentiferan linker chains
have the ability to bind H,S via the formation of persulfide groups (16) as a complementary
process to the S-sulfohemoglobin formation via the free cysteines. These H,S fixation sites
are probably interconnected within the hemoglobin structure. However, persulfide group
formation does not occur in non-symbiotic polychaetes from sulfide-rich habitats (16), and
thus it could be more related to H,S transport.

A precise localization of the 144 globin subunits with regard to the linker chains as well as
additional physiological tests are required prior to assigning each H,S-binding site (molecular
environment) to a specific function.

All of these new molecular data together with those from Bailly et al. (2002) form a set of
arguments that allow us to argue that annelid ancestors initially lived in sulfide-rich
conditions. The use of dN/dS ratio analyses shows that the sulfide-binding function has been
secondarily lost by diversifying selection in annelid lineages from sulfide-free environments.
In other words, we propose that the loss of sulfide-binding function is a disadaptation process
(64) that was a prerequisite to avoid the detrimental physiological effects associated with the

collateral activity of free cysteine residues regarding other blood compounds.
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I. Emergence des hémoglobines extracellulaires chez les annélides

Les hémoglobines extracellulaires des annélides ont la caractéristique unique d'étre
constituées de globines présentant un pont disulfure intra-chaine (Chapitre 3). Les globines
constitutives des hémoglobines intracellulaires du polychéte Glycera dibranchiata (Imamura
et al. 1972) et la neuroglobine intracellulaire du polychéte Aphrodite aculeata (Dewilde et al.
1996) ne possédent pas de résidus cystéines susceptibles de former un tel pont disulfure. De la
méme fagon les myoglobines cytoplasmiques du polychéte Arenicola marina (Kleinschmidt
et Weber 1998) ne posseédent pas de tels résidus contrairement aux globines constitutives de
I'hémoglobine extracellulaire de la méme espece (El Idrissi Slitine 1991) qui possédent des
cystéines dans les positions invariables impliquées dans les ponts disulfures intra-chaines. Ces
observations suggerent que l'acquisition du pont disulfure intra-chaine est un caractére
apomorphe pour les hémoglobines extracellulaires d'annélides. En effet, sachant (1) que
I'hémoglobine et la myoglobine proviennent d'un événement de duplication ancestral, et (2)
qu'a l'instar des myoglobines cytoplasmiques, les hémoglobines intracellulaires ne présentent
pas de cystéines aux positions conservées du pont disulfure, il est probable que l'acquisition
de ce caractére (pont disulfure) soit secondaire et corrélée a la localisation extracellulaire de
ces hémoglobines.

La divergence précoce entres hémoglobines extra et intracellulaires a été confirmée par les
travaux effectués chez le polychéte Travisia japonica. En effet, les hémoglobines
extracellulaires de Travisia japonica ne sont pas reconnues par les anticorps anti-
hémoglobines intracellulaires de la méme espece (Fushitani et al. 1982, 1988). Par ailleurs il
est manifeste que les hémoglobines intracellulaires de Glycera dibranchiata ne possédent
manifestement pas d'orthologues parmi les globines extracellulaires comme le suggere la
phylogénie moléculaire d'hémoglobines intra et extracellulaires présentée dans la figure 39.
La présence de séquences d'adressage dans les polypeptides des hémoglobines extracellulaires
qui conduit & leur externalisation dans le milieu vasculaire ou coelomique, peut éEtre
considérée comme une innovation par rapport aux hémoglobines intracellulaires des
érythrocytes ou ceelomocytes circulants des annélides.. La masse moléculaire importante des
hémoglobines extracellulaires circulantes pourrait permettre également d'échapper a une
¢limination rapide au niveau des organes de filtration, les néphridies (analogues des reins chez

les animaux a coelome) (Weber et Vinogradov 2001). De plus, 'organisation polymérique
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complexe, a la fois en terme d'acquisition des ponts disulfures inter-chaines et en terme

d'interaction avec les chaines de structure ("linkers") renforce le scénario évolutif d'une

émergence tardive des hémoglobines extracellulaires. Ceci suggere que les hémoglobines

intracellulaires sont probablement plus primitives que les hémoglobines extracellulaires et que

les deux lignées de globines constitutives des hémoglobines intra et extracellulaires sont

probablement issues d'une duplication trés ancestrale, précédant la radiation des annélides.
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Figure 39. Phylogénie moléculaire non racinée d'hémoglobines extracellulaires (familles A et famille B) et

intracellulaires (Glycera dibranchiata) réalisée par Neighbor Joining et un bootstrap de 1000 réplicats. Seules

les valeurs de bootstrap des branches conduisant aux familles A et B et aux globines extracellulaires sont

indiquées.
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I1. La famille multigénique des hémoglobines de Riftia pachyptila

L'organisation de la famille multigénique des hémoglobines de Riftia pachyptila est conforme
a celles des familles multigéniques d'annélides déja décrites. Des éveénements de duplications
successifs et la conservation de résidus cystéines impliqués dans la fixation du sulfure
d'hydrogéne, permettent d' ¢laborer un scénario plausible permettant de retracer 1'évolution de
cette famille multigénique et, plus généralement, celle de la fonction de fixation des sulfures
chez les annélides. Des indices de structure secondaire et de vitesse évolutive des génes de la
famille multigénique (Chapitre 4) nous ont permis de comprendre pourquoi (pression de
sélection) et comment (duplications et conservation de I'environnement moléculaire flanquant
les cystéines) la fonction de fixation du sulfure d'hydrogeéne n'est portée que par les deux
globines paralogues A2 et B2. Nous avons caractérisé le domaine de fixation des sulfures
(SBD pour Sulfide Binding Site, Chapitre 4) en tant que structure conservée flanquant la
cystéine libre. L'absence de ces cystéines au sein des sous familles Al et B1 et leurs vitesses
évolutives plus grandes que celles des globines A2 et B2, suggérent qu'au moment des
duplications des relachement de contraintes sélectives au niveau des dupliquats ont pu
occasionner la perte des cystéines libres. Ainsi les globines A2 et B2 seraient codées par des
plésiogénes (dont la fonction associée est identique a la fonction ancestrale) et les globines
Al et BI par des apogeénes. En spéculant, on peut penser que la multiplication par duplication
des cystéines libres fixatrices de H,S aurait pu poser un probléme de stoechiométrie entrainant
un potentiel supplémentaire de liaison du substrat H,S déja en équilibre avec sa protéine, la
conséquence d'un tel bouleversement pouvant occasionner une modification de 'homéostasie.
En comparant les structures secondaires SBD (Chapitre 4) de Riftia pachyptila et d'autres
annélides des milieux oxydés, nous nous sommes apercus que le domaine de fixation des
sulfures était conservé malgré 1'absence des résidus cystéines et l'incapacité a fixer les
sulfures. Cette observation nous a conduit a émettre I'hypothese que les cystéines Cys+1 et
Cys+11 avaient été perdues chez les annélides des milieux sans sulfures. Nous avons rejeté
I'hypothese alternative d'une colonisation des milieux réduits par les annélides a partir des

milieux oxydés
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1. Rejet de I’hypothése alternative : colonisation des milieux riches en H,S par des

annélides venant des milieux oxydés

Il semble difficilement concevable que la seule acquisition d’une cystéine en +1 ou +11 sur
une globine puisse permettre a une annélide des milieux oxydés de coloniser un milieu riche
en H,S. En effet, la fixation et le transport de ce composé nécessite, au minimum, une prise
en charge du composé soit par des bactéries chimiosynthétiques soit par un systéme
enzymatique oxydant des sulfures (Chapitre 2, Chapitre 5). Acquérir autant d’adaptations
moléculaires et physiologiques requiert manifestement trop d’événements en trop peu de
temps pour survivre dans un environnement réduit sachant que I'effet toxique du
sulfure d'hydrogéne est tres rapide sinon immeédiat. Cependant on ne peut théoriquement
pas exclure une adaptation graduelle a 1'H,S, mais le manque d'arguments convainquant allant
dans ce sens nous a fait rejeter cette hypothéese.

On retrouve un grand nombre d’annélides trés différentes (polychétes, oligochétes, achétes,
vestimentiféres et pogonophores) dans les milieux réduits. Le séquencage partiel des
hémoglobines extracellulaires multi-domaines de Branchipolynoe sp, annélides polychétes
commensales des moules des sources hydrothermales, a aussi montré la présence d'une
cystéine libre en position Cys+11 (Hourdez 2000). Dans I’hypothése d’une colonisation
récente des milieux réduits par un ancétre annélidien migrant des milieux oxydés il faudrait
concevoir une annélide pré-adaptée a la fixation d’un composé proche de H,S en terme
d’encombrement stérique et de réactivité (lequel ?). A la lumiére de nos connaissances et en
postulant que le mécanisme de fixation de H,S soit le méme pour toutes ces annélides (ce qui
semble le cas) il faudrait expliquer la situation actuelle par de nombreuses séries répétées de
convergences adaptatives d’un mécanisme fonctionnel complexe. C’est hautement

improbable.

2. Les sources hydrothermales et les suintements froids ont-ils été colonisés par des

annélides littoraux ou sub-littoraux équipées de telles adaptations ?

Des fossiles assimilés a des polychétes alvinellidés et a des vestimentiféres ont été retrouvés
dans des ophiolites (roches magmatiques originaires de la crolite océanique remontées sur la
crolite continentale par la tectonique des plaques) datées du Silurien (- 420 millions d’années)
au Cénozoique (- 65 millions d’années ; Little et al. 1998). Pour ces auteurs, les fossiles et

leur endémicité aux sources hydrothermales et aux suintements froids contredisent les
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hypothéses de Newman (1985) au moins en ce qui concerne les annélides. Selon ces
hypothéses, les résurgences de fluides réduits auraient été des refuges ayant permis a certaines
especes de résister aux extinctions massives du Crétacé (-65 millions d'années). En ce qui
concerne les alvinélidés et les vestimentiféres (ou leurs ancétres) les notions de refuge et
d’endémicité s’excluent, car en assimilant ces fossiles aux vestimentiféres modernes, Little et
al (1998) suggérent que ces annélides ont ¢été associés des l'origine aux sources
hydrothermales et aux suintements froids. Implicitement, une telle origine suggere aussi une
adaptation ancienne aux sulfures puisque les ophiolites contiennent en majorité¢ des sulfures
poly-métalliques.

Cependant, une autre théorie suggere, a partir des données moléculaires, que les
vestimentiféres des sources hydrothermales seraient issus d’une radiation récente, inférieure a
100 millions d’années (Cénozoique) (Halanych et al. 1998). L’hypothése d’une invasion
récente des sources hydrothermales a partir des vestimentiféres des suintements froids a
¢galement été émise car certains vestimentiferes opportunistes originaires des suintements
froids se retrouvent également a proximité de sources hydrothermales (Black et al. 1997).
Signalons cependant que des périodes d'anoxie globale qui incluent le fond des océans
seraient survenues, selon les auteurs, a la transition Permien-Triass (250 millions d'années),
au Jurassique (Toarcien : -180 millions d'années), ou encore au Paléoceéne (- 65 millions
d'années). Les communautés des sources hydrothermales profondes n'auraient pas, selon un
consensus général, résisté a de telles conditions. La conséquence serait 'extinction de ces
communautés. Dans ce cas il faut envisager une recolonisation entre -250 et -65 millions
d'années de ces milieux réduits a partir d'espéces habitant hors du champ hydrothermal, puis
un éveénement de radiation récent pour étre en accord avec les données moléculaire. Cette
recolonisation n'a cependant pu se faire qu'a partir d'espéces annélidiennes proches des
milieux plus continentaux mais tout aussi réduits.

Mais dans quelle mesure certaines espeéces n'auraient-elles pas pu résister a cette anoxie ?
Les scénarii évolutifs reposant sur des éveénements d'extinctions, de recolonisations et de
radiations sont trop hypothétiques pour étre débattus ici, mais cependant mitigent les deux
hypotheses de 1'origine des communautés hydrothermales.

Souvenons nous que le fluide des sources hydrothermales est hautement radioactif (Cherry et
al. 1982). A ce titre, s’adapter a des conditions aussi mutageénes est, d’un point de vue de
I’adaptation moléculaire, difficile a concevoir. Nous pensons que les sources hydrothermales

pourraient étre une image plausible d’un environnement primitif assez répandu a la surface de
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la terre et dans lequel le ou les ancétres des annélides modernes auraient émergé avec une

panoplie d'adaptations, dont celle leur permettant de vivre en présence de sulfures.

3. Fonction de densité des hémoglobines

Un parallele intéressant peut étre fait entre les faibles vitesses évolutives observées chez les
globines A2 et B2 (par rapport au globine Al et B1) et le concept de fonction de densité des
protéines, développé par (Zuckerkandl (1976a). La densité fonctionnelle d'une protéine est
définie comme la proportion de résidus impliqués dans la (les) fonction(s) spécifique(s) de la
protéine en question, le reste des résidus n' intervenant que dans la structure et le repliement
de la protéine. Dans cette publication, Zuckerkandl ajoute : " Since the evolutionary variation
in the primary structure of a protein is slowed down by its specific function, there should be a
simple relation between evolutionary rates and functional density of different kinds of
proteins". La double fonctionnalité¢ (cumul de deux fonctions vitales : le co-transport de
composés énergétiques H,S et O,) par les globines A2 et B2, la présence des cystéines libres
et leur vitesse évolutive réduite qui suggere une forte sélection négative (chapitre 4), reflétent
un ¢tat de forte densité fonctionnelle. Ainsi, les hémoglobines se révelent étre un excellent
exemple d'une lignée moléculaire dont on peut considérer que la structure primaire est "gelée"
: paradoxalement, bien que les hémoglobines aient une structure primaire trés variable, leur
structure tertiaire est toujours du type "globin fold". Dans cette structure "gelée" viennent se
greffer, en plus de la capacité a lier O,, des fonctions plus spécifiques telles que la capacité de
lier NO chez I'hémoglobine humaine ou H,S chez les globines extracellulaires des annélides.
Pour Zuckerkandl (1976 b) la notion de densité fonctionnelle maximale serait approchée de
facon asymptotique au cours de 1'évolution des protéines. Cette notion "du jamais atteint mais
s'en rapprochant" est également bien illustrée par les hémoglobines en général et ressort de ce
travail sur la famille des hémoglobines de Riftia pachytila. Selon Zuckerkandl, les deux forces
principales qui opérent sur la densité fonctionnelle des protéines sont des contraintes
énergétiques et organisationnelles. L'auteur suggere qu'avoir des polypeptides fonctionnels de
faible longueur constitue un avantage économique pour les cellules primitives, car plus
rapidement synthétisées (il souligne ici la contrainte énergétique). On observe dans tous les
organismes vivants, procaryotes comme eucaryotes, que le repliement en "globin-fold" est
universel : cette structure acquise trés tot dans I'évolution a donc probablement atteint
rapidement un haut niveau de densité fonctionnelle. De plus les exemples de fonctions

spécifiques des hémoglobines du régne du vivant (Chapitre 1) montrent que cette molécule est
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capable d'innover. On peut ainsi penser qu'une fois établie, la structure de base ("le globin
fold") fut au gré des lignées évolutives une aire potentielle et privilégiée a un "bricolage"
(dans le sens de Frangois Jacob) limité, donc une aire d'adaptation moléculaire putative.
Zuckerkandl considére aussi que I'interaction moléculaire devient un avantage en terme de
performance des fonctions (par exemple la coopérativité¢ pour l'oxygene ou les linkers des
HBL-Hbs d'annélides) et de régulation de cette performance (on n'observe pas
d'agglomération anarchique, mais des motifs répétés : cet ordre structural confére en soi une

régulation dans les capacités d'interaction avec les ligands).

I11. Détecter de I' adaptation moléculaire sans estimer les substitutions nucléotidiques

A partir de la comparaison des différentes structures d'hémoglobines chez différentes especes,
Perutz (1983) arrive a la conclusion suivante : " New chemical functions appear to have
evolved only by a few amino acid substitutions in key positions ... The structural
evidence suggests that most of amino acid replacements between species are neutral or
nearly so, caused by random drift of selectively equivalent mutant genes, and that
adaptative mechanisms generally operate by a few replacement in key position ". Les
propos de Perutz sont bien illustrés par l'exemple de l'effet Root, caractéristique des
hémoglobines de certains poissons téléostéens capables de réguler le volume de leur vessie
natatoire en y injectant a partir de leur oxyhémoglobine de 1'0O, sous haute pression
hydrostatique. L'effet Root qui représente une version extréme de l'effet Bohr est di au
remplacement d'un seul acide aminé, la cystéine F9 de la chaine 3 des mammif€res par une
sérine chez ces poissons (Perutz 1983). Dans le méme ordre d'idée, mais concernant
l'adaptation des hémoglobines des crocodiles a fixer deux ions bicarbonates pour réduire
l'affinité de 1'oxygeéne et rester ainsi jusqu'a une heure en apnée, Perutz (1983) suggérait que
seuls 3 acides aminés mutés dans 1I'hémoglobine humaine suffisaient pour acquérir cette
fonction. Douze années plus tard Komiyama et al. (1995), a partir d'expériences de
mutagenese dirigée, ont montré qu'il fallait remplacer 7 acides aminés pour obtenir cet effet.
Dans un tres didactique et intéressant article intitulé "The structural basis of molecular
adaptation" Golding et Dean (1998) citent l'exemple de 1'hémoglobine a forte affinité pour
l'oxygene d'une oie migratrice, Anser indicus, capable de survoler 1'Everest a plus de 9
kilométres d'altitude et soumise a des pressions partielles d'oxygéne représentant 30% de celle
du niveau de la mer. L'oie domestique Anser anser, proche parent de l'espeéce précédente,

incapable de voler a ces altitudes, posseéde une hémoglobine d'une affinité normale. Seuls trois
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acides aminés de la chaine o et un acide aminé de la chaine [ permettent de distinguer les
hémoglobines de ces deux especes. Ces substitutions éliminent des contacts de type Van der
Waals entre les sous unités O et 3 et permettent I'adaptation au vol a haute altitude.

La fixation du sulfure d'hydrogéne par les hémoglobines de mollusques résulte d'interactions
électrostatiques sans implications de cystéines libres. Cette singularité n'est observée que chez
ces animaux. Des travaux de mutagénese dirigée effectués sur 'hémoglobine de cachalot ont
montré in Vitro que trois substitutions d'acides aminés suffisent a conférer cette méme
propriété de fixation de H,S (Nguyen et al. 1998).

D'autres exemples d'adaptation moléculaire concernant des protéines comme l'opsine des
pigments visuels ou l'isocitrate déhydrogénase, enzyme qui catalyse I'oxydation du citrate en
O-cetoglutarate, sont basés sur des données structurales comparatives et intégrent des données
de physiologie, d'écologie, de fonctionnalit¢ (mutagenese dirigée) et de phylogénie des
especes. Ils suggerent tous des mécanismes adaptatifs n'impliquant qu'une modification d'un
nombre restreint de mutations a partir d'une protéine ancestrale.

En d'autres termes, cette approche multidisciplinaire montre une action de la sélection
naturelle innovante, et particulierement de la sélection positive, a un niveau moléculaire et
localisée en des points clés de la protéine. Cette démarche confirme aussi que d'autres
positions de la molécule évoluent de maniere neutre et confirme qu'interprétation neutraliste
et sélectionniste sont complémentaires et ne s'excluent pas.

Cependant, cette approche peut trouver une limite qui serait l'effet Dykhuizen : une ou
quelques substitutions neutres établies dans un environnement donné peuvent conduire a une
nouvelle fonction ou subfonctionalité et conférer un avantage sélectif pour 1'espéce confrontée
a un nouvel environnement (Dykhuizen et Hartl 1980 ; Bielawski et Yang 2001). Ainsi des
substitutions neutres peuvent leurrer un éveénement d'adaptation moléculaire. Pour écarter
cette possibilité, il faut en plus estimer le taux de fixation des substitutions synonymes et non
synonymes de manieére a quantifier I'impact de la sélection naturelle (positive, neutre ou

négative) sur les protéines.

1. Détecter de I'adaptation moléculaire en estimant les substitutions nucléotidiques

Des données expérimentales décrites dans le paragraphe précédent procurent nombre d'indices

d'adaptation moléculaire sans pour autant permettre de réfuter un effet Dykhuizen.
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Notre démarche et les outils que nous avons utilisés pour explorer les effets de la sélection
naturelle sur la fixation des mutations non synonymes au sein des hémoglobines de Riftia
pachyptila reposent sur des modéles statistiques et des algorithmes de maximum de
vraisemblance. Ils permettent d'estimer les substitutions synonymes et non synonymes entre
séquences codantes d'hémoglobines apparentées, a partir d'un alignement de séquences, d'une
phylogénie moléculaire de référence (chapitre 5 et annexe 7) et avec les programmes de Yang
(Yang 1997). Les premiers exemples d'adaptation évolutive par sélection positive ont d'abord
¢té démontrés a 1'échelle des lignées évolutive en moyennant les substitutions synonymes et
non synonymes sur l'ensemble de la protéine (Yang 1998) (annexe 7.1). Mais les exemples
résumés dans le paragraphe précédent montrent qu'une approche locale, a I'échelle de 1'acide
aminé, est nécessaire. Cette approche a été rendue possible par le second et le troisiéme
modele de Yang (Yang et al. 2000 ; Yang et Nielsen 2002 ; annexes 7.2 et 7.3). Ces 2
derniers modeles de type RAS (pour Rate-Across-Sites) permettent d'estimer les substitutions
synonymes et non synonymes a partir de distributions statistiques de différents types et
simulent la possibilit¢ d'un taux évolutif différent entre les sites d'une méme protéine
(Chapitre 5). Ces deux modéles permettent de détecter des sites sous sélection positive, mais
c'est le troisieme modele (Yang et Nielsen 2002) qui permet de révéler des sites sous sélection
positive dans une seule lignée évolutive parmi l'ensemble des lignées considérées. Les
cystéines impliquées dans la liaison du sulfure d'hydrogéne par les hémoglobines de Riftia
pachyptila ont pu ainsi étre caractérisées comme étant sous sélection darwinienne positive
dans les lignées d’annélides vivant dans les environnements sans sulfures. L’ensemble des
résultats, dont ceux obtenus et présentés dans le chapitre 4, suggérent que cette perte de
cystéine, donc de la fonction de liaison réversible de H,S, est le résultat d’une adaptation
moléculaire par un relachement de la contrainte sélective constituée par la présence de forte
concentration en sulfure d'hydrogéne. Pourtant, le relachement des contraintes sélectives et la
perte de fonction qui s'en suit est généralement expliquée par de l'évolution moléculaire

neutre et non a de 'adaptation moléculaire.

V. Un concept marginal : la perte de fonction peut refléter de I'adaptation moléculaire et

non un simple effet de la dérive génétique

Le relachement des pressions de sélection est généralement mis en avant par la théorie
neutraliste de 1’évolution pour expliquer la perte de fonction par accumulation de mutations

neutres. Cette situation permet aussi de révéler des mutations neutres qui seraient déléteres et
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contre-sélectionnées sans ce reldchement des contraintes sélectives. Pour la théorie
sélectionniste, I’absence de contraintes sélectives permet d’expliquer 1’apparition de nouvelles
fonctions (source d’innovation moléculaire ou adaptation moléculaire) en permettant
'apparition de substitutions non synonymes qui changent la nature de l'acide aminé (la
sélection positive).

Nos résultats et interprétations indiquent qu’un relachement des contraintes sélectives peut
entrainer une perte de fonction par adaptation moléculaire (i.e. par sélection positive).
Cette situation n'est concevable que lorsque le maintien de la fonction présente un cofit ou
lorsque dans un environnement nouveau cette fonction confeére un désavantage sélectif. C'est
ce second point que nous avons mis en avant (Chapitre 5) pour expliquer que l'absence de
cystéines libres +1 et +11 dans globines B2 et A2 des annélides vivant en milieux oxydés et
dépourvus de sulfures. En effet la présence d'une cystéine dans une structure protéique est
semble-t-il toujours corrélée a une réaction ou un mécanisme moléculaire particulier. De
nombreux travaux portant sur l'apparition ou la disparition d'une cystéine par mutagenese
dirigée montrent que de telles modifications conduisent a l'inhibition de certaines réactions
métaboliques. Par exemple (cf exemples supplémentaires dans le chapitre 5), la disparition de
ponts disulfures au sein de la sous-unité 3 de la pompe a proton (ATPase) gastrique provoque
la perte de la fonction remplie par cette protéine (Kimura et al. 2002). La substitution d'une
cystéine pour une alanine dans le centre catalytique de 1'enzyme D2 thyroidienne qui catalyse
l'activation de T4 (principal produit sécrété par la thyroide) en T3, modifie les interactions
avec le ligand et donc les vitesses de réaction enzymatique (Kuiper et al. 2002). De tels
désordres entrainent des effets délétéres sinon 1étaux a 1'échelle de 1'organisme.

La perte d'un géne ou de son expression et sa conséquence ont déja été caractérisées et
expliquées par la présence de mutations altérant le cadre de lecture, ou de mutations non sens
dans les séquences codantes, mais aussi dans les séquences régulatrices en amont
("upstream"). De telles mutations expliquent la perte, chez le moustique Culex pipiens, d'un
récepteur cellulaire a une toxine bactérienne qui a permis a l'insecte d'acquérir un mécanisme
de résistance a cette bactérie utilisée comme bio-insecticide (Darboux et al. 2002). Chez les
primates supérieurs (grands singes et humains) la perte de l'enzyme qui permet la synthése
d'un épitope retrouvé également chez des micro-organismes a permis a ces primates de
développer des anticorps contre ces mémes micro-organismes pathogénes potentiels (Koike et
al. 2002). A notre connaissance, aucun de ces travaux ne démontrent formellement que de la

sélection positive est la cause de ces pertes de genes et de ces fonctions.
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Sur la base de notre analyse du role joué par les cystéines, de 1'écologie des annélides vivant
en présence ou en absence de sulfures, de données paléo-géologiques et phylogénétiques,
nous proposons que les cystéines +1 et +11 ont été perdues par sélection positive. Cette perte
constitue une adaptation moléculaire, conséquence, soit de la disparition de H,S dans le

milieu, soit de la colonisation des milieux oxydés.

V1. Limites expérimentales

1. Pseudogenes et famille multigénique

L'évolution des familles multigéniques ne conduit pas seulement a des genes dupliqués
fonctionnels. Parfois le géne dupliqué peut évoluer en pseudogéne. Ce géne peut ne pas Etre
transcrit ou, s'il I'est, peut ne pas étre traduit. Dans le deuxiéme cas, une mutation affecte la
traduction et induit soit un décalage du cadre de lecture soit des mutations non-sens. Ainsi,
bien que la probabilité soit trés faible, il est donc possible de synthétiser des ADNc qui
correspondent a des geénes non-exprimés (Cappai et al. 1992). Tant que 1'ensemble des ADNc
ne sera pas complétement séquencé et confronté aux données de spectrométrie de masse
(Chapitre 3) cette situation doit étre envisagée méme si elle est peu probable.

De la méme fagon, bien qu'en terme de nombre de globines les approches de spectrométrie de
masse et de biologie moléculaire convergent vers un méme résultat et confortent le nombre de
6 sous-unités distinctes pour les hémoglobines de Riftia pachyptila, il faut envisager que cette

famille puisse étre plus complexe.

2. Séquences nucléotidiques des globines disponibles : sous-échantillonnage ?

Une seule séquence nucléotidique d’annélide oligochete, la globine A2 ou B2 de Lumbricus
rubellus, suffit-elle pour étudier l'effet de la sélection (positive, neutre ou négative) sur les
sites Cys+1 et Cys+11 étendu a I’ensemble des annélides des milieux oxydés (Chapitre 5) ?

Le manque de séquences nucléotidiques des globines A2 et B2 d'annélides des milieux
oxydés a mettre en face des globines des annélides vivant en présence de H,S, est faicheux.

Cependant, les séquences primaires orthologues de globines A2 et B2 (annexe 4)
d’annélides des milieux sans sulfures (Lumbricus terrestris, Tylorrhynchus heterochaetus)
montrent que les substitutions d’acides aminés aux sites respectifs Cys+11 et Cys+1, sont

restreintes a des acides aminés non polaires (leucine et valine pour B2, alanine et valine
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pour A2) (annexe 4). Chez la globine B2 de Lumbricus rubellus le site Cys+1 est occupé
par une phénylalanine (non polaire). Nous avons donc simulé les situations ou le nceud
phylogénétique conduisant a la lignée des globines d’annélides des milieux oxydés (figure 7
du chapitre 5) pourrait étre une globine ancestrale dont le site occupé par une cystéine en
milieu réduit pourrait étre I'un de ces 3 acides aminés en milieu oxydé. Nous avons donc
remplacé successivement la phénylalanine de Lumbricus rubellus par une alanine, une valine
et une leucine.

I1 faut se rappeler et retenir que le troisieme mod¢ele "branch and site" de Yang (Chapitre 5)
est capable de détecter des sites sous sélection a chaque nceud d’une branche interne de 1’arbre
phylogénétique, en reconstruisant la séquence ancestrale putative a ces mémes nceuds. La
figure 5 du chapitre 4, réalisée a partir de séquences primaires de globines orthologues B2,
montre un regroupement des annélides des milieux oxydés. Sur la base de cette phylogénie
moléculaire on peut donc, eu égard aux acides aminés trouvés au site Cys+1 des globines B2
des annélides des milieux oxydés, considérer qu'un des 3 acides aminés pourrait occuper ce
site dans le premier nceud de la lignée conduisant aux globines de ces milieux. Chaque
simulation montre que le site reste toujours sous sélection positive quelle que soit la
substitution par un des trois acides aminés.

Le site Cys+1 de Lumbricus rubellus a été remplacé avec chaque codon du code génétique.
On peut ainsi voir quels sont les codons qui produisent un acide aminé sous sélection positive
au site Cys+1. Dans le tableau obtenu (fig. 40) la couleur rose indique les codons dont la
présence ne permet pas au modele de détecter de la sélection positive. La couleur jaune
indique des codons pour lesquels le modele détecte de la sélection positive mais avec une
probabilité inférieure a 0.99. La couleur bleue montre que quand la cystéine est substituée par
I'un des acides aminés correspondant aux codons, le site Cys +1 est sous sélection positive
(avec P>0.99).

Chez les globines paralogues Al et B1 des annélides des milieux riches ou non en sulfures et
pour les sites Cys+11 et Cys+1 respectifs, on observe une majorité de substitutions d’acides
aminés non polaires et d’un acide aminé polaire non ionique, la thréonine (annexe 4). Toutes
ces substitutions (fig. 40) traduisent un événement de sélection positive. Ainsi toutes les
substitutions observées et testées suggerent que les paralogues Al et Bl des annélides des
milieux riches en sulfures ou non ont probablement perdu aprés duplication par sélection
positive la cystéine présente chez les globines ancestrales A et B (Chapitre 4, figure 5).

Ce travail conforte également I'hypothése selon laquelle, aprés un événement de duplication,

le relachement des contraintes sélectives sur le geéne dupliqué permet l'accumulation de
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substitutions non synonymes pouvant altérer la nature du polypeptide. Dans le cas qui nous
occupe, l'accumulation de substitutions non synonymes conduit a la perte de la cystéine
pendant I'émergence de la famille multigénique des globines au sein de 'ancétre annélidien,

avant radiation du phylum.

2e hase

C
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Figure 40. Tableau du code génétique et probabilité (g - P < 0.99) pour que le site Cys+1 de la
globine B2 soit ou non sous sélection positive quand il est occupé par I'acide aminé correspondant (a I'exception

de la cystéine et des codons "stop").
VII. Conclusion

Nous avons caractérisé la famille multigénique des hémoglobines de Riftia pachyptila et
propos¢ un scénario évolutif centré sur la fonction de fixation des sulfures par des cystéines
libres. Ce travail sur les génes paralogues apparus par duplication et les génes orthologues
apparus par spéciation de cette famille multigénique, s'ajoutant aux données écologiques et

physiologiques, nous ont permis de montrer que les concentrations en sulfure d'hydrogene
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operent une forte pression sélective sur les globines. L'intensité de cette pression de sélection
est plus importante sur les génes codant les globines qui fixent H,S chez les annélides vivant
en milieu réduit. La phylogénie moléculaire des globines, la conservation des cystéines, la
conservation des structures secondaires ainsi que les différentes vitesses évolutives entre
certains geénes paralogues des globines extracellulaires des annélides vivant en présence de
H,S, suggérent que la présence des résidus cystéine est ancestrale. L'absence des cystéines
libres dans des globines d'annélides des milieux oxydés dépourvus de sulfures, nous a conduit
a tester I'hypothése évolutive de la perte de fonction de fixation des sulfures chez ces
annélides (via la perte des cystéines). Un a priori conceptuel nous a dans un premier temps
fait interpréter cette perte comme un simple relachement des contraintes. Mais la réactivité
chimique de la cystéine a orient¢ nos recherches vers une interprétation différente et
particuliérement vers un effet de pression sélective connu sous le nom de sélection positive,
qui aurait pu opérer sur les globines porteuses de ces cystéines. Cette pression a pour
conséquence d'augmenter les substitutions non-synonymes par rapport aux substitutions
synonymes avec un corollaire, la capacité d'acquérir de nouveaux acides aminés pouvant
conférer certaines propriétés et éventuellement un avantage sélectif.

Nous avons montré en utilisant des programmes permettant de tester statistiquement des
hypothéses évolutives complexes que les sites occupés par les cystéines libres chez les
annélides des milieux réduits ont évolué sous sélection positive. Cette sélection positive chez
les annélides des milieux oxydés, a conduit a leur remplacement par des résidus neutres, non
réactifs. En effet, le maintien de cystéines libres dans un environnement privé de son ligand
naturel a dii étre sévérement contre-sélectionné au vu du potentiel d'interaction que peut avoir
la cystéine avec d'autres composés circulant dans le sang d'une part, et des désordres
métaboliques délétéres ou sub-létaux qui peuvent en découler d'autre part. Le colit du
maintien de la cystéine dans ces conditions aurait pu conférer un désavantage sélectif certain.
A la lumiére de ces résultats et interprétations, nous pensons que les annélides modernes
descendent d'ancétres vivant dans des milieux réduits et qu'un ou plusieurs événements
d'adaptation moléculaire expliquent la perte de la fonction de liaison des sulfures dans les
milicux oxydés. Ce cas constitue un exemple de désadaptation au sens de Baum et Larson
(1991). Si cette hypothése est confirmée par des travaux de mutagenése dirigée sur les
cystéines et leur proche environnement (cf perspectives), ces résultats conforterons le
paradigme qui se profile de plus en plus, a savoir que 1'évolution adaptative nécessite que peu

de modifications moléculaires (Golding et Dean, 1998).
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Il existe cependant des exemples d'adaptations moléculaires impliquant conjointement
'évolution des protéines, l'adaptation des organismes et les conditions environnementales,
mais qui nécessitent d'importants remaniements genomiques. On peut citer 'exemple des
glycoprotéines antigel des poissons Notothenioidés de 1'Antarctique. C'est le géne du
trypsinogene transformé par des recrutements des régions régulatrices et des amplifications
de répétitions nucléotidiques, qui est a 1'origine du nouveau géne codant des protéines antigel
permettant l'adaptation au froid (Chen et al. 1997). De méme, chez les procaryotes
l'acquisition de nouvelles fonctions enzymatiques par recombinaison est également un
exemple d'adaptation moléculaire mettant en jeu de grands remaniements (Hall et Zuzel
1980). Enfin, les génes mutateurs bactériens qui augmentent le taux de mutations et de
recombinaisons géneérent aussi des adaptations moléculaires en terme de résistance aux
antibiotiques et de virulence (LeClerc et al. 1996).

A la lumiere de ce travail et de ces exemples d'adaptation il conviendrait de discerner trois
types d'évenements d'adaptation moléculaire :

-Le recrutement de genes pour d'autres fonctions (expressions spatiales et temporelles
différentes a partir de mutations dans des régions régulatrices).

-Des remaniements de séquences nucléotidiques importantes au niveau du génome.

-Des innovations moléculaires ponctuelles dans des lignées moléculaires immédiatement
apres duplication ou apres 1'établissement de cette lignée établie (exemple de la perte de
fonction de fixation des sulfures par perte des cystéines).

Nous voudrions pour terminer, relativiser la toxicité¢ du sulfure d'hydrogene telle qu'elle a pu
étre percue au cours de ce manuscrit, et spéculer sur une spécificité possible de la
neuroglobine du cerveau humain. Certes H,S est un composé toxique mais il est produit de
facon endogeéne dans le cerveau ou il joue le role de neuromodulateur. Un article récent
montre que dans les maladies a déclin cognitif et particuliecrement dans la maladie
d'Alzheimer les niveaux en H,S dans le cerveau diminuent considérablement (Eto et al. 2002).
Il faut aussi remarquer que les neuroglobines humaines, murines et des poisson téléostéens
Danio rerio et Tetraodon nigroviridis (fig. 41) possédent selon les cas deux ou trois cystéines
que I'on ne retrouve pas dans les hémoglobines O et 3 humaines (Burmester et al. 2000). Il
serait donc vraiment intéressant de pouvoir tester les capacités de transport ou de stockage
transitoire de H,S par ces neuroglobines a 1'aide de ces cystéines et qui sait, discuter d'une
éventuelle convergence évolutive entre fonction de fixation de H,S via des cystéines libres

chez les hémoglobines extracellulaires d'annélides et les neuroglobines de vertébrés.
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10 20 30 40 50
Mis nuscul us MERP- - - ESE LI RQSWRWS RSPLEHGTVL FARLFALEPS LLPLFQYNGR
Rattus norvegi cus MERL- - - ESE LI RQSWRAVS RSPLEHGTVL FSRLFALEPS LLPLFQYNGR
Hono sapi ens MERP- - - EPE LI RQSWRAVS RSPLEHGTVL FARLFALEPD LLPLFQYNSR
Tetraodon nigroviridis MEKLSSKDKE LI RGSWDSLG KNKVPHGVI L FSRLFELDPE LLNLFHYT- T
Dani 0 rerio MEKLSEKDKG LI RDSWESLG KNKVPHG VL FTRLFELDPA LLTLFSYS- T
N VT DT R DU R D B DR

60 70 80 90 100
Mis muscul us QFSSPEDSLS SPEFLDHI RK VM_VI DAAVT NVEDLSSLEE YLTSLGRKHR
Rattus norvegi cus QFSSPEDELS SPEFLDHI RK VM_VI DAAVT NVEDLSSLEE YLATLGRKHR
Hono sapi ens QFSSPEDLS SPEFLDHI RK VM_VI DAAVT NVEDLSSLEE YLASLGRKHR

Tetraodon nigroviridis eCST
Danio rerio @GDAP!
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110 120 130 140 150
Mis nuscul us AVGVRLSSFS TVGESLLYM. EKSLGPDFTP ATRTAWSRLY GAVWQAVBRG
Rattus norvegi cus AVGVRLSSFS TVGESLLYM. EKOLGPDFTP ATRTAWSQLY GAVWQAVBRG

Hono sapi ens AVGVKLSSFS TVGESLLYM. EKGLGPAFTP ATRAAWSQLY GAVWQANMSRG
Tetraodon nigroviridis AVGVKPQSFA MWWCGESLLYM. (@SLGQAYTA SLRQAVLNMY SVVWASMSRG
Danio rerio AVGYNTQSFA LVGESLLYM. QSSLGPAYTT SLRQAW.TMY SI WSAMIRG
(IR
160
Mis nuscul us WD - GE- - - -
Ratt us norvegi cus WD - GE- - - -
Hono sapi ens WD - GE- - - -
Tetraodon nigroviridis WAKNGEDKAD
Danio rerio WAKNGEHKSN

Figure 41. Alignement multiple des neuroglobines humaines (Homo sapiens (AAH32509)), murines (Mus

musculus (AAH24263) et Rattus norvegicus (AAL47568)) et de poissons téléostéens (Tetraodon nigroviridis
(CACS59975) et Danio rerio (CAC59947)) avec leurs absentes dans les hémoglobines et les myoglobines de ces

organismes.

VI11. Perspectives

(1) Des travaux de caryotypage de Riftia pachyptila ont été initié¢ (Bailly et Dixon, non publi¢)
mais n'ont pas abouti et mériteraient d'étre poursuivis pour localiser les deux familles sur les
chromosomes et retracer l'histoire des duplications au sein du génome entier de Riftia
pachyptila.

(2) Le séquencage de 'hémoglobine intracellulaire d'Alvinella pompejana ainsi que celui de
ses hémoglobines extracellulaires et celles d' Arenicola marina permettraient de confirmer les
hypotheses d'ancestralit¢ sur la position des cystéines libres a partir d'autres lignées de
polychétes. En fait, un plus grand nombre de séquences nucléiques d'hémoglobines

d'annélides non symbiotiques et symbiotiques vivant ou non dans des milieux riches en H,S
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est nécessaire pour renforcer les analyses d'estimation des substitutions synonymes et non
synonyme. De nouvelles séquences permettraient aussi de détecter d'autres sites sous sélection
positive dans d'autres lignées.

(3) Les modeles RAS (Chapitre 6, paragraphe 4) sont dits homotachiques car ils reposent sur
le postulat que chaque acide aminé orthologue (i.e. dans chaque lignée évolutive) évolue a la
méme vitesse. (Lopez et al. 2002) ont montré que la réalité de I'évolution des protéines est en
fait hétérotachique : la vitesse évolutive d'une position peut varier au cours du temps, et donc
dans des lignées. Le modéle de covarion de Fitch utilisé dans nos travaux (chapitre 4) et qui
stipule qu'a un moment donné seule une petite fraction des positions (les covarions) accepte
des substitutions, est le seul modele hétérotachique. Cependant ce modéle théorique ne permet
pas de reproduire les observations faites sur un pool de 2700 séquences protéiques de
cytochrome b (Lopez et al. 2002). Au début des années 90 l'introduction des modéles RAS
avaient déja permis d'améliorer les reconstructions des phylogénies quand les taxons étaient
trés divergents et en limitant l'artefact bien connu de l'attraction des longues branches. Il faut
espérer que les prochains modéles d'estimation des substitutions non synonymes et
synonymes pourront intégrer de nouveaux modeles générant de I'hétérotachie afin de rendre
encore plus performante la détection de sites cryptiques sous sé€lection positive.

(4) Pour comprendre les mécanismes moléculaires fins de fixation et de transport de H,S il
serait intéressant de maitriser et continuer la surexpression des hémoglobines de Riftia
pachyptila que nous avons commencé pendant ma theése (fig. 42) ainsi qu'un test fonctionnel
de fixation des sulfures a partir d'hémoglobine recombinante. Ce sont les pré-requis pour faire
de la mutagenese dirigée sur les cystéines : 1'idée serait de mettre une cystéine en +11 quand
elle se trouve naturellement en +1 et vice et versa. La seconde étape serait de surexprimer une
hémoglobine de Lumbricus terrestris ayant une cystéine en + 11 sur A2 et +1 sur B2 pour
restaurer 1'éventuelle fonctionnalité (perdue) de fixation des sulfures.

(5) Bien sur la surexpression de chacune des globines, soit séparément soit sur un méme
vecteur d'expression permettrait la reconstruction in vitro et donc de comprendre les étapes
d'association de ces édifices. La fin du séquencage des chaines de structure de Riftia
pachyptila (Chapitre 5) permettrait ¢galement de reconstruire I'hémoglobine en bicouches
hexagonale a partir d'une surexpression de tous les génes codant pour cette structure (Chapitre

2).
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Figure 42. Spectre de I'hémoglobine recombinante ou l'on retrouve les quatre pics caractéristiques des

hémoglobines (aprés ultra-sonication et lyse des bactéries (orange) et concentrée aprés ultra-filtration (rouge)
dans l'encadré).

(6) L'étude de la force des promoteurs des globines de Riftia pachyptila couplé avec un géne
rapporteur serait intéressante dans la mesure ou la production d'hémoglobine dans ce ver
géant est proportionnelle a sa taille. Cette production peut s'expliquer soit parce que le tissu
hématopoiétique occupe une large place (la localisation in situ a partir de sonde ARN de
séquences codantes et de la région 3'UTR de la globine A2 est en cours), soit parce que les
niveaux de transcription sont particulieérement élevés.

(7) Enfin, le séquencage d'autres globines de polychétes, d'oligochétes et d'achétes devrait
permettre de concevoir des amorces "universelles" poly- oligo- et achéte spécifique de chaque
familles A1, A2, BI et B2. En effet, comme le montrent les alignements de I'annexe 4, des
zones conservées aux environs des parties NH2 et COOH terminal devraient permettrent de
concevoir des amorces dégénérées suffisamment spécifiques. Un projet de grande envergure
en collaborations consisterait a récolter des annélides dans des environnements réduits
terrestres et marins aussi divers que les mangroves, les estuaires, les sources hydrothermales,
les suintements froids, les grottes riches en sulfures (Mexique, Italie, Roumanie, Etats-Unis)

mais aussi des milieux oxydés terrestres et marins de I'ensemble du globe. Les annélides sont

de bons indicateurs biogéographiques et sont adaptés a de multiples conditions

143



Chapitre 6 : Discussion, Conclusion générale et Perspectives

environnementales. Leur hémoglobine est donc une bonne cible pour détecter des événements
d'adaptation moléculaire avce 1'utilisation d'outils d'analyses de plus en plus puissant. Un tel
travail permettrait de combiner une approche de biodiversité écologique avec de la "génétique
adaptative" afin de comprendre les directions évolutives d'une protéine au sein d'un phylum
aussi vaste que celui des annélides. L'hémoglobine, parce qu'elle est universelle, est une
source d'exemples d'adaptation et de ce fait un modele théorique adéquat pour modéliser ces
processus moléculaires évolutifs (adaptatifs). Rappelons nous qu'elle est a la fois protéine
fonctionnelle et enzymatique (Chapitre 1). Cette approche toujours couplée aux modeles
permettant de détecter les sites sous sélection positive pourrait permettre de mieux formaliser
la démarche de l'ingénierie génétique (¢tendue a 1'ensemble des protéines) et particuliérement
de I'évolution dirigée in vitro : elle pourrait permettre de mutagénéiser des acides aminés
bien ciblés et diminuer ainsi les constructions inutiles ou éviter d'avoir recours a la puissante
et remarquable technique du DNA shuffling qui est assez aléatoire et dont les protocoles sont
complexes surtout sur le plan du criblage. A titre d'exemple (parmi d'autres), cette technique a
permis d'augmenter significativement l'activité péroxidase de la myoglobine du cceur de

cheval (Wan et al. 1998).
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Annexe 1 : Légendes completes : noms des espéces correspondant aux codes utilisés dans

les phylogenies des figures 17, 18 et 29

Figure 17. Phylogénie moléculaire de globines

Vitreoscilla stercoraria (VstHb) ; Lupinus luteu (LluLegHb); Oryza sativa (OsaHb2).Barbatia lima
(BliHbB);Barbatia virescens (BviHb); Aphrodite aculeata (AacHb); Glycera dibranchiata P3 (GdiHbP3);
Lumbricus terrestris globine B (LteGbB) et globine E (LteGbD); Mermis nigrescens "eye globin™ (MniGIbE );
Daphnia magna premier (Dmal.1) et second domaine (Dmal.2); Artemia salina globines E-1 (AsaE-1) and E-7
(AsaE7); Gasterophilus intestinalis (GinHb); Drosophila melanogaster (DmeGlob1);Chironomus thummi Ctt-111
and Ctt-X. Myxine glutinosa (MglHb); Physeter catodon (PcaMb); Homosapiens hemoglobines y (HsaHBG), &
(HsaHBD), € (HsaHBE) and ¢ (HsaHBZ). Neuroglobines humaine (HsaNGB) et murine (MmuNgb);
hémoglobines humaines a et B (HsaHBA; HsaHBB); myglobines humaine (HsaMB) et murine (MmuMb,);
Hémoglobines murines a et b (MmuHba; MmuHbb)

D'aprés (Burmester et al. 2000)

Figure 18. Phylogénie moléculaire de globines de vertébrés

Cytoglobine humaine, (HsaCYGB) Cytoglobine de la souris, (MmuCygb); cytoglobine Danio rerio (DreCygb)
myoglobine humaine (HsaMB) hémoglobines a (HsaHBA) et B (HsaHBB) hémoglobin lamproie (LzaHbA).
hemoglobines 1 ,2 et 3 Myxine glutinosa (MglHbl; MglHb2; MglHb3), hemoglobine B Lampetra zanandreai
(LzaHbB), hemoglobine 111 Petromyzon marinus (PmaHbllI), myoglobine et hémoglobines a et 3 Heterodontus
portusjacksoni (HpoMb; HpoHba; HpoHbb), myoglobine Mustelus antarcticus (ManMb), hémoglobines o et 3
Squalus acanthias (SacHba; SacHbb), myoglobine et hémoglobines a et B Mus musculus (MmuMb; MmuHba;
MmuHbb).

D'aprés (Burmester et al. 2002)

Figure 29. Phylogénie moléculaire de globines d'annélide.

Aphrodite aculeata (Aph,neuroglobine) Glycera dibranchiata (Glyc MiIl (GLB1), M1V, P1, P2, P3); Urechis
caupo (Urec FI); Tylorrhynchus heterochaetus(Tyl I, 1A, 11B, I1C); Lumbricus terrestris (Lum I, 11, 111, 1V),
Pheretima sieboldii (Pher I); T. tubifex (Tub I); Lamellibrachia (Lam BI, Bll, Blll, BIV)); Oligobrachia (Oli 1,
2, 3). myoglobine de Physeter catodon (Phys,)

D'aprés (Dewilde et al. 1996)
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Annexe 2 : Matériel et Méthodes

A. Qu'est-ce gu'une amorce dégénérée ?

Le probleme majeur qui se pose lorsque I'on veut, a partir d'une séquence protéique, obtenir
la séquence nucléotidique correspondante, est la dégénérescence du code génétique.

Un acide aminé peut-étre codé par plusieurs codons, mais il n'existe qu'une seule séquence sur
I'ADN génomique qui code pour cet acide amine.

Dans ces conditions, concevoir une amorce susceptible de s’hybrider spécifiquement avec
cette séquence génomique unique, consiste a prendre en compte I'ensemble des amorces

putatives complémentaires de celle-ci.

Exemple :
soit la séquence proteique : P Y L wW
et les codons correspondants : CCT TCT TTA TGG
CCC TCC TTG
CCA CTA
CCG CTT
CTC
CTG

Pour une telle séquence protéique il y a 48 séquences nucléotidiques putatives (4x2x6x1)
qui codent pour celle-ci, et dans I'absolu, seulement une sequence peut servir d'amorce pour
s’hybrider avec la sequence genomique recherchée.

L'amorce dégénérée s'écrira symboliquement : CCN TCY YTN TGG

ou conventionnellement Y =Tou CetN=AT,CouG

Une telle amorce n'a pas de réalité physique, mais le savoir faire des chimistes permet de
synthétiser en proportion équimolaire I'ensemble des 48 séquences en solution.

Pendant la PCR, I'amorce la plus fidéle, ou les amorces autorisant une hybridation malgré

quelques mésappariements permet en théorie et en pratique aussi d'amplifier le bon fragment.
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B. Extraction ADN génomigue

1- laver 2 fois le tissu dans 0.5 ml de tampon Protéinase K (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM
Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl) vortex 30s, centrifugation (12000 g), 3-5 min en
éliminant a chaque fois le surnageant.

2- mettre le tissu dans 0.5 ml de PK + 10 pl de protéinase K (10 mg/ml) et laisser incuber
toute la nuit (ou au moins 5 heures) a 55°C.

3- Des que le tissu est digere, ajouter 10 pl de RNAseA (10 mg/ml) dans la mixture et incuber
a 37°C pendant 1-2 h (NB : la RNAse doit etre au préalable mise pendant 10 minutes
dans I'eau bouillante pour supprimer toute trace de DNAse).

4- Ensuite effectuer 1 extraction phénol (pH 8), puis 2 extractions phénol/Chloroforme et
enfin 1 extraction chloroforme.

5- ajouter 1 ml d'alcool absolu glacé au surnageant récupéré pour précipiter I'ADN (mélange
1:2) et mettre a -20°C pendant 2 & 3 heures.

6- Centrifuger pendant 15 minutes et récuperer le culot d’ADN pour lavage a l'alcool 70, puis
lavage alcool absolu et séchage sous vide pendant 15 minutes.

7- L'ADN est ensuite re-dissous dans un tampon TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
7,4).

C. Extraction des ARN Totaux avec le kit RNAble ® (Eurobio).

Le principe de ce kit repose sur l'utilisation d'une solution a base de phénol et d'isothiocyanate
de guanidine qui permet la formation de complexes entre I'ARN et ce dernier. L'ARN reste
dans la phase aqueuse et le reste des protéines et de I'ADN dans la phase organique.
L'extraction classique continue avec I'ajout de 100 pl de chloroforme pour 1 ml de tampon
d'extraction. Puis I'ARN est précipité a I'éthanol. Les ARN totaux sont repris dans de I'eau ou
dans un tampon TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,4. CONSERVATION & - 80 °C

D. Purification des ARN messagers (mRNA purification kit ® (Pharmacia Biotech))

Le pool des ARN totaux est passé sur une colonne de chromatographie d'affinité, a travers de
la cellulose ayant des extensions oligo(dT),. En théorie, seuls les ARNm polyadénilés

s'accrochent et sont secondairement élués, apres les ARN de transfert et ribosomaux.

162



Annexes

Apres élution, si les ARNm ne sont pas utilisés immédiatement, ils doivent étre conserves

congelés a -80°C, de préférence sous forme précipitée a I'éthanol.

E. Reverse transcription

Realisée a partir du mélange suivant : 2ug d’ARNm, 5 mM de MgClz, 2.5 mM de dNTP, 10
U d'inhibiteur d'/ARNase , 20 U d'AMV Reverse Transcriptase, 50 pmoles d'oligo dT dans un
volume final de 40 pl. Le mélange réactionnel sans 'AMV-RT est d'abord chauffé a 80 °C
pendant 5 minutes pour detruire les structures secondaires des ARNm, puis incubé a 42 °C
avec I'AMV-RT pendant 30 minutes. Un choc thermique stoppe la réaction en détruisant
I'AMV-RT. L'ADNCc simple brin est conservé a -20°C jusqu' a son utilisation.

F. Bangue ADNCc de Riftia pachyptila

Reéalisée a partir du kit cDNA Synthesis Kit, ZAP-cDNA® Synthesis Kit, and ZAP-cDNA®
Gigapack® 11l Gold Cloning Kit (Stratagene). L'intégralité du protocole est décrit avec
précision dans le manuel d'instruction fourni avec le Kit, aussi, seules les principales étapes
seront décrites. A partir du pool total d’ADNc double brin seule la fraction comprise entre 500
et 2000 pb est sélectionnée pour étre clonée dans un vecteur phagemide. L'originalité de ce kit
est de pouvoir orienter le clonage de tous les ADNc dans le vecteur et de privilégier en fin de
criblage, le séquencage d'une extrémité ou d'une autre de I'ADNCc. En effet, apres excision du
plasmide d'intérét, le choix des amorces universelles associées au plasmide permet de
séquencer & souhait de la partie 3'UTR ou 5'UTR. Cette banque avait un titre de 7. 10° pfu/ml

au moment des premiers criblages.
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Annexe 3 : Séquences nucléotidiques complétes ou partielles des clones contenant les
globines, obtenues soit par amplification par PCR a partir d° ADNCc soit par
criblage de la banque.

* 20 * 40 *
Al : ----NKVPCGVEELLEECWAYASANCSENVLCRI KTKVQUAKAYCI G- - - A 53
A2 . ----NKSLI AFVCLLAAVHYSLADYVCCPLCRLKVKRQUAEAY(CSG- - - N X
Bla : NREFCI TVLI ACCL- - AAVAADENCNVCTACDAAVVI KQUGCDVSSPLAAARSHL SCeH : 58
Blb : -------ieeie e HCSDCTHSDAARVTEMYESVIISACDSEH 38
Blc @ ------mmmm R NAVESLG- - - RRQVATI(EY, 19
B2 : ----CTRSCEHCSESWASVRRTRSNSCT TEDRRENCLMUCN SAQFT-GRﬁIAIAQ 55
* * 120
Al : R E DRVIESMEBINCAT[RDADL KS : 113
A2 S K NTCL AK @ 113
Bla : A T B| L[ENY[Hb[»| PTRESIVL AG : 118
Blb : E T B| L{ANFEBIDPRPSEEAAARGEAS @ 98
Blc : S S B T[ANARNBCCLMDSLT SN : 79
B2 : K G BSSHCL{RSBPATENECL AT @ 115
* 140 * 160 *
Al \T- (IDPVNEVVFRKAL[RATWIYACTFC- V 167
A2 G- WEAAH DT NHAVIV EN“LGSE 163
Bla : \DQYTKAGECANATVLEK PCVVE-- 171
Blb : (TVSAFCL\YDDARYDL WP D- - 151
Blc : TAACLCVIVENVI JE PE!ID-- 115
B2 TKGGﬁS ACSHERVIPQUAS- - 151

Globine Al (En bleu : séquence codant le polypeptide mature, en orange : séquence d'adressage,

ATGAAGGT TCCCGECATGCTGCTCCTGCTGCTGEECGT TGT GECCTAT GCCAGCGCCAACCA
AAGT TGCAACAT GCTGCAGCGGAT TAAGACGAAGAT GCAGT GGECCAAGGCGTACGGTATCG
GI'GCTGCCCGCTCCAAAT TCGEECGAT GCGCTCTGGAGAAACGT CTTCAACTACGCCCCGAAC
GCTCGTGACATCT TCGAAAGT GTCAACT CCAAAGACATGGECAT CGCCCGAGT TCAAGGCTCA
CATTGCCCGAGT GT TGEGAGGT CTTGACCGT GT CAT CTCCAT GCTCGACAACCAGGECGACGC
TCGATGCTGATCTCGCCCACCT GAAGT CTCAGCACGACCCACGAACCATCGACCCCGI TAAC
TTCGI TGTGI TCCGTAAGGCACT CATCGCGACGEGET CGCTGEAACGT TCGECGTCTGCTTCEA
CGT GCCAGCGT GGCAAGGT TGCTACAACAT CAT CGCCAAGGGCAT CACCGECTCAGACATAT
TCGACTAA
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Globine A2

ATGAAATCCCTGATCGCCTTCGTGTGCCT TTTGECCGCTGTACATTACTCCCTTGCCGACTA
CGT GT' GCGGACCCCT TCAGCGCCT GAAGGT CAAGCGCCAGT GEGECTGAGECT TATGGAAGCG
GAAACAGCAGCGAGGAAT TCGGACACT TCATCTGGT CCCATGT CTTCCAGCACT CGCCTGCT
GCCCGCGACATGT TCAAGCGCGT CCGCGGT GACAACAT CCACACCCCAGCAT TCAGGEGCCCA
CGCCACCCGT GTGCTCGGT GGACTCGACATGTGCATTGCCCT TCTCGATGATGAACCCGITC
TGAACACGCAGCT CGCTCATCT TGCCAAGCAGCACGAGACCCGT GGTGT TGAGGECCGCTCAC
TACGACACCGT TAACCACGCCGT CATGATGGGT GT TGAGAACGT CATCGGCTCGGAAGTATT
CGACCAGGAT GCGT GGAAGCCT TGCCTCAATGI CATCACCAACGGECAT CCAGEEECTAG

Globine Bla

ATGCGTCTATTCGGCATCACCGT AT TGAT CGCCT GCGGAT TGECGECT GT CGCAGCCGACEA
GAACTGCATGTI GCACCGCCGECGACGCT GCCGT TGT CATCAAACAGT GBCAGGACGT GAGCA
GTI'CCGGACGCCGCAGCAAGGAGCAAGCTCTCTTGTGGACACGCCGI TTTCECCGAGCTCTTC
AAAATGGT TCCCGCT GCCAAGAAT CTGT TCACCCGCGT CAACGT CGCTGAGATCAACAGT CC
CGAATTCAACGGECCACGT GAT GCGCGT GATGEECGGT CTCGATATACT CATCAACTACCT CG
ATGACATTCCTACCCT TGAGAGTATGCTAGATCATCTCGCCEEECAGCACGCAGTACGTGAC
GGCGT TACCAAAGCAGGECT TCGGAGCGAT GECGACGGT GT TGATGAAGAGT ATGCCGCAGGT
GGTTGAGGGAT TCAACCCCGACGCCT GECGECAACTGTCTCATTCCTATCCTCAACGGECATGG
CTGITGGTCTGICCGACTAG

Globine B1b

CACCAGAGCGAT TGCACCCACAGCGACGCCGCCCGT GT CACAGAGATGTGCGAGAGCGT GTG
GAGT GCGCAGGACT CGGAACACGT GAGAGT GGAGCTAGGAGAGGAGATCTTCGAATACATCT
TCAAGAAGAGT CCGGCCGCGAAACAATTGT TTACCCGAGT CAACGT TGCTGACATCAACAGC
CCAGAGT TCCAGGCTCATGT CGT GCGAGT CATCAACGGTCTTGATATCCTCATCAACTTCCT
CGATGACCGT CCGT CGCTGGAAGCCGCTGCCAGACATCTCGCCAGCCAACATGCCGTITCGAG
ATGGTGTCACAGT TAGCGCTTTCCAGCTGATGGACGACGCCTTCGTCGATTTGCTTCCTCAG
GT CGTCGACAAGT TCGATCCTGACACGT GGCAGCGAT GCTGGCACT CGGGECGT CGACATCAT
CACCGCCCCTTTGICCATCTAA

Globine Blc

TGGAACGCCGT CTTCAGCCT CCAACGGECGGECAAGT TGCCACCGGATACGCCATCTTCTCCAG
ATTGTTCGAGCT CGTGCCCACTGCCAAGAACCTCTTCAGCGGCGTCAACGT TGCTGACATGA
AGAGCCCCGAAT TCAGCGCCCAGATGGT TCGT GTGATGACCGGCCTTGACCTCACCATCAAC
GCCCTCAACGACCAGGGTCTGCTCGACTCTCTGACCGACCATCTGTCTAACCAGCATGCCGEC
ACGT CCCGGCGT CACGGCCGCTGGECT TGCAGGT CATGGAGAACGT CATCATGGAGGTGATGC
CTCAGCTTATCGACAACTTCAACCCCGACGCCTGG
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Globine B2

GGCACCAGATCATGCTTGCACTGCTCCTTGT CAT GGGCCT CGT GGCGGCGGACTCGCTCCAA
CAGCTGTACGACGGAGGAT CGTAGGGAGATGCAGCT CATGT GGGEGCAACGT GTGGAGCECeC
AGT TCACCGGACGT CGTATCGCCAT TGCCCAGGCTGI CTTCAAGGACCTCTTCGCCAACGTA
CCAGATGCCGT TGGTCTCTTCGGT GCAGT CAAAGGT GACGAAGT CAACAGCAACGAGT TCAA
GGCGCACTGTATCCGTGTCGTGAACGGTCTCGACTCCTCCATCGGTCTTCTGI CCGACCCTG
CCACCCTCAACGAGCAGCTCAGT CACTTGGCCACT CAGCACAAGGCAAGGT CCGGECGTGACG
AAGGGAGGCTTCTCTGCCATCGCCCAGT CATTCCTGCGAGT CATGCCCCAGGTCGCCAGCTG
CTTCAACCCCGACGCATGG
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1. Alignement global des globines extracellulaires d’Annélides

Les noms complets (et les numéros d'accession) des espéces se trouvent a la fin de

I'alignement.

Cli goAl
LANVAL
RiftiaAl
LalVA1l
Lunt err Al
Pher comrAl

Pher ehi | AL :
Pher esi eAl :

Pont mat Al
Tubt ubAl
Tyl or Al
Eudi vanA2
Tyl or A2
LunterrA2
Lrubel A2
Sabspal A2
Casi sA2
Tevni aA2
RiftiaA2
LANA2
LalVA2

Cl i goA2
Lunt err B2
Lrubel B2
Tyl or B2

Sabi ndi caB ;
Sabspal B2a :
Sabspal B2b :

Cli goB2
LANB2
LavB2
Casi sB2
RiftiaB2
Lunt err Bl
Tyl or B1
LANVB1
LavB1

Ri fti aBla
Ri ftiaBlb
Ri ftiaBlc

* 20 * 40

NRLECI LVKTQUACSYICE- - - AE
NI LCRLKVKVQUAKANCF- - - CA
NVLCRI KTKVQUAKANICI - - - CA
----------- KAY(CF- - - CA
LVTECLKVKL SAFCH- - - AH
DVLERFKVKHQUCAVES- - - - EA
DVLERFKVKHQUCTVES- - - - EA

NTLKRFKVKHQ!CQVZSC- - - EH
DVLARFRVKHQUCEV[ZL- - - - GS
DAL CRFKVKHQUAEAZCT- - - SH
Gl LCRI KVKCQUACW{SV- - - CE
NEI KRLKVKLQUACSEGF- - - ENT
GPL GRLKVKGCQUAKAY/GV- - - CH
GVLECLKVKSECRAY(CS- - - CH
GVLECLKVKSE//CRAYSS- - - CH
NI LCRLKVKNQUGEAZGCY- - - AD

TSLNRLLVKR CE---CT
SYEDRREI RHI SSSFTDR-
SYEDRREI RHI SSSFTDR-
S| EDRREVCAL RS SAEDTCR-

SAEFTCR-
EAL SAEYTCR-
SAEFTCR-
SAAYSDR-
SACFTCR-

TTEDRRENCL SACFTCR-
SEEDHRI VCK L RDTESSKI
SAADRHEVLD KCI SAEFTCR-

NCI \/NAGI SAG
........... NCI \/NACI SAG
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*

Cl i goAl : NI CCSSR- DEVNEAASTAGEL[R 71
LANVAL : =DAR- PTEKA S VAR 71
RiftiaAl : =NAR- DI §E D PEZKAE] AR 73
LalVAl : =DAR- DHED PCEKA = VAR 58
LunterrAl 3 =El K- APES = SPCQECAE SAR 71
Pher comAl =DLV- : SPEZCQA:Cl & 70
Pher ehi | A1 : =DLV- = PEZCQAsCl R 70
Pher esi eAl : =DLV- H=FOAHERR 71
Pont nat A1 HDHSDL V- SPQECARCI [§ 70
Tubt ubAl : El R- SA A AE[RS 71
Tyl or Al : DR- - : PE KA S MR 71
Eudi vanA2 =DAPEKFETRYRC PEZRAFCME 72
Tyl or A2 : CDNDAR- DNgK 2 <P A5 VAR 74
LunterrA2 =ESR- =D TSHPAF! /A5 AE[RS 73
Lrubel A2 : =DSR- DI[gK EIB TSHPAZI /A5 AE[R 73
Sabspal A2 =ESV- DKIgK z PAZCQAR QR 71
Casi sA2 : EAAR- PAERAFAT(R 43
Tevni aA2 : =CAR- PAERAFAT(R 49
RiftiaA2 : =AAR- PAZRASATIR 73
LANA2 : =SAR- PAZRASATIR 72
LalVA2 : =SAR- PAZRCGEAT(R 45
Cl i goA2 : =DAR- <SE QA SLIX 71
LunterrB2 : =T SK- CEZKS:L VR 78
Lrubel B2 : =TAR- CEN/KS L VR 78
Tyl or B2 : El DCATK- sPEEF/A= VLR 75
Sabi ndi caB : :L s KKNAATK- SAEERA BV 74
Sabspal B2a : £DSK- PCERA:! NR 75
Sabspal B2b : sETK- PEERA =BV} 75
Cli goB2 : SRDAAAG- sADZRA:BV[3 75
LANB2 : HV[ZAAI - <N AH (R 76
LavB2 : ZAAV- : NEEKA =B [ 43
Casi sB2 : : ZAAA- : NEEKA =B [ 43
RiftiaB2 : =DAV- KCGDEVNSN AH (R 76
LunterrBl : TKLAKDI zDVN- DI EHAECP AHNARI 79
Tyl or Bl . CELZALDZNAK- NVDKPSEADUK AR VI (R 75
LANVB1 . STLEKLKEESE- NVANNDSC AR 76
LavB1 . STLEKLKEESE- NVANNSSC AHAV/R 61
RiftiaBla : AEL[ZFKMVZAAK- NVAEI NSPEZNCGz VME 78
RiftiaBlb : EYI|[ZKKSZAAK- Q NVABI NSPEZQA R 77
Ri ftiaBlc : SRL|ZELVETAK- NVABNKEP ACVMIR 58
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Eudi vanA2
Tyl or A2
Lunt err A2
Lrubel A2
Sabspal A2
Casi sA2
Tevni aA2
RiftiaA2
LANA2
LalVA2

Cl i goA2
Lunt errB2
Lrubel B2
Tyl or B2

Sabi ndi caB :
Sabspal B2a :
Sabspal B2b :

Cl i goB2
LANB2
LavB2
Casi sB2
RiftiaB2
Lunt err B1
Tyl or Bl
LANVB1
LavB1

Ri ftiaBla
Ri ftiaBlb
Ri ftiaBlc

* 100 * 120

DQCATENADBAZNAGS
AEAINADEERIKSS
CATIDADEALEKSE

EEAENADIELEKS®
DTPDMEAAQHAR KV
DEEDTFNVQHAREKA®
DEI PTETVQEAZHKA®
DEDDTFTVQEAZEKA®

DEEDTT,

INGLEVEEKGS

T TAZ " 0Ouununnw—xwxWmAOT

CKAHZEKKFCE

AANGCA
AVFCKA :
VWFRKA :
VVFCKA :
DI FLKH
DLFCKH :
DLFCKH :
DLFCTC :
DI FGVH
GVFVNE :

NLVRTC :
DAFKTA :
DAFKTA :
DVFAES :

DPVYPA
DTVNHA
: DVWVEHS :
2V/SPAQ/DVVEHS :
: PAFVAS
V- KEY[gRCl GEA :
KGI GCA
KEFCKA
TVKAEYLALFRES :
JEVRAAYLTHFRES :
“VRAEYLRLFRGS :
AAAHEDVIVAEA
TKCGGESAI AGS :

TKGGESAI AGS :

KAVY|ZDENVEKA :
KAVY|FDANVCKV :
KAVY|gGANVCKV :
TKAGECANATV
TVSAFCLNVDDA :
TAACLCQVMVENYV :
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110
110
112

97
110
109
109
110
109
110
108
111
113
112
112
110

76

88
112
111

84
110
117
118
115
114
115
115
115
116

74

53
116
119
115
116
101
118
117

98
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* 140 *
Cl i goAl . VNSVP- THL- YERI ASCI SC- - - - - : 140

LANVAL : LFATVGGKFG- YKVI AKCGI TCNDVFN : 146
RiftiaAl : LIATVAGTFG- YNI | AKCI TGSDI FD : 148
LalVAl . LFATVCCKFG- VB--------f--------------- . 108
LunterrAl  : LLHVECDRLG-T 2 VDCI | DCI KDI ---- : 142
PhercomAl : LADHECGDKLG-T : YAVI AACI KP- - - - - . 140
Pherehi | A1 : LASHECDELG-T YDFI ASCI KP- - - - - . 140
Pheresi eAl : LFDI [ECOKLG-T YAVI AACI KP- - - - - . 141
Pont mat A1 | : LLRI [EDDHLCKT YAVI AAGI KP- - - - - o 141
Tubt ubAl . LLAVEPDYLG- TKL[EFKA LGVI TCAl HD- - - - - o 141
Tyl or Al . NMFCTFAEHI H- G- YECI VTGl TA--- - - . 138
Eudi vanA2 : VLDT\JAAHVG- VEI | NTCGlI CSPAR-- : 145
Tyl or A2 : LAYV!PAQLG- WEVI YPCI K- HD- - - : 145
LunterrA2 : | LHVVAACLC- | DHI EDClI KCHH- - - : 145
Lrubel A2 . | LHVJAACL G- | DYl EDCI KCHH- - - : 145
Sabspal A2 : LNLAJESTI ES- CTKVI SSCI GSCGV--- : 143
Casi sA2 i : -
Tevni aA2 i : -
RiftiaA2 . VMVGYENVI GSEV[EBCD LNVI TNCI CG- - - - - . 144
LANA2 : VNNq‘EHEIGQN PKDAUCACLDVI TCCI CCN- - -- : 144
LalVA2 . MMNMGYUEN- - - - - - - e e e e e e e e e a e 91
Cl i goA2 : AISGVRATVGAR VNCI VSCI SG- - - - - . 142
LunterrB2 : FARVEPQVLS- - FHRLVARI AKDLP-- : 150
Lrubel B2 . FARVEPQVLS- - FNRLTARI AKDLP-- : 151
Tyl or B2 . LNHVEPEVAS- - FDCLVDVI SHRI DG- : 149
Sabi ndi caB : FAEVEPCAVP- - | AAVHEEI GSCLAA- : 148
Sabspal B2a : FAEI HPCAI P- - | TANCDKI GASLAA- : 149
Sabspal B2b : FAEVEPCAI P- - | TANCDVNNGASLAA- : 149
Cli goB2 . FAEVPQVSS- - FARI ANCI SAGL--- : 147
LANB2 . FLRV/PQVAS- - FNRI TNGNTEGLA-- : 149
LalvB2 el e X -
Casi sB2 I R : -
RiftiaB2 : FLRVIUPQVAS- - BZN\PDAY- - F- - - - - - - o - o e - - . 133
LunterrBl : LATCGHPQVLD- - LKCI LTKI SSRLNA- : 153
Tyl or Bl . LLKVEPQVSS- - FTRI ADVI KAELP-- : 148
LANVB1 . LNMTVEPALI D- - LLPLKSAI AECLP-- : 149
LavB1 . LNMTVEPALI D- - NgNPDA- - = - - - - - - - == - - - - - - . 118
RiftiaBla : LNKS)PGVVE- - LI PI LNGNVAVGLSD- : 152
RiftiaBlb : FVDLEPCQVVD- - WHSCGVDI | TAPLSI - : 151
RiftiaBlc : | NVEV)PCLID-- N PDAY--&8--------------- . 115

Lumterr : Lumbricus terrestris (A29134, A28151, B28151, C28151), Lrubell : Lumbricus rubellus (U55073,
AJ012205, BF422540, BF422675) Tylor : Tylorrhynchus heterochaetus (P02219, P02220, P09966, P13578),
LAM : Lamellibrachia sp. (508284 et dans (Suzuki et al. 1993)), Oligo : Oligobrachia mashikoi (S72251,
S72252, S72253), Sabspal : Sabella spallanzanii (CAC37411, CAC37412), Sabindica : Sabellastarte indica
(BAA09589), Pheresie : Pheretima sieboldi (P11740), Pherehil : Pheretima hilgendorfi (dans (Shishikura

1996)), Phercom : Pheretima communissima (dans (Shishikura and Nakamura 1996)), Pontmat : Pontodrilus
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matsushimensis (dans (Shishikura and Nakamura 1996)), Tubtub : Tubifex tubifex(P18202), Eudivan : Eudistylia

vancouverii (AF257469), LaM : nouvelle espece de Lamellibrachia de Méditerranée (cf Chapitre 3, deuxiéme

article). Oasis : Qasisia (cf Chapitre 3, deuxieme article), Tevnia : Tevnia (cf Chapitre 3, deuxiéme article).

: pour les ponts dissulfures intra-chaine; cystéines rouges : cystéine de liaison de H,S;
cystéines rose et bleues : pour les ponts dissulfures inter-chaines;. ROOEAKsRTolTNINE, ({07 RTollgiile:,

2. Alignements multiples de la partie NH, terminal de globine d'Achetes (Hirudinea dans
I'alignement suivant), d'Oligochétes et Polychétes. Classification en famille A et B sur le

critére des doubles cystéines, du motif CCS et des autres résidus qui signent sans ambiguité

I'appartenance de ces séquences dans leur famille respective.
Avec les genres M : Macrobdella, W : Whitmania, H : Haemadipsa et E : Erpobdella
D'apres (et modifié en rouge) de (Shishikura et al. 1997)

e

Hirndinesa 1 10 az 30
M.decora 2'H1 DE VAN EX=====|W|EF
W.adentinla M2 DLEGDHOHEWD | CE G D GALVOEE|W|DHL W EH
H.z:}rlunji:q ME DVHVEDHDEL|C S| GG | 0 GHIVVED|W|ROL W IEG
E.lincata M2 DHHIS0E|CS| G DN RETWRED) W STLW HT
M, dacara TIRIDD DHM|CS| IE | TRLWV
W.edentula Dy SDOGE (CE | b D GOALE D) W] THL W ED
H.zeylanica [y DYH[CE|1E|N IRDICHD|WI0FT H:

B E.linaata Dy b |5 | VE [0 THEVORT | WIHET ulca
Oligechacta

DTL(H|RD
DOV W| 55

CEEE D HEIVOED
BITE|NEEEIRHT

L.terrestris o DEHE
L.tarrostris &3 RODE
Folychasta

T.haterochastus TEHCY i

T.eterochastos IICI3N b
—

1E|n{ RREVQAL{W RET M|5A

Human @ chain!4 FA|DETHVERN W GEV G RHAGE ¥ GRE

o
.
|
AR |olREEVLON 'H‘EE-EI M|sh
:
)

Human [! chaintd VHL T PE E XSAVTALW GKV H VDEWS G EAL
—

Hirudinea i Li¥ 0 30
M.decora 111 5||1:'F'Iu1.:.rmr|E|r S
W.edantula ML HE|C|GLLOEF |[K|FEFEG|WISEY F SUWSEHR|YEF
H.zeylanica Ml DEH =|GLLEET |E|IFYEGIH|ITEY F CLEEHR|IEF
E.linmata Ml DOX|C|THIERYF |K| IHRG|HERA F GYGED|R|IVF
M.decora TIALM sevlcleouharfelv | |
W.edentula D ERV|C|PELIAL |E|vETO(M{REVA ¥ ADSAD|R[VAL
. zeylanica I THV|C|PELSAI [E|VOTO|WREA Y ADSSDYR|VAL

A E.lineata Oy salc|ToLokT [E|vemo|Wings ¥ sscgo|r|1oF
6ligachastn

L.errastris I1% E|C|LNTEGL | E|VELG(H ASE F GHAHMR|¥AF

L.terreatris bl Erg|c|ovLEsL|E|vesE|ulcaa ¥ cecunir|Ear

Palyshacta
T, heterachagtus TIH rolc|srront [klveoalulaoy ¥ sveEs|e|ToP
T.hoterochastus IIAIY  SSDH EWME“M!Mﬁ ki MEEVEL

— >
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Annexe 5 :

Annexes

1. Alignement protéique de linkers de HB-LHb. En grisé la région homologue des LDLr (Low

Density Lipoprotein receptor)

Riftia
Lamel | 'i
Ner ei s
Tyl or1l

Lunterrl :

Tyl or 2
Sabspal

Lunterr2 :

Sabspa2

Riftia
Lamel |'i
Ner ei s
Tyl or1l

Lunterrl :

Tyl or 2
Sabspal

Lunterr2 :

Sabspa2

Riftia
Lamel |'i
Nerei s
Tyl or1l

Lunterrl :

Tyl or 2
Sabspal

Lunterr?2

Sabspa2

Riftia
Larel I'i
Ner ei s
Tyl or1l

Lunterrl :

Tyl or 2
Sabspal

Lunterr?2

Sabspa2

--------- AAV- - - - CPLSVSDANCARVDACAVWRVDR- LTKCFCAI SDA
------- DDCVC- - - - PCCRQWACI ASKADACEARI NR- LAGRVEAVAEK
——————— DDCVC- - - - PCCREWASVASKADSCEARVNR- LAGRVEALAEN
—————————— DS- - - - PPACSHDEI | DKLI ERTNKI TT- SI SHVESLLDD

CAL CDRNCBCACDRPSPRCYWCCCNT CRSAFADPHI AECRLANGDARLCT
——————— MRSLFLLLVVCGI AFCNCALSRTRRSSSWCESSLTTARVDSCEVR

——————— MAYVLCLNMLVGLAACASDPYCERRFCYLVKN- CNLHI DYLAKK
-------- VRALLLNCI CAALVAAAVSDNCPECDKPDPATNMXKLDENAAR

60 * 80 * 100
ADTSI CAAKSCCDI ARH- - - - - - MLN------- SHLDDHW- - - @PSKYHR
LRVCGEKVKHFLCDF- - - - - - - - - - - RELEFRVDELEGNG- - - @DARHYC
LRACGDRLSHYKSEF- - - - - - - ---- RELEFRVDELEGNG- - - @EPRHFC

* 120 * 140 *

160 * 180 * 200

36
38
38
35
50
43
42
42

70
74
74
66
97
90
83
91

33
116
123
123
110
145
137
131
138

81
164
171
171
134
193
185
180
187
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Riftia
Larel I'i
Nerei s
Tyl or1l

Lunterrl :

Tyl or 2
Sabspal

Lunterr2 :

Sabspa2

Riftia
Larel I'i
Nerei s
Tyl or1l

Lunterrl :

Tyl or 2
Sabspal

Lunterr2 :

Sabspa2

* 220 * 240 *
SLTGDAYYCKGSCRL L HCP Py e

SLHCDAVYCKCSCRLI VAPP- - EDDRLEI | CCFDCVSNDRFKCY! VRENS :
VLPVECYYNFCTHCLVI LPP- - ENDRL CLVCSFRACNDNRCSAAI VHEAS :
VLQVKCYYNFCTHCLVI LPP- - EDDRLCI VCNFRACNDDRCRAHI VHEAS :
------- YSFADHRLTI HPP- - EEDCL CLVCEFDCYNFDRFVCHI VHELS :
SLAVDCVYDBFTHRKVI LYSP- - DKDNLI FECTFPRHDNNHCKCGVKHSCC
TWSI SCFYNYASRVVKFNSP- - KECTNVCI CLTCSDAGSDVACCDFVRATD :
- - CLRCFYNFCKRELLLAPLKCCSECYCGVI CDFNL CCDDHADCKI VVPSS
SLPYDCTYKFYSRSAHLRSI MVWWNSSRKCSTSYPER- LTSCI TWSTLLTA :

224
235
236
186
253
246
240
240

Annexes

101
212
219
219
175
241
233
228
236

2. Séquence nucléotidique et séquence protéique ( partielles) d'un linker de Riftia pachyptila

Linker Riftia

TGTGACGEEGT GAATGACT GCAAGAACCACTACGACGAGGACTCAGT TCGATGCGI TGTTCC
CATGGT TGCCAACT CAACAT GGAT CGGT TACCCCGCCTACGACCACT GCACGCAGCGECCECC
CGTACGAAAT GATCATCAGCGT CACCAGCGECGECCATCCTCCTCTGI CTACAAGGT TCACCAG
CCCCTGAAGGT GCAGGT GGATCTGT TCTCAAAGAACCACGGT GTCAAGCAATCTGCCAGTCT
TACCGGAGATGCCTACTACT GCAAAGGAAGCCAGAGGECTGCTTCAT TGCCCCCCC

Linker Riftia avec [zEe[erHpll

CDGVNDCKNHYDEDSVRCVWPMWANSTW GYPAYDHCTQRRPYEM | SVTSAPSSSVYKVHQ
PLKVQVDL FSKNHGVKQSASL TGDAYYCKGSQRL LHCPP
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Annexe 6 : Séquences et positions relatives des deux introns au sein de la séquence protéique

Les deux fleches rouges indiquent l'insertion des codons. Les deux fleches bleues indiquent
respectivement les histidines proximale et distale qui permettent dans la poche hydrophobe de

maintenir I'neme et de fixer I'oxygeéne sur I'atome de fer

* 60
Al ESYNSK 75
A2 KRYRCD 75
Bla : TRYNVA 79
Blb : TRYNVA 79
Blc : SQYNVA 60
B2 CAVYKCD 85

Intron 1 A2

5 GTGAGTATCGCTCTTTTCTATATGICGTCATCTTTGITTGTTACGTTTTATTATCACGACTGTCGCCTCGITAT
TGTTATCGATATCGT TGCACTGTGECGGTGTGTGAAGCTTTAAAGAATTTCGTTTCGTTGACATTTTATGCAGT T
GATAGTGATACATTGI TGCGT TACATGGCGCCATTAATTGGEECTTCATCATGCCCAGTITTTGGTGITCATGCGATTG
TTCATTATTATTTTCCATTGCTAAGCAATAGTGGCCCTCCTTGATGGT TTACACTGGCACGTACTTACCACATAC
GGCGGTAAGGT TTCCGATAATTCTCATAGI TTCGCTTAGACATAACTGGT GAACGATAAATGATACGCTAATTAC
AATTAGTATGCCAATATGTATTGCAGCAAATCTACTGTATAATAAGACTTGTATTCGGCTTTCGATTAAATGCGT
ATGTAGTACGACACGATGTTCTTTGAGCACGACGTICTCTCCTTGCAG 3'

* 100 * 120
Al : |[ESMEBINCATEDADL K DPVNEV.VFRKALBATY @ 117
A2 . (RALRBEPVENTCL A EAAHYCT\ NHAVIYV : 117
Bla : mop| PTRESIVL A TKAGZGAVATVLIK : 122
Blb : [WNF[EBBRPSEEAAA A TVS QL DDAFYDL(E : 122
Bic : [ENARNBCCLMDSLT S TAACL ENVI [JE : 103
B2 : [NCLIRSIPPAT[ENECL AT TKGG}S} CSHER : 128

Intron 2 A2

5" GTAAGCGTCATTTCTGITTCACGITCAATTTCCTTCTCGTCTTCTTCCGCCTCTCGACTTTCTGITTTGCTTT

TGITTTCAAATGATCACCATTTTGTI TGCGGTTTATTGATGCAATGGECTTTCTGCTCTCTGCCTGTTCCTTCAATA
AGTCGITTTTCGTAGTTTTTCATAGI TTTGGACAACGT CTACCGCTATGTAAAAGATATTATATACATCAAACAA
TAACTGTTGAAGT TTTGTAGGAATCTAATTTAGAATCATATGTATTTACCGCTGGACGCAATTTGGTTGCTATCG
AATATTACTTGATACAGGCTTAGGGCCATTGT TAAAGATATAATGCACTATACATACATACATACATTCATACAT
ACATACATACATA TA CATGT ACACGCACGC_ACACACACACACACACACACACACA
CACACACAAACACACACATATGTCAACATGT TGCCAGCTTTCCCCCTTTTTTTGICGTTGTGAAATCAGTGCTCT
ATTTAATGTACCGCATGAAGCGTGACATGTGTTTTAATACCACCTTATTGGTTCAAATATTTGCATCCATCTGI T
AAATTCCTGTTTAATCACGCCTGTCGITTGTITTACCCTCAG 3'

Intron 2 B2
5" GTGAGTACCCGCTTATCATTATGCCGTGICCTATCATCGAGGCGTAGI TCATACAGI TGCATTCGTAACACTA
GGGTAAATGTGT TGGCGGGECCCGCATAATCCAAAAATTGCTTATACTATCT TGAAAACGGCATGGT CAAATGGCA
AACAAAACAT CAGGACT TTCAGCAGGT TTTCTTGGACATTACATAAGTATCTCCAAATTAGGT TGTCGAAATCAT
CAGGCCGAGITATGTGICTCCAAATTGTGT TCGCAGTCGGTCTTTCGCGTGCGTGTTTTCCTCATTCACGEGT TGT
AGACTTGTGGTACATAATGGCGAAACAATTATAGI TTCCCTGACGTATACAAAT GT AGGCAATCAACT GACGGAGT
CGICTCGTCTTTTCCAG 3'
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Annexe 7 :

1. les 3 modeles d'estimation des substitutions synonymes et non-synonymes

1. Détection de sélection positive au niveau d’une lignée évolutive

1 . 0>0

1 att tcg agc gct act cga tct cgg cta tct atc cgg H

2 ccc atg ctg cgc att att cgg cga tcg atg cat cga Rl 4
NN AN SN NN AN NN EEEEEEEEESEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE, Q
E 3 tcg tct ctt cta tag tac gat gca tta cga tgc agt = R
n n L4
: 4 gct acg atc gtc tct gca tcg atc cct cta tga tcg *
L AR RSN R RERNRRRRERRERRERERRERRERERNNRERRRERERRRERRENRERERNNY

5 atg atg gcg ctc gac att ata tgc ggg ttt ttc gta

2
5

moyenne des dN et dS sur I’ensemble des sites pour chacune des lignées

2. Détection de sites sous sélection positive

0>0 0>0
1 att tcgEagc Egct act cga tct cggEctaEtct atc cgg
2 ccc atg:ctg:cgc att att cgg cga:tcg'atg cat cga
3 tcg tct ctt 'cta tag tac gat gca tta-cga tgc agt
4 gct acg.atc:gtc tct gca tcg atc cct cta tga tcg
5 atg atg-gcg.ctc gac att ata tgc 1999: ttt ttc gta

moyenne des dN et dS d’un site sur I’ensemble des séquences

3. Détection de sites sous sélection positive dans une lignée évolutive

- 1 att tcg agc.gct act cga tct.cgg tta tct atc cgg -

[ *
e alg of (hegerait att cgpiosasiog atg cot oga Y 4
3 tcg tct ctt cta tag tac gat gca tta cga tgc agt “‘
4 gct acg atc gtc tct gca tcg atc cct cta tga tcg °.
5 atg atg gcg ctc gac att ata tgc ggg ttt ttc gta
2
5
0>0 0>0

1 att tcg agc gctcga tct cgg cta tct cgg
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2. Tableaux 2 et 3 du chapitre 4 (article 1)
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2. Tableaux 2 et 3 du chapitre 4 (article 1)

Table 2

Log Likelihood Scores and Parameter estimates for the lineage-specific, the site-specific and the branch-site models from globin A2 cluster

Models for A2 L p Estimates of parameters LRT (df) Positively selected sites

lineage-specific

A -980.73 1 o =0.208 B vs. A (1): no significant None

B -980.47 2 wo= 0.257, wy=0.416 Not allowed

C -976.79 9 Reported in Fig. 7a B vs. C (7): no sign Not allowed
site-specific

ml 97045 1 Po 0290 ©,=0 m2 vs. ml (2): ** Not allowed

P1 =0.709 (,01:1

Po =0.226 (1)0:0
P =0252 ©,=1 None
p» =0.520 ®,=0.209
3 Po =0.588 ©(=0411

m2 -956.75 3

= - . ke
m3 (K=2) 959.34 b1 =0.089 ©,=0.788 m3 vs. A (2): None
m7 -959.49 2  p=0.445,q=0.729 Not allowed
po= 0.885,p;= 0.114 49S 50D 65E 61A
m§ -956.10 4 p = 0506, q= 1457 m8 vs. m7 (2):** El10
o = 2.53 69S 64V
branch-site Foreground species Background species
=0286 =0
Bm2 96778 3 b Bm2 vs. ml:** 51V 67G 41M None
pr=0312 o=l 231 42C 48D
p2t+p3=0.201 w,=2.405
po= 0493  ®,= 0.089 6M 17R 29Q 45M 49S 53A 60H 69S 70A
_ _ R2 S3K 8 EI10
Bm3 -952.79 5 p; =0512 w;=1.328 Bm3 vs. m3:** 41 41M 24S 54S 55Q D50 AS7 61A 64V
P2t p3;=0.374 @,= o 231 25S 44S 51V 65E
42C48 D 67G

Note. p is the number of free parameters for the o distribution. Sites potentially under positive selection are identified using the Lamellibrachia m sp sequence as the reference

see Fig.2b. Grey sites have a posterior probability of 99%, bold style >95%, underlined >90%, 80 %> italic style >90%, normal style < 80%. **: P> 0.95



Table 3

Log Likelihood Scores and Parameter estimates for the lineage-specific, the site-specific and the branch-site models from globin B2 cluster

Models for B2 L p Estimates of parameters LRT (df) Positively selected sites

lineage-specific

A -1146.66 1 o =0.122 B vs. A (1): no significant None

B -1146.35 2 o= 0.175, 0; =0.292 Not allowed

C -1142.26 9 Reported in Fig.7b B vs. C (7): no sign Not allowed
site-specific

1 Po =0.289 (,00:0
p1 =0.710 =1

Po =0.270 (,0():0

m2 -1113.31 3 p1 =0.086 ©,=1 None
p2 =0.642 ©,=0.146

=0.312 ®,=0.004

ml -1146.86 m2 vs. ml (2): ** Not allowed

= _ Po . k%
m3 (K=2) 1119.24 3 P = 0.687 ©,=0213 m3 vs. A (2): None
m7 -1120.60 2 p=0492,9q=235 Not allowed
po= 0.938, p;= 0.061
m8 -1114.40 4 p = 0469, q= 2977 m8 vs. m7 (2): no sign None
W = ©
branch-site Foreground species Background species
=029 =0
Bm2 d317 3 T ' Bm2 vs. m1 (2):** 28F 30A none
P+ py=0.114 w,=85.75
Po= 0349 = 0.013 . N7 A17 S41 S47 A50 V54
Bm3 -1117.11 5 p1 =045 ®;=0.252 Bm3 vs. m3 (2):mo sign 28F 30A none
p2+p3=0.191 0= 32C

Note. p is the number of free parameters for the o distribution. Sites potentially under positive selection are identified using the Lamellibrachia m sp sequence as the

reference. See Fig.2b. Grey sites have a posterior probability of 99%, bold style >95%, underlined >90%, 80 %> italic style >90%, normal style < 80%. **: P>0.95



Réumé : Les hémoglobines en bicouches hexagonales du vestimentifére Riftia pachyptila des
sources hydrothermales profondes de la dorsale du Pacifique Est, ont la propriété de lier et
transporter simultanément de I'oxygene et du sulfure d'hydrogene (H»S) des branchies du ver aux
bactéries endosymbiotiques sulfo-oxydantes qu'il héberge. Ces dernieres relarguent des
composés organiques gu’ elles synthétisent par chimiosynthese a partir de H:S, O, et CO,, Ces
composes sont directement assimilables par leur héte. Pour comprendre comment |a fonction de
fixation de H,S est apparue et a éé maintenue au cours de I’ évolution nous avons caractérisé
(cloné et séquence) la famille multigénique des hémoglobines de Riftia pachyptila. L’ éude de
I’évolution moléculaire de ces globines montre que les paralogues de cette famille ont des
vitesses évolutives différentes. les deux globines impliquées dans la fixation de H:S gréce a la
présence de résidus cystéine libre présentent des vitesses évolutives plus lentes (forte pression de
sdection) que les autres globines impliquées dans le seul transport de I'oxygene.
L’ environnement moléculaire des cystéines est fortement conservé dans les globines orthologues
des espéces d'annélides fixant ou non le sulfure dhydrogéne. L’'analyse des substitutions
synonymes et non-synonymes entre globines orthologues montre que le site occupé par la
cystéine chez les annélides des milieux réduits et occupé par d'autres acides aminés chez les
annélides des milieux oxydés, est sous sélection positive chez les espéces vivant dans des milieux
sans HS. En confrontant ces résultats aux contraintes sélectives (présence de HS) des milieux
intertidaux, hydrothermaux et terrestres, nous avons proposé un scénario évolutif qui suggere que
la fonction de fixation de H,S via une cystéine libre a été perdue chez les annélides modernes
des milieux sans H,S (relaxation des contraintes suivie de sélection positive). La perte des
cystéines libres suggére que cette adaptation aux milieux réduits (riches en H,S) est n caractere
plésomorphe, et que par conséquent I'ancétre des annélides aurait pu vivre dans un
environnement réduit.

Abstract : The hexagonalbilayer hemoglobin of the vestimentifera Riftia pachyptila, a tube-
worm living close to hydrotherma vents on the East Pacific Ridge, have the capacity to
simultaneously bind and transport hydrogen sulfide (H,S and oxygen (O.) from the tube worm
gills to its endosymbiotic sulfo-oxidising bacteria. These bacteria synthesizefrom H,S, CO, and
O, some organic compounds they provide to their host. In order to understand how the sulfide
binding function has appeared and has been maintained, we cloned and sequenced the Riftia
pachyptila hemoglobin multigenic family. Molecular evolution studies show that paralogous
globin genes in this family have different evolutionary rates. Two globin strains are involved in
H>S binding, and use for that free cysteine residues. These two globin strains exhibit slower
evolutionary rates (strong selection pressure) than globin strains solely involved in oxygen
transport. Free cysteines molecular environment is strongly conserved in orthologous globins
from both annelid species binding hydrogen sulfide or not. Synonymous and non-synonymous
analysis between orthologous globins revealedthat the site occupied by the free cysteine residue
in annelids living in sulfide-rich environments and occupied by other amino acids in annelids
from sulfide-free environments, has undergone positive selection in species from sulfide-free
environment. From these results and the selective constrains (H2S occurrence) found in intertidal,
hydrothermal and terrestrial environments, we proposed a scenario suggesting that HS binding
via a free cysteine residue has been lost in modern annelids living in free-sulfide environments
(constraint relaxation followed by positive selection). Our work suggests that this adaptation to
sulfide-rich environments is a plesiomorphic feature, and that the annelid ancestor could have
live in a sulfide-rich environment.
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