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“Marine biologists have been slow to recognize that the smaller phytoplankton elements which pass
through the finest nets are of great importance in the productivity of the oceans”

Wood and Davis (1956).
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Liste des abbreéviations

AC : Adaptation chromatique

ACC : Adaptation chromatique complémentaire
ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

ADP : Adénosine diphosphate

ATP : Adénosine triphosphate

AP : Allophycocyanine

CAB : “Chlorophyll a binding protein”

Chl : Chlorophylle

CR : Centre réactionnel

ddm : Dodécyl-maltoside

DGGE : “Denaturating gel gradient electrophoresis”
EDTA : Acide éthyléne diamine tétracétique

FCP : “Fucoxanthin chlorophyll binding protein”
FISH-TSA : “Fluorescence in situ hybridisation-tyramide signal amplification”
HEPES : Acide N-2-hydroxyéthylpipirazine-N’-2-éthanosulfonique
HLIP : “High-light inducible protein”

HPLC : Chromatographie liquide haute pression
LHC : “Light harvesting system”

MET : Microscopie électronique a transmission

OG : Octyl-glucoside

OREF : Cadre ouvert de lecture

NPQ : Extinction de fluorescence non photochimique
PAM : “Fluorimétre pulse amplitude modulated”
PBP : Phycobiliprotéine

PBS : Phycobilisome

PC : Phycocyanine

PCB : Phycocyanobiline

PCP : “Peridinin chlorophyll binding protein”

PE : Phycoérythrine

PEB : Phycoérythrobiline

PEC : Phycoérythrocyanine

PVB : Phycoviolibiline

PS : Photosystéme

PUB : Phycourobiline

Tris : Tris-(hydroxymethyl)-aminoéthane

TGGE : Temperature gel gradient electrophoresis
UV : Ultraviolet



Liste des figures

Figure 1: Distribution mondiale des concentrations en chl a (image SeaWIES)

Figure 2: Cellules de Prochlorococeus sp. (gauche) et Symechococeus sp. (droite) visualisés en TEM,
d’apres Johnson & Sieburth (1979) et Chisholm et al. (1988).

Figure 3 : Analyse par cytométrie en flux d'un échantillon prélevé dans le Pacifique équatorial (45
m). Synechococcus est distingué sur la base de son contenu en phycoérythrine et en chl et peut ainsi
étre discriminé sur les cytogrammes A : fluorescence de la chl en fonction de SSC (side scatter :
diffusion de la lumiere a 90° qui est fonction de la taille cellulaire) ou B : fluorescence de la
phycoérythrine versus fluorescence de la chl. Les cellules de Prochlorococcus sont identifiées sur les
mémes cytogrammes par leur faible fluorescence orange (due a la PE) et leur plus faible SSC alors
que les picoeucaryotes présentent une quantité de chl et un SSC par cellule plus importants
(Partensky, 1999).

Figure 4 : Photo en microscopie électronique a transmission de picoplancton marin concentré de
Grand Banks d’apres Jonhson & Sieburth (1982). Les cellules phytoplanctoniques mesurent
approximativement 1 um et sont de nature procaryote et eucaryote. C: cyanobactérie; s:
prasinophyte écaillé ; £ : Micromonas pusilla.

Figure 5 : Représentation schématique (Chrétiennot-Dinet et al., 1995) et photos en microscopie
électronique d’Ostreococcus tanri (Ral et al. 2004). Gauche : N noyau, Mt Mitochondrie, G Golgi, A
amidon, P plaste. Droite : division cellulaire, échelle est a 0.4 um.

Figure 6: Représentation du transfert d’électrons photosynthétiques chez les bactéries
anoxygéniques pourpres.

Figure 7 : Appareil photosynthétique partiel de Synechococcus sp. avec schématisation détaillée des
réactions photosynthétiques oxygéniques.

Figure 8 : Les différentes configurations d’antennes photosynthétiques chez les grands groupes
d’organismes phytoplanctoniques.

Figure 9 : Mode¢le structural du complexe protéique du PSII incluant les cofacteurs du transfert
d’électrons (Stewart & Brudvig 1998). Représentation structurale d’'une protéine de I'antenne
interne CP47, d’apres Barber et al. (2000a).

Figure 10 : Schéma du transfert d’électrons le long des potentiels redox associés aux différents
transporteurs d’électrons chez les plantes supérieures. QQ : quinone, Cyt: cytochrome, Rk :
protéine de Rieske, X : transporteur inconnu, I'd: ferredoxine. Les chiffres indiquent les
potentiels redox et la fleche en pointillés illustre la possibilité d’un transfert cyclique d’électrons.

Figure 11: Diagramme illustrant la similarité de P'organisation des hélices transmembranaires
entre le CRI et le CRII, d’apres Barber et al. (2000b).

Figure 12 : Mod¢le d'organisation des polypeptides et des cofacteurs du PSI chez les
cyanobactéries. La position exacte du PsaM par rapport aux autres sous-unités n'est pas connue.
Les transporteurs d'électrons identifiés par spectroscopie comprennent le donneur primaire
d'électrons, P700 (une paire spéciale de Chl a), les accepteuts primaires et secondaires d'électrons,
A, (Chl a) et A, (phylloquinone) et 3 clusters Fer-Soufre, I, Fy et Fy (Chitnis et al. 1995 ; Krauss
et al. 1996).

Figure 13 : Gauche : Photos en microscopie électronique de Psexudoanabaena sp. PCC 7409 A : vue
générale ; B & C: zoom sur les espaces interthylacoidaux, les fleches pointent des PBS, d’apres
Bryant (1979). Milieu : PBS de Calothrize sp. PCC 7601 visualisés en TEM, d’apres Sidler (1994) et
Droite : Représentation schématique de deux différentes structures de PBS. A: Modcle
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d’organisation de PBS hémidiscoidal a cceur tricylindrique type Symechoeystis sp. PCC 6714. B :
Modecle d’organisation du PBS hémidiscoidal a cceur pentacylindrique d’Awabaena  sp.
Théoriquement, huit projections radiaires peuvent étre fixées a ce type de PBS.

Figure 14 : Etats d’agrégation des PBP, de I'’hétérodimere a ’hexameére, d’aprés Sidler et al.
(1994).

Figure 15 : Formule chimique et maxima d’absorption des phycobilines liées aux PBP, d’apres
Grossman et al. (2001).

Figure 16 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence de PBP cyanobactériennes : C-
PC (A), R-PCII des Synechococcns marins (B), AP (C), et des C-PEs de Synechococcus marins connues
a ce jour. D et E: C-PEII et I de Synmechococens sp. WH7803 respectivement ; E et F: C-PEI et 11
de Symechococeus sp. WH8020 respectivement, G et H : C-PEI et II de Symechococens sp. WH8103
respectivement, d’aprés Ong & Glazer (1991).

Figure 17 : Distribution des chromophores chez différents types de PC, d’apres Sidler et al.
(1994).

Figure 18 : Spectres d’absorption relative de PE d’algues rouges.

Figure 19 : Gauche : SDS-PAGE (15% acrylamide) de PBS de Synechococcus sp. PCC 7002 (1),
Anabaena sp. PCC 7120 (2), Mastigocladus laminosus (3 ; Marqueurs de taille (4), d’apres Sidler et al.
(1994). Droite : Représentation schématique du PBS de Synmechocystis sp. PCC 6701 d’apres Glazer
(1989). Un bras est composé des complexes hexameriques de PBP liés par un linker spécifique.
Les sous-unités sont désignées par leur lettre grecque (x ou ) avec en exposant la PBP qu’elles
constituent (PE, PEC, PC ou AP). Les linkers sont notés L avec en exposant leur masse
moléculaire en kDa et en indice leur localisation (R pour bras, RC pour la jonction cceur-bras,
CM pour la jonction cceur membrane et C pour coeur).

Figure 20 : Interaction du linker MpeC avec les hexameres distaux de PEII chez Synechococcus sp.
WHS8020, d’apres Wilbanks & Glazer (1993).

Figure 21: Représentation schématique d’un cceur de PBS tricylindrique type Symechocystis sp.
PCC 6701. Les sous-unités sont désignées par une lettre grecque avec en exposant le type de
chaine. Les linkers sont notés L avec en exposant leur masse moléculaire en kDa et en indice leur
localisation d’apres Sidler et al. (1994 ; C pour le cceur, CM pour la jonction cceur-membrane).

Figure 22 : Haut : Structure du linker L, chez plusieurs souches de cyanobactéries d’eau douce,
les chiffres indiquent la numérotation des résidus aminoacides. Loop : boucle ; Rep : régions
répétées de type linker séparées par des régions Arm (bras). Bas : architecture des cceurs de PBS
chez les mémes souches, d’apres Sidler et al. (1994).

Figure 23: Représentation schématique et photo en microscopie électronique (vue faciale) du
cceur de PBS pentacylindrique d’Anabaena sp. PCC 7120 (Ducret et al. 1998).

Figure 24 : Schéma simplifié de la biosynthése des phycobilines.

Figure 25: Schéma d’arrangement des chromophores f et s au sein d’'un trimere de C-PC
(Mimuro 1986b, a). Les PCBs B-155 et a-84 sont des chromophores s et B -84 est le
chromophore f.

Figure 26 : Illustration du transfert orienté d’énergie au sein du PBS, des bras vers les PS, d’apres
Sidler et al. (1994).

Figure 27: Gauche: Modele structural d’'un bras de PBS de Mastigocladus laminosus. Les
polypeptides linkers sont représentés en noir et numérotés de 1 a 7, les complexes AP en blanc,
PC, hachurés et PEC ponctués. Les linkers sont dénommés selon leur masse moléculaire et leur
position, d’apres Reuter & Nickel-Reuter (1992). Droite: modele structural du PBS de
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Synechococens sp. PCC 6301 avec la description compléte des complexes présents. Le polypeptide
qui pourrait ancrer le PBS aux thylacoides est représenté par un ovale noir, les carrés hachurés
représentent les CR et chl associées. Les sous-unités sont désignées par leur lettre grecque (x ou
B) avec en exposant la PBP qu’elles constituent (PE, PEC, PC ou AP). Les linkers sont notés L
avec en exposant leur masse moléculaire en kDa et la PBP avec laquelle ils interagissent (PE, PC
PEC ou AP), et en indice leur localisation (R pour bras, RC pour la jonction cceur bras et CM
pour la jonction cceur membrane), d’apres Grossman et al. (1993).

Figure 28 : Régions génomiques des génes et clusters de génes codant pour les composants des
PBS de Fremyella diplosiphon (A), Synechococcus spp. PCC 6301 (B) et PCC 7002, et Anabaena sp.
PCC 7120, d’aprés Grossman et al. (1993). L’espacement entre les clusters apcEATBIC et
peB2A2H2I2D?2 de Fremyella diplosiphon est de 4 kbp. L’épaisseur des fleches est une indication de
I'abondance du transcrit en question. Chez Fremyella diplosiphon, induction de ces génes dépend
de environnement lumineux (voir adaptation chromatique a la fin de I'intro). Fleches en points:
lumiére rouge, fleches en pointillés : lumiére verte, fleches pleines : transcrit constitutif, d’apres
Grossman et al. (2001).

Figure 29 : Régions génomiques du PBS de Mastigocladns laminosus. D apres Sidler et al. (1994).

Figure 30 : Région génomique partielle des genes relatifs au PBS de Synechococcus sp. WHB8020,
d’apres Wilbanks & Glazer (1993).

Figure 31 : Mod¢le d’évolution des genes de PBP et du développement du PBS proposé par Apt
et al. (1995), voir le texte.

Figure 32 : Structure du Lhcbl de pois déterminé par cristallographie électronique (a;
(Kuhlbrandt et al. 1994)). Les bandes bleues indiquent la position approximative de la bicouche
lipidique. Sur cette représentation, les hélices sont nommées A a D et les hélices B, C et A
correspondent aux hélices 1, 2 et 3 respectivement. Les molécules de chl sont représentées par
des anneaux porphyrines et les molécules supposées étre des chl a ont été noircies. Modéle
moléculaire d’assemblage des protéines LHC (b).

Figure 33 : Organisation schématique du LHCII en association avec le dimere de CRII.

Figure 34 : Cladogramme non enraciné montrant les relations entre les séquences des protéines
Lhc chez Arabidopsis thaliana daprés Jansson (1999b).

Figure 35 : Schéma du CRI avec son antenne interne photosynthétique.

Figure 36: Cladogramme des génes des protéines Cab a trois hélices transmembranaires chez
Chlamydomonas reinbardtii, apres Elrad et al. (2004).

Figure 37 : Chromatogramme de Micromonas pusilla, montrant la compostion pigmentaire typique
des Mamiellales (Prasinophyceae). F. Rodriguez, (données non publiées). Cette soubhe (RCC372)
a la particularité de posséder une chl particuliere, la chl CS-170. MgDVP: Mg-divinyl
phaeoporphyrine @;; Neo : noxanthine ; Pras: prasinoxanthine ; Viol : violaxanthine ; Zea :
zéaxanthine ; Lut : lutéine ; Unk car : caroténoide inconnu ; car : caroténe.

Figure 38 : Spectres d’absorption (a) et distribution verticale (b) des genres Synechococcus et
Prochlorococcus en Atlantique subtropical (Juin 1996), d’apres Ting et al. (2002).

Figure 39 : Arbre phylogénétique des souches de Prochlorococcns (ARN 16S) d’apres Moore et al.
(1998).

Figure 40 : Distribution verticale des cyanobactéries du genre Prochlorococcus estimée par dot-blot
en Mer Rouge, d’aprés Fuller et al. (2003).

Figure 41 : Appareil photosynthétique schématique de Prochlorococcns sp. MIT9313 en carence en
fer. Remarquez la couronne partielle de 8 Pcb autour des diméres de PSII et la couronne
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complete de 18 Pcb autour du PSI. C’est aussi la situation observée en conditions de culture
normales chez SS§120, alors que MIT9313 perd sa couronne autour du PSI lors du fer est présent
dans le milieu de culture. Chez MEDA4, il n’y jamais de couronne autour du PSI, quelle que soit
les conditions de milieu (+ /- Fe). Schéma d’apres Partensky & Garczarek (2003) et
photographies en MET d’apres Bibby et al. (2003).

Figure 42 : Comparaison des régions génomiques des PBP de Synechococens sp. WH8102, de deux
souches de Prochlorococcus. de profondeur (MIT9313 et SS120) et d’une souche de Prochlorococcus de
surface (MED4).

Figure 43 : Arbre phylogénétique général des cyanobactéries basé sur les séquences d’ARNr 168,
d’apres Fuller et al., (2003).

Figure 44 : Arbre phylogénétique des Synechococcus marins (cluster 5.1) basé sur les séquences de
PARNr 16S, d’apres Fuller et al., (2003).

Figure 45 : Trois cytogrammes présentant des populations de Synechococcus marins a différentes
stations et différentes saisons (Olson et al. 1990). Le cytogramme B montre trois populations, ces
populations peuvent étre plus ou moins entremélées (A & C)

Figure 46 : Variations des spectres d’excitation de fluorescence de la fraction picoplanctonique
marine en fonction de la richesse nutritive et de la profondeur du prélévement en Atlantique
tropical NE, d’apres Lantoine (1995).

Figure 47 : Arbre phylogénétique des Prasinophyceae fondé sur I'analyse des séquences de
PADNr 18S. Les valeurs de bootstrap présentées correspondent respectivement aux méthodes
Neibourgh Joining et Maximum de Parsimonie, d’apres Guillou et al. (2004).

Figure 48 : Arbre phylogénétique des Mamiellales fondé sur I'analyse des séquences de PADNr
18S. Les wvaleurs de bootstrap présentées correspondent respectivement aux méthodes
Neibourgh Joining et Maximum de Parsimonie, d’apres Guillou et al. (2004).

Figure 49 : Distribution des genre Micromonas, Ostreococcus et Bathycocens déterminées par
hybridation in situ (FISH-TSA) le long d’un transect dans 'océan Indien (Not, 2003).

Figure 50: Arbre phylogénétique des souches d’Ostreococcus (Maximum likelyhood), d’apres
Rodriguez et al. (sous presse).

Figure 51: Réduction du nombre de thylacoides chez Symechococens sp. WHT7803 acclimaté a
différentes irradiances. De haut en bas : 1330 (A), 160 (B) et 30 (C) umol photons.m™.s . D’apreés
Kana & Glibert (1987).

Figure 52 : Photographie en MET des PBS de faible (A) et forte lumicre (B). Gel LiDS-PAGE
coloré au bleu de Coomassie (C) montrant les profils polypeptidiques de PBS de Spirulina maxima
cultivée a 60 (1) et 400 umol photons.m™s"' (2), et Modéle de structure du PBS en forte (D
gauche) et faible lumiere (D droite), d’apres Garnier et al. (1994).

Figure 53 : Spectres d’absorption in vivo chez Fremyella diplesiphon cultivée en lumicre verte
(pointillés) et rouge (continu) d’aprés Campbell (1996).

Figure 54 : Représentation des mécanismes de régulation de PACC par phosphorylation chez
Fremyella diplosiphon, d’aprés Grossman et al. (2001).

Figure 55: Différences morphologiques observées par microscopie photonique entre les
tilaments de Fremyella diplosiphon cultivées en lumiére blanche (haut) et rouge (bas), d’aprés Bennet
& Bogorad (1973). Echelle : 26 um.

Figure 56 : Mode¢les de structure des bras de PBS chez Nostoc sp. MAC en lumiére rouge (gauche
et verte (droite), d’aprés Anderson et al. (1983).



Figure 57 : Mod¢le de PBS semi-discoide (a) et semi-ellipsoide (b), leur association au PSII et les

cceurs de PBS associés chez Phormidium sp. acclimaté en lumicre rouge (a) et verte (b), d’apres
Westermann & Wehrmeyer (1995). PC : PBP en points, PE : PBP sombres, AP : PBP blanches.

Figure 58 : Spectres d’excitation de fluorescence (gauche) de Synechococcns sp. CC9311 acclimaté
en lumiere blanche (ligne fine), et bleue (ligne épaisse) et cinétique d’acclimatation apres un shift
en lumicre verte chez la méme souche, d’apres Palenik (2001).

Figure 59 : Arbre phylogénétique de Synechococcus marins. CA : adaptation chromatique, NCA pas
d’adaptation chromatique.

Figure 60 : diagramme illustrant les appellations courantes des phénomenes ondulatoires en
fonction de leur longueur d’onde. L’énergie d’un quantum donné dépend de sa longueur d’onde.

Figure 61 : Diagramme présentant ’évolution du nombre de taxa au cours des grandes périodes
géologiques.

Figure 62 : Fracture transversale de cellule de Synechococcus sp. WHB8113 illustrant les différents
systemes membranaires cyanobactériens. L’insert correspond a la partie encadrée de I'enveloppe
cellulaire comprenant la membrane cytoplasmique (CM), la couche de peptidoglycanes (P), la
membrane externe (OM), et la couche de surface (). Les thylacoides (T) sont aussi indiqués.
Echelle : 200 nm, d’apres Samuel et al. (2001).

Figure 63 : Structure de Penveloppe bactérienne chez les bactéries de type Gram — (a ; exemple
de Staphylococcus aureus) et Gram + (b ; exemple d’Escherichia coli). La structure générale de la paroi
des oxyphotobactéries est généralement de type Gram -. NAM : acide N-acétyl-muramique ;
NAG : N-acetyl glucosamine

Figure 64 : Immuno-localisation de caroténo-protéines chez Prochlorothrix hollandica (A) et
Synechococens sp. (B), d’apres Bullerjhan & Sherman (1986).

Figure 65 : Structure moléculaire de la caroténo-protéine d’Arthrospira maxima aprés analyse par

cristallographie, d’apres Kerfeld et al. (1997, 2003).
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Introduction : Picophytoplancton marin et photosynthése

INTRODUCTION

Les océans couvrent environ 70% de la surface du globe et représentent ainsi un
environnement physico-chimique d’une grande importance pour notre plancte, celui ou, selon
toute vraisemblance, est apparue la vie il y a quelque cinq milliards d’années. Les organismes
vivants peuplant les eaux marines sont couramment répartis en plusieurs classes selon leur
habitat, leur mode de vie ou encore leur dépendance vis-a-vis des phénomenes physiques, comme
les courants. Ainsi le plancton (de plagktos, errant) est 'ensemble des organismes vivants (uni ou
pluricellulaires) qui flotte dans les eaux, sans pouvoir s’opposer aux courants marins, a I'inverse
du necton capable de déplacements indépendants (poissons adultes, mammiferes marins, ez...).
On différencie le plancton végétal (phytoplancton) et le plancton animal (zooplancton). Bien que
certains organismes planctoniques puissent atteindre des tailles importantes comme les méduses,
la majorité du plancton est de taille microscopique et représente un compartiment basal des
réseaux trophiques marins.

Le plancton est classiquement divisé en plusicurs classes de taille. Ainsi, le microplancton
mesure entre 20 et 200 pum, le nanoplancton entre 2 et 20 um et le picoplancton moins de 2-3
um. Le microphytoplancton et le nanophytoplancton, comme les diatomées et les dinoflagellés,
ont tendance a dominer les eaux cétiéres ou enrichies en nutrilites par des phénomeénes physiques
locaux comme les upwelling. Le picophytoplancton, quant a lui, est présent partout, souvent en
abondance, mais il ne domine la biomasse chlorophyllienne que dans les eaux du large. Il présente
une composante procaryote importante, constituée par deux genres cyanobactériens principaux
Prochlorococcus et Synechococens (Partensky et al. 1999a, b, Scanlan and West 2002), ainsi que d’une
multitude de petits eucaryotes photosynthétiques dont Iimportante diversité commence
seulement a étre appréhendée (Guillou et al. 2004, Moon-van der Staay et al., 2001). Parce qu’il
est répandu sur presque les trois quarts de la surface du globe, le picophytoplancton marin est
écologiquement trés important. En effet, grace a la photosynthése oxygénique, le
picophytoplancton contribue de fagon importante aux échanges gazeux (oxygene, dioxyde de
carbone) entre latmosphere et Pocéan. Ce processus photochimique se caractérise par une
absorption de la lumiére solaire ayant pour conséquence I'absorption d’une molécule de dioxyde
de carbone et 'émission d’une molécule de dioxygene, et a pour but la production de molécules
énergétiques et ’élaboration de sucres. Chez tous les organismes photosynthétiques, la capture
des photons solaires par I'appareil photosynthétique est facilitée par des « antennes », structures
protéiques liant des chromophores, dont la nature et la composition pigmentaire est tres variable.

En effet, ceux-ci sont soumis a de grandes variations de la quantité et de la qualité de la lumiere.
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Introduction : Picophytoplancton marin et photosynthése

Il existe un gradient d’intensité de lumicre décroissant de la surface vers les eaux profondes et
nous verrons plus loin que certains organismes picophytoplanctoniques se sont adaptés aux
variations spatiales de la quantité de lumiere. De plus, a cause des propriétés optiques de ’eau, la
lumiére parvenant en profondeur est plus riche en radiations bleu-vert, alors que dans les eaux
superficielles I'essentiel du spectre lumineux solaire est présent. Les eaux de surface et de
profondeur constituent ainsi des environnements lumineux tres distincts. Il existe de plus un
gradient horizontal de variation de la quantité et de la qualité de la lumiére. Les eaux cotiéres sont
souvent chargées de nombreuses particules de nature diverse et laissent peu pénétrer la lumicre.
De plus, ces particules, organiques (phytoplancton) ou inorganiques (substances humiques, etc.)
sont souvent a l'origine d’un enrichissement des eaux cétieres en radiations jaune-vert. En
revanche, les eaux du large sont beaucoup moins riches en particules. Elles sont claires et
présentent ainsi un coefficient d’atténuation de la lumiére trés faible. Les radiations bleues y sont
abondantes. Enfin, 'ensemble de 'océan mondial est aussi soumis a des variations temporelles de
la lumiere a plusieurs échelles de temps (passage de nuages, cycles journaliers et saisonniers,
er...).

Afin d’optimiser les processus de photosynthése, les organismes picophytoplanctoniques
ont du développer des phénoménes d’adaptation (au sens évolutif) et d’acclimatation (au sens
physiologique) aux variations spatio-temporelles des propriétés de la lumicre solaire. Afin de
comprendre la fagon dont le picophytoplancton régule sa photophysiologie en fonction de la
quantité et de la qualité de la lumicre, il est indispensable d’étudier au laboratoire des souches
clonales d’organismes picophytoplanctoniques représentatifs des communautés naturelles. Cest
dans ce contexte scientifique et en privilégiant cette derni¢re approche que ce travail de these a
été réalisé. Notre étude s’est intéressée tout d’abord a la structure des antennes photosynthétiques
de plusieurs organismes picophytoplanctoniques intéressants, dont le picoeucaryote Ostreococcus,
mais surtout les cyanobactéries marines du genre Symechococens, avant d’étudier la réponse des
antennes de ces dernicres a la quantité et a la qualité de la lumiére. Cette thése de doctorat est
présentée sous la forme d’une synthese bibliographique détaillée suivie des divers travaux

organisés en cinq chapitres.
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Introduction : Picophytoplancton marin et photosynthése

I Picophytoplancton marin et photosynthése

A/Les organismes picophytoplanctoniques

Les océanographes ont longtemps considéré les vastes zones centrales des océans comme
de véritables déserts biologiques. Ces régions tres pauvres en sels nutritifs et en chlorophylle (Chl,
Figure 1), semblaient en effet incompatibles avec une prolifération du phytoplancton,
compartiment basal des résecaux trophiques marins. Les observations des traits de filet a
phytoplancton en microscopie photonique et les comptages de cellules confirmaient en effet la
faible quantité d’organismes présents ainsi que de la faible biodiversité globale. Les organismes
phytoplanctoniques considérés alors comme majeurs tels que les diatomées et les dinoflagellés
mesurant entre 20 et 200 um (microphytoplancton) présentent en effet une distribution globale
essentiellement coticre, et leurs concentrations chutent considérablement des que on s’éloigne
des eaux du plateau continental. Cependant, les quantités de chlorophylle (chl) détectées au milieu
des océans ne concordaient pas avec le faible nombre d’organismes phytoplanctoniques recensés.
Durant les 25 derni¢res années, des investigations plus poussées et des progres technologiques
importants ont permis aux océanologues de mettre progressivement en évidence que ces zones
océaniques recélaient en fait une grande variété d'organismes photosynthétiques de taille

micrométrique, ce qui a bouleversé notre conception des écosystemes pélagiques.

Figure 1: Distribution mondiale des concentrations en chl a (image SeaWIFS)

Clest vers la fin des années 1970 que plusieurs études montrérent que la fraction
picophytoplanctonique (0.2-2 um) des eaux océaniques contenait un grand nombre de bactéries
photosynthétiques a fluorescence orange (Sieburth 1978b, a, Johnson & Sieburth 1979,

Waterbury et al. 1979). IIs les retrouvérent jusqu’a plusieurs centaines de métres de profondeur en
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mer d’Arabie, des Sargasses, dans le Golfe du Pérou, en Atlantique Nord, et plus périodiquement
dans le port de Woods Hole, les concentrations en cellules atteignant des valeurs de 'ordre de
10>-10* cellules. mL". Observant une morphologie commune pour la majorité des cellules a
fluorescence orange ainsi qu'un mode de division dans un seul plan, ces auteurs assignérent ces
organismes au genre Synechococens déja connu en eau douce (Figure 2). D’autres types cellulaires
ont été découverts par (Johnson & Sieburth 1979) mais la difficulté a les isoler en culture
empécha une bonne caractérisation de ces organismes. Constatant 1'ubiquité et 'abondance de
ces oxyphotobactéries, la communauté scientifique commengait a soupgonner leur importance
écologique. De nombreuses souches de Synechococens marins furent isolées en culture notamment
par Waterbury qui dans un article qui fait encore référence aujourd'hui fit une description

détaillée de leur diversité, leur biologie et leur écologie (Waterbury et al. 1986).

ce: Cell Envelope th: Thylakoids \,"
pb: Polyhedral Bedies ' - "\?‘.\\

Figure 2 : Cellules de Prochlorococcus sp. (gauche) et Synechococens sp. (droite) visualisés en

MET, d’apres Johnson & Sieburth (1979) et Chisholm et al. (1988), respectivement.

Les découvertes n’en étaient toutefois qu’a leur début. Une innovation technologique
permit une explosion des études relatives au picophytoplancton. Initialement développée dans le
secteur biomédical, application de la cytometrie en flux a Pocéanographie fut en effet un pas
décisif pour l'étude du picophytoplancton. Les cytomeétres en flux permettent de visualiser
facilement ces petits organismes planctoniques ainsi que de ségréger les différentes populations
selon leur taille et leur pigmentation (Figure 3; Legendre & Yentsch 1989). De plus
Pénumération des cellules est aisée et précise. A 'aide de cette technique, Chisholm et coll.
(Chisholm et al. 1988, Chisholm 1992) découvrirent, isolérent en culture et décrirent un nouveau

type d’oxyphotobactérie planctonique marine qu’il nommerent Prochlorococcus marinus.
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Figure 3 : Analyse par cytométrie en flux d'un échantillon prélevé dans le Pacifique équatorial (45 m). Synechococcus
peut étre distingué sur la base de son contenu en phycoérythrine et en Chl ainsi que par sa taille cellulaire. Il peut
ainsi étre discriminé sur les cytogrammes. A : fluorescence de la Chl en fonction de SSC (side scatter : diffusion de la
lumiere a 90° qui est fonction de la taille cellulaire). B : fluorescence de la phycoérythrine versus fluorescence de la
Chl". Les cellule de Prochlorococcus sont identifiées sur les mémes cytogrammes par leur faible fluorescence orange
(due a la phycoérythrine) et leur plus faible SSC alors que les picoeucaryotes présentent une quantité de Chl et un

SSC par cellule plus fort (Partensky, 1999).

Cet organisme qui ne mesure pas plus de 0,7 um, ainsi difficilement visualisable en
microscopie photonique, avait en fait été déja visualisé en MET par Johnson & Sieburth (1979 ;
Figure 2). Son ultrastructure avait alors été présentée comme type Il de par 'accolement des
thylacoides, contrairement aux Synechococcus typiques qui constituaient le type 1. Les travaux de
Chisholm et al. (1988) et Olson et al. (1990) montrérent que Prochlorococcus est extrémement
abondant dans les océans, atteignant des concentrations de plus de 10° cellules.mL". De plus, sa
pigmentation s'est avérée tout a fait singuliere puisque ces cellules contiennent notamment de la
divinyle-chl z et 4, de la chl 4 (chez certaines souches seulement) de 'tl-carotene et des traces de
phycoérythrine, le pigment majeur chez la plupart des Synechococcus marins. Les analyses
phylogénétiques révélerent que Prochlorococcus est pourtant un cousin proche de ces derniers
(Chisholm et al. 1992). La multiplication des études écologiques depuis sa découverte en 1988 a
révélé que cette oxyphotobactérie est sans doute I'organisme photosynthétique a la fois le plus
petit et le plus abondant sur Terre (Partensky et al. 1999b).

Les profils cytométriques de picophytoplancton marin montrent aussi la présence d’une
troisieme population d’organismes photosynthétiques, moins abondants mais de taille plus
importante et contenant plus de chl (Figure 3). Cette population est constituée de picoeucaryotes
dont lexistence est en réalité connue depuis tres longtemps (Cole 1937 ; Parke 1949 ; Butcher

1952). Leur importance écologique n’a toutefois été réalisée que vers les années 1980 (Johnson &
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Sieburth 1982, Murphy & Haugen 1985; Shapiro & Guillard 1986). La méthodologie classique
d’étude des microalgues marines consistait en I'analyse de souches isolées en culture. Dans un
article de 1982, Johnon et Sieburth ont visualisé les communautés picoplanctoniques directement
par microscopie électronique en transmission (Figure 4) et ont sensibilis¢é la communauté
scientifique a importance des picoeucaryotes photosynthétiques, notamment Micromonas pusilla et

une prasinophyte écaillée ressemblant d’aprés les photos a Bazhycococeus prasinos.

Figure 4 : Photo en MET de picoplancton marin concentré de Grand Banks d’apres Jonhson & Sieburth (1982). Les
cellules phytoplanctoniques mesurent approximativement 1 pm et sont de nature procaryote et eucaryote. C:

cyanobactérie ; s : prasinophyte écaillé ; f : Micromonas pusilla

Les morphologies souvent similaires des picoeucaryotes marins ont rendu leur
classification taxonomique difficile, méme par microscopie électronique. Les classifications
étaient jusque la basées sur la présence de flagelles, d’écailles ou encore sur la pigmentation.
Puisque ces organismes sont souvent dépourvus de caractéres morphologiques qui permettent de
les reconnaitre aisément, ce sont encore une fois les innovations technologiques et plus
précisément les techniques de biologie moléculaires qui ont permis des avancées importantes sur
la diversité et ’écologie des picoeucaryotes marins. Parmi ces techniques, citons notamment les
librairies de clones (Guillou et al. 2004 ; Massana et al. sous presse) permettant des études
phylogénétiques indépendantes de la cultivabilité des organismes, la TGGE ou la DGGE
(Temperature ou Denaturating Gradient Gel Electrophoresis) donnant des indications sur la
diversité des communautés, et les études par hybridation 7z situ (FISH-TSA ; Not et al. 2002, Not
et al. 2004) permettant '’énumération in situ de taxons, voire d’especes. Par ailleurs, notons aussi

Iutilité des analyses pigmentaires par HPLC des communautés picophytoplanctoniques, car
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certaines classes picophytoplanctoniques possedent des pigments caractéristiques (Jeffrey 1980,
Jeffrey & Mantoura 1996, Jeffrey et al. 1997, Jetfrey et al. 1999). Ces analyses ont révélé que les
picoeucaryotes marins sont extrémement diversifiés et de nouvelles classes ont récemment été
décrites (Guillou et al. 1999, Eikrem et al. sous presse). Parmi ces organismes, on trouve ainsi des
représentants des groupes des Chlorophyta (Chlorophyceae, Prasinophyceae, Trebouxiophyceae,
ete...), Heterokontophyta (Pelagophyceae, Bolidophyceae, Chrysophyceae, efc...), Prymnesiophyta
et Cryptophyta. Une classe importante au sein des picoeucaryotes marins photosynthétiques est
celle des Prasinophyceae (de « Prasinos » faisant référence a la couleur vert poireau) et au sein de
celle-ci, T'ordre des Mamiellales regroupe des espéces particulierement intéressantes. Citons
notamment Mantoniella squamata, Bathycoccus prasinos ainsi que Micromonas pusilla, la premiére espece
picophytoplanctonique décrite, tout d'abord sous le nom de Chromulina pusilla (Butcher 1952).
Une autre Mamiellale qui fait 'objet d’'un des articles présenté dans cette these est le genre
Ostreococcus. Cette petite algue verte a été isolée dans une lagune, I'étang de Thau, située a
proximité de I'Observatoire Océanologique de Banyuls-sur-mer (Courties et al. 1994). Cette
lagune est un environnement particulier : en connection avec la Mer Méditerranée par trois
canaux, la température oscille entre 4 et 27°C et la salinité entre 24 et 38 pour mille. Tout comme
Prochlorococcus est le plus petit procaryote oxyphototrophe connu a ce jour, Ostreococcus tanri est
actuellement le plus petit eucaryote marin photosynthétique (coccoide d’environ 0.8 um ;

Chrétiennot-Dinet et al. 1995 ; Figure 5).

Figure 5 : Représentation schématique (gauche ; Chrétiennot-Dinet et al., 1995) et photos en

microscopie électronique d’Ostreococcus tauri (droite ; Ral et al. 2004) illustrant une division cellulaire.
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Gauche : N noyau, Mt Mitochondrie, G Golgi, A amidon, P plaste. Droite : division cellulaire,

I’échelle est a 0.4 um.

Il posseéde une structure extrémement compactée avec un noyau, un appareil de Golgi,
une mitochondrie, un chloroplaste et un grain d’amidon, le tout au sein d’un compartiment
cytoplasmique tres réduit. Sa pigmentation, typique des Prasinophyceae, comprend des pigments
particuliers tels que la Mg 3,8-divinylphacoporphyrine a; (MgDVP), luriolide et la
prasinoxanthine, se distinguant ainsi de la pigmentation plus simple des Chlorophyceae. Bien
qu'initialement trouvé dans une lagune cotiere, Ostreococcns apparait aujourd’hui comme tras
ubiquiste puisque de nombreuses souches ont été isolées dans diverses mers et océans (Rodriguez
et al., sous presse).

Depuis la découverte et la prise de conscience de I'importance du picophytoplancton
marin tant procaryote qu’eucaryote, les travaux sur ces organismes se sont multipliés, dans des
domaines aussi variés que I’écologie, la diversité, la physiologie, la génétique et I’évolution, mais
jusqu'a la fin du siécle dernier, I’étendue des connaissances est restée relativement limitée.
Cependant, grice notamment a la petite taille de leurs génomes,  plusieurs souches
picoplanctoniques marines ont récemment fait I'objet de programmes de séquencage complets de
leurs génomes. Ainsi plusieurs génomes de souches de Prochlorococccus, Synechococens ainsi que
d’Ostreococens ont été publiés ou sont en cours de séquencage ou d’annotation. En paralléle avec
les approches expérimentales, 'étude et la comparaison de ces génomes vont permettre une
compréhension approfondie de I'évolution de ces organismes ainsi que faciliter le développement

des études génétiques et protéomiques.

B/ Photosynthé¢se oxygénique et antennes photosynthétiques
1) Les réactions photosynthétiques oxygéniques claires et les complexes
pigmentaires associés

La photosynthése est un processus essentiel sur notre plancte car elle permet la
transformation de Iénergie lumineuse solaire en énergie chimique avec comme corollaire,
I'absorption d’une molécule de dioxyde de carbone. Du fait de leur abondance dans les vastes
zones océaniques, les organismes picoplanctoniques qui réalisent la photosynthese sont
notamment des acteurs prépondérants de la régulation du climat planétaire et du cycle
biogéochimique du carbone. Il existe deux types principaux de photosynthese. Les procaryotes
phototrophes sont largement répartis entre les phyla du domaine eubactérien comprenant les

bactéries vertes sulfureuses, filamenteuses, les bactéries pourpres, les héliobactéries et les
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cyanobactéries'*. Les premiéres pratiquent un mode de photosynthése considéré comme primitif
dit « anoxygénique » (sans dégagement d’oxygene), alors que les cyanobactéries pratiquent la
photosynthése dite « oxygénique ». Les organismes (procaryotes) pratiquant la photosynthese
anoxygénique sont classés en plusieurs types (Beja et al. 2002). Les bactéries dites pourpres non-
sulfureuses (Chloroflexus, Rhodopseudomonas, Roseobacter, etc...) utilisent un complexe pigment-
protéine principal, un photosysteme (PS), composé de deux protéines principales (I et M) codées
par les genes puf et liant de la bactériochlorophylle 4, absorbant dans le rouge relativement
lointain (Deisenhofer & Michel 1989). Le PS des ces organismes est analogue avec le PSII trouvé
chez tous les oxyphototrophes (voir ci-apres, Michel & Deseinhoffer 1988, Barber 1988). Les
bactéries vertes sulfureuses et les Héliobactéries (Heliobacter, Chlorobium, etc...) utilisent un PS liant
aussi de la bactériochlorophylle # et utilisant un complexe fer-soufre, analogue au PSI de la
photosynthése oxygénique (Pierson & Olson 1989, Schubert et al. 1998, Fyfe et al. 2002). La
photosynthése anoxygénique est basée sur un transfert cyclique des électrons au sein de
membranes et conduit a la formation d’un gradient de pH entre le cytosol et le périplasme (Figure
6). Cette acidification provoque un flux de protons au travers des ATP-synthétase accompagné

d’une synthese d’ATP.
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Figure 6 : Représentation shématique du transfert d’électrons photosynthétiques chez les bactéries anoxygéniques

pourpres, modifié de Yurkov & Beatty (1998).

La photosynthése oxygénique serait apparue il y a environ 3,5 milliards d’années

(Awramik 1992). Les réactions photosynthétiques oxygéniques sont classiquement divisées en

1 fo . e N . .

Le mot « cyanobactérie » vient du grec ¢yanos et se référe a la couleur bleue-verte de certaines souches de ces organismes en
culture. Une partie de mon travail de these illustre et explique la diversité des pigmentations trouvées chez les cyanobactéries qui
sont loin d’étre toutes bleue-vertes... Ainsi, dans cette these, le mot « cyanobactérie » dont le sens éthymologique est dépassé sera
souvent remplacé par le mot « oxyphotobactérie » qui parait certes plus compliqué mais qui a le mérite d’étre exact, puisqu’il
désigne des bactéries pratiquant la photosynthese oxygénique.
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réactions « claires » et « sombres ». Les premieres sont localisées au sein de sacs membranaires
appelés thylacoides, qui sont libres dans le cytosol chez les procaryotes et confinés dans un
chloroplaste chez les cellules eucaryotes, séparant le cytosol (chez les procaryotes) ou le stroma
(chez les eucaryotes) du lumen. Ces membranes contiennent quatre complexes multiprotéiques
principaux a l'origine du transfert d’électrons : deux PS (I et II), le cytochrome by/f et PATP
synthase (Figure 7). La structure des PS est généralement décrite comme un centre réactionnel
(CR) composé de deux protéines liant de la chl et du B—caroténe, accompagné d’une antenne
photosynthétique composée d’assemblages de complexes pigment-protéine de nature variée selon

Porganisme considéré.
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Figure 7 : Appareil photosynthétique partiel de Synechococcus sp. Montrant les quatre principaux complexes protéiques
présents dans les membranes photosynthétiques, avec schématisation détaillée des réactions photosynthétiques

oxygéniques. Selon http://www.genome.jp/dbget-bin/get_pathway?org_name=syn&mapno=00195

Chez la plupart des oxyphotobactéries connues, 'antenne photosynthétique du PSII est
constituée par un macrocomplexe de phycobiliprotéines (PBP) hydrophiles, le phycobilisome
(PBS), et le PSI ne possede souvent pas d’antenne externe propre. Les Rhodophyta possedent
aussi des PBS en tant qu’antenne principale du PSII et une antenne intramembranaire associée au
PSI liant de la chl et des caroténoides. D’autres groupes tels que les Cryptophyta possédent aussi
de grandes quantités de PBP mais qui ne sont pas organisés en PBS. Chez les oxyphotobactéries
a chl b que sont Prochlorococcus, Prochloron et Prochlorothrix, , on trouve a la place du PBS un
assemblage de protéines a six hélices transmembranaires nommées Pcb (pour Prochlorophyte

Chl binding proteins ; Bibby et al. 2003b, Garczarek et al. 2000b, La Roche et al. 1996).
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Chez les plantes supérieures et les algues, les antennes photosynthétiques des deux PS (ou
seulement du PSI chez les algues rouges) sont des assemblages de polypeptides membranaires a
trois hélices transmembranaires de la famille des protéines CABs (« Chl « binding protein ») ou
apparentés. Elles lient différents types de chls et de caroténoides selon les organismes. On
distingue classiquement les protéines de type LHC (Light-Harvesting Complex) présentes chez
les chlorobiontes, et les protéines dites FCP (Fucoxanthin Chl binding Proteins) présentes chez
des groupes taxonomiques aquatiques tels que les Heterokontophyta, Chrysophyta, Dinophyta,
ete... Les organismes a LHC utilisent comme pigment accessoire majoritaire la chl b alors que les
organismes a FCP contiennent une majorité de xanthophylles telles que la fucoxanthine ou la

péridinine.

Chromophytes: browns/diatoms

Stroma

Rhodophytes

I 68) I 6 I

Chlorophytes Dinophytes

Figure 8 : Les différentes configurations d’antennes photosynthétiques chez les grands groupes d’organismes
phytoplanctoniques. Les centres réactionnels (RC) sont représentés en vert, les antennes intrinséques de type
LHC en bleu-vert, de type FCP et PCP en mauve. Les PBP libres des Cryptophyceae sont représentées en fushia.

Les PBS des cyanobactéries en bleu (certaines souches n’ont pas de PE) et ceux des Rhodophyta en rouge.

II existe ainsi chez les organismes phytoplanctoniques une grande diversité au niveau de la
nature et de Pagencement des antennes photosynthétiques au sein des thylacoides (Figure 8). Ces
complexes pigments-protéines peuvent présenter des pigmentations (chls, caroténoides,
phycobilines) et des localisations (extrinseque/intrinseque, présente ou non au niveau du PSI)
tres différentes.

L’énergie lumineuse est capturée par les antennes photosynthétiques qui vont la transférer

aI'un des CR. Le CRII, associé en dimere au sein des membranes, est composé d’ une douzaine
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de sous-unités protéiques (Figure 9). Les polypeptides principaux sont D1% et D2 (des protéines
d'environ 30 kDa codées respectivement par les génes psbA et psbD), les sous-unités o (psbE) et B
(psbF) du cyt bss,, deux protéines formant l'antenne interne du PSII, CP47 (psbB) et CP43 (psbC)
et Psb0, une protéine extrinseque de 33 kDa, placée du coté luminal de la membrane thylacoidale
et impliquée dans la photolyse de l'eau, Dans le PSII, seules les protéines du D1, D2, CP43 et
CP47 sont chromophorylées. Ces deux dernicres sont les antennes internes du CRII (Pakrasi
1995) liant la majorité de la Chl (12 a 25 molécules) et du B-caroténe du CR II (Pakrasi 1995;
Rhee et al. 1998), et transferant 1'énergie d'excitation issue des antennes photosynthétiques
majeures vers une paire de chl particulieres nommées P680 et disposées entre D1 et D2 (Pakrasi
1995). CP43 et CP47 ont une structure similaire (Bricker 1990, Sayre & von Wrobelboerner
1994), constituée de six hélices transmembranaires avec les extrémités N- et C-terminales situées
coté stroma. La principale différence entre ces protéines est la taille de la boucle entre les hélices
transmembranaires 5 et 6 qui est plus longue d’environ 150 résidus chez CP47 (Bricker & Frankel
2002, Barber 2002, Clarke et al. 2002, de Weerd et al. 2002a, de Weerd et al. 2002b, Fyfe et al.
2002, Ishikawa et al. 2002, Kashino et al. 2002, Nayak et al. 2002, Nield et al. 2002, Smith et al.
2002, Wang et al. 2002, Kamiya & Shen 2003). La boucle de celle-ci est en contact avec PsbO et
serait notamment impliquée dans la stabilisation du groupement manganese présent a la surface
de la face luminale du PSII (Vermaas et al. 1987, Frankel & Bricker 1995, Enami et al. 1997). Ces
caractéristiques structurales ont été confirmées par la détermination de la structure

tridimensionnelle du CR II 4 une résolution de 8 A (Rhee et al. 1998, Rhee 2001).
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Figure 9 : Mod¢le structural du complexe protéique du PSII incluant les cofacteurs du transfert
d’électrons (Stewart & Brudvig 1998 ; voir texte). Représentation structurale d’'une protéine de

I'antenne interne, CP47, d’apres Barber et al. (2000a).

? La lettre D est due au profil de migration "diffus" de ces protéines observé sur les premiers gels SDS-PAGE
présentant ces protéines (Satoh, 1982). Elles ont de plus tendance 4 former un dimeére que I'on détecte vers 60 kDa

-25 -



Introduction : Picophytoplancton marin et photosynthése

Lénergie collectée par les antennes vamodifier le potentiel redox des chl P680, leur
permettant de céder un électron a des molécules de phéophytine 4, leur accepteur primaire. Le
P680 revient alors a son potentiel initial sous la forme P680™ et récupere I'électron perdu aupres
de son donneur primaire, une tyrosine de la protéine D1 dite tyrosine Z (Y,). Ce résidu le
récupere lui-méme auprés du complexe d’atomes de manganese se situant du coté luminal du
PSII qui peut céder jusqu’a quatre électrons qu’il obtient en une fois par la photolyse de deux
molécules d’eau. Cette dernicre libére quatre protons et une molécule de dioxygene (Figure 9). La
réduction de la phéophytine va donner lieu a celle de la quinone A (Q,). Cette derniere va réduire
la quinone B (Qp) qui va initier le transfert photosynthétique d’électrons au sein des thylacoides.
Un transport cyclique des électrons est possible par I'intermédiaire du cytochrome b559 et d’une
molécule de chl de la protéine D1. Toutefois, le fonctionnement précis du PSI n’est pas encore
enticrement compris et fait 'objet de recherches actives.

Les électrons vont alors étre transférés le long d’une chaine de transporteurs constituée
notamment par la plastoquinone mobile, la protéine de Rieske, le cytochrome f et la
plastocyanine, elle aussi mobile. Les électrons vont ainsi cheminer du PSII au PSI le long de cette

chaine de transporteurs d’électrons ordonnés selon leur potentiel redox (Figure 10).
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Figure 10: Schéma du transfert d’électrons le long des potentiels redox associés aux différents transporteurs
d’électrons chez les plantes supérieures. Q : quinone, Cyt : cytochrome, Rk : protéine de Rieske, F'd : ferredoxine. Les
chiffres indique les potentiels redox et la fleche en pointillé illustre la possibilité d’un transfert cyclique d’électrons.

Les transporteurs propres au CR sont détaillés en figure 9 et 12.

Le PSI a été mis en évidence en premier par Kok en 1960, de par son maximum
d’absorption qui se situe dans le rouge lointain (700 nm). Son dimeére de chl pieges est ainsi
appelé P700 (Krauss et al. 1993). La structure du complexe PSI de Synechococens elongatus a été

déterminée a une résolution de 4 A par cristallographie aux rayons X (Schubert et al. 1997). Le
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CRI est constitué d’un centre réactionnel composé de deux grosses protéines de 58 a 70 kDa
selon les organismes, PsaA et PsaB (Tableau 1), et fonctionne comme une oxydoréductase
plastocyanine-ferrédoxine. Ces deux protéines portent un grand nombre de molécules de
chromophores (75-100 chl @ et 12-15 B-caroténe) Contrairement a celle du CRII, l'antenne
interne du CRI est complétement intégrée au sein des molécules PsaA et PsaB, constituées de 11
domaines transmembranaires. Cependant, il y a une similitude flagrante d'organisation structurale
d'une part entre les 6 domaines N-terminaux de PsaA/B constituant l'antenne interne du RCI et
CP43/CP47 et d'autre part entre les cinq domaines C-terminaux de PsaA/B constituant le cceur

du CRI et les 5 domaines de D1 et D2 (Figure 11 ; Barber et al. 2000b).

Figure 11 : Diagramme illustrant la similarité de organisation des hélices transmembranaires entre le CRI et le CRII,
d’apres Barber et al. (2000b). Le CRI est composé de deux protéines principales, PAsaA et PsaB, alors que le CRII
est composé des protéines D1 et D2 entourées par une antenne interne composée des protéines CP43 et CP47. La

structure globale est toutefois similaire.
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Tableau 1 : Complexes des CRI et II contenant de la Chl « chez les cyanobactéries et les chloroplastes (Valeurs

consensus de différentes sources, d'apres Green & Durnford (1996).

Complexe Pigments/ Geéne | Polypeptide Masse
cofacteurs Apparente
(kDa
Photosysteme I~ Complexes de centre 75-100 Chl & psaA | PsaA ou PSI-A 58270
(CP1) 12-15 B-caroténes | psaB | PsaB ou PSI-B 58270
phylloquinone
Cluster 4Fe-4S
Photosysteme I ~ Centre réactionnel (CR) | 4-6 Chl a psbA | D1 ou PsbA dimere
2 phéophytines psbB | D2 ou PsbD d'environ
2 plastoquinones 60
1 Fe sans heme
1-2 B-caroténes
CP47 (CPa-1) 20-22 Chl a psbB | CP47 ou PsbB 47
2-4 B-caroténes
CP43 (Cpa-2) 20 Chl a psbC | CP43 ou PsbC 43
5 B-caroténes
CP43' (CPIV-4) isiA | CP43' ou IsiA 34
Autres

PsaA et PsaB ont une migration aberrante sur gel et leur masse moléculaire apparente est fausse. Les séquences

disponibles permettent de I’évaluer respectivement a 83 et 82 kDa.

Une série de cofacteurs est indispensable au fonctionnement du PSI: des chl (A), la

phylloquinone (A;) et des groupements fer-soufre (IF,, I et Fy ; Golbeck 1987, Setif 1992, Green
& Salter 1996, Malkin 1996, Nugent 1996, Scheller et al. 1997, Brettel 1997). Les cofacteurs du

PSI qui participent a la chaine de transfert d'électrons sont liés aux protéines PsaA, PsaB et PsaC

(Scheller et al. 1997; Chitnis et al. 1995). Le CRI contient aussi 8 autres polypeptides dont certains

contiennent des segments transmembranaires, mais aucune de ces protéines ne semblent lier de

pigments (Figure 12 ; Chitnis et al. 1995; Green & Salter 1996).
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Figure 12 : Mode¢le d'organisation des polypeptides et des cofacteurs du PSI chez les cyanobactéries. La position
exacte du PsaM par rapport aux autres sous-unités n'est pas connue. Les transporteurs d'électrons identifiés par
spectroscopie comprennent le donneur primaire d'électrons, P700 (une paire spéciale de Chl ), les accepteurs
primaires et secondaires d'électrons, Ao (Chl a) et A1 (phylloquinone) et 3 clusters Fer-Souftre, Fa, Fp et Fx (Chitnis et
al. 1995,Krauss et al. 1996).

Quelques picosecondes apres absorption de photons par un pigment antennaire, I’état
excité P700* cede un électron au puissant réducteur A, et passe a I’état P700". Cette séparation de
charge est stabilisée par le passage de ’électron de A, a A, et ce dernier passe cet électron aux
trois groupements fer-soufre successifs I, Iy et Fy. Ceux-ci vont enfin transférer I’électron a la
ferrédoxine liant 2 fer-soufre et associée a une autre flavoprotéine, la ferrédoxine-NADP
réductase (FNR ; 45 kDa) qui facilite le passage des électrons depuis la ferrédoxine jusqu’au
NADP". Le P700" récupere électron quil a cédé auprés de la plastocyanine, transporteur
d’électrons libres dans le lumen (Figure 12).

Le transfert d’électrons au sein des thylacoides a trois conséquences fondamentales qui
caractérisent la photosynthése oxygénique. Tout d’abord, le complexe Mn de la face luminale du
PSII est responsable de la photolyse de I'eau et provoque la formation d’oxygene. Ensuite, suite a
cette photolyse et l'oxydation de transporteurs tels que la plastoquinone, les réactions
photosynthétiques claires conduisent a Dacidification du lumen. Ce gradient de pH
électrochimique transthylacoidal va générer un flux de protons au travers des complexes ATP
synthases qui vont synthétiser de PATP dans le stroma ou le cytosol chez les procaryotes. Enfin,
le transfert d’électrons s’achéve par la formation d’un puissant réducteur, la NADPH. Celle-ci et
I’ATP vont étre utilisés dans les réactions photosynthétiques sombres afin d’incorporer une

molécule de CO, dans le ribulose 1, 5 biphosphate par action enzymatique de la Rubisco.
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2) Les antennes extrinséques aux membranes : les phycobilisomes

a) Structure des phycobilisomes

Certains groupes tels que les Rhodophyta et la plupart des cyanobactéries ne présentent
pas d’antennes photosynthétiques intrinséques associées au PSII, cette fonction étant assurée par
des macrostructures de taille considérable (de 7000 a 15000 kDa) visualisables en microscopie
électronique a transmission en coloration négative (Figure 13) : les PBS. Ces macrocomplexes
protéiques présentent un coeur sur lequel sont fixés des projections radiaires (ou bras). Les
structures connues de PBS présentent des variations avec des formes hémiellipsoides,

hémidiscoides ou en paquet. Le cceur peut étre bi, tri ou pentacylindrique.

6 nm CORE ROD 11 nm

Figure 13 : Photos en microscopie électronique de Psewdoanabaena sp. PCC 7409 (A) et zoom sur les espaces
interthylacoidaux (B & C), les fleches pointent des PBS, d’apres Bryant et al. (1979), PBS de Calbothrix sp. PCC 7601
visualisés en TEM, d’apres Sidler (1994 ; D). Représentation schématique de deux différentes structures de PBS. E
Modeéle d’organisation de PBS hémidiscoidal a cceur tricylindrique type Synechocystis sp. PCC 6714. F: Modele
d’organisation du PBS hémidiscoidal a cceur pentacylindrique d’Anabaena sp. Théoriquement, huit projections

radiaires peuvent étre fixées a ce type de PBS (Sidler, 1994).

Structure et propriétés des bras des phycobilisomes

Les PBS sont composés de complexes pigments-protéines nommés PBP dont Pexistence
est connue depuis trés longtemps (Esenbeck 18306, Kiitzing 1843) ; pour une revue historique
voir Tandeau de Marsac 2003). Elles arborent des couleurs trés vives et sont souvent tres
fluorescentes. Au début des années 1900, la cristallisation de certaines PBP permit de mettre en
évidence une certaine ressemblance avec les globines du fait qu’elles sont composées d’une partie
protéique et d’'une partie pigmentaire solidement fixée, similaire aux pigments biliaires animaux
(Kylin 1910, Kylin 1912 ; Lemberg 1928, 1930). I’étude des PBS commenca réellement dans les
années 60 : (Gantt & Conti 1965, 1966a, b) réaliserent une série d’expériences sur les algues
rouges qui leur permit d’isoler des « granules » associés aux thylacoides. Ces granules étaient

essentiellement composés de PBP. Quatre types d’apoprotéines correspondant aux PBP
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nommées phycocyanine (PC), phycoérythrine (PE ; d’eryzhros, rouge), phycoérythrocyanine (PEC)
et allophycocyanine (AP) sont connus a ce jour. Les apoPBP sont composées de deux peptides
principaux de 15-20 kDa appelés chalnes a et . Le plus petit état d’agrégation des PBP est un
hétérodimere (xf) pouvant s’agréger jusqua former des hexameres af, (Figure 14). Les
hexameres de PE et de PC ont une structure discoidale d’environ 120 angstréms de diameétre et
60 angstréms de hauteur, au centre de laquelle se situe un espace libre. Les hexameéres de PE et
PC sont capables de s’empiler les uns sur les autres pour former des cylindres creux: les
projections radiaires ou bras du PBS. Les états d’agrégation des PBP en solution dépendent du
protocole de purification (notamment le tampon utilisé) ainsi que de organisme source, mais les
états les plus stables sont les triméres et les hexameéres. Iz vitro, le passage de la forme trimere a
hexamere est pH-dépendante (O'Carra & Killilea 1971; Bennett & Bogorad 1971). La présence
d’anions chaotropes tels que le thiocyanate ou le perchlorate est nécessaire a 'obtention de
solutions stables de monomeres non dénaturés (MacColl et al. 1971a, MacColl et al. 1971b,

MacColl et al. 1980, Maccoll et al. 1981).

monomére dimére trimere hexameére
(élément constitutif de base) (forme torique)

Formes oligomériques stables

Figure 14 : Etats d’agrégation des PBP, de I’hétérodimere a ’hexamére, d’apres Sidler et al. (1994).

Quattiers clairs : sous-unité 0, quattiers foncés : sous-unité f.

Quatre chromophores isomeres (les phycobilines) présents dans les PBP ont été décrits chez les
cyanobactéries et les algues rouges : la phycocyanobiline (PCB), la phycoérythrobiline (PEB), la
phycobilivioline (PVB) et la phycourobiline (PUB; Figure 15). Les phycobilines sont des
groupements tetrapyrroles linéaires liés a Papoprotéine par des liaisons thioéthers, généralement
par le cycle A. Toutefois, certains chromophores peuvent étre aussi étre reliés par le cycle D. Les
bilines différent simplement entre elles par le nombre de doubles liaisons dans la molécule, mais

ces différences font qu'elles présentent des propriétés spectroscopiques nettement distinctes.
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---HN-Cys-CO--- ---HN-Cys-CO---
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Phycocyanobilin (Amax = 590-670 nm) Phycobiliviolin (Amax = 568 nm)

---HN-Cys-CO--- ---HN-Cys-CO---
| Ho: L  co | Ho.c  conH
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Phycoerythrobilin (Amax = 535-567 nm) Phycourobilin (Amax = 498 nm)

Figure 15: Formule chimique semi-développée et maxima d’absorption des phycobilines liées aux PBP, d’apres

Grossman et al.(2001).

Les classes de PBP se distinguent notamment par 'un de leurs chromophores dit
«accepteur terminal d’énergie » (voir le paragraphe ‘transfert orienté d’énergie’). Chez la PC, la
PEC et PAP, ce chromophore est toujours une PCB alors que chez la PE, c’est une molécule de
PEB. A des fins de classification, des lettres ont été attribuées aux PE et aux PC correspondant
initialement aux types d’organismes a partir desquels elles ont été initialement isolées : les R-PBP
étaient issues des Rhodophyta et les C-PBP des cyanobactéries. (Airth 1956) nommerent des PEs
provenant d’algues rouges primitives (les Bangiophyceae) B-PE car a Iépoque, elles présentaient
des propriétés spectroscopiques différentes des autres PEs connues chez les Rhodophyta. Les
fondements de cette nomenclature devenue obsoléte ont aujourd’hui été abandonnés, mais les
lettres préfixes sont encore souvent mentionnées. Elles se réferent aujourd’hui plutot a des types
spectraux qu’a Porigine taxonomique de 'organisme source. Par exemple, la PC est dite C-PC
lorsqu’elle ne lie que du PCB (Figure 16A) et R-PC quand elle lie au moins une molécule de PEB
(Figure 16B), ces deux types de PC étant rencontrées chez les cyanobactéries comme chez les
algues rouges. Notons que la PEC est une PBP proche de la PC, la différence étant la présence
d’une PVB. Un systeme de nomenclature plus rigoureux a été proposé par (MacColl 1998) mais

les dénominations proposées ne sont pas utilisées dans la littérature.

-32 -



Introduction : Picophytoplancton marin et photosynthése

= Absorption = = = Fluorescence

A

s

\

- 1
Ui‘ill o0 S50 4D w0 Sho S0 600 680 TRO VM 0
Wavelength (nm)
r W J Pl I sof F s '“’ ]
i.d] iy ! 3 d
1 | |
D I E h | [‘: |
I 1 | i I -
) T 5 : \ |7
i i ! i 495 | [ i
- I 4y l \ L
| ! ‘e T T 20k d 48
[ | # | 1o+ ' 1 l‘ z
i | J = | :
! | & = 1 w \ | E
| H Z I i 2 | |
wr § 3 . 3 fv 8
| : f i 5 I |
] 1 b @
R i C N
h 'L [ = [FS i1 - 4 I\ 5
= [§ 8] I \ :
sk 1 -| g AL i1 | &
! 1 | ' I \
j y | ‘I | \
| b | \
1 L] ] A ] \
{ | X | . H .
/ " L = ol L (s
Wb w0 o0 w6 ®e T 300 500 600 700

waAVEL[METH ()

WAVELENGTH (nm)

RELATIVE FLUBRESUEHEE [m——}

1 \
" 1
\
-
i
= 00 NS (=

Figure 16 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence de PBP cyanobactériennes : C-PC (A), R-PCII des
Symechococens marins (B), AP (C), et des C-PEs de Synechococens marins connues a ce jour. D et E: C-PEII et I de
Symechococens sp. WH7T803 respectivement ; E et F : C-PEI et II de Synechococens sp. WHB8020 respectivement, G et H :
C-PEI et II de Synechococens sp. WHS8103 respectivement, d’apres Ong & Glazer (1991).
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La C-PC est 'une des PBP les plus étudiées. Sa structure est bien connue et elle a servi de
modele pour extrapoler les modeéles structuraux des autres PBP. Elle possede trois sites de
fixation de chromophores, illustrés en figure 17. Les R-PC présentent des séquences tres proches
de la C-PC, mais elles portent au moins une molécule de PEB substituée a une PCB de la C-PC.
La R-PCI est rencontrée chez les Rhodophyta et la R-PCII chez certains Symechococcus marins
(Ong & Glazer 1987). Ces deux PC sont plus proches entre elles qu’elles ne le sont de la PEC (de
Lorimier et al. 1993). Par ailleurs, une PC tout a fait particuliere a été décrite par Swanson et al.
(1991) chez Crocosphaera watsonnii (WHB8501). Elle a la particularité de posséder une molécule de
PUB sur la sous-unité « et deux PCB sur la sous-unité 3. Notons que toutes ces PC ont conservé

le chromophore accepteur PCB situé en 3-84.

PC A
a 24 162
PCB
gre ¢ B
84 155 172

C-PC : A=B=PCB

PEC : A=PVB B=PCB
R-PCl : A=PCB, B=PEB
R-PCIl : A=B=PEB
R-PCIIl : A=B=PEB
R-PCIV: A=PUB

Figure 17 : Distribution des chromophores chez différents types de sous-unité de PC, d’apres Sidler et al.

(1994). A et B sont subsituants variables selon le type de PC.

Parce que leurs séquences sont proches, il est admis que la structure et le fonctionnement
des PE sont similaires a ceux de la C-PC. Toutefois, les PE portent plus de chromophores, et
dans des proportions trés variées. Les PE d’algues rouges sont les R- et B-PE. Elles lient 5
chromophores, dont une majorité de PEB (Tableau 2) qui conférent a ces organismes une
couleur rougeitre. Les R-PE portent des PUB qui leur permettent d’absorber dans le bleu (vers

500 nm ; Figure 18).
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Figure 18 : Spectres d’absorption relative caractéristique de la R-et de la B-PE d’algues rouges.

Les C-PE sont des PBP portant 5 a 6 chromophotres (PEB et/ou PUB). Chez les
cyanobactéries d’eau douce, ces PE ne portent que des molécules de PEB, comme par exemple
chez Calothrix sp. PCC 7601 (=Fremyella diplosiphon ; Tableau 2), Nostoc sp. et Synechocystis sp PCC
6701. Beaucoup de cyanobactéries marines du gente Synechococens présentent deux types de C-PE,
dites PEI et PEII (Ong et al. 1984, Ong & Glazer, 1991). Ces PE different dans leur séquence en
acides aminés et peuvent porter jusqu’a six chromophores, le chromophore supplémentaire étant
lié en a-75. La PEI porte uniquement (WH7803 et WH8020) ou majoritairement (WH8103) de la
PEB, alors que la PEII porte toujours une quantité relative de PEB inférieure a celle de PUB
(Figure 16 ; Ong & Glazer 1991). Chez Crocosphaera watsonnii, 'ane des PE porte 5 PUB pour une
seule PEB (Swanson et al. 1991). De par la PC et la PE qu’elle possede, cette cyanobactérie
marine présente une forte absorption dans la région bleu-vert du spectre lumineux. La grande
variété de pigmentation existant parmi les PE fait que seule la PEB placée en 3-82 est invariable
(Tableau 2). A ce jour, aucune PBP cyanobactérienne ne porte plus de deux bilines différentes,

mais ce n’est en revanche pas le cas chez certaines PBP de Cryptophyceae (Sidler 1994).

Tableau 2 : Distribution des chromophores sur les PE de cyanobactéries et d’algues rouges (Sidler, 1994).

Strain Chromophore binding Sites
o-75 o-83 o-140 B-50/61 p-82 B-159

Calothrix sp. PCC 7601 PE (I) PEB PEB PEB PEB PEB
Synechococcus sp. WH 8020 PE(I) PEB PEB PEB PEB PEB
Synechococcus sp. WH 8020 PE(II) PUB PEB PEB PUB PEB PEB
Synechococcus sp.WH 8103 PE(I) PEB PUB PUB PEB PEB
Synechococcus sp.WH 8103 PE(II) PUB PUB PUB PUB PEB PEB
Synechocystis sp.WH 8501 PE(I) PUB PUB PUB PEB PUB
Porphyridium cruentum b-PE, PE (I) PEB PEB PEB PEB PEB
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Au sein d’'un hétérodimere o3, chacun des chromophores interagit avec un résidu aspartyl
de fagon analogue a l'interaction covalente avec le résidu cystéinyl de la liaison thioéther. Ce type
d’interaction a une conséquence sur les propriétés optiques des phycobilines et donc leur role
dans Tabsorption et le transfert d’énergie. Ainsi, les phycobilines sont maintenues en
conformation ouverte au sein des PBP, alors que la conformation plus «naturelle» des
phycobilines libres en solution est cyclique. Cette derni¢re conformation est caractérisée par une
absorption importante dans les UV et moindre dans le visible. En conformation ouverte, c’est
Iabsorption dans le visible qui est prépondérante (Scheer et al. 1977). Les bilines libres (ou
associées a des apoprotéines dénaturées) fluorescent trés peu et ceci indique que Iénergie
d’excitation est rapidement perdue au travers de processus de relaxation qui sont non radiatifs
(notamment des rotations autour des doubles liaisons et des photoisomérisations). Au sein des
PBP, ces processus sont inhibés par 'environnement stable et rigide dans lequel les bilines sont
maintenues. C’est pourquoi les PBP natives possédent des rendements de fluorescence tres

élevés.

Les polypeptides de liaison

En 1974, Gantt & Lipschultz (1974) proposerent que les PBS de Talgue rouge
unicellulaire Porphyridinm cruentum seraient composés de 84% de B-PE, 11% de PC et 5% d’AP.
Mais, en 1977, Tandeau de Marsac & Cohen-Bazire montrérent chez des cyanobactéries d’eau
douce que les PBS sont en fait composés de 85% de PBP ainsi que 15 % d’autres protéines non
pigmentées (Tandeau de Marsac & Cohen-bazire 1977). Ces dernicres protéines, de masse
moléculaire variable (Figure 19), se sont avérés étre des polypeptides de liaison dits « linkers »
insérés au centre des hexameéres de PBP et maintenant ainsi la structure du PBS. Le plus grand
linker est le linker cceur-membrane (L) qui présente souvent une centaine de kDa. La plupart
des autres linkers ont une masse oscillant entre environ 30 et 40 kDa a ’exception des linkers dits

« Le» de tres petite taille.
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Figure 19 : Gauche : SDS-PAGE (15% acrylamide) de PBS de Synechococcus sp. PCC 7002 (1),Anabaena sp. PCC
7120 (2), Mastigocladus laminosns (3 ; Marqueurs de taille (4), d’apres Sidler (1994). Droite : Représentation
schématique du PBS de Symechocystis sp. PCC 6701 d’apres Glazer (1989). Un bras est composé des complexes
hexameriques de PBP liés par un linker spécifique. Les sous-unités sont désignées par leur lettre grecque (x ou f)
avec en exposant la PBP qu’elles constituent (PE, PEC, PC ou AP). Les linkers sont notés L avec en exposant leur
masse moléculaire en kDa et en indice leur localisation (R pour bras, RC pour la jonction cceur-bras, CM pour la

jonction cceur membrane et C pour coeur).

Les cyanobactéries marines et les Rhodophyta ont la particularité de posséder des
polypeptides de liaison pigmentés associés a la PE (Apt et al. 2001, Wilbanks & Glazer 1993b).
Par exemple, chez Rhodella spp., les trimeres de PE peuvent étre isolés sous forme (af);y ou la
sous-unité y est un linker liant de la PUB. Chez la cyanobactérie marine Synechococens sp. WH8020,
Wilbank & Glazer (1993) ont caractérisé un linker associé¢ a la PEII nommé MpeC (Figure 20). 11
présente des propriétés classiques de linker avec une masse moléculaire d’environ 32 kDa et un
pl de 8,9. En revanche, ce linker a la particularité de porter une molécule de PUB, probablement

en position 49, 'autre cystéine étant non substituée.
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Figure 20 : Interaction du linker MpeC avec les hexameres distaux de PEII chez Synechococcus sp. WHB8020, reproduit
d’apres Wilbanks & Glazer (1993). A : shématisation en vue lattérale de deux hexameres de PEII, B : vue du dessus,

les triangles symbolisent les chromophores PEB accepteurs.

Le réle exact de la PUB fixée au linker dans le transfert d’énergie n’a jamais été démontré.
11 est probable que ces linkers pigmentés ont été modifiés au cours de 'évolution, afin de pouvoir
absorber la lumiére bleu-vert et la transmettre 2 un chromophore accepteur terminal PEB -84
mais d’autres mécanismes plus subtils pourraient étre proposés. La présence de ce chromophore

représente un trait d’adaptation remarquable aux conditions environnementales.

Le caur du PBS

Plusieurs types de protéines composent le cceur des PBS. En plus des chaines classiques
d’AP (™ et B*"), on trouve aussi d’autres peptides aux caractéristiques de PBP ("™ et B'*?), de
linkers (L), ou présentant des caractéristiques combinées (L. Les coeurs de PBS tricylindriques
présentent deux cylindres basaux adjacents a la membrane thylacoidale. Le troisieme cylindre est
composé de quatre trimeres d’AP (abs 650 nm) et transmet I'énergie lumineuse collectée par les
bras aux composants des cylindres basaux (MacColl 1998). Ces derniers présentent tous deux une

structure pseudo-trimérique plus complexe dont la composition est explicitée en figure 21.
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Figure 21: Représentation schématique d’un coeur de PBS tricylindrique type Synechocystis sp. PCC 6701. Les sous-
unités sont désignées par une lettre grecque avec en exposant le type de chaine. Les linkers sont notés L avec en
exposant leur masse moléculaire en kDa et en indice leur localisation d’apres Sidler (1994 ; C pour le cceur, CM pour

la jonction coeur-membrane).

En 1975, Glazer & Bryant (1975) ont isolé un complexe d’AP contenant la chaine o*™ et

noterent que ses propriétés optiques concordent avec un role d’accepteur terminal ou un role de
pontage entre les formes moins énergétiques d’AP et 'accepteur final d’énergie du PBS. La sous-
unité B est une protéine qui présente des caractéristiques de type PBP et porte une molécule de
PCB. Le linker L., d’'une dizaine de kDa, stabilise la structure du cceur et induit un changement
des propriétés spectroscopiques de AP (Betz et al. 1993). Chez la cyanobactérie thermophile
Mastigocladus laminosus, Fuglistaller et al. (1987) ont isolé différents complexes d’AP contenant ou
non un linker et ont ainsi pu observer l'influence du linker L.’ sur les propriétés optiques des
trimeres d’AP. IlIs ont mis en évidence que ce linker induit un déplacement du maximum
d’absorption de la sous-unité B*" vers les grandes longueurs d’onde et diminue sa fluorescence.
Les mutants dépourvus de ce linker présentent des PBS plus susceptibles a la chaleur (Maxson et
al. 1989). La cristallisation du complexe d’AP-L."* a permis d’analyser sa structure a 2.2
angstroms (Reuter et al. 1999). Ce travail est le seul montrant ’association d’un polypeptide de
liaison avec des sous-unités de PBP.

Le polypeptide de liaison L aussi appelé polypeptide de liaison «ancre », jouerait
plusieurs roles cruciaux : la stabilisation de la structure du cceur, une modification des propriétés
spectroscopiques des sous-unités de PBP associées, la jonction entre le cceur et la membrane
thylacoidale, ainsi que le transfert d’énergie aux thylacoides. La L est une grosse protéine dont
la masse est comprise entre 75 et 128 kDa selon les organismes et sa séquence contient une
boucle qui pourrait servir a la fixation du PBS sur la membrane. Possédant une partie PBP
homologue a I'AP et liant une molécule de PCB, la L, est aussi essentielle au transfert de
Iénergie aux PS. Le maximum d’absorption de ce chromophore est lointain par rapport aux

PB

autres PCB du cceur (680 nm) et de fait, il est tout comme "™ un candidat possible pour la

fonction d’accepteur terminal du PBS.
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Figure 22 : Haut : Structure du polypeptide de liaison Lev chez plusieurs souches de cyanobactéries d’eau douce, les
chiffres indiquent la numérotation des résidus aminoacides. Loop : boucle; Rep: régions répétées de type
polypeptide de liaison séparées par des régions Arm (bras). Bas : architecture des cceurs de PBS chez les mémes

souches, d’apres Sidler. (1994).

Chaque PBS contient deux molécules de L, dont la séquence présente souvent trois
domaines polypeptide de liaison conservés, soit 6 domaines au total, ce qui correspond au
nombre d’hexameres d’AP présents dans un ceeur tricylindrique tel que celui de Synechococcus sp.
PCC 7002 (Figure 22). Les L, étudiées jusqu'a aujourd’hui peuvent présenter de deux a quatre
domaines polypeptide de liaison et ce nombre est corrélé au nombre de bras associés au ceeur
(Glauser et al. 1992, Grossman et al. 1993). 1l est trés probable que chaque domaine polypeptide
de liaison des deux Ly, lie chacun un hexamere d’AP stabilisant ainsi la structure entiére du cceur
du PBS. Des études impliquant des mutants dépourvus de L, fonctionnelle ont montré qu’il est
impossible d’associer les PBS dans ces conditions, et les PBP s’accumulent alors librement dans
les cellules (Bryant 1986, Bryant et al. 1991). Par ailleurs, comme pour la plupart des polypeptide
de liaisons, il a été montré chez Mastigocladus laminosus qu’une partie de la Ly (une vingtaine de
kDa de la région C-terminale) modifie les propriétés spectrales des trimeres d’AP (Gottschalk et

al. 1994).
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Figure 23: Représentation schématique avec arrangement putatif des linkers (A) et photo en microscopie

électronique (B ; vue faciale) du cceur de PBS pentacylindrique d’Anabaena sp. PCC 7120 d’apres Ducret et al. (1998).

Le cceur tricylindrique a six projections radiaires est la structure la plus fréquemment
rencontrée chez les PBS de cyanobactéries. Toutefois, des cyanobactéries telles qu’Anabaena sp.
PCC 7120, Anabaena variabilis et Mastigocladus laminosus possédent un PBS a cceur pentacylindrique
(Ducret et al. 1998, Bryant et al. 1991) ; Figure 23). Dans ce type de coeur, les trois cylindres
centraux ont la méme composition quun cceur tricylindrique et les deux autres demi-cylindres
sont composés de triméres d’AP («B);L.” et («B);. La Ly de ces organismes présente une masse
moléculaire de 120 kDa (Isono & Katoh 1987, Glauser et al. 1992) et contient 4 domaines
homologues aux polypeptide de liaisons dont un pourrait interagir avec les hexameres d’AP
supplémentaires. Aprés clivage d’une petite partie de la Ly, il est dailleurs possible de
reconstituer un cceur tricylindrique. De plus, Anabaena et Mastigocladus contiennent quatre
polypeptide de liaisons Ly codés par les geénes ¢peG7-4, qui assurent la jonction entre les
hexameres de PAP du cceur et les hexameres proximaux de PC des bras. Chez Mastigocladus
laminosus et Anabaena sp. PCC 7120, au moins trois des produits des génes ¢p¢G sont présents
dans le PBS. Il a été montré chez cette derniére souche que les genes de ces polypeptide de
liaisons sont compris dans un grand opéron ¢peBACDEFGIG2G3G4 (Bryant et al. 1991)
contenant aussi des geénes de lyases. En microscopie électronique, ce type de PBS apparait en
effet structuralement différent du « classique » PBS a cceur tricylindrique (Ducret et al., 1998), et

un modecle de structure comprenant un cceur pentacylindrique avec huit projections périphériques
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a été proposé. Dans ce modele, les deux Ly, lient les hexameéres d’AP du cceur et les deux

hexameres supplémentaires.

b) Biosynthése des phycobiliprotéines

La formation des groupements tetrapyrroliques tels que les hemes, les Chl et les bilines
est initiée avec la synthése de I'acide 8-aminolevulinique a partir de dérivés du glutamate (Figure
24). Chez lalgue rouge Cyanidinm caldarinum, des études in vivo ont montré que le protoheme et la
biliverdine IX peuvent servir de précurseurs a la biosynthese de la PCB (Brown et al. 1981, Beale
& Cornejo 1984, Brown et al. 1984). Les étude 7 vitro ont montré que des extraits de cette algue
rouge présentent une activité capable de convertir I’heme en biliverdine IX et cette derniére en
PVB (Beale & Cornejo 1991b, a, c; Schluchter & Glazer 1997), ceci en présence de NADPH, de
ferrédoxine, de FNR et soit d’une activité héme oxygénase, soit d’une enzyme de synthese de
phycobiline (Cornejo & Beale 1988). Ia synthese des bilines et des apoprotéines auxquelles elles
sont associ¢es dans le PBS est synchronisée (Alvey et al. 2003). Une partie de ces résultats a été

retrouvée chez les cyanobactéries (Cornejo 1997).

Glutamyl-ARNt

Glutamate semi aldéhyde

l

Acide aminolevulinique

l

Uroporphyrinogeéne Ill

|

Protoporphyrine IX _ Mg » Chl
+Fe bactériochl

 ccccoo- » Catalases
Héme Héeme Cytochromes

oxygénase

Biliverdine

Dihydrobiliverdine

l

Phycobilines

Figure 24 : Schéma simplifié de la biosynthéese des phycobilines. Les réactions de formation de I’heme sont

communes pour les chl et les phycobilines jusqu’a I'étape Protoporphyrine IX.

Les bilines peuvent étre liées aux apoprotéines par des enzymes dénommées lyases.

Certaines enzymes peuvent remplir une double fonction, liant puis isomérisant une biline en une
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autre. Ces enzymes semblent spécifiques d’un site de chromophorylation de I'apoprotéine et/ou
du chromophore qu’elle lie. La fixation d’un chromophore en «"-84 est catalysée par des lyases
dimériques (Fairchild et al. 1991, Fairchild et al. 1992), codées par les geénes ¢pcl2 et ¢pel. Le
complexe CpcEF  présente une cinétique classique de type Michaelis-Menten avec la sous-unité
¢’ mais n’a aucune action sur la sous-unité B (Fairchild & Glazer 1994). Cet enzyme est
capable de catalyser I'addition de PCB (C-PC) ou de PEB (R-PC), mais présente plus d’affinité
pour la PCB.

Chez Fremyella diplosiphon (= Calothrixc sp. PCC 7601 = Tohpothrix sp. PCC 7601), le
tandem de genes ¢peY'Z se situe en aval de opéron codant pour les sous-unités o et § de la PE et
présentent une forte homologie avec les genes ¢peYZ de Synechococcus sp. WHB8020 impliqués dans
la synthese de la PE, ainsi qu’avec ¢cEF. Des expériences de complémentation de mutants
suggerent que les produits de ¢peYZ pourraient étre une lyase catalysant la fixation dune PEB sur
la PE (Kahn et al. 1997).

La lyase/isomérase dimérique codée par les génes pecE et pec” catalysant la fixation et
Iisomérisation de la PCB en PVB (en PEC-84 chez Mastigocladus laminosus) a été tres étudiée
(Jung et al. 1995, Storf et al. 2001, Zhao et al. 2000, Zhao et al. 2002). Les études in vitro ont
montré que cette réaction est séquentielle et nécessite notamment la présence de cations divalents
tels que Mg™" ou Mn*" (Zhao et al. 2002). Ces auteurs ont montré que PecE est responsable de la
fixation de la PCB et PecF de son isomérisation en PVB. La cinétique de cette PCB
lyase/isomérase est relativement lente et similaire a celle d’une simple PCB-lyase (Fairchild &
Glazer, 1994).

Chez les PE d’algues rouges et de cyanobactéries marines, peu de choses sont connues a
ce jour, mais il est probable qu'une ou plusieurs enzymes soient capables de fixer la PEB a
différents sites des PE et de les isomériser en PUB selon une réaction similaire a la PCB

lyase/isomérase.

c) Le transfert orienté d’énergie au sein du phycobilisome

Les niveaux d’énergie des phycobilines dans une PBP ne sont pas équivalents. Alors que
toutes les phycobilines d’'une PBP donnée absorbent de I’énergie d’excitation, la fluorescence de
la protéine est due aux chromophores qui absorbent le plus loin. Les analyses de polarisation de
fluorescence ont ainsi montré que les PE et PC contiennent deux types de chromophores, le type
sensible « s» et le type fluorescent « f» (Sidler 1994). Les phycobilines qui absorbent I’énergie
d’excitation pour la transférer sont appelées « donneurs » et constituent le type s alors que les

bilines qui recoivent I’énergie et fluorescent son appelées « accepteur » et constituent le type f.
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Dans ce contexte, c’est la C-PC qui a été la mieux étudiée et la conformation des PE étant tres
similaire, on pense qu’elles fonctionnent de la méme facon.

Dans la C-PC, les bilines -84 et -155 sont des donneurs et B-84, conservée chez tous
les types de PC est un accepteur (Schirmer et al. 1986). Chez les PE, le chromophore accepteur
terminal est la PEB placée en B-82, conservée dans tous les types de PE. L’accepteur est un
chromophore qui est en relation avec l'orifice central des trimeres de PBP alors que les donneurs
sont situés a la périphérie des disques (Figure 25). Les PE présentent plus de chromophores s a la
périphérie des disques que les PC, et dans le cas des PE de cyanobactéries marines, la PUB est

ainsi toujours un chromophore donneur.

Monomer Trimer
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Figure 25 : Schéma d’arrangement des chromophores fet s au sein d’un trimere de C-PC (Mimuro 1986b, a). Les
PCBs 8-155 et a-84 sont des chromophores s et 3 -84 est le chromophore f

Les nombreux travaux d’A.N. Glazer et collaborateurs suggerent que les chromophores s
des deux sous-unités transférent DPénergie au chromophore f accepteur terminal. Les
chromophores accepteurs sont arrangés verticalement dans le cylindre central des bras et assurent
un transfert d’énergie trés rapide d’hexameéres en hexameres vers le cceur du PBS et, iz fine, a la
chl des PS. L’ordre d’agencement des PBP, PE (abs 495/545-560 nm), PC (abs 620 nm) et AP
(650 nm), correspond de fait a un ordre croissant d’énergie de transition, avec la PE placée a la
périphérie et AP au centre du PBS (Figure 26). A titre d’exemple, chez Symechocystis sp. PCC
6701, chacun des 12 hexameéres de PE du PBS porte 30 PEB et les 12 hexameres de PC, 18 PCB,
soit un total de 576 chromophores dans les bras du PBS. En se basant sur les temps de transfert
d’énergie des chromophores donneurs aux accepteurs, le temps de vie moyen de la fluorescence
d’une PBP et le temps de transfert d’'un hexamere a un autre, Glazer (1989) arrive a la conclusion

que lefficacité de transfert d’un tel systeme est supérieure a 95%.
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Figure 26 : Illustration du transfert orienté d’énergie au sein d’un PBS a PE, de lextrémité des bras vers les PS,

modifié d’aprés Sidler (1994).

Notons que le cas des PBS de cyanobactéries marines et de Rhodophyta, qui présentent
des polypeptides de liaisons de PE chromophorylés, est intéressant. Ces polypeptides de liaisons
lient de la PUB qui, dans les sous-unités de PBP, est un chromophore donneur. Toutefois, ces
polypeptides de liaisons se trouvent a l'intérieur des disques de PBP et une position périphérique
du chromophore est de fait difficilement envisageable. L.a facon dont fonctionnent ces
chromophores PUB fixés aux polypeptides de liaisons reste aujourd’hui mal comprise.

Au regard des propriétés spectroscopiques tres différentes de la PE et de la PC, il est aisé
de comprendre que le transfert d’énergie est orienté de la PE vers la PC. Mais comment peut-on
expliquer un tel transfert orienté entre disques de PC (ou de PE) contenant des sous-unités a et 3
identiques ? Comme indiqué plus haut, chaque disque contient un polypeptide de liaison
spécifique. Ce sont les interactions du polypeptide de liaison avec le chromophore accepteur d’un
disque donné, modifiant les propriétés spectroscopiques du chromophore f, qui vont conférer les
propriétés de transfert orienté de I’énergie (Yu et al. 1981, Wendler 1986). Par exemple, dans le
cas du PBS de Synechocystis PCC 6701 (Figure 19), I'absorption et I’émission de fluorescence du
complexe ("B Ly." sont plus lointaines que celles du complexe ("B Ly’ (pour revue voir
Glazer 1989 et Sidler 1994). Ainsi le transfert se fait bien de I’hexamere distal a ’hexameére
proximal dans un assemblage de disques d’'une PBP donnée.

Iorganisation et le fonctionnement du cceur sont moins bien compris mais semble obéir
aux mémes lois de transfert orienté d’énergie. Les propriétés d’émission de fluorescence des PC
(@B’ et ses homologues dans le cas des cyanobactéries d’eau douce) et celles
d’absorption de AP assurent a cette dernicre un role d’accepteur d’énergie efficace. Les cylindres
d’un cceur tricylindrique contiennent deux copies de chacun des complexes accepteurs terminaux
aux propriétés spectroscopiques similaires : (&, "o, B, )L et (" B*),8"% L. Chaque Ly, et

o**® possedent un groupement PCB qui confére au complexe qui les porte une absorption et une

émission de fluorescence maximales a 670 et 680 nm, respectivement. Les complexes

(@B pourraient faire le lien entre les complexes AP de faible énergie et le complexe
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(""o™),B" Ly Des mutants de Symechocystis sp. PCC 6803 déficients en sous-unités B'*° et o™

ont été construits, et le phénotype observé était essentiellement une diminution du transfert
d’énergie aux PS, mais celui-ci n’est pas interrompu (Mullineaux 1994). Le chromophore de la
Ley est probablement I'accepteur terminal du PBS, et son émission correspond d’ailleurs a

I'absorption du CRII, connu pour étre le principal accepteur de I’énergie collectée par le PBS.

d) Principaux modéles structuraux de phycobilisomes

La synthese des travaux de spectroscopie, biochimie, immunologie, cristallographie et de
biologie moléculaire a conduit a ’établissement de modeles structuraux de PBS chez quelques
cyanobactéries d’eau douce.

Les souches de Synechococcns spp. PCC 6301 et PCC 7942 possédent un PBS relativement
simple: un cceur bicylindrique sur lequel s’articule six projections radiaires uniquement
composées de C-PC (Figure 27 droite). Ce type de PBS semi-discoide, présent chez beaucoup de
cyanobactéries d’eau douce, a une masse relativement faible de 7,000 kDa (Glazer et al. 1983).
Chacun des deux cylindres du cceur est composé de deux hexameres et possede les quatre types
de sous-unités d’AP ainsi que les polypeptides de liaisons L et L.. Quatre types de polypeptides
de liaisons sont associés aux projections radiaires. Ly."" assure la jonction des bras au cceur.
L’extension des projections est possible par addition des polypeptides de liaisons 33, 30 et 9 et
des hexameres de C-PC. Trois disques de PC sont classiquement présents dans les bras de ces
PBS.

La structure des bras du PBS de Mastigocladus lanzinosus a aussi été étudiée en détail (Reuter
1993). Cette cyanobactérie contient de la PEC a extrémité des projections radiaires et une PC de
type C-PC. Dans une série d’articles, ces auteurs ont analysé les propriétés des PBP et des
polypeptides de liaisons et ont reconstitué la structure des bras du PBS de Mastigocladus laminosus
(Figure 27 gauche). Cinqg polypeptides de liaisons de PC et deux polypeptides de liaisons de PEC
ont été mis en évidence sur gel (Reuter & Nickel-Reuter, 1992) et leur localisation déterminée
notamment par analyse de complexes issus de la dissociation ménagée du PBS. Le cceur contient

PC29.5

deux polypeptides de liaisons cceur-bras L et Ly." Les polypeptides de liaisons 1" et

L"** coordonnent la jonction entre les premiers complexes de PC, et deux polypeptides de

liaisons de faible poids moléculaire L;"'" et L;""**

permettent I'association des complexes
suivants de PC et PEC. Enfin, le dernier disque de PEC est lié par un petit polypeptide de liaison

:LRPEC45
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Figure 27 : Gauche : Mode¢le structural d’un bras de PBS de Mastigocladus laminosus. Les polypeptides de liaisons sont
représentés en noir, les complexes AP en bleu foncé, PC, bleu clair et PEC violets. Les linkers sont dénommés selon
leur masse moléculaire et leur position, d’apres Reuter (1993) Droite : modele structural du PBS de Synechococcus sp.
PCC 6301 avec la description compléte des complexes présents. Le polypeptide qui pourrait ancrer le PBS aux
thylacoides est représenté par un ovale noir, les carrés hachurés représentent les CR et chl associées. Les sous-unités
sont désignées par leur lettre grecque (« ou B) avec en exposant la PBP qu’elles constituent (PE, PEC, PC ou AP).
Les linkers sont notés L avec en exposant leur masse moléculaire en kDa et la PBP avec laquelle ils interagissent (PE,
PC PEC ou AP), et en indice leur localisation (R pour bras, RC pour la jonction ceeur bras et CM pour la jonction

cceur membrane), d’apres Grossman et al. (1993).

e) Nature, organisation et évolution des génes de phycobiliprotéines
Nature et organisation des génes de PBP

Durant les vingt derniéres années, un grand nombre de séquences de genes impliqués
dans la structure et la régulation générale des PBS a été déterminé, par séquencage de génes, de
régions génomiques et plus récemment de génomes entiers. Cette masse d’informations a
beaucoup apporté a nos connaissances sur la nature et organisation des genes impliqués dans la
structure et la biosynthése des PBP, des linkers et des phycobilines et sur évolution des PBS en
général. Chez les cyanobactéries, ces genes sont souvent regroupés au sein de régions plus ou
moins spécialisées (clusters). Ce phénomene fut tout d’abord remarqué chez Fremyella diplosiphon
chez qui les génes d’AP et de PC sont regroupés en un vaste fragment génomique (Figure 28).
Une nomenclature relativement claire a émergé afin de désigner communément des génes
homologues d’organismes distincts. Ainsi, les génes impliqués dans la synthése de AP, la C-PC
et les R-PC sont désignés ape, ¢pe et rpe, respectivement. Les genes relatifs a la PEC sont nommés
pec. Enfin, les génes cyanobactériens de PE sont désignés e ou mpe, selon qu’ils codent pour des
protéines de PEI ou de PEII, respectivement. Ces genes sont suivis de lettres désignant le
peptide pour lequel ils codent. Par exemple, aped code pour la sous-unité o d'une AP et mpeB

pour la sous-unité § d’une PEIL Les lettres autres que A et B référent la plupart du temps a des
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linkers ou des sous-unités de lyases de phycobiline.

Les genes apeAB et les autres génes codant pour les composants du cceur sont exprimés
de facon constitutive. Les génes des deux sous-unités o et § de toutes les PBP sont toujours
disposés en tandem et cotranscrits. Les linkers sont souvent contigus aux sous-unités de PBP
auxquelles ils sont inféodés, et souvent cotranscrits. Les génes apeC codant pour le petit linker L.
et apcls codant pour la Ly se trouvent a proximité des genes apeAB chez la plupart des
oxyphotobactéries a PBS étudiées a ce jour. Chez Synechocystis sp. PCC 6803, Symechococcus sp. PCC
7002 et Thermosynechococcus elongatus BP-1, on observe toutefois un operon apeABC et apcE se
trouve seul dans une région séparée. Les patterns d’accumulation des transcrits de ces geénes
peuvent étre trés variables selon les organismes, et méme au sein d’un organisme donné. Par
exemple, chez Fremyella diplosiphon, plusieurs types de transcrits ont été détectés : apeAB (1.4 kb),
apeABC (1.8 kb), apeC (0.4 kb), apcE (3.2 kb) et 'opéron entier apeEABC (6 kb, Grossman et al.
2001). Le gene de la sous-unité APB, apeD, est généralement totalement isolé des autres genes du

cceur. Toutefois, chez Gloeobacter, il est proche de opéron codant les polypeptides des bras du

PBS.
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Figure 28 : Régions génomiques des génes et clusters de genes codant pour les composants des PBS de Fremyella
diplosiphon (A), Synechococcus spp. PCC 6301 (B) et PCC 7002, et Anabaena sp. PCC 7120, d’apres Grossman et al.
(1993). L’espacement entre les clusters apeEATBIC et ¢peB2A2H2I2D2 de Fremyella diplosiphon est de 4 kbp.
Lépaisseur des fleches est une indication de 'abondance du transcrit en question. Chez Fremyella diplosiphon,
Pinduction de ces génes dépend de P'environnement lumineux (voir adaptation chromatique a la fin de lintro).
Fleches en points: lumiere rouge, fleches en pointillés : lumiére verte, fleches pleines : transcrit constitutif, d’apres

Grossman et al. (2001).

Chez Synechococcns sp. PCC 7002 et Anabaena sp. PCC 7120, les geénes codant pour les
linkers sont placés en aval des genes ¢pcBA. Ces derniers sont ainsi immédiatement suivis par les
geénes de linker gpeC (1) et ¢peD (L") présents dans les bras uniquement constitués de PC de ces
deux souches. Chez Synechococcus sp. PCC 7002, la mutation du géne du linker 33 conduit a la
formation de bras a un seul disque alors que le type sauvage en présente deux (de Lorimier et al.
1990a, de Lorimier et al. 1990b). On observe aussi la présence des genes ¢peEE et ¢pel” codant pour
la lyase dimérique impliquée dans la fixation de la molécule de PCB positionnée en «-84.

Synechococens spp. PCC 6301 et PCC 7942 qui possedent aussi des bras de PBS a C-PC, ont chacun
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deux sets de genes ¢peBA séparées par 2,5 kb (Figure 28B). Toutefois, ces génes codent tous pour
des sous-unités o et B de PC identiques. Chez des organismes capables d’adapter
chromatiquement, on peut trouver deux a trois exemplaires du tandem de geénes de PC qui sont
régulés selon les conditions environnementales telles que la qualité de la lumicre (voir le
paragraphe sur 'adaptation chromatique) ou la disponibilité en nutriments. Par exemple, les genes
¢peB3A3 de Fremyella diplosiphon codent pour une PC trés pauvre en résidus soufrés et sont
exprimés en condition de carence en soufre (Mazel & Marliere 1989). Les genes de Fremyella
diplosiphon sont aussi tres regroupés (Conley et al. 1986, Lomax et al. 1987).

Chez Mastigocladus laminosus, les genes codant pour les sous-unités de la PEC et de la PC
se trouvent au sein d’'un méme opéron. Comme chez la plupart des autres cyanobactéries, on

trouve juste en aval un gene de linker et les genes pecE et pecli codant pour la lyase/isomérase

(Figure 29).

Génes pec & cpc
cpeD

—I pecB |—| pecA |—| pecC |—| pecE HpecF |—| cpcB H cpcA |—| cpcC " I—
—| cpcE H cpcF H cpeGl H cpcG2 H cpcG3 l—

Génes apc

apcC

—| apcE |—| apcA H apcB l—D—

Figure 29 : Régions génomiques du PBS de Mastigocladus laminosus. D’apres Sidler (1994).

Chez les cyanobactéries marines, on trouve souvent une PC portant une ou deux PEB
(voire une PUB, Swanson et al. 1991). Ainsi, les Symechococcus marins telles que les souches
WH7803, WH8103 et WHB8020, possédent une R-PCII portant deux PEB (et un chromophore
PCB accepteur) dont les sous-unités sont codées par les genes rpeBA. Chez les cyanobactéries
océaniques, la majeure partie des PBP sont des PE, souvent de deux classes différentes (PEI et

PEII) codées par les genes gpe et mpe respectivement.
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Figure 30 : Région génomique partielle des genes relatifs au PBS de Synechococcus sp. WHB8020, d’apres Wilbanks &
Glazer (1993).

Chez la cyanobactérie marine Synechococcus sp. WH8020, les génes codants pour les sous-
unités principales de la PC et des PE sont regroupés dans une région de 15 kDa (Figure 30 ;
Wilbanks & Glazer, 1993). Ce type de cyanobactéries possédent des bras de PBS complexes et
montre un bon exemple de regroupement des genes relatifs a la structure et la biosynthése des
PBS. A la suite ce tandem 7peBA se trouve un gene a fonction inconnue (07/796) puis deux geénes
présentant une forte homologie avec les sous-unités de lyase de PC, et ainsi nommés 7pcEE et 7pel.
Les geénes codant pour les sous-unités de la PEII (mpeBA) sont suivis par celui du linker
chromophorylé MpeC et sont tres probablement co-transcrits. En ce qui concerne les génes PEI,
On remarque la présence d’une série de génes impliqués dans la biosynthese des phycobilines tels
que mpeUL”, peZY (PEI), pebAB (transformation de la biliverdine en PEB ; Alvey et al, 2003) et
de genes hypothétiques conservés chez d’autres organismes et qui ont probablement un role lié a
la physiologie du PBS encore inconnu. Ces données sont les seules caractérisant la région

génomique du PBS d’une cyanobactérie marine.

Evolution des PBP

Les alignements de séquences protéiques de PBP montrent sans ambiguité qu’un grand
nombre de résidus aminoacides sont trés conservés (Apt et al. 1995). Les fonctions possibles de
ces zones conservées sont d’étre des sites de fixation des chromophores, de maintenir la stabilité
de la conformation physico-chimique de ces derniers, ainsi que du dimeére af. Cette forte
similarité suggere aussi que la conformation tertiaire des différentes PBP est similaire. Les
analyses phylogénétiques des séquences de PBP montrent que toutes ces protéines dérivent d’une
protéine ancestrale commune.

Le domaine PBP accepteur terminal de la L, présente une séquence plus proche des
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sous-unités o que des sous-unités 3. Son origine est incertaine et plusieurs possibilités ont été
proposées par Apt et al. (1995; Figure 31, fleches en pointillé). Si ce domaine descend
directement du méme ancétre que les PBP, la similarité avec les sous-unités a pourrait refléter des
caractéristiques ancestrales a partir desquelles les sous-unités 3 pourraient avoir divergé, ou une
évolution convergente entre ce domaine de la L, et des sous-unités «. Une autre hypothese
serait que le domaine accepteur terminal proviendrait d’une duplication de sous-unité « a un stade
plus tardif de I’évolution des PBP. Par ailleurs, il apparait aussi probable que des domaines de
linkers aient fusionné avec le domaine accepteur terminal pour former la L.

Selon le modele proposé par Apt et al. (1995 ; Figure 31), la duplication d’'un géne
ancestral a généré un tandem de génes de PBP (étape 1). Cette paire de génes aurait divergé et co-
évolué pour former les deux types de sous-unités « et (3. La co-transcription de ces genes en
tandem a du aider a conserver la stoechiométrie 1:1 nécessaire a I’hétérodimérisation. La
spécialisation en sous-unités distinctes semble avoir été une étape décisive dans ’évolution des
PBP. Les différences dans les micro-environnements des chromophores entre les deux types de
sous-unités se sont avérés indispensables a I’établissement dun transfert d’énergie orienté,
représentant une force évolutive considérable (Huber 1989). La duplication donna naissance a
deux lignées évolutives, celle du cceur du PBS (AP) et celle des projections radiaires (PC et PE ;

étape 2).
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Figure 31: Modcle d’évolution des genes de PBP et du développement du PBS proposé par Apt et al. (1995), voir le

texte.

Les deux sous-unités de I'AP divergerent I'une de lautre, et aprés une nouvelle
duplication donnérent naissance aux éléments o™ et B'®° du cceur du PBS. Le développement
du cceur comprenant des sous-unités spécialisées dont la L, a été essentiel a un transfert
d’énergie efficace entre VAP et les chl des centres réactionnels. L’hétérodimere précurseur des
PBP des projections radiaires s’est dupliqué pour former la PC (puis la PEC) et les sous-familles
de PE (étape 3). Ces genes ont co-évolué avec les linkers compris dans les bras. Durant
Iévolution des différentes sous-unités des PBP, le nombre de chromophores par sous-unité a
augmenté, accroissant la capacité d’absorption par protéine. La nature de ces chromophores a
également changé, permettant 'absorption des faibles longueurs d’onde. Un cas notable de ce
processus évolutif est celui des apoprotéines de PEIIL de Synechococcus marins pouvant lier une
majorité de PUB absorbant les lumieres bleues (absorption a 495 nm). Un exemple extréme est le
PBS de la cyanobactérie marine fixatrice d’azote Crocosphaera watsonnii (WHB8501 ; Swanson et al.,
1991). Sa PC porte une molécule de PUB, ce qui est unique a ce jour au sein de la famille des PC.
Les bras sont aussi composés de deux PE portant cing bilines, dont quatre PUB pour une seule
PEB. Les PUB sont ainsi les chromophores donneurs au seul chromophore PEB accepteur
présent. Cet organisme a probablement 'un des PBS les mieux adaptés a capter la lumiere bleue,
majoritaire dans certains environnements marins.

Ainsi, les deux forces évolutives prédominantes ayant conduit aux PBP semblent avoir été
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I’établissement d’un transfert orienté de I’énergie ainsi que le développement de la capacité a
absorber les courtes longueurs d’onde. Les cyanobactéries marines semblent ainsi posséder des
antennes photosynthétiques tres perfectionnées et forment un groupe monophylétique, bien
séparé des cyanobactéries d’eau douce; les données actuelles suggerent d’ailleurs que ces
organismes sont plus proches de l'ancétre des plastes des Rhodophyta que des cyanobactéries
d’eau douce.

Par ailleurs, Apt et al. (1995) suggerent que puisque les organismes contenant de la PE ne
présentent pas d’homogénéité phylogénétique ni morphologique ni moléculaire, les genes de PE
ont certainement été perdus de fagon indépendante dans plusieurs lignées. D’autre part, chez
certaines souches dépourvues de PE telles que Mastigocladus laminosus et Anabaena spp., une
duplication tardive des geénes de PC a donné naissance a la PEC qui a évolué vers des
caractéristiques spectrales relativement proches de la PE. Toutes les PEC semblent avoir divergé

a partir d’'une méme protéine ancestrale.

3) Les antennes intrinséques a chl a/b

La plupart des organismes qui pratiquent la photosynthése oxygénique posseédent des
antennes photosynthétiques composées d’un assemblage de protéines pigmentées a trois hélices
transmembranaires (Figure 32). Il en existe deux types principaux : celles liant la chl & présentes
dans la lignée verte (Chlorobiontes) et qui sont appelées LHC, et celles liant une majorité de
xanthophylles, telle que la fucoxanthine ou la péridinine, présentes chez les organismes a chl ¢
(diatomées, dinoflagellés, prymnésiophytes, algues brunes, efz) et qui sont appelées
respectivement FCP (« Fucoxanthin chlorophyll protein») ou PCP (« Peridinin chlorophyll
protein »). I’antenne a chl 2 du photosystéme I des algues rouges et des Cryptophyceae fait partie
de la méme famille que ces dernieres (Durnford et al. 1999). Nous nous limiterons ici aux LHC

présentes chez les plantes supérieures et les algues vertes.
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Figure 32 : Structure du Lhcb1 de pois déterminé par cristallographie électronique (Kithlbrandt et al. 1994). Les
bandes bleues indiquent la position approximative de la bicouche lipidique. Sur cette représentation, les hélices sont

nommées A a D et les hélices B, C et A correspondent aux hélices 1, 2 et 3 respectivement.

a) Les plantes supérieures

Chez les plantes supéricures, le systéme antennaire est généralement divisé en deux
parties, le LHCII et le LHCI, associés respectivement au PSII et au PSI, et comprenant au total
une dizaine de types distincts de protéines différemment pigmentées. Ces protéines codées par
une famille multigénique sont dénommées Lhca pour le PSI et Lhcb pour le PSII, puis par un
chiffre permettant de les identifier. Chacun de ces complexes est constitué de protéines a trois
hélices transmembranaires codées dans le génome nucléaire et liant de la chl « et de la chl # dans
des rapports variables (Tableau 3) ainsi que des xanthophylles telles que la lutéine, la néoxanthine,
la violaxanthine, efe... Tous ces polypeptides partagent un motif générique trés hydrophobe
d’environ 22 kDa contenant trois acides aminés invariants (glutamate, arginine et glycine), les
autres résidus étant plus variables mais toujours hydrophobes (Jansson, 1999). Ce sont ces
régions qui portent les chromophores. Les trois hélices forment I'essentiel de la structure
protéique et sont reliées par des pont salins arginine-glutamate. Bien que de plusieurs genes de
LHC aient été séquencés au début des années 1990 (notamment au travers de banques d’EST), le
séquencage du génome d’Arabidopsis thaliana (Bennetzen 2001) a fait de cette Brassicaceae le
modele dominant en biologie végétale des plantes supérieures et a notamment permis ’étude de

la totalité des génes relatifs aux antennes LHC.
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Tableau 3 : Protéines antennaires 2 Chl @/ typiques des plantes supéricures avec le géne et le rapport pigmentaire

chl a / chl b cotrespondant, d'apres Dutnford et al. (1996).

Complexe pigment-protéine Geéne Rapport Chl a/b
LHCI-680A lhea3 1.4
1.9
3.1
LHCI-680B lhea2 nd
LHCI-730 lheal 2.3
lhea2 2.9
3.2
LHCII lheb1 14
lheb2 1.33
lheb3
CP29 lheb4 2.3
2.8
3.1
CP26 lheb5 1.8
2.2
33
CP24 lheb6 0.9
1.6
CP22 psbS 6

Le premier complexe Chl-protéine mis en évidence est le LHCII qui constitue l'antenne
majeure a Chl a/b du PSII chez les chlorobiontes. Les polypeptides de ce complexe possedent
une masse moléculaire comprise entre 24 et 29 kDa et représentent généralement environ un tiers
de la quantité totale en protéines des membranes thylacoidales, liant environ 50 % de la Chl
totale. La connaissance de la structure des protéines de type LHC est essentielle a la
compréhension du fonctionnement du complexe. La structure du cristal de Lhcbl et le modele
atomique qui en découla permit de localiser 7 chl z et 5 chl 4 (Figure 33 ; Kihlbrandt et al., 1994 ;
Green & Duford, 1996) et deux molécules de lutéine structuralement importantes (Tremolieres et
al. 1994, Bassi & Dainese 1992, Jansson 1994). Chez les plantes vasculaires, la partie distale du
LHCII est constituée de trois types de polypeptides étroitement associés en trimeéres formant le
LHCIIb, et codés par les genes nucléaires Lhch7-3 (Jansson 1994, 1999a). Les rapports de ces
protéines varient selon les conditions environnementales (Machold 1991). Chez _Arabidopsis
thaliana, 1l existe 5 genes Lhcb1 dont Pexpression est extrémement variable et ce géne a aussi été
mis en évidence chez une vingtaine d’autres plantes (Jansson et al. 1992). Chez _Arabidopsis
thaliana, les protéines matures codées par ces genes désignés Lhebl.1, Lhcb1.2 et Lheb1.3 sont
identiques alors que les polypeptides Lhcb1.4 et Lheb1.5 sont similaires entre eux et divergent
des trois premiers. Il existe plusieurs formes trimériques. Lhcbl peut former seul un

homotrimere mobile ou un hétérotrimere mobile ou non selon qu’il est associé¢ a Lhcb2 ou a
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Lhcb3. Chez Arabidopsis thaliana, quatre genes lheb2 sont présents dans le génome et semblent
résulter d’une duplication récente car les séquences des quatre protéines matures sont quasiment
identiques. Le gene LAcb3, souvent de taille moindre, n’est présent qu’en une seule copie.
Toutefols ceci n’est pas une généralité puisque par exemple, les genres Petunia et Lycopersicon en

possedent plusieurs copies.

b Lhcb3 ou 4 ou 50u 6

Triméres de LHCIIb

Figure 33 : Organisation schématique du LHCII en association avec le dimere de CRII. Les centres réactionnels
sont composés de I’hétérodimere D1/D2 entouré de P'antenne interne (CP43/CP47) et de Pantenne périphérique
composée de protéines Lhc.

Trois autres protéines antennaires possedent une structure similaire aux peptides du
LHCII: Lhcb4-6, aussi respectivement connues sous les noms de CP29, CP26 et CP24
(Grossman et al. 1995, Green & Durnford 1996). Ces polypeptides sont probablement organisés
en monomeres (un monomere par PSII ; Figure 33). Le rapport chl b:chl 2 de ces protéines est
plus faible que chez les protéines du LHCII et elles portent 5 a 10 % de la chl totale associée au
PSII (Tableau 3 ; Allen 1992, Peter & Thorbner 1991, Pickersky et al. 1991, Barber & Kiihlbrandt
1999, Pineau et al. 2001). Ces protéines occupent une position proximale dans le complexe
antennaire et leur étroite association avec le centre du PSII permet le transfert de l'énergie
d'excitation du trimere de LHCII au CR, par I'intermédiaire des protéines de 'antenne interne
(CP43 et CP47; Camm & Green 1989, Bassi & Dainese 1992, Harrer et al. 1998). Chez
Arabidopsis thaliana, il existe trois copies de Lhcb4 assez divergentes dont une est faiblement
exprimée (Lhcb4.3). Les geénes Lheb5 et 6 sont en copie simple chez Arabidopsis thaliana et en
multiples copies chez Lycopersicon, Petunia, Nicotiana tabacum, et Oryza. Une observation
intéressante est que les genes Lhch4 et Lhcb6 codant pour CP29 et CP24 sont plus proches des
genes Lhca que des génes Lhch (Figure 34). Ceci va en faveur de Phypothése qui propose que le
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systeme antennaire ancestral des chlorobiontes était de type LHCI (Durnford et al. 2003).

Le mode¢le de Kuhlbrandt et al. (1994), déterminé d’apres la structure du cristal de Lhebl
résolue a 3,4 angstroms, a permis de déduire que le LHCII contient cinq unités LHCIIb., trois a
quatre complexes mineurs, le tout formant un ensemble oligomérique intrathylacoidal (Horton et
al. 1996). En ce qui concerne la composition en caroténoides, d’'une fagon générale, les carotenes
sont surtout liés par des protéines codées dans le génome chloroplastique alors que celles portant
les xanthophylles sont souvent codées par des genes nucléaires. Ainsi, on trouve le $-carotene
principalement associé au CR et la néoxanthine, violaxanthine, anthéraxanthine et la zéaxanthine

aux antennes.

Lhcab

A\, Lhcal
Lheb1.1 -7 .
Lhcb2,1 Lheb3

Figure 34 : Cladogramme non enraciné montrant les relations entre les séquences des protéines Lhc chez Arabidopsis

thaliana, I’aptes Jansson (1999b).

Deux types de complexes Chl-protéines codés par les genes Lhcal-6 sont associés au PS 1
(Figure 35). L'un d'entre eux est responsable d’'un maximum de fluorescence a 77 K a 730 nm
(LHCI-730) et est composé d’hétérodimeres des polypeptides Lhcal et Lhca4. Le second
fluoresce a plus courte longueur d'onde (LHCI-680), suggérant une organisation différente des
Chl associées (Bassi & Simpson 1987, Palsson et al. 1995), et est composé d’hétéro- ou
d’homodiméres des protéines Lhca2 et Lhca3. La fonction de protéines Lhcal et Lhca4 est
encore mal comprise. De méme, la structure et la fonction des protéines Lhca5 et Lhca6,
également associées au PSI, restent incertaines (Jansson, 1999). Le LHCI contribue pour 100-120
Chl @ sur un total de 210 molécules de Chl # associées au PSI (Jansson, 1994). Les genes Lhca qui
codent pour les différentes protéines du LHCI sont beaucoup plus divergentes les uns des autres

que ne sont les genes Lich (Durnford et al. 1999, Jansson 1999).
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Figure 35 : Schéma du CRI de type plante supérieure avec son antenne interne photosynthétique (description dans

le texte), selon Barber (http://www.bio.ic.ac.uk/).

b) Les algues vertes
Les Chlorophyceae

Les antennes photosynthétiques de quelques algues vertes Chlorophyceae telles que
Scenedesmns (Hermsmeier et al. 1994, Heinze et al. 1997, Polle et al. 2001), Dunaliella (Sukenik et al.
1988, Sukenik et al. 1990, Tanaka & Melis 1997, Masuda et al. 2003, Chen et al. 2004) et surtout
Chlamydomonas reinhardtii (Delepaire & Chua 1981, Hwang & Herrin 1994, Minagawa et al. 2001,
Nakajima et al. 2001, Kargul et al. 2003, Stauber et al. 2003, Bassi & Dainese 1992, Allen &
Stachelin 1994, Durnford et al. 2003; Turkina et al. 2004) ont été caractérisées. Une des
différences majeure entre les Lhc de Chlorophyceae et celles des plantes vasculaires est la
composition en caroténoides. On trouve en effet une grande variété de ces pigments chez les
Chlorophyceae, alors que les plantes supérieures ont une pigmentation tres homogene.

Les algues vertes Chlorophyceae posseédent globalement un systeme antennaire similaire
aux plantes supérieures avec environ le méme nombre de protéines a Chl /b associées au LHCI
et LHCII (Allen & Stachelin 1994, Bassi et al. 1990, Bassi & Wollman 1991). Le séquengage du
génome complet de Chlamydomonas reinbardtii a permis de mettre en évidence I'ensemble des
membres de la famille des LA¢ (Elrad & Grossman 2004; Figure 36). Neuf génes codant pour le
complexe LHCII ont été identifiés (Lhebm1-6/8/9/11), deux codant pout 'antenne mineure du
PSII (Lheb4/5) et neuf génes de polypeptides de type LHCI (Lhcal-9). Les polypeptides

correspondants ont par ailleurs été identifiés sur gel bidimensionnel (Stauber et al. 2003).
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Figure 36: Cladogramme des genes des protéines Lhc et ELIP (a trois hélices transmembranaires) chez

Chlanmydomonas reinbardtiz, Iapres Elrad et al. (2004).

Malgré la présence d’homologies au niveau des hélices transmembranaires, il n’est pas

possible de faire correspondre les différents types de Lhcb des Chlorophyceae avec ceux définis

chez les plantes (Green & Pichersky 1994, Jansson, 1994, Elrad et al., 2004). Ces études

supportent 'hypothése proposant que les génes de Lich ont donné naissance a une descendance

multiple juste apres la séparation entre les plantes et les algues vertes (Elrad et al., 2004, Tokutsu

et al. 2004). Les genes Lhca des Chlorophyceae sont en revanche assez proches de ceux des

plantes supérieures et ceci est en faveur de ’hypothése proposant un systéme antennaire ancestral

des chlorobiontes de type LHCI (Dunford, 2003).

Les Prasinophyceae

Les Prasinophyceae sont des algues vertes planctoniques considérées comme primitives,

dont la radiation branche a la base de la lignée verte (voir partie phylogénie des Prasinophyceae

ci-apres). En particulier, en comparaison avec les Chlorophyceae, ces microalgues possédent une

pigmentation particuliere pouvant présenter des quantités significatives de pigments rares chez les
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algues vertes tels que l'uriolide, la prasinoxanthine, la siphonaxanthine, le Y-caroténe, efe. (Egeland

et al. 1997, Yoshii et al. 2003, Figure 37).

118
RCC 372 Chla
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Dihydrolutein Unk car.
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io ﬂ
Zea A L B.B-car

25 30 35 40
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Figure 37 : Chromatogramme de Micromonas pusilla, montrant la compostion pigmentaire typique des Mamiellales
(Prasinophyceae), d’aprés F. Rodriguez, (données non publiées). Cette soubhe (RCC372) a la particularité de
posséder une chl spéciale, la chl CS-170. MgDVP : Mg-divinyl phacoporphyrine 4;; Neo : noxanthine ; Pras :
prasinoxanthine ; Viol : violaxanthine ; Zea : zéaxanthine ; Lut: lutéine; Unk car: caroténoide inconnu; car:

carotene.

Le systéme antennaire photosynthétique des Prasinophyceae Mamiellales a été étudié
essentiellement chez Mantoniella squamata dans une série d’articles publiés dans les années 1990
(Fawley et al. 1986, Rhiel & Bryant 1993, Rhiel et al. 1993, Schmitt et al. 1994, Schmitt et al. 1993,
Jiao & Fawley 1994). Ces études ont nourri I'idée maintenant généralement admise que
Mantoniella squamata, et plus largement les Prasinophyceae, possédent une antenne unique
primitive en association avec les deux photosystémes, un argument largement utilis¢ dans la
théorie de endosymbiose (Dunford, 2003 ; Tokutsu et al., 2004). Le fonctionnement de cette

antenne n’a pas été réellement étudié.

c) Les oxyphotobactéries a chl b

La découverte de la présence d'une antenne intrinséque a Chl @// remplacant les
phycobilisomes chez certaines oxyphotobactéries (Prochloron, Prochlorothrix et Prochlorococcus) a tout
d'abord amené a spéculer sur une éventuelle relation d’ancestralité de ces organismes

procaryotiques vis-a-vis des chloroplastes des plantes supérieures et des algues vertes (voir eg.
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Lockhart et al. 1993), ce qui a valu un temps a ces organismes Iappellation de
« Prochlorophytes », une terminologie aujourd’hui obsoléte. En effet, les analyses
phylogénétiques groupent sans équivoque les oxyphotobactéries « vertes » (a Chl 4) avec les
cyanobactéries a phycobilisomes et montrent de plus que les trois genres connus a ce jour ne
forment pas un groupe monophylétique au sein de la radiation des cyanobactéries (Turner et al.
2001, Partensky & Garczarek 2003).

Le séquencage des genes d’antenne de ces organismes a dévoilé que les protéines pour
lesquelles ils codent, dénommés Pcb (Prochlorophyte chl 4 binding protein), possédent six hélices
transmembranaires, les distinguant nettement des LHCs a trois hélices décrits dans le paragraphe
précédent. Des comparaisons de séquences révélent que cette famille de protéines d’antennes
procaryotiques a Chl /b aurait évolué par duplication et divergence d’un géne codant pour une
protéine impliquée dans la réponse a la carence en fer, IsiA (Laudenbach & Straus 1988, Burnap
et al. 1993, Larkum 2003). IsiA fait partie de la méme famille que CP43 et CP47 dont elle dérive
probablement (van der Staay et al. 1998, Geiss et al. 2001a, Geiss et al. 2001b, Partensky &
Garczarek 2003, Garczarek et al. 2003). 11 a récemment été mis en évidence qu’lsiA est capable
de former une couronne de 18 protéines autour des triméres de PSI de cyanobactéries d’eau
douce, et aurait ainsi un role de collecte de la lumiere (Bibby et al. 2001, Boekema et al. 2001). La
méme organisation a été ensuite retrouvée chez les Pcb formant I'antenne du PSI de certaines
souches de Prochlorococens mais, chez ces organismes, d’autres types de Pcb forment également une
couronne partielle autour des dimeres de PSII (Bibby et al. 2003a, Bibby et al. 2003b). Le méme
type d’organisation des protéines d’antennes est trouvé chez Prochloron.

Deux genes codant pour cette antenne collectrice (pcbA et pebC) ont été identifiés chez
Prochioron, et trois chez Prochlorothrix (van der Staay et al., 1998, Chen et al. 2005). Les genes pebA,
B et C présents chez Prochlorothrix sont cotranscrits et codent respectivement pour des
polypeptides de 32, 33 et 38 kDa (van der Staay et al., 1998). Chez Prochlorococcus, les
caractéristiques pigmentaires et le nombre et la nature des protéines de I'antenne majeure varient

selon les souches examinées (Partensky et al. 1997; voir paragraphe suivant).

C/ Adaptation et phylogénie du picophytoplancton marin

Les oxyphotobactéries Prochlorococcus et Synechococcus sont des composants essentiels de la
fraction marine picophytoplanctonique. Ces deux genres sont phylogénétiquement tres proches
(Urbach et al. 1992). Ces organismes différent par leur distribution horizontale et verticale dans la
colonne d’eau, ainsi que par leur pigmentation. Comme explicité ci-avant, Prochlorococcus possedent

des antennes de type intrinseque, les Pcb, et Symechococens des PBS. Les variations dans la structure
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et les chromophores fixés par ces protéines antennaires vont conférer a ces organismes des
capacités différentes d’absorption de la lumiere présente dans le milieu marin et leur permettre de
s’adapter a des niches différentes du point de vue de la qualité et/ou de la quantité de lumiére

disponible (Figure 38).
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Figure 38 : Spectres d’absorption 7z vive (a ; vert : Prochlorococcus, rose : Synechococens) et distribution verticale (b) des

genres Synechococcus et Prochlorococcus en Atlantique subtropical (juin 1996), d’apres Ting et al. (2002).

Chez les picoeucaryotes photosynthétiques marins, la distribution les modes d’adaptation
aux variations des facteurs environnementaux, et notamment la lumicre, sont beaucoup plus mal
connus. Les premiers pas vers la compréhension de ces aspects de ’écologie de ces organismes

ont récemment été entamés par quelques études sur les Mamiellales.

1) Prochlorococcus

Prochlorococeus présente une répartition géographique limitée a 40° de latitude N et S, et
domine généralement la fraction picophytoplanctonique des eaux oligotrophes et mésotrophes
(Partensky et al. 1999b). L’étude de la photophysiologie de souches isolées de Prochlorococcus a
révélé quil existait une grande disparité dans les capacités d’acclimatation a différents niveaux
d’intensité lumineuse (Moote et al. 1995, Moore et al. 1998). Ainsi des souches isolées dans les
eaux de surface (comme MED4) sont capables de supporter d’importantes intensités lumineuses,
jusquenviron 450 pmol photons.m™s’, alors que Prochlorococcus spp. MIT9313 et SS120 isolées en
profondeur ne poussent qu’a de faibles niveaux lumineux. De plus, les souches de Prochlorococcus
présentent des variations importantes du rapport chl b:ichl @, Prochlorococcus sp. MED4 ayant par

exemple un rapport chl £:chl « dix fois moindre que SS120. Le séquencage du gene de PARN 16S
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a permis de constater que cette diversité physiologique se retrouvait au niveau phylogénétique
(Figure 39). Ainsi les souches adaptées aux fortes lumicres se regroupent au sein du clade HL
(pour «high light »), lui-méme composé de deux sous-clades (HLI et HLII), tandis que les
souches de basse lumiére apparaissent beaucoup plus diversifiées et se répartissent en divers

clades regroupés sous le nom « LL » (pour « low light » ; Figure 39).

Prochlorococcus TATL1b 3\
Prochlorococcus MIT9107
Prochlorococcus SB, TATL2
Prochlorococcus MIT9302
Prochlorococcus MIT9312 . .

High light- adapted

Prochlorococcus GP2 J clades
Prochlorococcus TATLl1a

SAR 6 HLI
Prochlorococcus NATL2

Prochlorococcus MED4 7

HLII

l- Prochlorococcus NATL2a
Prochlorococcus PAC1 Low light- adapted
Prochlorococcus SS120 clades

Prochlorococcus MIT9313

Prochlorococcus MIT9303 p,

Synechococcus WH8102

SAR 139

SAR 100

SAR 7

Synechococcus WH8101
Synechococcus WH7805

Synechococcus PCC6301

Figure 39 : Arbre phylogénétique de plusieurs souches de Prochlorococcus et quelques Synechococens ( ARN 16S) d’apres
Moore et al. (1998). On distingue les deux clades de Prochlocococcus de forte lumiere (HLI et HLII) et le groupe plus

disparate des souches de profondeur

Il existe ainsi des «phototypes» de Prochlorococcus qui ont développé des capacités
d’adaptation a un environnement lumineux donné (forte et faible lumicre), ces caractéristiques
n’étant pas seulement phénotypiques mais aussi fixées génétiquement. Les techniques 7 situ
utilisant des sondes moléculaires (ARN 16S) telles que lhybridation 7 sitn ou le dot-blot

permettent d’étudier la distribution verticale des phototypes (Figure 40).
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Figure 40: Distribution verticale des principaux clades du gente Prochlorococcus estimée par dot-blot en Mer

Méditérranée a deux stations différentes (campagne PROSOPE), d’apres Garczarek et al. (en préparation).

Les travaux sur les caractéristiques des antennes photosynthétiques des deux phototypes
ont montré que leurs complexes antennaires présentent des traits d’adaptations spécifiques. Ainsi,
la souche de surface MED4 posseéde une seule copie du géne peb, codant pour 'antenne du PSII,
alors que la souche S5120 en possede huit, dont trois associés au PSI et cinq au PSII (Garczarek
et al. 2000a, Garczarek et al. 2000b, Garczarek et al. 2001, Bibby et al. 2003a, Bibby et al. 2003b).
La multiplication des génes peb chez cette derniére souche semble représenter une adaptation
évolutive a un environnement faiblement éclairé. Cependant, la situation n’est pas aussi tranchée
quiil y parait, car la souche de basse lumi¢re MIT9313 a seulement deux genes pcb, le méme
nombre que la souche MI9312; qui appartient au clade HLIIL. Les systémes antennaires de ces
deux souches ne different donc guere que par leur rapport chl 4 :chl 4, plus élevé chez la souche
de profondeur méme lorsque ces deux souches sont cultivées a méme lumiere. 11 a été montré
chez MIT9313 qu’un des deux genes peb code pour une antenne constitutive du PSII et lautre
pour une antenne du PSI de type IsiA, c’est-a-dire qu’elle n’est présente qu’en carence en fer
(Bibby et al. 2003a, Bibby et al. 2003b). Comme MIT9313 est une souche primitive, il s’agit la
vraisemblablement d’un caractére ancestral qui se serait perpétré chez certaines souches de
surface comme MIT9312, alors que d’autres comme MED4 auraient totalement éliminé 'antenne
ancestrale fer-dépendante de type PSI pour ne conserver que I'antenne du PSII. L’organisation
des complexes antennaires autour des deux photosystémes a pu étre observé par microscopie
électronique chez Prochlorococcus sp. MIT9313 dans différentes conditions d’enrichissement en fer

(Bibby et al., 2003 ; Figure 41).
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Figure 41: Appareil photosynthétique schématique de Prochlorococcus sp. MIT9313 en carence en fer. Remarquez la
couronne partielle de 8 Pcb autour des dimeres de PSII et la couronne compléte de 18 Pcb autour du PSI. C’est aussi
la situation observée en conditions de culture normales chez SS120, alors que MIT9313 perd sa couronne autour du
PSI lors du fer est présent dans le milieu de culture. Chez MEDA4, il n’y jamais de couronne autour du PSI, quelle que
soit les conditions de milieu (+ /- Fe). Schéma d’aprés Partensky & Garczarek (2003) et photographies en MET
d’apres Bibby et al. (2003).

Le séquencage complet des génomes de plusieurs souches de Prochlorococcus a permis de
mettre en évidence d’autres adaptations plus ou moins liées a 'adaptation a la niche lumineuse.
Les photolyases sont des chromoprotéines impliquées dans la réparation de certains dommages a
I’ADN notamment provoqués par une exposition intense au rayonnement UV. On trouve ainsi
plusieurs genes codant pour des photolyases chez la souche de surface MED4, alors que les
souches MIT9313 et SS120 n’en ont aucun. De manié¢re analogue, MED4 posséde 22 genes
présentant de fortes homologies avec les HLIP (pour High Light Inducible Proteins) que I'on
pense impliquées dans des mécanismes de photoprotection, alors que SS120 n’en possede que 13
et MIT9313 en a 9 (Bhaya et al. 2002).

Lun des exemples d’évolution moléculaire les plus spectaculaires est celui de 'opéron
PBP. Comme nous l'avons vu précédemment, chez les Synechococcus marins tels que la souche
WHS8102, cet opéron est tres développé, comme nous I'avons vu précédemment, puisque cette
cyanobactérie utilise le PBS comme antenne photosynthétique majeure. Chez Prochlorococcus, cet

opéron a été considérablement réduit et il ne reste plus chez la souche SS120 que 11 genes
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impliqués dans la synthese de PE (Figure 42). C’est le nombre minimal pour avoir une PE
fonctionnelle, et il a été montré qu’elle est capable de transférer I'énergie des photons au centre
réactionnel du PSII, ce qui montre son role potentiel dans la capture des photons, méme si elle,

est présente qu’en tres faible quantité dans la cellule (Lokstein et al. 1999).

Synechococcus WH8102
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Figure 42: Comparaison des régions génomiques des PBP de Synechococcus sp. WH8102, de deux souches de
Prochlorococeus. de profondeur (MIT9313 et SS120) et d’une souche de Prochlorococcus de surface (MED4).

MIT9313 possede un gene de moins, geC, codant pour un linker de PE. En conséquence,
chez cette souche, Iénergie capturée par la PE ne peut pas étre transmise au RCII (Lokstein et al.,
1999). Enfin chez MEDA4, il ne reste plus que le gene ¢peB, codant pour un homologue fortement
dérivée de B™, ainsi que plusieurs génes impliqués dans la biosynthése de la PEB (ho7, pebA et
pebB). Les niveaux d’expression de ¢peB sont extrémement faibles mais il a été proposé, mais non

encore démontré, que son produit pourrait étre impliqué dans la photoperception chez MED4

(Steglich et al. 2003a, b).
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2) Synechococcus

Dispersé dans plusieurs clusters de la radiation cyanobactérienne, le genre Synechococcus est
clairement polyphylétique (Figure 43). Cependant, les Synechococcus marins (i.e. les souches
nécessitant une forte salinité pour se développer) forment un groupe homogéne monophylétique
(e cluster 5.1) et montrent une diversité génétique importante. Les analyses de la séquence de
PARN 16S ont révélé que le cluster 5.1 est composé d’au moins 10 clades (Figure 44 ; Fuller et
al., 2003). Les phylogénies basées sur le gene 75007 montrent des résultats similaires. La diversité
du cluster est mal comprise car peu de caractéres phénotypiques ont pu étre attribué a 'un ou
lautre des clades déterminés. Le clade III est considéré comme regroupant des cellules mobiles
utilisant un type particulier de motilité (Brahamsha 1996b, a). Deux clades montrent une
pigmentation spécifique : les Synechococcus appartenant au clade VIII sont dépourvus de PE et
ceux du clade VI, de PUB (Fuller et al., 2003). Par ailleurs, le clade II est surprenant de par la
variabilité des valeurs de PUB :PEB observées chez ces Synechococens (de 0,5 a 1,9).
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Figure 43 : Arbre phylogénétique général des cyanobactéries basé sur les séquences d’ARNr 16S, d’apres Fuller et

al,, (2003). Le genre Synechococcus apparait clairement comme polyphylétique.
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Figure 44 : Arbre phylogénétique des Synechococcns marins (cluster 5.1) basé sur les séquences de PARNr 16S, d’apres

Fuller et al., (2003). Les groupe des Synechococcus marin est divisé en une dizaine de clades plus ou moins distincts.
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Jusquaujourd’hui, aucun phénomeéne d’écotypisme similaire a Prochlorococcus n’a pu étre
mis clairement en évidence chez les Symechococcus marins. Parmi les souches les plus citées, les
clones WH8103 et WH7803 fait 'objet d’études de photoacclimatation et ils ont été tous deux
capables de pousser a de fortes intensités lumineuses (Kana & Glibert 1987a, Kana et al. 1988,
Moore et al., 1995). La distribution en surface des Symechococcus marins suggere que beaucoup de
ces organismes sont résistants aux fortes intensités lumineuses et aux UV (Toledo & Palenik
2003). 11 est par ailleurs remarquable que ces souches peuvent aussi pousser a de tres faibles
intensités lumineuses. Il a été montré que les Synechococens de profondeur fluorescent plus que
ceux de surface, trés probablement a cause de concentrations cellulaires en pigment différentes
(Olson et al. 1990b, Vernet et al. 1990, Lantoine & Neveux 1997). Les Symechococcus marins
semblent ainsi étre trés flexibles a Iintensité lumineuse, ce qui représente une stratégie de
photoacclimatation différente de celle des phototypes de Prochlorococcus.

En revanche, la distribution horizontale (i.e. le long d’un gradient céte-large) des types
optiques des Synechococcus marins est intéressante. Les premiers travaux sur ce sujet ont montré
que les oxyphotobactéries océaniques a PE possedent la plupart du temps de la PUB, ce qui
n’avait pas été réalisé a partir de travaux sur les souches en culture (Olson et al. 1988, Olson et al.
1990b, Lantoine & Neveux 1997, Wood et al. 1998, Wood et al. 1999, Sherry & Wood 2001,
Campbell & Iturriaga 1988). Plusicurs auteurs ont montré que les populations naturelles de
Synechococens marins présentent des propriétés optiques différentes selon le type d’eau qu’elles
habitent. Les études de cytométrie en flux mettent en évidence deux populations de Synechococcus
marins séparées par lintensité de leur fluorescence orange (Figure 45). En effet, lorsque la
longueur d’onde d’excitation du cytomeétre est fixée a 488 nm, les cellules qui ne contiennent que
de la PEB (exc max 545 nm) sur la PE fluorescent moins que les cellules contenant du PUB (exc
495 nm). Les quantités plus ou moins importantes de PUB donnent aux cellules un spectre
d’action similaire a ceux des organismes a antennes chlorophyllienne (car la PUB absorbe aussi

dans le bleu, a 495 nm).
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Figure 45 : Trois cytogrammes présentant des populations de Synechococcus marins a différentes stations et différentes

saisons (Olson et al. 1990). Cette figure illustrent la variabilité des propriétés optiques des communautés naturelles de
Symechococens. Le cytogramme B montre trois populations, ces populations peuvent étre plus ou moins entremélées (A

& C)

Ces variations de la fluorescence orange ont ainsi pour origine les variations de la valeur
du rapport PUB :PEB 7z vivo des communautés naturelles de Synechococens marins et la valeur
moyenne de ce rapport iz situ est liée aux caractéristiques optiques de I'eau (Wood et al. 1998,
Wood et al. 1999). Les eaux océaniques oligotrophes du grand large, pauvres en particules et
substances jaunes, sont des environnements aquatiques ou les radiations lumineuses bleues sont
abondantes (eaux de type I). Les populations de Symechococcus de ces vastes zones présentent un
rapport PUB : PEB élevé (1,4-1,8) qui leur permet d’absorber efficacement les radiations bleues.
Au voisinage des cotes (meso a eutrophe), les eaux charrient de nombreuses particules minérales
et biologiques qui modifient ses propriétés optiques en provoquant un enrichissement en
radiations vertes (type 1I). Les rapports PUB : PEB sont alors moins élevés et les cellules

absorbent plus efficacement ces radiations (Figure 46 ; Lantoine & Neveux 1997).
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Figure 46 : Variations des spectres d’excitation de fluorescence de la fraction picoplanctonique marine en fonction

de la richesse nutritive et de la profondeur du prélévement en Atlantique tropical NE, d’apres Lantoine, 1995.

De plus, il semble que le rapport PUB : PEB varie avec la profondeur. Les cellules
évoluant en profondeur présentent une intensité de fluorescence orange plus élevée que les
cellules de surface, et les rapports PUB : PEB associés a ces cellules sont souvent élevés. Ces
caractéristiques leur permettent de capter les faibles intensités de lumicre bleue présentes en

profondeur.

3) Les Prasinophyceae

Les plantes vertes (les Viridiplantae sensz Cavalier-Smith 1981 sont composées de deux
grands phyla monophylétiques établis sur des bases ultrastructurales et moléculaires (Bhattacharya
et al. 1998 , Marin & Melkonian 1999) : les Streptophyta comprenant les Charophyceae et les
plantes terrestres (Bryophytes, Ptéridophytes, ez...), et les Chlorophyta («algues vertes »)
rassemblant notamment les classes des Ulvophyceae, Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, efc... Le
groupe des Prasinophyceae a longtemps été difficile a caractériser. Les analyses moléculaires
phylogénétiques montrent que les Prasinophyceae sont un assemblage de plusieurs lignées
indépendantes divergent tres tot dans I’évolution de la lignée verte (Sym & Pienaar 1993, Guillou
et al. 2004). Toutes les Prasinophyceae appartiennent a la classe des Chlorophyta a 'exception de
Pespece d’eau douce Mesostigma viride. (Bhattacharya et al. 1998 ; Marin & Melkonian 1999).
Lemieux et al. (2000) ont montré que Mesostigma viride possede beaucoup de genes
chloroplastiques qui ont été perdus chez les Streptophyta et les Chlorophyta mais qui sont
présents chez des algues non vertes. La phylogénie moléculaire des Prasinophyceae marines a été
récemment revue par Guillou et al. (2004) et sept clades ont été mis en évidence (Figure 47).
Parmi ces clades, celui des Mamiellales est composé de genres tels que Ostreococcus, Bathycocens et

Micromonas. 1’analyse fine de ces trois genres montre que Bathycoceus est un groupe homogene,
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alors que Micromonas et Ostreococcns présentent des sous-groupes (Figure 48). Micromonas semble
étre compose de trois groupes qui sont aussi différentiables par leur morphologie ou des modes
de nage différents, et qui peuvent cohabiter dans certaines zones coticres (Diez et al. 2001a, Diez
et al. 2001b).

Si le fait que ces organismes marins sont largement ubiquistes est connu depuis
relativement longtemps, les études visant a étudier précisément leur écologie ne font que débuter
(Not et al. 2004, Worden et al. 2004). Les études 7z situ ont montré que, bien que les
picoeucaryotes ne soient pas dominants dans la fraction picophytoplanctonique, ils contribuent
de facon importante a la biomasse picophytoplanctonique et au transfert trophique potentiel de
carbone dans cette classe de taille (Worden et al., 2004). Les genres Micromonas, Ostreococcns et
Bathyeoccns qui partagent certains points communs (ils appartiennent a 'ordre des Mamiellales,
présentent une pigmentation spécifique et une tres petite taille de 2-3 um) semblent avoir connu
un certain succes écologique. L’ubiquité de Micromonas pusilla est ainsi manifeste, puisqu’on
retrouve ce genre dans des zones aussi varies que la Mer des Caraibes, des Sargasses,
Meéditerranée, en Manche, ’'Océan Pacifique équatorial et nord-ouest, ’Océan Indien et Arctique
(Figure 49 ; Throndsen 1970, Throndsen 1976, Not 2003, Worden et al. 2004). Cette espéce peut
par ailleurs dominer la fraction picoplanctonique eucaryote dans des zones cotieres (Figure 49 ;
Not et al., 2004). Dans 'Océan Indien, Bathycoccus prasinos et Micromonas pusilla présentent une
répartion cotiere, alors qu’Ostreococcus est moins abondant et plus ubiquiste. Dans I'étang de Thau,

ce genre peut représenter une part considérable du phytoplancton (Courties et al., 1994).
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d’apres Guillou et al. (2004).
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Figure 49 : Distribution des genre Micromonas (A), Ostrescoccus (B) et Bathycocens (C) déterminées par hybridation i situ
(FISH-TSA, cellulles.mI!) le long d’un transect dans I'océan Indien, d’aprés Not, (2003).

L’importance des cyanobactéries Prochlorococcus et Synechococcus en termes d’abondance et

de productivité primaire peut partiellement s’expliquer par la différenciation écotypique. Aucune

preuve de ce phénomene n’avait été mise en évidence chez les picoeucaryotes photosynthétiques.

-77 -



Introduction : Picophytoplancton marin et photosynthése

Récemment, Rodriguez et al. (sous presse) ont analysé une douzaine de souches &’Ostreococcus et
ont déterminé leur phylogénie (Internal Transcribed Spacer), leur caryotypes, leur pigmentation et
leur courbes taux de croissance versus intensité de lumicére de culture. Les analyses
phylogénétiques ont montré la présence de quatre clades (Figure 50 ; Guillou et al., 2004). Les
clades A, C et D regroupent des souches isolées de la surface a 65 m de profondeur, Ostreococcus
tanri formant un clade a lui seul. Le clade B regroupe des souches isolées en profondeur (90-120
m) dans des zones géographiques éloignées. Ces souches présentent des propriétés caryotypiques
différentes des autres souches et possédent des rapports chl 4 :chl  plus importants ainsi quun
pigment supplémentaire similaire a une chl ¢« De plus, ’étude des taux de croissance de ces
souches de profondeur a montré quelles sont incapables de pousser a de fortes intensités
lumineuses, ce qui n’est pas le cas des souches des autres clades. Il semble donc que le genre

Ostreococcus ait développé un phénomene de différenciation écotypique au cours de I'évolution.
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Figure 50 : Arbre phylogénétique des souches d’Ostreococcus (Maximum likelyhood), d’aprés Rodriguez et al. (sous

presse).

Les génomes de deux autres souches d'Ostreococcus que O. tanri , une de profondeur
(RCC141) et une californienne , sont en cours de séquencage. La comparaison de ces génomes
combinée a des études expérimentales permettra la compréhension des mécanismes évolutifs et
physiologiques a la base de cette différenciation. Par ailleurs, des études 7 sizu sont nécessaires

pour confirmer la répartition du clade B en profondeur a des stations géographiques éloignées.
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IT Photoprotection et photoacclimatation
A/ Photophysiologie des phycobilisomes
1) La réponse a I’intensité lumineuse

La disponibilité de la lumicre dans l'environnement naturel est trées variable et les
organismes doivent réguler I'utilisation de la lumicre en permanence. Les plantes qui poussent
dans des environnements sombres produisent typiquement davantage de thylacoides par
chloroplaste et ont des rapports grana:stroma et PS I/PS II supérieurs a ceux mesurés chez les
plantes de haute lumiere (Melis, 1991). De méme, il est maintenant bien établi que les plantes qui
poussent dans des conditions de faible intensité lumineuse possedent davantage de protéines
d’antenne par rapport a la quantité de centres réactionnels (Anderson & Eiserling 1986). Des
observations similaires ont été rapportées chez les cyanobactéries. Quand Synechococcus sp.
WHT7803 et Synechochococens sp. PCC 6301 sont cultivés sous forte intensité lumineuse, le nombre
de thylacoides concentriques est réduit (Figure 51 ; Kana & Glibert 1987; Allen 1968 , Vietling
1980). Cette réduction est accompagnée d’une diminution de la concentration en pigments (PBP
et en chl 2) qui vise a diminuer les capacités d’absorption de la cellule. La présence d’une grande
quantité de pigments sous une forte intensité lumineuse conduirait rapidement a la formation
d’especes activées de Poxygene et a I'intoxication de la cellule (Niyogi et al. 1997, Niyogi 1999).
Ces processus sont en général accompagnés d’un changement du rapport PSI:PSII et du
transport d’électrons photosynthétiques (Fujita 1997, Fujita et al. 2001). A forte lumiére, on peut

atteindre un rapport 1 :1 contre généralement 4 :1 a basse lumiere (Barlow & Alberte 1985).

Figure 51: Réduction du nombre de thylacoides chez Synechococcus sp. WH7803 acclimaté a différentes irradiances.
De gauche a droite : 1330, 160 et 30 pmol photons.m?2.s1. D’apres Kana & Glibert (1987).

Chez Microcystis aernginosa, les bras des PBS ne comportent que deux hexameres (Raps

1985). Lorsque cette oxyphotobactérie est cultivée a forte lumiere, la structure de ces complexes

-79 -



Introduction : Photoprotection et photoacclimatation

n’est pas modifiée, probablement a cause de la petite taille de ces PBS. En revanche, chez
beaucoup d’organismes a PBS, les bras contiennent au moins trois hexameres et la structure des
complexes varie selon lintensité lumineuse. Chez Synechococens sp. PCC 7002, le rapport PC :AP
diminue d’un facteur 1,8 entre 20 et 1260 umol photons.m™s". Cette variation provient du fait
que les bras des PBS de forte lumiére sont plus courts car ils ont perdu le complexe (o)L (de
Lorimier et al. 1992). Des observations similaires ont été reportées chez divers organismes (dont
des algues rouges) et 'expression des geénes impliqués a été étudiée (Barlow & Alberte 1985,
Belknap & Haselkorn 1987, de Lorimier et al. 1992 , Nomsawai et al. 1999 , Ritz et al. 2000 ,
Miskiewicz et al. 2002). Chez Spirulina maxima, Garnier et al. (1994) ont observé que de facon
concomitante a la disparition de Ly, trois polypeptides apparaissaient sur les gels en condition de
forte lumiere (Figure 52). La synthése mais aussi 'association de ces polypeptides au PBS sont

lumiere-dépendants. L’une de ces protéines pourrait étre un chaperon.
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Figure 52 : Photographie en MET des PBS de faible (A) et forte lumiére (B). Gel LiDS-PAGE coloré au bleu de
Coomassie (C) montrant les profils polypeptidiques de PBS de Spirulina maxima cultivée a 60 (1) et 400 pmol
photons.m2.s (2), et Modele de structure du PBS en forte (D gauche) et faible lumiere (D droite), d’apres Garnier et

al. (1994).

Les capacités de photoacclimatation de ces organismes reposent ainsi en grande partie sur
un réarrangement des thylacoides (composition et surface) ainsi que sur une réduction de la taille
de l'antenne photosynthétique. Les variations structurales du PBS en réponse a lintensité

lumineuse chez les organismes a deux PE n’ont jamais été étudiées.
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2) Acclimatation a la qualité de la lumiére : ’adaptation chromatique chez

les cyanobactéries
a) Le cas des oxyphotobactéries d’eau douce

Il'y a plus d’un siecle maintenant, certaines souches de cyanobactéries d’eau douce ont été
remarquées pour leur capacité a changer de couleur lorsqu’on modifiait la qualité spectrale de la
lumiére de culture. Ce phénoméne fut désigné «adaptation chromatique » (AC)> et il fut
démontré plus tard que ce processus consiste en un changement de la composition des PBS
(Bennett & Bogorad 1973). Les cyanobactéries d’eau douce peuvent étre reparties en trois
groupes, selon leur type de réponse a la qualité de la lumiére (Tandeau de Marsac 1977). Le type 1
regroupe les organismes qui ne sont pas capables de modifier la composition pigmentaire de leur
PBS en fonction de la longueur d’onde prédominante dans leur environnement lumineux. Le type
II regroupe les souches qui synthétisent moins de PE en lumiere rouge qu’en lumiére verte. Dans
ce type, la PC est toujours exprimée au méme taux quelque soit la lumiere. La plupart des souches
capables I’AC examinées par Tandeau de Marsac (1977) présentaient une adaptation de groupe
III. Ces oxyphotobactéries font varier les quantités relatives de PE et de PC de leur antenne
photosynthétique. En lumiére verte, la PE est plus synthétisée qu’en lumiére rouge tandis que la
PC est plus synthétisée en lumicre rouge qu’en lumicére verte. Ainsi le nombre d’hexameéres de PC
et de PE par bras varie selon la qualité de la lumiére, permettant ainsi d’optimiser la collecte
d’énergie (Campbell et al. 1996).

La cyanobactérie Fremyella diplosiphon (= Calothrix sp. PCC 7601 = Tohpothrix sp. PCC
7601), appartenant au type 111 (Tandeau de Marsac, 1977), est 'organisme qui a été le plus étudié
quant au phénoméne I’ACC. En lumiére rouge, les cellules ne contiennent presque plus de PE
mais possedent jusqu’a trois hexameres de PC par bras de PBS avec leur linker spécifique,
donnant une couleur bleue-verte aux cultures. En lumiére verte, de nouveaux PBS sont
synthétisés avec des projections radiaires composées d’un hexameére simple de PC et de trois
hexameres de PE conférant cette fois une couleur rouge-noiratre aux cultures. Ces phénomenes
dépendant de la lumiére sont réversibles et sont cohérents avec une optimisation de la collecte de
la lumiere puisque la PC et la PE capturent de facon optimale la lumiére rouge et verte,

respectivement (Figure 53).

* D’un point de vue sémantique, le terme « acclimatation chromatique » serait plus approprié pour qualifier ce
phénomene d’un point de vue physiologique.
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Figure 53 : Spectres d’absorption in vivo chez Fremyella diplosiphon  cultivée en lumiere verte (pointillés) et rouge

(continu) d’apres Campbell (1996).

La connaissance des génes de PBP souvent organisés en tandem avec leurs linkers
associés a facilité la compréhension d’une partie des mécanismes impliqués dans ’ACC. Souvent,
les transcrits polycistroniques codant pour les sous-unités des PBP codent aussi pour le linker
associé. Chez Fremyella diplosiphon, trois opérons distincts codent pour les sous-unités o' et B
(es genes ¢peBA ; Conley et al. 1988, Mazel 1988, Mazel & Marliere 1989). Les genes ¢peB7.47
sont exprimés en toutes conditions et codent pour une PC constitutive dite PC_.. Cet opéron
contient également les génes ¢peE et I codant pour une PCB-lyase spécifique d’«PC (Fairchild &
Glazer 1994). L’opéron ¢peB2A2 est uniquement activé sous lumiere rouge et code pour une PC
inductible dite PC,. Cette PC est la PBP principale des bras du PBS de Fremyella diplosiphon cultivée
sous lumiere rouge. Les geénes ¢pcHZ2, ¢pel2 et ¢peD2 codant pour des linkers associés a la PC;
(Lomax et al. 1987) sont cotranscrits avec ¢peBA. Par ailleurs, un troisieme opéron ¢peB3.A43, ainsi
que les genes de linkers associés, sont activés seulement en conditions de carence en soufre
(Mazel & Matliere 1989). Contrairement a la PC, il n’y a quun opéron ¢peBA, codant pour les
deux sous-unités de la PE (Mazel et al. 1986, Takemoto & Bogorad 1975 ; Sidler et al. 1986). Les
genes de linkers associés a la PE sont placés dans un opéron séparé ¢peCDE (Federspiel & Scott
1992, Cobley et al. 2002). La transcription de ces deux opérons est toutefois tres bien coordonnée
sous lumiere verte. Les genes ¢peBA sont liés aux genes ¢peY et Z qui codent probablement pour
une PEB-lyase (Kahn et al. 1997). Ainsi, les génes relatifs a la PC; sont induits sous lumiécre rouge
et ceux relatifs 2 la PE sous lumiére verte. Sous lumiére naturelle, les cellules contiennent des
quantités relatives intermédiaires de PC et de PE et il existe ainsi un systeme photorécepteur
capable d’éliciter les réactions de biosynthese de tel ou tel opéron de facon quantitative, selon

Penvironnement lumineux.
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Pour disséquer et comprendre les mécanismes régulateurs impliqués dans I'ACC,
plusieurs mutants de Fremyella diplosiphon présentant des ACC anormales ont été étudiés : les
mutants rouges, bleus, verts, noirs et turquoise. Le mutant rouge a cette couleur quelque soit la
qualité de la lumicre et synthétise de la PE, la PC, n’étant jamais exprimée. Le mutant bleu est
plus bleu que le type sauvage en lumiere rouge et il faut plus de lumicre verte pour inhiber la
synthese de PC.. Le mutant vert montre une expression de PC, normale et mais 'opéron PE n’est
jamais induit. Le mutant noir posseéde des quantités de PE et PC intermédiaires mais aucune ACC
n’est observable. Enfin, le mutant turquoise présente une régulation normale de la PC; mais est
incapable de synthétiser de la PE sous lumiére verte. Ce jeu de mutants et leur complémentation
ont permis de mettre en évidence I'implication de certains polypeptides dans la photoréception
des signaux environnementaux.

Trois éléments majeurs régulateurs de VACC chez Fremyella diposiphon ont été mis en
évidence : RcaE, RecaF et RcaC. Ces polypeptides présentent d’importantes similarités avec les
systemes régulateurs bactériens a deux composants. RcaC code pour une protéine de 651 acides
aminés présentant des homologies de séquence avec ces régulateurs, notamment un domaine
capable de se fixer a PADN (Chiang et al. 1992, Kehoe & Grossman 1997). La phosphorylation
de RcaC conduit a la synthése de PC, et réduit considérablement celle de la PE (Figure 54). RcaE
fut identifié notamment par complémentation des mutants noirs (Kehoe & Grossman 1996;
Terauchi et al. 2004). Sa partie C-terminale est typique des senseurs-kinases bactériennes et sa
partie N-terminale est similaire au domaine des phytochromes capables de lier une chaine
tetrapyrrole. La région centrale contient un domaine PAS  peut-étre impliqué dans des
interactions protéines-protéines ou pouvant lier un groupe prosthétique (Taylor 1999). RcaE lie
en effet un chromophore de type groupe tetrapyrrole sur 'une de ses cystéines (Grossman et al.,
2001). Ces observations vont dans le sens d’un rdle de photorécepteur pour RcaE. Lun des
mutants rouges fut complémenté par RcaF, dont le gene se trouve a proximité de raE. Les
diverses observations ont conduit a considérer RcalF comme un intermédiaire de phosphorylation
entre le photorécepteur Reall et RcaC (Kehoe & Grossman, 1997). Par ailleurs, deux facteurs de
transcription putatifs ont été mis en évidence. Les protéines RcaA et RcaB, qui sont uniquement
détectées sous lumicére verte, se comportent ainsi comme des facteurs de transcription de
Iexpression de 'opéron ¢peBA (Sobczyk et al. 1993, Schyns et al. 1998). Par ailleurs, un autre
groupe a mis en évidence une protéine qu’ils ont nommée PepB, capable de se lier au promoteur
de ¢peBA sur le méme motif de séquence que RcaA mais, cette fois-ci, quelque soit la qualité de la
lumiére de culture (Schmidt-Goff & Federspiel 1993). La présence d’un facteur de transcription

dépendant de la qualité spectrale de la lumiere, ou nécessitant 'activation d’un autre polypeptide
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lui-méme réactif a la lumiere, reste 2 déterminer.
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Figure 54 : Représentation des mécanismes de régulation de PACC par phosphotylation chez Fremyella diplosiphon,
d’apres Grossman et al. (2001). Les photographies du bas de la figure montrent la différence de couleur des cultures

selon la qualité spectrale de la lumiere de culture.

Dans le modele présenté dans la figure 54, RcaE, le photorécepteur putatif, percoit le
signal lumineux. La lumiére rouge conduit Rcall a s’autophosphoryler et a transférer le
groupement phosphate a Rcal. En I'absence de RcaFE, il est trés probable que RcalF interagisse
avec d’autres éléments régulateurs donneurs de phosphate. RcalF peut alors transférer le
groupement phosphate sur une histidine de RcaC qui va a son tour le transférer sur le domaine
C- ou N-terminale récepteur. La partie N-terminale de RcaC est indispensable a ’ACC, alors que
le réle de la partie C-terminale est encore mal compris. En lumiére verte, RcaC agit comme une
phosphatase et bloque le transfert du phosphate en se liant a Rcall. Cette inhibition cause
'activation de ¢peB.A et I'inhibition de ¢peB2A2.

Les polypeptides RcaEFC représentent un premier systeme régulateur qui, comme nous
venons de le voir, constituent un réseau de phospho-relais complexe a plusieurs étapes. Un
second systeme encore peu caractérisé agissant de concert avec le premier existe chez Fremyella
diplosiphon, mais 1 ne semble réguler que la réponse a la lumiére des opérons ¢peB.A et peCDE

(PE). Les mutants dits « Tan » présentent une déficience dans ce second systeme de régulation de
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la synthése de la PE et contiennent peu de PE. Leur étude a permis de montrer I'implication d’au
moins un gene, B, dans cette voie de régulation mais la fonction précise du produit de ce gene
reste énigmatique (Balabas et al. 2003). Les mutants de Fremyella diplosiphon déficients dans les
genes @eYZ, qui codent probablement pour des lyases (IKKahn et al., 1997 ; Balabas, 2003),
possedent toujours de la PE portant du PEB et ceci implique qu’il existe une autre PE-lyase dans
cet organisme. CotB présente en effet des similarités avec la classe des protéines lyases, et il est
ainsi envisageable qu’il soit une PE-lyase. Toutefois, la séquence de CotB est assez divergente de
CpeY et CpeZ et Pexistence d’une autre PE-lyase, CpeF, a déja été proposée. En réalité, la
séquence de CotB est plus proche de la classe des protéines de type NbIB. Ces dernicres
pourraient avoir un role dans le détachement de PBP durant la dégradation des PBS, observée en
condition de carence (Dolganov & Grossman 1999). Toutefois, les mutants déficients en cozB
présentent des réactions aux carences apparemment classiques.

Le systeme de régulation de la transcription des génes de PBP en différentes qualités de
lumiere est tres complexe et commence seulement a étre élucidé. RcaD est un polypeptide
capable de se fixer a deux régions du promoteur de Popéron ¢peB2.42 et n’est détectable qu’en
lumiére rouge (Sobczyk et al. 1993, Sobczyk et al. 1994, Casey & Grossman 1994). 11 serait ainsi
un facteur de transcription de I'opéron ¢peB2.42 en lumicre rouge (Sobczyk et al. 1994). 1l a été
montré plus tard que cette derniere protéine est aussi capable de se lier au promoteur des opérons
¢peB1.AT et APC mais pas a celui de 'opéron ¢peBA, et que la phosphorylation de RcaD augmente
probablement son affinité pour le promoteur de ¢peB242 (Noubir et al. 2002). Ces auteurs ont
montré que reaD est toujours co-transcrit avec un autre gene, #aG, et proposerent apres analyse
des séquences que les deux polypeptides interagissent, RcaG pouvant étre une protéine capable
de lier de PATP et d’activer RcaD, et/ou d’agir comme un chaperon facilitant l'interaction de
celui-ci avec PADN. D’interaction entre RcaD et RcaG est probablement régie par I’état de
phosophorylation de RcaD. Chez un mutant déficient dans le gene muD), I'expression de toutes
les PBP est perturbée, ce qui est en accord avec le fait que le produit de ce géne se lie avec
presque tous les promoteurs des opérons de PBP.

Par ailleurs, la complémentation d’un mutant de Fremyella diplosiphon présentant un taux de
transcription tres élevé de lopéron ¢peB71A7 (PC constitutive) a permis d’affiner la
compréhension de la régulation de cet opéron (Kahn & Schaefer 1997). 1l a ainsi été montré que
la protéine RpbA possede un motif de reconnaissance de ’ADN similaire a ceux trouvés chez des
phages et des facteurs de transcription bactériens, et est capable de se lier au promoteur du
tandem ¢peB7.47. Il fonctionnerait ainsi comme un répresseur de transcription des genes de la

PC..
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Chez Fremyella diplosiphon, le polypeptide CpeR est un élément régulant expression des
genes pebAB et ¢peBA (mais pas ¢peDE ; Alvey et al. 2003, Cobley et al. 2002, Seib & Kehoe
2002). Lorsqu’un plasmide portant ce gene est introduit dans la souche sauvage, la PE est
synthétisée en lumicre rouge (Cobley et al., 2002) alors que chez un mutant ou le gene geR a été
inactivé, la transcription de la PE est inhibée (Cobley et al, 2002 ; Seib & Kehoe, 2002). La
présence d’'un groupe de genes peCDESTR chez plusieurs cyanobactéries suggere qu’ils sont co-
transcrits. Le géne ¢peR n’a été observé que chez les organismes contenant de la PE mais pas
uniquement chez les souches capables d’ACC et doit donc jouer un role de régulation plus global.
Chez Fremyella diplosiphon, i a été suggéré qu’il existe un phospho-relais (RcaE) activant la
transcription ¢eCDESTR en lumiére verte. Toutefois, c’est la transcription de ¢peCDESTR et la
traduction consécutive de CpeR qui déclenche la transcription de ¢eBA. Ainsi, en la lumiére
verte, la cellule ne synthétiserait pas de sous-unités de PE avant d’avoir des linkers de PE
disponibles (Cobley et al., 2002) et CpeR représenterait donc un véritable signal de transcription
des sous-unités o et B de PE ; la transcription des opérons ¢peCDESTR et ¢peBA s’opérerait ainsi
en cascade génétique. Avec ce modcle, il est possible d’interpréter les phénotypes anormaux.
Lorsqu’un plasmide contenant CpeR est introduit dans la souche sauvage, les linkers ne sont pas
synthétisés et les sous-unités de PE s’accumulent dans le cytosol, comme le suggere les propriétés

de fluorescence des PBS de cette souche modifiée. Dans le cas du mutant, la synthése de sous-

unités o et B est inhibée car CpeR n’initie pas leur transcription et la transcription des opérons
¢peCDESTR et gpeBA est découplée (Cobley et al., 2002 ; Seib & Kehoe, 2002). Le mécanisme par
lequel CpeR active la transcription de ¢peBA est inconnu. 1l se peut que ce polypeptide active un
facteur de transcription, peut-étre RcaA et/ou PepB (Sobczyk et al., 1993 ; Schyns et al., 1998 ;
Schmidt-Goff & Federspiel, 1993).

Si CotB semble aussi étre un activateur de la synthése de PE en lumicre verte, il doit agir
de facon différente de CpeR. En effet, la perte de CotB diminue (et n’annule pas) la transcription
de ¢peBA, ainsi que de ¢eCDE, alors que CpeR induit la transcription de ¢peB4 uniquement et
son absence abolit totalement la transcription (Cobley, 2002 ; Seib & Kehoe, 2002). CotB doit
donc probablement intervenir en amont de l'action de CpeR dans la transduction du signal, peut-
étre en augmentant directement (ou indirectement 22z un photorécepteur) lefficacité de
perception de la lumicre verte (Balabas et al., 2003).

Tous les acteurs de cette régulation ne sont bienstr pas connus et le réseau complexe
d’interactions intervenant dans PACC de Fremyella diplosiphon est encore loin d’étre compris dans
sa globalité. Par exemple, des mutants turquoises (incapables d’activer ¢peBA) ont été

complémentés par les genes #g4 et B, ces génes codant pour des polypeptides voisins de

- 86 -



Introduction : Photoprotection et photoacclimatation

certaines phosphatases mais dont la fonction n’est pas précisément connue (Grossman et al.,
2001). Jusqu'a présent, les investigations ont été surtout menées sur les réseaux de genes
impliqués directement dans la photophysiologie des PBS. Toutefois, Benett & Bogorad (1973)
ont également mis en évidence des modifications morphologiques entre les cellules cultivées en
lumiere verte et rouge et ceci suggere les processus mis en ceuvre lors des phénomeéne d’ACC
chez Fremyella diplosiphon sont complexes et ne se limitent probablement pas a une modification
des rapports de PBP dans 'antenne photosynthétique (Figure 55 ; voir aussi le chapitre sur les

hormogonies dans Bryant, 1994).
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Figure 55 : Différences morphologiques observées par microscopie photonique entre les filaments de Fremyella

diplosiphon cultivées en lumiere blanche (haut) et rouge (bas), d’apres Bennet & Bogorad (1973). Echelle : 26 um.

Une étude récente utilisant des puces a ADN et des gels de protéines bidimensionnels
chez Fremyella diplosiphon a ainsi mis en évidence I'implication de 17 geénes (et les polypeptides
correspondants) dont la fonction n’est pas connue a ce jour dans 'adaptation a la qualité de la
lumiere (Stowe Evans et al. 2004). La construction de mutants déficients en ces genes permettra
une vision beaucoup plus globale des mécanismes complexes intervenants dans PACC chez
Fremyella diplosiphon.

La cyanobactérie Nostoc sp. MAC est aussi capable d’AC (Kipe-Nolt 1982). Quand cet
organisme est cultivé en lumicre blanche, les cultures sont plutot vertes et présentent un rapport
équimolaire PE:PC (Anderson et al. 1983). En lumiere verte a 30°C ou blanche a 39°C, les
cultures deviennent brunes suggérant une synthese accrue de PE ; le rapport PE:PC est alors en
effet de 2:1 et un linker de type L;’*’, présent dans chez les cultures vertes, disparait (Anderson et
al. 1983). Ces auteurs ont donc proposé deux structures de bras de PBS selon la qualité de la
lumiére (Figure 56). Les régulations impliquant deux types de PC sont courantes chez les

cyanobactéries d’eau douce pratiquant PAC (Bryant & Cohen-Bazire 1981).
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Figure 56 : Mod¢les de structure des bras de PBS chez Nostoc sp. MAC en lumiere rouge (gauche) et verte (droite),
d’apres Anderson et al. (1983).

Cette souche de Nostor sp. avait été classée en AC de groupe II par Kipe-Nolt et al.
(1982) mais les données plus précises sur les PBS d’Anderson et al. (1983) situent plutot cette
cyanobactérie dans le groupe 1II. Les variations de composition des PBS en fonction de la
température sont remarquables mais restent inexpliquées.

Synechocystis sp. PCC 6701 pratique une AC de groupe Il : seule la synthése de PE est
affectée par la qualité de la lumiere (Tandeau de Marsac, 1977 ; Gingrich et al. 1982). Synechocystis
sp. PCC 6701 posséde un set de géenes 0" et ™ (Anderson & Grossman 1990a) et les génes
codant pour la PE sont trés similaires a ceux de Fremyella diplosiphon (Williams et al. 1980,
Anderson & Grossman 1990b, a ). Les transcrits de PE s’accumulent en lumiere verte et sont
réduits en lumiere rouge. Des séquences nucléotidiques tres homologues a celles observées chez
Fremyella diplosiphon, contrdlant vraisemblablement lexpression, se trouvent en amont des génes
de PE. Toutefois, malgré des niveaux de transcrits de PE semblables a ceux de Fremyella
diplosiphon, les quantités de PE présentes en lumiére rouge sont différentes, suggérant I'implication

d’une régulation post-transcriptionnelle.

b) L’adaptation chromatique chez les cyanobactéries marines

Certaines algues rouges présentent des PBS de forme semi-ellipsoide (Lichtlé & Thomas
1976 , Gantt 1981) couplés a un PSII sous forme tétramérique (Cunningham 1990 , Lange 1990).
Les PBS des cyanobactéries marines du genre Phormidium ont la méme forme, possédant un ceeur
trimérique et souvent au moins une dizaine de projections périphériques (Wehrmeyer 1988 ;
Westermann 1993). Ces PBS possedent une PC de type C-PC et une PE portant uniquement des
PEB. L’étude de la souche Phormidium sp. C86 a permis de mettre en évidence un mode un peu
particulier ’ACC de type III. Cette cyanobactérie adopte des PBS semi-discoides dépourvus de
PE en lumiére rouge et semi-ellipsoide avec une majorité d’hexameéres de PE en lumiére verte

(Figure 57 ; Westermann 1993, Ohki 1992). Les PBS de lumicre rouge portent environ 500 PCB
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et pesent environ 7,000-7,500 kDa alors que ceux de lumicre verte sont deux fois plus lourds et
larges, et lient environ 1,400 PEB. Le nombre de bras est en effet différent selon la qualité de la
lumiére, avec six bras en lumiere rouge et dix en lumiere verte. Dans ce dernier cas, les PBS sont
en relation avec un PSII tétramérique, de fagon similaire a ce qui a été décrit chez les Rhodophyta
(Cunningham et al. 1990 , Lange 1990). Le nombre de PBS par surface de thylacoides varie aussi
avec environ deux fois plus de complexes en lumicre rouge qu’en lumicre verte. Les rapports
PBS:PSII observées chez Phormidium sp. C86 cultivé en lumicre rouge et verte correspondent aux
observations faites sur d’autres organismes présentant de fagon invariable des PBS semi-discoides
(Giddings 1983, Kursar & Alberte 1983) et semi-ellipsoides (Kursar & Alberte 1983,
Cunningham et al.,, 1990 ; Lange, 1990). Il semble ainsi que ces deux observations soient

physiologiquement liées.

Figure 57 : Modele de PBS semi-discoide (a) et semi-ellipsoide (b), leur association au PSII et les cceurs de PBS
associés chez Phormidium sp. acclimaté en lumiére rouge (a) et verte (b), d’apres Westermann & Wehrmeyer (1995).

PC : PBP en points, PE : PBP sombres, AP : PBP blanches.

L’analyse du cceur des PBS de lumicre rouge et verte chez Phormidium sp. C86 a révélé des
différences de structure. Quelque soit la lumicére, les cceurs sont classiquement composés des
protéines o, B, o, B, Loy” et L' et présentent des masses moléculaires similaires
(Westermann & Wehrmeyer, 1995). La différence majeure consiste en I’échange des deux

complexes périphériques (o*"B*"),L."" des PBS de lumiére rouge contre deux (o, ot ™, ")L."

P a été aussi

en lumiére verte. I’augmentation de la quantité relative d’accepteur terminal of*"
suggérée par une augmentation relative de la fluorescence lointaine 7z vivo et sur PBS intacts
extraits de cellules cultivées en lumiere verte. Cette augmentation de la proportion de complexe
de type APB a aussi été observée chez Porphyridium cruentum, possédant des PBS semi-ellipsoides

(Redecker et al. 1993). Les implications biophysiques de ces modifications structurales demeurent
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mal comprises.

La majorité des Synmechococcns marins isolés en culture ne font pas varier leurs quantités
relatives de phycobilines en fonction de la qualité de la lumiere (Waterbury et al. 1986). Toutefois,
Palenik (2001) a décrit un nouveau type d’adaptation chromatique chez certaines souches de
Synechococens marins (cluster 5.1) qu’il propose de nommer ACC de type IV (comm. pers.). Les
changements observés consistent en des variations du rapport PUB:PEB (mesuré iz vivo) selon
que I'on cultive les cellules sous lumiére bleue ou lumicre blanche et/ou verte. De fagon similaire
a ce qui a été observé chez les souches d’eau douce, ces Synechococens marins semblent ainsi
optimiser la collecte de la lumiére en augmentant la quantité relative de PUB sous lumiere bleue
et de PEB sous lumiere verte (Figure 58). Les mécanismes physiologiques et les conséquences sur

la structure des PBS demeurent a ce jour non étudiés.
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Figure 58 : Spectres d’excitation de fluorescence (gauche) de Synechococens sp. CC9311 acclimaté en lumiere blanche
(ligne fine), et bleue (ligne épaisse) et cinétique d’acclimatation du rapport PUB : PEB aprés un shift en lumicre

verte chez la méme souche. D’aprés Palenik (2001).

L’analyse phylogénétique basée sur I'analyse des séquences de ’ARN polymérase (7poCT)
conduite par (Palenik 2001) suggere que plusieurs Synechococcus capables de ce type d’adaptation
chromatique sont regroupés au sein d’un méme clade (Figure 59). Ce clade semble correspondre
au clade I décrit par Fuller et al. (2003) sur la base d’une analyse phylogénétique de PARN 168S. 11
regroupe notamment les souches WH8020 (dont une partie de la séquence génomique du PBS a
été décrite par Wilbanks & Glazer 1993), CC9311 (dont le génome est en fin de séquencage) et
CCY9617. 1l est toutefois remarquable que certaines des souches capables d’AC de type IV
n’appartiennent pas a ce clade. Par exemple, la souche WH8113 appartient au clade « mobile »
(clade III semsu Fuller et al. 2003) et est capable d’AC. Il semble ainsi que ce phénomene soit

apparu plusieurs fois dans I'évolution, notamment par microspéciation a I'intérieur du clade 111

(Palenik 2001).
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Figure 59 : Arbre phylogénétique de Synechococens marins, d’apres Palenik (2001). CA : adaptation chromatique, NCA

pas d’adaptation chromatique.

3) L’impact des UV sur les phycobilisomes

Les UV sont des radiations de courte longueur d’onde et sont de fait trés énergétiques,
Iénergie transportée par un photon étant inversement proportionnelle a sa longueur d’onde
(Figure 60). On distingue arbitrairement 3 classes d’'UV : les UVA (400-320 nm), les UVB (320-
280 nm) et les UVC (280-100 nm). Ces derniers n’atteignent pas la surface de la planéte car ils

sont filtrés par la couche d’ozone stratosphérique. Les UVA et B sont atténués.
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Figure 60 : Diagramme illustrant les appellations courantes des phénomeénes ondulatoires en fonction de leur

longueur d’onde. L’énergie d’un quantum donné dépend de sa longueur d’onde.

I y a environ 3,5 milliards d'années, les rayonnements solaires étaient riches en
rayonnements UV, et notamment en UVC (Cockell 2000). Les phénomeénes de photoprotection
vis-a-vis des UV trouvent leur origine a I'époque ou les UV irradiaient la surface du globe, la
couche d'ozone étant quasi inexistante. Les mécanismes de photoprotection vis-a-vis des UV
étaient alors indispensables a la survie de ces organismes photosynthétiques primitifs. Cette
époque correspond notamment a émergence de la radiation évolutive des oxyphotobactéries
(Schopf 1992). Le dioxygene que ces organismes ont émis dans l'atmosphere a permis la
formation progressive de la couche d'ozone, permettant une filtration totale des radiations UVC,
les plus néfastes (Figure 61). Cependant, de nos jours, les UVB ont toujours un impact notable
sur les organismes vivants, notamment le phytoplancton (Smith et al. 1992), et particulicrement

dans le contexte actuel de la réduction de la couche d’ozone (Kerr 1993).
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Figure 61 : Diagramme présentant 'évolution du nombre de taxa au cours des grandes périodes géologiques.
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Dans les océans, les organismes planctoniques sont relativement bien protégés de ces
radiations car leur pouvoir de pénétration dans I'eau est faible. Toutefois, les eaux de surface sont
exposées et la profondeur de pénétration dépend des qualités optiques de ’eau. Dans les eaux
claires des zones oligotrophes, on peut trouver des radiations UVA jusque quelques dizaines de
metres, les UVB étant plus vite atténués.

Les antennes photosynthétiques sont des cibles privilégiées des rayonnements UV. De
par leur structure complexe, leur abondance dans les cellules et le fait que les PBP présentent une
absorption significative dans la région UV, les PBS sont trés sensibles a ces radiations. 1l a par
exemple été montré chez Anabaena sp. PCC 7120 que le rendement quantique de
photodestruction des PBP est 10" fois plus élevé dans P'UV que dans le visible, et que le transfert
d’énergie ne peut entrer en compétition avec les photodommages (Lao & Glazer 1996). Ces
derniers travaux suggerent que les dommages aux PBS par les UV sont plus importants que ceux
infligés aux acides nucléiques. Chez Spirulina platensis, il a été montré que le transfert d’énergie est
rapidement affecté et que les chromophores sont tres vite dégradés, provoquant le phénomene de
blanchissement des cultures (photobleaching ; Rajagopal et al. 1998).

Les effets des radiations UV sur les PBS des cyanobactéries ont été étudiés
principalement sur les souches d’eau douce. Chez Synechococcus sp. PCC 7942, Plusieurs études
ont montré que les UVB provoquent de séricux dégats sur ces antennes photosynthétiques. Les
propriétés d’absorption, d’émission et d’excitation de fluorescence sont fortement modifiées et
les PBP sont découplées (Sah et al. 1998). Aprés exposition de cultures de cet organisme, il se
produit une altération importante des sous-unités o’ et B, ainsi que des linkers associés L et
Lz, De plus les composants du cceur tels que les linkers Ly~ et Ly étaient aussi dégradés
(Pandey et al. 1997, Sah et al. 1998). Par ailleurs, des PBS préalablement isolés puis exposés aux
UVB sont plus résistants a ces radiations (Pandey et al. 1997). Il semble que des changements de
la conformation des bilines aient alors lieu, interrompant le transfert d’énergie entre la PC et PAP
(Jha et al. 2000). Une exposition prolongée conduit toutefois a une destruction des complexes.
Drautres études ont caractérisé les dommages occasionnés par les UV sur la pigmentation d’une
cyanobactérie a PE du genre Nostoc cultivée sur agarose (Araoz 1997). La dégradation des
complexes a été plus rapide que celle de la chl « et des caroténoides et des changements dans la
composition des bras ont été observés. Durant le stress UV, la PC était particulierement touchée,
notamment au niveau des acides aminés.

Il semble que les cyanobactéries contenant de la PE soient plus sensibles que les souches
n’en possédant pas (Tyagi et al. 1992). Ainsi, des parametres tels que la croissance, les quantités

de pigments, la fixation de CO,, 'activité de certaines protéines telle que la nitrogénase (chez les
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souches fixatrices d’azote) sont plus sensibles a une exposition aux UVB chez les souches a PE.
Cette observation reste encore mal expliquée.

Les variations du transcriptome durant un stress UVB ont été analysées chez Synechocystis
sp. PCC 6803 (Huang et al. 2002). En conditions « normales » de culture, les génes relatifs au PBS
sont parmi les plus exprimés du génome. Les résultats montrent que tous les genes de structure
des PBS (PBP et linkers) sont réprimés dans les conditions de stress UVB et forte lumiere. La
cellule ne cherche donc pas réparer les dégats mais plutot a immédiatement diminuer 'absorption
de ces radiations trés énergétiques. De fagon surprenante, Araoz et al. (1998) suggerent que
I'exposition aux UV active la synthése de la PE chez les souches de Nostor car ils ont observé une
augmentation de I'émission de la fluorescence de cette PBP lors d’une exposition aux UV.
Toutefois, cette augmentation importante est plus probablement due a une déconnection de la
PE entrainant un accroissement de la fluorescence relative, plutdt qu’a un enrichissement des

PBS en cette PBP.

B/ L’enveloppe cellulaire des oxyphotobactéries, un systeme
particulier

1) Une enveloppe bactérienne singuliére
Les oxyphotobactéries ont trois systemes membranaires principaux: les membranes
thylacoidales, la membrane cytoplasmique et la membrane externe. L'enveloppe cellulaire

regroupe la membrane cytoplasmique et la membrane externe (Figure 62).

Figure 62 : Fracture transversale de cellule de Symechococcus sp. WHS8113 illustrant les différents systemes
membranaires cyanobactériens. L’insert correspond a la partie encadrée de I'enveloppe cellulaire comprenant la
membrane cytoplasmique (CM), la couche de peptidoglycanes (P), la membrane externe (OM), et la couche de

surface (S). Les thylacoides (T) sont aussi indiqués. Echelle : 200 nm, d’apres Samuel et al. (2001).
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Entre ces deux membranes s'intercale une couche de composés de type peptidoglycanes.
La paroi est composée de la membrane externe et des peptidoglycanes. Ces caractéristiques
structurales sont typiques des bactéries dites Gram- (les Gram + n’ont pas de membrane externe)
et les oxyphotobactéries sont d'ailleurs généralement classées comme telles. Les structures de ces
deux grands groupes bactériens sont détaillées dans la figure 63. Néanmoins, en dépit de cette
communauté de structure avec les bactéries Gram-, I'enveloppe cellulaire oxyphotobactérienne
regroupe des caractéristiques que l'on trouve soit chez les Gram- soit chez les Gram+ (Packer

1988, Hoiczyk & Hansel 2000 ).
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Figure 63 : Structure de P'enveloppe bactérienne chez les bactéries de type Gram — (a; exemple de Staphylococcus
anrens) et Gram + (b; exemple d’Escherichia coli). La structure générale de la paroi des oxyphotobactéries est

généralement de type Gram -. NAM : acide N-acétyl-muramique ; NAG : N-acetyl glucosamine

L'enveloppe cyanobactérienne se distingue en effet des bactéries dites Gram- notamment
de par I'épaisseur de la couche de peptidoglycanes s'intercalant entre la membrane cytoplasmique
et la membrane externe. Cette couche est assez fine chez la majorité des bactéries Gram-, alors
qu'elle peut étre tres épaisse chez les cyanobactéries. A titre d'exemple, elle mesure 10 nm chez
Synechococens sp. (Golecki 1977) et atteint 700 nm chez les cyanobactéries de plus grande taille

telles  Oscillatoria  princeps (Hoiczyk & Baumeister 1995). Les analyses chimiques des
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peptidoglycanes cyanobactériens ont montré que le degré d'entrecroisement entre les chaines de
peptidoglycanes et la muréine était souvent plus proche de ce que l'on rencontre chez les
bactéries Gram+ que de ce qui est couramment observé chez les bactéries Gram- (Jurgens et al.
1983). Les pentapeptides impliqués dans I'entrecroisement présentent aussi certaines particularités
Salton 1994). De plus, les peptidoglycanes oxyphotobactériens sont complexés a des
polysaccharides d'une facon tres similaire a ce qui est rencontré chez les bactéries dites Gram+
(Jurgens 1990). Enfin, la présence de polysaccharides liés de fagon covalente est tout a fait
singuliere (Packer & Glazer 1988).

Cette mosaique de différentes caractéristiques bactériennes se retrouve aussi dans la
membrane externe cyanobactérienne. Les lipopolysaccharides (LPS) cyanobactériens contiennent
peu de phosphate et manquent souvent de kétodeoxyoctonate, un LPS commun des bactéries
Gram- (Mikheyskaya et al. 1977). La membrane externe des oxyphotobactéries contient souvent
des composés que I'on ne trouve habituellement pas chez les bactéries Gram- : des caroténoides
(Resch & Gibson 1983), des acides gras originaux tel le B-hydroxypalmitate, des porines
particulicres (Hansel et al. 1998), efe.. Cette liste de caractéristique de la paroi
oxyphotobactérienne n'est pas exhaustive mais donne une idée de la singularité de ces enveloppes
dont I'appartenance a l'un ou l'autre des deux grands groupes de parois bactériennes est loin

d'étre évidente.

2) Mobilité et agrégation

La mobilité¢ des cellules chez les cyanobactéries peut étre vue comme une stratégie de
photoprotection, bien que des considérations liées a la nutrition ne doivent pas étre exclues. 1l a
été proposé que les cellules se protégent de la photoinactivation du PSII par auto-ombrage
(Tilzer 1987 , Pechar & Masojidek 1995) ou en fuyant les zones trop éclairées ou trop riches en
UV. Ainsi, des migrations ont été observées dans la colonne d'eau vers les couches plus
profondes et moins éclairées (Reynolds 1987) et certaines cyanobactéries d'Antarctique sont
capables de fuir les habitats trop fortement irradiés par les UV (Quesada & Vincent 1997,
Quesada et al. 1999).

Lorsqu'une culture de la cyanobactérie Synechococcus elongatus subit brusquement un
éclairement important, on peut observer une agrégation des cellules, a des échelles de temps de
l'ordre de quelques minutes. Ce mécanisme est altéré par la qualité de la lumiere et la présence de
substances affectant le transport photosynthétique d'électrons. Récemment, il a été suggéré que le
systétme glutathione soit impliqué dans le déclenchement de l'agrégation. Celle-ci est ATP-

dépendante et ne nécessite pas la synthese de protéines e novo (Koblizek et al. 2000). De facon
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similaire, Synechocystis sp. PCC 6803 forment des aggrégats lorsque des cellules sont brusquement
soumises a des radiations UV. Les voies de transduction des signaux entre des molécules témoins
du stress lumineux et les protéines de la membrane externe impliquées dans la mobilité sont

encore mal connues.

3) Les caroténo-protéines de ’enveloppe cellulaire
a) Généralités

Les caroténo-protéines cyanobactériennes ont été décrites pour la premiere fois en 1981
par Holt & Krogmann (Holt & Krogmann 1981). Les études qui suivirent et la relativement
récente disponibilité de génomes complets ont permis de réaliser que ces protéines sont
fréquentes chez les cyanobactéries, a lexception des représentants du gentre Prochlorococcns
(Kerfeld et al. 2003b). Les séquences génomiques de Crocosphaera watsonii et Trichodesminm sp.,
encore en cours d’annotation, ne semblent pas non plus présenter de génes homologues a ceux
présents chez la plupart des cyanobactéries.

Lotsque Synechococcus sp. WH7803 est cultivée en forte lumicére, la concentration en -
caroténe par cellule diminue parallelement a celle de la Chl  (Kana et al. 1988). La concentration
en zéaxanthine par cellule reste, quant a elle, constante. Ces différentes réponses suggerent que le
B-caroteéne et la majorité de la zéaxanthine cellulaire sont localisées dans des types membranaires
différents. De précédentes études avaient en effet rapporté la présence de caroténoides, souvent
des dérivés de la zéaxanthine, dans 'enveloppe cellulaire de différentes souches de Synechococens
d’eau douce (Holt & Krogmann 1981, Murata et al. 1981, Omata & Murata 1983, Resch &
Gibson 1983) alors que le B-caroténe est localisé dans les thylacoides. De fagon analogue, K.
Masamoto et K. Furukawa (1997) ont mis en évidence chez Symechococens sp. PCC 7942 une
accumulation de zéaxanthine, lorsque cette cyanobactérie est cultivée sous forte lumicre. Leurs
observations les conduisent a suggérer que I'accumulation devait se situer dans lenveloppe
cellulaire. L utilisation de technique immuno-cytologique afin de localiser les caroténo-protéines

dans la cellule confirme cette hypothéese (Figure 64 ; Bulletjahn & Sherman 1986b, a).
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Figure 64: Immuno-localisation de caroténo-protéines chez Prochlorothrix hollandica (A) et Synechococeus sp. (B),

d’apres Bullerjhan & Sherman (1986).

Plusieurs caroténo-protéines ont été isolées et caractérisées dans Ienveloppe cellulaire

d'oxyphotobactéries. Les caractéristiques de certaines de ces protéines sont résumées dans le

tableau 4 et explicitées dans les paragraphes suivants.

Tableau 4 : Caractérisation de caroténo-protéines de l'enveloppe cellulaire chez plusieurs oxyphotobactéries. P.M. :

Poids Moléculaire ; Memb. ext. : Membrane externe ; Memb. cyto.

: membrane cytoplasmique ; nd : donnée non

mentionnée. Les références bibliographiques correspondant a ces données sont mentionnées dans le texte.

Organisme M.M. Caroténoide lié Absorption Localisation Hydrophilie
(KDa) (nm)
Synechocystis sp. PCC 45 Myxoxanthophylle ou nd Enveloppe Hydrophobe
6714 zéaxanthine cellulaire
Synechococcus sp. PCC 45 nd 450, 476, 516 Memb. ext. Hydrophobe
7942 42 nd 460, 487 Memb. cyto.
Prochlorothrix 56+58 Zéaxanthine 442,462, 497 Memb. ext. Hydrophile
hollandica
Synechocystis sp. PCC nd 3'-Hydroxyéchinénone nd Enveloppe Hydrophile
6803 cellulaire
Synechococcus sp. 23 Zéaxanthine, 13-cis- 430, 460, 485 Enveloppe Hydrophile
lutéine, lutéine cellulaire
Spirulina maxima 47 3'-hydroxyéchinénone 465, 495 Enveloppe Hydrophile
Aphanizomenon cellulaire
flos-aquae

Microcystis aetigunosa

b) Les caroténo-protéines hydrophobes

Plusieurs protéines de ce type ont été observées dans l'enveloppe cellulaire de différentes

oxyphotobactéries. Une caroténo-protéine hydrophobe de 45 KDa a été mise en évidence dans
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l'enveloppe cellulaire de Synechocystis sp. PCC 6714 (Bullerjahn & Sherman, 1986). Plus la teneur
en O, dans les cellules est importante, plus la quantité de caroténo-protéines insérées dans
l'enveloppe cellulaire est importante. Par ailleurs, une étude immunologique avec un anticorps
dirigé contre cette caroténo-protéine a révélé la présence d'une protéine similaire dans
l'enveloppe cellulaire de Syrechococcus sp. PCC 7942 (Bulletjahn & Sherman, 1986). De méme, une
caroténo-protéine de 45 KDa a également été découverte dans la membrane externe de
Synechococens sp. PCC 7942 et a été séquencée (Reddy et al. 1993). Trois pics d'absorption a 450,
476 et 516 nm ont été observés, mais les pigments impliqués n'ont pas caractérisés plus avant.

Une autre protéine de 42 KDa, présentant deux pics principaux d'absorption a 460 et 487
nm, a été mise en évidence dans la membrane cytoplasmique de Synechococcus sp. PCC 7942
(Masamoto et al. 1987). Cette protéine est jusqu’a aujourd’hui la seule qui semble associée aux
thylacoides. Une accumulation de cette protéine durant la croissance sous forte lumicre a été
observée. Le gene ¢hpA codant pour l'apoprotéine a été séquencé et une photorégulation post
transcriptionnelle a été démontrée par northern blot (Reddy et al. 1993). Le transcrit mesure 6,2
kb et pourrait représenter un opéron contenant chp.A et d’autres genes non identifiés (Reddy et al.
1993, Masamoto et al. 1987). Des agents connus pour activer la formation de radicaux libres
augmentent la transcription du géne ¢fpA, dont le niveau d’expression est trés faible a lumiere
moyenne (Reddy et al. 1993).

Enfin, Jurgens & Weckesser (1985) ont caractérisé le contenu en caroténoides de la
membrane externe de Synechocystis sp. PCC 6714. Trois pics d'absorption ont été observés, a 462,
485 et 513 nm. La zéaxanthine, un dérivé de ’échinénone, le B-caroténe, une myxoxanthophylle,
deux autres caroténoides liant un glycoside, ainsi qu'un caroténoide polaire inconnu ont été
détectés. Ce dernier n'a pas été observé dans les membranes cytoplasmiques et thylacoidales. La
zéaxanthine, la myxoxanthophylle et les deux caroténoides glycosidés sont les caroténoides
majeurs de la membrane externe et représentent pres de 75% des caroténoides membranaires
totaux. La ou les éventuelles caroténo-protéines présente(s) chez cette souche n’ont pas été

caractérisées.

c) Les caroténo-protéines hydrophiles

Ces protéines ont été plus étudiées que les précédentes et la plupart d’entre elles
appartiennent a un groupe de protéines formant une couche a la surface des cellules (ou "S-
layer"). Les protéines de la S-layer sont souvent composées d'un ou plusieurs peptide(s) acide(s)
lié(s) de fagcon non covalente aux LPS. Ces protéines hydrophiles sont localisées dans le cytosol

ou faiblement liées a la surface externe de la membrane externe. C'est pourquoi il est possible
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d'en retrouver une certaine quantité dans les milieux de cultures en phase stationnaire. Chez
l'oxyphotobactérie « verte » Prochlorothrix: hollandica, un complexe caroténo-protéique hydrophile
acide a été caractérisé par (Engle et al. 1991). Ce complexe présente deux principaux pics
d'absorption a 460 et 487 nm et est formé de deux polypeptides similaires de 56 et 58 KDa
localisés dans la membrane externe de la cellule (surface externe). Ce dimere lie des LPS, ainsi que
la majorité de la zéaxanthine cellulaire. Sous sa forme native a 77 K, il présente des pics
d'absorption a 442, 462 et 497 nm. Le complexe protéique s'accumule 2 a 3 fois plus dans la
membrane externe en condition de forte lumiere qu'en lumiére faible (Engle et al. 1991, Reddy et
al., 1993).

Une caroténo-protéine liant 1 a 2 molécules de 3'-hydroxyechinénone a été clairement
mise en évidence chez Synechocystis sp. PCC 6803 (Wu & Krogmann 1997). Le génome de cette
cyanobactérie ayant été entiecrement séquencé, il a pu étre déterminé, apres séquencage de la
partie N-terminale, que cette protéine est codée par le gene s#7963. Au niveau transcriptionnel,
des études de puce a ADN ont montre que ce gene est tres exprimé en réponse aux fortes
lumieres et aux radiations UV (Hihara et al. 2001). Un mutant dans lequel ce géne a été inactivé
est en cours de caractérisation (Kerfeld 2004a, b).

Par ailleurs, il a été montré que les extraits solubles d’une souche de Synechococcus sp.
contiennent une caroténo-protéine hydrophile (Diversé-Pierluissi & Krogmann 1988). Cette
protéine serait cette fois-ci un dimere de deux polypeptides de 23 KDa présentant des pics
d'absorption a 430, 460 et 485 nm. Les principaux caroténoides liés sont la zéaxanthine (83%), la
13-cis-lutéine (12%) et la lutéine (5%). Le complexe protéique lie approximativement 44
molécules de caroténoides. Des caroténo-protéines similaires ont été trouvées chez Spirulina
maxima, Aphanizomenon flos-aquae et Microcystis aerignnosa (Holt & Krogmann, 1981). 11 s'agit de
polypeptides fixant de la 3'-hydroxyéchinénone (ou un caroténoide proche) a raison de 20 a 40
molécules par protéine. Le tout a une masse moléculaire d'environ 47 KDa et les pics
d'absorption se situent a 465 et 495 nm.

La caroténo-protéine la mieux caractérisée jusqu'a présent est celle présente chez
Abrthrospira maxima. Chez cette cyanobactérie, c’est la 3’-hydroxyechinenone (HE) qui est liée par
des interactions non covalentes a une apoprotéine probablement homodimérique. Ia
configuration protéique provoque une courbure de la molécule et il en résulte un déplacement
bathochromique du maximum d’absorption de la protéine (495 nm) de 45 nm par rapport a celui
de la xanthophylle libre (450 nm). De plus, le temps de vie de I’état excité (S1) de la HE est
diminué lorsqu’elle est associée a I'apoprotéine, montrant que la chromoprotéine posseéde une

capacité de dissipation d’énergie importante (Polivka & Sundstrom 2004). A la suite d’une étude
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de cristallisation (Kerfeld et al. 1997), la structure de cette protéine a récemment été déterminée a
une résolution de 2,1 A (Kerfeld et al. 2003a, Kerfeld et al. 2003b). Elle est constituée de deux
domaines, une hélice alpha en région N-terminale et une partie C-terminale présentant une
homologie avec les domaines NTF2 observés chez certains enzymes et dans des protéines
eucaryotiques impliquées dans les échanges avec le compartiment nucléaire (Bullock et al. 1996).
La molécule de HE est en contact avec ces deux domaines et est presque totalement isolée du

solvant environnant (Figure 65).
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Figure 65 : Modcle de structure moléculaire de la caroténo-protéine d’Arthrospira maxima et de ses cofacteurs apres

analyse par cristallographie, d’apres Kerfeld et al. (1997, 2003).

La structure de ce type de protéine est jusqu’a aujourd’hui unique parmi les protéines liant

des xanthophylles. Quelques similarités existent cependant avec la protéine a astaxanthine de la

carapace de homard, la B-crustacyanine (Cianci et al. 2002, Zagalsky 2003).

d) Conclusions

Les caroténoides sont des molécules présentes chez tous les organismes
photosynthétiques. Il peuvent remplir le role de pigment accessoire dans l'antenne collectrice de
lumiére, mais ont aussi un réle important dans la photoprotection. Ils sont en effet a méme de
neutraliser les radicaux libres oxygénés et les triplets de chl, ainsi que de dissiper de I'énergie
lumineuse excédentaire sous forme de chaleur. Le principal caroténoide présent chez les
oxyphotobactéries est la zéaxanthine. Cette xanthophylle est connue chez les eucaryotes pour ses
propriétés photoprotectrices (cycle des xanthophylles). Bien qu'aucun cycle des xanthophylles

n'ait été mis en évidence chez les procaryotes photosynthétiques, plusieurs travaux ont montré
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que les xanthophylles jouent un role important dans la photoprotection chez les
oxyphotobactéries (voir par exemple Lagarde et al. 2000). Lagarde & Vermaas (1999) ont étudié
la réponse au stress lumineux d’un mutant de la cyanobactérie d’eau douce Synechocystis sp. PCC
6803 dont le géne codant pour la B-caroténe hydroxylase a été inactivé, et donc dépourvu de
zéaxanthine. Ces travaux montrent que le mutant accumule de la myxoxanthophylle en condition
de forte lumiere. Ils ont donc suggéré que ce caroténoide doit remplir une fonction importante de
photoprotection.

Les fortes lumiéres semblent accroitre l'insertion de la plupart des caroténo-protéines
dans l'enveloppe et les radicaux libres oxygénés, qui sont abondants en condition de stress
lumineux, agissent de facon similaire (Kerfeld 2004a, b). De plus, il a été montré que 'expression
des genes ¢#B (Phytoene synthétase) et a#P (phytoene désaturase), qui sont a la base de la
biosynthése des caroténoides, est photorégulée (Fernandez-Gonzalez et al. 1998), ceci
concordant avec la dynamique de l'insertion des caroténo-protéines dans l'enveloppe. Les
caroténoides présents dans l'enveloppe cellulaire pourraient donc dissiper I'énergie lumineuse en
exces sous forme de chaleur, avant qu'elle ne dégrade la cellule, notamment par l'intermédiaire
des especes activées de Poxygene. D’un point de vue évolutif, on peut ainsi penser que le cycle
des xanthophylles qui n'existe pas chez les cyanobactéries, représente une innovation des
eucaryotes permettant une régulation plus fine de la gestion de 1'énergie lumineuse.

Peu de renseignements sont disponibles sur la physiologie des caroténo-protéines de
l'enveloppe cellulaire oxyphotobactérienne et les mécanismes physiologiques associés. Les
séquences protéiques et nucléiques sont relativement rares (en particulier chez les cyanobactéries
marines) et de fait, la régulation au niveau transcriptionnel est souvent mal connue. Par ailleurs,
ces protéines sont difficiles a caractériser, notamment car les estimations de masse moléculaire
présentent souvent des anomalies, que ce soit par SDS-PAGE, chromatographie d’exclusion de
taille ou spectrométrie de masse (Kerfeld, 2004a, b).

Quelques hypotheses tout a fait spéculatives de mécanismes de photoprotection ont été
proposées. Les évidences d’accumulation de ces protéines chez les souches d’eau douce sont
nombreuses mais ce n’est pas le cas des souches marines chez qui la concentration cellulaire en
zéaxanthine ne semble pas varier avec la lumicre (Kana et al., 1988 ; Moore et al., 1995). Les
mécanismes impliquant les caroténo-protéines différent certainement entre ces deux types
d’organismes. Chez les souches d’eau douce, il semble que la syntheése des caroténoides soit
associée a celle des thylacoides (Hirschberg & Chamovitz 1994). 1l existe donc un systeme de
transport de ces composés jusqu'a 'enveloppe cellulaire. Des analyses de dichroisme circulaire

des apoprotéines recombinantes de caroténo-protéines suggerent qu’elles adoptent une
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conformation stable, ce qui pourrait étre en accord avec un role de transport de caroténoides
(Kerfeld et al., 2004a, b). Les pigments pourraient étre relargués ou transférés a une autre
protéine, ou la caroténo-protéine directement insérée dans 'enveloppe. Par ailleurs, la caroténo-
protéine d’Arthrospira maxima est capable de réagir avec les singulets d’oxygene a des taux
comparables a ceux d’une superoxyde dismutase a cuivre (Kerfeld et al. 2003). 11 est ainsi possible

que ces protéines aient aussi un réle de détoxification des especes activées de 'oxygene.

C/ Les molécules spécifiquement impliquées dans la

photoprotection contre les UV

Le phytoplancton marin présente des réponses adaptatives complexes aux rayonnements
UV, assurées notamment par la synthése de molécules protectrices (Ehling-Schulz & Scherer
1999, Montecino et al. 2001). Les systemes d'électrons m que contiennent ces molécules
protectrices sont parmi les groupements les plus efficaces quant a l'absorption de radiations UV.
On les trouve dans les doubles liaisons de molécules plus ou moins linéaires avec alternance de
simples et doubles liaisons tels que les caroténoides, et dans des structures aromatiques et
cycliques (Cockell & Knowland 1999). Outre les caroténoides, on trouve ainsi chez les
oxyphotobactéries des pigments aromatiques tels que la scytonémine et des acides aminés a
mycosporine (MAA).

Les niveaux de radiations UVB atteignant la surface de la Terre sont en augmentation de
par la raréfaction de la couche d'ozone atmosphérique (Smith et al. 1992). Ces radiations sont
biologiquement trés actives. Elles endommagent les acides nucléiques (Kumar et al. 2004), les
protéines et notamment des enzymes (Kumar et al. 2003), les systémes membranaires (He &
Hader 2002a, c, b), ezc... L'appareil photosynthétique est bien str aussi affecté, particulierement les
antennes (voir paragraphe précédent, (Solov'ev et al. 2001), les CR (Friso et al. 1994, Krauss
2003, Vass et al. 2002) et la Rubisco (Wilson et al. 1995 ; Bischof et al. 2000, Bischof et al. 2002).
L'ADN et les protéines sont parmi les premicres cibles des U.V. car ces molécules absorbent
directement ces radiations. Les dommages causés par les U.V.B sont des cassures de PADN
simple et double brins, des la formation de dimeéres de cyclobutane et de pyrimidine-(6-4)-
pyrimidone et dérivés (Peak & Peak 1986, Mitchell & Nairn 1989, Figure 66). Les UVA, moins
énergétiques, ont des effets plus indirects sur les protéines et les acides nucléiques (Eisenstark
1989). Les analyses de type post-génomique (puces a ADN, électrophorése bidimensionnelle de
protéome) ont permis de constater que les UVB provoquent l'induction et la

répression/dégradation de nombreux genes et protéines chez plusieurs souches de cyanobactéries
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d’eau douce (Huang et al. 2002, Elhing-Schulz & Ferrer, 1999).

Figure 66 : Modc¢le moléculaire illustrant les diméres de thymine occasionnés par les radiations UV sur PADN.

1) Les Acides Aminés a Mycosporine

Les acides aminés a mycosporine (MAA) sont tres largement répandus dans le monde
vivant (Cockell & Knowland 1999), aussi bien chez les animaux, les champignons que chez les
organismes photosynthétiques. Dans le milieu marin, environ 19 MAA ont été recensés a ce jour,
largement répartis d'un point de vue taxonomique et géographique. Ceci souligne leur importance
en tant que molécule photoprotectrice au sein du monde vivant. Les MAA sont des substances
hydrophiles caractérisées par la présence d'un chromophore cyclohéxanone ou cyclohéxénimine,
lié a un atome d'azote ou un groupement iminoalcool d'un acide aminé ou parfois a des
oligosaccharides (Figure 67 ; Groniger et al. 2000). La diversité de ces composés réside dans la
diversité des acides aminés et des groupements iminoalcool. Le maximum d'absorption se situe
généralement entre 310 et 360 nm et la masse moléculaire est souvent proche de 300 Da. La
synthese de ces composés trouve probablement son origine dans les premicres étapes de la voie
métabolique du shikimate. L.es MAA sont localisés au niveau des glycanes extracellulaires (S-layer)
et la production de MAA est préférentiellement stimulée par les UVB (Rozema et al. 2002, Sinha
et al. 2003).
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Figure 67 : Structure des composés UV-protecteurs : la MAA-gly (A) monosubstituée, la shinorine bisubstituée (B),
la MAA-oligosaccharide de Nostoc commune (Bohm et al. 1995) avec R1 : galactose, xylose, acide glucuronique et R2 :

galactose, glucose, glucosamine (C), la scytonémine (D), selon Proteau et al. (1993).

On trouve des MAA chez de nombreuses cyanobactéries (Garcia-Pichel 1993). Chez
Nostoc commune, les MAA sont extracellulaires, liés a la matrice polysaccharidique par différents
aminoacides. Deux MAA ont été isolés, l'un absorbant a 335 nm (Hill et al. 1994) et l'autre, lié a
une glycine, absorbe a 312 nm et serait un agent quencher d’états excités de diverses molécules
(Dunlap 1995 , Sinha et al. 2003). Ces composés peuvent représenter jusqu'a 10% de la masse de
matiere seche, alors que les MAA intracellulaires participent habituellement entre 0,16 et 0,84%
du poids sec. On estime qu'environ deux photons sur trois sont absorbés par ces pigments avant
que l'intérieur de la cellule ne soit irradié (Bohm et al, 1995). Ces MAA particuliers sont
considérés comme unique dans le monde vivant.

La shinorine, un MAA bisubstitué contenant de la glycine et de la serine, absorbe a 334
nm. Elle a été mise en évidence chez les cyanobactéries Anabaena sp. et Seytonema sp. (Sinha et al.
2001a, Sinha et al. 2001b). D'autres composés proches semblant avoir la méme fonction ont été
découverts chez Chlorogloeopsis sp. PCC 6912 et Spirulina subsalsa (Portwich & Garcia-Pichel 2000 ,
Montecino et al. 2001).
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Figure 68 : Spectres d’absorption de la MAA-oligosaccharide dans I'eau (A ; B6hm et al., 1995) et de la scytonémine

dans le tetrahydrofurane, d’aprés Proteau et al. (1993).

2) La scytonémine

La scytonémine est un pigment brun-jaunatre hydrophobe présentant une structure
dimeérique (Sinha & Hader 1998). Sa formule est basée sur des groupements indol et phénol et sa
masse moléculaire est d'environ 545 Da. Il est probable que la scytonémine soit formée a partir
de la condensation du tryptophane et de dérivés phenylpropanoides. La liaison entre ces unités
est biochimiquement unique et la structure cyclique obtenue est dénommée squelette
scytonémique. La synthése de ce pigment est principalement stimulée par les UVA et la lumiére
bleue, de 315 a 425 nm (Garcia-Pichel et al. 1992, Ehling-Schulz et al., 1997). 1l existe chez la
plupart des cyanobactéries un seuil minimum de flux de photons a partir duquel la scytonémine
commence 2 étre synthétisée qui differe selon les organismes (Cockell & Knowland, 1999).

La scytonémine purifiée absorbe préférentiellement vers 370-386 nm, mais aussi a 252,
278, et 300 nm. Elle est localisée au niveau de glycanes extracellulaires en relation avec la
membrane externe, et est présente chez de nombreuses cyanobactéries d’eau douce engainées
telles que Fremyella spp., Nostoc spp., Ocillatoria spp., Rivularia spp., Synechococcus spp., Scytonema spp.,
ete. (Groniger et al. 2000). Toutefois, les formes planctoniques contiennent rarement ce pigment,
méme si la présence d'un composé aux propriétés d'absorption similaires a déja été rapportée
dans un bloom phytoplanctonique (Llewellyn & Mantoura 1997). La scytonémine absorbe les
rayonnements UV grace a son systeme d'électrons n (Cockell & Knowland 1999) et forme, en
entourant la cellule, un véritable bouclier contre les rayonnements UV. Ce pigment peut en effet
induire a I'échelle de la cellule une atténuation des rayonnements a 320 nm allant jusqu'a 55%
(Garcia-Pichel & Castenholz, 1993), mais pour des cellules se trouvant protégées par d'autres

(colonies, aggrégation), la protection est trés certainement bien plus importante.
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3) Les polysaccharides extracellulaires

La gaine de polysaccharides extracellulaires est une zone tampon entre la cellule et son
environnement. La synthése accrue de ces polysaccharides lors d'un stress UV permet de limiter
les dommages induits par ces radiations. Les UVB stimulent ainsi la production de ces composés
chez Nostoc commune (Elhing-Schulz et al., 1997). Les cultures irradiées présentent environ 3 fois
plus de polysaccharides pariétaux que la culture témoin. Il a été proposé que la stimulation de la
production de polysaccharides soit notamment destinée a mettre en place une matrice en vue de
l'insertion de molécules photoprotectrices telles que les MAA (Elhing-Schulz et al., 1997).

Les MAA et la scytonémine semblent assez spécifiques du stress provoqué par les
radiations UV. La proportion de ces derniers pigments dépend d'ailleurs de la proportion dUVA
et ’UVB des radiations appliquées. Toutefois, d'autres fonctions écologiques ne sont pas a

exclure (Vincent 1993).

4) L’implication des caroténoides, conclusions

Les mécanismes de photoprotection associés aux caroténoides chez les cyanobactéries
sont mal compris tant pour la réponse aux fortes lumieres (Kerfeld, 2004a, b) qu'aux UV. Il a été
montré chez des mutants de Synechococcns sp. PCC 7942 accumulant des caroténoides que
l'ampleur des destructions provoquées par les UVB est dépendante de la quantité de caroténoides
accumulés, notamment de zéaxanthine. De fait, accumulation de caroténo-protéines dans
Ienveloppe cellulaire en réponse aux fortes lumieres peut aussi étre observée lors de stress UV
(voir paragraphe sur les caroténo-protéines) Toutefois, le role spécifique des caroténoides dans la
photoprotection vis-a-vis des UV est controversé (Cockell & Knowland, 1999). Il semble que
l'accumulation de caroténoides représente une réponse non spécifique au stress lumineux sezsu
lato (Elhing-Shulz et al., 1997). Par ailleurs, lorsque Nostoc commune est exposée a des radiations
UV, on observe tout d'abord une augmentation des teneurs cellulaires en échinénone et en
myxoxanthophylle. C’est ensuite que les pigments hydrosolubles de type MAA apparaissent
parallelement a une augmentation de la synthese de polysaccharides. Enfin, la synthése de la
scytonémine est activée. La cinétique d'induction de ces différents composés photoprotecteurs

suggere qu'il existe des voies de transduction des signaux distinctes (Elhing-Shulz et al., 1997).
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CHAPITRE 1I: Caractérisation de la photophysiologie de la
souche de Synechococcus sp. WH8102

Contexte de ’étude

A la suite de la découverte de Prochlorococcus et de la mise en évidence de son importance
¢écologique (Chisholm et al. 1988, Olson et al. 1990a, Partensky et al. 1999a, b), les études 2 situ
visant a préciser I’écologie de cette cyanobactérie se sont rapidement multipliées. De plus,
I'isolement d’'un ensemble de souches provenant de différents écosystemes a permis des avancées
décisives dans la compréhension de sa biologie, sa physiologie ou encore de ses propriétés
optiques. L'une des découvertes-clés a été la mise en évidence "d'écotypes" de Prochlorococcus
physiologiquement et génétiquement différents et adaptés a des niches lumineuses distinctes au
sein la colonne d'eau (Moore et al. 1998). L’équipe « Plancton Océanique » de la Station
Biologique de Roscoff a participé activement depuis 15 ans a I'amélioration des connaissances sur
Prochlorococcus, notamment en étudiant et décrivant son appareil photosynthétique (Garczarek et
al. 1998; Partensky & Garczarek 2003), et en particulier les complexes antennaires des différents
écotypes (Partensky et al. 1997, Garczarek et al. 2000a, Bibby et al., 2001, 2003).

En revanche, les Synechococcus marins, bien que découverts pres de dix ans avant
Prochlorococcus, sont paradoxalement moins bien connus que ce dernier. La diversité génétique de
ces cyanobactéries est importante, mais peu de traits phénotypiques (a part la mobilité) ont
encore pu étre reliés avec leur phylogénie (Toledo et al. 1999, Fuller et al. 2003). De plus, les
¢tudes physiologiques sont rares, et la plupart du temps ne visent qu’un nombre limité de souches
telles que WH7803 et WH8103 (Kana & Glibert 1987b, a, Kana et al. 1988, Moore et al. 1995).

Dans le contexte de la publication du premier génome de Synechococcns marin, celui de
Synechococens sp. WH8102, ma thése a débuté par la caractérisation physiologique et pigmentaire
de cette souche, qui nous a été confiée en novembre 2001 par Bianca Brahamsha (Scripps
Institution, San Diego, USA). A I'époque, on ne connaissait guere de cette souche que son
rapport PUB/PEB, ses propriétés de mobilité (Brahamsha 1996a) et sa capacité a étre
transformée (Brahamsha 1996a). C’est dans ce contexte scientifique que j’ai entamé I'étude chez
WHS8102 des variations d’une série de paramétres (croissance, pigments hydrophobes et
hydrophiles, parameétres cytométriques, spectrophotométrie et spectrofluorimétrie) en fonction
de lintensité lumineuse. Si j’ai réalisé la plupart des mesures a Roscoff, les dosages CHN ont en
revanche été réalisés a la Station Marine de Wimereux par Eric Lecuyer et Francois Gevaert et j’ai

enregistré les spectres d’absorption 7 vivo a 1’Ecole Normale Supérieure (Paris) en collaboration
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avec Jean-Claude Thomas. Ces travaux ont fait I'objet d'un article publi¢ en 2004 dans Aguatic

Microbial Ecology, qui est présenté ci- apres.

Résumé de Particle « Photophysiology of the marine cyanobacterium Synechococcus sp.
WHS8102, a new model organism »

Les cyanobactéries du genre Synechococcus spp. constituent un composant essentiel et
ubiquiste des écosystemes marins. Le génome d’une des souches isolées en culture, WH8102, a
récemment été enticrement séquencé. Puisqu’il peut aussi étre manipulé génétiquement, ce clone
peut potentiellement devenir un nouvel organisme modéle mais il reste cependant encore
aujourd’hui trés peu caractérisé, particulicrement en ce qui concerne sa pigmentation, ses
propriétés optiques et sa photophysiologie. Syrechococcus sp. WHS8102 présente un rapport
phycourobiline:phycoérythrobiline trés élevé (environ 1,9 a basse lumicre), et est ainsi
représentatif des populations de Symechococcns des zones oligotrophes de I'océan. Nous avons
montré dans cette étude que cette souche peut pousser dans un vaste gradient d’intensité de
lumiére blanche continue, de moins de 15 a plus de 650 umol photons. m™s”, avec un taux de

croissance maximum (W, = 1.13) a 207 umol photons. m”.s" (I...). Aprés acclimatation aux

fortes lumiéres, une chute du contenu cellulaire en chl 4, B-caroténe et PE a été observée, les
concentrations étant quasi stationnaires au-dela de I,,. Cette chute des concentrations
4 . 4 ) , PN

pigmentaires est certainement la conséquence d’une réduction de la surface des membranes
thylacoidales. Toutefois, les concentrations en zéaxanthine sont restées approximativement
constantes quelle que soit l'intensité lumineuse ; la dynamique et la localisation du ou des pools
de zéaxanthine et le role exact de ce pigment (pigment collecteur de lumiere et/ou
photoprotecteur) restent encore mal compris chez les Symechococcns marins. Les quantités
cellulaires de carbone et d’azote n'ont pas varié avec lintensité lumineuse de culture. Les
variations des fluorescences orange et rouge mesurées par cytométrie en flux ont pu étre
corrélées aux variations des concentrations de PE et de chl 4, respectivement. Enfin, les analyses
spectrophotométriques de fractions enrichies en PBS obtenues a partir de cellules ayant poussées
a différentes intensités lumineuses ainsi que les spectres d’émission de fluorescence iz vivo
montrent que ces antennes photosynthétiques subissent des changements au cours des
phénomeénes d’acclimatation a lintensité lumineuse. Nos résultats suggerent une réduction

spécifique de la quantité de PE 1I relativement aux autres phycobiliprotéines.
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Données complémentaires

Des fractions membranaires enrichies en thylacoides ont ete isolées sur coussin de
saccharose a 60 % par la méthode décrite dans la seconde partie du chapitre IV, a partir de
cultures de Synechococcus sp. WH8102 acclimatées a 15, 250 et 700 umol photons. m™. s™. Ces
fractions ont été caractérisées par leur spectre d’absorption (Figure 69) et leur contenu

pigmentaire (Tableau 5) par la procédure décrite dans l’article ci-avant.
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Figure 69 : Spectres d’absorption de fractions enrichies en thylacoides de Synechococeus sp. WH8102 acclimaté a trois

intensités lumineuses.

Tableau 5 : Rapports pigmentaires des fractions enrichies membranaires en tylacoides de Synechococcus sp. WH8102

acclimaté a trois intensités lumineuses.

Intensité lumineuse de culture Zéaxanthine : Chl a B-caroténe : Chl a
(umol photons. m2. s') (mol : mol) (mol : mol)
15 0,070 0,045
250 0,700 0,042
700 1,420 0,047

Ces analyses ont montré que les thylacoides subissent des changements importants quant
a leur capacité d’absorption de fagon comparable aux résultats obtenus sur cellules 7z vivo (Figure
2 de larticle), et les analyses pigmentaires ont révélé la présence des trois pigments principaux
(chl a, zéaxanthine et B-caroténe) dans les thylacoides dans des quantités relatives différentes
selon lintensité lumineuse. La comparaison des spectres normalisés au pic de chl a dans le rouge
montre un accroissement important de I'absorption des caroténoides, visualisable par une

augmentation de 'absorption dans la région bleue du spectre, ainsi que par la forme du spectre a
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700 umol photons. m™>. s™, typique de celle des caroténoides. Ceci est confirmé par les valeurs de
rapports pigmentaires avec une quantité relative de zéaxanthine 20 fois plus importante a forte
lumiére qu’a basse lumiére. Les rapports B-caroténe : chl a sont relativement stables en fonction
de I'intensité lumineuse. Par ailleurs, on observe clairement une augmentation progressive de
Iabsorption dans les UV proches avec 'émergence progressive d’un pic a 393 nm. L’origine de ce
maximum est inconnue. Il pourrait s’agir d’un composé induit en condition de forte lumiére ayant
pour fonction la photoprotection contre les radiations bleu-violet.

La stabilité du rapport B-caroténe : chl 4 suggére que la majeure partie de ces deux

pigments sont fixes sur les mémes complexes, ces derniers étant sous exprimés en forte lumicre.

Ceci est en accord avec la littérature rapportant que chez les cyanobactéries, la chl a et le B-
caroténe sont majoritairement liés par les protéines des centres réactionnels D1, D2, CP43, CP47,
PsaA et PsaB (voir introduction). La quantité importante de zéaxanthine dans ces fractions
enrichies en thylacoides est plus intrigante. En effet, la littérature que chez les cyanobactéries, la
zéaxanthine est généralement liée par des caroténo-protéines insérées dans enveloppe cellulaire.
Seule la caroténo-protéine de Synechococens sp. PCC 7942 de 42 kDa a été isolée a partir d’une
fraction thylacoidale. Si la zéaxanthine est aussi liée par ce type de protéines chez Synechococcus sp.
WHS8102, comme semble le suggérer la présence dans le génome d’un géne homologue a celui
d’Arthrospira maxima (Kerfeld et al., 2003, 2004 a, b), une partie du pool de cette protéine est
localisée dans les thylacoides comme dans le cas de la protéine de 42 kDa de Synechococcus sp. PCC
7942. Par ailleurs, les rapports zéaxanthine: chl a étant plus faibles dans ces fractions
thylacoidales que dans les extraits pigmentaires de cellules totales, il est probable qu’il y ait aussi
un pool de zéaxanthine présent dans 'enveloppe cellulaire, fixé ou pas a une caroténo-protéine.

La purification de la caroténo-protéine de WH8102 est décrite dans le chapitre I'V.
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CHAPITRE II : Structure et photoacclimatation des phycobilisomes
de Synechococcus sp. WHS8102

Contexte de P’étude

La caractérisation générale de la photophysiologie de Synechococcns sp. WH8102 (chapitre
précédent) nous a conduit a observer des indices suggérant d’importants changements de la
structure des PBS au cours des phénomeénes d’acclimatation a l'intensité lumineuse. Les PBS de la
plupart des Synechococcus marins (nous verrons au chapitre suivant que ce n'est pas une généralité)
sont structuralement parmi les plus complexes connus a ce jour, car ils possédent quatre types de
PBPs. Ces PBS trés particuliers ont suscité une remarquable série d'articles de 1'équipe
d'Alexander N. Glazer (notamment Ong et al. 1984, Ong & Glazer 1987, 1991; Swanson et al.
1991, Wilbanks et al. 1991, Wilbanks & Glazer 1993b). Malgré cela, un certain nombre
d'imprécisions demeuraient quant a la structure précise de ces PBS, notamment au niveau des
"linkers", des protéines qui assurent la cohésion des bras en maintenant en place les différents
disques de PBP,.

En nous basant sur les données génomiques de Synechococcus sp. WH8102, nous avons
ainsi entrepris une étude biochimique de la structure de ces linkers et de l'effet de la
photoacclimatation sur leur composition. Ce travail, réalisé en étroite collaboration avec Jean-
Claude Thomas (ENS Paris), a fait I'objet d'un article publié¢ dans le Journal of Bacteriology. A noter
que l'identification des linkers a été réalisée par Laurent Thion sur le spectrométre de masse de la
Station Biologique de Roscoff.

Quelques résultats relatifs a cette étude et non reportés dans l'article ci-apres sont

présentés en fin de chapitre.

Résumé de P’article « Two Novel Phycoerythrin-Associated Linker Proteins

in the Marine Cyanobacterium Synechococcus sp . strain WH8102 »

La récente disponibilité de la séquence du génome de Synechococcns sp. WH8102 permet
d’avoir une vue globale sur la structure complexe des PBS de cette picocyanobactérie marine. Les
analyses génomiques révelent plusieurs caractéristiques de ces complexes constitués d’un ceeur
d’AP et de projections radiaires composées elles-mémes d’un type de PC et de deux types de PE
(I et II). Alors que AP parait similaire a celle communément observée chez beaucoup de
souches d’eau douce, la PC posséde seulement deux sous-unités principales (0 et ) et deux

polypeptides linkers (CpcG1 et CpcG2). Aussi il est fortement probable qu’il y ait un unique
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disque de PC par bras. Par ailleurs, nous avons découvert deux nouveaux polypeptides linkers
apparemment associés aux hexameres de PE, et qui semblent étre spécifiques des Synechococens
marins. Le premier (SYNW2000) est inhabituellement long (548 résidus) et résulte apparemment
de la fusion d’un paralogue de MpeC, un polypeptide linker de la PE II, et de CpeD, un
polypeptide linker de la PE I. Le second (SYNW1989) présente une taille plus classique (300
résidus) et est aussi un paralogue de MpeC. Les analyses biochimiques révelent que, tout comme
MpeC, ces deux nouveaux polypeptides linkers sont chromophorylés avec une ou plusieurs
molécules de phycourobiline. Nos données suggerent qu’ils sont tous deux associés (partiellement
ou totalement) a la PE II et nous proposons ainsi de dénommer SYNW2000 et 1989 MpeD et
MpeE, respectivement. De plus, nous montrons dans ce travail que la photoacclimatation du PBS
aux fortes lumiéres conduit a une réduction importante de la quantité de MpeC dans ces
complexes, alors que les deux nouveaux polypeptides linkers ne varient pas de fagon significative.

Des modcles d’organisation structurale du PBS sont proposés dans la discussion.
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Données complémentaires a cette étude

Les gels comparatifs en focalisation isoélectrique ont permis de présenter une preuve
directe de la photorégulation des hexameres de PEII (Figure 5 de Tarticle). Ces gels sont tres
colorés et la fluorescence des PBP est spectaculaire. Sur le profil suivant en couleur (Figure 70),
une ligne supplémentaire présente la composition relative des PBS de Synechococens sp. WH8102
acclimaté a 700 umol photons.m™.s . Cette derniére ligne présente légérement moins de PEII que
la ligne 250 umol photons.m®s". La composition en polypeptides de liaison de cultures a 700
umol photons.m™.s"' n’a pas été déterminée. Il est possible que le linker MpeE, que nous avons
placé juste avant MpeC dans le modele, soit sous-exprimé en trés forte lumiere. Le PBS perdrait

alors un hexamere de plus.

15 200 700 pE

—PEI (1)
— —PC Q)
—PEI (3)
—PEI (4)
N

APC (5)

Figure 70 : Version couleur de profils IEF comparatifs reflétant les proportions relatives des PBP dan le PBS de

Synechococens sp. WHS8102 cultivé de 15 4 700 umol photons.m2.s1.

L’analyse en électrophorese dénaturante mono dimensionnelle combinée a la
spectrométrie de masse nous a permis de détecter la quasi intégralité des linkers du PBS de
Synechococens sp. WHB8102. Toutefois, Iélectrophorese dénaturante bidimensionnelle (masse
moléculaire contre point isoélectrique) permet de séparer clairement les linkers de taille moyenne,
une région difficilement résolue en systéme mono dimensionnel (Figure 71). A P'aide des données
génomiques permettant de déterminer les valeurs théoriques de masse moléculaire et de point
isoélectrique, 'analyse de la répartition des spots présents entre 30 et 50 kDa permet de visualiser
I'ensemble des linkers de taille moyenne, y compris les deux linkers coeur-membrane (Lg) non

résolus en une dimension (Figure 4 de I'article).
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Figure 71: Etude bidimensionnelle des linkers de taille moyenne du PBS de Synechococcns sp. WH8102. Gauche :
profil monodimensionnel de PBS annoté (15 umol photons.m?2.s') et visualisation par fluorescence sous UV.
Droite : analyse résolutive en deux dimensions de la région des linkers de taille moyenne. Les chiffres entre
parenthéses sont les coordonnées théoriques des spots de linkers déterminées a laide du génome (Point

isoélectrique ; Masse moléculaire en kDa).

Les analyses spectroscopiques des PE de Syrechococcus sp. WH8102 (Figure 7 de Darticle)
suggerent que leur pigmentation est similaire a celles isolées par (Ong & Glazer 1991) chez la
souche phylogénétiquement proche WH8103. Ces auteurs ont en effet déterminé que la PEI de
Synechococens sp. WHS8103 lie cing chromophotes : 1 PEB + 1 PUB sur la sous-unité o et 2 PEB +
1 PUB sur la sous-unité 3. La PEII porte 6 chromophores : 3 PUB sur a et 2 PEB + 2 PUB sur
8. Afin d’établir avec certitude le fait que Synechococens spp. WHE102 et WH8103 possédent des
PE identiques, les rapports molaires PUB :PEB des quatre sous-unités de PE de la souche
WHS8102 ont été déterminés. A partir des fractions purifiées de PE obtenue par focalisation
isoélectrique en conditions natives, les sous-unités « et § de chacune des PE ont été séparées par
électrophorese dénaturante bidimensionnelle. Les propriétés d’absorption des spots dénaturés
dans l'urée acide ont permis de déterminer les rapports PUB :PEB. Ceux-ci correspondent a ceux
observés chez la souche WH8103 (Ong & Glazer 1991). Le fait que ces deux souches possedent
les mémes complexes de PE mais un rapport PUB : PEB différent (0,8 pour WH8103 et 1,9 pour
WHS8102) pourrait s’expliquer par le fait que WHE8102 ait un hexamere de plus par bras de PBS.

Par ailleurs, nous avons retrouvé un homologue du géne aplA décrit chez Fremyella
diplosiphon dans les trois génomes de Synechococcus marins disponibles au laboratoire (Montgomery
et al. 2004). Ce gene dont le produit pourrait étre un photorécepteur, est bien conservé dans le
génomes eds souches WH8102, WH7803 et RCC307 et est situé dans la région génomique du
PBS. Chez WH8102, il correspond a SYNW1996.
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CHAPITRE I1II : I’adaptation chromatique de groupe IV chez les

Synechococcus marins

Contexte de ’étude

Les phénomeénes d’adaptation chromatique (AC) sont étudiés depuis trés longtemps chez
les oxyphotoobactéries d’eau douce. Chez les souches marines planctoniques, ce type
d’acclimatation a longtemps semblé absent. Toutefois, certaines souches de Synechococens marins
sont capables d’'un mode d’AC originale, que 'on peut appeler de « groupe IV » par extension de
la nomenclature existante (types 1 a III; Tandeau de Marsac, 1977), et consistant en une
acclimatation aux radiations vertes et bleues abondantes en milieu marin (Palenik 2001). En
collaboration avec Craig Everroad (laboratoire de Michelle Wood, Oregon, USA), nous avons
étudié les souches de Symechococcus spp. M16.17 et M11.1, isolées par M. Wood, et capables de
s’adapter a la couleur de la lumicre de fagon similaire a la souche CC9913, étudiée précédemment
par Palenik (2001). Les mécanismes responsables du changement de pigmentation lors de PAC de
groupe IV étaient totalement inconnus et le but de nos expérimentations a été de donner les
premicres bases vers une compréhension des processus biochimiques permettant ce type de
photoacclimatation. De plus, la détermination de la position phylogénétique des souches étudiées
permet de comparer nos résultats avec ceux de Palenik (2001). La partie expérimentale de ce
travail est en cours de finalisation, et il donnera lieu a un article scientifique dont Craig Everroad
sera le premier auteur. Mon implication dans cette étude est majeure puisque j'ai réalisé
Pacclimatation des cultures a différentes qualités spectrales de lumiere, mené une partie
importante des manipulations de biochimie ainsi que les arbres phylogénétiques préliminaires
présentés ici. Je participerai activement a la rédaction du manuscrit. Sur mon initiative, ce sujet
d’é¢tude a par ailleurs fait Pobjet d’un atelier de recherche de l'unité d’enseignement
Océanographie du Master de Paris VI, au cours duquel j’ai participé activement a encadrement

des étudiants.
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L’adaptation chromatique de groupe IV chez les

Synechococcus marins

Introduction

La grande majorité des oxyphotobactéries possedent des antennes photosynthétiques
extrinseques aux membranes thylacoidales composées de complexes de PBP hydrophiles : les
PBS. Ces derniéres lient des phycobilines qui conférent a ces organismes la capacité d’absorber
les longueurs d’ondes que la chl « et les caroténoides absorbent peu. Certaines souches telles que
Fremyella diplosiphon et Synechocystis sp. PCC 6714 sont connues pour moduler la composition en
chromophores de leur antenne photosynthétique en fonction des radiations présentes dans leur
environnement lumineux par un phénomeéne nommé adaptation chromatique (AC ; Tandeau de
Marsac 1977, Grossman et al. 2001). Les oxyphotobactéries de groupe I ne sont pas capables
d’adapter leur PBS a la qualité de la lumicere sous laquelle elles poussent et ce type regroupe la
majorité des souches de cyanobactéries connues (Tandeau de Marsac 1977, 1983). Le groupe 11
rassemble des bactéries possédant de la PE et capables d’en augmenter la proportion en réponse
a la lumiere verte. Chez les oxyphotobactéries telle que Fremyella diplosiphon pratiquant PAC de
groupe III (dite AC complémentaire ou CCA en anglais, Tandeau de Marsac, 1977), la PE est
synthétisée en réponse a la lumicre verte, et la PC a la lumiére rouge. Ces phénomenes d’AC
permettent ainsi d’optimiser la capture de I'énergie lumineuse en fonction de la qualité spectrale
de Penvironnement lumineux ambiant. Palenik (2001) a décrit, principalement chez la souche
marine Synechococens sp. CCI311, un mode particulier d°AC dit de groupe IV (B. Palenik, comm.
Pers.). Il consiste en une modulation du rapport PUB:PEB en lumiére bleue, blanche et verte. En
lumiere bleue, la quantité relative de PUB (abs 495 nm) est importante alors qu’en lumiere
blanche ou verte, il y a plus de PEB (abs 545 nm) que de PUB dans les cellules. Par ailleurs,
d’aprés une étude basée sur les séquences du gene 7poC, 1l semblerait que certaines de ces souches
solent phylogénétiquement trés proches et regroupées au sein d’'un méme clade (Palenik, 2001).
Ce phénomene, §’il s’avérait étre courant chez les populations naturelles de Synechococens marins,
pourrait avoir une importance écologique en contribuant a l'adaptabilité des cellules aux
changements des propriétés optiques de I’eau de

Plusieurs hypothéses son envisageables pour expliquer les mécanismes permettant ce type

d’AC:
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® Les variations constatées du rapport PUB:PEB pourraient trouver leur origine dans
une variation du rapport PEL:PEIIL, ces deux PE présentant généralement des
rapports de ces phycobilines tres différents (Ong & Glazer 1991, Six et al. 2005). Si
cette hypotheése est valide, le nombre d’hexameres de PEII serait simplement réduit
(voire absents des PBS) et les bras seraient alors plus courts en lumiére verte ou

blanche.

® Une autre possibilité est qu’une autre PE présentant des propriétés optiques similaires
a une PEI (donc riche en PEB) soit synthétisée en réponse a la lumiere verte/blanche
et remplace la PEII riche en PUB présente en lumiére bleue.
® Enfin, une derniére hypothése repose sur des réactions d’isomérisation des bilines.
Une ou plusieurs isomérases seraient capables de transformer la PEB en PUB 7 situ
sur les PE.
Dans ce travail, nous avons étudié¢ deux souches de Synechococens marins, M11.1 et M16.17,
capables d’adaptation chromatique de groupe IV. Nous avons cherché a comprendre les

mécanismes induisant les variations des propriétés optiques des PBS de ces souches.

Matériel & Méthodes

Synechococens spp. M11.1, M21.B3 et M16.17 ont été isolés en février 2004 dans le Golfe de
Mexico (27°42’ N ; 91°18” W) a 275 m de profondeur. Ces souches ont été cultivées a 22 °C en
milieu PCR-S11 (Rippka et al. 2000) enrichi en nitrate de sodium (5 mM), Une intensité
lumineuse de 10 umol photons. m™”s" était fournie par des tubes fluorescents Sylvania daylight
58W/154. Pour les éclairements en lumiére bleue et verte, les cultures ont été recouvertes de
rhodoides bleus ou verts (LEE filters, Moonlight blue et Primary green) présentant des maxima
de transmittance a 450 nm et 525 nm, respectivement. Les cultures ont été acclimatées a ces
environnements lumineux pendant un mois avant de commencer les analyses.

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence 7z vivo a température ambiante ont
été enregistrés comme décrit par (Six et al. 2004) et les mesures de pigments hydrophobes ont été
réalisées par HPLC suivant la procédure décrite au chapitre V. Les manipulations comprenant
notamment la purification de complexes de PE par électrophorese en focalisation isoélectrique
native, la purification des PBS intacts et leur caractérisation ont été menées suivant les protocoles
décrits par Six et al. (2005 ; chapitre II).

Les séquences partielles (870 paires de base) de PARN 16S des deux souches étudiées

ainsi que d’une autre souche, M21.B3, ont été obtenues par Craig Everroad (University of
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Oregon, USA) et intégrées a un alignement de séquences fait par Fuller et al. (2003) et
cordialement fourni par le laboratoire de Dave Scanlan (Warwick university, UK). Afin d’offrir
des résultats comparables, I'arbre phylogénétique a été construit similairement aux critéres de

Fuller et al., (2003).

Résultats

Position phylogénétique des souches étudiées

La construction dun arbre phylogénétique a partir de séquences partielles du géne de
PARN 16S des deux souches M11.1 et M16.17 (Figure 72) nous a permis de constater que
Synechococens sp. M11.1 appartient a un clade différent de Symechococens spp. M16.17 et M21B3.
Synechococens sp. M11.1 semble appartenir au méme clade que WH8102 (Clade III). Palenik (2001)
avait déja noté que la souche WHS8113, appartenant au clade 111, était capable de CA de groupe
IV (cette souche, dont le 16S n’a pas encore été séquencé completement, n’a pu étre représentée
dans P'arbre, Figure 76). Les souches M16.17 et M21B3 semblent phylogénétiquement proches
l'une de lautre et semblent former un sous-groupe du clade IX, voire peut étre un nouveau clade.
La position des trois souches est conservée lorsqu’on utilise la méthode de parcimonie. Ces
résultats nous ont conduit a ne retenir que les souches M11.1 et M16.17 pour la suite des

analyses.
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Figure 72 : Arbre phylogénétique des séquences partielles ’ARN 16S avec détail sur le cluster 5.1. La méthode
utilisée est celle du Neighbour Joining avec correction de Kantor-Jukes. Les séquences pattielles de Synechococeus spp.
M11.1 et M21B3 et M16.17 (rouge) ont été ajoutées a Ialignement initial. M21.B3 est une souche issue du méme

prélevement que M16.17 et aussi capable d’adaptation chromatique. NCA : souche ne pratiquant pas ’AC.

Mesures in vivo

Lorsque les souches de Symechococcus spp. M11.1 et M16.17 sont cultivées en lumiere
blanche, puis transférées en lumiere bleue et vice versa, le rapport PUB:PEB commence a varier
significativement apres 24 heures (Figure 73). Les cultures, maintenues en phase exponentielle
par dilutions successives, se sont adaptées a leur nouvel environnement lumineux en environ dix

jours, les rapports évoluant de facon similaire pour les deux souches.
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Figure 73 : Evolution du rapport PUB :PEB chez Synechococcns spp. M11.1 et M16.17 lors d’un transfert de lumiére
blanche a bleue (A) et bleue a blanche (B).

Les spectres d’excitation de fluorescence (Figure 74) présentent deux maxima principaux
a 495 (PUB) et 543 nm (PEB) sur lesquels sont basés les calculs de rapport PUB:PEB. Un
¢paulement vers 535 nm est observable. En lumiere blanche ou verte, M16.17 et M11.1
présentent un rapport de 0,7 et 0,8, alors qu’en lumiere bleue les valeurs atteignent 1,7 et 1,8,
respectivement. Les cultures présentent en effet des couleurs différentes selon la qualité spectrale
de la lumicre de culture. En lumicre blanche et verte, elles sont rouge-roses alors qu’elles sont

orange-brunes en lumiere bleue.
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Figure 74 : Spectres d’excitation de fluorescence #n vivo de Synechococens spp. M16.17 (A) et M11.1 (B) adaptés en

lumiere bleue, blanche et verte.

L’analyse des pigments hydrophobes par HPLC a révélé que les deux souches possédent
la méme composition pigmentaire membranaire avec une petite quantité de Mg-DVP 4, (Figure
75). Ce dérivé chlorophyllien n’avait jamais été observé précédemment chez une cyanobactérie a
PBS. Toutefois, nous I'avons retrouvé chez plusieurs autres souches de Synmechococens marins (C.
Six, non publié). Les rapports de pigments a la chl # n’ont pas varié quelle que soit la couleur de

la lumiére ambiante.
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Figure 75 : Chromatogramme typique de Synechococcus spp. M16.17 ou M11.1, en lumiére bleue, blanche ou verte.

Etude des antennes photosynthétiques

Les fractions solubles des deux souches en lumiere blanche et bleue ont été dissociées sur
gradient de viscosité. Les deux souches ont des caractéristiques similaires. Trois bandes distinctes,
vivement colorées et tres fluorescentes, ont été obtenues pour les quatre échantillons avec, de
facon invariable, une fraction violette dans la partie 5-9% (Figure 76). Une seconde bande, rose
pour les souches en lumiere blanche et orange pour les souches en lumiére bleue, et dont une
partie chevauche la bande violette, est présente entre 8 et 13% du gradient. Enfin, le bas des
gradients (15-20%) est occupé par une fraction elle aussi rose pour les souches cultivées en

lumiere blanche et orange pour celles en lumicre bleue.

i

Figure 76: filtrats de cellules de Synechococcns sp. M16.17 (A) cultivé en lumiére blanche (BL) et bleue (WL),

dissociation de la fraction soluble sur gradient de viscosité (B) en trois fractions colorées du gradient (C).

Les propriétés d’absorption des différentes fractions colorées des gradients de viscosité

ont été étudiées (Figure 77). Les spectres ont révélé que les fractions violettes (1) sont
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relativement riches en PCB, suggérant un enrichissement en PC et AP. Elles présentent aussi un
double pic de PEB, le second étant probablement lié a la présence d’une PC de type R-PC (Six et
al. 2005 ; chapitre 1I). Le maximum a 495 nm indique la présence de PUB et donc de PE.
I analyse de ces fractions par focalisation isoélectrique native montre la prédominance d’une
bande violette et d’une bande bleue correspondant respectivement a la PC et a PAP. La couleur
violette suggere que la PC est de type R-PC. Une bande rose se trouve aussi en quantité
relativement importante. Ses propriétés optiques sont présentées en Figure 78C. Ce complexe de

PE présente un rapport PUB:PEB de 0,7 et un maximum d’émission de fluorescence a 573 nm.
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Figure 77 : Spectres d’absorption des fractions colorées des gradients de viscosité de Synechococcus sp. M16.17 cultivé
en lumiere bleue (A) et blanche (B), normalisés au maximum de PUB. Des résultats similaires ont été obtenus pour

Symechococens sp. M11.1.

En lumiere bleue, la fraction intermédiaire (2) est riche en PE comme le montre la faible
absorption vers 630 nm (PCB ; Figure 77A). Elle contient trois complexes de PE : un rose et
deux oranges. Les complexes oranges sont optiquement identiques entre eux et présentent un
rapport PUB:PEB de 2,3 (absorption) et un maximum d’émission de fluorescence a 566 nm
(Figure 78A). Le complexe rose présente les mémes propriétés optiques que celui des fractions
violettes supérieures (Figure 78C). Les complexes orange correspondent vraisemblablement a une
PEII riche en PUB, et le complexe rose a une PEI (plus riche en PEB). La fraction inférieure est
dépourvue de PCB et ne contient donc que de la PE. En lumiére bleue, 'analyse en focalisation
isoélectrique native montre la prédominance de deux complexes orange migrant de la méme
facon que les complexes orange de la fraction intermédiaire, et présentant les mémes propriétés

optiques. Cette fraction contient donc vraisemblablement des complexes de PEII quasi-purs.
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Ces observations sont tout a fait analogues aux résultats obtenus sur les PBP isolés de

Synechococens sp. WHE102 (Six et al., 2005 ; Chapitre II).
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Figure 78 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence des complexes majoritaires de PE chez Synechococcus
sp. M16.17 cultivé en lumiere blanche (A) et bleue (B), et de la PE mineure insensible a la couleur de la lumiere (C).

Les mémes complexes ont été isolés chez M11.1.

En lumicre blanche, la fraction intermédiaire contient aussi trois complexes de PE. Ils ont
tous une couleur rose et présentent tous un rapport PUB:PEB de 0,7 (Figure 78). Deux d’entre
eux migrent de la méme facon que les complexes orange de I’échantillon de lumicre bleue et
présentent un maximum d’émission de fluorescence a 563 nm. Le troisicme complexe rose de PE
présente un maximum d’émission de fluorescence a 573 nm et correspond ainsi a celui déja
observé dans les fractions violettes et la fraction intermédiaire des échantillons de lumiere
bleue. La fraction inférieure du gradient de viscosité des échantillons de lumiére blanche contient
uniquement les deux complexes roses fluorescents a 563 nm.

Ainsi, la principale différence entre échantillons issus des cultures en lumiére blanche et
bleue est le changement des propriétés optiques des complexes de PE majeurs Ceci est plus
clairement visualisable sur des gels en focalisation isoélectrique native sur lesquels ont été
chargées les fractions solubles totales (non dissociées ; Figure 79). On voit deux bandes de
PE (bandes 1 et 3) ayant des propriétés d’absorption identiques: roses en lumiere blanche
(PUB:PEB = 0,8 ; fluo max a 563 nm) et oranges en lumiére bleue (PUB:PEB = 23 ; fluo max a
566 nm). Une bande rose (bande 2; PUB:PEB = 0,9; fluo max a 573 nm), migrant
indépendamment des deux complexes précédents, est toujours présente quelle que soit la qualité

de la lumiére. De méme, AP (bande 5) et la PC (bande 4) sont invariables.
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Figure 79 : Gel comparatif en focalisation isoélectrique native de la fraction soluble de Synechococcns sp. M16.17

cultivé en lumiere blanche et bleue, avec un rappel des propriétés optiques des différents complexes de PE présents.

Les PBS de chaque échantillon ont été purifiés sur gradient de saccharose. Les complexes
de lumiere bleue et blanche ont migré a la méme position chez les deux souches, suggérant que la
taille des PBS n’est pas modifiée par la qualité de la lumiére. Leurs spectres d’absorption sont
similaires aux spectres d’excitation de fluorescence 7z vivo et confirment que les PBS contiennent
plus de PUB en lumicre bleue et plus de PEB en lumicre blanche. Par ailleurs, les spectres
d’absorption des deux échantillons de lumicre bleue sont trés similaires a ceux de la souche
WH8102, avec un épaulement typique a 565 nm (Figure 80 ; Six et al. 2005, chapitre II). En
lumiére blanche, les PBS des deux souches ont des propriétés d’absorption identiques a celles de

la souche WH8020 (Ong & Glazer 1991).

- 151 -



Chapitre III : Adaptation chromatique groupe IV

20
PEB ——M16.17 B

181 —M16.17W
PUB ——M11.1B

—M111W

16

14 4

12

10

Relative absorbance

400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

Figure 80 : Spectres d’absorption des PBS intacts de Synechococens spp. M11.1 et M16.17 cultivés en lumiére blanche

et bleue. Les maxima sont exprimés en nm.

Les premieres analyses SDS-PAGE ont révélé chez les deux souches la présence d’un
linker d’environ 60 kDa probablement homologue du linker MpeD décrit chez WH8102, ainsi
que deux autres linkers chromophorylés (PUB), probablement MpeE et MpeC (JC Thomas,
comm. pers.). Elles suggerent par ailleurs qu’il n’y a aucune variation dans la composition en
linkers L entre les échantillons issus de culture en lumiére bleue et blanche. D’autres analyses

sont nécessaires afin de préciser la taille de la L.

Discussion

Les mesures réalisées 7z vivo ont montré que Synechococcus spp. M16.17 et M1.1 réagissent
de facon similaire a la souche CC9311 étudiée par Palenik (2001). Les données présentées chez
C(C9311 sont cependant ambigués car il est reporté que le rapport PUB:PEB de cette souche peut
varier entre 0,66-0,71 et 0,96-1,8. Or, la cinétique présentée par Palenik (2001) correspondant a
un transfert des cultures de CC9311 d’une lumiére bleue a blanche montre une variation de 0,97 a
0,71 seulement en 200 heures (soit 8,3 jours). Nos résultats montrent que Synechococcus spp. M11.1
et M16.17 sont capables de faire varier leur rapport PUB:PEB d’un facteur 2,5 en huit jours.
Ainsi, les souches que nous avons étudiées seraient capables d’'une acclimatation plus efficace
et/ou rapide que CC9311. Par ailleurs, les analyses phylogénétiques montrent que les souches
capables ’ACC de type IV sont dispersées dans le cluster 5.1, confirmant les résultats de Palenik

(2001). La souche M11.1 pourrait étre proche de WH8113 qui appartient au méme groupe
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(d’apres un arbre basé sur des séquences du gene 7poCT). De facon intéressante, les souches
M16.17 et M21B3 sont les premieres souches capables d’ACC de type IV appartenant au (ou
proche du) clade IX. Des analyses phylogénétiques plus fines (en cours) devraient permettre de
déterminer si elles forment ou non un nouveau clade. En tout cas, il semble clair que cette
capacité de s’acclimater a la qualité spectrale de la lumiére soit apparue plusieurs fois au cours de
I’évolution du cluster 5.1. Des analyses génétiques seraient nécessaires pour savoir si le résultat de
transfert latéraux de génes au sein de ce cluster.

Nos résultats ont mis en évidence cing types de complexes de PBP dans les PBS de
Synechococens spp. M16.17 et M11.1. La partie proximale des antennes est constituée d’un cceur
probablement trimérique d’AP avec une L, d’une centaine de kDa pour M11.1 et d’un peu plus
pour M16.17. Ceci suggere une organisation du cceur des PBS différente entre les deux souches.
Les complexes d’AP isolés par focalisation isoélectrique native présentent un maximum
d’excitation a 651 nm et un maximum d’émission de fluorescence a 662 nm (non montré). La
bande de PC visualisée sur gel a une couleur clairement violette. De plus les propriétés
spectroscopiques de cette bande ainsi que celles des produits de dissociation de la fraction soluble
suggerent que la PC est de type R-PC et porte ainsi une ou deux molécules de PEB. Puisque les
bilines concernées par P’ACC de type IV sont la PEB et la PUB, nous avons porté notre attention
sur les complexes de PE. L'un d’entre eux, présent dans les fractions supérieures des gradients de
viscosité, est visualisable sur gel sous la forme d’une bande rose quelque soit la couleur de la
lumicre. Ses propriétés optiques sont identiques aux PEI isolées chez les souches WH8103 (Ong
et Glazer, 1991) et WH8102 (Six et al., 2005 ; chapitre II), avec un épaulement caractéristique au
niveau du pic d’absorption de PEB et un maximum d’émission de fluorescence a 573 nm. Les
deux autres types optiques de PE présents fluorescent tous deux vers 565 nm et sont
vraisemblablement des complexes de type PEIL Ils sont différentiellement exprimés selon la
couleur de la lumiere. Ainsi, en lumiere bleue, ils présentent un rapport PUB:PEB de 2,3 alors
quen lumiere blanche, ce rapport est de 0,75. Ces PEII sont optiquement identiques a celles
isolées chez les souches WH8103 et WH8102 d’une part (Ong & Glazer, 1991 ; Six et al., 2005 ;
chapitre II), et WH8020 d’autre part (Ong & Glazer, 1991). La différence entre les PBS de
lumiére blanche et bleue consiste donc uniquement en un changement des propriétés
d’absorption des complexes de PEIL Par analogie aux PEII connues chez les Synechococens marins,
il est probable qu’en lumiére bleue, les sous-unités de PEII de Synechococens spp. M11.1 et M16.17
lient 3 PUB et 2 PEB alors qu’en lumiére blanche, ils portent 2 PUB et 3 PEB (Ong & Glazer,

1991). La PEB accepteuse, probablement placée en B—82, présente une conformation différente

selon les propriétés d’absorption de la PEII car celle-ci présente un maximum d’émission de
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fluorescence différent en lumiere bleue et blanche (3-4 nm de différence). Ces deux

conformations permettent toutes deux un transfert d’énergie a la PEL

(WH8020 like) —
PEIl that can change
of PUB:PEB ratio

—

(WH8102 like)

Figure X : Modele de composition des bras des PBS de Synechococcus spp. M11.1 et M16.17 en lumiére blanche et

bleue.

Deux hypothéses de mécanisme global sont envisageables. Tout d’abord, un systéme de
lyase(s)-isomérase(s), activé différentiellement selon la qualité spectrale de la lumiére, pourrait agir
directement sur les chromophores a lintérieur méme des PBS. Cependant, les propriétés de
transfert du PBS sont rendues possibles par un agencement des PBP et une conformation des
phycobilines trés précis. L’action d’une isomérase zz sitn impliquerait un désassemblage
temporaire des complexes, ce qui semble peu vraisemblable. De plus, on sait que 'action des
lyases-isomérases décrites a ce jour est irréversible (Storf et al. 2001). L’autre hypothése, plus
vraisemblable, envisage une synthese de 7ovo de PBS ayant des propriétés d’absorption adaptées a
la qualité de la lumiere ambiante. Une lyase simple, fixant aux PEs des molécules de PEB, serait
activée en lumicre blanche, tandis qu’une lyase-isomérase fixant une molécule de PEB puis
I'isomérisant en PUB serait préférentiellement activée en lumicre bleue. Il est possible qu’une,
seule enzyme soit capable de gérer ces réactions, peut-étre selon son état de phosphorylation.
Ainsi, un controle par la qualité de la lumiere de Pactivation de I'activité isomérase permettrait la
synthése de molécules de PEs aux propriétés optiques les plus adéquates. Ces PBS
néosynthétisés, mieux adaptés aux nouvelles conditions de lumicre, viendraient ensuite
progressivement remplacer les PBS existants au cours des générations successives (avec un temps
de génération d’un peu moins d’un jour dans nos conditions de culture, il semble qu’au moins 8-
10 générations semblent nécessaires pour renouveler l'intégralité du pool de PBS des cellules).

Par homologie avec les cyanobactéries d’ecau douces capables I’ACC, comme Fremyella
diplosiphon, il est également possible que deux sets différents de genes mpeB.A soient présents dans
le génome des souches marines étudiées ici. La transcription de 'un ou lautre de ces deux sets

serait activée selon la qualité de la lumiere ambiante ; mais une chromophorylation différente d’un
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méme apo-hétérodimére O est aussi envisageable (il n’y aurait alors qu’un seul set de génes
mpeBA). Dans ces deux derniers cas, on peut penser que 'un ou lautre de deux sets de linkers de
PEII soient également synthétisés en fonction de la lumiére ambiante. Nos analyses de la
variation de la composition en polypeptides de liaison tendent a réfuter cette hypothese. Par
ailleurs, le phénomene d’ACC implique qu’un photorécepteur percoive le signal de changement
de qualité de la lumicre ambiante, et qu’il transduise ce signal a une enzyme, par exemple par
I'intermédiaire d’un phospho-relais, tel qu’il en existe chez Fremyella diplosiphon (voir introduction).

D’un point de vue écologique, la capacité pour des cellules de Synechococcus d’adapter les
propri¢tés optiques de leur PBS apparait étre un avantage incontestable pour répondre
rapidement aux variations de la « couleur » des eaux marines. Deux gradients environnementaux
peuvent étre considérés : vertical (eaux de surface—eaux profondes) et horizontal (cote—large). En
effet, en profondeur, les radiations bleues sont prédominantes, la lumiére verte pénétrant moins
profond dans la colonne d’eau. Ainsi, les Synechococcns marins capables d’ACC pourraient s’adapter
aux radiations présentes selon qu’ils se trouvent en surface ou en profondeur. Ceci semble
particulicrement utile dans les zones ou les eaux sont tres mélangées comme, par exemple, les
zones d’upwelling. Il est assez étonnant que les souches M11.1 et M16.17 aient été isolées a 275
m de profondeur, et on peut imaginer que c’est le résultat d’un brassage vertical récent qui les
aurait entrainées a une telle profondeur. En effet, I'intensité infinitésimale de lumicre ambiante
est incompatible avec la croissance et a la photosynthéese de telles cellules. D’autre part, les eaux
du grand large (type I) laissent pénétrer les radiations bleues en abondance alors que les eaux de
type 11 charrient des particules et des substances jaunes qui conférent a ’eau une « couleur » plus
verte, ces caractéristiques pouvant varier de facon saisonnicre. Les Symechococcns marins capables
d’ACC pourraient ainsi s’adapter spatialement et temporellement aux variations des qualités
spectrales de ’eau de mer. Plusieurs études ont montré que le rapport PUB:PEB des populations
de Synechococcus marins varient en accord la couleur de 'eau (Olson et al., 1988, 1990 ; Lantoine &
Neveux 1997 ; Wood et al. 1998, 1999 ; Sherry & Wood 2001, Campbell & Iturriaga, 1988). Cela
se traduit notamment par la présence de deux populations de Synechococcus en cytométrie en flux.
Nos analyses cytométriques montrent que la fluorescence orange de Symechococens spp. M11.1 et
M16.17 varie selon la lumiére et que ces cellules peuvent donc étre détectées iz sitn dans 'une ou
Pautre des populations cytométriques. Il a souvent été considéré que les Symechococcus marins
possedent des rapports de phycobilines fixes, et que les variations du rapport PUB:PEB in situ
correspondent a des populations présentant diverses proportions de cellules a rapport PUB:PEB
différent et fixe. Toutefois, si 'abondance des cellules capables I’AC type IV dans les milieux

naturels s’avérait abondante, ces considérations seraient a revoir. La diversité génétique de ces
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clones semble importante (Palenik, 2001, cette étude) et leur abondance dans la colonne d’eau n’a

jamais été estimée.
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CHAPITRE IV : Photodommages et photoprotection chez les

Synechococcus marins.

Contexte de I’étude

Ce chapitre expose et discute des données non publiées relatives aux photodommages et
aux caroténo-protéines chez les Synechococens marins. La premiére partie concerne les dommages
subis par les PBS durant une exposition a d’importantes doses d’UV chez Synechococcus sp.
WHS8102. Ce travail a été initié en 2004 au cours de l'atelier de travail « Physiologie et génomique
des cyanobactéries marines : mécanismes impliqués dans la photoacclimatation » organisé dans le
cadre du DEA d’Océanologie Biologique de Paris VI par Jean-Claude Thomas et moi-méme.

La seconde partie décrit la purification d’une caroténo-protéine de Synechococcus sp.
WHS8102 suivie d’une analyse génomique et phylogénétique de ces protéines chez diverses

cyanobactéries.

Les dommages aux PBS sous stress UV chez Synechococcus sp. WH8102
Introduction

Les radiations UV sont treés énergétiques et peuvent créer des dysfonctionnements et des
photodestructions majeures dans toute la cellule, que ce soit au niveau des acides nucléiques, des
lipides membranaires ou des protéines. L’appareil photosynthétique et, en particulier, les antennes
photosynthétiques sont parmi les premieres structures endommagées au cours d’une exposition
brutale a ces radiations. Chez les cyanobactéries a PBS, ce phénomeéne est notamment amplifié du
fait que les PBP présentent une absorption significative dans la région UV du spectre. Quelques
études de leffet des UV sur les PBS ont été décrites dans la littérature chez un petit nombre
d’oxyphotobactéries d’eau douce. La plupart des résultats obtenus mettent en évidence des
phénomenes de dégradation des composants des PBS (voir introduction).

Les effets des UV sur les cyanobactéries marines du genre Synechococcus et leurs antennes
photosynthétiques sont en revanche trés peu documentés. Les particularités (notamment la
présence de deux PE) et la complexité des PBS des Synechococens marins en font des modeles
d’étude intéressants pour un travail sur les photodommages créés par les UV. Il est en effet
possible de suivre I’évolution de parameétres spectroscopiques comme I’absorption et 'émission
de fluorescence 7 vivo qui sont caractéristiques de ces organismes. Le modele structural du bras

de PBS propose par Six et al. (2005 ; Chapitre II) chez la souche WH8102 nous a servi de base a
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linterprétation des effets des UV sur ce type d’antennes photosynthétiques. Nous exposons ici

une étude sur 'impact d’importantes doses d’UVA et B sur les PBS de Synechococcus sp. WH8102.

Matériel & Méthodes

Une culture de 8 L de Synechococcus sp. WHB8102 ayant poussé a 20 °C sous faible lumiere
(10 umol photons.m”.s™) a été divisée en deux sous-cultures. L'une d’entre elles a été utilisée
comme témoin et autre a été transférée dans un flacon de quartz et placée sous faible lumiere
visible a laquelle ont été ajoutés 2.5 W.m? dI’UVA et 0.25 W.m® d’'UVB, pendant 1 h.
L’expérience a été réalisée deux fois et a donné des résultats trés similaires. Les spectres 7z vivo
d’absorption et d’émission de fluorescence ont été enregistrés comme décrit par Six et al. (2004 ;
chapitre I). Les analyses pigmentaires furent réalisées par HPLC comme décrit par Six et al
(soumis ; Chapitre V). Enfin, les PBS des cultures témoins et stressées par les UV ont été purifiés

et analysés par la procédure décrite par Six et al. (2005 ; chapitre II).

Résultats

Spectres dabsorption et d’émission de fluorescence

Les spectres d’absorption enregistrés iz vivo sur des aliquots de culture témoin et des
aliquots de culture ayant subi 1 h &’'UV ont présenté de légeres variations (Figure 80B). Plusieurs
maxima ont diminué en réponse aux UV, principalement les pics relatifs aux PBP et a la chl 4,

mettant en évidence de 1égeres dégradations de ces pigments.
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Figure 80 : Spectres d’émission de fluorescence 7z vivo (exc 495 nm) au cours du stress UV (gauche) et d’absorption

in vivo normalisés au pic de chl dans le rouge, avant et aprés stress UV (droite).

L’analyse des spectres d’émission de fluorescence enregistrés 7z vivo au cours de
Pexposition aux UV a révélé une augmentation importante de la fluorescence entre T, et T,
(Figure 80A). Le rapport Fy, : Foqy (Fpp; :Fpe) 2 augmenté de 3,3 a 4,5 apres 1 h d’exposition et un
déplacement du maximum d’émission a 566 a 572 nm (correspondant a une augmentation du
rapport PEI : PEII) a été observé. Les maxima a 650 et 680 nm ont augmenté de 67 et 23% apres
1 h d’exposition. Apres 3 h, la fluorescence globale était sensiblement plus faible par rapport au
début de I'expérience (spectre non représenté) : le maximum d’émission des PE avait diminué a
environ 40 unités de fluorescence et les pics correspondant a la PC (Fy) et aux accepteurs
terminaux (Fg,) étaient devenus quasiment indiscernables. Ceci montre qu’il n’y avait plus de
transfert d’énergie entre la PE et la PC et suggere d’importantes dégradations des PBP, au moins
de la PE.

Les spectres d’absorption 7 vivo montrent peu de différences entre la culture témoin et la
culture stressée. Les maxima des phycobilines sont légérement inférieurs apres I'exposition aux
UV. L’absorption relative un peu plus importante dans le bleu apres le stress est certainement due
a une augmentation de I'absorption relative des caroténoides. Cette derniére observation trahit

donc une légere dégradation de chl.

Apnalyses pigmentaires et immunoblot

Les analyses pigmentaires par HPLC ont révélé peu de variations des quantités de
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pigments membranaires majeurs, aprés 1 h d’exposition aux rayonnements UV. Les valeurs a T
correspondent a celles présentées par Six et al. (2004). Les rapports molaires a la chl # de la
zéaxanthine et du P—caroténe étaient légérement plus faibles aprés le stress UV (Tableau 6). La

quantité de chl # a diminué d’environ 5% apres 'exposition aux UV.

Tableau 6 : Rapports pigmentaires a la chl « des pigments membranaires majeurs avant et apres 1 h d’exposition aux

UV, chez Synechococcns sp. WH8102.

Zéaxanthine : Chl 2| B-caroténe :Chl a
Mol : Mol Mol : Mol
0Oh 0.09 0.034
1h 0.13 0.035

Les réactions immunologiques a 'aide d’un anticorps reconnaissant indistinctement les
deux PE mettent en évidence I'absence de dégradations significatives de ces PBP apres 1 h de

stress UV (Figure 81).

Témoin UV

Figure 81 : Réactions immunologiques contre les PE de Synechococcus sp. WH8102 avant et apres stress UV.

Purification et analyse SDS-PAGE des phycobilisomes intacts

Apres purification des PBS, les gradients de viscosité de la culture témoin et de la culture
ayant été exposée aux UV ont présenté des profils clairement différents (Figure 82). Dans le
gradient de saccharose correspondant a la culture témoin, une bande rose a été observé au fond
du tube (0,75M), comme classiquement obtenu lors d’une purification de PBS (fraction A). Le
gradient de la culture exposée aux UV présente deux bandes distinctes : 'une rose dans le milieu
du tube (0,37-0,50M ; fraction B) et une orangée plus fluorescente dans le haut du tube (0,25M ;

fraction C).
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Figure 82 : Gradient de viscosité obtenu apres purification des PBS de Synechococcns sp. WH8102.

Les spectres d’absorption typiques des PBS de Synechococens sp. WHB8102 cultivé en faible
lumiere sont décrits dans le chapitre 11 (Six et al., 2005). Les propriétés d’absorption des PBS
normalisées au maximum d’absorption de la PCB ont quelque peu varié durant Pexposition des
cultures aux UV (Figure 83A). Le maximum d’absorption de la PUB et de la PEB est affectée
avec une diminution d’environ 15%. Les PBS de Synechococcus sp. WH8102 présentent au moins
deux maxima a environ 545 et 565 nm correspondant probablement a deux types de PEB : celles
liées par les PE et la R-PCII, respectivement. Apres le stress UV, le maximum de PEB

correspondant a la PE a été le plus affecté.
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Figure 83 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence (exc 495 nm) des PBS de Synechococcns sp. WH8102

avant et apres exposition d’une culture au UV.
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Les propriétés d’émission de fluorescence a température ambiante des PBS isolés de
Synechococens sp. WHB8102 ont montré des différences significatives apres exposition aux UV
(Figure 83). Le pic d’émission des PE s’est déplacé de 8 nm vers le rouge, de facon similaire a ce
qui a été observé in vivo (Figure 83). De plus, I'analyse des spectres normalisés au maximum
d’émission des PE a montré que le couplage des PBP est beaucoup moins bon dans le cas des
lots traités aux UV puisque 'accepteur terminal des PBS fluorescait beaucoup moins.

L’analyse SDS-PAGE des fractions colorées issues des gradients de viscosité est présentée
en figure 84. La ligne A est le profil peptidique de la culture témoin (Six et al., 2005). La fraction
B (exposée aux UV) présente plusieurs différences notables. La forme protéolysée de la L est
plus abondante et les bandes correspondant aux linkers de PEII (MpeC et MpeE) sont beaucoup

moins marquées dans cette fraction que chez le témoin.
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Figure 84 : Profil SDS-PAGE de PBS de Synechococus sp. WH8102 : Culture témoin (A), Culture ayant subi un stress

UV fraction inférieure (B) et supérieure (C).

La ligne C présente le profil polypeptidique de la bande orange fluorescente de la culture
exposée aux UV. Celle-ci ayant été collectée dans le haut du gradient de viscosité, de nombreuses
protéines contaminantes sont présentes dans cette fraction, compliquant un peu linterprétation.
Des sous-unités o et 3 de PBP sont clairement visibles entre 15 et 20 kDa. De plus, une bande
semblant correspondre a la L/, 1a forme protéolysée du linker cceur-membrane, est présente a

85 kDa en quantité significative.
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Discussion

La plupart des études concernant I'effet des UV sur les antennes photosynthétiques des
cyanobactéries ont rapporté des dégradations de pigments plus ou moins importantes (voir
introduction). Les spectres d’absorption et les analyses pigmentaires montrent que les conditions
de stress UV mises en ceuvre dans notre expérience n’ont pas conduit a de telles dégradations. En
effet, seules de faibles diminutions des quantités de chl « et de caroténoides ont été observées
suite a l'exposition aux UV, et ceci est confirmé par les faibles variations des propriétés
d’absorption 7z vive. De méme, les PBP ne semblent pas avoir été considérablement dégradées
puisque les maxima relatifs d’absorption 7 vive a 495 (PUB), 545 (PEB) et 640 nm (PCB) ont peu
varié entre la culture témoin et celle exposée aux UV. Des dégradations plus séveres ont
probablement eu lieu aprés 3h dexposition comme le suggere la forte diminution de
fluorescence in vivo. Toutefois, 'évolution des spectres d’émission de fluorescence des cellules 7
vivo durant 1 h et ceux des PBS isolés montrent sans équivoque que ces derniers ont subi des
modifications significatives. Nos conditions de stress sont donc idéales pour étudier le
phénomeéne de photodégradation spécifiquement induit sur les PBS au cours d’une exposition
soudaine aux UV.

Les spectres de fluorescence 7 vivo mettent en évidence de profonds changements au sein
des complexes. L’augmentation majoritaire de la fluorescence de la PE (Fy;) et le déplacement du
maximum vers le rouge suggerent qu'une partie du pool de ces PBP n’était plus connectée aux
PBS. L’augmentation générale de la fluorescence suggere par ailleurs qu’une proportion des PBS
se déconnecte des centres réactionnels au cours de 'exposition aux UV. Les modifications de la
structure des complexes antennaires ont pu étre analysées aprés purification sur gradient de
viscosité. Les spectres d’absorption des PBS, normalisés au maximum de PCB, montrent que les
PBS sont moins riches en PUB et en PEB apres exposition aux UV, suggérant une diminution de
la quantité relative de PE. Les profils de gradient de viscosité mettent en évidence le fait que les
PBS ont été brisés en deux parties principales : le complexe principal migrant a 0,37-0,50 M de
saccharose et une partie légere retrouvée en haut du tube. L’analyse des profils polypeptidiques
SDS-PAGE des fractions B et C permettent de donner des éléments de compréhension du
processus de photodégradation des PBS. Dans la fraction B, la faible quantité de linkers MpeC
(L P et MpeE (L ** ™), qui sont les plus distaux dans le modéle structural (chapitre 11 ; Six
et al.,, 2005), indique que la partie distale des bras (PEIL) n’est quasiment plus associée aux
complexes antennaires. Le profil peptidique de la fraction C montre en effet que celle-ci contient
des PBP (bandes a 15-19 kDa) et sa couleur orange fluorescente confirme qu’il s’agit en majorité

de PEIL Enfin, la L, Paccepteur terminal des PBS, semble particulicrement sensible aux UV. Sa
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forme protéolysée (85 kDa) est plus abondante dans les PBS traités aux UV et il semble qu'on en
retrouve une certaine quantité dans le haut du gradient. Ce linker assurant 'ancrage des PBS sur
les thylacoides (Sidler 1994), ceci concorde avec la déconnection de complexes entiers de la
membrane thylacoidale suggéré par les spectres de fluorescence 7z vivo. Ces dommages peuvent
étre le résultat de Dactivité de protéases (il existe un homologue de NbIB dans le génome, une
protéine que l'on pense impliquée dans des phénomeénes de dégradation des PBS chez les
souches d’eau douce) et/ou de photodestructions directement induites par les rayonnements UV.

L’ensemble de ces observations permet de dresser un scénario possible des

photodommages encourus par les PBS lors d’une exposition brutale aux UV (Figure 85).
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Figure 85 : Scénario des photodommages encourus par les PBS lors d’une exposition brutale aux UV, et modc¢le de

PBS acclimaté a une faible dose d’'UV chez Synechococcus sp. WH8102.

Dans un tel modele, la partie distale des complexes est particulierement affectée par les
UV: les hexameres de PEII soutenus par les linkers MpeC et MpeE sont rapidement
déconnectés de la partie principale des PBS. De plus, le linker L, sensible aux UV est protéolysé
voire dissocié du cceur des PBS, provoquant leur déconnection de la membrane photosynthétique
et/ou la dissociation totale de la structure. Par ailleurs, des données non présentées ici nous ont
permis de constater que des cellules acclimatées a 100 umol photons. m”s” et 1.2 W.m” UVA et
0.12 W.m? UVB présentent des caractéristiques optiques de cellules acclimatées 2 une forte
intensité de lumiére visible (environ 600 umol photons. m™s”, si I'on se référe au chapitre I ; Six

et al., 2004). Notamment, les spectres d’émission et d’excitation de fluorescence des cellules
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acclimatées a une lumicre moyenne enrichie en UV étaient presque identiques a ceux d’une
culture acclimatée a forte lumicre visible. Il est donc probable que le PBS ait une structure
similaire dans les deux conditions de lumicre et c’est ce qui est représenté sur la troisiéme partie

de la figure 85.

Les caroténo-protéines cyanobactériennes
Introduction

Les caroténoides sont des pigments extrémement ubiquistes que I'on rencontre dans
presque tout le regne vivant, les végétaux, les animaux et les microorganismes, chez qui ils sont la
plupart du temps insérés au sein de membranes et autres environnements hydrophobes. Les
caroténoides ont en effet une nature treés hydrophobe, car ils sont constitués d’un assemblage de
résidus isoprénes dont les extrémités sont cyclisées. 11 existe deux types de caroténoides : les
carotenes, qui sont non oxygénés, et les xanthophylles qui portent des atomes d’oxygene, par
exemple sous forme de groupements hydroxy et époxy. Leur structure et notamment la
configuration des doubles liaisons font que les caroténoides absorbent dans la région bleue-verte
du spectre visible.

Chez les organismes photosynthétiques, les caroténoides sont des composants essentiels
de I'appareil photosynthétique dans lequel ils peuvent jouer un role de pigment accessoire et/ou
de photoprotection. Dans ce dernier cas, ces molécules peuvent étre impliquées dans des
mécanismes de dissipation d’énergie sous forme de chaleur tels que le cycle des xanthophylles,
et/ou sont capables de désexciter des triplets de chl ainsi que de réagir avec des especes activées
de Poxygene. Ils effectuent ainsi une action de prévention du burst oxydatif et de détoxification
de la cellule.

Chez les oxyphotobactéries, il existe des protéines particulieres liant uniquement des
xanthophylles et trouvées la plupart du temps dans 'enveloppe cellulaire. Seuls Masamoto et al.
(1987) ont rapporté la présence d’une telle protéine dans les membranes thylacoidales de
Synechococens sp. PCC 7942. De nombreuses cyanobactéries d’eau douce semblent posséder de
telles protéines (voir par exemple Holt & Krogman, 1981 ; Resh & Gibson, 1983 ; Bullerjahn &
Sherman, 1986 ; Masamoto et al., 1987 ; Diversé-Pierluissi & Krogman, 1987 ; Engle et al. 1991) ;
Reddy et al., 1993 ; Wu & Krogman, 1999). Certaines de ces protéines ont été décrites comme
étant hydrophobes, mais la plupart d’entre elles (et les mieux caractérisées) sont hydrophiles.
Chez Synechocystis sp. PCC 6803, le produit du géne 5477963 codant pour une protéine hydrophile

de 35 kDa liant la 3-hydroxyéchinénone. Une caroténo-protéine similaire a celle de Synechocystis
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sp. PCC 6803 a été isolée chez Arthrospira maxima, cristallisée et bien caractérisée par le groupe de
C. Kerfeld (voir introduction ; Kerfeld et al., 1997 ; Kerfeld et al., 2003 ; Kerfeld, 2004a, b).
Chez les cyanobactéries marines, aucune de ces caroténo-protéines n’a ¢été purifiée et la
physiologie fonctionnelle des caroténoides est trés mal connue. Toutefois, dans le génome de
Synechococens sp. WHB8102, le gene SYNW1367 présente une homologie de séquence avec le géne
codant pour la caroténo-protéine d’Arthrospira maxima (Kerfeld et al., 2003 ; Kerfeld, 2004a, b). Le
travail suivant décrit la purification et la caractérisation de la caroténo-protéine hydrophile de
Synechococens sp. WHS8102, suivi d’'une étude génomique et phylogénétique des séquences de ces

protéines chez les cyanobactéries marines.

Matériel & Méthodes
Purification

Huit litres de culture de Syrechococens sp. WH8102 cultivé a 700 umol photons. m™”s” ont
été centrifugés et le culot a été resuspendu dans 10 mL de tampon HEPES pH 7.5 (10mM
HEPES, 2 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA) contenant un cocktail d’antiprotéases
composé de 1 mM de benzamidine, 1 mM de fluorure de phenylméthylsulfonyle et 1 mM d’acide
€-amino-n-caproique (Sigma-Aldrich). La suspension a été ensuite homogénéisée et passée deux
fois dans une presse de French a 4 °C, afin de briser les cellules. Apres centrifugation, la
suspension de membrane a été déposée sur 2 mL de tampon HEPES contenant 65% de
saccharose, et ultracentrifugée 45 min a 130,000 x g a 4 °C (ultracentrifugeuse XI.-70, rotor SW41
Ti, Beckman). La bande sombre de thylacoides se trouvant a l'interface du saccharose a ensuite
été collectée et suspendue dans 12 ml de tampon HEPES. Les thylacoides ont été culottés par
ultracentrifugation pendant 1h a 130,000 x g a 4 °C et resuspendus dans 2 mlL de tampon
HEPES contenant 17% de glycérol. Les membranes toujours maintenues a I'obscurité a froid,
ont été plongées dans I'azote liquide et conservées a —80 °C jusqu'a analyse. Les thylacoides ont
été ensuite solubilisés par I'ajout de 4 % de dodécyl-maltoside (Sigma) pendant 1 h 30 a 4 °C et
sous forte agitation. Aprés une courte centrifugation, les membranes solubilisées sont déposées
sur un gradient continu de saccharose 0-30% dans du tampon HEPES contenant 0,5% de
dodécyl-maltoside et ultracentrifugées pendant 15 heures a 130,000 x g a 4 °C. Les bandes
colorées ont ensuite été collectées et caractérisées par leur spectre d’absorption, puis concentrées
sur membrane de maille 30 kDa (Centricon, Millipore).

La fraction orange (voir résultats) a été ensuite caractérisée par SDS-PAGE, puis dialysée
contre du tampon HEPES et passée au travers d’une colonne de chromatographie DEAE

(Hitrap, Amersham Biosciences). Un gradient d’élution de chlorure de sodium et de dodécyl-
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maltoside (jusque 1M NaCl, 0.1% dodécyl-maltoside) a été appliqué et le spectre d’absorption de

la fraction purifiée a alors été enregistré.

Analyse génomique et phylogénétique

Les séquences protéiques ont été obtenues par recherche de similarité (Blast) dans les
banques de données de protéines ou des génomes en cours d’assemblage ou d’annotation.
L’environnement génomique des genes de caroténo-protéine a été déduit et étudié de fagon
similaire. Apres alignement a P'aide des logiciels Bioedit et ClustalW, les séquences ont été

réduites a la méme longueur et leur phylogénie analysée a 'aide du logiciel MEGA2.

Résultats

La caroténoprotéine de Synechococens sp. WHE102

La dissociation des thylacoides sur gradient de viscosité a conduit a la séparation de trois
bandes colorées, une jaune-orangée dans le haut du gradient (5-10%) et deux vertes dans la zone
des 18-20% (Figure 86A). Les propriétés d’absorption de ces fractions suggerent que la fraction
supérieure est riche en caroténoides (Figure 86B). Les deux fractions vertes présentent des
spectres d’absorption identiques avec une forme caractéristique de I'absorption de la chl. Ces
résultats sont similaires a ceux décrits par Masamoto et al. (1987). Les analyses pigmentaires par
HPLC ont confirmé ces observations et ont révélé que la fraction supérieure contenait la majeure
partie de la zéaxanthine des thylacoides et les fractions vertes, de la chl @ et du B—carotene. Ces

résultats suggerent que ces dernieres sont enrichies en CR.
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Figure 86 : Gradient de viscosité suivant la dissociation des thylacoides de Synechococcns sp. WH 8102 cultivé a 700
umol photons.m2.s (A) et spectres d’absorption des fractions orange et vertes (B). Chromatogramme (C) et profil
SDS-PAGE (D) de la fraction supérieure jaune du gradient de viscosité.

La fraction orange passe a travers une membrane de maille 100 kDa, mais est retenue par
une maille de 30 kDa, il est possible de la concentrer cette fraction. Ceci suggere qu’il existe dans
cette fraction une protéine liant la zéaxanthine dont la masse moléculaire théorique est comprise
entre 30 et 100 kDa. L’analyse des polypeptides présents dans la fraction orange par SDS-PAGE
montre qu’elle contient un ensemble de protéines dont la plus abondante migre a environ 35
kDa. Une seconde bande abondante est observable a environ 47 kDa. L’identification de ces

deux bandes par spectroscopie de masse est encore en couts.
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Figure 87 : Elution de la fraction orange sur colonne DEAE (absorption a 490 nm ; Gauche) et spectre d’absorption

de la fraction purifiée (Droite).

Afin d’essayer d’obtenir une fraction orange ne contenant plus du tout de chl 4, la fraction
supérieure du gradient de viscosité a été chargée sur une colonne de chromatographie DEAE et
¢luée avec un gradient croissant de chlorure de sodium et de dodécyl-maltoside. Un pic d’élution
faible (abs 490 nm) a été observé apres quelques minutes (Figure 87A), mais la majeure partie de
la fraction orange a élué avec le reste de I’échantillon. Le comportement de échantillon est tout a
fait comparable aux résultats décrits par Masamoto et al. (1987). Le spectre d’absorption (Figure
87B) et d’émission de fluorescence (exc 435 nm ; non représenté) de la fraction purifiée suggere
I'absence totale de chl 4 Le spectre d’absorption montre une forme générale typique de
caroténoide (proche de la zéaxanthine pure) avec trois maxima a 468 et 488 nm dans le bleu, ainsi

qu’un pic mineur dans le rouge a 673 nm.

Génomigue et phylogénie

Des genes présentant des homologies de séquence avec la caroténo-protéine de
Synechococens sp. WH8102 sont présents dans la plupart des génomes de cyanobactéries
actuellement disponibles, a 'exception notable des Prochlorococcus. Chez toutes les souches marines
de Synechococcus spp. récemment séquencées (WH8102, WH7803, RCC307 et CC9311), le géne de
la caroténo-protéine est extrémement bien conservé et code pour une protéine de 35 kDa avec
un point isoélectrique de 4,6. Il précede deux genes dont la position est aussi conservée dans les
quatre génomes disponibles : une B-caroténe kétolase putative d’environ 244 acides aminés et un
gene codant pour un petit polypeptide putatif de 65 acides aminés, dont la fonction est inconnue
(Figure 88). Alors que les séquences de ce dernier sont assez bien conservées chez les quatre
souches de Synechococcus marins, celle de la kétolase putative est plus variable. Chez CC9311, une

partie de son extrémité N-terminale semble absente, mais il faut prendre cette observation avec
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précaution car la séquence du génome de cette souche n’était pas tout a fait finalisée au moment
de 'analyse. Les analyses par Blast chez Trichodesnzinm erythraeum ne mettent en évidence aucun de
ces genes. Chez Crocosphaera watsonii, par contre, une séquence proche d’une partie de la caroténo-

protéine est présente.

— ) )

Car Két Hyp
(35kDa) (27 kDa) (12 kda)

Figure 88: Structure de la région génomique conservée incluant le gene putatif de caroténo-protéine chez
Symechococens spp. WH8102, WH7803, RCC307 et CCI311. Car : caroténo-protéine, két: kétolase putative, gene

hypothétique conservé.

Chez les souches d’eau douce, 'environnement génomique autour du ou des gene(s) de
caroténo-protéine est beaucoup plus variable. Ce(s) génes sont en général isolé(s) dans le génome,
sans autres genes relatifs a la physiologie des caroténoides ni de géne hypothétique conservé a
proximité. Chez Synechocystis sp. PCC 6803, il existe néanmoins un géne hypothétique de petite
taille présentant un certain degré de similarité avec celui présent chez les Synechococens marins en
aval du gene de caroténo-protéine, mais sa taille est différente et sa séquence assez divergente.
On trouve parfois plusieurs génes de caroténo-protéines chez un méme organisme et des
fragments homologues au domaine N-terminal ou C-terminal de la protéine des Synechococcus
marins. L’analyse phylogénétique des séquences de caroténo-protéines les moins éloignées est
présentée en figure 89 sous la forme d’un arbre en Neighbour-joining. Seules les séquences
présentant plus de 50% de similarité de séquence ont été incluses dans I’alignement. Cette analyse
met en évidence que les caroténo-protéines des Symechococcus marins forment un groupe bien
séparé des séquences d’eau douce, avec une valeur de bootstrap hautement significative. Les
séquences de caroténo-protéines d’eau douce sont plus variables. Les protéines hydrophiles
d’Arthrospira maxima, Anabaena sp. PCC 7120 et Synechocystis sp. PCC 6803 semblent similaires et
proviennent probablement d’une méme protéine ancestrale. Les caroténo-protéines d’autres
organismes d’eau douce tels que Nostoc punctiforme, Gloeobacter violacens, Synechococcus sp. PCC 7942

sont plus divergentes.
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Figure 89 : Arbre phylogénétique des séquences peptidiques de caroténo-protéines cyanobactériennes (Neighbout-

joining avec valeurs de bootstrap).

Des génes de kétolase sont présents chez Anabaena sp. PCC 7120 et Gloeobacter violacens.
[’analyse des séquences des kétolases (putatives ou non) et des B-caroténe hydroxylases (CrtR)
montre que ces deux enzymes forment des groupes distincts. Les kétolases putatives des
Synechococens marins se groupent clairement avec les kétolases plus typiques et semblent former un
sous-groupe distinct. Les séquences de CrtR sont divisées en deux groupes distincts : celui des
Synechococens marins et des Prochlorococens spp. d’une part, un groupe formé par les souches de
cyanobactéries d’eau douce (Symechogystis, sp PCC 6803, efe...) et les cyanobactéries marines

Trichodesmium erythareum et Crocosphaera Watsonii, d’autre part.
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Figure 90: Arbre phylogénétique des séquences peptidiques des PB-caroténe kétolases et hydroxylases (CrtR)

cyanobactériennes (Neibourg-joining avec valeurs de bootstrap).

Par ailleurs, toutes ces kétolases présentent de 2 a 4 hélices transmembranaires prédites (par
TMHMM ; Krogh et al., 2001) et des programmes de prédiction de localisation subcellulaire chez
les bactéries Gram négative (CELLO, PSORTD) localisent ces enzymes putatives dans la

membrane cytoplasmique.

Discussion

La présence de protéines thylacoidales liant spécifiquement des xanthophylles n’a été
rapportée qu’une seule fois, chez Symechococcus sp. PCC 7942 (Masamoto et al., 1987). La pureté de
la fraction thylacoidale que nous avons isolée chez Synechococens sp. WHE102 n’a pas été testée,
mais I’abondance de la zéaxanthine dans cette fraction suggére qu’une quantité relativement
importante de ce pigment est présente dans les membranes photosynthétiques. Par ailleurs, la
membrane externe de cette cyanobactérie marine a été analysée par Brahamsha (1996) et il ne
semble pas y avoir de caroténo-protéine parmi les polypeptides majeurs insérés dans cette
membrane. Nos propres analyses de la membrane externe de Synechococens sp. WH8102 vont dans
le sens de ces observations (non montré). Il est néanmoins envisageable que la membrane
plasmique contienne aussi des caroténo-protéines mais nos tentatives d’isolement de I'enveloppe
cellulaire dans son intégralité ont malheureusement échoué.

Nos résultats montrent que les caractéristiques de la caroténo-protéine de Synechococeus sp.
WHS8102 sont comparables a celle isolée par Masamoto et al. (1987) dans les thylacoides de
Synechococens sp. PCC 7942, tant par sa localisation dans les thylacoides et que par ses propriétés
d’absorption quasiment identiques. Par manque de temps, nous n’avons pas pu confirmé, par
spectrométrie de masse, la nature de la caroténo-protéine isolée de WHS8102. Cependant, la
découverte dans le génome de cette souche d’une seule séquence candidate possible de caroténo-
protéine (SYNW1367) nous laisse a penser qu’il s’agit 1a de la protéine en question. Toutefois, si
cette hypothese se confirme, il faut remarquer que cette séquence diverge considérablement de la
caroténo-protéine de PCC 7942 et leur points isoélectriques théoriques sont également trés
différents : 4,6 pour WH8102 et 8,5 pour PCC 7942. Ainsi, en dépit de propriétés d’absorption
identiques, ces protéines seraient de nature différente. Chez Synechococens sp. PCC 7942, il a été
mis en évidence que les membranes cytoplasmiques contiennent aussi une quantité significative

de xanthophylles liées a une protéine. Il existerait donc deux pools cellulaires de caroténo-
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protéines chez cette souche, 'un situé dans les thylacoides et l'autre dans la membrane
cytoplasmique, qui sont dailleurs tout deux surexprimés en conditions de forte lumiere.
Toutefois, le fait que ces deux pools soient constitués de la méme caroténo-protéine n’est pas
certain puisque plusieurs types de caroténo-protéines apparemment distincts ont été isolés a
plusieurs reprises chez cet organisme. L'un d’entre eux pourrait étre un transporteur (Reddy et al.,
1993). Dans ce contexte, il faut noter qu’il existe deux génes homologues aux caroténo-protéines
chez Nostoc punctiforme et Gloeobacter violacens PCC 7421.

Chez les quatre génomes de Synechococens marins disponibles, un seul géne de ce type est
présent et les deux génes qui suivent sont bien conservés et tres proches sur le génome (i y a
méme un chevauchement probable entre la fin de SYNW1367 et le début du gene putatif de
kétolase qui suit chez WH8102), suggérant qu’il existe une relation fonctionnelle entre ces trois
genes qui semblent organisés en opéron. La présence d’une kétolase putative est cependant
surprenante car, a ce jour, n’ont n’avons pas détecté de kéto-caroténoides par HPLC dans les
cellules de Synechococens matins et ce, quelque soit les conditions de lumiére (faible/forte, avec ou
sans UV ; chapitre III). Si ce géne est actif, il code peut-étre pour une enzyme qui synthétise un
caroténoide mineur, ou alors posséde une autre fonction.

Les mécanismes physiologiques associés aux caroténo-protéines restent mal compris.
Dans les thylacoides, ces protéines pourraient facilement interagir avec les composants de
Pappareil photosynthétique et participer a un phénomene de dissipation d’énergie lumineuse
excédentaire sous forme de chaleur. Dans I'enveloppe cellulaire, ces protéines pourraient agir
comme écran protecteur. Dans les deux cas, le fonctionnement biophysique des complexes
xanthophylle-protéine demeure inconnu. La surexpression de ces protéines en condition de forte
lumiére chez beaucoup de souches d’eau douce suggere fortement un réle de photoprotection. Il
semble cependant que les cyanobactéries marines ont mis au point des mécanismes de protection
particuliers car il a été rapporté a plusieurs reprises que la concentration cellulaire en zéaxanthine
de ces organismes reste constante avec la lumiere (Moore et al., 1995 ; Kana et al., 1988 ; Chapitre
I, Six et al. 2004), contrairement aux souches d’eau douce. Il est donc possible que les caroténo-
protéines soient « activées » en conditions de forte lumiere, sans que leur concentration ait besoin
de varier. Comme nous 'avons déja évoqué pour la zéaxanthine (Chapitre I, Six et al. 2004), il est
aussi possible que le pool global de caroténo-protéines reste a peu prés constant, mais comme la
surface des thylacoides diminue a forte lumicre, leur concentration relative pourrait de facto
augmenter dans ce compartiment.

En fait, la question de la localisation des différentes caroténo-protéines est troublante. En

effet, les études ont montré qu’il existe des protéines hydrophiles assez facilement purifiables car
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présentes dans les extraits aqueux, et d’autres (comme celle de Syrechococens sp. WH8102) qui ont
¢été isolées a partir d’extraits membranaires. Ces deux types de protéines auraient donc des
localisations cellulaires différentes (cytosolique ou membranaire). Certains auteurs ont proposé
qu’il doit exister un transport des caroténoides vers I'enveloppe cellulaire depuis les thylacoides
car la synthese de ces pigments a lieu dans ces dernicres membranes. Les conclusions de I'analyse
des cristaux de la caroténo-protéine d’Arthrospira maxima peuvent aller dans ce sens (Kerfeld et al.,
2003 ; Kerfeld, 2004a, b). Les caroténo-protéines des Synechococcns marins, tout comme celles de
type Artrospira maxima ne présentent pas de motifs typiques d’hélices transmembranaires mais
possedent un domaine de type NTF2 qui chez les eucaryotes est un facteur de transport
nucléaire. Il est donc possible que ces protéines soient capables de changer de conformation, leur
permettant de modifier leur taux d’hydrophobie et d’ainsi étre capables soit de se trouver dans le
cytosol soit en relation plus ou moins étroite avec une membrane, mais ceci reste trés spéculatif.
Si Synechococens sp. WHB8102 ne posséde qu’une seule caroténo-protéine, la mise au point d’un
protocole de purification de la membrane plasmique permettrait de savoir si le produit du gene
SYNW1367 s’y trouve ou non inséré. Si c’est le cas, il est probable que cette protéine peut
adopter des conformations hydrophiles et hydrophobes et ainsi transporter des caroténoides des

thylacoides jusqu’a la membrane plasmique.
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CHAPITRE V : Les antennes photosynthétiques des Mamiellales :

le cas d’ Ostreococcus tauri

Contexte de I’étude

Grace a la disponibilité récente du génome de la Prasinophyceae Ostreococus tanri (Derelle
et al., soumis), les genes codant pour les protéines de la famille des Lhc (« light-harvesting
complexes ») présents chez cette petite algue verte primitive ont pu étre tous identifiés. Appuyée
d’évidences biochimiques, l'analyse de la phylogénie des séquences nous a permis de rétablir
certaines idées fausses qui s’étaient propagées dans la littérature concernant les LHC des
Mamiellales (voir par exemple Schmidt et al., 1993). Ma contribution a ce travail a principalement
consisté a obtenir les données biochimiques tandis que Francisco Rodriguez s’est chargé des
analyses HPLC de pigments. L’analyse phylogénétique des Lhc a été réalisée par A.Z. Worden
(Rosenstiel University, Miami, USA), en visite dans notre laboratoire de septembre 2003 a juin
2004. Mon implication dans Iécriture du manuscrit a été majeure. Ce chapitre est présenté sous la

forme d’un article soumis a Molecular Biology and Evolution.

Traduction du résumé

La position basale des Mamiellales (Prasinophyceae) dans la lignée verte fait de ces
organismes un groupe clé dans I’étude des premicres étapes de I'évolution des complexes
collecteurs de lumiere a chl a/b. La séquence entiére du génome o'Ostreococcus nous a permis
d’appréhender pour la premicre fois la diversité des antennes photosynthétiques dans un
organisme de ce groupe d’algue verte. Comme chez Mantionella squamata, une partie des genes /Jhe
d Ostreococcus tanri codent pour Pantenne caractéristique des Prasinophyceae que nous appelons ici
Lhcp. Ces complexes qui lient de la chl a et b, un dérivé chlorophyllien (Mg-divinyl
phaeoporphyrine a), ainsi que des caroténoides particuliers, semble porter plus de 60% de la chl
totale dans nos condition de culture. Par ailleurs, en contradiction avec la littérature actuelle basée
sur une série d’études de Mantoniella squamata, nous avons trouvé qu’Ostreococcus tanri possede un
certain nombre d’autres genes /b, dont 5 lhca codant pour une antenne de photosysteme 1. En
utilisant un anticorps dirigé contre le polypeptide Lhca2, nous avons mis en évidence que les
protéines de type Lhca sont pas seulement présents chez Ostreococcus tanri, mais aussi chez d’autre
Mamiellales dont Mantoniella squamata. Le fait que ces Prasinophyceae possédent des complexes
LHCI mais pas de LHCII de type plantes ou algues vertes va dans le sens de l’hypothése

proposant que les LHCII ont une origine plus récente que les LHCI. La présence de geénes
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codant pour des protéines de type CP-26, placés a la base du clade des LHCII pourrait étre un
indice de Porigine de la famille des LHCII qui a évolué séparément chez les plantes et les algues
vertes. L’antenne majeure des Prasinophyceae Lhep est apparue indépendamment des LHCII,

peut-étre a la suite de duplication des genes Jhca.
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Abstract

The basal position of Mamiellales (Prasinophyceae) in the green lineage makes it a key group to understand
the early steps of the evolution of chlorophyll a/b-binding light-harvesting complexes (LHCs). The complete
sequencing of the Ostreococcus tauri has allowed us for the first time to apprehend the whole diversity of LHC proteins
in one representative species of the Mamiellales order. Like Mantoniella squamata, O. tauri possesses a number of genes
encoding a prasinophyte-specific type of LHCs that we propose to designate “Lhcp”. These complexes, which bind
chl 4, b, a chlorophyll ~like pigment (Mg-divinyl phacoporphyrin as) and a number of unusual carotenoids, appear to
be predominant in the cell, binding more than 60% of total chlorophyll. They are retrieved to some extent in both
reaction center I- (RCI- ) and RCII-enriched fractions. However, in sharp contrast with previous literature mainly
based on M. squamata, we found that O. zauri also possesses a variety of other LHC types, including a number of
LHCI proteins (5 Lhca genes are present in O. fauri). Using an antibody against plant Lhca2, we unambiguously show
that LHCI complexes are found not only in O. zauri, in which there are specifically associated to RCI, but also in a
variety of other Mamiellales, including M. sguamata. The finding that these prasinophytes do contain LHCI
complexes, but lack plant-like or other green alga-like LHCIIs, is consistent with the hypothesis that the LHCIIs
have a more recent origin than have LHCI protein supetfamily. The discovery of CP26-like proteins in O. zauri,
which are placed at the base of the LHCII clade in phylogenetic trees, however provides some hints about the
possible origin of the LHCII protein family which has evolved separately in plants and green algae. Still, the major
LHC of prasinophytes (Lhcp) has apparently arisen independently from this family, possibly by divergence of a
LHCI gene precursor.

Introduction

Photosynthetic organisms use light-harvesting antennae to collect and transfer solar
energy to photosystem (PS) reaction centers (RC) where it is transformed into life supporting
chemical energy. The most common antenna systems found in oxyphototrophic eukaryotes are
complexes consisting of proteins binding chlorophyll (chl) and carotenoid molecules. These
pigments are bound at specific sites along three membrane-spanning helices (MSHs) and one
short amphipathic helix (Kuhlbrandt et al., 1994). The first and third MSHs of light-harvesting
complexes (LHCs) show a high level of similarity to one another and display a two-fold
symmetry, whereas their second MSH has a distinct sequence and is more variable among
members of the LHC family (Green and Kiihlbrandt, 1995). Despite being located in the
thylakoid membranes, all LHC proteins are encoded by nuclear genes, in contrast to RCI and
RCII proteins as well as the PSII core antenna polypeptides (CP43 and CP47) which are
chloroplast-encoded (Elrad and Grossman, 2004; Green et al., 1991).

In higher plants, the major antenna complexes have been shown to be associated either
specifically with photosystem I (PSI) or predominantly with PSII and have been termed LHCI
and LHCII, respectively. Seminal work resolving the atomic structure of the LHCII of pea
(Kuhlbrandt et al., 1994) has led to a comprehensive understanding of the overall organization of
this antennae population. LHCII is composed of a permanent inner PSII antenna, in the form of

" Both first authors contributed equally to the work.
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three probably monomeric minor LHCII proteins, CP29/26/24 encoded by /hcb4-6 genes, and of
a peripheral and potentially mobile trimeric major LHCII, encoded by LAcb7-3 genes, (Jansson,
1999). Lhcb4 and Lhcb6 are only distantly related to the major LHCII genes, sharing higher
similarity with LHCI genes (Durnford et al., 2003). The structural organization of LHCI proteins
around the PSI core is less well understood and genes encoding this subpopulation are far more
divergent than LHCII genes. Overall, LHCI is composed of dimers of Lhca proteins, which fall
into four primary subtypes, LHCI type I and IV (LHCI-730) encoded by Lhcal /4 and LHCI type
II and 1T (LHCI-680) encoded by Lhca2/3 (Green and Durnford, 1996; Jansson, 1999).

In the case of green algae, LHCs have also been partially characterized in several species,
such as Scenedesmus obliquus, Dunaliella tertiolecta and D. salina and most comprehensively in
Chlamydomonas reinbardtii (for review see e.g. Durnford et al., 2003; Elrad and Grossman, 2004;
Larkum and Howe, 1997; Nield et al., 2004). In C. reinbhardtii, genome analysis (Elrad and
Grossman, 2004) revealed nine genes encoding major LHCII polypeptides (Lhcbm1-6/8-9/11),
two genes encoding the minor light-harvesting polypeptides of PSII (LLhcb4/5) and nine LHCI
genes (Lhcal-9), a composition largely confirmed by biochemical and proteomic approaches
(Stauber et al., 2003; Takahashi et al., 2004; Tokutsu et al., 2004). In C. reinhardtii, as well as other
Chlorophyta, none of the individual LAch» (LHCII major) polypeptides can be cleatly ascribed to
any of the different LHCII subtypes conserved amongst higher plants (Lhcb1-3 ; Durnford et al,,
2003; Elrad and Grossman, 2004; Teramoto et al., 2001). In contrast, some LHCI proteins (types
I and III, respectively) are highly conserved between green algae and higher plants while others
(types II and 1V) are less so (Tokutsu et al., 2004). This suggests that gene multiplication and
divergence among the major LHCII subtypes and possibly also among LHCI types II and IV
have occurred independently for green algae and vascular plants, after the separation of these
lineages (Elrad and Grossman, 2004; Teramoto et al., 2001; Tokutsu et al., 2004).

The Prasinophyceae constitute a particularly interesting algal class, holding a basal
position in the evolution of the extant green lineage (Fawley et al., 2000 ; Guillou et al., 2004).
Ecologically, prasinophytes belonging to the order Mamiellales are widespread and often
abundant marine phytoplankton, playing an important role in oceanic biogeochemical cycling and
primary production (Diez et al., 2001; Guillou et al., 2004; Not et al., 2004; Worden et al., 2004).
Mamiellales, including Mantoniella squamata, Micromonas pusilla, Bathycoccus prasinos and Ostreococcus
tauri, display a complex pigment composition relative to other green algae, including carotenoids
from the uriolide and prasinoxanthin series (Egeland et al., 1997) and a chl ¢like pigment, Mg 2,4
divinyl-phaeoporphyrin 2; monomethyl ester (MgDVP ; Jeffrey and Vesk, 1997). To date, only M.
squamata has been studied in detail with respect to pigment-protein complexes (Fawley et al.,
1986; Jiao and Fawley, 1994; Rhiel et al., 1993; Schmitt et al., 1993). These studies indicated the
presence of a single, unique LHC type in M. squamata, associated to both PSI and PSII. These
findings have stimulated much thought regarding LHC evolution and the ancient primary
endosymbiosis event (e.g. Durnford et al., 1999; Paulsen, 1995; Tokutsu et al., 2004)

Here, we use a combination of genomic, phylogenetic and biochemical approaches to
characterize the LHCs of Ostreococcus tanri, a widespread unicellular marine prasinophyte which is
also the smallest free-living eukaryote (ca. 1 um diameter) known to date (Coutties et al., 1998.
Chrétiennot-Dinet, 1995 ; Courties et al., 1994). From an evolutionary perspective, based on its
phylogenetic position (Guillou et al., 2004), genome compaction (12.65 Mb total genome size ;
Derelle et al., 2002), Derelle and coll.. unpublished) as well as its widespread environmental
distribution, Ostreococens is a fascinating case study organism. Our work brings new insight to the
current view of prasinophyte LHC structure and function, and should help elucidating
evolutionary processes that have led to such a diversified LHC gene family within the green
lineage.

Materials and Methods
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Strains and culture conditions

O. tawuri strain RCC745 (a.k.a. OTH95), M. squamata strain RCC417 (a.k.a. CCMP480),
Bathycocens prasinos strain RCC113 (a.k.a. CCMP1898) and Micromonas pusilla strain RCC114 (a.k.a.
CCMP490) were grown in K medium (Keller et al., 1987). All strains were grown in 10 L
polycarbonate carboys at 20°C under 10 umol photons m” s constant blue-green light, provided
by fluorescent bulbs (Daylight, Sylvania) covered by blue-green filters (LEE Filters, Panavision).
Frozen spinach (Spinacia oleracea) was used as control.

Spectrometric measurements

In vivo absorption spectra were recorded on cell suspensions using a double wavelength
spectrophotometer (Aminco Chance DW2) equipped with an integrating sphere, and 77 K
fluorescence spectra on glass fiber filters (GF/F, Whatman) within a spectrofluorometer (Hitachi
F4500) with 2.5 nm/5 nm excitation/emission slit widths.

Pigment analyses

Analytical and semi-preparative pigment separations were performed using Waters
Symmetry Cg columns (150 x 4.6 mm, 3.5 Wm particle size and 150 x 7.8 mm, 7 Wm particle size,
respectively) according to published procedures (Zapata et al., 2000), optimized as follows. The
mobile phase A was methanol:acetonitrile:aqueous pyridine solution (0.1 M pyridine ; 45:35:20
v/v/v) and the mobile phase B was acetonitrile:methanol:acetone (60:20:20 v/v/v). Solvent
gradient (time, % B): 0 min, 0 %; 5 min, 4 %; 18 min, 30%; 21 min, 30%; 26 min, 95 %; 36 min,
95 %; 38 min, 0 %. Flow rate was 1 and 3 ml min" for analytical and semi-preparative
separations, respectively. Cultures and protein extracts were filtered onto 25 mm diameter GF/F
filters, immediately frozen and stored at -20° C until further analysis. Frozen filters were thawed
in 1 ml of 95% methanol and re-filtered through 25 mm diameter GF/F filters to remove cell
and filter debris. 200 ul of the pigment extracts were mixed with 40 ul milli-Q water to avoid
peak distortion (Zapata and Garrido, 1991) and immediately injected into a Hewlett-Packard
HPLC 1100 Series System equipped with a quaternary pump and diode array detector. All sample
preparations were made under subdued light. Chlorophylls and carotenoids were detected by
absorbance at 440 nm and identified by diode array spectroscopy (wavelength range: 350-750 nm;
1 nm spectral resolution). Pigments were identified, and quantified, using standard curves that
employed known concentrations of both commercial standards (Sigma-Aldrich) and standards
derived from macroalgae and phytoplankton cultures by preparative HPLC (Repeta and
Bjornland, 1997), applying previously compiled extinction coefficients (Jeffrey et al., 1997).
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Thylakoid extraction

Thylakoids were obtained using a modification of the protocol described by (Schmitt et
al., 1993). Cells were harvested by centrifugation, washed and resuspended in 10 mL. HEPES
buffer pH 7.5 (10 mM HEPES, 2 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA) containing a protease
inhibitor cocktail composed of 1 mM benzamidin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluorure and 1
mM €-amino-n-caproic acid (Sigma-Aldrich). This suspension was passed through a French
pressure cell twice, at 20,000 psi and 4°C. All subsequent steps were carried out under dim light
at 4°C. Unbroken cells and debris were pelleted by centrifugation, the supernatant removed and
loaded onto 2 mLL HEPES buffer containing 60% sucrose (m/v). After centrifugation at 130,000
x g for 1 h in a SW41Ti rotor (Beckman), the dark band floating at the sucrose interface was
collected carefully and resuspended in 12 mL. of HEPES buffer, supplemented with protease
inhibitors. Subsequently, this suspension was centrifuged 2 h at 150,000 x g, the supernatant was
discarded and the pellet resuspended in 2 mL. HEPES buffer containing 15% glycerol and
protease inhibitors.

Thylakoid dissociation and LHC purification

The thylakoid suspension was solubilized with n-dodecyl B-d-maltoside (ddm; Sigma-
Aldrich) with a ddm:chl ratio of 60:1. Solubilization was made in dark for 2 h at 4°C with strong
vortexing. After centrifugation at 6,000 x g for 5 min, the supernatant was loaded onto a 10 mL
continuous sucrose gradient (5-50%) in HEPES buffer containing 0.5% ddm (m/v) and protease
inhibitors. The gradient was then ultracentrifuged 15 h at 130,000 x g the colored bands were
collected and their pigment content analyzed by HPLC.

To further purify the LHC polypeptides, aliquots of sucrose gradient fractions were
loaded onto a 7% acrylamide non-denaturing IEF gel with no stacking gel and containing
ampholyte carriers pH 4-6.5 (Amersham Biosciences) and 0.5% ddm. The electrophoresis system
was a mini-Protean II where internal glass plates were replaced by alumina plates (Hoefer) in
order to facilitate heat dissipation. The cathode tank was filled with 20 mM NaOH 0.5% ddm
and the anode tank contained 20 mM orthophosphoric acid. The complexes were allowed to
focus at 4°C in steps increasing by 50 V every 10 min up to 400 V, then 1 h at 500V. The
resulting bands were excised and crushed in HEPES buffer containing 0.5% ddm and a protease
inhibitor cocktail (see above) using an electric grinder. Acrylamide remnants were discarded by 15
min centrifugation at 20,000 x g and the supernatant characterized at room temperature by
fluorescence, absorption and its pigment content.

Immunoreactions

Aliquots containing an equal chl concentration of either sucrose gradient fractions from
O. tanri or thylakoids extracted from spinach and the four Mamiellales species (see above) were
precipitated by 10% TCA and 0.5 M B-mercaptoethanol, then resuspended in 4% SDS Laemmli
denaturation buffer and loaded on 15% acrylamide SDS-PAGE minigel (Biorad). After about 1.5
h electrophoretic run, proteins were transferred overnight onto a nitrocellulose membrane in a
Laemmli Tris-glycine buffer pH 8.3 containing 10% methanol and 0.5% acetic acid, at 0.5 mA
per gel cm®. The membrane were then colored with Ponceau red, saturated during 1 h with 50%
(m/v) milk TTBS buffer (0.1% Tween, 20 mM Nacl, 500 mM Tris) and incubated in 0.5% milk
TTBS containing rabbit primary antibodies directed against either M. squamata LHC (courtesy of
E. Rhiel, Philipps-Universitit, Marburg, Germany) or Lhca2 (AgriSera) polypeptides. For
characterization of sucrose gradient fractions, antibodies directed against PsaA and PsbA
polypeptides, kindly provided by P.R Chitnis (Iowa State University of Sciences & Technologies,
Ames, USA) and B. Green (University of British Columbia, Vancouver, Canada) were also used.
After rinsing with 0.5% milk TTBS, a secondary anti-rabbit antibody coupled to a horseradish
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peroxidase (Biorad) was applied for 2 h. The chromogene reaction was allowed by addition of
chloronaphtol and hydrogen peroxide in TBS buffer containing 10% methanol.

Genome sequencing

Purified genomic DNA fragments broken by sonication and ranging from 1 kb to 5 kb
were inserted into pBluescript IT KS (Stratagene). Plasmidic DNA was extracted according to the
TempliPhi method (Amersham) and inserts were sequenced on both strands using universal
forward and reverse M13 primers and the ET DYEnamic terminator kit (Amersham). Data were
analyzed and contigs were assembled using Phred-Phrap and Consed software packages
(http:/ /www.genome.washington.edu).

¢DNA libraries

Two cDNA libraries were also generated from different O. fauri cultures to improve the
representation of the expressed sequences. One cDNA library was created in the Lambda-zap
vector (Stratagene) and the second in the gateway system (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. The average insert size was 1.5 Kbp. Sequences were obtained using
forward and reverse primers and single reads were assembled in contigs using the Pred-Phrap
software. The EST sequence database was subsequently screened using tblastn for each identified
LHC proteins (see below).

Gene identification

Lhc sequences from O. fauri were initially retrieved by systematically blasting (tblastn) the
complete genome using Lhc sequences from a variety of other chl /-containing organisms. After
completion of gene modeling and determination of intron/exon structure, the data bank of
derived conceptual amino acid sequences was further screened via blastp searches to identify
potentially missed genes. cDNAs were used to confirm derived amino acid sequences as well as
intron/exon structure. N-terminal regions of the amino acid sequences were analyzed for
putative transit peptides (ITP) using ChloroP, TargetP and homology to known TP and mature
polypeptides. All genes were hand curated and deposited in GenBank under accession numbers
XX-YY (Table 2).
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Table 2 : LHC gene family members in O. tauri

Gene potential Exon Gene model  GenBank Lowest e value (trEMBL)
designation complex Number number
association

Lhcal LHCI type I 2 0Ot00g08740 XXX Lolinm temulentnm Q40252 Type 11
LHCI [lhaB], 4¢-%3, 54% I, 66% +

Lhca2 LHCI type II 1 Ot09g00110 XXX

Lhca3 LHCI 2 Ot17g00390 XXX

Lhca4 LHCI type II 2 01t02g04840 XXX Pisum  sativum Q41038 Type 1T chl
a/b binding protein precursor
[lhaB] 4¢3, 52% I, 66% +

Lhca5 LHCI type 2 0Ot05¢02520 XXX

Lhcq LHCII ? Ot13bg1720 XXX Oryza sativa Q69TB3 putative chl
a/b-binding protein, €33, 46% I,
55% +

Lhcb4 CP29 Ot15¢01770 XXX

Lhcb4b* CP29 0Ot04g00350 XXX Partial sequence

Lhcb5 CP26 2 Ot13ag01200 XXX

LIS18R 3 0Ot05¢00770 XXX Cyclotella cryptica 065892
fucoxanthin cac-binding protein
precursor
4e40, 55% 1, 65% +

Lhepl Prasinophyte ~ 1* Ot07g00530 XXX M. squamata Q40351 chl a/b/c

LHC binding protein [Lhcl*4], e-17,

87% 1, 90% +

Lhep2.1 Prasin. LHC 1* 0t05g02940 XXX

Lhep2.2 Prasin. LHC 1* Ot04¢01360 XXX

Lhcp2.3 Prasin. LHC 1* 010300880 XXX

Lhcp2.4 Prasin. LHC 1* Ot00g07920 XXX TP missing

*Often have intron in transit

Protein alignments and phylogenetic analysis
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Amino acid alignments of the predicted mature regions of the proteins were generated
using a combination of ClustalW (Thompson et al. 1994; on Biology Workbench, San Diego
Supercomputer Center, http://workbench.sdsc.edu/) and manual editing using BioEdit. The
alignment was composed of 76 polypeptide sequences, including all known major and minor
LHCI and LHCII polypeptides from both A. #haliana and C. reinhardtiz, as described by Jansson
(1999) and Elrad and Grossman (2004), respectively. Also included were PsbS from A. thaliana
(AF134131) and Lycopersicon esculentum (P54773), LI818R and Lhcq (C. reinbardtiz; as in Elrad and
Grossman, 2004). Representative sequences from L. esculentum (Cab9, CAA43590; Lhcal-3:
P12360, P10708, P27522; CP24, P27524), Volyox carterae (Lhca, AAD55569; Lhca2, P10708), the
red alga Porphyridinm cruentum (Lhcal, U58679; Lhca2, U58680) and chl a/c-containing Isochrysis
galbana (Fepl, X77333), Laminaria saccharina (Fcpl, U73510), Macrocystis pyrifera (FcpA, Q40297),
Odontella sinensis (Fepl, X81054), and Phaceodactylum tricornutum (FepD, S42133; FepA, Q08584)
were also incorporated. For O. zauri, two of the 15 identified LHC genes were excluded due to
potential sequencing/assembly problems (see discussion) as wete members of the CBR/ELIPs
family. From this alignment, 141 amino acid positions, falling largely within the membrane
spanning regions and immediately preceding regions, of the putative mature peptides were used
for subsequent phylogenetic analysis, while non-homologous positions and regions of ambiguous
alignment were omitted.

Phylogenetic analyses were conducted using parsimony, neighbor joining-distance and
protein maximum likelihood approaches and the Phylip-3.62 package
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). For parsimony analysis (PROTPARS)
sequence input order was randomized (10 jumbles). Distance matrices (PROTDIST) used the
Dayhoff PAM matrix and randomized sequence input. Subsequent determination of tree
topology used neighbor joining (NEIGHBOR) and randomly added distances. Maximum
likelihood (PROML) used the PAM probability model, global rearrangements and randomized
sequence input order (1 jumble). For all analyses, support for trees was obtained by
bootstrapping 100 datasets (generated in SEQBOOT) and consensus trees were generated using
CONSENSE.

Results
In Vivo measurements

The in vivo absorption spectrum of whole O. zauri cells was typical of chl a/b-containing
organisms, with blue-green maxima at 440 and 470 nm (chl and carotenoids), and red maxima at
678 and 648 nm from chls & and 4, respectively (Fig. 1). The chl /:chl & ratio was estimated as
0.60. No clear contribution from the chl «~like pigment (Mg-DVP 4;) could be identified in this
spectrum. The 77 K fluorescence emission spectrum of whole cells with excitation at 440 nm
presented a major peak at 681 nm, and only small shoulders at 693 and 735 nm.
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Figure 1 : In vivo absorption and 77K fluorescence emission spectra of O. tauri cells. Numbers indicate the
exact position of maxima in nm.

Thylakoid dissociation and LHC characterization

Three major bands (Fig. 2A) were obtained after dodecyl maltoside (ddm) mediated
dissociation of the thylakoid membranes on a 5-50% sucrose gradient. These bands were located
in the upper section of the gradient, corresponding to 10-30% sucrose. The major fraction,
containing the bulk of LHC (see below), was a dark brown band located at the uppermost region
of the gradient (band A; Fig. 2A). This band harbored approximately 60% of the total
chlorophyll. Bands B and C exhibited a light green and brown color and represented ca. 21% and
9% of the total chlorophyll, respectively.
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Figure 2 : Isolation of pigment-protein complexes from dissociated thylakoids and purification of the major
LHC. (A) Distribution of pigment-protein complexes in the sucrose density gradient (5 to 50%) obtained after
ultracentrifugation for 15 hr at 130,000 x g ; B) IEF gel, showing the purified LHCs.

HPLC analysis of band A revealed that it contained the same array of pigments identified
in the whole thylakoid fraction with a general enrichment of all accessory pigments but B[] -
carotene (Table 1). In contrast, band B exhibited a low chl 4:chl # ratio (ca. 0.332 vs. ca. 0.868 in
thylakoids) and a significant enrichment in B-carotene (its ratio to chl # is ca. 0.051 vs. ca. 0.019 in
thylakoids), suggesting the presence of RCs in this fraction. Band C had an intermediate chl 4:chl
a ratio (ca. 0.858) compared to bands A and B and, more generally, had a pigment composition
very similar to that of thylakoids, indicating that band C was composed of a mixture of LHCs
and RCs.

Table 1: Pigment ratios relative to chl a of O. tauri thylakoids, sucrose gradient fractions A through C and the
IEF-purified LHCs. Mg-DVP : B-car : B-B-carotene, DLu : Dihydroluthein, Mg-Divinyl Phacoporphyrin as, Mic
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: Micromonal, Neo : Neoxanthin, Pra : Prasinoxanthin, Unk car : Unknown carotenoid., Uri : Uriolide, Vio :
Violaxanthin,

Chl » Mg-DVP Pra Neo Uri DLu  Unk car Mic Vio B-car
Thy] 0.868+0.14  0.078%0.01 | 0.127+0.01 0.068+£0.01 0.055£0.01 0.052%£0.01 0.044+0.01 0.041+0.01 0.021+£0.01 0.019£0.01
A 1.033£0.30  0.086+0.01 | 0.151£0.02 0.082+0.01 0.065+0.01 0.067£0.01 0.050£0.01 0.051£0.01 0.024%0.02 0.007+0.01

B 0.332£0.05  0.022£0.01 | 0.050+0.01 0.021£0.01 0.021+0.01 0.015£0.01 0.010+0.01 0.012£0.01 0.018+0.01 0.051£0.01
C 0.858%£0.07 0.079£0.02 | 0.118+0.01 0.071£0.01 0.053+0.01 0.055%£0.01 0.030+0.01 0.043£0.01 0.017£0.01 0.019£0.01
LHC | 1.331+0.14 0.131£0.04 | 0.206£0.08 0.087£0.02 0.097£0.02 0.071£0.01 0.064£0.01 0.056£0.01 0.006£0.01 0.002£0.01

Further purification of LHCs from sucrose gradient bands A and C by IEF led to the
isolation of a broad brown band focusing at pH 5.2 (Fig. 2B). The biochemical and biophysical
properties of purified LHCs were identical for both samples. Compared to those in band A,
purified complexes were impoverished in violaxanthin, but enriched in chl / and Mg-DVP 4,
(Fig. 3A and Table 1). The absorption spectrum of purified LHCs showed blue-shifted maxima
compared to the 7 vivo spectrum and a higher chl &:chl 4 ratio (0.69; Fig. 3B). The fluorescence
emission spectrum at room temperature exhibited a major peak at 679 nm and a shoulder at 732
nm.
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Figure 3 : HPLC pigment and spectrometric analyses of IEF-purified LHCs from O. tauri (A). Chromatogram
with by order of elution : 1 : Mg-Divinyl Phacoporphyrin as ; 2 : Uriolide ; 3 : Neoxanthin ; 4 : Prasinoxanthin ;
5 : Violaxanthin ; 6 : Micromonal ; 7 : Dihydroluthein ; 8 : chl 5; 9 : chl a ; 10 : Unknown carotenoid; 11 : B-B-
carotene. (B) Absorption and room temperature fluorescence emission spectra of purified LHCs. Numbers
indicate the exact position of maxima in nm.

SDS-PAGE and immunoblots analysis

SDS-PAGE analysis of sucrose gradient bands A, B and C revealed distinct protein
patterns (Fig 4, upper part). The polypeptidic profile from band A confirmed its enrichment in
LHC proteins, forming as a major band at 21 kDa. Band B contained few antenna proteins, but
both fractions B and C exhibited prominent bands at about 65 kDa, corresponding to the PSI
core proteins, PsaA and PsaB. This band was the strongest in fraction C, indicating a specific
RCI enrichment.
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Figure 4 : SDS-PAGE of sucrose gradient fractions and immunoblots anti-PsaA, PsbA, Lhca2 and LHCII from
M. squamata (Ms).

Immunoreactions with anti-PsaA and anti-PsbA antibodies provided some indication of
the relative abundance of RCI and RCII in the different fractions (Fig. 4). Cross reaction between
these antibodies and proteins from band A was weak, supporting the finding that this band
contains few PS core proteins. In contrast, strong cross-reactions were observed with anti-PsbA
for band B (at ca. 35 kDa) and with anti-PsaA for band C (at 65 kDa), confirming their relative
enrichment in RCII and RCI, respectively.

An anti-Lhca2 directed antibody, raised against a synthetic polypeptide sequence
matching a part of the Lhca2 from various plants as well as from C. reznbardtiz, was also tested.
This Lhca2 antibody recognized a protein at approximately 22 kDa in bands B and C (Fig. 4),
whereas no cross reaction was observed with band A. The cross-reaction was the strongest with
the RCl-enriched fraction (band C), suggesting a specific association between the identified
proteins and PSI.

Finally, a polyclonal antibody that was raised against a purified LHC fraction from M.
squamata (Rhiel et al., 1993) cross-reacted at ca. 20 kDa in all O. #anri fractions. As expected, the
strongest cross-reaction was to the main LHC fraction (band A), but this antibody also reacted
with bands B and C, suggesting the presence of the prasinophyte-specific LHC of O. fauri in both
RCII and RCI-enriched fractions.

To assess general commonalities between antenna complexes of different members of
the Mamiellales order, immunoreactions were conducted with whole thylakoid proteins from
several species, using spinach as a negative control. Immunoreactions conducted with the anti-M.
squamata LHC antibody confirmed the presence of a protein of ca. 22 kDa in all the species
tested, specifically in O. fauri, M. pusilla and B. prasinos (Fig. 5). Surprisingly, the profile of B.
prasinos thylakoids exhibited a second band at a relatively low apparent molecular weight (MW of
ca. 17 kDa) showing a strong cross-reaction with the anti-M. squamata LHC antibody. As
expected, no cross-reaction of this antibody was observed with spinach proteins. A clear cross
reaction of the anti-Lhca2 antibody was observed with the Lhca2 proteins of both spinach, at ca.
24 kDa, and with polypeptides of significantly lower apparent molecular weight (ca. 22 kDa) in all
prasinophyte strains tested but B. prasinos (Fig. 5). Although it was beyond the scope of this paper
to characterize further the LHC proteins of the latter species, these immunological
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characterizations strongly suggest that they have a number of originalities with regard to other
Mamiellales.
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Figure 5 : Immunoblots anti-Lhca2 and LHCII from M. squamata (Ms) performed on thylakoid membranes of
O. tauri (O¢), S. oleracea (So), M. pusilla (Mp), B. prasinos (Bp) and M. squamata.

Characterization of the LHC gene family in O. tauri

Analysis of the completely sequenced O. tauri genome (Derelle and coll., unpublished)
revealed a total of 20 genes encoding precursor proteins of the Lhc superfamily. These genes
possessed very few exons (Table 2), especially relative to C. reinbardtii (Elrad and Grossman,
2004). The identified genes primarily fall with three of the five main LHC subpopulations
common to all other chl #/b-containing organisms (Table 2). Five genes encoded proteins clearly
related to the major polypeptides of PSI (Lhca) and three encoded proteins related to the minor
antenna polypeptides of PSII, CP26 (2 genes) and CP29 (one gene). The majority of these genes
shared highest identity with plant sequences when blasted on TrEMBL (Table 2). No homologs
of genes coding for the major polypeptides of PSII (Lhch1-3 gene types in vascular plants,
Lhcbm1-6/8/9/11 in C. reinhardtii ; Elrad and Grossman, 2004) nor of CP24 (LLhcb6) could be
identified in the O. fauri genome, nor were PsbS homologs found. However, an apparently
prasinophyte-specific LHC gene family herein termed Lhgp (p for prasinophyte; 5 genes) was
present. The only other members of this family known so far were described in Mantoniella
squamata and referred to as chlorophyll @/b/¢ LHCs (Rhiel and Morschel, 1993). Four of the Lhgp
genes found in O. tanri were almost identical. Two other LHC genes, previously identified in C.
reinbardtii but of still unknown function, LI818R (Savard et al., 1996) and Lheg (Elrad and
Grossman, 2004), were each represented in single copy in O. fauri. Although not the focus of this
study, the presence of five other distant members of the Lhc gene superfamily should be noted,
which encode members of the carotene biosynthesis-related (CBR) or early light induced (ELIP)
protein family. Such genes are thought to involved in photoprotection processes and transiently
expressed during shifts from low to high light in C. reznbardtii (for review see e.g. Montane and
Kloppstech, 2000). .
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Figure 6 : Phylogenetic tree of different LHCs of selected higher plants, green algae and O. fauri inferred by the
Neighbor-joining method with distances computed using the PAM matrix; In this analysis Phaeodactylum
tricornutum FepD was used as an outgroup. Numbers on the internal branches show bootstrap values for 100
replicate trees obtained both with maximum likelihood and neighbor-joining methods.

Phylogenetic analyses allowed more complete assessment of the relatedness of
chlorophyll @/4 binding proteins subpopulations found in O. zauri to those of A. thaliana,
representing higher plants and C. renbardtii, representing other green algae (Fig. 6). For
clarification purposes, it should be emphasized that 1) we have designated C. reinhardtii genes
utilizing the nomenclature of Elrad and Grossman (2004), which differs from that of e.g,
Tokutsu et al. (2004) the nomenclature used by Elrad and Grossman (2004) does not necessarily
correspond with that adopted for higher plants (e.g. by Jansson, 1999). As in higher plants and
green algae we found that the major LHCII polypeptides and CP26 (Lhcb5) were monophyletic
(Fig. 6). Two O. fanri sequences fell at the base of this group, although bootstrap values were low
for several nodes in this region. One of these two sequences appeared to be closest to Lhcq of C.
reinbardtii, although lacking the divergence seen in the N-terminal region of putative mature C.



reinhardtii polypeptide (Elrad and Grossman, 2004). The other O. fauri sequence forms a single,
bootstrap supported clade with Lhcb5 of higher plants and C. reznbardtii in analyses where Lhcq
was omitted (not shown). However in the presented tree (including Lhcq), this branching pattern
did not retain significant support (Fig. 6). Analyses omitting Lhcq also had increased bootstrap
support for the major LHCII protein group (from 86% to 96% with NJ-distance methods).
Bootstrap analysis strongly supported the exclusion of Lhcp, the prasinophyte-specific LHC
proteins, from the major LHCII polypeptides found on all other members of the green lineage
studied so far.

Consistent with previous studies (see e.g. Durnford et al., 1999), we found that CP29
(Lhcb4) and CP24 (Lhcb6) formed a supported group within LHCI proteins (Fig. 6). This
included O. fauri Lhcb4 which branched with higher plant Lhcb4 sequences than C. reinbardtii.
LHCI proteins were largely divergent making relationships difficult to resolve. However,
significant support was found for a green algal LHCI Type III group which included both C.
reinhardtii and O. fauri (Lhca3), distinct from, but closely related to that of the higher plants A.
thaliana and L. esculentum. A second likely LHCI type involving both green algae and higher plants
appears to be LHCI Type L. O. fauri Lhcal formed a basal branch (unsupported) to the group and
in all analyses clustered with the Lhcal of A. thaliana and other higher plants and Lhca4 of C.
reinbardtii. O. tfanri Lhca5 fell within a green algal only Lhca group, which branched close to A.
thaliana Lhca5. Two highly similar O. zauri sequences, here termed Lhca2 and Lhca4, branched
with A. thaliana Lhca4 and C. reinbardtii Lhcab, although without significant support. Again, this
grouping was consistent through multiple tree analyses regardless of the phylogenetic approach
employed. Lastly, in trees constructed with fucoxanthin-chlorophyll proteins (FCP) sequences
(not shown), LLI818 consistently branched with Fcp1 of the Haptophyte Isochrysis galbana, forming
a group neighbored by other FCP sequences.

Deduced structural elements of O. fauri LHC proteins were similar to plants and other
green algae. This was true for the LHCI and LHCII-related protein sequences both with respect
to transmembrane domains and known chlorophyll ligands, as originally illustrated for LHCII of
Pisum sativum (Kuhlbrandt et al., 1994). In terms of the chl ligands, conservative substitutions
(based on PAM and Blosum45 matrices) were obsetved in several O. fauri LHCs. In almost all
cases, identical substitutions are found in LHCI or LHCII of other organisms, for example, 4.
thaliana and C. reinbardtiz. At least Lhcal was an exception, with a conservative substitution for the
chl 46 ligand (Asparagine for Histidine) not appearing to be present in other organisms. In Lhcp
proteins of both O. fauri and M. squamata two substitutions were found: 1) at the chl 42 site
(Histidine for Asparagine), a conservative “substitution” primarily seen in minor polypeptides of
LHCII (e.g. Lhcb4 and Lhcb6 of A. thaliana and L. esculenturms; Ihcb4 of C. reinbardti; Lhcb4 and
Lheq of O. fauri); and 2) at the chl 46 site (Glutamic acid for Glutamine), a very common
substitution.

Screening of expressed sequence tag (EST) libraries provided preliminary assessment of
potential utilization of the encoded proteins, addressing the question: are these genes expressed?
All of the identified genes were expressed, with the exception of some CBR/ELIP genes, for
which no corresponding EST were found under the standard growth conditions used. Further
studies on high light-stressed O. fauri cells are required to determine whether the latter genes are
expressed.

Discussion
Specific pigment composition of Mamiellales antenna proteins

The pigment suite of Ostreococcus tauri is unique to the order Mamiellales (Latasa et al.,
2004) which possesses more primitive characters than any other group of Chlorophyta
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(Melkonian, 2001) and constitutes a well-defined monophylogenetic clade within the paraphyletic
group of prasinophytes (clade II ; Fawley et al., 2000; Guillou et al., 2004).

Analysis of the pigment composition of O. fauri major LHC fraction (Fig. 3 and Table 1),
which (as discussed below) is mainly constituted of prasinophyte-specific LHCs, shows that these
complexes are significantly enriched in chl 4 and Mg-DVP 4. Thus, the latter chl «~like pigment,
which was misidentified as a true chl ¢in eatly studies on Mzcromonas (Wilhelm et al., 1986) and M.
squamata (Schmitt et al., 1993), has a clear role in light-harvesting. A similar function was also
proposed for the Mg-DVP 4, found in the green oxyphotobacteria Prochloron and Prochlorococcus
(Helfrich et al., 1999; Partensky and Garczarek, 2003). This pigment is an intermediate of chl
biosynthesis and therefore originates from a different biochemical pathway than the chls ¢, ¢,
and/or ¢; found as the accessory chls in Haptophyta and brown macroalgae. Thus, the
occurrence of this chl «~like pigment in prasinophytes has no real significance in terms of their
phylogenetic relatedness to chl ¢-containing organisms. This conclusion is largely confirmed by
the fact that the Lhcp proteins of O. tauri and M. squamata are much more related to LHC
proteins from chl /-containing organisms than to chl /¢ antenna proteins (Durnford et al., 1999;

Green and Durnford, 1996); A.Z. Worden, unpublished data).

The semi-purified LHC fraction of O. tauri also was found to contain notable amounts of
unusual carotenoids, namely micromonal, neoxanthin, prasinoxanthin, uriolide and an unknown
carotenoid (Table 1). These pigments are probably linked through light-dependent inter-
conversion processes, as shown by (Béhme et al., 2002) for the various carotenoids of Mantoniella
squamata. ‘These pigments must therefore be involved in either light-harvesting or
photoprotection of the LHC-PSII and possibly LHC-PSI supercomplexes. The fact that
violaxanthin, a carotenoid also involved in the xanthophyll cycle (Masojidek et al., 2004) was
specifically lost during purification of fraction A (see Table 1) might indicate that it is more
loosely bound to the LHC than are the other carotenoids. In contrast, for P-carotene,
comparison of the pigment composition of the different fractions clearly indicates that it is
specifically associated with PSII.

First evidence of LHCI complexes in a prasinophyte

Based on biochemical, immunological and genomic analyses of Ostreococcus tanri, we
demonstrate here for the first time the occurrence of Lhca proteins in a species belonging to the
Mamiellales order (Prasinophyceae). This strongly contrasts with previous literature on M.
squamata 1LHCs (see e.g. Schmitt et al., 1993 ; Rhiel et al., 1993) which claimed that this species
(and by extension all prasinophytes) possessed only one type of chl @/ binding proteins,
corresponding to the group of LHC proteins herein referred to as “Lhcp”. It appears that
methodological limitations are likely responsible for overlooking other LHC subpopulations in
M. squamata. For instance, (Schmitt et al., 1993) based their conclusion that there was a sole type
of antenna complex associated to both photosystems in M. squamata upon observing that semi-
purified PSII and PSI antenna fractions had similar biochemical and biophysical properties. This
erroneous interpretation might be explained by the fact that Lhcp-chlorophyll 4/ complexes are
most likely the predominant LHC types in Mamiellales. Indeed, in O. fauri, Lhcp proteins
seemingly constituted the bulk (if not the totality) of antenna proteins in fraction A (see Figs. 3 &
4), a fraction which alone gathered more than 60% of total chlorophyll. Furthermore, Lhcp
proteins were retrieved at significant abundance in all fractions of the sucrose gradient, including
the PSI-enriched fraction, as confirmed by immunological analyses with an anti-Lhcp antibody
(Fig. 4, bottom). Whether this implies that Lhcp-chlorophyll complexes are bound to (and serve)
both photosystems would require more refined analyses. Still, Lhca-like proteins are cleatly also
present in thylakoids and are found preferentially associated to the PSI-enriched fraction. This
was unambiguously demonstrated here by immunological characterization of thylakoid proteins
from this fraction with an anti-Lhca2 antibody. Based on genome derived data, cross-reaction
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between this anti-Lhca2 synthetic peptide sequence (AADPDRPIWFPGS) and O. zauri Lhca
proteins, appears likely to only be with the b2 gene product (AEGAERPVWYPGK). Cross
reaction to proteins encoded by the other four Lhw genes is improbable due to lack of
homology. We also tested another antibody to a synthetic peptide sequence from plant Lhcal
(also from AgriSera) but, for the same reason (weak homology), no cross reaction with any Lhca
proteins from O. fauri was obtained (data not shown). The anti-Lhca2 antibody cross-reacted with
several other Mamiellales as well, including M. squamata (Fig. 6). The absence of cross reaction
with Bathycocens prasinos thylakoid proteins is however notable and should foster further studies on
the LHCs of this organism. Our data do not allow a clear evaluation of the relative importance of
LHCI protein subpopulations in O. zauri. However, assuming that most LHCI proteins remained
in the RCI-enriched fraction (like Lhca2), it can be reasonably assessed from the relatively weak
intensity on SDS-PAGE of the ca. 22 kDa band in this fraction that LHCI proteins are much less
abundant in thylakoids than are Lhcp proteins. This would explain in large part why LHCI
proteins have been previously totally overlooked in M. squamata.

If it makes little doubt that Lhcp polypeptides constitute the major (if not the sole)
peripheral PSII antenna in Mamiellales (and possibly prasinophytes at large), more studies are
cleatly needed to understand which of the Lhep and the more classical LHCI (or a combination
of those) constitute the major PSI antennae. The originality of the organization of LHCI
complexes in O. tauri with regard to that in other green algae and higher plants (see e.g. Kargul et
al., 2003) is pointed out by the quasi absence of PSI long wavelength emission at 77K (Fig. 1)
compared to other Chlorophyta.

Phylogeny of the LHC protein family

Complete analysis of O. fauri genome revealed a large diversity of genes belonging to the
Lhe gene family (Table 2 and results section). The expression of all of these genes was confirmed
by ESTSs. Although these results do not provide evidence of protein synthesis, they do suggest
that all of the identified LHC proteins are synthesized and utilized in the photosynthetic antennae
of O. tauri. As mentioned above, this was confirmed by immunological approaches for Lhca2 and
Lhcp proteins.

For phylogenetic analyses of the whole chl /4 binding LHC protein family, we analyzed
only homologous positions of unambiguously aligned gene sequences, corresponding primarily to
the membrane spanning regions and immediately preceding regions, of the putative mature
peptides. Our results present similar tree topologies to other published reports using the same
approach (e.g. Durnford, 2003; Durnford et al., 1999). However, it somehow differs from several
recent analyses (Elrad and Grossman, 2004; Jansson, 1999; Tokutsu et al., 2004) focusing on
smaller groups of sequences (generally within species) and utilizing the entire gene sequence,
including non-homologous positions and transit peptides.

In the case of Lhcp proteins, determining the true associations with other known groups
is complicated by the long branch effect (see Fig. 6). Still, these proteins are clearly outside the
clade containing the major LHCII polypeptides of plants and green algae. As in previous studies,
no relationship was resolved between C. reznbardtii Lhcbm polypeptides and three major Lhcb
subfamilies of higher plants (Elrad and Grossman, 2004; Tokutsu et al., 2004). Instead, two well
supported clades were identified, one with all the Lhcbm’s of green algae and the other with all of
the higher plant major LHCII polypeptides, pointing out independent evolution within these
large LHCII protein families (Durnford, 2003). If no O. fauri sequence is found in this cluster, the
finding in its genome of three genes encoding putative proteins clustering with the CP26/Lhcq
family appears as a potential key discovery to understand the origin of the LHCII superfamily,
given that plant and green algae probably derived from a prasinophyte ancestor. Indeed these
three proteins apparently branch, together with CP26/Lhcq sequences from more evolved
organisms, at the base of the LHCII clade. The hypothesis that the different LHCII families may
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have derived from an ancestral CP26-like gene however needs to be confirmed by sequencing
more members of the CP26/Lhcq family in order to improve the bootstrap values and better
resolve its branching point with the LHCII superfamily.

O. tauri was also found to possess two genes clustering with previously identified Lhcb4
and Lhcb5 populations, indicating the potential production and use of CP29 and CP26 core
antennae. Both proteins have been shown to be critical for the stability of LHCII-PSII
supercomplexes in plants (Boekema et al., 1999; Yakushevska et al., 2003) and one can assume
that they have a similar role in maintaining the integrity of Lhcp-PSII complexes in O. zauri. The
latter shares with C. reinhardtii (and possibly all other green algae) the absence of CP24, a protein
which is located closely to CP29 in A. thaliana PSII internal antenna (Yakushevska et al., 2003)
and is thought to play a key role in the xanthophyll cycle (Pagano et al., 1998).

Five clearly distinct Lhca genes were retrieved in the O. fauri genome, again suggesting
utilization of differentiated PSI antennae. Two of the predicted Lhca proteins clustered well with
previously identified types I and III, while the three others were more distantly related to other
Lhca types in C. renbardtii or plants. Like C. reinbhardtii, O. fauri has single copies of genes
corresponding to LHCI Type I and III of higher plants. However, C. renbhardsii differs
dramatically from O. fauri in those LHCI populations termed peripheral (Tokutsu et al., 2004) in
having a multiplicity of such genes (7), while O. #auri later maintains just three. Each of these
corresponds loosely to higher plant LHCI Type II and IV. Unlike the LHCI genes in O. faur,
those of C. reinhardtii are also particulatly exon rich; an average of 1 versus 7 in Lhca genes of the
two organisms, respectively. In this regard O. fauri seems more similar to higher plants. Lastly, in
analyses where Lhca genes from the red alga Porphyridium cruentum were included (data not shown),
all green algal and plant LHC genes except LI818 (grouping with FCP) were more closely related
to one another than to those of the red alga, as recently shown for the complete LHC
complement of C. reznhardtii (Tokutsu et al., 2004).

Structural characteristics of Lhcp proteins

In addition to the overall phylogenetic placement of the LHCI and LHCII
subpopulations, deduced structural elements appear to be similar to those in other members of
the green lineage. For example, all substitutions for the putative chlorophyll ligands in these
subpopulations were conservative, likely able to maintain the side arm function of individual
ligands. Of note, is the conservative His substitution for Asp at chl 42 in all Lhep proteins.
Although this “substitution” is not unique, since it is present in minor LHCII polypeptides of
higher plants and C. reinhardti, it is interesting from the view point that, for known bacteriochl-
proteins, all chl ligands are His. This situation has changed dramatically in the evolution of
cukaryotic LHCs (in which substitutions for His are found at the majority of ligand sites). Thus
Lhcp proteins may reflect a more ancestral state. Overall however other ligands in the Lhcp
proteins were highly conserved with only one other deviation from LHCII ligands identified by
(Kuhlbrandt et al., 1994), an extremely common, conservative substitution at chl 4#6. The overall
high degree of conservation emphasizes the strong potential for the newly identified genes to
encode proteins with similar function to known classical LHCs.

Conclusions and perspectives

We demonstrate here that O. fauri contains differentiated subpopulations of LHC
polypeptide encoding genes, although its prasinophyte-specific LHCs (Lhcp) probably constitute
the large majority of those complexes in thylakoid membranes. Furthermore, we show here that
several Mamiellales, including M. squamata, do contain classical LHCI protein(s) associated with
PSI, in contrast to previous literature. Whether these conclusions can be extended to all
prasinophytes would need further systematic screening for LHC diversity in various other
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members of this paraphyletic class. For instance, the apparent absence of Lhca2-like proteins in
Bathycoccus prasinos, though a member of the Mamiellales order, shows that a generalization might
be inappropriate.

A considerable research effort is still needed to better elucidate the structure and function
of O. tauri (and other Mamiellales) LHCs, especially with regard to the true nature and structure
of its PSI peripheral antennae. A salient feature of the O. auri system is the fact that LHC genes
are single copy and appear to roughly correspond with higher plant groupings, with the exception
of Lhc¢p with are present in 5 copies (including 4 almost identical), a state probably reflecting the
high demand of the cell for these particular proteins. Finally, the complete genome sequence of
O. tauri is close to publication. The sequenced genome provides a valuable foundation for
comprehensive, integrative approaches to LHC polypeptides, their relationship with other
components of the photosynthetic apparatus, their molecular evolution and potential role in the
adaptation of these algae to their marine habitat.
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CONCLUSION & PERSPECTIVES

Les premiers sujets d’étude des cyanobactériologistes ont été les organismes d’eau douce.
Leur culture est assez aisée et donne des densités cellulaires élevées. Leurs capacités d’adaptation
aux environnements de laboratoire ont favorisé une compréhension progressive de la physiologie
de plusieurs souches devenues des modeéles d’études, tels que Synechococcns sp. PCC 7942,
Synechocystis sp. PCC 6803, Nostoc spp. et Anabaena spp.. Les études de physiologie des
oxyphotobactéries marines sont en revanche moins fréquentes et cette thése contribue a combler
ce retard.

Au cours de ce travail, la réponse a la lumiere des cyanobactéries marines du genre
Synechococens a été abordée sous plusieurs angles : Pacclimatation a long terme a Iintensité
lumineuse (chapitres I et II), a la qualit¢ spectrale de la lumiere (chapitre III) et les
photodommages lors d’une exposition aux UV (chapitre IV). Dans le premier chapitre, nous
avons montré que la souche WH8102 est capable de s’acclimater a de fortes intensités lumineuses
en modifiant sa pigmentation et ses propriétés biophysiques. Nous avons complété cette étude en
montrant dans le second chapitre que cet organisme voit la taille de ses PBS réduite lorsqu’il est
acclimaté a une forte lumiére. Il est a noter quau cours de ce travail de theése, un grand nombre
de souches de Synechococcns de clades variés aient pu étre acclimatées a d’importantes irradiances :
WH8102, WH8103, WH7803, RCC307 dans le chapitre I, mais aussi CC9605, R§9918, RS§99106,
RS9911, RS9912, WHS8018, WH5701 (non montré). Ces observations tendent a confirmer
I'hypothese qu’il n’y aurait pas de clade spécifiquement adapté aux niches écologiques de surface
ou de profondeur (Six et al. 2004), comme c’est le cas chez Prochlorococeus et Ostreococcus (Partensky
et al. 1999a, b, Rodriguez et al. sous presse). Cela est aussi conforme au fait que les plus fortes
abondances de Synechococcus marins sont mesurées dans le haut de la colonne d’eau (Premiers cent
metres ; Partensky et al. 1999a).

Les moyens que mettent en oeuvre ces organismes afin de gérer I’énergie lumineuse
excédentaire sont encore mal compris. Aucune variation significative de la concentration
cellulaire en zéaxanthine n’a été observée chez les oxyphotobactéries marines (Kana et al. 1988,
Six et al. 2004, Moore et al. 1995), alors que ce pigment est induit en réponse aux fortes intensités
lumineuses chez la plupart des souches d’eau douce (Masamoto et Furukawa 1997, Kerfeld
2004a, b). St elle a vraiment un rdle de photoprotection chez les oxyphotobactéries marines, il
semble que la zéaxanthine soit activée par un processus différent, peut-étre par une délocalisation
et/ou des phénomenes entrainant un changement de conformation des caroténo-protéines. La

construction de mutants de Synmechococeus marins déficients en genes impliqués dans le métabolisme
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des caroténoides (7R et SYNW1367) est en cours de développement au laboratoire. I.’étude de
la photophysiologie de tels mutants permettra de mieux cerner les mécanismes de
photoprotection chez ces organismes.

D’autres spécificités des Synmechococcus marins ont par ailleurs été remarquées. Ils possedent
une fluorescence chlorophyllienne 7z wivo étonnamment faible par rapport a celles mesurées
classiquement chez Synechocystis sp. PCC 6803 et Synechococcus sp. PCC 7942. 11 en est de méme
pour la fluorescence chlorophyllienne variable. ’origine de ces différences demeure aujourd’hui
inconnue, mais il est possible que ces caractéristiques reposent sur des différences fondamentales
de la structure et du fonctionnement de appareil photosynthétique. Des études biophysiques de
cette fluorescence, notamment a I'aide de fluorimétres PAM, ainsi que des études structurales des
complexes présents permettraient d’appréhender la singularité de la régulation de la lumiére chez
les Synechococens marins. Ceci permettra de mieux comprendre les mécanismes particuliers
d’acclimatation a lintensité lumineuse mis en place, comparativement a leurs cousins d’eau
douce. De plus, certains genes impliqués dans des mécanismes de régulation importants chez les
souches d’eau douce, semblent absents chez les cyanobactéries marines. Par exemple, #b/A et isiA
(Baier et al. 2001, Baier et al. 2004, Parke et al. 1999) que I'on pense impliqués dans les
phénomeénes de résistance aux carences nutritionnelles ne sont pas présents dans le génome des
souches séquencés a ce jour. Le gene pmgA dont le produit semble participer a la régulation de la
stoechiométrie des photosystémes est aussi absent (Hihara et al. 1998).

Nous avons décrit dans le chapitre II la structure particuliere des bras de PBS de
Synechococens sp. WH8102. Cette étude est la premicre a montrer dans son ensemble la région
génomique et les polypeptides présents chez ces PBS qui comptent parmi les plus complexes
connus a ce jour. Nous avons ainsi découvert 'existence de linkers encore non décrits que nous
proposons de nommer MpeD et MpeE. Nous avons par ailleurs retrouvé MpeD chez un certain
nombre de souches marines a deux PE telles que WH8103, WH7803, WH8020, RCC307, BL3,
M16.17 et M11.1. Un géne homologue est par ailleurs présent dans le génome de la souche
CC9913. 1l semble donc que ce linker joue un role important dans I'assemblage des PBS a deux
PE. II est absent chez la souche RS§9918 dépourvue de PE (clade VIII). La région génomique
principale du PBS de WHB8102 est tres structurée et cette organisation est bien conservée chez les
souches WH7803 et RCC307. Notre étude a ainsi mis en évidence un certain nombre de génes
hypothétiques conservés dont les fonctions restent a déterminer. La caractérisation et la
complémentation de mutants dans lesquels ces génes sont inactivés permettront de déterminer

leur fonction.
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Dans le chapitre III, nous avons montré la facon dont les souches Synechococcns spp.
M16.17 et M11.1 sont capables de moduler la composition de leur antenne photosynthétique afin
d’optimiser la collecte de lumiére d’'une qualité spectrale donnée. Nous proposons que chez
Synechococens spp. M16.17 et M11.1, TACC de groupe IV repose sur I'isomérisation « facultative »
de deux des chromophores des sous-unités de PEIL. Aprés plusieurs dizaines d’années de
recherche, une quantité considérable d’informations a été accumulée sur la cyanobactérie d’eau
douce Fremyella diplosiphon qui pratique PACC de groupe 111 (voir introduction). La connaissance
des genes impliqués et de leur régulation ainsi que la construction de mutants présentant des
anomalies dans PACC ont été fondamentales aux prémices de la compréhension de PACC de
Fremyella diplosiphon. Ce sont précisément ces connaissances et ces outils techniques qui manquent
encore aujourd’hui aux modéles marins, afin de mieux disséquer les mécanismes de PACC de
groupe 1V. Toutefois, 'annotation du génome complet de Synmechococcus sp. CC9913 capable de ce
type d’acclimatation va conduire a la connaissance de la structure de la région PBS de cette
souche et peut-étre révéler des différences majeures avec les souches marines de groupe I
(incapables de s’adapter a la qualité de la lumiere). Bien que les modalités de la ligation et de
Iisomérisation de la PEB chez les organismes marins soient encore inconnues, il est probable
quun systeme de lyase/isomérase spécifique existe. Le laboratoite a d’ailleurs entamé une
collaboration avec équipe d’Hugo Scheer (Munich) dans le but d’identifier un ou plusieurs
géne(s) de lyase/isomérase chez WH8102. Ce systéme serait photosensible chez les souches
capables ’ACC de groupe 1V. D’autre part, jusqu’a aujourd’hui, aucune protéine a réle de
photorécepteur n’a réellement été caractérisée chez les Synmechococcus marins. 1l semble cependant
évident qu’il existe un systeme photorécepteur chez ces organismes, particulierement chez les
souches capables ’ACC. L’étude de la séquence du génome de CC9913, les approches de type
puce a ADN, ainsi que la mutagenése dirigée devraient permettre de mettre en évidence les
réseaux de genes impliqués dans 'acclimatation a la qualité de la lumiére, de facon analogue a la
recherche active qui est menée sur Fremyella diplosiphon. La surexpression des polypeptides
impliqués permettrait également I’étude des probables phénomenes post-traductionnels tels que
les phosphorylations et les interactions protéine-ADN.

Le chapitre IV décrit notamment Iimpact de fortes doses d’'UV sur les PBS de
Synechococens sp. WH8102 et nous avons montré que la partie distale des complexes et le linker
ancre (L) sont particuliecrement sensibles a ces radiations. L’étude de l'effet des UV sur les
cyanobactéries marines est actuellement en cours au laboratoire et de nombreux travaux sont
prévus. Des études d’expression génique par PCR quantitative et puces 2 ADN couplées a des

mesures biochimiques et biophysiques (PAM fluorimétrie, spectrofluorimétrie) permettront de
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caractériser effet de « chocs UV ». Ces mesures seront aussi conduites sur des cellules cultivées
en lumicre variable reproduisant le régime lumineux naturel, avec et sans UV. Ceci permettra de
mettre en évidence les mécanismes physiologiques impliqués spécifiquement dans la réponse au
stress UV, ainsi que I’étude de Porchestration de Pexpression des genes en fonction du cycle
jour/nuit. La mise en évidence de génes d’intérét (spécifiquement induits par les UV ou chez un
groupe défini d’organismes) pourrait ensuite conduire a des études 7z sitn afin d’étudier I'impact
de ce facteur sur les populations naturelles de Synechococcus.

Plusieurs génomes de Synechococens marins sont en cours de séquencage et une douzaine de
séquences completes seront d’ici peu disponibles, réparties dans chacun des dix clades du cluster
5.1 ainsi que dans d’autres clusters (Figure 91). La disponibilité de cette masse d’information va
grandement faciliter les études de biologie moléculaire sur ces organismes ainsi que

Iidentification de genes dont la fonction n’est pas encore connue.
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Figure 91 : Arbre phylogénétique du cluster 5.1 basé sur la séquence de PARN 16S (NJ), d’aprés Fuller et al. (2003).
Rouge : souches disponibles ou en fin d’annotation. Bleu : souches en cours de séquencage. Les clones CC9902 et

PCC 7002 et BL107 ne figurent pas dans cet arbre mais leur génome est également en cours de séquencgage.
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I existe chez les souches du cluster 5.1 une diversité des propriétés optiques des PBS
surprenante qui se retrouve entre les clades mais aussi a I'intérieur de la plupart des clades. Ainsi,
ce cluster regroupe une majorité de souches a deux PE présentant des rapports PUB :PEB tres
variables (0,5 a 2), certaines souches qui ne possedent qu’un seul type optique de PE (dépourvues
de PUB) et d’autres chez qui la PE est absente. Les combinaisons de PBP et de bilines des bras
des PBS sont donc extrémement variées chez les Synechococens marins et on peut au moins
trouver les associations de PBP suivantes : C-PC seulement (RS9918), C-PC + C-PE (WHS8018),
R-PCIII+C-PE (WH7805 ; Sidler 1994), R-PCII+PEI+PEII (WHS8102; C. Six données non
publiées). L’étude des génomes de souches aux propriétés optiques distinctes permettra de mieux
comprendre les bases génétiques et évolutives de la différenciation des propriétés des PBS chez
ces organismes marins. Nous avons ainsi commencé I'analyse des PBS d’une série de souches de
Synechococens marins présentant des propriétés optiques différentes, en privilégiant les souches
dont le génome sera disponible dans un futur proche. Ceci permettra par la suite de mettre en
paralléle les données expérimentales et bioinformatiques. D’autre part, ces différences de
propriétés optiques sont tres probablement liées a la présence de niches lumineuses particulieres
dans les eaux marines, qui sont aussi probablement plus ou moins corrélés a d’autres facteurs
environnementaux tels que la concentration en nutriments. I’étude comparée de tous ces
génomes permettra d’expliquer la grande diversité phénotypique observée chez les Synechococcus
marins, ainsi que de donner les premicres bases vers la compréhension de la notion de
différenciation écotypique chez ces organismes.

Le dernier chapitre est dévolu a I’étude du systeme antennaire de la Prasinophyceae
Ostreococcus tanri. A la suite d’une série d’études de Pappareil photosynthétique de Mantoniella
squamata, 1'idée que les Prasinophyceae ne possédaient qu’une antenne particulicre unique
primitive s’est propagée dans la littérature (par exemple Schmitt et al. 1993, Rhiel et al. 1993,
Rhiel & Morschel 1993). Nous avons clairement démontré qu’au moins trois représentants de
lordre des Mamiellales (dont Mantoniella squamata) possedent en réalité les deux grands types
d’antennes observés chez les autres algues vertes. La présence d’une antenne majeure particulicre,
la tres faible fluorescence du PSI et un cycle des xanthophylles peu actif (concomitant avec une
extinction de fluorescence non photochimique qui peut étre importante ; F. Rodriguez & C. Six,
en préparation) laissent penser qu’Ostreococcus tanri est un modele d’étude de la photosynthese tres
intéressant. Des études de la stucture des complexes formés par I'antenne principale et des
propriétés de fluorescence chlorophyllienne de cultures acclimatées a différentes intensités
lumineuses pourraient représenter une premicre voie de recherche vers la compréhension des

processus photosynthétiques de cette algue verte particuliére. Rodriguez et al. (sous presse) ont
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mis en évidence la présence de phototypes distincts génétiquement définis, probablement adaptés
aux niches de surface et de profondeur. Le séquencage du génome d’une souche de basse lumicére
est en cours et de fagon similaire aux études menées sur Prochlorococcens (Partensky et al. 1999), les
comparaisons intersouches tant au niveau expérimental que génomique vont certainement
permettre d’expliquer certains aspects de la différenciation écotypique chez les picoeucaryotes
marins photosynthétiques. La comparaison des systemes antennaires entre souches de niche
lumineuse sera notamment des plus intéressantes.

La suite des investigations dans ce champ de recherche pourrait consister en la
caractérisation de tels phénomeénes de différenciation chez d’autres genres de la classe des
Prasinophyceae qui semble constituer un composant dominant de la fraction
picophytoeucaryotique (Not et al., 2004 ; Worden et al., 2004). Le séquencage de deux génomes
de Micromonas va bientot débuter ; 'une des souches a été isolée dans les eaux cotieres et autre
dans une région océanique. Les études qui suivront permettront peut-étre de déterminer certains
des aspects de la différenciation écotypique milieu cOtier versus milieu océanique chez les

Prasinophyceae marines.
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Les antennes photosynthétiques des organismes marins
picophytoplanctoniques des genres Ostreococcus et Synechococcus :

structure et photoacclimatation

Les cyanobactéries du genre Symechococcns constituent un composant important des
écosystemes marins. Le premier chapitre de ce travail de thése décrit les effets de lintensité
lumineuse sur une série de parametres (C, N, pigmentation et propriétés optiques, ez...) de la
souche WHS8102 dont le génome a été récemment entierement séquencé. Le second chapitre
décrit la structure et la photoacclimatation des phycobilisomes (PBS) de cette souche, qui
présentent deux linkers jamais décrits auparavant (MpeD et MpeE). Le troisiéme chapitre décrit
I'adaptation chromatique de groupe IV chez les souches M16.17 et M11.1, un processus observé
lorsque les cellules sont transférées d’une lumiére blanche/verte a une lumiére bleue et vice versa.
Le quatrieme chapitre présente une analyse des dommages aux PBS durant une exposition aux
UV et une étude des caroténo-protéines cyanobactériennes. Enfin, le dernier chapitre décrit les
complexes antennaires d’un autre organisme du picophytoplancton, le picoeucaryote Ostreococcus

tauri.

The photosynthetic antennae of the marine picoplankters
Ostreococcus et Synechococcus :

structure and photoacclimation

Cyanobacteria of the Symechococcus genus constitute a major component of marine
ecosystems. The first chapter describes the effect the growth irradiance over a number of
characteristics (C, N and pigment contents, optical properties, etc...) of WH8102, whose genome
was recently completely sequenced. The second chapter describes the structure and
pohotoacclimation of the phycobilisomes (PBS) of this strain, with emphasis on two novel
phycoerythrin-associated linker polypeptides (MpeD and MpeE). The third chapter describes the
marine chromatic adaptation groupe IV in Synechococcus spp. M16.17 and M11.1, a process
occurring when cells are transferred from blue and white light and vice versa. The fourth chapter
presents an analysis of the PBS damage during exposure to UV radiations and a study on
cyanobacterial caroteno-proteins. Finally, the last chapter studies the light-harvesting complexes
of another marine picophytoplankter, the picoeucaryote Ostreococus tanri (Prasinophyceae),

providing some new insights into the evolution of this primitive green algal group.
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