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«Je sais pourquoi tant de gens aiment couper du bois.  

C'est une activité où l'on voit tout de suite le résultat.»  

Albert Einstein. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 «La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne.  

La pratique, c'est quand tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi.  

Ici, nous avons réuni théorie et pratique : Rien ne fonctionne... et personne ne sait pourquoi » 

Albert Einstein. 
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Figure numéro la plus belle : T’as vu mon pays ? ! Faut pas avoir des pikouz dans les yeux pour 

être genaoueg devant la beauté du paysage. Si t’apprécie pas, soit t’es une brell, soit t’es une 

pikez, soit t’es un drôle. Hopala, quel glaouch va doue ! Ca va faire du reuz la beauté du 

paysage quand même t’a qu’a croire ! Bon va fallioir arreter d’glabousser et d’chaoquer, j’sens que 

j’trañne. Echu tout !  

PS : si en lisant cela tu te dis Pebezh klapez celui-là : garde mon 06, on s’fra une bouffe et après tu 

seras complètement poazh à en prendre les ribins … Mat pell ‘zo. 

 

 

 

MERSI BRAS * 

 

CHOUK’RAN** 
 
 
 
 1 mention importante pour nos deux marseillais. 

* Merci en Breizhoneg 
**Merci en Arabe (dédicasse à Aliou, qui m’a dit que cela n’existait pas). 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

  



 

 

 



 

- 1 -  

PRÉAMBULE

 

L’océan mondial représente environ 71% de la surface de la Terre. De par leur profondeur, 

les océans représentent un volume habitable (1,37 109 km3) près de 300 fois plus important que les 

habitats terrestres. Les microorganismes marins (ou fraction microbienne) sont les organismes 

invisibles à l’œil nu vivant dans ces masses d’eau. Cette définition simple cache en réalité une très 

grande diversité d’êtres vivants, décrits ou restants à découvrir, appartenant à des groupes évolutifs 

distincts. Les trois domaines du vivant y sont ainsi représentés: bactéries, archées et eucaryotes 

unicellulaires (ou protistes; Woese et Fox, 1977). Ces microorganismes ont colonisé tous les 

environnements marins propices à la vie. Ils prospèrent ainsi de la surface jusqu’au plancher 

océanique, des eaux froides profondes ou de l’Arctique jusqu’aux températures élevées des sources 

hydrothermales, des eaux désalées de la mer Baltique aux eaux hypersalées de la mer Morte, des 

zones côtières riches en nutriments aux eaux pauvres du large (Macdonald et al., 1980; Blochl et al., 

1997; Rothschild et Mancinelli, 2001). De par cette formidable ubiquité et versatilité, les 

microorganismes marins constituent les organismes les plus abondants sur la planète d'un point de 

vue numérique. Bien que ce chiffre varie largement suivant les environnements, il est généralement 

considéré que chaque mm3 d’eau de mer (1 µL) contient environ 10 000 virus, 1000 bactéries 

hétérotrophes, 100 bactéries photosynthétiques, et 10 protistes photosynthétiques (Azam et 

Malfatti, 2007). Le nombre de cellules procaryotes est ainsi estimée à 1029, un chiffre largement 

supérieur aux potentielles 1021 étoiles de l’univers (Whitman et al., 1998).  

En terme de biomasse, plus d’un tiers se trouve dans les 200 premiers mètres en dessous de 

la surface, là où l’énergie lumineuse est capable de pénétrer. Au sein de cette couche euphotique, le 

monde microbien est essentiellement constitué de procaryotes, de protistes bactérivores et de 

eucaryotes autotrophes (Pomeroy et al., 2007). Outre leur abondance, les procaryotes présentent 

une très grande diversité métabolique. En conséquence, les microorganismes marins sont 

virtuellement impliqués dans tous les grands processus biogéochimiques de l’océan et même de la 

planète (Kirchman, 2008). 
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I. L’IMPORTANCE DES PICOCYANOBACTÉRIES DANS LE 

PHYTOPLANCTON MARIN 

I.1. Généralités sur le phytoplancton marin 

I.1.1 Définition et découverte du picophytoplancton 

Étymologiquement, le mot phytoplancton désigne les organismes photosynthétiques, 

souvent unicellulaires, dérivant avec les courants (du grec Phyton signifiant « végétal » et Planktós 

signifiant « dériver ») par opposition au necton, rassemblant les organismes capables de se mouvoir. 

Bien qu’il ne représente que 1% de la biomasse de la composante photosynthétique de la planète, le 

phytoplancton est responsable de 40 à 50% de la production primaire globale (Falkowski, 1994). Si 

l’on considère que le phytoplancton comporte moins d'espèces décrites que les plantes supérieures, 

il est en revanche beaucoup plus diversifié d’un point de vue phylogénétique puisqu'il compte huit 

embranchements taxonomiques et trois lignées évolutives distinctes (Fig. 1). 

La composante procaryotique du phytoplancton est constituée par les cyanobactéries, le plus 

ancien groupe d'organismes capable de photosynthèse oxygénique. Toutes les autres espèces 

phytoplanctoniques sont des eucaryotes, dont l’histoire évolutive a été marquée par plusieurs 

évènements endosymbiotiques, suivis de transferts massifs de gènes des endosymbiontes vers le 

noyau de leurs hôtes. On distingue ainsi la lignée verte de la lignée rouge. Les membres de la lignée 

verte, aussi appelés chlorophytes, sont issus d’un évènement endosymbiotique primaire entre un 

organisme proche des cyanobactéries et un organisme eucaryote hétérotrophe possédant des 

mitochondries, qui aurait eu lieu il y a environ 1.6 à 2.1 milliards d’années (Ga). 

 

Figure 1 (page suivante): Distribution des organismes phytoplanctoniques au sein de l’arbre du vivant. Des 
photographies de microorganismes appartenant à chaque lignée sont montrées à titre d’exemple. Les 
chlorophytes sont représentés par Micromonas [MET, image colorisée, Monterey Bay Research Institute] et 
Ostreococcus [MET, Martin F. Hohmann-Marriott]; les dinoflagellés par Ceratium [MEB, Philippe Crassous, 
Ifremer] et Ceratochoris [MEB, Maria Faust, Smithsonian Institution]; les diatomées par Diploneis [MEB, Mary 
Ann Tifanny] et Arachnoidiscus [MEB, image colorisée, Science Photo Library]; les chrysophytes par Chromulina 
[MO, http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguyenlandung/vitao02.htm] et Dinobryon 
[MO,http://micropolitan.org]; les haptophytes par Emiliana[MEB, image colorisée, Steve Gschmeissner] et 
Phaeocystis [colonie observée au MO, Dr. Peter Countway]; les cryptophytes par Rhodomonas [MO, William 
Bourland] et Chroomonas [MO, Gevelsberg Stefansbachtal]; les euglenides par Eutreptiella [MO, Fredrik 
Norén]. Le phytoplankton est également représenté par des organismes procaryotes, au sein du domaine 
Bacteria, tous inclus au sein de l’embranchement des cyanobactéries. Trichodesmium est retrouvé 
principalement dans les eaux oligotrophes tropicales et sub-tropicales [Abby Heithoff, Woods Hole 
Oceanographic Institution]. Autres exemples: Oscillatoria [MO, http://silicasecchidisk.conncoll.edu] et 
Cyanothece [MO, Y. Tsukii]. Les évènements endosymbiotiques sont montrés par des flèches. Arbre modifié 
d'après Cracraft et Donoghue (2004). 
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Au sein de la lignée verte (dont font partie les plantes supérieures; Knoll, 1992), la grande 

majorité des taxons décrits à ce jour dans le milieu marin appartiennent à la classe des 

Mamiellophyceae, un des groupes écologiquement les plus abondants, comprenant notamment les 

genres Micromonas, Bathycoccus et Ostreococcus (Vaulot et al., 2008; Marin et Melkonian, 2010). 

Les chlorophytes forment un groupe fortement soutenu à travers les différentes études 

phylogénétiques et caractérisé par différentes propriétés biochimiques et ultrastructurales (Leliaert 

et al., 2011). Tous utilisent la chlorophylle b (Chl b) comme pigment accessoire principal. 

 

Trois groupes majeurs du phytoplancton sont issus d’une endosymbiose secondaire avec une 

algue unicellulaire de la lignée rouge, les diatomées, les dinoflagellés et les haptophytes (Fig. 1). Les 

diatomées constituent un des groupes les plus diversifiés au sein des eucaryotes (Mann et Droop, 

1996) et sont caractérisées par une coque siliceuse ou frustule. Les dinoflagellés ont la particularité 

de posséder deux flagelles orientés perpendiculairement l’un par rapport à l’autre et peuvent être 

photoautotrophes, hétérotrophes ou mixotrophes. Certains dinoflagellés peuvent avoir un mode de 

vie parasitaire ou symbiotique, tandis que d'autres provoquent des efflorescences importantes, 

appelées 'marées rouges', au cours desquelles certaines espèces produisent des toxines pouvant 

affecter les activités économiques, telles que la pêche (Fig. 2A; Taylor et al., 2008; Hallegraeff, 2010). 

Les haptophytes présentent eux aussi des modes de vie divers, et arborent différents types 

structuraux. Ils sont néanmoins caractérisés par la présence d’un appendice particulier, appelé 

l’haptonème. On retrouve au sein de cet ordre le genre Phaeocystis, dont les représentants forment 

des colonies qui peuvent être à l’origine d'efflorescences planctoniques de grande ampleur (Fig. 2B), 

ainsi que des espèces calcifiantes ou coccolithophores (Fig. 2C).  

 

Figure 2 : Efflorescences de phytoplancton. (A) Marée rouge sur la plage australienne Covelly, proche de 
Sydney, provoqué par le dinoflagellé Noctiluca scintillans [Craig Greenhill, The Telegraph]. (B) Efflorescence de 
la microalgue haptophyte Phaeocystis pouchetii en Péninsule de Gower, se traduisant par l’apparition de 
colonies flottantes formant un épais mucilage dans l’eau [David John]. (C) Efflorescence de grande ampleur du 
coccolithophore Emiliana huxleyi au large de la Cornouaille [Steve Groom, Plymouth Marine Laboratories]. 

Cette richesse du phytoplancton, tant du point de vue de l’abondance que de la diversité est 

restée insoupçonnée pendant de nombreuses décennies, notamment dans les zones centrales des 

océans, pauvres en Chl a et en éléments nutritifs (azote, phosphore et métaux traces), et longtemps 
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considérées comme de véritables déserts biologiques, alors qu'elles sont en fait peuplées d'une 

multitude de cellules photosynthétiques de petite taille, constituant le 'picophytoplancton' (Fig. 3). 

La présence de petites cellules dans le plancton était connue bien avant que le terme 'picoplancton' 

soit proposé. La première description d’une algue microscopique, Stichococcus bacillaris, remonte à 

1849 (Nägeli, 1849). Au cours du XXème siècle, les scientifiques prirent conscience que des 

organismes bien plus petits que ce qui pouvait être capturé à l’aide de filets existaient dans les 

océans (Lohmann, 1908, 1911), menant à la description de la première « pico » cyanobactérie, 

Synechocystis salina, en 1924 (Wislough, 1924). La microalgue chlorophyte Micromonas pusilla fut 

quant à elle décrite en 1952, sous le nom initial de Chromulina pusilla (Butcher, 1952). Néanmoins, il 

faut attendre la fin des années 1960 pour que l’importance écologique des microorganismes soit 

enfin suggérée par quelques scientifiques pionniers (Wauthy et al., 1967; Jeffrey, 1976). Par la suite, 

Sieburth et collaborateurs proposent une classification afin de caractériser les différentes classes de 

taille que l’on peut retrouver au sein de la fraction planctonique (Fig. 4; Sieburth et al., 1978). 

 

Figure 3 : Magnitude et distribution de la production primaire, à la fois océanique (exprimée en mg.m
-3

 de 
chlorophylle  a) et terrestre (index de végétation normalisé par rapport à la surface). Données provenant du 
SeaWiFS Project, NASA/Goddard Space Flight Center & ORBIMAGE. 

Certains développements technologiques de la fin des années 1970, notamment l'avénement de la 

microscopie à épifluorescence (Hobbie et al., 1977), permettront de mettre en évidence l’abondance 

des microorganismes phytoplanctoniques de très petite taille, inférieure à 2 µm, appelé picoplancton 

(Johnson et Sieburth, 1979; Waterbury et al., 1979). En particulier, cette technique a révélé 

l'abondance de cellules possédant de la phycoérythrine (PE) comme principal pigment accessoire, 

morphologiquement proches d’organismes déjà décrits dans les eaux douces et assignées au genre 

Synechococcus. En 1986, John Waterbury et collaborateurs firent la première description détaillée de 

la diversité, biologie et écologie de ces cellules, grâce aux premières cultures de souches de 
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Synechococcus (Waterbury et al., 1986). A la fin des années 1980, une autre révolution technologique 

vint bouleverser l’étude du picophytoplancton. Initialement développée pour des applications 

cliniques dans le domaine médical, l’application de la cytométrie en flux au domaine de 

l’océanographie marqua en effet un réel tournant. Cette technologie permet l’analyse en temps réel 

des signaux de fluorescence et de diffusion optique émis par des particules individuelles. Elle a 

notamment permis de détecter une autre cyanobactérie marine, dépourvue de phycobiliprotéines 

(PBPs), et qui en microscopie à épifluorescence ne présentait aucune fluorescence orange et une 

fluorescence rouge si faible et si labile qu'elle était difficilement distinguable des bactéries 

hétérotrophes. C’est ainsi qu’en 1988, l’importance écologique de Prochlorococcus fut démontrée 

par Chisholm et collaborateurs (Chisholm et al., 1988). Ce microorganisme photosynthétique est 

actuellement considéré comme étant le plus abondant sur Terre (Partensky et al., 1999b). 

 

Figure 4 : Classifications du plancton selon leur taille, leur mode de nutrition et leur règne. Le plancton par 
opposition au necton désigne les organismes incapables de se mouvoir, dérivant donc avec les courants. Le 
plancton peut être autotrophe, et se nourrir par réduction de la matière inorganique, ou hétérotrophe et 
assimiler directement la matière organique. Le plancton, à la fois procaryote et eucaryote, est divisé selon 
différentes classes de taille, proposées par Sieburth et al. (1978). 
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I.1.2 Rôle du phytoplancton dans la pompe biologique 

De par leur abondance, les organismes phytoplanctoniques jouent un rôle essentiel dans les 

grands cycles biogéochimiques de la planète, notamment celui du carbone puisqu'ils sont capables 

de le fixer sous forme de CO2 et de le transformer en composés organiques carbonés en utilisant la 

lumière. Cette réaction chimique nécessite de casser une molécule d’eau pour fixer une molécule de 

CO2 et ainsi libérer une molécule d’oxygène. C’est la photosynthèse dite oxygénique, qui diffère de la 

photosynthèse anoxygénique réalisée par certaines bactéries unicellulaires et filamenteuses mais ne 

donnant pas lieu à une émission d’oxygène. Contrairement au milieu terrestre où elle est 

principalement effectuée par les plantes supérieures, la photosynthèse en milieu océanique est 

réalisée en grande partie par des microorganismes. Près de la moitié de la production primaire 

globale de la planète a lieu au sein des masses d’eau océaniques (49.4%), notamment dans les eaux 

mésotrophes (34.6% de la production totale; Field et al., 1998; Carr et al., 2006). La production 

primaire au niveau des milieux oligotrophes (9.2%) serait supérieure à celles des milieux eutrophes 

(5.6%). Par adsorption à de larges particules, cette matière organique, alors appelée neige marine, 

peut couler et être séquestrée pour une partie d’entre elle (2%) au niveau du plancher océanique. Ce 

phénomène contribue ainsi à la baisse du taux de dioxyde de carbone dans l’atmosphère, et est à 

l’origine d'une partie de l’énergie fossile que nous utilisons aujourd’hui (Hedges et al., 2001).  

L’essentiel de cette matière organique produite à la suite de la photosynthèse oxygénique se 

retrouve sous forme dissoute, appelée DOM (pour Dissolved Organic Matter). La DOM contient à la 

fois du carbone (DOC pour Dissolved Organic Carbon) mais aussi les principaux éléments que sont 

l’azote, le phosphore et le soufre (Biddanda et Benner, 1997). La DOM n’est presque exclusivement 

accessible qu’aux archées et aux bactéries hétérotrophes. Cette observation a conduit les 

scientifiques, au début des années 80, à distinguer la chaîne alimentaire classique (allant des grosses 

cellules de phytoplancton et zooplancton aux poissons) de celle représentée par les microorganismes 

autotrophes, appelée boucle microbienne (Azam et al., 1983). Les microbes ayant assimilé ces 

éléments dissous sont ensuite lysés par la composante virale de l’océan (Suttle, 2007) ou broutés par 

les protistes. Ces derniers servent ainsi de passerelle vers les niveaux supérieurs de la chaîne 

alimentaire, une fois consommés par les métazoaires (Azam et al., 1983). 

Le rôle du phytoplancton dans cette boucle microbienne est particulièrement important dans 

les environnements oligotrophes. En effet, il est désormais bien établi que ces régimes océaniques 

pauvres en nutriments sont dominés par le picophytoplancton, composé à la fois par de petits 

eucaryotes (Moon-van der Staay et al., 2001; Vaulot et al., 2008) et des deux genres cyanobactériens 

Prochlorococcus et Synechococcus qui dominent, en nombre de cellules, ces larges étendues marines 

(voir §1.2.3). 
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Figure 5 : Rôle de la boucle microbienne dans le recyclage de la matière organique au niveau océanique. Le 
dioxyde de carbone, fixé dans les couches supérieures de l’océan par le phytoplancton, est transporté vers 
l’océan profond, par l'intermédiaire des particules biogéniques (POM pour Particulate Organic Matter) ou est 
transformé en matière organique dissoute (DOM). Cette dernière est en partie (5-10%) assimilable par les 
bactéries et archées hétérotrophes, et sera donc transférée aux niveaux trophiques supérieurs. C'est 
l'ensemble de ces processus que l'on appelle la boucle microbienne. La majeure partie de la matière organique 
dissoute n’est cependant pas reminéralisée (RDOM pour Recalcitrant Dissolved Organic Matter). Trois 
processus majeurs ont ainsi été identifiés au niveau de la pompe à carbone : la production d’exudats lors de la 
production et prolifération microbienne (voie 1), la lyse virale entrainant le relarguage de parois cellulaires ou 
macromolécules de surface (voie 2) et la dégradation de la POM (voie 3). Le dégradé gris indique le flux total de 
carbone au sein de la colonne d’eau. Modifié d'après Jiao et al. (2010). 

I.2. Les picocyanobactéries marines 

I.2.1 Origine et évolution des cyanobactéries marines 

Au sein des eubactéries, les cyanobactéries représentent un groupe évolutif monophylétique 

(Stanier et al., 1971; Castenholz et Waterbury, 1989; Wilmotte, 2004). Les nombreuses phylogénies 

réalisées à l’aide de différents marqueurs montrent que ces organismes auraient été un des premiers 

groupes à diverger au sein de la lignée bactérienne ancestrale (Blank, 2004). Ce groupe a en effet une 

origine très ancienne et serait apparu juste après les bactéries mésophiles réductrices de sulfates 

(Blank, 2004). L’origine évolutive des cyanobactéries reste cependant sujette à controverse. Diverses 

études utilisant des traces fossiles, ont proposé que les cyanobactéries seraient apparues il y a 3.5 Ga 

(Schopf et Packer, 1987; Schopf, 1993). Une analyse plus récente combinant des données 
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paléobiologiques et des comparaisons phylogénétiques entre de nombreuses souches 

cyanobactériennes propose que ce groupe daterait plutôt de la fin de l’archéen, il y a 2.7 Ga (Ga, 

Blank et Sánchez-Baracaldo, 2010). Par ailleurs, une origine marine de ce groupe a longtemps été 

envisagée du fait que les plus anciennes traces fossiles, notamment les stromatolithes, ont toutes été 

identifiées dans des écosystèmes marins ou saumâtres (Fig. 6; Honda et al., 1999; Bolhar et Van 

Kranendonk, 2007). 

 

Figure 6 : Colonnes stromatolithiques de la baie Shark sur le littoral ouest de l’Australie. Ces structures 
calcaires sont dites biogéniques car elles sont le résultat de la construction par des communautés bactériennes, 
principalement des cyanobactéries. 

Ces structures fossiles datent effectivement de la première partie de l’archéen mais, d'après 

Blank et Sánchez-Baracaldo (2010), elles auraient en fait été formées par des procaryotes 

phototrophes anoxygéniques, chimioautotrophes ou par des procédés abiotiques. Ces auteurs 

proposent donc, sur des bases phylogénétiques, que l'ancêtre commun des cyanobactéries serait 

plutôt apparu dans un environnement terrestre dulçaquicole et/ou endolithique. De plus, cet ancêtre 

était probablement unicellulaire, avec une taille cellulaire inférieure à 2.5 µm (Battistuzzi et al., 2004; 

Sánchez-Baracaldo et al., 2005). Les premières diversifications au sein de la lignée cyanobactérienne 

seraient ensuite apparues durant le Protérozoïque, avant l’augmentation de la concentration en 

oxygène atmosphérique (Fig. 7). Ces diversifications auraient conduit à la colonisation des 

écosystèmes de plus forte salinité, estuariens puis océaniques, conduisant à accroître de façon 

importante la taille de la niche écologique disponible pour la photosynthèse oxygénique. La 

colonisation de ces espaces côtiers, riches en nutriments, auraient conduit à l’augmentation des flux 

de carbone et d’oxygène. Extrêmement faible avant 2.45 Ga, l’oxygénation de l’atmosphère primitive 

aurait débuté il y a 2.32 Ga, pour atteindre des niveaux importans il y a 2.22 Ga (Bekker et al., 2004). 

En modifiant les grands cycles biogéochimiques, ce phénomène a conduit à l’émergence de 

nouveaux environnements, terrestres et aquatiques, rapidement colonisés par des organismes 

utilisant la respiration oxygénique (Farquhar et al., 2000; Kirschvink et al., 2000; Melezhik et al., 

2005).  
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Différents évènements de colonisation du milieu marin se seraient produits, de manière 

indépendante, au cours de l’histoire évolutive des cyanobactéries (Sánchez-Baracaldo et al., 2005). 

Plusieurs lignées actuelles attestent du développement de cette tolérance aux fortes salinités comme 

les Nostocales, le clade formé par Phormidium/Pseudanabaena, le clade formé par 

Gloeothece/Cyanothece/Crocosphaera/Synechocystis/Microcystis ainsi que le groupe des 

cyanobactéries planctoniques Synechococcus/Prochlorococcus/Cyanobium (Fig. 7). 

Phylogénétiquement très proches, ces trois derniers genres auraient divergé à partir d’un ancêtre 

commun avec les autres cyanobactéries, il y a environ 600 millions d’années. Cette branche serait 

donc plus ancienne que l'avaient suggéré Rappé et Giovanonni (Fig. 7; Rappé et Giovannoni, 2003; 

Sánchez-Baracaldo et al., 2005; Blank et Sánchez-Baracaldo, 2010).  

 

Figure 7 : Chronogramme de reconstruction de l’état ancestral par horloge moléculaire en utilisant un arbre 
RpoC-SSU. Les branches indiquées sont proportionnelles à l’âge, l’échelle étant indiqué en milliards d’années 
(Ga). L’oxygénation atmosphérique est indiquée par la ligne en pointillés. Les caractères ancestraux liés à la 
tolérance à la salinité sont indiqués par des cercles de couleur. D'après Blank and Sánchez-Baracaldo (2010). 

 Du point de vue taxonomique, les genres Synechococcus/Prochlorococcus/Cyanobium font 

partie de la classe des Cyanophyceae décrite par Schaffner en 1909, et font partie de l'ordre des 

Chroococcales, dont tous les représentants se divisent par fission binaire (Herdman et al., 2001). A 

noter cependant que Guiry (2012), dans le cadre du 'World Register of Marine Species', a proposé 

une nouvelle classification dans laquelle ce groupe a été placé dans le nouvel ordre des 

'Synechococcales'. 
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Figure 8 : Arbre en Maximum de vraisemblance (ML) basé sur l’analyse de séquences codant pour l'ARN 16S 
des espèces cyanobactériennes dont le génome a été entièrement séquencé. Les couleurs des branches se 
réfèrent aux caractères morphologiques. Les taxons indiqués en rouge ont été séquencés dans le cadre du 
projet CyanoGEBA. Les valeurs de bootstraps supérieures à 70% sont indiquées par un cercle noir. Les 
cyanobactéries sont divisées en sept grands clades (A à G), dont certains ont été divisées en sous-clades. 
Modifié d'après Shih et al. (2013). 
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Le genre Synechococcus qui comprend à la fois des souches marines et d’eau douce, est 

présent au sein de différentes radiations et apparaît clairement polyphylétique (Fig. 8; Honda et al., 

1999; Robertson et al., 2001; Fuller et al., 2003; Gupta et Mathews, 2011). Néanmoins, des analyses 

phylogénétiques, basées sur le gène de l’ARNr 16S et des séquences concaténées de 44 protéines 

conservées chez les cyanobactéries, ont permis de montrer que les Synechococcus marins forment 

(avec Prochlorococcus) une radiation bien différenciée des Synechococcus d’eau douce (Fuller et al., 

2003; Gupta et Mathews, 2011). Initialement défini à partir de critères morphologiques, ce nom de 

genre n'est donc clairement plus adapté et mériterait une révision taxonomique. 

I.2.2 Morphologie et organisation cellulaire des picocyanobactéries 

Les picocyanobactéries marines sont de forme ovoïde et se divisent toujours par fission 

binaire, perpendiculairement au grand axe de la cellule. La taille cellulaire de Synechococcus est 

comprise entre 0,6 µm et 2 µm (Waterbury et al., 1986). Les souches de surface de Prochlorococcus 

possèdent une forme coccoïde, avec un diamètre de 0,7 µm, mais certaines, notamment celles du 

clade LLIV qui vivent plus bas dans la colonne d'eau (voir ci-dessous), sont plus de plus grande taille 

(Morel et al., 1993; Lichtlé et al., 1995; Rippka et al., 2000a; Ting et al., 2007). Ceci est en adéquation 

avec les observations réalisées in situ, démontrant une augmentation de la taille des cellules de 

Prochlorococcus avec la profondeur (Sieracki et al., 1995), le plus faible rapport surface/volume des 

souches de surface leur permettant de maximiser la capture de nutriments. 

Comme toutes les cyanobactéries, à l’exception de Gloeobacter violaceus, Synechococcus et 

Prochlorococcus possèdent des membranes thylacoïdales, où se produisent les réactions de la 

photosynthèse (Schneider et Jürgens, 1991). Ces membranes forment des cercles concentriques, 

parallèles à la membrane cytoplasmique. L’aspect des thylacoïdes diffère néanmoins entre les deux 

genres, puisqu'ils sont accolés chez Prochlorococcus alors qu’un large espace est visible entre ces 

structures chez Synechococcus (Fig. 9; Lichtlé et al., 1995). Le nombre de ces membranes diffère 

également entre les souches. Chez Prochlorococcus, peu de membranes thylacoïdales sont observées 

chez la souche de surface MED4, comparé à la souche de profondeur MIT9313 (Ting et al., 2007). Des 

canaux ont été mis en évidence entre ces membranes thylacoïdales et pourraient participer au 

maintien d'un gradient électrochimique uniforme (Ting et al., 2007). 

D'autres structures cellulaires également indispensables à la photosynthèse et spécifiques 

des cyanobactéries se trouvent dans le cytoplasme: les carboxysomes (Kerfeld et al., 2005; Kerfeld et 

al., 2010). De forme polyhédrique et d’environ 100 nm de diamètre (Figs. 9 et 10; Stanier et Cohen-

Bazire, 1977; Iancu et al., 2007), ces derniers servent de lieu de stockage de la Rubisco (ribulose 1,5-

bisphosphate carboxylase / oxygenase), enzyme essentielle pour la fixation du CO2 à travers la voie 

réductrice du cycle des pentoses phosphates. 
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Figure 9: Photographies en microscopie électronique de cellules de (A) Prochlorococcus et (B, C) 
Synechococcus. La cyanobactérie marine Synechococcus a été décrite pour la première fois en 1979 (Waterbury 
et al., 1979). Le genre Prochlorococcus a été découvert en 1988 par cytométrie en flux (Chisholm et al., 1992). 
Néanmoins des photographies des communautés picoplanctoniques in situ avaient déjà rapporté son existence 
dès 1979 (Johnson et Sieburth, 1979). (C) Les picocyanobactéries marines se divisent toujours par fission 
binaire perpendiculairement au grand axe de la cellule. Images de (A) Johnson et Sieburth (1979), (B) du Dr T. 
Beveridge et (C) de The Lawrence Berkeley National Laboratory. Echelle : 0.1 µm. 

Comme toutes les bactéries à Gram négatif, Synechococcus et Prochlorococcus possèdent 

une membrane cytoplasmique et une membrane externe, qui forment l’enveloppe cellulaire (Fig. 

10). Les Gram positif, en revanche, ne possèdent qu’une membrane plasmique et une couche épaisse 

de peptidoglycane. Cependant, malgré cette similarité structurale avec les Gram négatif, l’enveloppe 

cellulaire des cyanobactéries partagent certaines caractéristiques avec les Gram positif, notamment 

l’épaisseur de la couche de peptidoglycane (Hoiczyk et Hansel, 2000). Généralement fine ( 2 nm 

chez la plupart des Gram négatif), elle peut être très épaisse chez certaines cyanobactéries. Chez 

Synechococcus elongatus, elle mesure 10 nm (Golecki, 1977), et peut atteindre 15-16 nm chez 

Synechococcus sp. WH8102/WH8113 (Samuel et al., 2001; Ting et al., 2007). Une autre étude 

rapporte toutefois que celle-ci n'atteindrait que 6 nm chez Synechococcus sp. WH8102 (McCarren et 

al., 2005). Certaines caractéristiques chimiques, telles que le degré d’entrecroisement entre les 

chaînes de peptidoglycane et la muréine (Jürgens et al., 1983), la structure chimique des 

pentapeptides impliqués (Kodani et al., 1999), ainsi que l’arrangement des lipopolysaccharides avec 

le peptidoglycane sont plus proches de ce que l’on rencontre chez les Gram positif (Jürgens et 

Weckesser, 1986; Jürgens et Burger-Wiersma, 1989; Ting et al., 2007). 

Chez certaines souches de Synechococcus, des appendices de surface (de type spinae) de 

longueur variable ont été rapportés à partir d'isolats d'eau douce et de milieu côtier (Perkins et al., 

1981; Schultze-Lam et Beveridge, 1994; McCarren et al., 2005). Des structures similaires ont été 

observées chez Cyanobium, qui pourraient permettre à ces cellules de s'aggréger afin de se protéger 

de la prédation par les brouteurs (Jezberová et Komárková, 2007). Des composants de type 

polysaccharidique sont aussi présents chez les Synechococcus marins, à la fois sur des souches isolées 

en milieu côtier ou dans l'océan ouvert. Des variations dans la composition en ces composés 

entraînent également différentes susceptibilité à la prédation selon les souches (Snyder et al., 2009; 

Zwirglmaier et al., 2009; Apple et al., 2011). 



 L’IMPORTANCE DES PICOCYANOBACTÉRIES MARINES DANS LE PHYTOPLANCTON MARIN 

- 16 -  

Enfin chez les souches motiles, comme Synechococcus sp. WH8102 ou WH8113, une 

membrane additionnelle de surface est systématiquement présente (Samuel et al., 2001; McCarren 

et al., 2005). Cette dernière possède les propriétés d'une couche S en formant une couche 

paracrystalline tout autour de la cellule (S-layer; Šmarda et al., 2002). Chez Synechococcus sp. 

WH8113, de fins fibrilles ou des spicules émanant de cette membrane ont été observés (Samuel et 

al., 2001). Initialement il avait été proposé que ces structures fibrillaires auraient un rôle dans la 

transmission du mouvement, mais n'ayant jamais été observées chez Synechococcus sp. WH8102, 

celles-ci ne semblent donc pas indispensables à la motilité.  

Chez les Synechococcus marins, seules les cellules du clade III (voir Fig. 13) sont capables de 

se mouvoir (Toledo et al., 1999). En dépit d'une apparente ressemblance à la motilité par nage 

(Adams, 2001), aucun flagelle n’a pu être mis en évidence (Waterbury et al., 1985; Brahamsha, 

1996). En revanche, cette capacité est perdue chez les mutants du gène swmA qui sont dépourvus de 

couche S, suggérant que cette membrane est directement ou indirectement (site d'attachement 

d'autres composants membranaires) impliquée dans la motilité (McCarren et al., 2005). La couche S 

est ainsi formée par deux glycoprotéines de surface, très abondantes dans les cellules motiles, SwmA 

et SwmB, d’un poids moléculaire respectif de 130 kDa et 1.12 MDa (Brahamsha, 1996; McCarren et 

Brahamsha, 2007, 2009). Si la motilité chez Synechococcus reste encore un mystère sur de nombreux 

points, ce phénomène serait sous l’influence d’une force proton-motrice, et le mouvement se 

déplacerait au sein de l’enveloppe cellulaire le long d’une « piste » hélicoïdale continue en boucle 

(Ehlers et Oster, 2012). 

Chez certaines cyanobactéries filamenteuses, de l’ordre des Nostocales exposées aux 

changements de leur milieu environnant, notamment à des carences nutritives, on observe des 

réponses au niveau développemental, incluant des différentiations cellulaires telles que des 

hétérocystes, des akinètes ou des hormogonies. Ce type de cellules différenciées n'a cependant 

jamais été observé chez Synechococcus et Prochlorococcus.  
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Figure 10 : Représentation schématique des différents compartiments cellulaires chez les 
picocyanobactéries. L’enveloppe cellulaire des picocyanobactéries marines présente certaines caractéristiques 
spécifiques assurant sa singularité. Les thylacoïdes sont composées de deux membranes cellulaires, l’espace 
situé entre ces membranes correspondant à la lumière thylacoïdale, où sont générés les protons issus de la 
photosynthèse.  

Quatre types d'inclusion sont fréquemment trouvées chez les cyanobactéries soumises à un 

stress. Des granules de polyphosphate peuvent se former en cas de carence en phosphate, en azote 

ou en soufre (Lawry et Jensen, 1979, 1986). Cette capacité d'accumulation est présente au sein de la 

radiation marine des Synechococcus, mais n'est pas partagée par toutes les souches en culture. En 

effet, les granules de phosphate sont plus fréquemment observés et importants au niveau des isolats 

des régions côtières (clades I et IV notamment), soumis à des variations plus importantes des 

concentrations en nutriments (Mazard et al., 2012b). Comme les autres bactéries, Synechococcus et 

Prochlorococcus accumulent des polysaccharides de stockage, comme du glycogène, durant la 

journée, de manière à fournir une source de carbone importante et une énergie suffisante pour 

supporter l’activité respiratoire nocturne (Stanier et Cohen-Bazire, 1977; Lichtlé et al., 1995). 

Cependant les réserves de glycogène ne serviraient pas uniquement de réserve énergétique, mais 

auraient également un rôle plus global dans le métabolisme, notamment en réponse au stress 

oxydatif ou osmotique (Suzuki et al., 2010). L'expression du gène impliqué dans la synthèse de 

glycogène diffère d'un point de vue temporel entre Synechococcus et Prochlorocooccus, et reflèterait 

de stratégies distinctes d'assimilation du carbone et de l'azote au cours du cycle journalier (Zinser et 

al., 2009; Wyman et Thom, 2012). 
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I.2.3 Distribution et dynamique des picocyanobactéries marines 

Les picocyanobactéries marines jouent un rôle majeur dans les grands cycles 

biogéochimiques océaniques, en dépit de leur faible contenu en carbone, estimé entre 200 à 250 

fg/cellule pour Synechococcus et 50 à 130 fg/cellule pour Prochlorococcus (Li, 1994; Scanlan et West, 

2002; Richardson et Jackson, 2007; Buitenhuis et al., 2012). Prochlorococcus représenterait à lui seul 

jusqu'à 73% du carbone photosynthétique dans la couche de surface mélangée au large d’Hawaï 

(Campbell et al., 1994; Partensky et al., 1999b). La biomasse globale de Synechococcus à l'échelle 

mondiale a été estimée à 111 Mt C et celle de Prochlorococcus à 126 Mt C (Buitenhuis et al., 2012). 

Des mesures directes ont par ailleurs établi que ces deux genres contribuaient à plus de 25% de la 

production primaire dans de nombreux environnements océaniques (Li, 1994), mais aucune 

estimation de leur contribution à la production primaire globale n'a été publiée à ce jour. 

 

Depuis plus de trente ans, de nombreuses études ont permis d'identifier les principaux 

paramètres physico-chimiques affectant la distribution des populations naturelles de 

Prochlorococcus et Synechococcus. En effet, les diverses campagnes océanographiques ont permis de 

couvrir une large diversité de régimes océaniques (Zubkov et al., 2000; Heywood et al., 2006). 

D'autre part, la dynamique temporelle de ces populations a également été étudiée à des stations de 

suivis à long terme telle que la station BATS dans l'Atlantique Nord (Bermuda Atlantic Time-series 

Study; DuRand et al., 2001; Steinberg et al., 2001) ou HOT dans le Pacifique N (Hawaii Ocean Time-

series; (Campbell et Vaulot, 1993; Karl et Lukas, 1996; Campbell et al., 1997; Karl et al., 2001). 

 

Prochlorococcus est confiné entre les latitudes 48°N et 40°S (Buck et al., 1996; Partensky et 

al., 1999a; Partensky et al., 1999b; Johnson et al., 2006; Zwirglmaier et al., 2007). En effet, ce genre 

est particulièrement bien adapté aux eaux chaudes oligotrophes (Zubkov et al., 2000), et aux masses 

d’eau fortement stratifiées, notamment durant l’été en zone tempérée (Olson et al., 1990a; 

Campbell et Vaulot, 1993; Lindell et Post, 1995; DuRand et al., 2001). Cette cyanobactérie présente 

des concentrations moyennes comprises entre 104 et 105 cellules.mL-1 (Partensky et al., 1999b), mais 

dépasse fréquemment 105 cellules.mL-1 (Olson et al., 1990a; Campbell et Vaulot, 1993; Zubkov et al., 

2000; Johnson et al., 2006; Zwirglmaier et al., 2007; Zwirglmaier et al., 2008), atteignant même 7.106 

cellules.mL-1 au niveau de la mer d'Arabie (Campbell et al., 1998). 

 

Synechococcus est quant à lui beaucoup plus ubiquiste et présent dans tous les 

environnements océaniques, des régimes estuariens et côtiers à l’océan ouvert, et de l’équateur 

jusqu’aux eaux polaires arctiques (Partensky et al., 1999a). Comme les picoeucaryotes, 

Synechococcus semble mieux adapté aux zones plus riches en sels nutritifs (régimes eutrophes et 
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mésotrophes) et supportent une amplitude thermique beaucoup plus importante (Zwirglmaier et al., 

2008). Les concentrations moyennes de cette picocyanobactérie, bien que plus faibles que 

Prochlorococcus, sont généralement comprises entre 103 et 104 cellules.mL-1 (Partensky et al., 1996; 

Partensky et al., 1999a; Zhao et al., 2007b; Zwirglmaier et al., 2007; Tai et Palenik, 2009; Mella-Flores 

et al., 2011; Post et al., 2011). Si Synechococcus est capable de former des efflorescences lorsque les 

eaux sont mélangées, son abondance n’excède cepedant que très rarement 105 cellules.mL-1 

notamment en mer d'Arabie (Fuller et al., 2006), au niveau des remontées d'eau froide ('upwelling') à 

l'ouest de l'Afrique (Partensky et al., 1996; Zubkov et al., 2000; Zwirglmaier et al., 2007), en Polynésie 

Française (Charpy et Blanchot, 1998) ou le log des côtes américaines (Waterbury et al., 1979). Les 

plus fortes concentrations cellulaires ont été rapportées au niveau des remontées d'eau froide du 

Costa Rica, avec des valeurs généralement comprises entre 1.5 et 3.7 x 106 cellules.mL-1 (Li et al., 

1983; Saito et al., 2005).  

 

Synechococcus est retrouvé dans des environnements couvrant une large gamme de 

température, depuis 2°C à plus de 30°C (Shapiro et Haugen, 1988; Fuller et al., 2006; Zwirglmaier et 

al., 2008). Néanmoins, sa concentration est fortement influencée par la température et diminue de 

plusieurs ordres de magnitude en dessous de 14°C (Li, 1998; Fouilland et al., 1999; Wilmotte et al., 

2002) jusqu’à atteindre environ 102 cellules au niveau de l’Arctique (Waleron et al., 2007; Cai et al., 

2010). Au delà du cercle polaire, les abondances de Synechococcus sont généralement négligeables 

(Gradinger et Lenz, 1989, 1995), et seraient principalement d'origine allochtone, provenant plutôt 

d'écosystèmes d'eau douce (Waleron et al., 2007). Cependant une étude récente menée en mer de 

Chukchi souligne que certaines populations seraient autochtones et adaptées aux températures 

polaires (Huang et al., 2012). 

 

Les distributions verticales de Synechococcus et Prochlorococcus sont également contrastées. 

Elles peuvent être classées en trois grandes catégories en fonction du régime trophique de 

l’environnement océanique, ainsi que du degré de mélange de la colonne d’eau. On distingue ainsi 

les eaux où les abondances maximales sont mesurées en surface et diminuent rapidement en 

dessous la thermocline (Fig. 11A-B). Ce type de distribution prédomine en milieu mésotrophe, où 

Synechococcus peut être plus abondant que Prochlorococcus. En milieu océanique tempéré, les 

abondances picocyanobactériennes sont généralement maximales en profondeur (Fig. 11C-D). Au 

niveau de l'équateur, où les eaux sont riches en azote et phosphore mais carencées en fer, 

l'abondance des deux groupes est maximale dans la couche mélangée, puis diminue en profondeur 

mais plus progressivement qu'en zone mésotrophe typique (Fig. 11E). Enfin, dans les 

environnements océaniques tropicaux et subtropicaux oligotrophes, le cas le plus fréquent, les 
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abondances des deux groupes sont assez uniformes sur une couche de près de 100 m avant de 

diminuer fortement vers le bas de la couche euphotique (Fig. 11C). Au-delà des abondances 

moyennes rencontrées en milieu océanique, généralement 1 à 2 ordres de magnitude plus élevées 

pour Prochlorococcus que Synechococcus, il est surtout intéressant de noter que le premier est 

retrouvé en dessous 150 m, profondeur en dessous de laquelle Synechococcus est en général 

indétectable, même en milieu oligotrophe. Prochlorococcus a ainsi développé des mécanismes lui 

permettant de croître à de très faibles niveau d’éclairement, de l’ordre de 0.1% du flux de photons 

incident en surface (voir §II.2.4, Partensky et al., 1996). 

 

 

Figure 11 : Distributions verticales typiques des cyanobactéries Prochlorococcus et Synechococcus. Les 
abondances maximales peuvent être restreintes à la couche mélangée superficielle dans les eaux mésotrophes 
(A-B) avec une dominance de Synechococcus ou co-dominance des deux genres, ou étalées sur une plus grande 
profondeur dans les eaux plus pauvres (C-F), avec une dominance de Prochlorococcus sur Synechococcus d'un 
facteur 10 dans les eaux tempérées de l'Atlantique N ou de Méditerranée ou les eaux équatoriales (C-E) ou 
d'un facteur 100 dans les eaux tropicales et subtropicales (F). Les profils présentés ont été obtenus (A & B) au 
large de la côte mauritanienne (à 20°N, 18°W et 18°N, 21°W, respectivement), (C) dans l'Atlantique N (30°N, 
23°W), (D) en Mer Méditerranée (34°N, 18°E), (E) dans le Pacifique équatorial (150°W, 5°S) et (F) dans le 
Pacifique tropical (150°W, 16°S). La fluorescence de Prochlorococcus est souvent trop faible pour que ces 
cellules soient détectées dans la couche superficielle. D'après Partensky et al. (1999b). 
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I.2.4 Diversité génétique chez les picocyanobactéries marines et 

phylogéographie 

I.2.4.1. Prochlorococcus 

L’étude de la photophysiologie de souches en culture de Prochlorococcus a souligné qu’il 

existait une grande disparité entre souches dans leur capacité d’acclimatation à la lumière (Moore et 

al., 1995; Moore et al., 1998). Ainsi des souches isolées dans la partie supérieure de la couche 

photique, comme MED4, sont capables de croître jusqu’à des intensités lumineuses très élevées (450 

µmol photons.m-2.s-1) alors que pour des souches comme MIT9313 et SS120, isolées en profondeur, 

des intensités supérieures à 150 µmol photons.m-2.s-1 s’avèrent létales (Moore et al., 1995; Moore et 

al., 1998). Ces observations ont en partie été expliquées par des différences dans le contenu 

pigmentaire de ces isolats. Les souches de profondeur présentent des rapports chl b2/chl a2 

supérieurs ou égaux à 1, alors que ce rapport est jusqu’à 10 fois plus faible chez les souches capables 

de croître à de plus fortes intensités lumineuses (Partensky et al., 1996). Cette différenciation entre 

populations adaptées aux fortes lumières (HL pour « high-light ») et aux faibles lumières (LL pour 

« low-light ») avait préalablement été décrite dans le milieu naturel par (Campbell et Vaulot, 1993), 

qui ont observé par cytométrie en flux une distribution bimodale de la fluorescence rouge de cellules 

de Prochlorococcus en profondeur. 

De plus, des analyses phylogénétiques ont montré que ces populations présentant des 

caractères physiologiques distincts appartenaient à des clades différents (Ferris et Palenik, 1998; 

Moore et al., 1998; Urbach et al., 1998; Scanlan et West, 2002). Ces clades sont soutenus en utilisant 

différents marqueurs génétiques, à savoir le gène codant pour l’ARNr 16S (Moore et al., 1998; West 

et al., 2001) ou la région intergénique située entre l’ARNr 16S et l’ARNr 23S (ITS; Fig. 12; Rocap et al., 

2002; Johnson et al., 2006; Huang et al., 2012). D'autres gènes ont également été utilisés comme le 

gène codant pour la sous-unité β de la PE (cpeB; Steglich et al., 2003b), l'ARN polymerase (rpoC1; 

Ferris et Palenik, 1998; Jameson et al., 2010), la grande sous-unité de la ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase oxygenase ou RUBISCO (rbcL; Wawrick et al., 2003). Ces clades ont ainsi été nommés. A 

noter que le terme d' écotype est souvent utilisé pour qualifier les différents clades de 

Prochlorococcus (Coleman et Chisholm, 2007). Dans les modèles théoriques de l’évolution 

bactérienne, le terme d'écotype est plutôt utilisé pour désigner des populations de cellules 

partageant une niche écologique commune (voir revue de Cohan, 2006). L'équipe de S.W. Chisholm 

utilise généralement pour nommer les écotypes de Prochlorococcus le nom d'une souche 

représentative, précédée de la lettre « e » (par exemple: eMED4; Kettler et al., 2007), mais d'autres 

équipes préfèrent utiliser une nomenclature en HL/LL suivi de chiffres romains.  
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Figure 12 : Arbre phylogénétique basé sur l’espace intergénique 16S-23S montrant les relations entre les 
différents clades ou écotypes de Prochlorococcus, par la méthode du Neighbor-Joining. Les valeurs de 
bootstraps montrées aux différents nœuds correspondent respectivement à NJ-PAUP, NJ-PHYLIP et ML-PAUP. 
Modifié d'après Huang et al. (2012). 

Les écotypes HL et LL sont tous les deux divisés en six groupes (Fig. 12). Les nombreuses 

études de diversité menées au sein de différents environnements océaniques ont permis d’identifier 

les niches écologiques de ces différents écotypes (Bouman et al., 2006; Zinser et al., 2006; Huang et 

al., 2012). Les écotypes HLII (ou eMIT9312) dominent les eaux superficielles tropicales à 

subtropicales, entre les latitudes 30°N et 30°S. Cet écotype est progressivement remplacé à haute 

latitude par l’écotype HLI (ou eMED4) qui devient dominant dans les eaux plus froides situées entre 

35-48°N et 35-40°S (Ahlgren et Rocap, 2006; Johnson et al., 2006; Zwirglmaier et al., 2007; 

Zwirglmaier et al., 2008). Cette distribution latitudinale s’explique par des différences au niveau des 

optima de température observés chez les différentes souches en culture de ces deux écotypes, 

l’écotype HLII étant incapable de croître à des températures inférieures à 15°C, contrairement à 

l'écotype HLI qui présente une plus grande tolérance aux températures froides (Johnson et al., 2006; 
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Zinser et al., 2007). Récemment de nouveaux clades HL, nommés HNLC1 et HNLC2, ont été décrits en 

utilisant la métagénomique. Ces clades semblent restreints aux régions HNLC ("High Nutrients, Low 

Chlorophyll") de l’océan Pacifique équatorial et de l’Océan Indien (Rusch et al., 2010; West et al., 

2010) où la production primaire est limitée par les faibles concentrations en fer (Martin et al., 1994; 

Mann et Chisholm, 2000). Cependant grâce à l’apport de la génomique à partir d’une cellule (SCG 

pour Single Cell Genomics), il a récemment été démontré que dans ces deux études utilisant des 

marqueurs génétiques différents (gènes core pour Rusch et collaborateurs, 16S rRNA pour West et 

collaborateurs), ces deux clades ont été dénommés avec une nomenclature inverse (Malmstrom et 

al., 2013). Pour davantage de clarté et afin de suivre la nomenclature existante, ces clades sont à 

présent nommés HLIII et HLIV (Huang et al., 2012). Le nouveau clade HLV est uniquement retrouvé 

dans la zone équatoriale (Huang et al., 2012). Contrairement aux écotypes HLI et HLII qui présentent 

une large distribution géographique, ces trois derniers clades semblent donc être confinés à des 

régions aux conditions hydrologiques très particulières. Enfin, le clade HLVI a été découvert dans la 

partie inférieure de la couche photique de la station C7 au sud de la Mer de Chine. Si seulement 7 

séquences définissent ce clade, les auteurs suggèrent qu'il serait le premier clade "HL" adapté à des 

conditions de faible intensité lumineuse, remettant donc en question cette nomenclature (Huang et 

al., 2012). 

La situation est plus complexe au niveau des écotypes LL. L’écotype LLIV (eMIT9313) est 

retrouvé à de fortes concentrations à la base de la couche photique, de l’équateur jusqu’aux 

latitudes 35°N et 40°S (Johnson et al., 2006). Le clade LLII (eSS120) présente une distribution similaire 

et coexiste souvent avec l’écotype LLIV (Malmstrom et al., 2010). L’absence de ces écotypes en 

surface est en accord avec les faibles optima lumineux de croissance des souches en culture (Moore 

et al., 1998). L’écotype LLI (eNATL), semble présenter une distribution latitudinale plus marquée. Aux 

basses latitudes, on le retrouve en dessous la thermocline, dans une position intermédiaire entre les 

écotypes HL et les écotypes strictement de basse lumière (LLII et LLIV). A haute latitude, cet écotype 

peut être présent jusqu'en surface, où il coexiste avec l’écotype HLI. Cet écotype correspond en 

réalité à un écotype intermédiaire d’un point de vue physiologique entre les écotypes HL et les 

écotypes LL stricts, ce qui est en accord avec sa position phylogénétique (Kettler et al., 2007; 

Partensky et Garczarek, 2010). Peu de données ont été obtenues concernant la distribution de 

l'écotype LLIII (eMIT9211), qui semble être peu abondant in situ. Des clades additionnels ont été 

révélé grâce aux banques de clones, mais sans représentants en culture, avec le clade NC1 (pour 

"Non-Cultured 1") retrouvé abondant au niveau de plusieurs stations des océans Atlantique et 

Pacifique (Martiny et al., 2009b), et les clades LLV et LLVI qui semblent spécifiques des zones pauvres 

en oxygène (Lavin et al., 2010). Tout comme les écotypes HL récemment mis en évidence grâce à la 

métagénomique, ces clades semblent être restreints à des conditions hydrologiques très spécifiques. 
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I.2.4.2. Synechococcus 

Les Synechococcus marins peuvent être divisés en trois groupes phylogénétiques majeurs ou 

« sub-clusters »: 5.1, 5.2 et 5.3 (Herdman et al., 2001; Dufresne et al., 2008). Initialement défini 

comme le « marine cluster A », ou MC-A, le sub-cluster 5.1 domine la zone photique des eaux 

côtières et océaniques et est celui qui présente la plus grande diversité génétique (Fuller et al., 

2003). Les deux autres sub-clusters apparaissent beaucoup moins représentés dans l’environnement 

océanique, notamment le sub-cluster 5.2, qui comprend principalement des souches halotolérantes, 

confinées aux régions côtières et plus particulièrement aux zones estuariennes. Si la taxonomie du 

genre Synechococcus mériterait d’être revue d’un point de vue global, celle du sub-cluster 5.2 

apparaît comme la plus problématique en fonction des différents marqueurs génétiques utilisés. En 

effet, la délimitation entre ce cluster et le genre Cyanobium est très mal définie (Fig. 8 et voir Fig. 1 

de Chen et al., 2006). En se basant sur le gène marqueur rbcL ou l'ITS, les clades CB4 et CB5 

découverts dans la baie de Chesapeake partageraient une origine évolutive commune avec les 

souches du sub-cluster 5.1, alors que la souche WH5701, utilisée initialement pour décrire le sub-

cluster 5.2 (Herdman et al., 2001), tomberait en dehors de ce groupe, avec des Cyanobium d'eau 

douce (Chen et al., 2006). D’autre part, la répartition géographique de ce sub-cluster reste largement 

méconnue. Néanmoins, il est intéressant de noter que le clade CB5 dominerait à haute latitude en 

mer de Bering et en mer des Tchouktches (Huang et al., 2012). Initialement le subcluster 5.2 ne 

comprenait que des souches à phycocyanine (PC), mais l’isolement de souches contenant de la PE, au 

sein des clades CB4 et CB5, est venue contredire la validité de ce caractère taxonomique (Chen et al., 

2004). 

La diversité génétique du sub-cluster 5.1, le plus abondant dans la nature et le mieux 

représenté en culture, a fait l'objet de nombreuses études. Basée sur l’analyse phylogénétique du 

gène codant pour l’ARNr 16S, 9 clades ont ainsi pu être mis en évidence au sein de ce sub-cluster, 

mais ce marqueur est assez peu résolutif. De nombreux clades supplémentaires ont en effet été 

trouvés en utilisant d’autres marqueurs génétiques tels que l'ITS (Figs. 13 et 14; Ahlgren et al., 2006; 

Choi et Noh, 2009; Huang et al., 2012), rpoC1 (Palenik, 1994; Toledo et al., 1999; Mühling et al., 

2005), cpeB (Haverkamp et al., 2008), le régulateur de l’azote (ntcA; Penno et al., 2006), rbcL (Paerl et 

al., 2011b), la nitrate reductase (narB; Jenkins et al., 2006; Paerl et al., 2008; Paerl et al., 2011a) ou le 

cytochrome b6 (petB; Mazard et al., 2012a), même s'il reste délicat de comparer les phylogénies 

obtenues avec ces différents marqueurs. En se basant sur l’ITS (Fig. 13), une vingtaine de clades sont 

actuellement répertoriés au sein du sub-cluster 5.1, un marqueur très résolutif, deux au niveau du 

sub-cluster 5.2 et huit au sein du sub-cluster 5.3 (Fig. 14; Huang et al., 2012). Ce nombre devrait 

encore augmenter dans les années à venir avec l’essor des nouvelles technologies de séquençage 

(NGS) et l’utilisation croissante des approches métagénomiques. Néanmoins de nombreux groupes 
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phylogénétiques ainsi décrits ne comportent aucun représentant cultivé, soulignant l’importance de 

l’approche culturale, au niveau de l’isolement et de la caractérisation de nouvelles souches (Huang et 

al., 2012; Mazard et al., 2012a).  

On connait encore peu de caractères phénotypiques qui soient véritablement spécifiques de 

chacun des différents clades (Tableau 1). La motilité est un caractère uniquement retrouvé au sein du 

clade III (Toledo et al., 1999). De même, les représentants du clade VIII sont halotolérants et 

partagent une pigmentation de type 1, et ne possèdent ni phycoérythrobiline (PEB) ni phycourobiline 

(PUB) et leur complexe collecteur de lumière n’est composé que de PC (voir §I.2.5; Fuller et al., 

2003). Les membres des clades CB4 et CB5 ne possèdent quant à eux pas de PUB (Chen et al., 2004).  

Contrairement à Prochlorococcus, il est donc difficile chez Synechococcus de définir la niche 

occupée par les différents clades ou écotypes. Cependant, les outils moléculaires ont permis de tirer 

quelques généralités concernant la distribution géographique et écologique de certains clades 

(Tableau 1). Tout d’abord, l’ensemble des études de diversité convergent pour dire que les clades I à 

IV dominent la structure des communautés de Synechococcus dans la grande majorité des 

environnements océaniques. Parmi ces 4 clades, la coexistence des deux clades I et IV a souvent été 

rapportée. Ces deux clades sont prédominants à haute latitude (au dessus de 30°N et en dessous de 

30°S) dans les environnements eutrophes à mésotrophes. Ces groupes phylogénétiques sont 

particulièrement abondants dans les environnements côtiers dont les eaux riches en nutriments 

présentent une température faible, une salinité et une concentration en chl a plus élevées (Brown et 

Fuhrman, 2005; Brown et al., 2005; Zwirglmaier et al., 2007; Zwirglmaier et al., 2008; Jing et al., 

2009a; Tai et Palenik, 2009; Cai et al., 2010; Paerl et al., 2011a). Ces clades sont ainsi présents dans 

divers environnements océaniques comme le Golfe du Lion en mer Méditerranée (Mella-Flores et al., 

2011; Annexe A), les côtes de l’océan Pacifique Nord (Brown et al., 2005; Tai et Palenik, 2009; Tai et 

al., 2011), les eaux eutrophes à mésotrophes de l’océan Atlantique Nord (Zwirglmaier et al., 2007; 

Huang et al., 2012) et l’océan Arctique (Zwirglmaier et al., 2008). Des cycles saisonniers d’abondance 

ont également pu être observés (Brown et al., 2005; Tai et Palenik, 2009). Généralement les 

représentants du clade IV sont deux fois plus abondants que ceux appartenant au clade I (Tai et 

Palenik, 2009; Mella-Flores et al., 2011). Cependant le clade I devient dominant chaque année juste 

avant le bloom printanier de Synechococcus sur la côte californienne et constitue également une 

proportion plus significative de la communauté comparé au clade IV au fur et à mesure que l’on se 

rapproche du pôle Arctique (Tai et Palenik, 2009; Huang et al., 2012; Mazard et al., 2012a). La souche 

CC9311, représentative du clade I, possède un génome de taille plus importante que les souches du 

clade IV BL107 et CC9902 et possède un plus grand répertoire protéique impliqué dans la réponse à 

différents signaux environnementaux (histidine kinases et régulateurs de réponse) ainsi que dans 

l’assimilation et le transport de métaux et de composés organiques (Palenik et al., 2006; Scanlan et 
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al., 2009). Ceci pourrait donc expliquer l’abondance du clade I dans les environnements côtiers où la 

disponibilité en nutriments est particulièrement variable, mais n'explique pas la dominance du clade 

IV dans la plupart de ces régions. Il a ainsi été proposé que le clade I serait plus « opportuniste » alors 

que le clade IV serait « spécialiste » de ces environnements (Dufresne et al., 2008; Zwirglmaier et al., 

2008). Des comparaisons faites sur un nombre plus important de génomes de chacun des deux 

clades s'avèrent nécessaires afin de mieux comprendre la coexistence de ces clades. 

Contrairement aux clades I et IV, confinés aux eaux froides (7°C à 18°C), le clade II est 

particulièrement abondant dans les eaux chaudes avec une température comprise entre 22°C et 28°C 

(Zwirglmaier et al., 2008). Ce clade domine ainsi la mer Rouge (Fuller et al., 2003), la région Nord de 

la mer d’Arabie (Fuller et al., 2006), le courant californien (Toledo et Palenik, 2003), la région de 

remontée d’eaux froides du Maroc (Zwirglmaier et al., 2007), et la bande équatoriale de l’océan 

Atlantique (Zwirglmaier et al., 2008; Mazard et al., 2012a). Il est aussi bien présent au large qu’en 

zone côtière et en surface qu’en profondeur. Ce clade présente la plus grande diversité génétique au 

sein du sub-cluster 5.1, avec 7 sous-clades décrits en utilisant le gène marqueur petB (incluant le 

clade IIh qui correspond au clade XV tel que défini en se basant sur l’ITS; Mazard et al., 2012). Par 

opposition à ces trois clades qui démontrent une préférence latitudinale, le clade III préfère les 

environnements oligotrophes, où il domine la partie supérieure de la couche photique (Toledo et al., 

1999; Toledo et Palenik, 2003; Zwirglmaier et al., 2008). Les représentants de ce clade semblent 

adaptés à une fenêtre assez étroite de concentration en nitrate et phosphate (Zwirglmaier et al., 

2008). Le clade III domine ainsi dans la partie Est de la mer Méditerranée (Mella-Flores et al., 2011; 

Annexe A), ainsi qu’à la station BATS en Mer des Sargasses (Huang et al., 2012; Mazard et al., 2012a). 

Les autres clades du genre Synechococcus semblent être moins abondants dans 

l’environnement. Quelques exceptions sont à noter, comme l’exemple de l'environnement ultra-

oligotrophe du gyre du Pacifique Sud et celui du Pacifique équatorial où les clades CRD1 et VII 

seraient respectivement les clades dominants (Ostrowski M. et Scanlan D., comm. pers.; Huang et al., 

2012). Le clade VII domine aussi dans les eaux de remontées d'eau froide du Costa Rica (Saito et al., 

2005). Néanmoins la position phylogénétique de ces deux clades, en utilisant les marqueurs ITS et 

petB, montre qu'ils sont très proches (Mella-Flores et al., 2011; Huang et al., 2012; Mazard et al., 

2012a). Il pourrait s’agir en réalité de deux sous-groupes d’un même clade dont la distribution 

écologique et les caractères physiologiques seraient similaires. La distribution des clades V et VI reste 

peu documentée, mais semblent abondants, voire dominants dans la mer d'Arabie et plusieurs 

autres régimes océaniques (Fuller et al., 2006). Cependant la majorité de ces profils de distribution 

ont été obtenus par Dot-Blot, en utilisant des sondes ciblant collectivement les clades V/VI/VII qui 

pourrait se révéler en partie aspécifique (Zwirglmaier et al., 2008; Mella-Flores et al., 2011). 
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Figure 13 : Arbre phylogénétique en maximum de vraisemblance (ML) basé sur l’espace intergénique 16S-23S 
(longueur totale, incluant les ARNt), montrant les relations entre les différents clades de Synechococcus du subcluster 
5.1. Les nombres présents à chaque nœud représentent les valeurs de bootstraps obtenues pour les analyses en ML, 
par la méthode du Neighbor-Joining (NJ) et en maximum de parcimonie (PARS), respectivement. Les bootstraps 
représentés en pourcentage, ont été obtenus à partir de 100 répétitions pour les analyses ML, 1000 pour les analyses NJ 
et PARS, et uniquement les valeurs supérieures à 70% sont montrées. (F. Humily, non publié). 
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Figure 14 : Arbre phylogénétique en maximum de vraisemblance (ML) basé sur l’espace intergénique 16S-23S 
(longueur totale, incluant les ARNt), montrant les relations entre les différents clades de Synechococcus du 
subcluster 5.3. Les nombres présents à chaque nœud représentent les valeurs de bootstraps obtenues pour les 
analyses en ML, en Neighbor-Joining (NJ) et en maximum de parcimonie (PARS), respectivement. Les 
bootstraps représentés en pourcentage, ont été obtenus à partir de 100 répétitions pour les analyses ML, 1000 
pour les analyses NJ et PARS, et uniquement les valeurs supérieures à 70% sont montrées. (F. Humily, non 
publié). 

L’environnement estuarien de la baie de Cheasepeake apparaît principalement peuplé par 

des souches halotolérantes des clades CB6 et CB7 du sub-cluster 5.2 (Cai et al., 2010). Le clade CB5, 

du même sub-cluster, domine quant à lui dans le Nord de la mer de Béring et la mer des Tchoukhes 

(Huang et al., 2012). Si, dans le premier cas, les populations majoritaires de Synechococcus 

proviendraient principalement des apports d’eau douce se déversant dans la baie, comme observé 

dans la baie d’Hong-Kong avec les clades HK-4 et HK-5 (Jing et al., 2009b), la prévalence du clade CB5 

sur de si vastes étendues suggèrent que ces populations seraient autochtones de l’océan Arctique 

(Huang et al., 2012). Ces génotypes seraient ainsi adaptés aux régions polaires et subpolaires dont la 

température est proche de 0°C. 
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Tableau 1 : Diversité écologique des Synechococcus marins et biogéographie des différents clades. Pour chacun des clades, l’existence d’isolats en culture, les types pigmentaires retrouvés (1, 2 ,3 et acclimateurs 
chromatiques; voir §II.2.5) ainsi que les différents gènes marqueurs utilisés pour la définition des différents clades phylogénétiques sont mentionnés. Les autres gènes marqueurs sont a : rbcL, b : narB, c : rpoc1. 

Sub-

cluster 

C lade Subclade Physiology Isol- Pigment 

types 

Genetic markers Biogeography References 

        ates 1 2 3 CA 16S ITS petB ntcA  others     

5.1A 
II   

 

         abc Abundant in warm waters, both in coadstal and open-ocean regions Ahlgren and Rocap (2006); Zwirglmaier et al. (2007, 2008); Chung et al. (2011); Jing et Liu 
(2011); Mella-Flores et al. (2011); Post et al. (2011); Ahlgren et Rocap (2012); Choi (2012); 
Huang et al. (2012); Mazard et al. (2012b); Guo et al. (2013) 

  IIa             Mazard et al. (2012b) 

  IIb, IId, IIe, IIf, IIg             Mazard et al. (2012b) 

  IIc             Mazard et al. (2012b) 

 XV IIh Slow growth on nitrate          bc Seen in open ocean, East China Sea, Sargasso Sea Ahlgren and Rocap (2006, 2012); Choi (2012) 

 III  Motile          bc Restricted to warm, oligotrophic waters Jing and Liu (2011); Mella-Fores et al. (2011); Post et al. (2011); Ahlgren and Rocap 
(2012); Mazard et al. (2012b) 

  IIIa             Mazard et al. (2012b)  

  IIIb             Mazard et al. (2012b) 

  IIIc             Mazard et al. (2012b) 

 IV              abc Dominant in cold coastal waters, co-occurs with clade I. Present in polar 
waters 

Zwirglmaier et al. (2007, 2008); Jing et al. (2009a); Tai and Palenik (2009); Mella-Flores et 
al. (2011); Paerl et al. (2011a); Ahlgren and Rocap (2012); Choi (2012); Mazard et al. 
(2012) 

   IVa            b   Paerl et al. (2011a); Ahlgren and Rocap (2012); Mazard et al. (2012b) 

   IVb            b   Paerl et al. (2011a); Ahlgren and Rocap (2012); Mazard et al. (2012b) 

 HK-2             Only observed in subtropical coastal water east of Hong Kong Jing et al. (2009b) 

 MS1               Only observed in surface waters of Mediterranean Sea Mella-Fores et al. (2011) 

 MS2/XVIII             Present in oligotrophic waters of Atlantic, Pacific and Mediterranean Sea Mella-Fores et al. (2011); Huang et al. (2012) 

 XIX               Only observed in South China Sea at depth (C7 station) Mella-Fores et al. (2011); 

 WPC1             Present in East China Sea, East Sea, Mediterranean Sea, Pacific and 
Atlantic 

Choi and Noh (2009); Mella-Fores et al. (2011); Huang et al. (2012) 

 WPC2               Present in East China Sea Choi and Noh (2009); Mella-Fores et al. (2011) 
 

 WPC3             Only observed in North Equatorial Current (Northwestern Pacific Ocean) 
and East China Sea 

Choi et al. (2011); Choi (2012) 

5.1B 
CB1               Related to HK-3. Described on environmental sequences from the 

Cheaspeake Bay, but present in col/arctic environments. 
Chen et al. (2004); Chen et al. (2006); Choi et Noh (2009); Cai et al. (2010); Huang et al. 
(2012) 

  CB2             Only seen in Chesapeake bay Chen et al. (2006); Cai et al. (2010) 

  CB3               Only seen in Chesapeake bay Chen et al. (2006); Cai et al. (2010) 

 

CB6             Related to I. Present in winter in coastal waters of Chesapeake bay Cai et al; (2010) 

  
CRD1 CRD1a, CRD1b           bc Related to VII. Dominant in Costa Rica upwelling and southern Pacific. 

Present in Atlantic Ocean 
Saito et al. (2005); Ahlgren and Rocap (2012); Huang et al. (2012); Mazard et al. (2012b); 
Scanlan et Ostrowski (comm. pers.) 

  
CRD2               Dominant in Costa Rica upwelling. Present in oligotrophic environments 

of Atlantic and Pacific. 
Saito et al. (2012); Huang et al. (2012) 

  

I            ac Dominant in cold coastal waters, co-occurs with clade IV. Present in polar 
waters 

Ahlgren and Rocap (2006); Mella-Flores et al. (2011); Mazard et al. (2012b); Huang et al. 
(2012) 
Zwirglmaier et al. (2007, 2008); Jing et al. (2009a); Tai et Palenik (2009); Mella-Flores et 
al. (2011); Paerl et al. (2011a); Ahlgren and Rocap (2012); Choi (2012); Mazard et al. 
(2012b) 

   Ia           b  Paerl et al. (2011a); Ahlgren and Rocap (2012); Mzard et al. (2012b)  

   Ib           b   Paerl et al. (2011a); Ahlgren and Rocap (2012); Mazard et al. (2012b)  

   Ic              Mazard et al. (2012b)  

  
V              b Distribution unclear due to aspecificity of 16S probe used in diversity 

studies. Found in East China Sea and South Sea. 
Fuller et al. (2003); Choi and Noh (2009); Choi et al. (2011); Ahlgren and Rocap (2012) 

  
VI            b Distribution unclear due to aspecificity of 16S probe used in diversity 

studies. Found in East China Sea, South Sea, Mediterranean Sea 
Fuller et al. (2003); Choi and Noh (2009); Choi et al. (2011); Ahlgren and Rocap (2012); 
Mella-Flores (2011) 

   VIa             Mazard et al. (2012b) 

   VIb, VIc             Mazard et al. (2012b) 

  

VII/XIII/NC
3 

             ab Related to CRD1. Found in tropical and sub-tropical oceans. (Lindell et al. (2005); Penno et al. (2006); Ahlgren and Rocap (2012); Huang et al. (2012)  
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Sub-

cluster 

Clade Subclade Physiology Isol- Pigment 

types 

Genetic markers Biogeography References 

        ates 1 2 3 CA 16S ITS petB ntcA  others     

5.1B VIII  NoPE, some strains are 
unable to growth on 
nitrate 

         bc Found in hypersaline waters, Red Sea, East China Sea. Fuller et al. (2003); Dufresne et al. (2008); Choi and Noh (2009); Huang et al. (2012) 

 IX              b  Rarely observed but seen in East China Sea, Red Sea and upwelling off of 
Africa 

Fullet et al. (2003); Zwirglmaier et al. (2008); Choi and Noh (2009); Choi et al. (2011); 
Ahlgren and Rocap (2012); Choi (2012) 

 HK-2             Only observed in subtropical coastal water east of Hong Kong Jing et al. (2009b) 

 HK-3               Related to CB1. Only observed in subtropical coastal water east of Hong 
Kong 

Jing et al. (2009b) 

 XVI              bc Present in North Atlantic, Mediterranean Sea, Pacific Ocean and East 
China Sea. 

Ahlgren and Rocap (2006, 2012); Jing and Liu (2011); Huang et al. (2012); Mazard et al. 
2012) 

5.1 
XI/NC1              a Only observed in Gulf of Aqaba. Predominant during spring bloom. 

Possibly adapted to waters of high trophic level 
Lindell et al. (2005); Penno et al. (2006); Post et al. (2011) 

Unclass 
ified 

XII/NC2            a Only observed in Gulf of Aqaba. Predominant during winter mixing and 
summer stratification 

Lindell et al. (2005); Penno et al. (2006); Post et al. (2011) 
 

 XIV              a Only observed in Gulf of Aqaba Penno et al. (2006); Post et al. (2011) 

 EnvA             Found in Atlantic Ocean Mazard et al. (2012b) 

 EnvB               Found in Atlantic Ocean Mazard et al. (2012b) 

 EnvC             Found in Atlantic Ocean Mazard et al. (2012b) 

5.2 
CB4   Lack PUB and some 

strains are motile 

          Found in temperate coastal waters Chen et al. (2004); Chen et al. (2006); Cai et al. (2010); Huang et al. (2012) 

 CB5   Lack PUB. One motile 
strain 

          Present in temperate estuarine/coastal waters and prevalent in 
polar/subpolar waters 

Waterbury et al. (1986); Chen et al. (2004); Chen et al. (2006); Cai et al. (2010); Choi et al. 
(2011); Huang et al. (2012) 

 HK-4             Only observed in subtropical coastal water east of Hong Kong. Transient 
presence of HK-4 along a seasonal study. 

Jing et al. (2009b) 

 HK-5               Only observed in subtropical coastal water east of Hong Kong Jing et al. (2009b) 

5.3 
               b Rarely seen in situ, but predominant in Sargasso Sea and highlu abundant 

in China Sea 
Ahlgren and Rocap (2006); Mella-Flores et al. (2011); Post et al. (2011); Ahlgren and 
Rocap (2012); Choi (2012); Guo et al. (2013) 

  I            b Found in Mediteranean Sea, East China Sea and North Atlantic Ocean Fuller et al. (2003); Choi and Noh (2009); Ahlgren and Rocap (2012); Huang et al. (2012) 

  II               Found in Atlantic Ocean and East China Sea Huang et al. (2012) 

  III 
 

           Found in Pacific and Atlantic Ocean Huang et al. (2012) 

  IV, V, VI 
 

           Only observed in South China Sea at depth Huang et al. (2012) 

  MS3               Only observed in Mediterranean Sea (St5) at depth Mella-Flores et al. (2011) 

  MS4               Only observed in Mediterranean Sea (St5) at depth Mella-Flores et al. (2011) 
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II. RÔLE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX DANS LA 

DISTRIBUTION DES PICOCYANOBACTÉRIES MARINES 

II.1. Facteurs environnementaux 

La dynamique et la distribution des populations naturelles de cyanobactéries marines sont 

influencées aussi bien par des facteurs abiotiques (intensité lumineuse, température, stabilité de la 

colonne d'eau, nutriments, etc.) que biotiques (broutage, toxines, infection virale; Scanlan, 2003). 

Pour Prochlorococcus il est maintenant admis que les paramètres physiques, intensité lumineuse et 

température, sont les principaux facteurs influençant la structure des communautés (Fig. 15). Pour 

Synechococcus, la mise en évidence de ces facteurs est rendue plus compliquée en raison de la plus 

grande diversité génétique existante au sein de ce genre. Contrairement à Prochlorococcus, il semble 

que Synechococcus soit principalement affecté par des variables chimiques comme la disponibilité en 

azote et phosphore et également par la température (Fig. 15), même si d’autres études ont suggéré 

l’importance des métaux traces et de la qualité de lumière (voir §II.1.2.2; Mann et al., 2002). 

 

Figure 15 : Analyse factorielle menée à partir d’échantillons environnementaux provenant de différentes 
campagnes océanographiques (AMT, BIOSOPE, PROSOPE, AMBITION, BEAGLE et Océan Arctique, n=314). Les 
flèches représentent les coefficients de corrélation entre les paramètres environnementaux. Les cercles 
définissent les différents clades de Synechococcus et écotypes de Prochlorococcus. Les flèches pleines et 
pointillées représentent respectivement les paramètres chimiques et physiques. Modifié d'après Zwirglmaier et 
al. (2008). 
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II.1.1 Facteurs biotiques 

II.1.1.1. Le broutage 

Parmi les facteurs biotiques, la lyse virale et le broutage par les prédateurs jouent un rôle 

majeur sur la mortalité cellulaire et la régulation de la biomasse nouvelle des différentes populations 

picophytoplanctoniques (Scanlan, 2003). Le picoplancton est brouté par un grand nombre de 

microorganismes, principalement des protistes hétérotrophes (Quevedo et Anadón, 2001; Calbet et 

al., 2008). Cependant les résultats des différentes études menées sur le broutage des cellules 

picoplanctoniques diffèrent quant à l’importance relative des différents consommateurs qui 

pourraient être constitués de petits nanoflagellés hétérotrophes (HNFs pour heterotrophic 

nanoflagellates; Christaki et al., 2001; Sato et al., 2007; Hirose et al., 2008a; Apple et al., 2011), de 

ciliés de tailles variées (Christaki et al., 1999; Quevedo et Anadón, 2001; Christaki et al., 2002), ou 

encore d'appendiculaires (Gorsky et al., 1999). Le broutage est cependant considéré par tous comme 

la cause majeure de mortalité chez les picocyanobactéries par rapport à la lyse virale (Sherr et Sherr, 

2002; Suttle, 2007), et peut avoir une très grande influence sur la structure des communautés in situ 

(Jürgens et al., 1999; Jürgens et Matz, 2002). 

 

Le broutage est néanmoins un phénomène sélectif et les taux d’ingestion peuvent varier 

entre les différents taxons au sein d’une communauté complexe. Christaki et collaborateurs ont ainsi 

mis en évidence qu’au sein de la fraction picophytoplanctonique certains picoeucaryotes, dont 

Ostreococcus tauri, étaient beaucoup moins susceptibles au broutage que les procaryotes 

Synechococcus et Prochlorococcus (Christaki et al., 2005). Les taux d’ingestion par des nanoflagellés 

hétérotrophes sont par ailleurs 3 à 10 fois plus élevés pour Synechococcus que pour Prochlorococcus 

(Christaki et al., 1999; Christaki et al., 2002). En revanche Picophagus flagellatus, un petit flagellé 

eucaryote, semble préférer Prochlorococcus (Guillou et al., 2001). La révélation d’un brouteur si 

efficace et de si petit taille a d’ailleurs remis en question le paradigme anciennement accepté selon 

lequel les bactéries (de taille comprise entre 0,4 µm et 1 µm) ne pouvaient être broutés par des 

nanoflagellés de taille inférieure à 5 µm. De plus, les différentes souches de Synechococcus ne sont 

pas ingérées et digérées de la même manière (Zwirglmaier et al., 2009). Ces différences intrinsèques 

pourraient s'expliquer par la présence de gènes impliqués dans la synthèse de la membrane 

cellulaire, que l'on retrouve courement au sein d’ilôts génomiques (voir §III.1.3; Dufresne et al. 

2008). Dans certains cas une certaine forme de résistance aux brouteurs peut être mise en place, 

telle qu'une modification de la morphologie ultrastructurale chez Synechococcus, avec une haute 

glycosylation de la couche S paracrystalline (Scanlan, 2003). Ainsi, la taille et la forme des cellules 

(Gonzalez et al., 1990), l’activité métabolique (del Giorgio et al., 1996), la carence nutritionnelle des 
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brouteurs (Gonzalez et al., 1993; Boenigk et al., 2001), la qualité nutritionnelle des proies (Martel, 

2009) sont autant de facteurs qui permettraient d’expliquer cette sélectivité de broutage.  

II.1.1.2. La lyse virale 

Les virus, qui font partie du femtoplancton (0,02 – 0,2 µm), sont typiquement un ordre de 

magnitude plus abondants que les bactéries hétérotrophes et de ce fait considérés comme les 

entités biologiques marines les plus abondantes (Fuhrman, 1999). De par leur impact sur les 

communautés bactérienne, les bactériophages jouent un rôle majeur sur les grands cycles 

biogéochimiques (voir revues de Fuhrman et Schwalbach, 2003; Suttle, 2007). Les virus ont aussi un 

rôle sur la diversité génétique des communautés (Waterbury et Valois, 1993; Fuhrman et 

Schwalbach, 2003), notamment en tant que médiateurs d’échanges génétiques (Lindell et al., 2004; 

Sullivan et al., 2005; Coleman et al., 2006; Avrani et al., 2011).  

L'impact des virus sur la mortalité bactérienne diffère selon les études (Fuhrman et 

Schwalbach, 2003; Suttle, 2005). Chez Synechococcus, la lyse virale serait responsable de 5 à 14% de 

la mortalité de cellules dans l’océan ouvert (Suttle et Chan, 1994). En provoquant la lyse de bactéries 

hétérotrophes, la lyse virale pourrait également stimuler la croissance cyanobactérienne (Weinbauer 

et al., 2011). En théorie toutes les cellules bactériennes peuvent être susceptibles à l'infection, 

souvent par plusieurs types de virus. Différents virus de Synechococcus ont ainsi été isolés à partir 

des estuaires, des eaux côtières ainsi que de l’océan ouvert (Suttle et al., 1990; Suttle et Chan, 1993; 

Waterbury et Valois, 1993; Lu et al., 2001; Marston et Sallee, 2003; Wang et Chen, 2008). De 

nombreux cyanophages de Prochlorococcus ont également été isolés (Sullivan et al., 2003; Sullivan et 

al., 2005). La majorité appartient à trois familles de phages à ADN double brin : Myoviridae, 

Podoviridae et Siphoviridae. Les deux premières sont les familles dominantes au sein des phages 

isolés à partir d'environnements marins (Labrie et al., 2013). Certains myoviridae sont capables 

d’infecter à la fois Synechococcus et Prochlorococcus (Weigele et al., 2007).  

II.1.2 Facteurs abiotiques 

Différents facteurs physiques, tels que la température, la qualité et l’intensité de la lumière 

incidente, les mouvements des masses d’eau, ou chimiques, comme la disponibilité en nutriments et 

métaux traces sont parmi les principaux facteurs abiotiques influençant ces microorganismes. 

II.1.2.1. Intensité lumineuse 

Parmi l’ensemble des facteurs, biotiques ou abiotiques, dont le picoplancton dépend, la 

lumière est l’un des plus importants car elle est indispensable à tous les processus liés à la 

photosynthèse, et donc à la croissance cellulaire. Cette ressource varie aussi bien d’un point de vue 
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qualitatif que quantitatif, ainsi que spatio-temporellement. Ainsi le rythme des saisons, variant avec 

la latitude (Fig. 16), et l’alternance jour/nuit sont les deux principales variables influençant l’intensité 

lumineuse à laquelle les cellules picophytoplanctoniques sont soumises (Garg et Prakash, 2000). 

L’épaisseur de la couche nuageuse, le pouvoir réfléchissant de la surface océanique (ou albédo) et la 

diffusion directe ou indirecte des radiations solaires interviennent également. 

 

Les effets de l’intensité lumineuse sur l’activité photosynthétique sont connus depuis 

longtemps (Ryther, 1956; Lorenzen, 1963; Eppley et Sloan, 1966). Chez les cyanobactéries, de 

nombreuses fonctions cellulaires, comme le cycle cellulaire (Vaulot et al., 1995; Shalapyonok et al., 

1998; Jacquet et al., 2001), la synthèse pigmentaire (Claustre et al., 2002), la fixation de carbone 

(Bruyant et al., 2005) et la capture d’acides aminés (Mary et al., 2008) sont synchronisées par le 

rythme jour-nuit. Chez Crocosphaera watsonii sp. WH8501, c'est aussi le cas pour la fixation d’azote 

(Dron et al., 2012). D’une manière générale, ces variations lumineuses se traduisent par une 

modulation circadienne de l'expression génique (Wyman, 1999; Garczarek et al., 2001; Holtzendorff 

et al., 2001; Zinser et al., 2009; Wyman et Thom, 2012). 

 

Figure 16 : Intensités lumineuses de surface obtenues sur la période 1983 – 2005, à partir des moyennes 
annuelles sur la période (A), du mois de décembre (B) et du mois de juin (C). Les données ont été obtenues à 
partir de la NASA Surface meteorology and Solar Energy (http://eosweb.larc.nasa.gov/sse/) et sont exprimées 
en kWh/m

2
/jour. 
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II.1.2.2. Qualité de lumière 

La pénétration des photons au sein des environnements océaniques n’est pas uniforme. 

Celle-ci dépend à la fois de la longueur d’onde considérée et des propriétés optiques de 

l’environnement (Morel et Maritorena, 2001). Les molécules d’eau elles-mêmes absorbent les 

radiations lumineuses (Stomp et al., 2007). Si cette absorption est faible dans la partie bleue du 

spectre solaire (400-500 nm), elle devient très forte dans la partie rouge, expliquant ainsi 

l’atténuation rapide avec la profondeur des radiations rouges dans l’océan ouvert (Fig. 17). D’autre 

part, la dégradation de la matière organique par les microorganismes conduit à la production de 

substances humiques, des composés de haut poids moléculaire, de couleur jaune à marron 

(Schnitzer, 1978; Ghosh et Schnitzer, 1980). Principalement trouvées dans les zones estuariennes, ces 

molécules absorbent principalement les longueurs d’onde bleues, expliquant la couleur brunâtre de 

certaines eaux de drainage ou de certains lacs tropicaux très chargées en ces composés (Fig. 17). La 

fraction vivante, principalement le phytoplancton, joue aussi un rôle important dans l’absorption de 

la lumière au sein de la couche photique. Cependant ces organismes ne modifient significativement 

les propriétés optiques d’un environnement que si les concentrations en nutriments sont suffisantes 

pour supporter une forte biomasse (Morel, 1988). 

 

Ces différentes fractions, dissoutes ou insolubles, organiques ou minérales, vivantes ou non, 

modifient de façon considérable les propriétés optiques des différents environnements aquatiques. 

Les longueurs d’onde capables de pénétrer le plus en profondeur dans la couche photique de l’océan 

oligotrophe sont centrées autour de 475 nm, conférant leur couleur bleue à ces zones océaniques 

(Kirk, 1994; Morel et al., 2007; Mass et al., 2010). Les eaux des environnements côtiers, tout comme 

des lacs « clairs », sont en revanche considérées comme vertes. Enfin la couleur rouge à brunâtre 

domine dans certains lacs tropicaux eutrophes (Fig. 17; Kirk, 1994; Stomp et al. 2007). Globalement, 

plus la turbidité d’un environnement aquatique augmente, plus le spectre lumineux est décalé vers le 

rouge. 

La meilleure connaissance des propriétés optiques différentielles des environnements 

aquatiques a permis d’établir un certain nombre de catégories en se basant sur la transmittance de 

chacune des longueurs d’onde au sein de la couche photique. En 1976, Jerlov proposa ainsi 3 types 

pour les régimes océaniques ouverts (I, II et III), et 9 pour les eaux côtières (1 à 9; Jerlov, 1976). Sur la 

base de mesures des variations spectrales, Smith et Baker ont par la suite établi une classification se 

basant uniquement sur l’influence des apports terrestres (Smith et Baker, 1981). Ainsi dans les 

régions où cette influence est minimale, l’atténuation lumineuse est principalement due au 

phytoplancton et à ses produits dérivés (pigments). Une nouvelle classification, proposée par Morel 

et Prieur en 1977 émana de ces travaux (Morel et Prieur, 1977; Gorbon et Morel, 1983). Les eaux de 
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« cas 1 » sont ainsi celles pour lesquelles le phytoplancton et produits dérivés dus à la lyse des 

compartiments cellulaires (pigments, détritus organiques, composés jaunes, etc.) influencent 

majoritairement les propriétés optiques de l’océan (Morel, 1988). A l’inverse, les propriétés optiques 

des eaux de « cas 2 » varient principalement avec les apports terrestres (apports des rivières, 

influence anthropique, etc.) et océaniques (sédiments remis en suspension, etc.). 

 

Figure 17 : Pénétration des radiations lumineuses dans trois types d'environnements aquatiques : océan 
ouvert (station ALOHA de l’océan pacifique), eaux cotières (mer Baltique) et eaux turbides de lacs (lac Groote 
Moost). (A) Spectres d’absorption lumineuse par les molécules d’eau pure (ligne bleue), et l’ensemble gilvin + 
tripton (ligne rouge). Dénommés de façon différente par les auteurs (acides humiques, acides fulviques, acides 
organiques jaunes, etc.), Kirk a proposé le terme « gilvin » (du latin gilvus: jaune pâle) pour représenter 
l’ensemble de ces composés (Kirk, 1994). Le tripton représente quant à lui l’ensemble des particules non 
vivantes, minérales ou organiques, en suspension dans la colonne d’eau (Kirk, 1994). L’absorption lumineuse 
due au gilvin et tripton est faible dans l’environnement oligotrophe de la station ALOHA, intermédiaire en mer 
Baltique et élevée dans les eaux turbides du lac Groote Moost. (B) Qualité du spectre lumineux pénétrant dans 
la couche photique en fonction de la profondeur. (C) Couleurs des environnements aquatiques résultant des 
propriétés optiques de chacun des environnements, expliquant la couleur bleue de l’océan ouvert, verte des 
environnements côtiers et rouge à brun des eaux turbides lacs eutrophes. Modifié d'après Stomp (2008) selon 
données de Stomp et al. (2007). 
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II.1.2.3. La disponibilité en nutriments 

Jack Myers a qualifié les algues unicellulaires "d'organismes petits en taille, composés d'une 

machinerie cellulaire riche en protéines et potentiellement capables d'un taux métabolique élevé" 

(Myers, 1980). Ces microorganismes sont en effet composés majoritairement de protéines, qui 

peuvent représenter de 30 à 60% de la masse cellulaire (Geider et Roche, 2002). Ces composants 

contiennent la majeure partie de l'azote de la cellule (Lourenço et al., 1998), pouvant même 

atteindre 85% en cas de carence en azote (Laws, 1991). Les complexes de capture de la lumière des 

cyanobactéries (ou phycobilisomes, PBS) requiert à eux seuls une grande quantité d'azote et 

fournirait une source d'azote en cas de carence en cet élement (Wyman et al., 1985). Le phosphore 

est quand à lui un élement essentiel dans la composition de l'ADN et de la machinerie protéique 

ribosomale, alors que le fer constitue un élément essentiel au niveau de l'appareil photosynthétique 

(Falkowski, 2000). Ces trois élements sont donc indispensables au métabolisme du phytoplancton et, 

en cas de faible diponibilité dans le milieu, peuvent limiter la croissance de ces organismes 

(Falkowski, 1997, 2000; Morel et Price, 2003; Arrigo, 2004; Mills et al., 2004).  

 

En 1934, Redfield remarqua que le rapport entre l'azote inorganique et le phosphore était 

remarquablement constant dans le milieu marin (Redfield, 1934). Par la suite étendu au carbone, le 

rapport C:N:P est ainsi de 106:16:1 (Redfield, 1934, 1963). Selon les environnements océaniques ce 

rapport varie selon la disponibilité en azote et phosphore. La majorité des environnements 

oligotrophes sont caractérisés par une faible teneur en azote, induisant un rapport N:P inférieur à 

16:1. Certains écosystèmes sont en revanche pauvres à la fois en azote et en phosphore, qui peuvent 

alors être co-limitants, comme c'est le cas en Méditerranée Est et dans la mer des Sargasses (Krom et 

al., 1991; Cotner et al., 1997; Thingstad et al., 2005). Les couches supérieures de la couche photique 

sont généralement pauvres en nutriments, mais la concentration de ces derniers augmente en 

profondeur, à la base du maximum profond de Chl. En zone tempérée, un enrichissement nutritif des 

eaux de surface se produit lors du brassage hivernal et est généralement suivi d'efflorescences 

phytoplanctoniques, généralement observées au printemps (Lindell et Post, 1995; Coale et al., 1996). 

Ce phénomène saisonnier n'est cependant pas ou peu observé en zone tropicale et subtropicale, 

dont l'oligotrophie est quasi permanente, exception faite du brassage du aux cyclones. Diverses 

études suggèrent que la surface des zones oligotrophes serait actuellement en expansion, 

notamment du fait de l'augmentation du degré de stratification du au réchauffement climatique 

(Behrenfeld et al., 2006; Polovina et al., 2008; Irwin et Oliver, 2009), ce qui ne devrait faire que 

renforcer l'importance relative du picophytoplancton dans la production primaire océanique (Li, 

2002; Irwin et al., 2006; Finkel et al., 2007).  
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II.1.2.4. La température 

Comme pour la lumière, l'effet de la seule température n'est pas simple à étudier dans 

l'environnement océanique, car la modification de cette variable induit une réponse mutifactorielle, 

se traduisant à la fois au niveau cellulaire, mais également sur les conditions physico-chimiques du 

milieu environnant, notamment sur la densité ou la viscosité (Finkel et al., 2010). A une échelle plus 

globale, la température influe sur la circulation océanique, le degré de stratification et contrôle ainsi 

les apports nutrionnels auxquels le phytoplancton est soumis. 

La température influe directement sur les capacités métaboliques et enzymatiques des 

cellules, une augmentation modérée induisant jusqu'à 25% d'augmentation du taux de croissance 

(Eppley, 1972; Moore et al., 1995). Au dessus de l'optimum de température, une augmentation de ce 

paramètre peut par contre induire des dommages au niveau cellulaire, altérer la capacité 

photosynthétique, entraîner une inhibition de la croissance, voire la mort cellulaire.  

L'effet de la température sur le métabolisme est variable selon les genres, espèces ou 

écotypes étudiés. Synechococcus semble globalement plus sensible aux fortes températures que 

Prochlorococcus (Fu et al., 2007), et ces deux genres possèdent des écotypes adaptés à différentes 

gammes de température (Zinser et al., 2007; Zwirglmaier et al., 2008). La réponse métabolique des 

espèces marines varie également selon les niveaux trophiques et les écosystèmes étudiés, et est 

susceptible de modifier la structure des communautés phytoplanctoniques (Eppley, 1972; Moisan et 

al., 2002; Edwards et Richardson, 2004) et la dynamique des efflorescences (Rose et Caron, 2007). 

Une baisse de la capacité d'assimilation de l'azote a été rapportée chez différentes espèces 

phytoplanctoniques face à une augmentation de température, mais ne semble pas affecter 

significativement les cyanobactéries Trichodesmium, Synechococcus et Prochlorococcus chez qui la 

composition élémentaire C:N:P reste stable (Fu et al., 2007; Hutchins et al., 2007). 

 

II.2. La compétition pour la lumière dans l'océan 

II.2.1 La photosynthèse oxygénique 

L'utilisation de la lumière comme source principale d'énergie (phototrophie) est un des 

processus biologiques les plus importants sur Terre, comme en attestent la signature spectrale de 

notre planète (Kiang et al., 2007) et la teneur élevée en oxygène de son atmosphère (Raven, 2009). 

Parmi les organismes phototrophes, plusieurs lignées bactériennes sont capables de photosynthèse, 

c'est-à-dire de convertir l’énergie lumineuse en énergie de liaison chimique. On distingue ainsi les 

bactéries oxyphototrophes, les bactéries vertes sulfureuses et filamenteuses, les héliobactéries, les 

bactéries pourpres sulfureuses et non sulfureuses, ainsi que les phototrophes aérobie anoxygéniques 
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et les bactéries à protéorhodopsine. En fonction de la source d'électrons utilisée pour la 

photosynthèse, qui peut être de l'H2O, H2S, l'H2 ou d'autres composés réduits inorganiques, on peut 

distinguer deux grands types de photosynthèse. Les cyanobactéries sont les seuls procaryotes 

pratiquant le type de photosynthèse aujourd’hui le plus répandu sur Terre, la photosynthèse 

oxygénique, i.e. qui s'accompagne d'un dégagement d'oxygène. Les autres organismes cités 

précédemment pratiquent une photosynthèse anoxygénique, considérée comme "primitive". Les 

mécanismes permettant la capture de la lumière, les pigments associés aux centres réactionnels, 

ainsi que la structure et le fonctionnement de ces derniers diffèrent entre ces organismes. Les 

complexes collecteurs de lumière utilisés par les cyanobactéries seront décrits en détail dans les 

paragraphes §II.2.4 et §II.2.5. 

La période exacte d'apparition de la photosynthèse oxygénique est une question encore 

vivement débattue, et varie selon les études et les marqueurs utilisés (traces fossiles, indicateurs 

chimiques, études génétiques, etc.). On estime aujourd’hui qu’elle se situerait entre 3,5 et 2,7 

milliards d'années (Fig. 18; Awramik, 1992; Canfield et al., 2000; Farquhar et al., 2007; Buick, 2008). 

Pendant des millions d'années, les microorganismes capables de fixation d’azote atmosphérique, de 

réduction de sulfate, de méthanogénèse et de photosynthèse oxygénique ont contribué à un 

changement radical des conditions physico-chimiques de la planète. La Terre est ainsi passée d’une 

atmosphère riche en dioxyde de carbone à une atmosphère riche en dioxygène, dans laquelle nous 

vivons actuellement (Bekker et al., 2004). Ces changements ont contribué à l’émergence de 

nouveaux environnements, terrestres et aquatiques, rapidement colonisés par les organismes 

utilisant la respiration oxygénique. 

 

Figure 18 : Apparition de la photosynthèse, augmentation de la teneur en oxygène atmosphérique et 
évolution du vivant. Les estimations minimales et maximales de la concentration d'oxygène sont indiquées en 
bleu foncé et bleu clair respectivement. D'après Hohmann-Marriott et Blankenship (2011). 
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L'accumulation d’oxygène dans l'atmosphère à des taux significatifs aurait débuté il y a 2,4 

milliards d'années (Bekker et al., 2004; Buick, 2008). Deux phases peuvent être distinguées au cours 

desquelles la teneur en oxygène (1) serait restée stable pendant des millions d'années autour de 1 à 

2 % puis (2) aurait augmenté considérablement il y a 1 milliard d'années pour atteindre des 

concentrations similaires à celles d'aujourd'hui, c'est-à-dire autour de 20 %. Cette seconde période 

aurait suivi l'apparition des organismes eucaryotes photosynthétiques et des plantes supérieures 

(Fig. 18; Holland, 2006). 

II.2.2 L'organisation générale de l'appareil photosynthétique oxygénique 

 Les réactions photosynthétiques s’effectuent au niveau des thylacoïdes, délimitant un 

compartiment interne, le lumen, au sein du stroma du chloroplaste ou du cytosol chez les 

procaryotes. Ces membranes contiennent quatre complexes mutiprotéiques à l'origine d’un transfert 

linéaire d'électrons ("non cyclique") : deux photosystèmes I et II (PSI et PSII), le cytochrome b6f et 

l'ATP synthase (Fig. 19). Les deux PS diffèrent par leur composition en protéines et en cofacteurs, par 

leurs états d’agrégation, mais leur fonctionnement est néanmoins similaire. Chacun de ces PS est 

constitué d'un centre réactionnel (CR) se composant de deux protéines majeures liant de la Chl et 

d'une antenne interne, formée d'un assemblage de protéines et de pigments. Les deux systèmes 

agissent en série pour catalyser les mouvements d'électrons, transportés entre les deux PS via le 

cytochrome b6f, ce qui peut être représenté par un schéma en Z (Fig. 20). 

 

Figure 19 : Organisation de l'appareil photosynthétique d'une plante vasculaire. Les quatre complexes 
multiprotéiques impliqués dans les réactions de photosynthèse oxygénique sont les deux photosystèmes I et II, 
le cytochrome b6f ainsi que l'ATP synthase. D'après http://www.queenmaryphotosynthesis.org/nield/ 
psIIimages/oxygenicphotosynthmodel.html 
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Au sein du spectre électromagnétique émis par le soleil, le spectre utile pour les organismes 

photosynthétiques, ou PAR pour « Photosynthetic Active Radiation », est compris entre 400 nm et 

900 nm (Fig. 21). Parmi les pigments associés aux complexes photosynthétiques permettant la 

capture et le transfert de l'énergie lumineuse, la Chl a est considérée comme le pigment essentiel de 

la photosynthèse car il réalise la séparation de charge. Cette molécule est capable d’absorber à la fois 

les radiations bleues (maximum absorption λmax  440nm) et rouges (λmax  680nm). Afin de 

maximiser la capacité d’absorption de la lumière et de coloniser de nouvelles niches écologiques, les 

cellules algales et en particulier les cellules phytoplanctoniques ont développé ou acquis une grande 

variété de pigments, considérés comme « accessoires » comme les Chl b, c et d,  les PBPs et de 

nombreux caroténoïdes (Fig. 21). Cette diversité de pigments permet ainsi d’élargir la gamme 

spectrale de lumière pouvant être exploitée, et certains de ces composés sont aussi très impliqués 

dans des mécanismes de photoprotection.  

 

Figure 20 : Schéma en "Z" représentant le transfert d'électrons lors de la photosynthèse oxygénique 
conduisant à la photolyse de l'eau conduisant à la formation de dioxygène, d'ATP et de NADPH. Les 
chlorophylles P680 et P700 sont les donneurs primaires des photosystèmes II et I, respectivement. Pheo : 
phéophytine; PQA : plastoquinone A; PQB : plastoquinone B; PC : plastocyanine; A0 et A1 : accepteurs 
d'électrons; Fe-S : protéine fer-soufre; Fd: ferredoxine. La ligne discontinue représente la voie de transfert 
cyclique des électrons, qui n'implique que le photosystème I. 
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Figure 21 : Spectres d’absorption de la lumière visible des pigments majoritaires retrouvés au sein des 
cellules phytoplanctoniques et structures chimiques associées. Trois familles de photopigments sont 
montrées avec les caroténoïdes, les chlorophylles ainsi que les chromophores fixés au niveau des 
phycobiliprotéines.  

II.2.3 Les photosystèmes 

II.2.3.1. Le photosystème II 

L'énergie lumineuse capturée par les antennes collectrices de lumière est transférée au CR 

du PSII. Une vingtaine de protéines, auxquelles sont associées divers cofacteurs et pigments, forment 

le CRII (Umena et al., 2011). Toutes les protéines liant de la Chl lient également des caroténoïdes 

(Green et Durnford, 1996), qui jouent un rôle dans la photoprotection (Niyogi, 2000; Telfer, 2005). Le 

CR proprement dit est formé par un hétéroduplex protéique, D1 et D2. Une antenne interne 

composée par les protéines CP43 et CP47, lui est associée (Bricker, 1990). Ces quatre protéines sont 

pigmentées, mais la plupart des molécules de Chl a et de β-carotène sont fixées à l'antenne interne 

(Pakrasi, 1995; Rhee et al., 1998). L'énergie lumineuse capturée par les antennes collectrices est 

transmise au donneur primaire du CR, constitué d'une paire de Chls spéciales, appelée P680 

(Kühlbrandt et al., 1994; Durrant et al., 1995). En modifiant leur potentiel redox, ces dernières se 

retrouvent dans un état excité (P680*), leur permettant ainsi de céder un électron à des molécules 

de phéophytine. Les électrons sont ensuite transférés de cofacteur en cofacteur à travers des 

réactions d'oxydoréduction. La phéophytine transmet ainsi son électron à la plastoquinone A puis à 
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la plastoquinone B. Une fois totalement réduite, en ayant accepté deux électrons de la plastoquinone 

A et deux protons à partir de l'H2O, la plastoquinone B initie le transfert d'électrons au sein des 

membranes thylacoïdales. Ces derniers sont alors transmis au PSI via le cytochrome b6f et par 

l'intermédiaire d'une chaîne de transporteurs constituée notamment du pool de plastoquinone, du 

cytochrome b6f et de la plastocyanine. 

 

Pour revenir à un état réduit, P680* récupère un électron via un résidu tyrosine (TyrZ) de la 

protéine D1. Chez les organismes pratiquant la photosynthèse oxygénique, cet électron est issu de la 

photolyse de l'H2O, au niveau de l'OEC (pour "Oxygen Evolving Complex"; parfois appelé WOC pour 

"Water oxidizing complex"; Ghanotakis et Yocum, 1990; Nugent et al., 2001). Le site catalytique de 

l'OEC est formé par un cluster manganèse (Mn4Ca) générant 4 électrons ainsi qu'une molécule d'O2 

pour deux molécules d'H2O protolysées (Umena et al., 2011). Le cluster manganèse est 

indirectement stabilisé par différentes protéines extrinsèques, situées dans la lumière des 

thylacoïdes, participant au maintien des ions requis comme cofacteurs pour l'oxydation de l'H2O 

(Seidler, 1996; De Las Rivas et al., 2004; Roose et al., 2007). 

 

Le PSII peut ainsi être décrit comme une H2O-plastoquinone oxidoréductase, nécessitant 

l'énergie de quatre photons et effectuant la réaction biochimique suivante : 

                                        

 

II.2.3.2. Le photosystème I 

Le PSI absorbe dans le rouge lointain, grâce à une paire de Chls, appelée P700 (Kok et Gott, 

1960; Krauss et al., 1993). Ce macrocomplexe pigments-protéines est composé d'une quinzaine de 

sous-unités protéiques. Dans le PSI, le CR et l'antenne interne sont fusionnés et constitués par les 

deux protéines principales PsaA et PsaB, portant un grand nombre de molécules de Chl a (90) et de 

β-carotène (10-15). Il est intéressant de noter qu'il existe une forte similarité structurale d'une part 

entre les extrémités N-terminales de PsaA/B et CP43/CP47 qui forment l'antenne interne du PSII, et 

d'autre part entre les domaines C-terminaux de PsaA/B et D1/D2 formant le CRII (Barber et al., 2000; 

Ferreira et al., 2004), ces différents complexes ayant probablement une origine évolutive commune 

(Olson et Blankenship, 2004). 

L'hétéroduplex PsaA/B lie les différents transporteurs d'électrons et de cofacteurs que sont la 

paire de Chl a P700, la Chl a (A0), la phylloquinone (A1) et les trois clusters Fer-Soufre (Fe-S; Brettel, 

1997; Scheller et al., 1997; Brettel et Leibl, 2001). Les électrons sont ainsi transportés jusqu'à la 

ferrédoxine liant deux groupements Fer-Soufre, puis à la ferrédoxine-NADP+ réductase (FNR). Cette 
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dernière est responsable du passage d'électrons de la ferrédoxine jusqu'au NADP+, produisant ainsi 

une molécule au puissant pouvoir réducteur, le NADPH (Fig. 20). Alternativement au flux d'électrons 

"non cylique" décrit précédemment, il existe une deuxième voie de transfert, dite "cyclique", 

impliquant uniquement le PSI (Bendall et Manasse, 1995; Joliot et Joliot, 2002). Dans cette voie, les 

électrons arrivés à la ferrédoxine retournent vers le cytochrome b6f qui les retransmettra au PSI via la 

plastocyanine au niveau du PSI. Cette voie permet au PSI de fonctionner en continu, 

indépendamment du PSII. Cette voie contribue au gradient de protons par le cytochrome b6f mais ne 

génère pas de NADPH. 

 

II.2.3.3. Production d'énergie au sein des membranes thylacoïdales 

Le transfert d'électrons du PSII vers le PSI est réalisé par l'intermédiaire du cytochrome b6f, 

catalysant l'oxydation de la plastoquinone et la réduction de la plastocyanine. Ce complexe joue un 

rôle central dans la transformation et le stockage d'énergie en une forme de plastoquinone réduite 

(PQH2). Puisque la plastoquinone prélève les deux protons dans le stroma (ou le cytosol chez les 

procaryotes), cette réaction participe à la création d’un gradient de pH électrochimique 

transthylacoïdal. L’acidification de la lumière des thylacoïdes va générer un flux de protons au travers 

de complexes ATP synthétase (Fig. 19), permettant la phosphorylation de l'ADP en ATP dans le 

stroma ou le cytosol chez les procaryotes. La photosynthèse oxygénique permet ainsi la production 

de molécules ATP et NADPH possédant un haut pouvoir réducteur et qui seront utilisées pour 

incorporer une molécule de CO2 sur le ribulose 1, 5 biphosphate grâce à la Rubisco au sein du cycle 

de Calvin-Benson. 

 

II.2.4 Les antennes collectrices de Prochlorococcus 

Contrairement à la majorité des cyanobactéries, Prochlorococcus ne possède pas de PBS pour 

capturer l’énergie lumineuse (Fig. 22). Cette antenne extrinsèque aux membranes thylacoïdales a été 

remplacée par une antenne intrinsèque originale, composée d’un assemblage de protéines fixant des 

dérivés divinyles de la Chl a/b (DVChl), uniques à ce genre (Chisholm et al., 1988). Ce type d'antenne 

est également trouvé chez plusieurs autres cyanobactéries atypiques, notamment Prochloron et 

Prochlorothrix, qui fixent de la Chl a/b 'normale' (monovylée), comme les plantes (Lewin et Withers, 

1975; Burger-Wiersma et al., 1986). Cette similarité avait conduit à regrouper ces cyanobactéries 

dans la sous-classe des « Prochlorophyta » (pro pour avant, et chlorophyta pour plantes vertes; 

Lewin, 1976), par opposition aux Cyanophyta possédant des phycobilines. Néanmoins le caractère 

polyphylétique de ces trois genres au sein de la radiation des cyanobactéries (Turner et al., 1999), a 
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rendu cette dénomination obsolète et a été remplacée par le terme « oxyphotobactérie verte » qui 

désigne les procaryotes photosynthétiques possédant une antenne intrinsèque à DVChl a et b, sans 

assignation phylogénétique particulière (Partensky et Garczarek, 2003). 

 

Figure 22 : Antennes collectrices de lumière retrouvées au sein des picocyanobactéries marines au niveau du 
photosystème II. (A) Prochlorococcus possède une antenne intrinsèque à la membrane thylakoïdale, alors que 
(B) Synechococcus possède une antenne extrinsèque, similaire à la majorité des cyanobactéries : le 
phycobilisome. Modifié d'après Mella-Flores (2011). 

Les protéines d’antenne des oxyphotobactéries vertes, nommées Pcb (pour Prochlorophyte 

Chl b binding protein) possèdent six hélices transmembranaires liant des molécules de Chl a et b 

(LaRoche et al., 1996; Barber et al., 2000), ce qui les distinguent des protéines LHC (pour Light 

Harvesting Complex) des plantes et algues vertes qui ne possèdent que trois hélices (Kühlbrandt et 

al., 1994; Barber et al., 2000). Le nombre de résidus Histidine, impliqués dans la fixation des 

pigments sur les Pcb, a été évalué entre 8 et 11 et serait donc comparable à celui des constituants 

majeurs de l’antenne interne du PSII des organismes oxyphototrophes, CP47 (PsbB) et CP43 (PsbC) 

qui en portent respectivement 12 et 10 (Barber et al., 2000; Garczarek et al., 2000; Ting et al., 2002). 

Phylogénétiquement les protéines Pcb sont classées au sein d’une famille protéique incluant CP43, 

CP47, ainsi que la protéine IsiA, une protéine spécifique des cyanobactéries et qui lie de la Chl a. IsiA 

qui est également nommée CP43’ en raison d’une forte similarité de séquence et structurale avec la 

protéine CP43 (Bibby et al., 2001b; Bricker et Frankel, 2002), est abondamment synthétisée en cas de 

carence en fer chez certaines cyanobactéries d’eau douce (Laudenbach et Straus, 1988; Leonhardt et 

Straus, 1992, 1994). Le contenu protéique et l’efficacité des centres réactionnels des PS se trouvent 

ainsi réduits en cas de carence en fer (Öquist, 1974; Sandström et al., 2002; Küpper et al., 2008). Le 

rôle de la protéine CP43’ a longtemps été controversé. Initialement il était suggéré que la protéine 

n’était pas directement impliquée dans la photosynthèse, mais servait à dissiper l’énergie 

excédentaire arrivant au niveau du PSII (Park et al., 1999; Cadoret et al., 2004; Sarcina et Mullineaux, 
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2004; Singh et Sherman, 2007). L’isolement d’un supercomplexe IsiA-PSI, dans lequel 18 monomères 

d’IsiA sont couplés à un trimère de PSI a conduit à suggérer un rôle compensatoire de cette protéine 

dans la capture des photons par le PSI, réduit lors d’une carence en fer (Bibby et al., 2001b, a; Bibby 

et al., 2001c; Boekema et al., 2001). Il a récemment été démontré que l’accumulation d’IsiA en cas de 

carence ferrique induisait une augmentation de 60% de l’efficacité du PSI, ce qui tend à confirmer le 

rôle important de cette protéine dans la capture lumineuse au niveau du PSI (Ryan-Keogh et al., 

2012).  

Au niveau évolutif, les protéines Pcb seraient issues de duplications et divergences de 

protéines ancestrales de type IsiA-like ou CP43. Compte tenu du rôle central du fer dans le 

métabolisme des cyanobactéries, cet élément a pu être une force sélective majeure dans l’évolution 

de l'antenne des oxyphotobactéries vertes (Martin et al., 1994; Coale et al., 1996; Mann et Chisholm, 

2000). De manière intéressante chez Prochlorococcus l’antenne du PSII est constitutive alors que 

celle associée au PSI semble être plus variable. Si cette dernière est constitutive chez la souche SS120 

(LL), elle n’est synthétisée qu’en cas de carence en fer (comme les protéines IsiA) chez la souche LL 

MIT9313, et est absente chez MED4 (HL; Bibby et al., 2001a, 2003a). Cette adaptation physiologique 

s’explique par des différences au niveau génomique entre les différents écotypes de Prochlorococcus. 

Les souches HL possèdent une (e.g. cas spécifique de la souche MED4) à deux copies du gène pcb 

(Garczarek et al., 2000), une pour les protéines associées au PSII, l’autre codant pour celles associées 

au PSI (Garczarek et al., 2007). En revanche chez les souches LL, on trouve davantage de copies du 

gène pcb, variant de 6 à 8 copies (Garczarek et al., 2000; Garczarek et al., 2001; Bibby et al., 2003a; 

Bibby et al., 2003b). Le scénario évolutif actuellement retenu propose qu’il y ait eu initialement une 

copie d’un gène isiA-like chez l’ancêtre des picocyanobactéries marines et que des séries de 

duplications géniques auraient ensuite eu lieu durant l’histoire évolutive du genre Prochlorococcus. 

Le premier évènement de duplication du gène pcb a conduit à la différentiation entre une copie 

associée constitutivement au PSII, alors que l’autre copie continuait à coder une protéine, induite en 

cas de carence en stress et associée au PSI. La multiplication des gènes d’antenne au sein des 

souches LL seraient à l’origine de l’adaptation évolutive à un environnement faiblement éclairé. 
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Figure 23 : Pigments majoritaires de la picocyanobactérie marine Prochlorococcus et implications 
écologiques. (A) Structure des pigments chlorophylliens majoritaires, présents dans les cellules du genre 
Prochlorococcus. Les chlorophylles a2 et b2 sont des dérivés divinylés de la chlorophylle a et b respectivement.  
Les groupements chimiques différant entre ces Chl sont entourés. Les chaînes aliphatiques de phytol ne sont 
pas représentées. (B) Spectre d’absorption in vivo de Prochlorococcus MED4 (HLI, vert) et de Synechoccoccus 
WH8102 (orange) cultivées sous les mêmes conditions lumineuses. (C) Distribution verticale des cellules 
picocyanobactériennes en Atlantique subtropical. Modifié d'après Ting et al. (2002). 

L’antenne originale à divinyl Chl a de Prochlorococcus permet à ces cellules de croître en 

surface à de fortes intensités lumineuses, mais également en profondeur près du bas de la couche 

photique, où la lumière bleue prédomine. Les DVChl, dont le pic d'absorbance est décalé de 8-10 nm 

vers le rouge absorbent plus efficacement la lumière bleue que les Chl monovinylées (MVChl; Fig. 

23). Prochlorococcus est en revanche capable de croître à de fortes intensités lumineuses, soulignant 

que cette évolution pigmentaire a été concomitante avec une évolution des antennes 

photosynthétiques et/ou des centres réactionnels liant ces DVChl (Moore et al., 1998; Ito et Tanaka, 

2011). Récemment il a été démontré que la protéine D1 de Prochlorococcus présentait deux acides 

aminés modifiés comparés aux autres organismes photosynthétiques oxygéniques (Ito et Tanaka, 

2011). Une de ces deux modifications est également présente chez Acaryochloris marina, qui capture 

la lumière infrarouge en utilisant la Chl d comme pigment majoritaire (Chen et Blankenship, 2011). 

Ces modifications, en permettant un transfert énergétique plus efficace de CP43 à CP47, pourraient 

induire une réduction du nombre des photons transférés de l'antenne aux CRs, et permetrait à 

Prochlorococcus de croître à de plus fortes intensités lumineuses (Yokono et al., 2012). Au niveau 

évolutif, en raison de l’apparente toxicité de la DVChl sur des microorganismes possédant une 

protéine D1 ancestrale, il semble probable que l’ancêtre de Prochorococcus possédait des protéines 

D1 de type DVChl, et que l’acquisition de DVChl ait été ultérieure (Ito et Tanaka, 2011). 
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II.2.5 Les phycobilisomes de Synechococcus 

II.2.5.1. Structure des phycobilisomes 

La plupart des cyanobactéries, dont les Synechococcus marins, ont des antennes collectrices 

de la lumière constituées par des macrostructures de grande taille (7,000 à 15,000 kDa), observables 

en microscopie électronique (Fig. 24). Ces structures, localisées à la surface cytoplasmique des 

membranes thylacoïdales, sont connues depuis très longtemps et ont fait l’objet de nombreuses 

études d’un point de vue structural, fonctionnel, physiologique et génétique. En 1836, Nees 

Esenbeck décrivait un pigment bleu soluble très fluorescent extrait de de la cyanobactérie 

Oscillatoria (Esenbeck, 1836). Quelques années plus tard, Kützing isolait à son tour un nouveau 

pigment, mais arborant cette fois-ci une fluorescence orange, à partir de différentes algues rouges 

(Kützing, 1843). Le début du XIXe siècle fut marqué par les nombreux travaux sur les PBPs et la 

proposition du terme « phycobiline » pour désigner les chromophores de ces protéines, par 

homologie aux pigments retrouvés dans la bile animale (Lemberg, 1928, 1930; Lemberg et Bader, 

1933). Ce n’est qu’avec le développement de la microscopie, et notamment des travaux d’Elizabeth 

Gantt, que l’étude de ces complexes eu un essor important. Gantt et Conti mirent en évidence la 

présence de petits granules attachés aux lamelles chloroplastiques de l’algue rouge Porphyridium 

cruentum (Gantt et Conti, 1966a). Deux fois plus grands que les ribosomes, ces granules furent 

dénommés PBS (Gantt et Conti, 1966a, b), et furent par la suite décrits dans un grand nombre 

d’algues rouges et de cyanobactéries (voir revue de Gantt, 1980).  

 

Figure 24 : Photos en microscopie électronique à transmission montrant la présence des phycobilisomes 
(PBS) au niveau des thylacoïdes. (A) Cellule de l’algue rouge Porphyridium cruentum vu au MET (Gantt et 
Conti, 1966a). (B) Chloroplaste de l’algue rouge Griffithsia pacifica (Florideophyceae). Les flèches pointent les 
PBS (Photographie en MET de C.M Pueschel). (C-D) Espaces interthylacoïdaux de la cyanobactérie 
Pseudoanabaena sp. PCC7409 et PBS associés (pointés par les flèches), d’après Bryant et al. (1979). (E) PBS 
hémidiscoïdal isolé avec un cœur tricylindrique de Synechocystis sp. PCC 6803, observé par microscopie 
électronique à une seule particule, d’après Arteni et al. (2009). 
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Ces complexes sont présents chez la plupart des cyanobactéries, les glaucocystophytes, les 

Cryptophytes et chez les Rhodophytes (ou algues rouges; Figs. 1, 24A et B; Toole et Alnutt, 2003). 

Tous les PBS présentent une structure commune et consistent en un assemblage de PBPs, composés 

d’un cœur fixé à la surface membranaire des thylacoïdes, sur lesquels sont fixés des projections 

radiaires, ou bras (Fig. 24E; voir revues de Glazer, 1985; MacColl, 1998). Ces deux sous-structures 

lient de façon covalente des chromophores et des protéines le plus souvent dépourvues de 

pigments, appelées protéines de liaison (ou linkers). Les PBS peuvent être classés en trois catégories 

en se basant sur la structure du cœur : bicylindrique, tricylindrique ou pentacylindrique (Yamanaka et 

al., 1980; Glauser et al., 1992a; Sidler, 1994; Ducret et al., 1998). D’autres structures encore plus 

complexes ont également été décrites (Wehrmeyer, 1983; Wehrmeyer et al., 1988). Malgré cette 

apparente diversité, la formation du PBS est soumise à des contraintes structurales précises 

(Anderson et Toole, 1998). Les PBS à cœur pentacylindrique possèdent huit bras radiaires, comme 

cela a été observé chez Anabaena (Ducret et al., 1998). Les PBS de type hémidiscoïdal à cœur 

tricylindrique et six bras radiaires constituent cependant le cas le plus fréquent chez les 

cyanobactéries (Fig. 25B). 

 

Figure 25: Structure du phycobilisome (PBS). (A) Assemblage des sous-unités α et β en trimère. Le modèle 
montré provient de la seule structure d’un complexe phycobiliprotéine-protéine de liaison (i.e. 
allophycocyanine (APC) et protéine de liaison LC de Mastigocladus laminosus; Reuter et al. (1999). (B) Structure 
d’un PBS comprenant un cœur tricylindrique d’APC et de six bras radiaires contenant un seul hexamère de 
phycocyanine (PC) et deux de phycoérythrine (PE). Les protéines de liaison permettant l’assemblage de ces 
différentes stuctures sont indiquées au centre des bras et du cœur. 

Les PBPs sont composées de deux peptides, d’environ 15 à 20 kDa, appelées sous-unités α et 

β (Fig. 25; Ficner et Huber, 1993). Les deux sous-unités présentent une structure similaire avec un 

cœur globulaire de type globine formé par au moins six hélices, responsable de l’attachement des 

chromophores, et une extension N-terminale impliquée dans l’aggrégation de ces sous-unités en 

hétérodimères, notamment en monomère (αβ) qui correspond au plus petit état d’aggrégation 

connu chez les PBPs (Schirmer et al., 1986). Néanmoins les monomères présentent une faible 

stabilité en solution et forment alors des trimères (αβ)3 ou, plus correctement, des hétérohexamères. 

Ces trimères présentent une structure discoïdale de 110-120 Å (11-12 nm) de diamètre et de 30 Å 

d’épaisseur, laissant aparaître un canal central de 35 Å de diamètre, où se situe la majorité des 
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chromophores (Schirmer et al., 1986; Brejc et al., 1995). Ces trimères sont ensuite assemblés en face 

à face pour former des hexamères [(αβ)3]2 ou, plus exactement, des hétérododécamères, qui 

constituent les « briques » du PBS. Ces structures s’empilent les unes sur les autres en laissant 

apparaître un cylindre creux à l’intérieur de chacune de ces projections radiaires. Quatre classes de 

PBPs ont été décrites : la PC, la PE, la phycoérythrocyanine (PEC) et l'allophycocyanine (APC). Si les 

capacités photochimiques et spectroscopiques diffèrent largement entre ces différentes classes, les 

nombreuses études structurales menées à ce jour ont souligné une remarquable similarité entre la 

PC (Fisher et al., 1980; Schirmer et al., 1986; Duerring et al., 1991), la PE (Ficner et al., 1992), la PEC 

(Duerring et al., 1990) et l'APC (Brejc et al., 1995) et même une PE retrouvée chez une cryptophyte 

ne formant pas de PBS (Wilk et al., 1999). 

 

Les protéines de liaison ou "linkers" 

Le niveau maximal d'aggrégation des PBPs s'arrête au stade de trimères ou d'hexamères. 

L'organisation en complexe supramoléculaire est assurée par des protéines de liaison ou "linkers", 

représentant de 12 à 15% des composés protéiques du PBS (Tandeau de Marsac et Cohen-Bazire, 

1977; Gantt, 1980; Lundell et al., 1981a). Au niveau des bras, ces protéines assurent le maintien et la 

cohésion des disques de PBS, en formant une "colonne vertébrale" au niveau des canaux centraux, et 

favorisent ainsi le transfert d'énergie des extrémités distales vers les centres réactionnels (Fig. 25B; 

Glazer, 1994; Sidler, 1994; Apt et al., 1995; Reuter et al., 1999). En se basant sur les fonctions et 

poids moléculaires, un système d'abréviations proposé par Glazer a été utilisé pour classer ces 

protéines de liaison (Glazer, 1985). Ces dernières sont ainsi nommées par un "L" suivi en exposant de 

leur poids moléculaire et en indice leur localisation (C pour le cœur, R pour les bras ("rod"), RC (pour 

la jonction RC) et CM (pour la jonction entre le cœur et la membrane). En utilisant ce système de 

classification, 4 classes de protéines de liaison ont ainsi pu être définies : les LR, dont le poids 

moléculaire varie entre 27 et 35 kDa, intervenant uniquement dans l'arrangement des bras; les LRC 

(25-27 kDa) assurant l'attachement des projections radiales au cœur du PBS, les LC de plus faible 

poids moléculaire joue un rôle dans la structuration du cœur et enfin les LCM, dont le poids 

moléculaire varie entre 70 et 120 kDa suivant le type de PBS, responsables de l'attachement du 

supracomplexe à la membrane thylacoïdale (Glazer, 1982; Zilinskas et Greenwald, 1986; de Lorimier 

et al., 1990; Glauser et al., 1992b; MacColl, 1998; Pizarro et Sauer, 2001).  

Le rôle principal de ces polypeptides est de connecter les différentes PBPs et ainsi d'assurer 

la stabilité du supracomplexe protéique. La basicité de ces protéines de liaison (pI > 8.0), comparée à 

la relative acidité (pI < 5.0) des PBPs, participe ainsi à ces interactions/liaisons entre les différentes 

structures protéiques (Lundell et Glazer, 1980). D'autre part, les alignements des séquences de ces 

protéines ont permis de mettre en évidence un plus faible niveau de conservation comparé à celui 
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observé pour les PBPs, à l'exception du polypeptide LCM qui présente une forte similarité entre les 

différents organismes (Liu et al., 2005). Six domaines conservés ont été mis en évidence au niveau 

des polypeptides LR, près de l'extrémité N-terminale et joueraient un rôle dans la jonction des 

différentes PBPs au niveau des canaux centraux, alors que les autres régions serviraient d'interface 

pour l'assemblage en hexamères (Yu et Glazer, 1982; Sidler, 1994; Anderson et Toole, 1998). Les 

protéines LRC, possèdent également six domaines conservés, et occuperaient le canal central de la PC 

(Glauser et al., 1992c), alors que les régions en C-terminal, dont le niveau de conservation est plus 

faible, interagiraient avec différentes régions du cœur du PBS. En se basant sur des comparaisons de 

séquence et des expériences de protéolyses, il a été proposé que les protéines de liaison possédaient 

deux domaines : le domaine N-terminal qui est enfoui dans le canal central du trimère et le domaine 

C-terminal qui est situé en dehors de l'hexamère (Fig. 26B; Parbel et Scheer, 2000).  

 

Figure 26 : Rôle des protéines de liaison dans l'assemblage et l'architecture du phycobilisome. (A) Structure 
du complexe allophycocyanine (APC)-protéine de liaison LC

7.8 
de Mastigocladus laminosus. Les monomères 

d'APC, notés M, sont représentés en vert, et les chromophores en violet. La structure du polypeptide de liaison 
est quant à elle représentée en rouge, jaune et bleu (PDB 1B33). D'après Reuter et al. (1999). (B) 
Représentation schématique du polypeptide d'ancrage LCM et ses différents domaines associés. Le nombre de 
domaines Rep conditionne l'architecture du cœur du phycobilisome (PBS). D'après Ajlani and Vernotte (1998). 
(C) Représentation d'un PBS hémidiscoïdal vu de face (à gauche) et de la membrane thylacoïdale (à droite). Les 
différentes phycobiliprotéines des PBS, comportant un cœur tricylindrique et six projections radiaires, sont 
assemblées et maintenues grâce aux polypeptides de liaison. Le maintien du PBS est assuré par le domaine 
Arm2. D'après Arteni et al. (2009). 

La majorité des protéines de liaison sont dépourvues de chromophores et ont un rôle 

principalement structural. Néanmoins deux types de protéines assurant cette fonction attachent des 

chromophores. Parmi eux, le LCM ou polypeptide d'ancrage, codé par le gène apcE, est la protéine de 
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plus haut poids moléculaire du PBS (Lundell et al., 1981a; Zhao et al., 2005b). En fonction du type de 

PBS (i.e. cœur bicylindrique, tricylindrique ou pentacylindrique), la masse moléculaire du LCM varie de 

70 à 75 kDa, 92 à 99 kDa et de 115 à 128 kDa (MacColl, 2004). Deux copies de ce polypeptide 

multifonctionnel sont présentes au sein de chaque PBS. Les analyses de séquence ont permis de 

mettre en évidence différents domaines conservés, dont l'extrémité C-terminale qui posséde 2 à 4 

domaines repétés (Rep) d'environ 120 résidus. Ces derniers présentent environ 60 % de similarité 

avec les domaines conservés des protéines LR, et jouent ainsi un rôle structurel identique, en 

intervenant entre les différents disques de PBPs du cœur (Bryant, 1988; Capuano et al., 1991). Le 

nombre de ces domaines Rep, variant de 2 à 4, conditionne le nombre de cylindres d'APC que le LCM 

peut lier, et ainsi l'architecture globale du cœur du PBS (Capuano et al., 1993). L'extrémité N-

terminale en revanche présente une très grande similarité avec les PBPs, et est ainsi appelée le 

domaine PB. Cette similitude a d'ailleurs conduit à proposer que la protéine LCM était l'ancêtre de 

toutes les PBPs et protéines de liaison actuelles (Capuano et al., 1991). Le domaine PB se caractérise 

par la présence d'un résidu Cys, où un PCB est fixé (position 186 chez Synechococcus sp. PCC 7002). Il 

est interrompu par une boucle, d'environ 50 à 65 résidus, qui interviendrait dans l'ancrage à la 

membrane thylacoïdale (Bryant, 1988; Capuano et al., 1991). Néanmoins, le rôle de cette boucle fait 

encore débat et est dispensable pour le fonctionnement du PBS (Ajlani et Vernotte, 1998). Elle serait 

ainsi retrouvée effectivement à la suface thylacoïdale mais n'interviendrait pas dans l'ancrage du 

PBS, cette fonction étant assuré par le domaine Arm2, présent entre les différents domaines REP 

(Ajlani et Vernotte, 1998). Le LCM a également un rôle dans le transfert d'énergie. Le LCM modifie les 

propriétés spectrales des trimères d'APC. Le LCM absorbe en effet dans le rouge lointain, entre 668 et 

676 nm (Zilinskas et al., 1980; Lundell et al., 1981b), et permet ainsi de transmettre l'énergie émise 

par les trimères d'APC vers la Chl a du PSII. Il sert d'accepteur terminal de l'énergie, capturée par les 

centaines de chromophores du PBS (Gindt et al., 1994; Gao et al., 2012).  

 

Figure 27 : Représentation schématique des localisations probables des protéines de liaison au sein d'un 
phycobilisome de Synechococcus sp. WH8102, comportant de la phycoérythrine II. Les positions de CpeC et 
CpeE sont incertaines. Les étoiles indiquent les positions possibles des chromophores de phycourobiline. 
Modifié d'après Six et al. (2005). 
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Les algues rouges possèdent également un autre type de linker, associé à la PE, appelé sous-

unité γ, pouvant être au nombre de 2 (Glazer et Hixson, 1977; Klotz et Glazer, 1985; Bernard et al., 

1996). Ses caractéristiques biochimiques (pI > 8) sont similaires aux linkers classiques, et la partie N-

terminale occuperait également le canal central de la PE conduisant à la formation d'un complexe 

stable (αβ)6γ (Wilbanks et Glazer, 1993a; Ritter et al., 1999). Cependant, ces sous-unités, codées au 

niveau du noyau, ont un faible degré de similarité avec les linkers classiques codés par le génome 

plastidial (Egelhoff et Grossman, 1983; Apt et al., 1993). Grâce aux chromophores qu'elles lient, ces 

sous-unités participent à la capture de la lumière et au transfert énergétique. Chez les Synechococcus 

marins, plusieurs polypeptides de type γ, MpeC et MpeE, dont le chromophore est la PUB ont 

également été mis en évidence au niveau de la PEII (Wilbanks et Glazer, 1993a; Six et al., 2005). 

MpeC assurerait la stabilité du disque distal des bras des PBS, et disparaitrait à forte lumière afin de 

réduire la taille des PBS (Six et al., 2005). Un autre linker, deux fois plus long que les précédents, 

MpeD, s'est avéré être la fusion entre un linker non chromophorylé lié à la PEI et un linker 

chromophorylé lié à la PEII et il assurerait donc la liaison entre ces deux PBPs dans les bras (Fig. 27).  

II.2.5.2. Phycobiliprotéines et chromophorylation 

Les différentes PBPs se distinguent par leurs propriétés spectroscopiques. Malgré leur 

homologie au plan structural, les PBPs peuvent lier un nombre différent de chromophores, allant de 

un à quatre, le nombre de sites de fixation allant croissant depuis l'APC vers la PE (Fig. 28; Sidler, 

1994). Les phycobilines sont des groupements tetrapyrroles linéaires, maintenus en conformation 

ouverte in vivo, alors que leur conformation native est cyclique. Ces isomères diffèrent par leur 

nombre de double liaisons. On distingue ainsi la phycocyanobiline (PCB, Amax  620 nm), la 

phycoviolobiline (PVB, Amax  570nm), la phycoerythrobiline (PEB, Amax  550 nm) et la phycourobiline 

(PUB, Amax  495 nm; Fig. 29). Elles sont toujours fixées aux PBPs au niveau de résidus cystéine (Cys) 

par une liaison thioéther, souvent en C-3, bien que des double liaisons en C-3 et C-18 existent chez 

certaines PE, entre les Cys-β50 et Cys-β61 (Fig. 29; Bishop et al., 1987; Ficner et Huber, 1993). En plus 

de la liaison covalente thioéther, d'autres interactions faibles existent entre l'apoprotéine et le 

chromophore et sont essentielles pour le fonctionnement du PBS. Les phycobilines libres absorbent 

très peu l'énergie lumineuse, et leurs états d'excitation ne provoquent pas de rayonnement mais est 

rapidement perdue sous forme de chaleur (Falk, 1989). A l'état libre les phycobilines adoptent une 

conformation flexible hélicoïdale, correspondant à l'état le plus stable thermodynamiquement (Falk, 

1989). Lorsqu'elles sont liées aux PBPs, une conformation linéaire et rigide est imposée aux 

phycobilines, permettant d'accroître la durée de vie de l'état excité (Ficner et Huber, 1993; Ritter et 

al., 1999; Doust et al., 2004; Wagner et al., 2005; Schmidt et al., 2007).  
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Figure 28 : Chromophorylation des différentes phycobiliprotéines. Les cystéines où sont fixés les 
chromophores sont indiqués par leur position consensus. Les chromophores sont indiqués de différentes 
couleurs (phycocyanobiline (PCB) en bleu, phycoviolobiline (PVB) en violet, phycoérythrobiline (PEB) en rouge, 
et phycourobiline (PUB) en orange). Lorsque d'autres chromophores peuvent être fixés, ceux-ci sont 
mentionnés entre parenthèses. Les flèches indiquent les sites pour lesquels les lyases ont été identifiées. 

a
 

Uniquement chez les algues rouges. D'après Scheer et Zhao (2008). 

 

Figure 29 : Liaison des différentes phycobilines aux résidus cystéines des phycobiliprotéines par des liaisons 
thioéthers. Les couleurs utilisées se rapprochent de la couleur des différents pigments. D'après Roy et al. 
(2011). 
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Chez toutes les PBPs, sauf le domaine PBP du LCM, un site de fixation de chromophore est 

systématiquement présent en position 84 (position consensus, le site variant de la position 81 à 84) 

des deux sous-unités. Des sites de fixation additionnels sont présents autour de la position 150 au 

niveau de l'extrémité C-terminale, ou autour de la position 50 en N-terminal. La Cys-β84 est 

l'accepteur final d'énergie au sein de chaque trimère et est toujours chromophorylée avec de la PCB 

chez l'APC et la PC et de la PEB chez la PE. 

En fonction de la chromophorylation de chacune de ces sous-unités, les PBPs présentent des 

propriétés spectrales nettement distinctes. Le nombre de chromophores distincts varie 

généralement de 1 à 3 (Tableau 2). Différents types de PBPs ont ainsi été définis. Initialement cette 

classification prenait en compte l'origine des organismes dont les PBPs étaient isolées en utilisant le 

préfixe C pour une origine cyanobactérienne et R pour les PBPs d'algues rouges. Ces lettres sont 

toujours utilisés , bien qu'elles fassent à présent référence aux propriétés spectrales et non à l'origine 

taxonomique. La lettre C fait alors référence aux PC dépouvues de PEB ou PUB. A ce jour, sept types 

de PC ont ainsi été décrits (Tableau 2). La PEC correspond à une PC portant une PVB, et n'est 

présente que chez les cyanobactéries d'eau douce. La R-PCI est spécifique des algues rouges et la R-

PCIV de la cyanobactérie marine Crocosphaera watsonii (Swanson et al., 1991). Chez les 

Synechococcus marins, 4 classes de PC ont été répertoriées : la C-PC ne liant que de la PCB (retrouvée 

chez les souches vertes de type 1), la R-PCII liant à la fois de la PCB et de la PEB avec un rapport 1:2 

(Synechococcus sp. WH7803), la R-PCIII liant ces mêmes chromophores mais avec un rapport de 2:1 

(Synechococcus sp. WH7805) et enfin la R-PCV liant 3 phycobilines différentes : PCB, PEB et PUB 

(Synechococcus sp. WH8102; Ong et Glazer, 1987; Six et al., 2007b; Blot et al., 2009). 

Tableau 2: Classification des différents types de phycocyanine selon leur chromophorylation. Nomenclature 
d'après Ong et Glazer (1987, 1988); Swanson et al. (1991); Sidler (1994); Blot et al. (2009). 

 C-PC PEC R-PCI R-PCII R-PCIII R-PCIV R-PCV 

α84 PCB PVB PCB PEB PCB PUB PUB 

β84 PCB PCB PCB PCB PCB PCB PCB 

β155 PCB PCB PEB PEB PEB PCB PEB 

 

Les PE possèdent plus de sites de fixation que les PC, mais ont toujours de la PEB en Cys-β84. 

Chez les algues rouges, deux types de PE, nommés B-PE ou R-PE, portent une majorité de PEB, 

induisant la couleur rougeâtre de ces organismes. Contrairement à la B-PE, de la PUB en Cys-α84 est 

fixée à la R-PE (PUB:PEB 1:4; Glazer et al., 1982). De nombreuses cyanobactéries d'eau douce 

possèdent de la C-PE, qui comme la B-PE ne comporte que de la PEB. En revanche, une plus grande 

diversité a été mise en évidence au sein des cyanobactéries marines. Crocosphaera watsonii est ainsi 

particulièrement adaptée à la capture de la lumière bleue et sa PE comporte 4 PUB pour 1 PEB 
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(Swanson et al., 1991). Au sein des Synechococcus marins, on distingue 2 types de PE : la PEI et la PEII 

(Alberte et al., 1984; Six et al., 2007b). La PEI lie soit uniquement de la PEB, soit de la PEB et de la 

PUB, la PEB restant majoritaire. La PEII lie toujours les deux chromophores mais en proportion 

variable. 

Les analyses biochimiques et génétiques menées à ce jour sur les PBS de Synechococcus ont 

permis de mettre en évidence six types et sous-types pigmentaires (Fig. 30; Six et al., 2007b). On 

peut distinguer les souches bleues-vertes, correspondant au type 1, dont les bras des PBS sont 

uniquement composés de C-PC. Les souches rose fuschia correspondent au type 2 et possèdent de la 

R-PCIII à proximité du cœur alors que les extrémités distales sont composées de PEI ne fixant que de 

la PEB. Le type 3 est représenté par les souches rouge-orange contenant de la R-PCII ou R-PCV et les 

deux sortes de PE (PEI et PEII). Ce dernier groupe peut être divisé en quatre sous-types en se basant 

sur le rapport d'excitation de fluorescence Ex495:545nm utilisé pour évaluer le rapport PUB:PEB. Ce 

rapport peut-être faible (Ex495:545nm  0.4, 3a), moyen (Ex495:545nm  0.8, 3b), élevé (Ex495:545nm  1.7, 3c) 

ou variable (3d). Les souches du groupe 3d présentent la pigmentation la plus sophistiquée des 

Synechococcus marins et sont capables de changer leur pigmentation en fonction de la qualité de 

lumière, grâce au phénomène d’acclimatation de type IV (voir §II.3.4; Palenik, 2001; Six et al., 2007b). 
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Figure 30: Types pigmentaires rencontrés au sein des Synechococcus marins et spectres d'absorption des cellules en culture. Les souches capables d'acclimatation chromatique 
sont capables de modifier la chromophorylation de leurs phycobilisomes (F. Humily, non publié). 
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II.2.5.3. Biosynthèse et attachement des phycobilines 

Les voies métaboliques de biosynthèse des phycobilines et des Chl sont communes jusqu'à 

l'étape de la protoporphyrine IX où elles divergent par une métallation différentielle, par du fer 

(phycobilines) ou du magnésium (Chl; Beale, 1993; Frankenberg et Lagarias, 2006). Les phycobilines 

sont des dérivés de l'hème, qui est converti en biliverdine IXα (BVα). Ce composé est ensuite réduit 

par des enzymes de la famille des FDBRs (ferredoxin-dependent bilin reductase), famille catalysant la 

même réaction que les heme oxygenases des mammifères, et également retrouvé chez les plantes 

pour la biosynthèse des phytochromes (Cornejo et Beale, 1997; Cornejo et al., 1998; Davis et al., 

1999; Muramoto et al., 1999). Ces derniers se caractérisent par une régiospécificité de doubles 

liaisons au niveau de ces composés cycliques, induisant ainsi des propriétés spectroscopiques 

distinctes.  

 

Figure 31 : Biosynthèse des phycobilines à partir de biliverdine IXα. La biosynthèse de phycourobiline (PUB) à 
partir de phycoérythrobiline (PEB), et de phycoviolobiline (PVB) à partir de phycocyanine (PCB) résulte d'une 
isomérisation qui ne peut avoir lieu qu'après attachement sur les phycobiliprotéines. D'après Blot et al. (2009). 

A partir de la BV, trois voies majeures peuvent être distinguées. La synthèse du chromophore 

des phytochromes des plantes supérieures, la phytochromobiline (PφB), est catalysée par la 

phytochromobiline synthase (HY2; Terry et al., 1995; Frankenberg et al., 2001; Kohchi et al., 2001). La 

PCB quant à elle est issue de deux étapes de réduction au niveau du cycle A, menant à la formation 

d'un composé intermédiaire, assurées par l'enzyme PcyA (phycocyanobiline:ferredoxine 

oxidoreductase; Frankenberg et al., 2001). PcyA est l'enzyme la mieux caractérisée biochimiquement 
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et structuralement de la famille FDBR (Frankenberg et Lagarias, 2003; Tu et al., 2004; Hagiwara et al., 

2006). La biosynthèse de PEB requière également deux étapes de réductions, au niveau du cycle D en 

C15, mais contrairement à la PCB, celles-ci sont catalysées par deux enzymes distinctes : PebA et 

PebB (Frankenberg et al., 2001; Dammeyer et Frankenberg-Dinkel, 2006). Récemment, un 

homologue de PebA appelé PebS (pour PEB synthase) a été mis en évidence dans le génome du 

myovirus P-SSM2 infectant Prochlorococcus (Sullivan et al., 2005). Cette enzyme combine les activités 

de PebA et PebB en étant capable de réduire seule de la BV en PEB (Dammeyer et al., 2008; Busch et 

al., 2011). Cette enzyme est spécifique aux génomes de cyanophages et permettraient d'accroître 

leurs capacités d'infection (Dammeyer et al., 2008). La PCB et la PEB sont les seules phycobilines à 

avoir été retrouvées libres au sein du cytoplasme. La biosynthèse de la PVB et de la PUB ne peut 

avoir lieu que par isomérisation après fixation préalable d'un chromophore (PCB et PEB, 

respectivement). Si chez les Synechococcus marins, l'isomerisation de la PEB en PUB peut-être 

effectuée par différentes enzymes selon la PBP et le site sur laquelle elle a lieu (Blot et al., 2009; 

Shukla et al., 2012), c'est l'hétéroduplexe PecE/F qui assure le passage de la PCB à la PVB sur la PEC 

chez les cyanobactéries d'eau douce (Jung et al., 1995; Zhao et al., 2000; Storf et al., 2001).  

 

Les phycobilines PCB et PEB peuvent s'attacher de manière spontanée in vitro sur les PBPs au 

niveau des résidus Cys natifs (Arciero et al., 1988; Fairchild et Glazer, 1994). Néanmoins, ces 

réactions produisent une mauvaise stéréochimie au niveau des carbones asymétriques et les PBPs 

ainsi chromophorylées n'existent pas naturellement (Scheer et Zhao, 2008). Certains attachements 

spontanés conduisent cependant à la formation de PBPs natives. Bien que principalement observé au 

niveau des phytochromes, ces attachements dits "autocatalytiques" se produisent aussi au niveau du 

LCM (Zhao et al., 2005b). L'attachement des chromophores serait principalement sous le contrôle 

d'une famille d'enzymes spécialisées, appelées phycobilines lyases. Cependant le rôle de ces enzymes 

serait davantage une participation au contrôle de l'attachement, notamment au niveau régio- et 

stéréospécificité, et elles auraient donc un rôle de chaperone (Schluchter et Glazer, 1999). 

Les phycobilines lyases constituent un groupe particulièrement diversifié (voir revues de 

Scheer et Zhao, 2008; Schluchter et al., 2010). Par convention, les enzymes Cpc catalysent la 

chromophorylation de la PC, tandis que les lyases Cpe interviennent sur la PEI (Cobley et al., 2002) et 

Mpe sur la PEII (Bretaudeau et al., 2012). Actuellement, trois clans (protéines partageant une 

structure tridimensionnelle commune) et trente familles (groupes d'orthologues) ont été décrits et 

sont répertoriés dans la base de données Cyanolyase (http://cyanolyase.genouest.org/), décrite dans 

un article auquel j'ai participé (voir Bretaudeau et al., 2012; Annexe B).  

Parmi ces trois clans, le clan E/F constitue le groupe le plus diversifié et rassemble la majorité 

des phycobilines lyases décrites à ce jour. Les lyases sont soit mono- soit hétérodimériques. Le 
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premier hétérodimère à avoir été caractérisé biochimiquement est CpcE/CpcF, une enzyme 

spécifique de la Cys-84 de l'α-PC et et qui peut aussi bien catalyser l'attachement de la PCB que son 

détachement (Fairchild et al., 1992; Zhou et al., 1992). Chez la plupart des cyanobactéries, ces deux 

gènes (ou leurs homologues rpcE/F dont le produit fixe une PEB au même site), sont retrouvés au 

sein d'un opéron en aval de l'opéron cpcBA (ou rpcBA), codant pour les deux sous-unités de la PC (de 

Lorimier et al., 1993; Wilbanks et Glazer, 1993b; Kaneko et al., 1996; Six et al., 2007b). Deux autres 

hétéroduplexes, PecE/PecF qui est spécifique des cyanobactéries d'eau douce possédant de la PEC et 

RpcG qui est présent chez certaines cyanobactéries marines, ont également été caractérisés au sein 

de cette famille. RpcG est une protéine de fusion dont le N-terminal présente une forte homologie 

avec PecE et le C-terminal avec PecF (Blot et al., 2009). Ces deux hétéroduplexes sont bi-fonctionnels 

puisqu'ils assurent à la fois l'attachement de PCB et PEB au niveau de Cys-84 de l'α-PC et leur 

isomérisation en PVB et PUB, respectivement (Jung et al., 1995; Zhao et al., 2000; Zhao et al., 2002; 

Blot et al., 2009). La chromophorylation par de la PEB de la Cys-82 de l'α-PE est assuré par le 

complexe CpeY/Z, où CpeY est la lyase et CpeZ un "facilitateur" (Biswas et al., 2011). Toutes les 

protéines du clan E/F décrites à ce jour contiennent des domaines répétés HEAT, variant de 2 à 6, 

impliqués dans les interactions protéines-protéines (Andrade et al., 2001; Takano et Gusella, 2002).  

 

Le second clan de phycobilines lyases est le clan S/U, dont les principaux représentants sont 

les homologues CpcS et CpeS. CpcS est active à l'état d'homodimère chez certaines souches (Zhao et 

al., 2006; Zhao et al., 2007a; Wiethaus et al., 2010) et d'hétérodimère en association avec CpcU chez 

d'autres souches (Saunée et al., 2008; Shen et al., 2008) et il en est probablement de même pour 

CpeS, homodimérique chez Prochlorococcus (Wiethaus et al., 2010) et sans doute hétérodimérique 

avec CpeU chez les Synechococcus marins (F. Partensky, comm. pers). Les lyases de type S/U 

présentent une grande spécificité pour la Cys-82 (position consensus), mais peuvent fonctionner avec 

une plus grande gamme de substrats (chromophore et apoPBP) que les lyases E/F (Scheer et Zhao, 

2008; Kupka et al., 2009). En effet, l'enzyme CpcS de Nostoc sp. PCC7120 est (au moins in vitro) une 

lyase quasi-universelle, capable de chromophoryler avec de la PCB ou de la PEB les Cys-82 de toutes 

les sous-unités de PBP, à l'exception de l'α-PC (chromophorylée par CpcE/F; Zhao et al., 2007a). 

Cependant, in vivo, c'est CpeS qui catalyse la chromophorylation de la Cys-82 de la β-PE. 

 

Le clan T consitue le troisième clan des phycobilines lyases. Contrairement aux deux clans 

précédents, ses représentants ne semblent pas former d'hétérocomplexe. CpcT est capable de fixer 

de la PCB en Cys-153 de la β-PC (Shen et al., 2006; Zhao et al., 2007b). CpeT, un homologue de CpcT 

(Cobley et al., 2002), dont la fonction supposée serait de fixer une PEB en Cys-153 de la β-PE, est la 

seule lyase a avoir été mise en évidence au sein de myoviruses infectant Synechococcus (Dammeyer 
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et al., 2008), dont la phase d'infection est accompagnée d'une augmentation de la PEI et PEII chez la 

souche WH7803 (Shan et al., 2008).  

 

Le nombre de lyases d'un organisme dépend directement de la complexité de sa 

pigmentation et, par extension, la connaissance du contenu en lyases d'une souche entièrement 

séquencée peut théoriquement permettre de prédire sa pigmentation, comme cela est proposé dans 

la base de données Cyanolyase (Bretaudeau et al., 2012). Ainsi, trois lyases suffisent pour la 

chromophorylation des PBPs des cyanobactéries du type pigmentaire 1 (souches à PC) : CpcS (+/- 

CpcU), CpcT et CpcE/F. Au moins quatre autres phycobilines lyases sont nécessaires pour 

chromophoryler la PEI (CpeF, CpeS+/-CpeU, CpeT et CpeY/Z). Plusieurs de ces lyases sont 

probablement capables de chromophoryler aussi la PEII, mais d'autres sont très probablement 

nécessaires (notamment pour les sites fixant de la PUB) et à ce jour seule une lyase spécifique de la 

PEII a été caractérisée biochimiquement: la lyase-isomérase MpeZ, qui est spécifique des 

adaptateurs chromatiques de type IV (voir § II.3.4 et Shukla et al., 2012). 

  

II.2.5.4. Transfert orienté d'énergie 

Le PBS est un système particulièrement complexe et original par rapport aux antennes 

intrinsèques des plantes supérieures. La particularité du PBS réside dans la forte distance entre les 

complexes collecteurs et les centres réactionnels. Les contraintes structurales mises en évidence au 

sein du PBS témoignent d'optimisations dans le but d'accroître l'efficacité du transfert d'énergie. Les 

niveaux d'énergie ne sont pas équivalents entre les différents niveaux du PBS, et entre les différents 

chromophores d'une même PBP (Glazer, 1989a). Au sein du PBS l'énergie lumineuse migre toujours 

des extrémités des bras vers le cœur d'APC avant d'être délivrée à la Chl a au niveau des membranes 

thylacoïdales (Fig. 32B). Au fur et à mesure que l'on s'approche du cœur, les photons capturés sont 

de plus faible énergie. Ce transfert est extrêmement rapide et ne nécessite que de 50 à 100 ps 

(Holzwarth, 1986; Wendler et al., 1986; Gillbro et al., 1993; Yamazaki et al., 1994). Ces temps de 

transfert sont ainsi plusieurs ordres de magnitude plus rapides que les temps de vie moyen de la 

fluorescence d'une PBP. En se basant sur ces deux variables, Glazer a estimé que l'efficacité d'un tel 

système est d'environ 99% (Glazer, 1989a).  



 RÔLE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX DANS LA DISTRIBUTION DES PYCOCYANOBACTÉRIES MARINES 

- 63 -  

 

Figure 32 : Transfert orienté d'énergie au sein du phycobilisome (PBS). (A) Structure d'un hexamère de C-
phycocyanine de Synechococcus elongatus. Les chromophores du même trimière sont indiqués dans la même 
couleur. D'après Nield et al. (2003). (B) Illustration du transfert orienté d’énergie au sein du PBS, de l’extrémité 
des bras vers les photosystèmes. Modifié d’après Sidler (1994); Roy et al. (2011). 

Le transfert d'énergie au sein du PBS est non radiatif et résulte d'une interaction dipôle-

dipôle entre deux molécules. Les études spectroscopiques ont ainsi permis de classer les 

chromophores en deux types : le type s (sensible) et le type f (fluorescent; Teale et Dale, 1970). Les 

chromophores s (donneurs) absorbent l'énergie puis la transfèrent aux chromophores f qui 

fluorescent (accepteurs). Le couplage de ces études spectroscopiques avec les données structurales a 

permis d'identifier ces différents chromophores au sein des PBPs. Une caractéristique importante 

des trimères, commune à toutes les PBPs, est la présence d'un canal central. Parmi les différentes 

cystéines chromophorylées, les Cys-α84 et Cys-β155 se retrouvent en périphérie alors que la Cys-β84 

est systématiquement en relation avec le canal et correspond à l'accepteur (Fig. 32A; Schirmet et al., 

1986). Compte tenu des distances entre les résidus Cys-α84 et Cys-β155, le transfert énergétique se 

produit principalement de ces deux chromophores vers Cys-β84, augmentant ainsi l'efficacité du 

système (Mimuro et al., 1986; MacColl, 1998). La position et la fonction de la Cys-β84 est conservée 

au sein des différentes PBPs. Bien qu'elle suive les mêmes lois physiques, la situation semble être 

plus complexe au niveau de la PE en raison du plus grand nombre de chromophores ainsi que des 

distances plus courtes relevées entre ces derniers (Ficner et al., 1992; Ritter et al., 1999). La 

détermination de la position des chromophores au sein des trimères de PE a conduit à proposer les 

voies de transfert énergétiques inhérentes à cette protéine (Jiang et al., 1999). Ces processus restent 

à découvrir au niveau de la PEII des Synechococcus marins, qui possède un chromophore de plus que 

les PEI, et pour laquelle aucune structure n'est disponible à ce jour. Un schéma de transfert 

énergétique entre les différentes PBPs du PBS a été proposé par Jiang (Jiang et al., 2001).  
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II.2.6 Gènes codant pour les polypeptides des phycobilisomes 

II.2.6.1. Nature et organisation génique 

La connaissance des gènes codant pour les différentes unités du PBS a permis de faire des 

avancées considérables dans la compréhension de la structure des PBS, du fonctionnement du PBS 

ainsi que des processus évolutifs ayant agi sur ces gènes (de Lorimier et al., 1984; Conley et al., 1985; 

Conley et al., 1986; Houmard et al., 1986; Houmard et al., 1988; Wilbanks et Glazer, 1993a). De ces 

différents travaux, complétés depuis par le séquençage de régions génomiques et de génomes 

complets, a émergé une nomenclature relativement claire afin de désigner les gènes homologues 

d’organismes distincts impliqués dans la synthèse et régulation des PBPs. Ainsi, les gènes impliqués 

dans la synthèse de l’AP, la C-PC (ne fixant que de la PCB) et la R-PC (fixant différents chromophores) 

sont respectivement désignés apc, cpc et rpc. Chez les cyanobactéries d'eau douce, les gènes relatifs 

à la PEC sont nommés pec. Les gènes cyanobactériens de PE sont désignés cpe. Au sein de la 

radiation marine des Synechococcus où deux formes de PE sont rencontrées, les gènes de la PEI sont 

désignés cpe, alors que ceux impliqués dans la biosynthèse de la PEII sont désignés mpe. Ces gènes 

sont suivis de lettres désignant le polypeptide pour lequel ils codent. Les lettres A et B réfèrent aux 

sous-unités α et β des PBPs. cpeA est ainsi le gène codant pour la sous-unité α de la PEI chez les 

Synechococcus marins. Les autres lettres réfèrent dans la majorité des cas à des linkers ou des sous-

unités de lyase de phycobilines.  

Les gènes codant pour les deux-sous unités (α et β) des PBPs majeures (APC, PC, PE et PEII 

chez les Synechococcus marins) sont toujours contigus et cotranscrits (de Lorimier et al., 1984; 

Conley et al., 1985; Houmard et al., 1986; Conley et al., 1988; Mazel et al., 1988; Swanson et al., 

1992; Grossman et al., 1993; Six et al., 2007b). De même, des gènes de linkers sont souvent adjacents 

et cotranscrits avec ceux codant pour les sous-unités de PBP de laquelle ils dépendent (Grossman et 

al., 1993). Cette organisation a d'ailleurs permis de déterminer la spécificité des différents 

polypeptides de liaison (Liu et al., 2005). Chez la plupart des cyanobactéries, les polypeptides 

intervenant dans l'assemblage du cœur, comme le LC et le LCM (encodés respectivement par apcC et 

apcE) sont ainsi retrouvés à proximité des gènes codant pour les sous-unités de l'APC, apcE étant 

retrouvé en amont, apcC en aval (Grossman et al., 1988; Houmard et al., 1988). Cependant chez 

certains organismes, comme Synechococcus sp. PCC 7002 et Synechocystis sp. PCC 6803, apcE est 

retrouvé isolé au sein du génome (Bryant, 1988; Grossman et al., 1993). Les deux autres sous-unités 

du cœur, αB et β18, intervenant dans la formation de l'APC B et l'APC I respectivement, sont codées 

par les gènes apcD et apcF toujours retrouvés isolées au sein du génome. De manière similaire aux 

linkers, les gènes de certaines phycobilines lyases sont également retrouvées à proximité des gènes 

de PBPs qu'elles chromophorylent (Jung et al., 1995; Kahn et al., 1997; Schluchter et al., 2010). 
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Figure 33 : Comparaisons des régions génomiques impliquées dans la synthèse et la régulation des bras des 
phycobilisomes au sein des différentes souches marines de Synechococcus. Ces gènes sont localisés au sein 
d’ilôts génomiques, et pourraient avoir été transférés latéralement entre les différentes lignées (Dufresne et 
al., 2008). Les souches vertes RS9917 et WH5701 constituent le type pigmentaire 1 (uniquement de la 
phycocyanine (PC)), WH7805 le type pigmentaire 2 (PC et phycoérythrine I (PE I)), les autres souches 
correspondant aux types 3a-d (PC + PE I + PE II). Les souches BL107, CC9902, CC9311 et RS9916 (type 3d) sont 
capables d’adaptation chromatique de type IV (d’après nomenclature proposée par Palenik (2001)). D'après Six 
et al. (2007b). 

 

La majorité des gènes impliqués dans la structure et la biosynthèse des PBPs, des linkers et 

des phycobilines est regroupée au sein de régions plus au moins spécialisées. Cette organisation a 

initialement été décrite chez Fremyella diplosiphon, cyanobactérie filamenteuse d’eau douce, chez 

qui les gènes d’APC et de PC sont regroupés en un vaste cluster génomique (Conley et al., 1986; 

Grossman et al., 1993). L'organisation génomique retrouvée chez cette dernière est en réalité 

originale car les clusters impliqués dans la synthèse du cœur et des bras ne sont éloignés que de 4 

Kpb, alors que ceux-ci sont généralement retrouvés à différents endroits du génome chez les autres 

cyanobactéries (Conley et al., 1988; Grossman et al., 1993). L'étude de son génome a également 

permis de mieux comprendre les bases moléculaires du processus d'acclimatation chromatique (voir 

§II.3.2). Trois opérons codant pour des sous-unités α et β de PC ont été mis en évidence chez F. 

diplosiphon. Les deux premières séries de gènes cpcB1A1 et cpcB2A2 sont contigues, mais possèdent 
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des propriétés transcriptionnelles distinctes (Conley et al., 1986; Grossman et al., 1993). L'expression 

de cpcB1A1 est constitutive, alors que l'expression de cpcB2A2 est significativement plus forte en 

lumière rouge qu'en lumière verte (voir §II.3.2; Conley et al., 1986; Lomax et al., 1987; Conley et al., 

1988; Houmard et al., 1988; Mazel et al., 1988). Le troisième opéron n'est induit qu'en cas de 

carence en soufre (Mazel et Marliere, 1989). 

 

Cette organisation est également retrouvée au sein des Synechococcus marins pour lesquels 

plusieurs clusters ont été mis en évidence (Wilbanks et Glazer, 1993a; Six et al., 2005). Comme pour 

la majorité des autres cyanobactéries, un premier cluster comprend 4 gènes impliqués dans la 

synthèse d’APC, dans l’ordre apcEABC, alors que deux autres gènes, apcD et apcF sont retrouvés 

isolés au sein des différents génomes. D’autre part, la majorité des gènes impliqués dans la synthèse 

et régulation des projections radiaires sont localisés au sein d’une région génomique beaucoup plus 

large, dont la taille augmente avec le degré de complexité du PBS, d’environ 9 Kpb pour les souches 

du type 1 à 27-28.5 Kpb chez les souches capables d’acclimatation chromatique (3d; Fig. 33). La 

synténie de ces régions est très similaire entre les souches du même type pigmentaire. Dans la 

plupart des génomes, l’extrémité 5’ de cette région commence par un gène court dont la fonction 

reste inconnue à ce jour (unk1) et se termine à l’extrémité 3’ par un gène conservé codant 

probablement pour une phosphotyrosine phosphatase de faible poids moléculaire. 

 

Chez les souches de type 1, l’essentiel de la région est principalement composée de deux 

opérons cpcBA codant pour les sous-unités de la PC-C, 3 linkers associés aux bras, 1 linker associé au 

cœur d’APC et par deux types de phycobilines lyases (CpcT et CpcE/F). Chez la seule souche de type 2 

actuellement séquencée, WH7805, une partie de la région est remplacée par un groupe de 19 gènes, 

impliqués dans la synthèse et régulation de la PEI. Les gènes pebA et pebB, situés à l’extrémité 3’, 

sont impliqués dans la synthèse des chromophores PEB. La région PE est aussi présente chez les 

souches contenant de la PEII, mais celle-ci est interrompue par une autre sous-région additionnelle 

(région PEII), contenant de 5 à 9 gènes et située entre le régulateur de la PE cpeR et la lyase 

isomérase cpeY (ou cpeZ chez d’autres souches). Les gènes codant pour les sous-unités α et β de la 

PEII, deux phycobilines lyases, un polypeptide linker ainsi que deux ou trois protéines de fonction 

inconnue sont présents au sein de la région PEII. En amont de tous ces gènes, toutes les souches 

possédant de la PEII, contiennent le gène de linker cpcGII et aplA, dont le produit présente une 

homologie avec la sous- et appartiendrait à une nouvelle classe de photosenseurs cyanobactériens 

(Montgomery et al., 2004). Il est important de noter que plusieurs gènes codant pour des protéines 

de fonction inconnue (nommés unk) sont présents au sein de ce cluster génomique, et pourraient 
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avoir eu un rôle dans le transfert latéral de gènes en servant de points de recombinaison (Six et al., 

2007b). 

II.2.6.2. Processus évolutifs des phycobiliprotéines 

Les PBPs sont des protéines retrouvées à la fois dans le domaine bactérien, au sein de 

l'embranchement cyanobactérien, mais aussi au sein des plastes d'organismes eucaryotes comme les 

rhodophytes et les cryptophytes. De la PC et des sous-unités β d'APC sont également présentes chez 

Acaryochloris, qui utilise de la Chl d comme pigment principal (Miyashita et al., 1996; Marquardt et 

al., 1997; Miyashita et al., 2003). De la PE a été reportée chez les écotypes LL de Prochlorococcus, 

même si son rôle reste encore à déterminer (Hess et al., 1996; Steglich et al., 2003a; Steglich et al., 

2005). Cependant chez ces deux cyanobactéries, les PBPs ne sont pas organisées en PBS.  

La similarité entre les PBPs cyanobactériennes et d'algues rouges a été observée pour la 

première fois en 1967 par des approches immunochimiques (Berns, 1967). De ces travaux ont 

émergé la théorie endosymbiotique d'un organisme proche des cyanobactéries actuelles avec un 

organisme non photosynthétique eucaryote, entrainant ainsi l'apparition du chloroplaste des 

rhodophytes. Un évènement endosymbiotique secondaire serait à l'origine du chloroplaste des 

cryptophytes (Ludwig et Gibbs, 1985; Palmer et Delwiche, 1996). En effet, de nombreuses études 

d'immunochimie et la comparaison des séquences de PBPs ont démontré que ces protéines étaient 

toutes liées (Guard-Friar et al., 1986; Sidler et al., 1990).  

De plus, les PBPs dérivent clairement d’une protéine ancestrale commune. Les comparaisons 

de séquences de PBPs ont mis en évidence un grand nombre d'acides aminés conservés (Ducret et 

al., 1994; Apt et al., 1995; Zhao et Qin, 2006). Ces résidus qui sont retrouvés tout au long de la 

molécule sont néanmoins concentrés dans les domaines d’attachement des chromophores et dans 

les domaines X et Y (Zhao et Qin, 2006). Ces deux domaines participeraient à la stabilité des 

chromophores ou du monomère αβ (Schirmer et al., 1985; Schirmer et al., 1986; Kikuchi et al., 2000). 

Selon le modèle proposé par Apt en 1995 (Fig. 34), la protéine ancestrale devait contenir ces acides 

aminés, ainsi que ceux nécessaires pour la trimérisation et l’héxamérisation, une structure 

tridimensionnelle proche des PBPs actuelles, et un seul site d’attachement de chromophore, 

probablement la Cys-84 (Apt et al., 1995).  

Le gène codant pour cette protéine aurait au cours d’une première étape été dupliqué, 

conduisant à la génération d’un tandem de gènes de PBP. Les gènes de ce tandem auraient divergé 

et coévolué pour former les deux sous-unités α et β (Shi, 2011). Les sous-unités α et β étant 

virtuellement toutes contranscrites, cette co-transcription a du participer à la conservation de la 

stoechiométrie 1:1 nécessaire à l’hétérodimérisation. La différenciation entre sous-unités α et β a été 

une étape critique dans l’évolution des PBPs, ayant aidé à établir un complexe protéique avec un 
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transfert unidirectionnel d’énergie, des sous-unités α vers β. Par la suite la duplication de ce tandem 

a donné lieu à deux lignées évolutives distinctes, celle du cœur du PBS (APC) et celle des bras (PC et 

PE; étape 2). Dans une de ces deux lignées, l’ordre des gènes a été inversé, probablement lors de la 

duplication. 

Au sein de la lignée de l’APC, une nouvelle duplication génique a permis l’obtention des sous-

unités αB et β18. Le tandem précurseur des projections radiaires a été dupliqué pour former 

respectivement la PC et la PE. Ces gènes ont co-évolué avec les gènes du cœur et des différentes 

protéines linkers, permettant d’obtenir la structure du PBS que l’on connaît actuellement. Le nombre 

de chromophores au sein de chaque unité a été augmenté, de même que leur nature, leur 

permettant de capturer de manière plus efficace la forte énergie des faibles longueurs d’onde. Ces 

différents processus évolutifs ont mené à l’obtention de caractéristiques spectrales distinctes au sein 

des différentes lignées de PBP. 
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Figure 34: Modèle d’évolution des gènes des phycobiliprotéines et de développement du phycobilisome. Adapté de Apt et al. (1995). 
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Figure 35 : Arbre en maximum de vraisemblance produit à partir des séquences d’acides aminés concaténées 
de 51 protéines ribosomales des Synechococcus marins. D'après Six et al. (2007b). 

Les PBS actuels sont donc issus de deux forces évolutives majeures: i) le développement d’un 

transfert unidirectionnel de l’énergie lumineuse, des extrémités des bras radiaires vers le cœur 

d’APC, et ii) la capacité d'absorber les faibles longueurs d’onde. D’un point de vue évolutif, les PBS les 

plus récents sont donc ceux possédant à la fois de l’APC, de la PC et deux types de PE, comme ceci est 

le cas chez les cyanobactéries marines du genre Synechococcus du type pigmentaire 3. Il semblerait 

que les différents composants des PBS de Synechococcus aient évolué de manière presque 

indépendante. La phylogénie des gènes d'APC est similaire à celle des gènes de ménage (type ARNr 

ou protéines ribosomales), suggérant que les systèmes de transfert d’énergie lumineuse du cœur 

jusqu’au PS II est un mécanisme ancien et particulièrement conservé, ne permettant pas de 

variabilité phénotypique majeure au cours des processus évolutifs (Six et al., 2007b). En revanche, les 

composants des bras radiaires auraient évolué à travers des séries de duplication. L’acquisition de la 

PC et de la PE (ou PE I) a vraisemblablement eu lieu avant la différenciation de la branche 

Synechococcus/Prochlorococcus/Cyanobium des autres cyanobactéries (voir Fig. 7). Par contre, la 

différenciation de la PE II, un complexe spécifique des Synechococcus marins, serait postérieure à 

cette séparation (Everroad et Wood, 2012). Le fait que les types pigmentaires ne sont pas restreints à 

des clades spécifiques de Synechococcus (Fig. 35) suggère que les gènes impliqués dans la synthèse et 

régulation de la PE I et PE II, auraient été transférés d’une lignée à une autre, probablement par 

transfert latéral de gènes via des virus ou par transformation naturelle. 
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II.3. L’acclimatation chromatique chez les cyanobactéries 

Dans l'environnement, l'appareil photosynthétique des cyanobactéries est confronté aux 

fluctuations quantitatives et qualitatives des conditions lumineuses (voir § II.1.2.1 et II.1.2.2). Un des 

premiers niveaux de réponse face à une augmentation de l'éclairement est la diminution de la 

quantité de complexes d'antenne et des pigments associés (Kana et Glibert, 1987). Sans cette 

modulation de la quantité de pigments, les processus photosynthétiques s'accompagneraient d'une 

forte production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) à forte intensité lumineuse. La prodution 

intracellulaire de ROS, générés à la fois au niveau des PSI et II et de l'antenne photocollectrice, est en 

effet particulièrement exacerbée lorsque le transport d'électrons photosynthétiques excède le taux 

de consommation de ces électrons pour la fixation du CO2 (Vass et al., 1992; Asada, 1999; Zolla et 

Rinalducci, 2002). Les ROS réagissent avec de nombreux composés cellulaires et peuvent être 

toxiques pour la cellule. Une diminution de la capacité photosynthétique des cellules est donc 

observée à forte lumière (Kana et Glibert, 1987; Six et al., 2004) et/ou en réponse à l'exposition aux 

UV (Garczarek et al., 2008). En plus d'une réduction du nombre total de PBS, une réduction de taille 

des bras peut également être observée (de Lorimier et al., 1992; Six et al., 2007a). Un deuxième 

niveau de réponse aux changements d'intensité lumineuse implique la modulation du rapport entre 

le nombre de PSI et de PSII de manière à moduler le flux d'électrons en sortie du PSII et ainsi d'éviter 

les effets phototoxiques (Kawamura et al., 1979; Barlow et Alberte, 1985). 

En plus de la variation d’intensité lumineuse, Engelmann notait dès la fin du XIXème siècle 

que certaines cyanobactéries étaient capables de changer de couleur en fonction de la lumière à 

laquelle elles étaient exposées (Engelmann, 1883a, b). Les travaux de Gaidukov, son étudiant, 

permirent par la suite de mettre en évidence que les filaments de la cyanobactérie d’eau douce 

Oscillaria avaient cette capacité de changer leur couleur en fonction des filtres, et donc de la qualité 

spectrale de la lumière ambiante, sous lesquelles elles étaient cultivées (Gaidukov, 1902, 1903). Les 

cellules présentaient une coloration bleu-vert sous lumière orange, et rouge sous lumière verte. Les 

auteurs ont alors proposé le terme "d'adaptation chromatique complémentaire" (ACC). Ces 

observations furent contestées par de nombreux scientifiques, incapables de reproduire ces résultats 

en utilisant d’autres souches de cyanobactéries. Cette controverse fut résolue par Boresch, qui fut le 

premier a confirmé les résultats de Gaidukov, précisant même que ce phénomène impliquait un 

changement au niveau du rapport PE/PC (Boresch, 1922), modifiant ainsi la composition des PBS 

(Bennett et Bogorad, 1973; Tandeau de Marsac, 1977; Kehoe et Gutu, 2006). Bien que le terme 

adaptation ait été utilisé initialement, ce type de réponse n’implique aucun changement au niveau 

génétique, mais ferait appel à un changement au niveau des réseaux de régulation génique. Gutu et 

Kehoe ont proposé d’utiliser plutôt le terme « acclimatation chromatique » (Gutu et Kehoe, 2012). 
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II.3.1 Diversité des souches capables d'acclimatation chromatique chez 

les cyanobactéries 

Si toutes les souches de cyanobactéries ne sont pas capables d'AC, ce phénomène n'est pas 

circonscrit à une seule lignée et apparaît largement distribué au sein de ce phylum (Tandeau de 

Marsac, 1977). L'AC a été observée chez des souches d'eau douce mais également marines, et ne 

semble pas être restreinte à des niches écologiques ou des zones géographiques spécifiques (Perry et 

al., 1981; Tandeau de Marsac, 1983; Postius et al., 2001; Grossman, 2003; Six et al., 2007b; Acinas et 

al., 2008; Duxbury et al., 2009). A l'exception d'Acaryochloris marina, l'AC n'est retrouvée qu'au sein 

de cellules produisant de la PE (Boresch, 1922). La diversité des cyanobactéries capables d'AC 

continue de croître avec l’exploration de nouveaux environnements. 

La connaissance sur les différentes couleurs de lumière pouvant être différemment perçues 

et les mécanismes impliqués ont énormément progressé ces dernières années. Initialement ce 

phénomène avait été décrit à partir de cellules capables de modifier leur contenu pigmentaire en 

réponse à des changements entre lumière rouge (RL) et verte (GL), mais des cellules capables de 

percevoir des variations entre bleu (BL) et GL, ou encore rouge et infrarouge ont récemment été 

décrites (Bennett et Bogorad, 1973; Palenik, 2001; Duxbury et al., 2009). 

 

Figure 36 : L'acclimatation chromatique de type III chez Fremyella diplosiphon. Images des différents 
phénotypes en fonction de la qualité de lumière et spectres d'absorption associés en lumière rouge et lumière 
verte. La chlorophylle a absorbe à 440 et 680 nm. En lumière rouge les bras des phycobilisomes sont courts et 
constitués uniquement de phycocyanine (PC), alors qu'ils sont plus longs d'un hexamère et constitués d'une 
majorité de phycoérythrine (PE) en lumière verte. D'après Gutu et Kehoe (2012). 
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Les cyanobactéries possédant à la fois de la PC et de la PE, et donc potentiellement capables 

d'AC rouge-vert peuvent être réparties en différents types selon leur réponse (Tandeau de Marsac, 

1977). Cette classification valable pour toutes les cyanobactéries distingue ainsi les souches n'étant 

pas capables de modifier leur composition pigmentaire (type I). D'autres souches ont des niveaux de 

PE plus importants en GL qu'en RL (type II). Les niveaux de PC ne sont quant à eux pas influencés par 

ce phénomène. Les souches du type III (CA3 ou ACC) ont des niveaux de PE plus importants en GL, 

mais accumulent davantage de PC en RL (Fig. 36). En effet en RL, les cellules ayant accumulé la PC 

prennent une coloration bleue-verte, et réciproquement en GL (Fig. 36). Le type IV, découvert plus 

récemment chez les cyanobactéries marines du genre Synechococcus, regroupe les cellules capables 

de percevoir les changements entre GL et BL (Palenik, 2001). Ce type d'AC implique une modification 

du rapport des deux chromophores liés à la PE I et la PE II (PEB et PUB) mais pas de la composition 

protéique du PBS (Everroad et al., 2006). 

II.3.2 Bases moléculaires de l'acclimatation chromatique de type III 

Fremyella diplosiphon est la cyanobactérie la plus étudiée vis-à-vis des mécanismes 

moléculaires impliqués au niveau de l'AC. Placée en RL, cette cyanobactérie ne fabrique quasiment 

plus de PE, et les bras des PBS sont composés de 3 hexamères de PC (Rosinski et al., 1981; Siegelman 

et Kycia, 1982). En revanche en GL, les bras ne sont plus composés que d'un hexamère de PC et 3 

disques de PE (Fig. 36). Des variations au niveau structural par rapport à ce modèle ont été observées 

chez d'autres souches (Ohki et al., 1985; Westermann et al., 1993; Westermann et Wehrmeyer, 

1995). Dans la majorité des cas, la PC composant les extrémités des bras en lumière rouge, nommée 

PC2, n'est pas la même que celle composant l'hexamère situé à la base des bras, nommée PC1 

(Bryant, 1981). Chez Fremyella diplosiphon l'opéron cpcB1A1 (codant la PC1) est exprimé de façon 

constitutive, et peu de variations au niveau transcriptionnel surviennent entre RL et GL. L'expression 

du second opéron cpcB2A2 (codant la PC2) est quant à elle induite en lumière rouge (Conley et al., 

1986; Lomax et al., 1987; Conley et al., 1988; Mazel et al., 1988). Les deux gènes cpeBA codant pour 

les deux sous-unités de la PE sont retrouvés isolés au sein du génome (Mazel et al., 1986; Grossman 

et al., 1993) alors que trois polypeptides de liaison, deux phycobiline lyases et une protéine 

régulatrice sont encodées au niveau de l'opéron cpeCDESTR (Federspiel et Grossman, 1990; 

Federspiel et Scott, 1992). Lorsque les cellules sont placées en GL, les niveaux de transcription de ces 

deux opérons augmentent rapidement (Federspiel et Grossman, 1990). L'AC3 implique également 

une régulation des gènes pcyA et pebAB impliqués dans la biosynthèse de PCB et PEB respectivement 

(Alvey et al., 2003; Alvey et al., 2007). 

Ces différentes études ont souligné que l'accumulation de PC était maximale en RL autour de 

641 nm alors que l'accumulation de PE était induite en GL autour de 541 nm. Ce processus est 
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photoréversible, suggérant l'implication d'un système de type phytochrome (Vogelmann et Scheibe, 

1978). La régulation de l'AC3 fait en réalité intervenir deux systèmes régulateurs distincts (Fig. 37). Le 

premier système, nommé Rca (pour Regulator for complementary Chromatic Adaptation) est activé 

en RL. Il contrôle la synthèse de la PC "induite" et en même temps réprime l'expression de l'opéron 

cpeCDESTR (Sobczyk et al., 1994; Li et al., 2008). Le second système, nommé Cgi (pour Control of 

Green light Induction), n'a pas d'effet sur la synthèse de la PC ou de PcyA mais réprime la synthèse de 

PE en RL. 

 

Figure 37 : Bases moléculaires de la régulation de l'acclimatation chromatique de type III. En lumière rouge, le 
système Rca est phosphorylé et active les opérons codant pour la phycocyanine 2 mais réprime les opérons 
impliqués dans la synthèse de phycoérythrine. D'après Gutu et Kehoe (2012). 

Le système Rca est composé de trois protéines régulatrices, RcaE, RcaF et RcaC, dont les 

gènes forment un opéron (Chiang et al., 1992; Kehoe et Grossman, 1996, 1997). Ces trois protéines 

sont indispensables à la régulation de l'AC3, et tout mutant d'une de ces protéines entraine un 

phénotype similaire aux cellules placées en lumière verte (Kehoe et Grossman, 1997).  

RcaE est capable de percevoir les changements de condition lumineuse, alors que les deux 

autres composants du système, RcaF et RcaC fonctionnent comme des régulateurs de réponse (Seib 

et Kehoe, 2002; Alvey et al., 2003; Terauchi et al., 2004; Li et Kehoe, 2005). RcaE présente une 

certaine similarité avec les phytochromes retrouvés chez les plantes supérieures et possède 

notamment un domaine GAF, liant un chromophore (Kehoe et Grossman, 1996). Cependant les 

phytochromes des plantes supérieures répondent à un changement de RL/infra-rouge, alors que 

cette classe de protéine répond au changement RL/GL (Terauchi et al., 2004). D'autre part, seul le 

domaine GAF semble nécessaire pour la perception du signal contrairement aux phytochromes qui 

nécessitent trois domaines distincts nommées PAS, GAF et PHY, une particularité ayant amené à 

nommer "cyanobactériochromes" cette nouvelle classe de photorecepteurs spécifiques des 

cyanobactéries (Ikeuchi et Ishizuka, 2008). Ces protéines peuvent être impliquées, en plus de l'AC, 

dans de nombreux processus métaboliques comme le rythme circardien ou le phototactisme (Wilde 
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et al., 1997; Schmitz et al., 2000; Yoshihara et Ikeuchi, 2004). RcaE se caractérise aussi par la 

présence d'un module histine-kinase et un site de phosphorylation. RcaF contient également un site 

de phosphorylation, au niveau d'un résidu aspartate très conservé, et sert de transfert de 

phosphorylation (Kehoe et Grossman, 1997; Alvey et al., 2003). RcaC est comme RcaF une protéine 

régulatrice de réponse, et possède deux domaines récepteurs de phosphorylation, retrouvés aux 

extrémités N-terminale et C-terminale, un domaine de liaison à l'ADN de type OmpR/PhoB ainsi 

qu'un domaine de transfert de phosphorylation (Chiang et al., 1992; Kehoe et Gutu, 2006). 

 

Le système Rca est activé en RL, par autophosphorylation de RcaE (Li et Kehoe, 2005). Le 

groupement ATP est ensuite transféré au résidu aspartate de RcaF, puis au résidu histidine de RcaC 

et enfin au module situé en N-terminal (Li et Kehoe, 2005). Comme les régulateurs de la famille 

OmpR, RcaC agit à la fois en tant qu'activateur et répresseur transcriptionnel (Feng et al., 2003; Alvey 

et al., 2007; Li et al., 2008). RcaC active ainsi la transcription de l'opéron codant pour la PC2 ainsi que 

le gène pcyA, et réprime transcriptionnellement l'opéron cpeCDESTR. RcaC régule ces gènes en se 

fixant sur des séquences d'ADN spécifiques de 23 à 24 pb, nommées "L Box", situées en amont des 

gènes pcyA et cpc2 (Alvey et al., 2007; Bezy et Kehoe, 2010). Une "L Box" est également retrouvée en 

amont de cpeC, mais présente une orientation inverse (Alvey et al., 2007). Le système Rca régule 

également des fonctions non liées à la biosynthèse des PBS, comme la biosynthèse de la Chl (Stowe-

Evans et al., 2004; Kehoe et Gutu, 2006). 

Contrairement aux gènes activés en RL, les gènes activés en GL sont contrôlés par deux 

systèmes. On estime que le système Cgi contrôle environ 1/3 de l'expression de l'opéron cpeCDESTR, 

mais n'a aucune influence sur les gènes de PC (Kehoe et Grossman, 1997; Seib et Kehoe, 2002; Kehoe 

et Gutu, 2006). En RL le système Cgi agit en réprimant post-transcriptionnellement l'opéron 

cpeCDESTR (Bezy et al., 2011). Le fonctionnement du système Cgi reste néanmoins à ce jour 

beaucoup moins bien compris que le système Rca et ses composants restent encore à identifier 

(Gutu et Kehoe, 2012). En GL, les deux systèmes ne répriment plus l'expression du gène codant pour 

l'activateur transcriptionnel CpeR, qui agit sur l'expression des opérons cpcBA et pebAB en se fixant à 

l'ADN au niveau de régions conservées appelées "N-boxes" (Cobley et al., 2002; Seib et Kehoe, 2002; 

Kehoe et Gutu, 2006). 

II.3.3 Bases moléculaires de l'acclimatation chromatique de type II 

Les adaptateurs chromatiques de type II régulent uniquement la synthèse de PE (Tandeau de 

Marsac, 1977). Comme pour l'AC3, ce phénomène, nommé AC2, est retrouvé au sein de plusieurs 

lignées de cyanobactéries (Tandeau de Marsac, 1977). Un spectre d’action mené sur Synechocystis 

sp. 6701 a permis de mettre en évidence que la synthèse de PE était contrôlée par la GL (λ=540nm), 
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alors que la RL (λ=640nm) empêchait celle-ci (Tandeau de Marsac et al., 1980). Les cultures de la 

cyanobactérie Nostoc sp. MAC, une autre souche capable d'AC2, présentent une coloration verte 

sous lumière blanche et un rapport équimolaire PE:PC. Les cultures deviennent brunes lorsque les 

cellules sont cultivées sous GL, traduisant une synthèse de PE. Le rapport PE:PC observé est alors de 

2:1 (Anderson et al., 1983). Il a ainsi été suggéré qu’en GL, les PBS portaient un disque de PE en plus, 

par rapport aux cellules sous RL (Anderson et al., 1983; Tandeau de Marsac, 1983). D’autre part ce 

disque supplémentaire serait toujours ajouté à l’extrémité distale des projections radiaires des PBS 

(Tandeau de Marsac, 1977, 1983).  

 

Figure 38 : Bases moléculaires de l'acclimatation chromatique de type II chez Nostoc punctiforme. Le système 
implique le cyanobactériochrome CcaS et la protéine régulatrice de réponse CcaR. D'après Hirose et al. (2010).  

La régulation de l'AC2 a été beaucoup moins étudiée que l'AC3. Comme pour cette dernière, 

l'expression transcriptionnelle de cpeBA chez Synechocystis sp. BO 8402 est plus importante en GL 

qu'en RL (Neuschaefer-Rube et al., 2002). Récemment, la découverte d'un système de régulation 

impliquant deux protéines, CcaS et CcaR, a permis d'établir un modèle des bases moléculaires de la 

régulation de ce phénomène chez Nostoc punctiforme (Fig. 38). CcaS est un cyanobactériochrome, 

d'abord mis en évidence chez Synechocystis sp. PCC 6803 qui ne possède pas de PE. CcaS perçoit les 

variations de condition lumineuse, et en GL est capable de phosphoryler la protéine régulatrice CcaR 

(Hirose et al., 2008b). CcaR est un régulateur de réponse de la famille OmpR se fixant au niveau de "G 

Boxes" (Hirose et al., 2008b; Hirose et al., 2010). Les gènes codant pour CcaR et CcaS sont organisés 

en opéron (Hirose et al., 2008b; Hirose et al., 2010).  

CcaR contrôle l'activité transcriptionnelle de l'opéron cpeC-cpcG2-cpeR1 en activant celui-ci 

en GL. Par analogie avec l'opéron cpeCDESTR de F. diplosiphon, le régulateur CpeR1 active également 

l'opéron cpeBA chez Nostoc punctiforme. Néanmoins, contrairement aux souches capable d'AC3, la 

transcription de cet opéron n'est pas supprimée en RL, mais est activé de façon constitutive par le 

régulateur CpeR2, dont le niveau d'expression ne varie pas en fonction de la lumière incidente 

(Hirose et al., 2010). CpcG2 est un polypeptide de liaison LCR, également sous contrôle de CcaS/R chez 
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Synechocystis sp. PCC 6803, fortement exprimé en GL (Kondo et al., 2005; Hirose et al., 2008b). Chez 

Synechocystis, cette protéine est également impliquée dans le transfert d'énergie (Kondo et al., 2005; 

Kondo et al., 2009). Ainsi chez Nostoc punctiforme le système CcaS/R agirait sur le rapport PE/PC en 

GL, mais pourrait également agit sur le transfert d'énergie au niveau du PSI sous cette condition 

lumineuse (Hirose et al., 2010).  

 

Les différentes études menées sur les souches capables d'AC2 et AC3 suggèrent que ces deux 

groupes sont régulés par deux cyanobactériochromes distincts, CcaS et RcaE. De manière 

intéressante, ces deux cyanobactériochromes présentent une forte similarité. Les deux protéines 

régulatrices impliquées dans ces deux systèmes, CcaR et RcaC sont également homologues, et 

appartiennent à la famille des régulateurs transcriptionnels OmpR. Ces caractéristiques ont mené à 

suggérer que le système CcaS/R serait un système ancestral de perception des variations de 

conditions lumineuses, notamment en raison de sa relative simplicité par rapport au système Rca. Ce 

système aurait ensuite évolué et se serait complexifié de manière à réguler davantage de gènes, 

entrainant alors des phénotypes plus dynamiques au niveau de l'AC (Tandeau de Marsac, 1977; 

Hirose et al., 2010). 

II.3.4 Originalité de l'acclimatation chromatique de type IV présente chez 

les Synechococcus marins 

Certaines souches de Synechococcus marins sont également capables de modifier leur 

composition pigmentaire en fonction de la lumière incidente, selon un mécanisme nommé AC4 

(Everroad et al., 2006). Contrairement aux mécanismes décrits et caractérisés chez les souches d'eau 

douce, les Synechococcus marins ne répondent pas différentiellement entre GL et RL, mais entre BL 

et GL (Fig. 39B). L'AC4 ne répond pas non plus à un changement d'intensité lumineuse, ni différentes 

sources d'azote (Palenik, 2001). Contrairement à l'AC2 et AC3, l'AC4 ne semble pas impliquer de 

changements majeurs au niveau de la composition en PBPs du PBS, mais plutôt une 

chromophorylation différentielle au niveau de la PE (Everroad et Wood, 2006). En BL, les cellules ont 

un contenu en PUB plus important qu'en GL, leur permettant ainsi de capturer plus efficacement les 

photons de couleur bleue (Fig. 39A; Palenik, 2001; Everroard et al., 2006). Récemment, il a été 

démontré chez la souche Synechococcus sp. RS9916 que l'AC4 impliquait le remplacement de PEB par 

du PUB au niveau de trois résidus cystéine (Fig. 39C). Parmi les cinq sites de la PEI, seule la Cys-α139 

est affectée, alors que ce processus concerne deux des six cystéines de la PEII : Cys-α83 et Cys-α140 

(Shukla et al., 2012). L’attachement différentiel de ces deux isomères serait sous l’action d'au moins 

deux couples de phycobilines lyases et lyases-isomérases. Parmi ces différents candidats, l'enzyme 

MpeZ a été caractérisée chez Synechococcus sp. RS9916 et correspond à une enzyme bi-
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fonctionnelle, capable de lier de la PEB en Cys-α83 de la PEII et de changer sa conformation chimique 

en PUB (Fig. 39C; Shukla et al., 2012). Le gène mpeZ est fortement exprimé en BL par rapport en GL, 

mais les bases moléculaires de cette régulation restent à ce jour inconnues. Le mutant mpeZ a un 

phénotype GL dans toutes les conditions lumineuses et sa PEII fixe un PEB en Cys-83. Aussi, il a été 

supposé que la phycobiline-lyase responsable de cet attachement est le complexe CpeY/Z (Biswas et 

al., 2011; Shukla et al., 2012). Par contre, les phycobilines lyases responsables de la 

chromophorylation des autres sites affectés par l'AC4 restent à découvrir. 

 

Figure 39 : Changement de chromophorylation des phycoérythrines (PE) de Synechococcus sp. RS9916 lors de 
l'acclimatation chromatique de type IV. (A) Spectre d'excitation de fluorescence d'un culture placée en 
lumière bleue (BL, ligne bleue) et lumière verte (GL, ligne verte). (B) Cultures cultivées en BL et GL. (C) 
Chromophorylation de la PEI et PEII. Seul le changement de pigmentation de la Cys-α83 est affectée par MpeZ 
(site désigné par l'étoile). Figure réalisée à partir des données de Shukla et al. (2012). 

Par ailleurs, les comparaisons génomiques menées sur les différents génomes de 

Synechococcus marins n'ont pas permis à ce jour d'identifier de cyanobactériochromes équivalents à 

ceux impliqués dans les phénomènes d'AC2 ou AC3. Un seul photorécepteur possible AplA, a pu être 

mis en évidence. Cette protéine avait préalablement été identifié chez F. diplosiphon comme un 

membre d’une nouvelle classe de photorécepteurs cyanobactériens de fonction inconnue (Six et al., 

2007b) 
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III. LES APPORTS DE LA GENOMIQUE ET DE LA 

METAGENOMIQUE EN MICROBIOLOGIE MARINE 

L’écologie microbienne marine moderne n’a commencé que dans les années 1970 et 

apparaît donc comme une displicine récente au regard de bien des domaines de recherche (Pedrós-

Alió, 2006). Conditionnées par les moyens techniques disponibles à cette époque, la majorité des 

études menées s’attachaient à démontrer l’abondance des différents microorganismes en présence, 

sous-évaluant généralement le rôle écologique de chacune de ces composantes. La génomique est 

définie comme l’étude de l’information génétique portée par les nucléotides d’un organisme, clé de 

ses capacités métaboliques et phénotypiques. Favorisé par le développement des techniques de 

biologie moléculaire, utilisées en routine dans les laboratoires de nos jours (Sanger et al., 1977; 

Mullis et al., 1986), ce champ de recherche a connu un grande développement depuis quelques 

années. L’application de ces approches génomiques a particulièrement influencé l’étude des espèces 

et assemblage microbiens, provoquant une véritable révolution pour interpréter les relations 

évolutives (Woese, 1987). 

III.1. Les apports de la génomique marine 

III.1.1  Génomique des espèces marines cultivées 

Depuis le séquençage du premier génome bactérien en 1995 (Fleischmann et al., 1995), le 

nombre de génomes séquencés connait une croissance exponentielle et plusieurs centaines d’isolats 

marins ont été séquencés parmi les 4,000 génomes bactériens actuellement déposés. 

Methanocaldococcus jannaschii, une archée isolée des sources hydrothermales, fut le premier 

microorganisme marin à être entièrement séquencé (Bult et al., 1996). D’autres projets de 

séquençage ont permis par la suite d’obtenir les premiers génomes de bactéries hétérotrophes 

(Glöckner et al., 2003; Moran et al., 2004), de cyanobactéries (Dufresne et al., 2003; Palenik et al., 

2003; Rocap et al., 2003) ou de protistes (Armbrust et al., 2004) (Fig. 40). Les essais de mise en 

culture de la bactérie la plus abondante des océans ne furent concluants que dix ans après sa 

découverte (Rappé et al., 2002), et permirent le séquençage en 2005 du génome de Candidatus 

Pelagibacter ubique, appartenant au clade SAR11 (Giovannoni et al., 2005b).  

La génomique a été favorisée par le développement de nouvelles techniques de mise en 

culture (Connon et Giovannoni, 2002; Moore et al., 2007), des NGS (Mardis, 2008a, b; Metzker, 2009) 

et de nouveaux moyens bioinformatiques permettant de traiter ces vastes ensembles de données. 

Les programmes de financement de la fondation MOORE (www.moore.org/), du Joint Genome 
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Institute (www.jgi.doe.gov), ainsi que du programme GEBA (Genomic Encyclopedia of Bacteria and 

Archaea; Wu et al., 2009; Shih et al., 2013) ont également favorisé cette dynamique. 

 

Figure 40 : Microorganismes marins entièrement séquencés. L’arbre phylogénétique représente les divisions 
majeures du bactérioplancton, les astérisques représentants les groupes les plus abondants. Les microganismes 
possédant un génome inférieur à 2 Mbp sont encadrés. Modifié d'après Giovannoni et Stingl (2007). 

Le récent projet CyanoGEBA a permis d'ajouter 54 nouveaux génomes cyanobactériens et de 

mieux couvrir la diversité génétique et phénotypique de cette division (Shih et al., 2013). Les 

cyanobactéries constituent la division bactérienne pour laquelle le plus grand nombre de génomes 

marins ont été séquencés (Dufresne et al., 2008; Shih et al., 2013). Synechococcus et Prochlorococcus 

constituent 25% de ces génomes publics (n=29/126), et ont fait l’objet de nombreuses études de 

génomique comparative (Kettler et al., 2007; Dufresne et al., 2008; Scanlan et al., 2009). Ces 

génomes ne sont composés que d’un seul chromosome circulaire comme la majorité des 

cyanobactéries. Cyanothece sp. ATCC 51142 ou Anabaena variabilis ATCC 29413 possèdent quant à 

elles deux chromosomes, dont un linéaire (Welsh et al., 2008). La présence de plusieurs plasmides 

est commune à plusieurs taxons comme Synechococcus sp. PCC 7002 (n=6), Nostoc sp. PCC 7120 

(n=6), pouvant même atteindre 9 éléments distincts et représenter 25% des ORFs chez Acaryochloris 

marina MB11017 (Kaneko et al., 2001; Swingley et al., 2008; Shih et al., 2013). Aucun plasmide n’a 

été mis en évidence au sein des picocyanobactéries marines en culture, même si une étude récente 

réalisée dans les eaux côtières de l’océan Pacifique a suggéré la possibilité que certaines cellules de 

Synechococcus possèderaient ce genre d’éléments génétiques (Palenik et al., 2009).  
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Figure 41 : Taille (barres) et GC% (points) des génomes des picocyanobactéries marines, comparés à une 
sélection représentative d'autres cyanobactéries. Les cyanobactéries ont été divisées en 7 sous-clades 
majeurs (Shih et al., 2013), et cette affiliation phylogénétique est mentionnée entre parenthèses pour chacune 
des souches. Les picocyanobactéries marines appartiennent au sous-clade C1.  

La taille du génome varie entre 1,64 et 2,7 Mb chez Prochlorococcus et entre 2,12 et 2,86 Mb 

chez Synechococcus (Kettler et al., 2007; Dufresne et al., 2008). Ainsi, comparé à la taille moyenne du 

génome bactérien (3.69 ± 1.96 Mb) ou d’autres génomes cyanobactériens (5.33 ± 3.69 Mb, avec un 

record à 11,6 Mb pour Calothrix sp. PCC 7103), les picocyanobactéries marines possèdent de petits 

génomes (Fig. 41; Dufresne et al., 2008; Scanlan et al., 2009). Le pourcentage en bases GC varie entre 

31% et 51% chez Prochlororoccus (36% en moyenne) et entre 52% et 66% pour Synechococcus (59% 

en moyenne). 
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III.1.2 Réduction génomique et succès écologique 

Du fait de leur génome réduit, les picocyanobactéries marines possèdent un nombre limité 

de gènes codant pour des protéines. Ce nombre varie de 2,358 à 3,129 pour Synechococcus et de 

1,716 à 3,022 chez Prochlorococcus (Scanlan et al., 2009). Le génome commun, c’est-à-dire 

l’ensemble des gènes partagés par l’ensemble des souches, est composé de 1,572 gènes chez 

Synechococcus (représentant en pourcentage entre 50% pour la souche WH5701 à 66% pour CC9902; 

Dufresne et al., 2008). Ce génome commun est plus petit chez Prochlorococcus, avec 1,273 gènes (de 

42% pour MIT9303 à 72% pour MED4; Kettler et al., 2007). Le génome commun à l’ensemble des 

picocyanobactéries marines est composé de 1,100 gènes, et le degré de paralogie est très faible. Ces 

cyanobactéries constituent ainsi des modèles intéressants car elles possèdent tout l’équipement 

génétique nécessaire pour la vie cellulaire, mais également pour la photosynthèse oxygénique.  

 

Les comparaisons génomiques effectuées chez Prochlorococcus ont permis de mettre en 

évidence deux groupes bien distincts en terme de taille du génome, beaucoup plus variable qu’au 

sein du genre Synechococcus, et de contenu en bases GC. En effet, les souches LLIV MIT9313 et 

MIT9303 possèdent un génome de taille similaire à Synechococcus, contrairement aux autres 

écotypes, notamment les HL, chez qui la taille du génome est réduite de près d’un tiers. Ce 

phénomène de réduction génomique se serait ainsi produit après la divergence précoce de la lignée 

LLIV, située à la base de la radiation des Prochlorococcus (Kettler et al., 2007; Scanlan et al., 2009). La 

cyanobactérie UCYN-A, récemment renommée Candidatus Atelocyanobacterium thalassa, possède 

quant à elle un génome encore plus réduit que Prochlorococcus (1.44 Mb), mais est un symbionte 

obligatoire d'un haptophyte, du fait de l’absence de certaines voies de biosynthèse d’acides aminés, 

du PSII, de la Rubisco et du cycle des acides tricarboxiliques (TCA; Tripp et al., 2010; Thompson et al., 

2012). 

La réduction génomique observée chez Prochlorococcus est concomittante avec une 

réduction du contenu en bases GC au sein des génomes, notamment des souches HL (Dufresne et al., 

2005). Ce dernier phénomène s’explique sans doute par la perte de certaines enzymes impliquées 

dans la réparation des tranversions G:C vers A:T (Rocap et al., 2003; Dufresne et al., 2005; Partensky 

et Garczarek, 2010). Cette réduction génomique confèrerait un avantage évolutif à Prochlorococcus 

en diminuant ses besoins en azote, notamment pour la biosynthèse de l’ADN (Ussery et Hallin, 2004). 

Par ailleurs, les cellules de Prochlorococcus MED4 (et des autres Prochlorococcus à génome 

réduit) sont plus petites que celles de MIT9313 et MIT9303 (clade LLIV), suggérant qu'une réduction 

de la taille cellulaire a accompagné la réduction du contenu génomique (Ting et al., 2007; Partensky 

et Garczarek, 2010). De façon analogue, Candidatus pelagibacter ubique, qui représente en moyenne 

50% de la fraction bactérienne dans la couche superficielle de l'océan, y compris les régions les plus 
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pauvres, et qui comme Prochlorococcus a un génome réduit (1.3 Mb), est le plus petit 

microorganisme hétérotrophe marin. Ceci renforce l’idée que la réduction de taille cellulaire 

constitue un mécanisme d’adaptation aux zones oligotrophes (Morris et al., 2002; Dufresne et al., 

2005; Giovannoni et Stingl, 2005). Du fait de leur rapport surface/volume plus élevé, les cellules de 

petite taille auraient une meilleure capacité d’absorption de nutriments (Dufresne et al., 2003; 

Giovannoni et al., 2005a). L’efficacité d’absorption lumineuse serait également augmentée chez les 

microorganismes photosynthétiques, en diminuant l’effet de diffusion lumineuse (Morel et al., 1993). 

 

Parmi les 70 familles de gènes spécifiques de Synechococcus, dont la majorité aurait été 

perdus par Prochlorococcus au cours de l’évolution, 23 codent pour des protéines impliquées dans la 

photosynthèse (Dufresne et al., 2008). Parmi ces gènes, on peut citer par exemple les gènes 

impliqués dans la biosynthèse d’APC et de PC, les gènes psbA codant pour l’isoforme D1:2 de la 

protéine D1 qui confére au PSII une meilleure résistance à la photoinhibition (Garczarek et al., 2008) 

ou des gènes impliqués dans le transport et l’assimilation du carbone (Dufresne et al., 2008). Le gène 

kaiA, codant pour un des trois composants de l’horloge circadienne, a également été perdu au cours 

de l’évolution, de sorte que l'horloge de Prochlorococcus est minimaliste (Holtzendorff et al., 2008). 

Les gènes psbU et psbV, codant pour deux protéines impliquées dans la stabilisation du cluster 

mangénèse (ou OEC; Roose et al., 2007), ont également été perdus par les écotypes HL. Enfin, un 

certain nombre de transporteurs ABC, participant notamment à l'acquisition de solutés compatibles, 

sont absents des génomes de Prochlorococcus et pourrait induire une plus faible tolérance aux fortes 

salinités par rapport à Synechococccus (Hagemann et al., 1997; Scanlan et al., 2009). 

A l’inverse, les comparaisons géniques ont montré que seuls 10 gènes étaient spécifiques de 

Prochlorococcus (Partensky et Garczarek, 2010). Parmi ceux-ci on retrouve également des gènes 

photosynthétiques, comme les gènes pcb, codant pour les protéines d’antenne associées au PSII, le 

gène PcCao codant pour une Chl b synthetase permettant la synthèse de Chl b2 et un homologue de 

crtL-e, impliqué dans la synthèse de lycopène (Stickforth et al., 2003; Satoh et Tanaka, 2006).  

III.1.3 Dynamique des génomes picocyanobactériens 

Le séquençage de nouveaux génomes de picocyanobactéries a permis de mettre en évidence 

que si les génomes communs de Synechococcus et Prochlorococcus se stabilisaient, le supragénome 

picocyanobactérien (encore appelé pan-genome; Tettelin et al., 2008) qui comprend l’ensemble des 

gènes d’un ensemble taxonomique, continuait de s’accroître fortement et semblait loin d’être saturé 

(Habib, C, comm. pers.). Des modélisations mathématiques suggèrent que le séquençage d’un 

nouveau génome ajoute 277 gènes à ce pan-genome (Baumdicker et al., 2010). Pour le seul genre 

Prochlorococcus, le pan-génome contiendrait 57,792 genes, pour une taille effective de population 
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de 1.01 × 1011 cellules (Baumdicker et al., 2012), valeur cependant bien plus faible que la taille réelle 

estimée de la population de Prochlorococcus qui est de l'ordre de 1027 cellules (Garcia-Pichel et al., 

2003). La majeure partie du pan-génome est constitué de gènes non-essentiels au fonctionnement 

cellulaire, qui sont distribués de façon différentielle entre les différentes souches ou écotypes. Le 

transfert lateral de ces gènes entre les différentes lignées (Rocap et al., 2003; Coleman et al., 2006; 

Palenik et al., 2009; Sharon et al., 2009), constituerait ainsi un avantage évolutif notamment dans 

l’adaptation à de nouvelles niches écologiques (Tettelin et al., 2008). 

 

Figure 42 : Ilots génomiques chez Prochlorococcus marinus sp. MED4 et Synechococcus sp. WH8102. Les 
gènes communs, accessoires et uniques sont représentés par des couleurs rouge, bleue et jaune 
respectivement, au niveau du cercle extérieur. Les régions grises représentent les ilots génomiques putatifs 
prédits en se basant sur la fréquence tétranucléotidique pour WH8102 (Dufresne et al., 2008) et sur la synténie 
pour MED4 (Coleman et al., 2006). Les lignes noires au niveau du cercle intérieur représentent les ARNt. 
D'après Scanlan (2012). 

Les gènes accessoires (partagés par au moins 2 génomes) ou uniques sont généralement 

concentrés dans des régions génomiques spécialisées appelées « ilots génomiques » (Fig. 42; 

Coleman et al., 2006; Dufresne et al., 2008). Ces ilots génomiques ont originellement été identifiés 

chez Prochlorococcus en se basant sur des interruptions de la synténie en comparant des souches 

phylogénétiquement proches. Chez Synechococcus, où la synténie apparait moins bien conservée 

entre lignées distinctes, l’identification a été possible en analysant les variations de la fréquence 

trinucléotique ou tétranucléotique (Palenik et al., 2006; Dufresne et al., 2008). Ces régions sont très 

dynamiques et évoluent plus rapidement que le reste du génome, grâce à des phénomènes 

d’acquisition ou de délétions géniques, comme en atteste le faible recrutement de « reads » 

métagénomiques au niveau de ces régions comparées au reste du génome (Coleman et al., 2006; 

Kettler et al., 2007; Rusch et al., 2007; Frias-Lopez et al., 2008). 

 

Ces ilots représentent une part très variable du génome, de 10,6 à 31,2% (Dufresne et al., 

2008). La taille et la position de ces structures génétiques diffèrent largement d’un génome à l’autre. 
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Le rôle de ces régions reste difficile à définir car plus de 60% des gènes sont de fonction inconnue. 

Néanmoins il est probable que la majorité des ilots participent à l’adaptation à de nouvelles niches 

écologiques. En effet, chez Prochlorococcus marinus MED4, environ un quart des ilots sont 

différentiellement exprimés en cas de carence en phosphate ou de stress lumineux (Coleman et al., 

2006). D’autre part l’analyse transcriptomique des communautés microbiennes au niveau du gyre 

subtropical du Pacifique Nord, dominé par l’écotype HLII, a mis en évidence un fort niveau 

d’expression des gènes retrouvés dans ces régions génomiques (Frias-Lopez et al., 2008). Parmi les 

gènes de fonction connue, la grande majorité est impliquée dans la biosynthèse ou la modification de 

la paroi cellulaire comme des glycosyl transferases ou glycosides hydrolases (Fig. 42; Dufresne et al., 

2008; Scanlan, 2012). Certains de ces ilots auraient un rôle majeur dans la résistance au broutage ou 

aux phages (Palenik et al., 2003; Zwirglmaier et al., 2009; Avrani et al., 2011). Chez Prochlorococcus, 

des gènes impliqués dans le métabolisme nutritif comme les gènes d’assimilation du phosphate, 

nitrate, nitrite, acides aminés ou métaux traces sont également localisés dans les ilots génomiques 

(Coleman et al., 2006; Kettler et al., 2007; Martiny et al., 2009a). Certains ilots portent des gènes 

hypothétiques de très grande taille, parmi lesquels seul swmB, impliqué dans la motilité, a à ce jour 

été caractérisé (McCarren et Brahamsha, 2007). Les gènes impliqués dans la synthèse et régulation 

des bras des PBS constituent également un ilot génomique qui a la particularité d'être présents chez 

toutes les souches de Synechococcus (Six et al., 2007b). Les gènes hli, qui codent pour les protéines 

HLIP impliquées dans la réponse au stress lumineux, sont souvent retrouvés au niveau des ilots, et 

constitueraient des points de recombinaison (Garczarek et al., 2008). Enfin, la présence d’ARN non 

codants et de régulateurs transcriptionnels suggèrent que certains ilots interviendraient dans la 

régulation du métabolisme à un niveau plus global (Dufresne et al., 2008; Steglich et al., 2008; Georg 

et al., 2009; Scanlan et al., 2009).  



 LES APPORTS DE LA GÉNOMIQUE ET DE LA MÉTAGÉNOMIQUE EN MICROBIOLOGIE MARINE 

- 87 -  

III.2. L’étude des communautés non cultivées : l’ère de la 
métagénomique 

III.2.1 De la classification des microorganismes à la phylogénomique 

Les scientifiques ont depuis toujours cherché à faire l’inventaire des espèces, ou entités 

biologiques, qui les entourent. La caractérisation des différents organismes composant un 

écosystème se définit comme la structure des communautés. La taxonomie anime depuis des 

centaines d’années les zoologistes et botanistes. Chez les plantes et les animaux, les classifications 

effectuées se sont basées sur un certain nombre de critères complexes, à la fois morphologiques, 

phénotypiques et dans une moindre mesure physiologiques. Les scientifiques ne se sont cependant 

pas seulement attachés à classifier les êtres vivants, mais également à établir les relations existantes 

entre ces différentes entités, et ainsi d’établir des scénarios d’évolution. Ces relations évolutives ont 

pour la première fois été illustrées sous la forme d’un arbre phylogénétique par Charles Darwin 

(Darwin, 1859). Ce scientifique pionnier, souvent critiqué, a réussi à faire émergé l’idée de concept 

phylogénétique et la systématique moderne comme en atteste les fameux arbres d’Ernst Haeckel 

(Haeckel, 1866). Au niveau microbien, et notamment pour les bactéries, qui apparaissent comme des 

systèmes biologiques plus simples d’un point de vue morphologique, les critères physiologiques ont 

quant à eux été préférés (van Niel, 1955). 

 Les premières études de la diversité bactérienne en milieu marin ont commencé à la fin du 

XIXème siècle et utilisaient principalement des enrichissements ou des cultures pures (Certes, 1884; 

Frankland et Frankland, 1894). Plusieurs décennies pus tard, Baumann et collaborateurs 

fournissaient la première description et classification des bactéries marines à partir de plus de 200 

isolats (Baumann et al., 1972). Avec les développements méthodologiques de la fin des années 1970, 

notamment de la microscopie à épifluorescence (Ferguson et Rublee, 1976; Hobbie et al., 1977), les 

écologues marins ont finalement découverts le fort biais du à la mise de mise en culture (Staley et 

Konopka, 1985). Par comparaison morphologique des cultures obtenues à partir d’un échantillon 

complexe, il fut en effet démontré que la fraction cultivable ne représentait qu’une faible partie, 

inférieure à 1%, de la diversité totale (Amann et al., 1995). 

 

 A la fin des années 1960, les biologistes prirent conscience que des molécules comme l’ADN 

ou les protéines fournissaient une image de l’évolution (Zuckerkandl et Pauling, 1965) et que ces 

données pouvaient être utilisées pour fabriquer des arbres phylogénétiques (Fitch et Margoliash, 

1967). Les progrès technologiques des années 1970 au niveau des techniques de séquençage 

provoquèrent un changement brutal dans la perception de la complexité du monde vivant. 

Initialement développée sur des cultures pures, la phylogénie moléculaire se focalisant sur l’ARNr 

16S devint alors l’outil de référence pour la classification taxonomique des bactéries. Le ribosome, 
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présent chez tous les organismes vivants, fournissait un outil idéal pour l’étude des relations entre 

les espèces, même très éloignées (Fox et al., 1980; Lane et al., 1985; Olsen et al., 1986). Les travaux 

de Carl Woese ont ainsi bouleversé les plus hauts niveaux de taxonomie du monde vivant (Woese et 

Fox, 1977) et ont remis en question toute la taxonomie bactérienne (Woese, 1987; Woese et al., 

1990). 

Au-delà de sa robustesse, la phylogénie moléculaire a surtout permis d’étudier les 

communautés de manière culture-indépendante. Après extraction des acides nucléiques, les gènes 

d’intérêt ont pu être clonés puis séquencés, directement à partir d’échantillons naturels (Stahl et al., 

1984; Pace et al., 1986). De nombreux écosystèmes ont ainsi été étudiés, mettant en évidence de 

nombreuses lignées phylogénétiques au sein des eubactéries et confirmant l'existence d'une bien 

plus grande diversité au sein des écosystèmes que celle qui avait été identifiée à travers la mise en 

culture (Giovannoni et al., 1990; Britschgi et Giovannoni, 1991; Schmidt et al., 1991; Fuhrman et al., 

1993; Wright et al., 1997; Hugenholtz et al., 1998; Rappé et al., 2000; Rappé et Giovannoni, 2003). 

Dans certains habitats, les organismes les plus abondants n’avaient même pas de réprésentant 

proche en culture (Rappé et Giovannoni, 2003; Schloss et Handelsman, 2004). En milieu marin, la 

distribution ubiquiste de Candidatus Pelagibacter ubique (autrement connu sous le nom de clade 

SAR11), une α-protéobactérie présente en très forte abondance, a été révélée par ce genre d’études 

phylogénétiques (Giovannoni et al., 1990; Morris et al., 2002). Ces approches ont également permis 

d’identifier de nouvelles lignées archéennes (DeLong, 1992; Fuhrman, 1992; Karner et al., 2001) ou 

de picoeucaryotes (Moon-van der Staay et al., 2001). 

III.2.2 La naissance de la métagénomique 

Le séquençage de génomes dans les années 1990 a permis d’accroître de manière 

substantielle les connaissances sur la génétique, la capacité physiologique et l’écologie microbienne. 

Parallèlement, les nombreuses études phylogénétiques ont souligné la nécessité d’appréhender le 

fonctionnement des écosystèmes de manière culture-indépendante. Dérivée de la génomique, une 

nouvelle approche consistant à appréhender l’information génétique des communautés 

microbiennes directement à partir de l’environnement naturel a ainsi vu le jour à la fin des années 

1990. Cette discipline, dont la phylogénomique constituait les premiers travaux (Lane et al., 1985; 

Pace et al., 1986; Schmidt et al., 1991), fut dénommée « métagénomique » par Handelsman (Fig. 43; 

Handelsman et al., 1998) et est parfois appelée génomique environmentale, génomique des 

communautés, génomique des populations ou encore écogénomique (Handelsman, 2004; DeLong, 

2009). Contrairement à la phylogénomique, l’approche métagénomique ne s’intéresse pas 

simplement à la diversité microbienne, mais permet l’étude des voies métaboliques en présence, afin 

d’en déduire le fonctionnement global d’un écosystème. 
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Figure 43 : Intersections des disciplines traditionnelles de la microbiologie et de la métagénomique. Modifié 
d'après Delong (2009). 

III.2.2.1. Métagénomique et clonage : choix du vecteur 

L’approche métagénomique consiste à cloner l’ADN d’un échantillon environnemental, 

correspondant à un mélange de différents représentants, dans des vecteurs de clonage, puis à 

étudier le répertoire de gènes correspondant. La métagénomique apparait donc comme une 

méthode de choix pour compléter les études utilisant les approches traditionnelles de la 

microbiologie (Figs. 43 et 44).  

L’idée de cloner des fragments d’ADN provenant d’échantillons environnementaux a d’abord 

été appliquée par Schmidt en 1991, qui utilisait des phages lambda pour cloner des fragments d’ADN 

de 10 à 20 Kpb extraits à partir d’eau de mer (Schmidt et al., 1991). Cette approche qui consiste à 

utiliser des petits fragments d’ADN est dénommée en anglais "shotgun". Les progrès apportés sur les 

vecteurs de clonage en 1992 ont marqué un réel tournant dans les études métagénomiques. 

L’introduction des BACs (bacterial articial chromosome) et des fosmides (amélioration des cosmides) 

ont ainsi permis le clonage de larges fragments d’ADN génomique (Kim et al., 1992; Shizuya et al., 

1992). 

 

Les BACs. Ces vecteurs de clonage ont été mis au point en se basant sur la structure des 

plasmides conjugatifs retrouvés chez E. coli, appelés « facteurs F ». Les vecteurs BACs ne contiennent 

pas seulement les éléments génétiques nécessaires à leur propre réplication (oriS et repE), mais aussi 

les gènes parA et parB, permettant de maintenir ces éléments en un faible nombre de copies 

(généralement de une à deux). Un site de clonage présent au niveau du gène de la β-galactosidase, 

permettant un criblage des clones positifs par colorimétrie (Shizuya et al., 1992). Utilisés pour la 

première fois par Rondon afin de caractériser des inserts de Bacillus cereus (Rondon, 1999), les BACs 
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ont par la suite servi à une étude métagénomique de la flore bactérienne du sol (Rondon et al., 2000) 

et du picoplancton marin (Béjà et al., 2000). Si les BACs peuvent permettre le clonage de fragments 

supérieurs à 300 Kpb, la taille moyenne des inserts est souvent comprise entre 80 et 200 Kpb, ce qui 

en fait le vecteur de choix pour l’étude de voies métaboliques complètes (Béja et al., 2000), le 

criblage de Fogènes ou d'ilots génomiques d’intérêt biotechnologique (MacNeil et al., 2001; Schloss 

et Handelsman, 2003) ou encore la cartographie de génomes entiers. 

 

Figure 44 : Principe de la fabrication d’une banque métagénomique utilisant des fragments d’ADN 
environnemental de petite ou grande taille et possibilités d’analyses. 
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Les fosmides. Dérivés des cosmides, ces vecteurs offrent une meilleure efficacité de clonage 

que les BACs, mais permettent de cloner des fragments de taille plus faible, généralement comprise 

entre 35 et 45 Kpb. Egalement développés sur la base du facteur F, ils possèdent à la fois les 

propriétés d’un plasmide (origine de réplication, site de clonage, gène de résistance au 

chloramphénicol), les éléments régulateurs du nombre de copies des BACs, ainsi que les éléments 

cos des phages lambda (Kim et al., 1992). Ces derniers permettent l’encapsidation des éléments 

génétiques au sein de phages, qui seront utilisés pour la transformation des cellules hôtes. Cette 

étape, appelée transfection, est beaucoup plus efficace que les méthodes traditionnelles. Les 

fosmides, possédant les gènes parAB, sont présents en une ou deux copies par cellule, permettant de 

s’affranchir de la toxicité observée prélablement avec les cosmides. Les fosmides ont été les premiers 

éléments génétiques à être utilisés dans le cadre d’une approche métagénomique par l’équipe de 

DeLong qui a préparé une banque à partir d’un échantillon environnemental marin et identifié un 

clone contenant un gène d’ARNr 16S d’une archée jusque là incultivée (Stein et al., 1996). Les 

librairies de fosmides sont devenues de loin la méthode de clonage la plus utilisée pour les études en 

milieu marin, notamment à cause des contraintes méthodologiques rencontrées avec les BACs 

(Gilbert, 2010) et avec les cosmides, dont l’utilisation reste peu répandue (López‐García et al., 2004). 

Tableau 3 : Avantages et inconvénients des banques métagénomiques fabriquées à partir de petits ou grands 
inserts. Modifié d'après Daniel (2005). 

Type de 
librairie 

Avantages Inconvénients 

Petits  

inserts 
(plasmides) 

Permet de détecter les gènes exogènes faiblement exprimés 
grâce aux vecteurs présents en grand nombre de copies 

Inserts de petite taille (5 à 8 Kpb) 

Pouvoir exprimer les gènes exogènes grâce aux vecteurs 
inductibles 

Effort de criblage important 

Clonage adapté pour l’ADN contaminé ou de moindre qualité Non adapté pour le clonage des voies météboliques 
encodées par de larges clusters de gènes 

Techniquement simple  

Grands  

inserts 
(BACs, 
cosmides, 
fosmides) 

Inserts de grande taille Détection des gènes exogènes plus difficile 

Faible effort de criblage Expression limitée des gènes exogènes par les vecteurs 
inductibles 

Adapté pour le clonage des voies météboliques encodées par 
de larges clusters de gènes 

Techniquement difficile 

Convient pour la reconstruction de génomes Requiert de l’ADN purifié de haut poids moléculaire 

Le choix du vecteur de clonage dépend d’un certain nombre de paramètres, notamment de 

la quantité de matériel génétique disponible. La fabrication d’une librairie BAC nécessite davantage 

de matériel de départ que pour les librairies avec de petits inserts. La qualité du matériel est 

également un critère essentiel, notamment pour la fabrication de librairies BACs ou fosmides, 

nécessitant du matériel génétique de haut poids moléculaire, et donc des méthodes d’extraction 

adaptées. Les objectifs de l'étude conditionnent aussi ce choix : une approche par « shotgun » suffira 

pour le séquençage massif de gènes mais ne conviendra pas au criblage de larges régions 

génomiques. Les avantages et inconvénients de ces approches sont résumés dans le Tableau 3. 
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III.2.2.2. Approches “shotgun” et nouvelles technologies de séquençage à 

haut-débit 

Une étape importante de l'approche métagénomique est le séquençage massif des gènes 

d'un échantillon naturel par “shotgun”. Autrement appelée séquençage aléatoire, cette technique 

consiste à sequencer les extrémités des inserts, présents le plus souvent au sein de plasmides. La 

reconstruction de régions génomiques de taille plus importante est par la suite permise par 

assemblage des différentes séquences générées (ou reads). Deux études célèbres publiées en 2004, 

ont utilisé cette approche et un séquençage par la méthode de Sanger: l’étude d'un site au large des 

Bermudes (Venter et al., 2004) et l’analyse d’un biofilm des eaux de drainage acides de la mine de 

Richmond (Tyson et al., 2004). La première a consisté à faire un inventaire de la diversité génétique 

bactérienne de cette région bien caractérisée de la mer des Sargasses (Venter et al., 2004). Profitant 

de la disponibilité des séquenceurs après le séquençage du génome humain, cette étude a permis 

d’obtenir plus d’un Gb de séquences non redondantes, 1,2 million de gènes de fonction inconnue, 

affiliés à 1.800 espèces différentes et 48 phylotypes (Venter et al., 2004). Cette étude a également 

utilisé de nouvelles méthodes de bioinformatique. Cette gigantesque masse de données, qui 

représentait 5 % des séquences déposées sur GenBank à la fin de l’année 2004 (Riesenfeld et al., 

2004), a permis de mettre en évidence l’abondance de certaines fonctions métaboliques, comme la 

protéorhodopsine ou des gènes archéens intervenant dans l’oxydation de l’ammonium (voir 

§III.2.3.2). Néanmoins, malgré l’abondance de séquences, cette étude a aussi mis en évidence 

certaines limitations techniques notamment la difficulté de reconstruire des génomes complets en 

raison de la complexité microbienne de cet environnement océanique (Riesenfeld et al., 2004). 

 

Ces contraintes techniques n’ont pas été rencontrées dans le cas de l’étude du drainage 

minier (Tyson et al., 2004) car cet environnement présente des conditions physico-chimiques 

extrêmes en termes d'acidité et de teneur en métaux lourds, où seul un biofilm de faible diversité 

peut se développer (Bond et al., 2000). Ainsi, à partir de seulement 76,2 Mpb de séquences, les 

auteurs ont réussi à reconstituer les génomes presque complets de deux représentants microbiens 

(la bactérie Leptospirillum et l’archée Ferroplasma), auxquels se sont ajouté 3 autres génomes 

partiels (Tyson et al., 2004). L’analyse des voies métaboliques représentées au sein de ces génomes a 

permis d'identifier les voies de fixation du carbone et de l’azote, ainsi que les sources d’énergie 

utilisées par chaque microorganisme.  

Le milieu des années 2000 a été marqué par l’apparition des nouvelles technologies de 

séquençage (NGS) pouvant générer des dizaines de millions de séquences en parallèle. Ces diverses 

technologies permettent le séquençage d’ADN, sans clonage préalable pour amplifier et séparer les 

différentes matrices, et permettent ainsi de s’affranchir des biais liés au clonage (voir revue de 
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Shokralla et al., 2012). Néanmoins, les techniques NGS possèdent leurs propres limitations 

techniques (voir §III.2.2.3; Mardis, 2008a). Depuis l’apparition du pyroséquençage (Margulies et al., 

2005), les technologies NGS ont beaucoup évolué et su faire face à plusieurs défis à la fois techniques 

et financiers. Le premier a été la réduction des coûts, de plusieurs ordres de magnitude 

(Wetterstrand, 2013). L’autre point qui a fortement évolué concerne l’amélioration de la qualité des 

séquences produites, tant par la précision de la méthode que par la longueur des séquences 

générées (Fig. 45A). Ce point, auquel s’ajoute la quantité de données produite, est sans conteste 

celui qui a conditionné le succès respectif de chacune des méthodes. Le dernier défi concerne la 

réduction des biais techniques qui seront traités dans le paragraphe suivant.  

 

Figure 45 : Nouvelles technologies de séquençage et domaines d’utilisation. (A) Développement historique 
des différentes technologies. Le diamètre de chaque bulle représente la taille de la séquence générée (en pb). 
Les couleurs représentent chacune des technologies. (B) Applications possibles de chacune des méthodologies. 
Abbréviations : RF :Roche 454 GS-FLX; RJ :Roche 454 Junior; IHS : Illumina HiSeq 2000; IMS : Illumina MiSeq; 
ABS : AB SOLiD system; I. T :Ion Torrent; PB :Pacific Biosciences system; HH :Helicos HeliScope. Modifié de 
Shokralla et al. (2012). 

Malgré les particularités intrinsèques à chacune des méthodologies NGS (chimie, méthode 

d’incorporation des nucléotides, outils de détection), elles utilisent toutes soit une fragmentation de 

l’ADN génomique soit la génération d’amplicons, suivie de la génération d'une banque et de la 

détection des nucléotides incorporés (Glenn, 2011; Zhang et al., 2011). Les séquenceurs peuvent 

ensuite être classés en deux catégories: (i) ceux utilisant la technologie PCR et (ii) ceux ne nécessitant 

pas d'amplification préalable. La première catégorie est représentée par les séquenceurs de 

première génération, de loin les plus utilisés de nos jours. Le pyroséquençage (technologie 454 
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Roche; Margulies et al., 2005), les technologies Illumina HiSeq ou MiSeQ (initialement connue sous le 

nom Solexa; Illumina In.), SOLiD (Applieds Biosystems) ou Ion Torrent (Life Technologies) font partie 

de cette catégorie. La deuxième catégorie rassemble les technologies HeliScope (Helicos Biosciences) 

et PacBio (Pacific Biosciences). Plusieurs revues récentes décrivent et comparent chacune de ces 

technologies (Mardis, 2008b, a; Glenn, 2011; Shokralla et al., 2012). 

III.2.2.3. Principaux problèmes méthodologiques d’une approche 

métagénomique 

L’étude des communautés microbiennes comporte un certain nombre de contraintes et de 

limitations méthodologiques. Dans toute étude s’intéressant à la structure des communautés, 

l’échantillonnage reste l'une des principales limitations techniques. Il dépend principalement de la 

question scientifique. Plusieurs paramètres, dont la complexité et la densité microbienne de 

l’échantillon et la présence de contaminants (Smit et al., 2006), déterminent égalementla stratégie 

d’échantillonnage à appliquer. Dans les études en milieu marin, les échantillons sont bien s ouvent 

préfiltrés pour enlever débris et cellules de grande taille (Somerville et al., 1989), éliminant ainsi les 

cellules qui pourraient être adsorbées ou interagir avec ces organismes (symbioses, etc.). Un 

fractionnement de taille est également bien souvent appliqué, permettant d’accéder aux fractions 

virales (Breitbart et al., 2002), procaryotes (Venter et al., 2004) et aux autres composantes de plus 

grande taille du plancton (Fig. 46). Les extractions d’acides nucléiques à partir d’eau de mer restent 

cependant moins problématiques que celles réalisées à partir d’échantillons de sols ou de sédiments, 

limitant ainsi les biais techniques associés à cette étape (Delmont et al., 2010; Delmont et al., 2011). 

 

Figure 46 : Techniques utilisées pour l'échantillonnage et le fractionnement des différentes classes de taille 
du plancton. D'après Karsenti et al. (2011). 



 LES APPORTS DE LA GÉNOMIQUE ET DE LA MÉTAGÉNOMIQUE EN MICROBIOLOGIE MARINE 

- 95 -  

Bien que les étapes de clonage soit moins répandue depuis l'avènement des techniques NGS, 

leur utilisation, e.g. à des fins de sélection d'une communauté particulière, peut conduire à la sous-

estimation de certains gènes (Béjà et al., 2000) ou de groupes phylogénétiques (Pham et al., 2008; 

Temperton et al., 2009). Même si les méthodes NGS s’affranchissent le plus souvent de ces biais 

méthodologiques, elles possèdent leurs propres limitations. Parmi celles-ci, la génération d’erreurs 

de séquençage reste la contrainte technique la plus documentée. Ces techniques, notamment le 

pyroséquençage, sont basées sur une amplification par PCR pouvant générer de nombreuses erreurs 

(Cline et al., 1996; Huse et al., 2007; Dohm et al., 2008) et induire la formation de chimères (Haas et 

al., 2011). Ces erreurs interfèrent au niveau de l’analyse des données notamment pour la 

détermination des cadres de lecture ouvertes (ORFs; Krause et al., 2006; Hoff, 2009), l’affiliation 

phylogénétique (Tringe et Rubin, 2005; Von Mering et al., 2007; Krause et al., 2008) ou encore les 

prédictions fonctionnelles (Harrington et al., 2007). Ces erreurs posent également problème dans 

l’interprétation et l’analyse des taxons présents en faible abondance (biosphère “rare”; Sogin et al., 

2006; Huse et al., 2007; Huse et al., 2010; Kunin et al., 2010), notamment lorqu'elle sont réalisées en 

ciblant des marqueurs très conservés, tel que l’ARNr 16S (Wintzingerode et al., 2006; Schloss et al., 

2011). 

Ces contraintes techniques ont conduit au développement d’une multitude d’outils et de 

logiciels bioinformatiques destinés à l'analyse de ces données. Néanmoins, aucune standardisation 

n’existe à l’heure actuelle quant au traitement et à l’analyse de ces grands sets de données. Face à 

l’utilisation de plus en plus massive de ces méthodologies, des outils statistiques et l’application de 

méthodes standardisées seront nécessaires afin de permettre une comparaison réaliste des 

différents métagénomes (DeLong, 2009). 

III.2.3 Intérêts de l’approche métagénomique 

III.2.3.1. Classification, diversité phylogénétique et évolution 

La métagénomique peut-être utilisée en ciblant des marqueurs phylogénétiques afin 

d’identifier de nouvelles lignées, d’améliorer la classification bactérienne et ainsi d’en déduire 

certains principes de l’évolution microbienne. Initialement, les études métagénomiques s’attachaient 

à identifier les clones présentant ces gènes d’intérêt puis à les séquencer (Stein et al., 1996; Béja et 

al., 2000; Béjà et al., 2002; Quaiser et al., 2002; Hallam et al., 2003; Liles et al., 2003; Quaiser et al., 

2003; López‐García et al., 2004). L’évolution des techniques NGS, notamment du pyroséquençage, 

permet aujourd’hui de séquencer en profondeur les amplicons générés directement à partir des 

échantillons environnementaux (Sogin et al., 2006), en ciblant principalement les régions 

hypervariables du gène codant pour l’ARNr 16S ou 18S (Huse et al., 2008). La diversité procaryote a 



 LES APPORTS DE LA GÉNOMIQUE ET DE LA MÉTAGÉNOMIQUE EN MICROBIOLOGIE MARINE 

- 96 -  

ainsi été explorée au niveau des écosystèmes marins (Sogin et al., 2006; Huber et al., 2007; Brown et 

al., 2009), d'eau douce (Eiler et al., 2011), de l’océan Arctique (Galand et al., 2009a; Kirchman et al., 

2010) ou encore des sols (Roesch et al., 2007; Barberán et al., 2011; VanInsberghe et al., 2013). La 

connaissance des communautés eucaryotes, principalement protistes, a également fortement 

progressé ces dernières années (Brown et al., 2009; Cheung et al., 2010; Nolte et al., 2010; Behnke et 

al., 2011; Pawlowski et al., 2011), comme celle des organismes archéens en Arctique (Roesch et al., 

2007; Galand et al., 2009a; Galand et al., 2009b). 

 

Figure 47 : Diversité microbienne observée au sein de différents habitats océaniques, côtiers et estuariens. 
Données provenant du GOS, selon Biers et al. (2009). 

Plusieurs nouvelles lignées bactériennes, archéennes ou protistes ont ainsi pu être mises en 

évidence par ce type d’approche. Les sols sont parmi les environnements qui ont le plus bénéficié de 

la métagénomique avec la découverte du nouveau phylum des Acidobacteria, qui est ubiquiste et 

abondant (Rondon et al., 2000; Quaiser et al., 2002; Liles et al., 2003). Les connaissances sur la 

diversité archéenne présente au niveau des sols (Quaiser et al., 2002; Treusch et al., 2004), des 

sources hydrothermales (Moreira et al., 2004) ou des symbioses en milieu marin (Schleper et al., 

1998; Donia et al., 2011; Thompson et al., 2012) ont également enormément progressé de part les 

études de métagénomique. 

En milieu marin, les études à grande échelle comme le GOS (Global Ocean Sampling) ont 

permis d’examiner la biogéographie et la diversité de groupes spécifiques (Venter et al., 2004; Rusch 

et al., 2007). Parmi la vingtaine de divisions majeures des eubactéries (Fig. 1), les environnements 

océaniques sont dominés par les α-protéobactéries, β-protéobactéries, γ-protéobactéries et 

cyanobactéries (Fig. 47; Venter et al., 2004; Rusch et al., 2007; Biers et al., 2009; Yooseph et al., 

2010). Les bactéries phototrophes aérobies anoxygéniques (AAP) constituent une composante 

importante du bactérioplancton, représentant en moyenne 1 à 5% de la communauté et présentant 
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une grande diversité génétique notamment à l'interface entre le milieu côtier et l'océan ouvert (Yutin 

et al., 2007; Jiao et al., 2010). Au sein des environnements océaniques, les clades SAR11, appartenant 

aux α-protéobactéries, et SAR86, aux γ-protéobactéries, sont ubiquistes et souvent retrouvés en 

forte abondance (Fig. 47; Morris et al., 2002; Schattenhofer et al., 2009). Néanmoins, la grande 

diversité de contenu et d’organisation retrouvée au sein de ces génomes a mis en évidence 

l’importance du phénomène de sélection naturelle au sein des populations de ces deux généralistes, 

résultant probablement d’un isolement biogéographique (Wilhelm et al., 2007; Dupont et al., 2012). 

Une approche par pyroséquençage, ciblant le gène marqueur petB, codant pour le cytochrome b6, a 

quant à elle été récemment menée chez les Synechococcus marins, permettant d’identifier de 

nouveaux clades et d’explorer la diversité de ces microorganismes à un niveau de resolution 

taxonomique beaucoup plus fin que ce qui avait été réalisé précédemment en ciblant l’ARNr 16S ou 

l’ITS (Mazard et al., 2012a). 

La métagénomique offre l’opportunité de mieux comprendre les processus évolutifs que sont 

la réduction génomique, mais aussi l’acquisition de gènes. L’existence de transferts massifs de gènes 

a ainsi été mise en evidence chez les Crenarchaeotes (López‐García et al., 2004). L’identification de 

gènes photosynthétiques au sein des génomes de virus marins démontrent l’importance de ces 

éléments dans la dynamique des populations picocyanobactériennes (Sharon et al., 2009). La mise en 

evidence récente de plasmides au sein des populations marines de Synechococcus laissent également 

présager leur implication dans le transfert latéral de gènes (Palenik et al., 2009).  

Les études métagénomiques ont également démontré l’extraordinaire diversité des virus 

marins (Breitbart et al., 2002; Edwards et Rohwer, 2005; Williamson et al., 2008; Kristensen et al., 

2010; Zhao et al., 2013). 

III.2.3.2. Découverte de nouvelles fonctions métaboliques 

En fournissant l’accès à un grand répertoire de gènes, la métagénomique permet d’identifier 

certaines nouvelles fonctions métaboliques, dont certaines d’intérêt biotechnologique. La 

métagénomique a ainsi par exemple révélé la présence de la protéorhodopsine au sein de 

nombreuses lignées bactériennes, notamment du clade SAR86 (Béja et al., 2000). Ces 

photorécepteurs n’avaient jusqu’alors été identifiés qu’au sein des archées halophiles (Oesterhelt et 

Stoeckenius, 1971). Après caractérisation, ces protéines membranaires se sont avérées être des 

pompes à protons permettant la synthèse d’ATP sous l’action de la lumière (Béja et al., 2000). Cette 

nouvelle famille de rhodopsine, pour lesquels deux variants spectraux ont été identifiés, a permis de 

définir un nouveau type de phototrophie au sein des environnements marins (Béjà et al., 2001). Les 

études métagénomiques ultérieures ont permis de réveler la forte abondance et la distribution 

globale des protéorhodopsines au sein de différentes lignées bactériennes et archéennes marines 
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(De La Torre et al., 2003; Sabehi et al., 2003; Sabehi et al., 2004; Venter et al., 2004; Rusch et al., 

2007), ainsi que les processus évolutifs ayant permis cette large répartition phylogénétique (Frigaard 

et al., 2006; McCarren et DeLong, 2007). Notons que la protéorhodopsine est également présente 

chez l’α-protéobactérie Candidatus Pelagibacter ubique (clade SAR11; Giovannoni et al., 2005a). Le 

rôle de la protéorhodopsine reste peu documenté, mais fournirait un avantage métabolique en 

présence de lumière (Lami et al., 2009), en augmentant notamment la capacité de survie des cellules 

en milieu dépourvu en nutriments (DeLong et Béjà, 2010; Gómez-Consarnau et al., 2010). 

 Parrallèlement, de nouveaux types de photosynthèse aérobie anoxygénique (AAP) ont été 

identifiés par des approches de métagénomique (Béjà et al., 2002). Les bactéries AAP, utilisant de la 

bactériochlorophylle a pour capturer l’énergie lumineuse, présentent une large distribution au sein 

des océans (Kolber et al., 2000; Kolber et al., 2001). La majorité des gènes impliqués, notamment bch 

et crt, codant respectivement pour la bactériochloropylle a et les voies de biosynthèse des 

caroténoïdes, ainsi que les gènes puf, codant pour le centre réactionnel, sont inclus dans une région 

génomique de 45 Kpb (Alberti et al., 1995). Ces gènes initialement découverts chez les α-

protéobactéries ont par la suite été mis en evidence au sein de la classe β et γ, ainsi que chez les 

Roseobacterales (Béjà et al., 2002; Allgaier et al., 2003; Oz et al., 2005; Cho et al., 2007; Fuchs et al., 

2007). 

La découverte de ces deux modes de phototrophie en milieu marin a complètement changé 

la vision du monde scientifique sur la nature et la diversité des systèmes utilisant la lumière comme 

source d’énergie. 
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III.3. L’entrée dans l’ère de la métagénomique ciblée 

III.3.1 La métagénomique ciblée 

III.3.1.1. Définition et principe 

Les études métagénomiques classiques de type shotgun fournissent un répertoire substantiel 

de gènes, mais sont fortement limitées techniquement pour la reconstitution de génomes complets, 

en dépit de grands progrès en bioinformatique (Blainey, 2013). Les génomes assemblés se limitent 

bien souvent aux taxons les plus abondants dans l’écosystème considéré (Gilbert et Dupont, 2011). 

De plus, ces génomes sont en général des séquences consensus provenant de multiples 

microorganismes (Luo et al., 2011a; Dupont et al., 2012; Iverson et al., 2012). Ces assemblages sont 

bien souvent insuffisants pour modéliser les réponses des communautés microbiennes ou concevoir 

le rôle de chaque entité biologique au sein des écosystèmes. En effet, la distinction entre les gènes 

spécifiques d’un seul organisme et ceux partagés par différents représentants est rendue difficile.  

La nécessité d’étudier les gènes dans un contexte génomique complet apparaît primordiale. 

Se situant à l’interface entre la génomique (approche culturale) et la métagénomique (approche 

culture-indépendante), la métagénomique ciblée est une approche émergente. L’idée est de 

diminuer la complexité d’un échantillon à un nombre de cellules plus restreint, afin de séquencer 

spécifiquement les organismes d’intérêt. Longtemps impossible d’un point de vue technique, la 

génomique à partir d’une seule cellule (SCG pour "Single Cell Genomics") est désormais réalisable 

(Raghunathan et al., 2005; Zhang et al., 2006). Bien que la métagénomique ciblée n’englobe pas 

uniquement cette dernière méthodologie, un intérêt particulier à la SCG sera apporté au cours du 

paragraphe qui suit. 

III.3.1.2. Intérêts de la métagénomique ciblée 

En diminuant la complexité du jeu de données, les étapes d’assemblage de génomes issus de 

SCG sont grandement facilitées, contournant même le problème des génomes consensus. Cette 

méthodologie permet ainsi d’analyser la variabilité génétique à l’échelle de la cellule, en étudiant par 

exemple les régions hypervariables, les taux de mutations, ou les échanges génétiques (Pamp et al., 

2012; Shapiro et al., 2012). Ces phénomènes, qui peuvent être sous l’influence du transfert 

horizontal de gènes, sont beaucoup plus fréquents qu’initialement présumés et ont joué un rôle 

fondamental dans l’évolution des procaryotes (Fraser et al., 2007; Vergin et al., 2007; Shapiro et al., 

2012). En étudiant la diversité au sein d’organismes très proches, par exemple d'une même espèce, 

la SCG permet d’accroître les connaissances sur la notion de génome commun et de pan-génome 

(Tettelin et al., 2008). 
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Egalement confrontée à de fortes containtes méthodologiques, la SCG n’apparait pas comme 

une méthode de substitution de la métagénomique mais vient complémenter ces études. Cette 

stratégie permet de relier sans ambiguité les informations sur les fonctions métaboliques et 

l'affiliation phylogénétique des cellules. La SCG permet également d’obtenir des informations 

génomiques sur la biosphère rare ou peu documentée. L’augmentation du nombre de génomes 

séquencés grâce à de telles approches permet également de grandement améliorer les modèles 

d’annotation de gènes ou d’affiliation taxonomique actuellement utilisées dans toute approche 

métagénomique (Wu et al., 2009). 

III.3.2 Un champs en pleine mutation 

La SCG a été rendue possible par un grand nombre d’évolutions technologiques. Néanmoins, 

ces techniques restent difficiles à mettre en œuvre et demande une préparation rigoureuse de 

l’échantillon. Indépendamment de l’organisme ciblé, l'approche SCG se compose (1) d’une étape 

d’isolement, (2) d’une lyse cellulaire permettant de libérer l’ADN qui (3) sera amplifié par 

amplification de génomes complets (WGA) avant (4) de fabriquer une banque en vue (5) du 

séquençage. 

III.3.2.1. Isoler les microorganismes d’intérêt 

Les techniques d’isolement cellulaire peuvent être divisées en deux catégories : la 

micromanipulation et la microencapsulation. Contrairement aux techniques d’encapsulation, la 

micromanipulation permet d’identifier la cellule d’intérêt avant de procéder à son isolement. Les 

techniques de micropipettage ont été les premières techniques utilisées pour l’isolement de 

bactéries ou d’archées (Raghunathan et al., 2005; Ishoey et al., 2006; Kvist et al., 2007; Hongoh et al., 

2008; Woyke et al., 2010; Grindberg et al., 2011). Dans le même temps, des techniques de 

microfluidique ont été développées dans le laboratoire de Stephen Quake, mais en raison de la 

grande complexité de ces dernières, leur utilisation reste restreinte (Ottesen et al., 2006; Marcy et 

al., 2007). La microfluidique présente néanmoins l’avantage de diminuer les volumes dans lesquels 

les celules sont isolées, diminuant ainsi les possibilités de contamination des échantillons pour la SCG 

(Marcy et al., 2007; Youssef et al., 2011; Leung et al., 2012). Récemment d'autres technologies très 

sophistiquées, et encore peu répandues, ont également été appliquées pour des applications SCG, 

utilisant des pinces optiques ou optoélectroniques. Ces deux méthodes permettent l’isolement dans 

des volumes extrêmement faibles, de l’ordre du femtolitre, de particules colloïdales (comme les 

cellules). Les pinces optiques utilisent l’énergie de photons généré par des lasers pour maintenir les 

cellules (Ashkin et Dziedzic, 1987; Ashkin et al., 1987) et ont été utilisées en combinaison avec de la 

microfluidique pour de la SCG à partir de bactéries (Blainey et al., 2011; Youssef et al., 2011; Marshall 
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et al., 2012; Pamp et al., 2012). Permettant une meilleure conservation des cellules, les pinces 

optoélectroniques n’ont pas été à ce jour utilisées pour des approches SCG. Le fonctionnement de 

ces méthodes est décrit dans une revue récente (Blainey, 2013). 

Tableau 4 : Méthodes d’isolement utilisées pour des approches génomique à partir d'une cellule (SCG). Les 
pinces optoelectroniques n’ont pas été utilisées à ce jour en SCG. Modifié d'après Blainey (2013). 

 Technique Technologie Critières d’isolement Volume 
échantillon 

Débit (# 
cellules) 

Vol. réactif 
(coût WGA) 

Remarques 

En
ca

p
su

la
ti

o
n

 

Dilution manuelle Pipettage aléatoire Aucun Microlitre Dizaine Microlitre 
(élevé) 

Aléatoire 

Puce microfluidique Chambres 
microfabriquées 

Fluorescence et observation 
microscopique possible 

Nanolitre Centaine Nanolitre 
(faible) 

Simple, rapide 

Cytométrie en flux Microgouttes en 
phase aqueuse 

Propriétés optiques, intensité 
de fluorescence 

Nanolitre Centaine Nanolitre 
(faible) 

Rapide, nécessité d’un grand 
nombre de cellules, experience 
nécessaire 

Microgouttes en 
émulsion 

Microfluidique 
passive 

Fluorescence et observation 
microscopique possible 

Picolitre Milliers Picolitre 
(faible) 

Excellent rendement, mais non 
standardisée 

M
ic

ro
m

an
ip

u
la

ti
o

n
 

Micropipettage Pipettage précis Fluorescence et observation 
microscopique possible 

Nanolitre Dizaine Microlitre 
(élevé) 

Requiert plateforme 

Microfluidique en 
flux 

Microfluidique 
active 

Fluorescence et observation 
microscopique possible 

Picolitre Dizaine Nanolitre 
(faible) 

Contrôle fu flux nécessaire 

Pinces optiques Microscopie laser Fluorescence et observation 
microscopique possible 

Femtolitre Dizaine Microlitre 
(élevé) 

Intégrable avec microfluidique 

Pinces 
optoélectroniques 

Opto-
électrocinétique 

Fluorescence et observation 
microscopique possible 

Femtolitre Centaine - 
Milliers 

Non appliqué Intégrable avec microfluidique 

 

Parmi les méthodes d’encapsulation, la cytométrie en flux s’est imposée comme la méthode 

de choix en SCG. Cette technologie à haut débit permet l’isolement des cellules en se basant sur un 

certain nombre de critères physiques ainsi que le couplage à différentes techniques de marquage. La 

majorité des études SCG menées à ce jour utilisent la cytométrie en flux (Stepanauskas et Sieracki, 

2007; Rodrigue et al., 2009; Woyke et al., 2009; Swan et al., 2011; Yoon et al., 2011; Dupont et al., 

2012). Cette technique permet l’encapsulation de cellules en phase liquide dans un volume 

d’échantillon de l’ordre du nanolitre, augmentant la probabilité de contamination par rapport aux 

approches décrites précédemment (Blainey, 2013). Une encapsulation en microgouttes d’huile par 

mélange ou en système microfluidique permet de diminuer ce volume (Thorsen et al., 2001). 

Principalement utilisée pour des applications génomiques par PCR à haut débit (Tewhey et al., 2009; 

Agresti et al., 2010; Zeng et al., 2010), la viscosité du mélange pose le problème de la délivrance du 

matériel génétique et de la compatiblité avec les réactifs conventionnels de WGA (Abate et al., 

2010), ainsi que le ciblage spécifique du microorganisme d’intérêt (Link et al., 2006). Enfin, dans une 

des premières études SCG, Zhang et collaborateurs ont utilisé la technique de dilution manuelle afin 

d’isoler les cellules, mais avec une très faible efficacité (Zhang et al., 2006). 
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III.3.2.2. Techniques de lyse cellulaire 

La lyse cellulaire est une étape nécessaire permettant la libération du matériel génétique au 

sein du volume réactionnel. Le protocole de lyse doit à la fois permettre une lyse efficace et 

compatible avec les réactifs de WGA. Des procédés physiques (dénaturation thermique, choc 

thermique, sonication), l’utilisation d’enzymes hydrolytiques, de détergents ou de pH extrêmes 

peuvent être utilisés lors de cette étape (Marcy et al., 2007; Swan et al., 2011; Stepanauskas, 2012; 

Blainey, 2013). La lyse alcaline reste à ce jour la technique la plus utilisée (Raghunathan et al., 2005), 

mais son efficacité varie largement en fonction de l’organisme considéré et se situe typiquement en 

dessous 40% (Marcy et al., 2007; Swan et al., 2011). 

III.3.2.3. Amplification de génomes complets : techniques et contraintes 

Depuis plus de 20 ans, plusieurs méthodes d’amplification de génomes complets (WGA) ont 

été developpées. Ces dernières sont toutes basées sur l’utilisation d’une ADN polymérase à faible 

taux d'erreurs mais diffèrent par le type d’amplification (synthèse par déplacement de brins ou 

séparation thermique), le type d’amorces, le biais d’amplification, la taille des produits amplifiés, 

ainsi que la disponibilité de kits (voir revue de Blainey, 2013). Parmi ces différentes méthodes, la 

DOP-PCR utilise des oligonucléotides hybrides de 15 bases, partiellement dégénérés (Telenius et al., 

1992). L’amplification se déroule en deux étapes: la première consistant à favoriser l’extension des 

amorces, la seconde favorisant la réplication. Une récente variante, nommée D-DOP-PCR 

(displacement-DOP-PCR, commercialisée sous le nom PicoPLEX) a été développée pour permettre la 

synthèse par déplacement de brin lors de la première étape. Malgré ces progrès, l’utilisation de la 

DOP-PCR en SCG reste marginale (Leung et al., 2012). 

 

L’amplification par déplacement de brin (MDA) est communément utilisée pour les 

approches SCG. La MDA utilise des hexamères protégés en 3’ afin d’éviter leur dégradation due à 

l’activité 3’ – 5’ exonuclease de l’ADN polymérase phi29, capable de synthèse par déplacement de 

brin en conditions isothermales (Fig. 48; Dean et al., 2001; Zhang et al., 2001). Cette enzyme possède 

une grande processivité et permet la synthèse de fragments de hauts poids moléculaire, jusqu’à 70 

Kpb (Blanco et Salas, 1984; Blanco et al., 1989; Dean et al., 2001), ainsi qu’un biais de plusieurs 

ordres de magnitude plus faible que les autres techniques de WGA (Dean et al., 2002). La MDA 

permet d’obtenir des quantités d'ADN de l’ordre du microgramme à partir de quelques 

nanogrammes, et même d’une seule cellule. De nombreux kits sont proposés commercialement par 

GE Healthcare et Qiagen.  
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Figure 48 : Principe de la réaction d'amplification par déplacement de brins utilisant l'ADN polymérase phi29. 
D'après Lasken (2012). 

L’amplification par MDA est de type exponentiel et aspécifique, imposant que toute trace 

d’ADN contaminant soit en concentration suffisamment faible dans l’échantillon pour ne pas 

interférer avec les analyses ultérieures. La suppression de cette contamination reste un défi majeur 

en SCG (Blainey, 2013). La présence d’ADN contaminant provient (1) de l’échantillon lui-même, (2) de 

l’environnement (laboratoire instrumentation, pratiques de laboratoire, etc.) et (3) des réactifs 

utilisés pour la WGA. La réduction de la contamination provenant des deux premiers points peut-être 

réalisée par des pratiques de laboratoire très rigoureuses, ainsi qu’une attention particulière portée à 

la propreté et à la décontamination des instruments utilisés (Stepanauskas et Sieracki, 2007). Des 

procédés comme l’autoclavage, l’utilisation de détergents, le traitement aux UVs, l’utilisation de 

salles blanches ou de hottes HEPA sont autant de solutions proposées (Stepanauskas et Sieracki, 

2007; Woyke et al., 2011; Stepanauskas, 2012). L’étape d’isolement cellulaire est critique, puisqu’elle 

conditionne autant la qualité que le volume final d’échantillon. La microfluidique présente l’avantage 

de travailler avec de faibles volumes réactionnels et de diminuer la susceptibilité de l’échantillon à la 

contamination (Marcy et al., 2007). L’ADN exogène, provenant de cellules lysées, présent dans un 

échantillon est également éliminé efficacement en utilisant deux étapes de tris cellulaires successives 

par cytométrie en flux (Rodrigue et al., 2009).  

 

Les fournisseurs de kits de WGA préconisent l’utilisation de 10 ng d’ADN. Cette préconisation 

n’est pas une limitation technique, la reaction étant possible à partir de quantités beaucoup plus 

faibles, mais permet de s’affranchir des contraintes posées par la présence d’ADN dans les réactifs, 

estimée à 1 femtogramme pour 50 µL réactionnels (Woyke et al., 2009; Blainey et Quake, 2011). La 

décontamination de ces réactifs par traitement UV apparait comme une possibilité efficace, simple à 

mettre en oeuvre (Woyke et al., 2011). 



 LES APPORTS DE LA GÉNOMIQUE ET DE LA MÉTAGÉNOMIQUE EN MICROBIOLOGIE MARINE 

- 104 -  

Les premières tentatives de reconstruction de génomes à partir d’une seule cellule ont mis 

en évidence un biais d’amplification et l’apparition de séquences chimériques durant la réaction de 

MDA (Zhang et al., 2006). Le biais d’amplification se traduit à la fois (1) au niveau de la couverture du 

génome et (2) entre les différents taxons lors de l’amplification d’un échantillon complexe. Ce biais 

est principalement du à une hybridation stochastique des amorces lors des premières étapes de la 

MDA, conduisant à la sur-représentation de certaines régions génomiques (Dean et al., 2002; Hosono 

et al., 2003; Raghunathan et al., 2005; Zhang et al., 2006; Rodrigue et al., 2009; Woyke et al., 2009; 

Vaulot et al., 2012; Blainey, 2013). A partir d’un échantilon complexe, la structure des communautés 

peut ainsi être modifiée lors de la WGA, notamment lorsque que la quantité de matériel de départ 

est faible (Abulencia et al., 2006; Chen et al., 2008; Lepère et al., 2011). Des chimères provenant de 

réarrangements chromosomiques aspécifiques lors de l’étape d’amplification ont été rapportés 

(Zhang et al., 2006; Lasken et Stockwell, 2007; Chen et al., 2008). Ces chimères qui représentent 

entre 10% et 50% des produits synthétisés, sont des séquences hybrides formées par deux 

séquences qui n’étaient pas originellement liées (Zhang et al., 2006). Les progrès d’analyse in silico 

ont permis de s’affranchir partiellement des problèmes posés par le biais d’amplification pour la 

reconstruction de génomes (Rodrigue et al., 2009; Chitsaz et al., 2011; Swan et al., 2011; Bankevich 

et al., 2012). Un effort de séquençage supplémentaire pourrait constitué une des solutions possibles 

au problème de séquences chimériques (Rodrigue et al., 2009; Woyke et al., 2010). 

III.3.3 Apports de la métagénomique ciblée  

III.3.3.1. Obtenir de nouveaux génomes de référence 

La SCG a déja permis d’obtenir un certain nombre de génomes partiels ou presque complets 

d’un certain nombre de microorganismes de diverses lignées taxonomiques. Le génome de deux 

nouvelles espèces de Crenarchaeota ont été obtenus à partir d’un échantillon de sol, après isolement 

en utilisant la technique du FISH (Kvist et al., 2007), ou de sédiments d’un environnement de faible 

salinité (Blainey et al., 2011). Un génome d’euryarchée provenant des environnements hypersalins a 

également été décrit (Ghai et al., 2011). 

La technique a également été appliquée aux picoeucaryotes marins, permettant d’obtenir un 

génome partiel de picobiliphyte (Yoon et al., 2011), un phylum récemment décrit proche des 

cryptophytes (Not et al., 2007; Cuvelier et al., 2008) et récemment renommé Picozoa (Seenivasan et 

al., 2013). A défaut d’obtenir des génomes complets, deux autres études récentes ont utilisé la 

métagénomique ciblée sur des cellules picoeucaryotes, afin de mieux comprendre le rôle écologique 

des différents groupes qui constituent cette fraction de taille (Cuvelier et al., 2010; Vaulot et al., 

2012).  
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Deux études ont permis de séquencer deux représentants d’un nouveau phylum bactérien, 

nommé TM7, pour lesquels aucun génome ni souche en culture n’étaient disponibles. La cytométrie 

en flux a été utilisée pour isoler les cellules individuelles d’un échantillon de sol, permettant 

d’obtenir un génome partiel (Podar et al., 2007). L’utilisation de la microfluidique a quant à elle 

permit d’obtenir le génome d’une bactérie affiliée au phylum OP11, largement représenté au sein 

des environnements terrestres et aquatiques (Youssef et al., 2011). 

La connaissance du bactérioplancton marin a également été améliorée par cette approche 

avec la détermination des génomes de deux flavobactéries photohétérotrophes (Woyke et al., 2009), 

deux λ-protéobactéries (Chitsaz et al., 2011; Swan et al., 2011), une γ-protéobactérie (Swan et al., 

2011) et le premier génome de Beggiatoa (Mußmann et al., 2007). La combinaison de la 

métagénomique et de la SCG a quant à elle permit de sequencer deux génomes de la γ-

protéobactérie SAR86 (Dupont et al., 2012), un des clades les plus abondants dans l’environnement 

océanique, et un troisième génome de ce clade a récemment été obtenu par Rusch et al. (2013).  

III.3.3.2. Interactions microbiennes in situ 

L’étude des interactions microbiennes, notamment des processus symbiotiques, reste bien 

souvent difficile à appréhender. La mise en culture des symbiontes pour des applications 

génomiques est très souvent impossible en l’absence de son hôte, compliquant les approches 

génomiques traditionnelles. Ce domaine est certainement celui où la SCG, en permettant de se 

focaliser sur les symbiontes, a démontré tout son potentiel. 

Lors de l’isolement et du séquençage de cellule picobiliphytes, Yoon et collaborateurs ont 

ainsi également sequencé le génome d’un virus ainsi que deux génomes partiels de protéobactéries, 

probablement ingérées par ces cellules eucaryotes (Yoon et al., 2011). En utilisant la même approche 

pour le prostiste Paulinella chromatophora, des contigs contenant de l'ADN cyanobactérien, 

provenant certainement d'une proie, ont été obtenus, ainsi que le genome partiel d'un cyanophage 

de Synechococcus (Bhattacharya et al., 2013). 

Des interactions symbiotiques ou parasitiques ont également été identifiées entre divers 

protistes et bactéries (Martinez-Garcia et al., 2011a). Dans cette étude utilisant des SAGs (Single 

Amplified Genomes) et un criblage par PCR des gènes codant pour l’ARNr 16S et 18S, l’association 

entre Candidatus Pelagibacter candidatus et un protiste du groupe MAST-4, ainsi qu'entre une 

actinobactérie et un chrysophyte ont par exemple été détectés (Martinez-Garcia et al., 2011a). La 

SCG a aussi permis l’obtention de génomes du protiste Candidatus Sulcia muelleri DMIN, retrouvé en 

symbiose avec des insectes cicadelles (Woyke et al., 2010). 
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Enfin les interactions bactéries-virus peuvent à présent être étudiées, avec l’exemple des 

virus du coccolithophore Emiliana huxleyi (Martínez et al., 2011), ou des virus infectant les bactéries 

du tube digestif des termites (Tadmor et al., 2011).  

 

III.3.3.3. Diversité et fonction 

De nombreuses études de SCG ont permis le couplage entre information phylogénétique et 

certains marqueurs métaboliques. Swan et collaborateurs ont ainsi mis pu attribuer un métabolisme 

chimiolithoautotrophe à des protéobactéries incultivées constituant une faction importante de la 

biomasse de l'océan mésopélagique (Swan et al., 2011). La découverte de tels métabolismes dans ces 

écosystèmes suggèrent un rôle important de ces organismes dans les cycles biogéochimiques 

globaux, notamment celui du carbone (Swan et al., 2011). L’absence d’ADN plastidial ou de gènes 

plastidiaux nucléaires a démontré que les picobiliphytes étaient en réalité hétérotrophes, expliquant 

ainsi leur position phylogénétique singulière par rapport aux autres lignées eucaryotes 

phytoplanctoniques originellement décrites (Not et al., 2007; Yoon et al., 2011). 

La présence de gènes de protéorhodopsine a été confirmée au sein des différentes lignées 

marines bactériennes comme les flavobactéries et les γ-protéobactéries du clade SAR86 

(Stepanauskas et Sieracki, 2007; Woyke et al., 2009; Dupont et al., 2012; Rusch et al., 2013). Une 

autre forme de rhodopsine a quant à elle été révelée au sein des génomes d’Actinobactéries, 

bactéries dominant les communautés bactériennes d’eau douce (Martinez-Garcia et al., 2011b; 

Garcia et al., 2013). Les β-proteobactéries du genre Polynucleobacter possèdent quant à elles les 

gènes impliqués dans la biosynthèse de bactériochlorophylle a (Martinez-Garcia et al., 2011b).  

Les écotypes HLIII et HLIV de Prochlorococccus ne possèdent aucun représentant en culture 

et les connaissances sur les capacités métaboliques de ces cellules restent à ce jour limitées. 

Récemment, des gènes codant pour des sidérophores du fer ont été mis en evidence au sein de 

génomes très partiels de Prochlorococcus du clade HLIV, et pourraient expliquer le succès écologique 

de ces derniers dans les régions riches en nutriments mais pauvres en Chl car limitées en fer (zones 

HNLC; Rusch et al., 2010; Malmstrom et al., 2013). Notons par ailleurs qu’une région hypervariable 

contenant des gènes impliqués dans la modification de la paroi cellulaire, similaire à celles retrouvées 

chez les deux Synechococcus marins WH8102 et CC9605, ont été identifiés au sein du génome d'un 

représentant du sous-groupe III de SAR86 (Rusch et al., 2013). Ces gènes sont probablement 

impliqués dans les interactions avec les phages ou les brouteurs (Palenik et al., 2003; Palenik et al., 

2006). 
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OBJECTIFS 

 La compétition pour la lumière a conduit au développement d'une grande variété de 

pigments et protéines chromophorylées au sein de la radiation des Synechococcus marins. A ce jour, 

les études génomiques et physiologiques, notamment celles menées sur des souches en culture au 

sein de mon équipe d'accueil, ont permis de définir six types pigmentaires (Fig. 30). Cette diversité 

phénotypique, qui semble assez unique pour un groupe phylogénétiquement aussi restreint, pourrait 

expliquer la capacité des membres de ce genre à coloniser un grand nombre de niches lumineuses 

distinctes. Synechococcus est en effet retrouvé dans des environnements marins très divers, depuis 

les milieux eutrophes estuariens jusqu'à l'océan ouvert oligotrophe, où les conditions lumineuses 

varient largement, aussi bien d'un point de vue qualitatif que quantitatif. De plus, des études 

préliminaires menées in situ, utilisant des techniques basées sur l'étude des propriétés de 

fluorescence des cellules de Synechococcus, ont en effet suggéré que la pigmentation pourrait avoir 

un rôle sur la structure de ces communautés picoplanctoniques (Olson et al., 1988, 1990b; Wood et 

al., 1998). Néanmoins, contrairement à Prochlorococcus, les facteurs environnementaux affectant la 

structure des communautés de Synechococcus reste largement méconnus. 

 

 Les principaux objectifs de cette thèse ont été d'accroître les connaissances sur la diversité 

pigmentaire de Synechococcus afin de répondre aux questions suivantes : 

 Quelle est l'étendue de la diversité pigmentaire présente dans le milieu naturel et quels sont 

les patrons de distribution de ces types pigmentaires ? 

 Existe-t'il une diversité génétique et phénotypique au sein des souches en culture capables 

d'AC4 ? 

 Quels sont les processus évolutifs associés à ce processus physiologique ? 

 

Pour répondre à ces questions, différentes approches (génomique, métagénomique, 

physiologique) ont été utilisées au cours de cette thèse afin de d'étendre les travaux précédemment 

réalisés par l'équipe (Everroad et al., 2006; Six et al., 2007), à un nombre beaucoup plus grand de 

souches en culture ainsi qu'au milieu naturel. 
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Afin d'étudier la diversité et la distribution des différents types pigmentaires dans 

l'environnement marin, le premier objectif de cette thèse a été de développer une approche de 

métagénomique originale, combinant la cytométrie en flux, l'amplification de génomes complets 

ainsi que la fabrication de banques fosmidiques (voir Chapitre II). Elle nous a permis  de cibler 

spécifiquement la région génomique PBS, où se situe la majorité des gènes impliqués dans la 

biosynthèse et la régulation des bras des PBS (voir §II.2.5). L'étude des gènes de cette région, dont la 

taille varie de 8.5 Kpb à 28.5 Kpb, permet en effet de déterminer le type pigmentaire des cellules 

sans aucune connaissance préalable de leurs propriétés spectrales et en s'affranchissant des 

méthodes culturales qui fournissent bien souvent une vision biaisée de la diversité existant dans le 

milieu naturel. Notre approche a été appliquée à différents échantillons provenant de divers 

environnements océaniques, dans le but (à terme) de séquencer environ 200 régions PBS. 

 

Parmi les différents types pigmentaires de Synechococcus, certaines cellules sont capables de  

s'acclimater aux conditions fluctuantes de la qualité de lumière dans l'environnement marin par un 

processus appelé AC4. Ce phénomène a été beaucoup moins étudié que les processus d'AC de type II 

et III retrouvés chez les cyanobactéries d'eau douce et qui impliquent des mécanismes très différents 

(voir Chapitre I §II.3.2 et II.3.3). Au cours de cette thèse, j'ai participé à la purification et au 

séquençage complet de 25 nouvelles souches de Synechococcus, incluant notamment un certain 

nombre de souches capables d'AC4, dans le cadre des projets Génoscope METASYN et ANR PELICAN. 

Les régions PBS de ces différents génomes ont été annotées et des comparaisons génomiques, 

décrites dans le chapitre III, ont été menées afin d'identifier (1) les gènes impliqués dans ce 

processus physiologique et (2) de proposer des hypothèses quant aux processus évolutifs associés et 

(3) d'appréhender les conséquences d'un tel mécanisme sur la distribution des différentes lignées de 

Synechococcus. Enfin des caractérisations physiologiques de souches en cultures représentatives des 

différents génotypes ont été menées afin (4) d'évaluer la diversité phénotypique associée au 

processus d'AC4.  

 

Les différents résultats obtenus au cours de cette thèse ainsi que les perspectives de 

recherche seront discutés dans le chapitre IV. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE II 
 

ROLE DE LA DIVERSITÉ 
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Article I : DIVERSITÉ, ABONDANCE ET DISTRIBUTION  

DES DIFFÉRENTS TYPES PIGMENTAIRES DANS 

L’ENVIRONNEMENT PAR UNE APPROCHE  

CIBLÉE DE METAGÉNOMIQUE

I. CONTEXTE DU PROJET 

En dépit des nombreuses études de diversité menées sur Synechococcus jusqu'à présent, peu 

d'informations sont encore disponibles quant aux variables environnementales affectant la structure 

des communautés de Synechococcus. En effet, bien que les nutriments et la température semblent 

constituer des facteurs importants, notamment pour les clades dominants (I, II, III et IV; Zwirglmaier 

et al., 2008; Huang et al., 2012), ces paramètres n’expliquent cependant qu'une faible partie des 

variations observées dans la distribution de ces organismes. Une autre différence majeure entre les 

souches de Synechococcus qui pourrait influer sur la structure des communautés in situ et expliquer 

l'ubiquité de ce genre cyanobactérien est sa grande diversité pigmentaire. Synechococcus est en effet 

retrouvé dans les environnements estuariens turbides aux eaux claires de l'océan ouvert. Les qualités 

spectrales de ces régimes aquatiques varient largement. Les longueurs d'onde de couleur 

orange/rouge dominent dans les régimes turbides alors que la couleur violette/bleue est 

prédominante dans les eaux claires, pauvres en nutriments. De manière intéressante, la 

pigmentation de ces souches apparait totalement indépendante de la phylogénie obtenue à partir de 

l’ARNr 16S, ce qui pourrait en partie expliquer la difficulté de mise en relation entre la distribution 

des clades phylogénétiques et les paramètres physico-chimiques du milieu (Six et al., 2007b). 

La distribution et l'abondance des différents types pigmentaires in situ de Synechococcus 

restent largement méconnus. La majorité des études menées s'attachant à étudier cette distribution 

en milieu marin ont utilisé des méthodes basées sur la détermination des propriétés optiques des 

cellules comme la cytométrie en flux (Olson et al., 1988; Olson et al., 1990b) ou la 

spectrofluorimétrie (Wood et al., 1998). Les conclusions de ces études proposent une domination 

des cellules riches en PUB dans les environnements oligotrophes alors que les cellules ne possédant 

pas ou peu ce pigment coloniseraient les milieux côtiers. Néanmoins ces études ne permettent pas 
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de distinguer la proportion relative de chacun des types pigmentaires composants ces communautés 

qui peuvent parfois être complexes.  

Au cours de cette thèse, nous avons développé une approche de métagénomique originale 

ciblant spécifiquement la région PBS, rassemblant la majorité des gènes codant pour les protéines 

intervenant dans la régulation et la synthèse des projections radiaires des PBS, qui permet la 

détermination du type pigmentaire indépendamment de connaissances concernant les propriétés 

optiques des cellules. Une approche combinant des méthodologies sophistiquées comme la 

cytométrie en flux, la WGA et la fabrication de banques de fosmides a été retenue. Les régions 

d'intérêt sont ensuite séquencées après criblage des différentes banques. L'utilisation combinée de 

l'ensemble de ces méthodologies, qui d'après nos connaissances n'a jamais été réalisée, peut induire 

un certain nombre de biais techniques qu'il est nécessaire de contrôler. Dans ce contexte, nous avons 

cherché à identifier et à contrôler au mieux ces biais technologiques intrinsèques, notamment les 

biais d'amplification survenant lors de la WGA fréquemment répertoriés dans la littérature (Fig. 49). 

Cette étude a permis l'écriture d'un premier article, dont je suis premier auteur, actuellement en 

préparation.  

Cette approche a également été utilisée pour analyser la diversité pigmentaire au sein de 

régimes océaniques distincts. Dans cette optique, 12 banques fosmidiques ont été construites et 

criblées, mais par manque de temps, les résultats concernant le séquençage des fosmides d'intérêt 

n'ont pu être obtenus avant la fin de cette thèse. 

 

Figure 49 : Biais d'amplification lors de la réaction d'amplification de génomes complets. Différentes 
réactions indépendantes de WGA ont été réalisées à partir de cellules de bactéries filamenteuses segmentées 
(SFB) et la couverture des différents génomes obtenus après assemblage de novo des séquences obtenues a 
été déterminée. D'après Blainey (2013). 

 



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 115 -  

II. MATÉRIELS ET MÉTHODES 

Un certain nombre d'optimisations ont été réalisées dans le cadre du développement de 

cette approche métagénomique. Au cours de ce paragraphe, les protocoles des étapes critiques 

seront développés. Les techniques couramment utilisées en laboratoire ne sont quant à elles décrites 

que dans la partie correspondante de l'article. 

II.1. Stratégie d'échantillonnage et tri cellulaire 

II.1.1 Collecte et concentration des échantillons environnementaux 

Différents échantillons naturels ont été prélevés au cours de différentes campagnes 

océanographiques et utilisés au cours de cette thèse afin d'étudier la distribution et l'abondance de 

ces types pigmentaires in situ. Dans un premier temps, les résultats concernant le premier article 

présenté dans ce chapitre ont été obtenus à partir d'un échantillonnage effectué au site ASTAN, situé 

au large de Roscoff (48° 46' 40 N, 3° 56' 15 W). Cet échantillon a été utilisé pour la majorité des mises 

au point techniques ainsi que les validations de notre approche méthodologique. 

En complément de ce premier article, un échantillonnage à plus grande échelle a été réalisé. 

Ces échantillons proviennent de campagnes océanographiques distinctes et de régions océaniques 

présentant des conditions hydrologiques et trophiques distinctes. Ces échantillons ont 

principalement été utilisé afin d'augmenter les connaissnces sur la diversité pigmentaire. Les trois 

stations longues (A, B, C) de la campagne océanographique BOUM (Biogeochemistry from the 

Oligotrophic to the Ultra-oligotrophic Mediterranean), qui s’est déroulée entre Juin et Juillet 2008 à 

bord de l’Atalante, ont été utilisées. Des informations complémentaires concernant la diversité des 

picocyanobactéries au cours de ce transect sont présentées en Annexe A. Des travaux 

complémentaires à cette campagne sont également disponibles dans un numéro spécial de la revue 

Biogeosciences à l’adresse http://www.biogeosciences-discuss.net/special_issue63.html. Des sites 

côtiers du bassin Méditerranéen ont également été échantillonnés au cours de l'été 2009 dans le 

cadre du programme d'échantillonnage SOMLIT (Service d’Observation du Milieu LITtoral; Goberville 

et al., 2010). Les données physico-chimiques correspondant à ce prélèvements sont disponibles à 

l'adresse suivante http://somlit.epoc.u-bordeaux1.fr/fr/. Deux autres stations de mer du Nord, 

échantillonnées par Dominique Marie au cours de la sortie 811 à bord du CEFAS Endeavour ont aussi 

été utilisés. Enfin, des échantillons de l’Océan Atlantique Nord, prélevés par Isabelle Mary au cours 

d’une campagne à bord du RSS Discovery (14 Juillet 2011 – 4 Août 2011) ont également été analysés. 

 

Des échantillons d’eau de mer ont été prélevés pour la détermination des concentrations de 

picophytoplancton par cytométrie en flux. Ces derniers ont été fixés au glutaraldéhyde à une 
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concentration finale de 0.25% (Grade II, Sigmaldrich, Saint-Louis, MO, USA), placés au noir pendant 

10 min, puis congelés rapidement dans l’azote liquide avant conservation à -80°C jusqu’à analyse. 

Pour le tri cellulaire des cellules du genre Synechococcus, les échantillons naturels ont été 

concentrés après préfiltration sur 10 et 3 µm en utilisant des filtres Nucleopore en polycarbonate 

(Millipore). Le filtrat a ensuite été concentré grâce à des unités de filtration Cell Trap de porosité 0.2 

µm (MEM-TEQ Venture, Breighton, UK) ou par filtration tangentielle en utilisant des systèmes de 

porosité 100 kDa (TFF pour "Tangential Flow Filtration"; Sartorius Stedim Biotech). Du Pluronic F-68 

(Sigma Aldrich), un surfactant permettant une meilleure cryopréservation des cellules, a été ajouté à 

l’échantillon à une concentration finale de 0,1%. Enfin, l’échantillon a été plongé dans l’azote liquide 

avant d'être stocké à -80°C. 

 

  Un dispositif Cell-Trap permet de concentrer 2 à 10 L d’eau de mer dans un volume final de 1 à 3 mL 

alors que la TFF permet la concentration de 1 à 8 L d’eau de mer pour un volume final de 20 à 25 mL. La 

filtration tangentielle permet une meilleure préservation de l'intégrité cellulaire et présente des 

rendements beaucoup plus élevés que les dispositifs Cell-Trap.  

II.1.2 Détermination des abondances picophytoplanctoniques par 

cytométrie en flux 

La technique de cytométrie en flux consiste à faire passer des cellules, une à une devant un 

faisceau laser (excitation à 488 nm). Plusieurs paramètres sont analysés pour chaque cellule : des 

signaux de diffusion proportionnels à la taille (FSC : Forward Scatter / SSC : Side Scatter) et des 

signaux de fluorescence. Les différentes populations picoplanctoniques sont ainsi discriminées selon 

leur taille (SSC) et leur composition pigmentaire. En effet, les cellules de Synechococcus sont excitées 

à 488 nm, et la fluorescence orange émise par la PE et la fluorescence rouge de la Chl a sont 

enregistrés séparément (Marie et al., 1999). A cette même longueur d’onde d’excitation, les 

antennes photosynthétiques de Prochlorococcus émettent uniquement de la fluorescence rouge. Le 

marquage de l’ADN des cellules par un colorant approprié induit une fluorescence verte, qui permet 

d’obtenir des informations sur la quantité de matériel génétique présente dans chaque cellule. Ce 

marquage permet aussi de visualiser les bactéries hétérotrophes et de les discriminer des 

cyanobactéries, sur la base de leur différent rapports de fluorescence rouge/verte. 

 

Les abondances respectives des différentes populations présentes dans l'échantillon naturel 

ont été mesurées grâce au cytomètre en flux FacsCANTO (Becton Dickinson Biosciences, SanJose, CA, 

USA), équipé d’un laser d’excitation à 488 nm, soit en mesurant la fluorescence naturelle des cellules, 

soit après marquage des cellules au SYBR-Green (Molecular Probes). Ce fluorochrome permet ainsi 

d’évaluer la concentration en bactéries hétérotrophes dans un échantillon donné et d’en déduire le 



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 117 -  

taux de contamination des cultures de Synechococcus. La détermination de la concentration en 

bactéries hétérotrophes ne peut s’effectuer que sur des échantillons fixés après marquage au SYBR-

Green (Life technologies, Invitrogen) pendant 15 min au noir, à une concentration finale de 1X (Marie 

et al., 1999). En fonction de la concentration cellulaire, certains échantillons ont été dilués dans du 

milieu de culture PCRS11 stérile. 

 

Les signaux de fluorescence et de diffraction sont normalisés en utilisant des billes 

fluorescentes de 0.95 µm (Polysciences Warrington, PA, USA) en ajustant le gain de voltage avant 

chaque analyse. Les signaux de fluorescence rouge (FL3, un proxy de la concentration en Chl a et 

APC) sont détectés à travers un filtre passe-haut de 650nm, la fluorescence orange (FL2, proxy de la 

PE) et la fluorescence verte (FL1, contenu en ADN marqué au SYBR-Green) sont détectés en utilisant 

des filtres passe-bande de 530/30 nm (FL1) et 585/42 nm (FL2). Les résultats ont été analysés en 

utilisant le logiciel Cytowin v4.31 (Vaulot, 1989). 

II.1.3 Tri de cellules du genre Synechococcus à partir d’échantillons 

naturels 

II.1.3.1.  Nettoyage du cytomètre et préparation d’expérience 

Les échantillons naturels ont été triés en utilisant un trieur FacsARIA (Becton Dickinson 

Biosciences, SanJose, CA, USA). Afin d’éviter la contamination des échantillons par toute trace d’ADN 

non spécifique, de grandes précautions ont été prises quant à la préparation et au nettoyage de 

l’appareil. Le cytomètre a d’abord été nettoyé par une succession de solution de lavage Helmanex 2% 

(Hellmanex® II, Hellma GmbH & Co. KG, Germany) dans de l’eau chaude, durant une période 

minimale de 2 h. L’appareil a ensuite été rincé sur la nuit en utilisant de l’eau milliQ. Les capillaires 

d’injection de l’échantillon ont été autoclavés et la chambre d’injection nettoyée en utilisant la 

solution de lavage. La chambre d’injection et les capillaires ont été nettoyés 5 min entre chaque tri 

(Cleaning concentrate, Biorad), puis rincés à l’eau milliQ pendant 10 min. 

Du tampon PBS (Phosphate Buffer Saline; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 . 2 

H2O, 2 mM KH2PO4, pH 7.5) a été utilisé comme liquide de gaine. Le tampon a été préparé par 

dissolution de sels calcinés (4 h à 450°C) dans des bouteilles de polycarbonate dédiées. Le tampon a 

ensuite été stérilisé aux UV durant 2 h sous une hotte microbiologique, puis autoclavé 20 min à 

121°C. Le tampon a été filtré extemporanément en utilisant des unités Stericup (Millipore, Molsheim, 

France) et transférés dans le réservoir de liquide de gaine, également préalablement stérilisé aux UV. 

L’ensemble des tubes utilisés pour la cytométrie et la récupération des cellules ont été 

autoclavés et stérilisés aux rayons UV avant utilisation.  
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  Au cours de cette thèse d’autres tampons ont été utilisés comme liquide de gaine et leur compatibilité 

avec l’amplification de génomes complets (WGA) a été testée. Aucune amplification n’a pu être 

obtenue en utilisant du NaCl 0.1% ou du PCRS11 (milieu de culture utilisé pour la culture de 

Synechococcus, probablement en raison de la forte teneur en sels de ces tampons. L’utilisation de TE 

(Tris/EDTA) est possible mais reste moins efficace, en raison de la dégradation rapide de certaines 

cellules de Synechococcus observée par cytométrie en flux dans ce tampon. 

 

II.1.3.2. Tri cellulaire 

Les cellules du genre Synechococcus ont été triées à partir d’échantillons naturels concentrés. 

Afin d’obtenir des échantillons triés avec une grande pureté, trois tris successifs ont été réalisé avec 

un trieur en mode "Purity", en veillant à ne pas dépasser plus de 1000 évènements/sec. Le tri 

cellulaire a été effectué à une pression de 70 psi, une fréquence de 90 000 Hz et en utilisant une buse 

de 70 μm. Ces paramètres déterminent la concentration des cellules après tri qui, dans ces 

conditions, était de 500 cellules.μL-1. Le premier tri a été effectué en se basant uniquement sur la 

fluorescence naturelle des cellules en utilisant le mode « purity » (Yield Mask = 32, Purity Mask = 32, 

Phase Mask = 0) et en recueillant les signaux de fluorescence rouge (Chl) et de taille (SSC). Les 

deuxième et troisième tris ont été réalisés après marquage de l’échantillon au SYTO-9 (Invitrogen S-

34854) et SYTO-13 (Invitrogen S-7575), à une concentration finale de 5 µM. Ces deux molécules, qui 

sont des marqueurs de l’ADN ayant la propriété de pénétrer dans les cellules dont la membrane 

plasmique est intacte, permettent donc de détecter les bactéries hétérotrophes dépourvues de 

pigments. Après 15 min de marquage, les cellules sont triées en utilisant le mode « purity » ou 

préférentiellement le mode « single-cell » (Yield Mask = 0, Purity Mask = 32, Phase Mask = 16). Le tri 

en mode "single-cell" ne peut-être effectué que si un grand nombre de cellules est disponible dans 

l'échantillon de départ. La contamination des échantillons triés est évaluée après chaque tri par 

l'analyse, à l'aide du FACSCanto, d'un échantillon marqué au SYBR-Green (voir ci-dessus). Après tri, 

les cellules sont brièvement centrifugées et stockées à 4°C avant de procéder à une réaction de WGA 

ou une extraction d’ADN. 

II.2. Amplification de génomes complets à partir d'échantillons triés 

Les réactions de WGA ont été réalisées en utilisant le kit GenomiPhi V2 (GE Healthcare, 

Waukesha, WI). Les tampons de lyse (400 mM KOH, 100 mM DTT, 10 mM EDTA) et de neutralisation 

(400 mM HCl, 600 mM Tris-HCl, pH 7.5) ont été filtrés sur 0.2 µm et stérilisés aux UV pendant 30 min 

juste avant WGA. L’ensemble des échantillons a été traité suivant les recommandations du 

fournisseur en utilisant une lyse chimique qui permet en évitant de fractionner l’ADN de favoriser 

l’amplification de produits de grande taille par rapport à d’une lyse thermique. Brièvement, 5 µL de 

cellules triées (correspondant à environ 2500 cellules dans nos conditions de tri) ont été lysées en 
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ajoutant 1 µL de tampon de lyse et incubés 10 min sur glace. Les échantillons ont ensuite été 

neutralisés avec 1 µL de tampon de neutralisation. Les réactions ont été réalisées dans un volume 

final de 24 µL après ajout du tampon de resuspension (« sample buffer », 7 µL), de tampon de 

reaction (9 µL) et de l’enzyme phi29 (1 µL). Les mélanges réactionnels ont été incubés 2 h 30 à 30°C 

avant d’inactiver l’enzyme à 65°C durant 5 min en utilisant un GeneAmp PCR system 9700 (Applied 

Biosystems™). Les produits ont ensuite été conservés à -20°C jusqu’à analyse. 

  Ces réactions sont très sensibles à toute trace de contamination. De grandes précautions ont été prises 

lors de ces expériences. L’ensemble des manipulations ont été réalisées sous une hotte PCR HEPA 

équipé de néons UV, rigoureusement nettoyée et stérilisée avant chaque usage. Un lot de pipettes a 

également été dédié à cet usage. 

 

Un comparatif sur les biais d’amplification a été mené sur les kits Genomiphi v2, ainsi que sur le kit 

Repli-G mini kit (Qiagen). Le biais d’amplification concernant les différents génotypes de 

Synechococcus, ainsi que le biais d’amplification entre Synechococcus et les bactéries hétérotrophes a 

alors été évalué. Ce tests nous ont permis de mettre en évidence que le biais d’amplification du kit 

RepliG mini kit était plus important que celui rencontré en utilisant le kit GenomiPhi v2, notamment 

lorsque les réactions d’amplification étaient réalisées à partir d’un faible nombre de cellules. 

Néanmoins ces tests ont aussi mis en évidence que les fragments amplifiés obtenus à partir du kit 

Repli-G étaient de plus grande taille que ceux obtenus avec GenomiPhi V2, et ce en utilisant dans les 

deux cas une lyse chimique. D’autre part si le rendement obtenu avec GenomiPhi se situe autour de 500 

ng d’ADN final par réaction, celui-ci était 5 fois supérieur en utilisant le kit Repli-G. 

 

II.3. Fabrication de librairies de fosmides 

II.3.1 Traitement enzymatique à la Nuclease S1 

La WGA utilisant l'enzyme phi29 conduit à la génération de structures branchées, où les 

différents brins d’ADN sont interconnectés les uns aux autres. Afin de fabriquer des librairies de 

fosmides à partir de produits WGA, il est nécessaire de procéder à la suppression de ces jonctions 

entre les différentes molécules d’ADN branchées. 

Les librairies de fosmides ont été fabriquées à partir d’un volume maximum de 160 µL de 

produits WGA (correspondant généralement au pool de 7 ou 8 réactions indépendantes). Le 

traitement enzymatique a été effectué en ajoutant 1000 U de Nuclease S1 (Promega), dans un 

volume réactionnel final de 200 µL. La solution a été incubée 1 h à 37°C puis stoppée 10 min à 70°C 

en ajoutant un volume d’EDTA 0.5 M pH 8.0. L’ADN a ensuite été purifié en ajoutant du réactif et du 

colorant Sureclean (Bioline France, Paris, France) et la réaction a été incubée au moins 30 min à 

température ambiante. Le surnageant a été éliminé après centrifugation 10 min à 16 000 g et le culot 

a été lavé deux fois par ajout d’éthanol 70% froid. Après élimination des traces résiduelles d’éthanol 

par séchage au Speed-Vac, l’ADN a été réhydraté dans 40 µL d’Eau Baxter stérile, sous agitation 

orbitale à 500 rpm et à 4°C pendant une nuit. 
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II.3.2 Sélection des fragments d’intérêt par PFGE 

Les fragments d’intérêt, de taille supérieure à 25 Kpb, ont été sélectionnés par PFGE (CHEF 

DR-II BioRad, Hercules, CA) sur gel d’agarose Low-Melting Point 1% (Invitrogen) en tampon TBE 0.5X, 

après 18 h de migration à 200 V, avec des paramètres de pulses initiaux et finaux de 0.5 s et 1.5 s 

respectivement. Les bandes externes, contenant du marqueur de taille GeneRuler™ High Range DNA 

Ladder (Fermentas, Villebon sur Yvette, France), ont été utilisées pour déterminer la région du gel à 

exciser après marquage au bromure d’éthidium. Durant cette étape, uniquement les bandes 

externes ont été exposées aux rayons UV afin de ne pas diminuer l’efficacité de clonage. Après fusion 

de l’agarose par incubation à 70°C durant 15 min, et transfert à 45°C durant 10 min, celui-ci a été 

digéré durant 5 h à 45°C en ajoutant un volume de 1 µL de GELase (Epicentre) pour 100 mg 

d’agarose. La réaction a été stoppée en inactivant l’enzyme 10 min à 70°C. Afin de précipiter les 

éventuelles traces d’agarose non digéré, la solution a été placée sur glace au moins 15 min, puis 

centrifugée à 7500 g, 4°C durant 20 min. Le surnageant, contenant l’ADN, a ensuite été purifié en 

utilisant des Amicon Ultra-2 (porosité 30 kDa, Millipore, Molsheim, France), préalablement rincés 

avec de l’eau Baxter stérile, par centrifugation à 3000 g, 4°C durant 20 min. Cette étape a été répétée 

3 fois, et le temps de la dernière centrifugation a été ajusté afin d’obtenir un volume final de 48 µL. 

La quantité d’ADN a ensuite été évaluée au Nanodrop ND-100 (ThermoScientific), et la qualité a été 

vérifiée sur gel d’agarose 1%.  

 

  Cette étape conditionne directement la qualité des banques qui seront obtenues. Il est important 

d’éviter toute exposition aux UV des produits de WGA lors de l’excision des fragments ainsi que de 

respecter les étapes de purification. 

II.3.3 Traitement enzymatique 

Le traitement enzymatique de réparation des extrémités des brins d’ADN a été réalisé 

suivant les recommandations du fournisseur (Epicentre). Une légère modification a cependant été 

apportée en ajoutant 40 U d’ADN polymerase I (New England Biolabs, Evry, France) au mix 

enzymatique fourni par le fournisseur, et la réaction a été incubée à 25° durant 3 h. L’ADN a ensuite 

été purifié en utilisant des Amicon Ultra 0.5 (porosité 30 kDa, Millipore, Molsheim, France), à 7000 g, 

4°C durant 10 min. Cette étape a été répétée, et le temps de centrifugation a été ajusté afin 

d’obtenir un volume final le plus faible possible, généralement autour de 30 µL. La quantité d’ADN a 

ensuite été évaluée au Nanodrop ND-100 (ThermoScientific), et la qualité a été vérifiée sur gel 

d’agarose 1%. 
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II.3.4 Ligation, empaquetage et titrage 

La réaction de ligation a été réalisée en utilisant le kit CopyControl Fosmid Library Production 

Kit (EPICENTRE) suivant les recommandations du fournisseur., i.e. en incubant approximativement 

300 ng d’ADN et le vecteur pCC2FOS™ pendant 16 h à 10°C, puis en inactivant l'enzyme 10 min à 

70°C. L’empaquetage a été réalisé suivant les recommandations du fournisseur, et la solution a 

ensuite été diluée dans 100 µL de tampon Phage Dilution Buffer. La solution de phages a ensuite été 

dilué au 1/10ème et 1/100ème et 10 µL de chacune de ces dilutions ont été utilisé pour infecter une 

culture d’Escherichia coli EPI300-T1R, en milieu LB + MgSO4 10 mM + Maltose 0.2%, dont la DO est 

comprise entre 0.8 et 1.0. Après transfection 1 h à 37°C sous agitation orbitale (80 rpm), la culture 

transfectée a été étalée sur gélose LB + 12.5 µg.mL-1 de chloramphenicol. Le titre a été déterminé à 

partir de 3 réplicats par dilution.  

En fonction des résultats de titrage, la totalité des phages ont été utilisé pour transfecter une 

culture d’E. coli afin d’obtenir un titre final d’environ 3000 cfu.mL-1. Après transfection, du glycérol a 

été ajouté à une concentration finale de 20%, et la culture transfectée a été conservée à -80°C après 

congélation dans de l’azote liquide. Avant congélation, 3 aliquots de 50 µL de culture ont été étalés 

sur gélose LB + Cm afin de déterminer le titre final. 

 

 L’étape critique de la réaction de transfection est le respect de la DO de la culture d’E. coli. 

II.3.5 Détermination de la taille des inserts 

Afin d’obtenir des quantités d’ADN suffisantes, les clones d’intérêt ont été induits à forte 

copie, selon les recommandations du fournisseur, en utilisant la solution d'induction fournie. Les 

fosmides ont été extraits en utilisant le kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) et 

quantifiés au Nanodrop. La taille des inserts a été déterminée par PFGE après digestion par NotI 

selon les recommandations du fournisseur. 

III. ARTICLE 

  



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 122 -  

 

 

Use of targeted metagenomic approach to study in situ  

diversity of pigment types in marine Synechococcus 

 

 

Florian Humily1,2, Dominique Marie1,2, Gregory Farrant1,2, Frédéric Partensky1,2, Sophie Mazard3,4, 

Morgan Perennou5, Karine Labadie6, Jean-Marc Aury6, Patrick Wincker6, Audrey Nicolas1,2, David J. 

Scanlan3 and Laurence Garczarek1,2* 

 

 

 

 

1 UPMC-Université Paris VI, Station Biologique, CS 90074, 29688 Roscoff cedex, France 

2 CNRS, UMR 7144 Adaptation and Diversity in the Marine Environment, Oceanic Plankton group, 

Marine Phototrophic Prokaryotes team, Place Georges Teissier, CS 90074, 29688 Roscoff cedex, 

France 

3School of Life Sciences, University of Warwick, GibbetHill Road, Coventry CV4 7AL, UK. 

4Department of Chemistry and Biomolecular Science, Macquarie University, North Ryde, NSW 2109, 

Australia 

5CNRS, FR2424, Service Information et Génomique, Station Biologique, 29688 Roscoff cedex, France 

6Commissariat à l’Energie Atomique, Institut de Génomique/Génoscope, 91000 Evry, France 

 

 

 

IN PREPARATION 

 

 

*For correspondence. E-mail laurence.garczarek@sb-roscoff.fr; Tel. (+33) 2 9829 2538; Fax (+33) 2 

9829 2324. 

 

Keywords : marine cyanobacteria, phycobilisomes, whole genome amplification (WGA), flow 

cytometry cell sorting, fosmid library 

 

In preparation for FEMS Microbiology Ecology 



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 123 -  

 ABSTRACT 

Marine Synechococcus cells, the second most abundant oxygenic phototroph on Earth, 

display a wide pigment diversity. However, the distribution and diversity of these various pigment 

types in oceanic regimes remains largely misunderstood. In this study, we have combined flow 

cytometry cell sorting, whole-genome amplification (WGA) and fosmid library to specifically target a 

genomic region encoding phycobilisome (PBS) rods. This multi-step metagenomic approach induces a 

number of methodological biases, notably due to the WGA step, which can affect the quality and 

representativeness of sequences with regard to the initial environmental sample. To detect and 

better estimate the effect of these biases, we performed a characterization of the community 

composition at each step of the procedure using terminal restriction fragment length polymorphism 

using as genetic markers, the petB gene for Synechococcus and the 16S rRNA for the whole bacteria 

community. This approach allowed us to select reliable WGA products to construct a fosmid library 

from a natural sample collected at a coastal site off Roscoff (France). Sequencing of 25 fosmids 

containing the targeted region allowed us to assemble partial PBS regions with similar gene content 

and organization to cultured isolates. Altogether, this study provides novel insights about 

Synechococcus community structure and pigment types diversity at a representative coastal station 

of the English channel. 
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INTRODUCTION  

 

An open question in the field of microbiology is whether cultured isolates are valid 

representatives of microbial diversity present in the environment. During the last decade, the 

development of culture-independent approaches, associated with high throughput sequencing, has 

revolutionized studies in microbial ecology (Gilbert and Dupont, 2011). Environmental genomics (also 

called metagenomics) indeed allows scientists to bypass the need for isolation and cultivation steps, 

which are tedious and often unsuitable for a large number of microorganisms, notably in the marine 

environment (Venter et al., 2004; Rusch et al., 2007; Biers et al., 2009). The outcome and numerous 

recent improvements of new sequencing technologies, coupled with reduced costs, have provided 

access to extensive gene content information of the different members of natural communities and 

even sometimes allowed to reconstruct entire metabolic pathways or whole genomes (Tyson et al., 

2004; Tringe and Rubin, 2005; Martín et al., 2006; Wooley et al., 2010). However, metagenomics 

often fails to link diversity information of specific microbes to their specific ecological functions, 

especially in complex environments, in which only the most abundant biosphere is generally 

considered (Pedrós-Alió, 2012). 

To characterize the genetic repertoire of a particular group, reducing the sample complexity 

appears to be an appropriate strategy. Analysis of sub-communities exhibiting lower diversity, such 

as specific taxa or populations (Kalyuzhnaya et al., 2008) or even single cells (for review see 

Stepanauskas, 2012), is now possible by an approach termed “targeted enrichment” (Hallam et al., 

2006). The latter consists in focusing on a particular cell population, based on its specific phenotypic 

or spectral characteristics. In marine ecology, fluorescence-activated cell sorting by flow cytometry 

has become the most popular isolation method, allowing high-throughput cell separation based on 

various parameters such as light scatter and induced or natural fluorescence (Sekar et al., 2004; 

Stepanauskas and Sieracki, 2007; Woyke et al., 2009; Yoon et al., 2011). After enrichment, 

sequencing effort can also be directed towards specific genes or metabolic pathways (i.e. targeted 

metagenomics), selected using different screening methods (for a review see Suenaga, 2012). 

However, these methodologies often imply to work with a small cell number, and thus low DNA 

amounts, which is generally insufficient for current sequencing procedures, although the recent 

advent of single-molecule sequencing technologies (third-generation) opens new opportunities to 

solve this problem (Schadt et al., 2010). This limitation is currently circumvented using whole-

genome amplification (WGA), enabling to obtain enough DNA for sequencing from a very low 

amount of DNA or cells (Abulencia et al., 2006; Podar et al., 2007; Chen et al., 2008; Lepere et al., 

2011) or even single cells (Zhang et al., 2006; Rodrigue et al., 2009). Multiple displacement 

amplification (MDA) emerged as the reference technique, due to the high processivity and high 
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strand displacement activity of the phi29 enzyme (Dean et al., 2001). Despite significant advances in 

recent years, the most challenging problem of this approach remains amplification biases, which can 

severely alter our perception of the community structure by differentially amplifying certain taxa 

with regard to others, as evidenced for soil bacteria (Abulencia et al., 2006). Furthermore, WGA-

induced chimeras may also affect results from whole genome sequencing, de novo assembly and 

DNA libraries preparation (Lasken and Stockwell, 2007; Chen et al., 2008). 

Synechococcus is the second most abundant single-celled cyanobacterium dominating 

marine ecosystems (Scanlan et al., 2009) and plays a key role in global carbon cycle (Li, 1994; 

Richardson and Jackson, 2007; Buitenhuis et al., 2012). This oxygenic photoautotroph, which is found 

in the upper layer across large environmental gradients from coastal waters to open-ocean, exhibits 

a high genetic diversity (Zwirglmaier et al., 2008; Huang et al., 2012; Mazard et al., 2012). Among 

numerous clades unveiled using various genetic markers, clades I to IV constitute the most abundant 

ones, with clades I and IV prevailing in nutrients-rich coastal waters, clade II in subtropical/tropical 

waters and clade III in oligotrophic regimes (Zwirglmaier et al., 2008; Mella-Flores et al., 2011; 

Mazard et al., 2012). A leading hypothesis to explain the dominance of Synechococcus across large 

oceanic regimes is the considerable pigment diversity found within this genus (Six et al., 2007). As the 

majority of cyanobacteria, Synechococcus uses a pigment-protein macrocomplex, called the 

phycobilisome (PBS), composed of phycobiliproteins, as its main light-harvesting system. Three main 

pigment types were defined based on the major phycobiliprotein found in PBS rods : type 1 contains 

only phycocyanin (PC), type 2 PC and phycoerythrin I (PEI) and type 3 PC, PEI and PEII (Six et al., 

2007). The latter type has been subdivided into 5 sub-types based on the ratio of the two 

phycobilins, phycourobilin (PUB, Amax = 495 nm) or phycoerythrobilin (PEB, Amax = 545 nm), linked to 

these phycobiliproteins (Humily et al., submitted). This ratio, generally assessed by the Ex495:545nm 

proxy (i.e. the fluorescence excitation ratio of these two chromophores), can be low (3a), medium 

(3b), high (3c) or variable (3d-e). The latter sub-type corresponds to cells performing type IV 

chromatic acclimation (CA4) that are able to match their pigmentation with incident light (Palenik, 

2001; Everroad and Wood, 2006; Humily et al., submitted). Furthermore, these phenotypes were 

recently complemented by adding a suffix (A or B) to indicate the occurrence of one of the two CA4 

island types, CA4-A or CA4-B, in their genomes. These different pigment types also differ in their 

content in genes involved in the synthesis and regulation of the PBS rods, which are gathered into a 

specific genomic region ranging in size between 9 and 30 kbp. Although this pigment diversity likely 

allows these organisms to colonize the large variety of light environments existing in the marine 

ecosystem, from green turbid coastal to blue oligotrophic waters (Olson et al., 1988; Olson et al., 

1990; Partensky et al., 1999), the influence of pigmentation on the niche partitioning of 

Synechococcus spp. remains poorly understood. 
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In this study, we have developed a targeted metagenomics approach to specifically clone and 

sequence PBS genomic regions, the gene content of which is sufficient to predict cell pigmentation 

from natural Synechococcus populations, without prior knowledge of their spectral properties. This 

method, which consists in a unique combination of cell sorting by flow cytometry, WGA as well as 

fosmid library construction is applicable to the study of genetic diversity of any large DNA fragments 

from uncultured Synechococcus cells. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Sample collection and cell sorting 

 

A seawater surface sample (8L) was collected at the Service d'Observation en Milieu LITtoral 

(SOMLIT)-Astan station off Roscoff (Brittany, France), a representative site of the western English 

channel, using a Niskin bottle mounted on a CTD frame (Table 1). The sample was pre-filtered 

through 5 µm polycarbonate filters (Millipore, Molsheim, France) to remove large planktonic cells 

and particles, then concentrated by tangential filtration on a 100 000 MWCO membrane as 

previously described (Marie et al., 2010). Picophytoplanktonic cell concentrations were determined 

by flow cytometry using a FACS Canto (Becton Dickinson, San Jose, CA) as detailed previously (Marie 

et al., 1999). 

 

TABLE 1. Physico-chemical parameters and phytoplankton abundance at the SOMLIT-Astan site at the time of 

sampling (May 29, 2012 at 11:35 am). 

Parameter Value 

Latitude 48° 46' 40 N 
Longitude 3° 56' 15 W 
Sample depth (m) 1 
Water column depth (m) 60 
Temperature (°C) 12.55 
Salinity (psu) 35.24 
Chl a (µg.L

-1
) 0.60 

NH4 (µM) 1.40 
NO3 (µM) 1.10 
NO2 (µM) 0.17 
PO4 (µM) 0.22 
Synechococcus (cells.ml

-1
) 841 

Photosynthetic eukaryotes (cells.ml
-1

) 3441 

 

Synechococcus cells were sorted using a FACS Aria flow cytometer (Becton Dickinson, San 

Jose, CA). In order to prevent sample contamination, the flow cytometer was cleaned by a succession 

of 2% bleach solution (Hellmanex® II, Hellma GmbH & Co. KG, Germany) in warm water, during at 

least 2 h and overnight rinsing with milliQ water, as previously described (Stepanauskas and Sieracki, 

2007). Phosphate Buffer Saline (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 . 2 H2O, 2 mM KH2PO4, 

pH 7.5) was used as sheath fluid, with a pressure of 70 p.s.i., for cell sorting. The phosphate buffer 

was prepared by dissolving combusted (4 h at 450°C) salts in milliQ water. It was then UV-treated for 

2 h, autoclaved at 121°C for 20 min and filtered on 0.2 µm before transfer into a UV-treated tank. 

Prior to sorting, a 0.2 µm pore size Sterivex® filter (Millipore, Molsheim, France) was connected on 

the sheath fluid line injection, just before the chamber. 

To minimize contamination by heterotrophic cells, a three-step sorting procedure of 

Synechococcus cells was used. Cells were first sorted based on their natural autofluorescence using 
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the “purity” mode and the signal was triggered on the red fluorescence from chlorophyll and side 

scatter. Then, heterotrophic bacteria and picoeukaryotes were screened out after DNA staining for 

15 min using a combination of two nucleic acid stains, SYTO-9 and SYTO-13, at a final concentration 

of 5 µM each (Invitrogen, Carlsbad, CA; del Giorgio et al., 1996; Lebaron et al., 1998; Gasol et al., 

1999). Between each sorted samples, the sample injection and chamber lines were cleaned for 10 

min using an alkaline detergent (BioRad, Hercules, CA) and rinsed for at least 10 min with autoclaved 

milliQ-water. Sorted cells were collected in UV-treated Eppendorf tubes, quickly centrifuged, and 

stored at 4°C until WGA or DNA extraction. 

 

Whole genome amplification 

 

WGA reactions were carried out under an UV3 HEPA PCR Workstation (UVP, Cambridge, UK) 

using Genomiphi v2 kit (GE Healthcare, Waukesha, WI). Lysis (400 mM KOH, 100 mM DTT, 10 mM 

EDTA) and neutralization buffers (400 mM HCl, 600 mM Tris-HCl, pH 7.5) were filtrated on 0.2 µm 

and UV-treat 30 min just before WGA. All samples were denatured using a chemical procedure that 

we found to be more suitable than thermal denaturation to obtain large size amplification products, 

necessary for fosmid library construction (Fig. S1). Approximately 2500 Synechococcus sorted cells 

(corresponding to 5 µL in our sorting conditions) were lysed by adding 1 µL of lysis buffer, incubated 

for 10 min on ice before addition of 1 µL neutralization buffer. WGA reactions were carried out in 24 

µL final volume by adding sample buffer (7 µL), reaction buffer (9 µL) and phi29 enzyme (1 µL), then 

incubated for 2.5 h at 30°C before inactivating the enzyme by incubation for 5 min at 65 °C. Blank 

controls with sterile water and sheath fluid collected at the exit of the chamber were taken for each 

experiment. For PCR reactions, WGA products were diluted 10-fold in sterile MilliQ water. WGA 

products and dilutions were stored at -20°C until processing. 

 

PCR amplification and T-RFLP screening 

 

Terminal-restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) was used to assess the purity of 

sorting and amplification biases. While the petB gene, coding for the cytochrome b6 subunit of the 

cytochrome b6/f complex, allowed us to evaluate the genetic diversity of Synechococcus (Mazard et 

al., 2012), the small subunit (16S) rRNA gene was used to check contamination by heterotrophic 

bacteria. Genomic DNA was extracted from concentrated natural samples ( 40 000 Synechococcus 

cells) and sorted samples ( 50 000- 100 000 cells) using a modified protocol of the DNA Blood and 

Tissue kit, as previously described (Qiagen, Courtaboeuf, France; Balzano et al., 2012). All PCR 

reactions for T-RFLP screening were performed in 25 µL volume containing 1.25 U GoTaq polymerase 



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 129 -  

(Promega, Madison, WI), 1X buffer provided with the polymerase and 1.5 mM MgCl2. Primers and 

PCR conditions are listed in Table 2. Forward primers 16S_27F and petBF were 5'-labeled with 6-

carboxyfluorescein (6-FAM, Eurogentec, Seraing, Belgium) for fragments detection by T-RFLP. All 

amplifications were performed using a GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Carlsbad, 

California) and the program consisted of an initial denaturation step of 5 min at 94°C, followed by 30 

cycles (30 s at 94°C, 30 sec at 55°C and 1 min at 72°C) and a final extension step of 10 min at 72°C 

(Table 2). In order to assign terminal-restriction fragments (T-RFs) of marine Synechococcus 16S rRNA 

and petB, T-RF databases were generated using sequences from natural populations and cultured 

isolates (Mazard et al., 2012) that were virtually digested in silico using various restriction enzymes 

(Tables S1 and S2). While for 16S rRNA, we used MspI as previously described (Mazard et al., 2011), 

for petB, this database allowed us to identify HpaII/HinfII as the most appropriate set of restriction 

enzymes since it allowed up to obtain up to eight T-RFs (Table S2). Both amplicon types were 

digested for 3 h at 37°C, using manufacturer recommendations (New England Biolabs, Evry, France). 

 

TABLE 2. List of primers used in this study 

Primer name Sequence (5’ to 3’) Targeted 
gene/ 
operon 

Use Product Amplic
on 
lengtha 

Tm 
(°C) 

dNTPs 
(µM) 

Primers 
conc. 
(nM) 

# cycles References 

16S_27Fb AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 16S rRNA T-RFLP 16S rRNA Eubacteria 1448 55 100 400 30 Field et al. (1998) 
16S_1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT         Lane (1991) 

petBFb TACGACTGGTTCCAGGAACG petB T-RFLP/Pyrosequencing 
b6 subunit of 
cytochrome b6/f 597 55 250 1 µM 30 Mazard et al. (2012) 

petBR GAAGTGCATGAGCATGAA        28-30c Mazard et al. (2012) 

mpeB_220F TACACCAACCGCAARATGGC mpeBA Screening (hybridization/PCR) PEII α- and β- subunits 626 55 300 500 30 This study 
mpeA_263R ACRAAGTCRCGCTTGCACTT         This study 

SynB1F ATGCTCGACGCATTCTCCMG cpeBA Pyrosequencing PEI α- and β- subunits 635 55 250 500 30-35c Everroad et al. (2006) 
SynA3R CGGTGGTGAYGACGGAYTTCAT         Everroad et al. (2006) 

c/rpcB_244F TGCCTGCGCGACATGGAGATC r/cpcBA Pyrosequencing PC α- and β- subunits 523 50 250 500 30-40c This study 
SyncpcA-Rev ATCTGGGTGGTGTAGGG  Screening (hybridization/PCR)     30 Haverkamp et al. (2008) 

cpeC_187F TTCAAGCTYGGTGARATCAG cpeC  Screening (hybridization/PCR) PE associated linker 645 55 300 500 35 This study 
cpeC_832R TGAAYTGCTCNGAGAGYTTG         This study 

cpeU_224F GATTTTGGTGGGARAGYAA cpeU Screening (PCR) Putative phycobilin lyase 228 55 30 500 30 This study 
cpeU_452R ACAAACCARCAKCGYTCDAT                 This study 

a Amplicon length was determined on Synechococcus sp. WH8102 (GenBank accession number BX548020). 
b
 16s rRNA and petB forward primers used for T-RFLP were 5'-labeled with 6-carboxyfluorescein (6-FAM) 

c Number of cycles was adjusted to obtain a faint band on agarose gel for pyrosequencing 

 After inactivation of the enzyme at 80°C for 15 min, terminal-restriction fragments (T-RF) 

were diluted in Hi-DiTM Formamide (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and separated in a 

3130 xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, California). Data were analyzed using 

Genemapper (Applied Biosystems, Carlsbad, California) and only T-RF between 85 and 500 bp were 

included in the analysis. T-RFLP peaks were compared to the T-RF databases (see above and Table S1 

and S2). 
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Fosmid library construction 

 

Twenty WGA products, checked by T-RFLP screening to display no significant diversity bias 

with regard to the initial sample, were pooled for fosmid library construction. As previously 

suggested, DNA branching was reduced by cutting junctions using an enzymatic treatment with 1000 

U of Nuclease S1 (Promega, Madison, WI) during 1 h (Zhang et al., 2006; Neufeld et al., 2008). DNA 

was then purified by precipitation using SureClean reagent (Bioline France, Paris, France), washed 

using ethanol 70%, and rehydrated in sterile milliQ water. The metagenomic library was constructed 

using CopyControl™ HTP Fosmid Library Production Kit with pCC2FOS™ Vector (Epicentre, Madison, 

USA). For the end-repaired procedure, slight modifications to the standard protocol were made by 

adding 40 U of DNA polymerase I (New England Biolabs, Evry, France) to the enzymatic mix provided 

by the manufacturer and reaction was incubated at 25°C for 3 h. The end-repaired DNA was 

separated in 1% low melting point agarose gel (Invitrogen, Carlsbad, CA) in Tris-Borate-EDTA buffer 

0.5X, at 200 V with linear pulse time of 0.5-1.5 s for 20 h on a PFGE Chef DRII (BioRad, Hercules, CA). 

Fragments between 25 and 55 kbp were cut out of the gel after staining the DNA ladder with 

ethidium bromide. DNA was purified after agarose digestion for 5 h at 45°C in the presence of 10 U.g-

1 GELase (Epicentre), and concentrated on 100 kDa Amicon devices (Millipore, Molsheim, France). 

DNA ( 300 ng) was added to a ligation reaction with the pCC2FOS™ Vector and packaged according 

to the manufacturer protocol. Once titrated, the entire phages suspension was used to infect an 

Escherichia coli EPI300-T1R culture in exponential phase. The infected metagenomic library was 

frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C in glycerol (20% final concentration) until screening. 

After thawing, the desired number of clones was plated on LB Agar containing 12.5 µg.mL-1 

chloramphenicol for screening procedure. 

 

Fosmid library screening 

 

Colony picking of 55 296 clones and library screening using high-density colony filter were 

performed at the "Centre National de Ressources Génomiques Végétales" (Institut National de 

Recherche Agronomique, Toulouse, France), as described elsewhere (Gonthier et al., 2010). In order 

to increase the number of selected PBS region-containing fosmids and the coverage of this region, 

hybridizations were performed using probes targeting three loci located at different positions in this 

region: the cpeC gene coding for a PEI linker polypeptide, the mpeBA operon coding for the PEII α 

and β subunits and rpcBA/cpcBA operon encoding the PC α and β subunits (see Fig. 4 in Six et al., 

2007). Probes were synthetized by PCR using the pool of WGA products of the Astan station and 

degenerate primers that were designed with Primaclade (Gadberry et al., 2005) and manually refined 
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based on alignments of these three loci retrieved from the Synechococcus genomes available (Table 

2). PCR products were purified on agarose gel using the Qiaquick Gel Purification kit (Qiagen, 

Courtaboeuf, France) and quantified by Quanti-iTTM PicoGreen dsDNA assay (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) according to manufacturer’s instructions using a Tecan microplate reader (Tecan, Männedorf, 

Switzerland). Amplicons were labeled with [α-32P]dCTP by random priming using Ready-To-Go DNA 

Labelling Beads and purified through IllustraTM ProbeQuantTM G-50 Micro Columns (GE Healthcare, 

Waukesha, WI). Hybridization of the filters was performed with pools of the three probes as 

described (Sambrook and Russel, 2001). Filters were scanned and analyzed using a Storm 860 

PhosphorImager (GE Healthcare, Waukesha, WI). 

 

Fosmid selection and sequencing 

 

To select fosmids to be sequenced, positives clones selected by hybridization were 

secondarily screened by colony PCR targeting the three above mentioned loci as well as another gene 

of the PBS region, cpeU. After induction to high copy number according manufacturer’s protocol, 

fosmid DNA was extracted using NucleoSpin Plasmid kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) and 

quantified with a ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA). End-sequencing 

of PCR positive clones was then performed according to the Epicentre manual, in order to check for 

the theoretical size and position of each insert within the PBS region. The real insert size was then 

determined on 25 selected clones by PFGE after fosmid DNA digestion by NotI as described above, 

before sequencing. These clones were pooled before generating a paired-end library, which was the 

sequenced using the Illumina technology (2 x 151 bp reads) with at least 10 bp overlap. Reads 

corresponding to the vector and the E. coli host were eliminated through mapping using the 

Geneious Workbench (Biomatters, Auckland, New-Zealand), then an assembly was realized using the 

CLC AssemblyCell software (CLCBio, Prismet, Denmark). 

 
454 pyrosequencing 

 
To complement the T-RFLP analyses, petB, r/cpcBA and cpeBA loci were sequenced by 454 

pyrosequencing to assess the diversity of Synechococcus samples at each step of our metagenomic 

approach: TFF, after cell sorting and after WGA. Amplifications were conducted with “fusion” primers 

constituted of a 454 adaptor, a TCAG key used for amplicon sequencing and a multiplex identifier 

(MID) tag for sample identification from a mixed pool, according to the manufacturer instructions. 

While cpeBA operon was obtained using the primer set SynB1F - SynA3R (Everroad and 

Wood, 2006), we amplified the r/cpcBA operon using the reverse primer designed by Haverkamp et 

al. (2008) but re-designed the forward primer using Primaclade (Gadberry et al., 2005) on a manually 
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refined multiple sequence alignment containing Synechococcus sequences from marine, brackish and 

freshwater environment. This primer set was then tested on a selection of 14 marine Synechococcus 

strains representative of the different pigment types (Six et al. 2007; Humily et al., submitted). PCR 

reactions were performed in triplicates, in 50 µL final volume following conditions described in Table 

2, using the minimum number of cycles to obtain a thin band on agarose gel to minimize PCR biases. 

Amplicons were pooled and purified using the NucleoSpin® Extract II kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, 

France) to obtain a final amount of at least 2 µg. All samples were then pooled in equimolar amounts 

for 454 pyrosequencing on a Roche GS-FLX system (454 Life Sciences from Roche, Brandford, CT, 

USA) using a emPCR amplicon kit Lib-L according to the manufacturer's protocol at the Biogenouest® 

Genomics platform (Rennes, France). 

 
Sequence treatment and phylogenetic analyses 

 
Sequences that were considered of low quality, i.e. when the key was absent, amplicon 

length <250 pb or >600pb or undetermined bases represented more than 7% of the sequence, were 

removed from the analysis. Sequences were denoised using Acacia (v 1.52; Bragg et al., 2012) after 

trimming to 450 bp for petB and to 430 bp for the other loci. Intergenic sequences within r/cpcB and 

r/cpcA operons were then removed before clustering using MOTHUR (Schloss et al., 2009). To define 

OTUs, a cut-off value of 94% nt sequence similarity was used for petB, as previously described 

(Mazard et al., 2012), and 95% for the other loci. OTU defined by singletons sequences were 

removed before calculation of rarefaction curves, diversity indices and coverage value using 

MOTHUR. Sequences were then used to generate multiple alignment using MAFFT (G-INS-I option, v 

6.953; Katoh et al., 2005).  

Taxonomic assignment of each OTU was made by phylogenetic analyses using the same 

database used for T-RFs identification for petB and 42 protein sequences retrieved from marine 

Synechococcus/Cyanobium genomes for r/cpcBA and cpeBA loci, corresponding to 333 and 340 

aligned positions, respectively. Phylogenetic trees with references sequences were performed by 

Maximum likelihood using PhyML (v3.0; Guindon et al., 2009), a LG+G model (Le and Gascuel, 2008) 

and a BIONJ starting tree and visualized using FigTree v 1.3.1 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Robustness of inferred topology was supported by 

bootstraps resampling (1000). Pyrotag sequences and a few additional partial sequences retrieved 

from Genbank were then aligned with the reference alignments and added to consensus trees using 

the ADD_BY_PARSIMONY algorithm implemented in ARB (Ludwig et al., 2004). Unique 

environmental gene sequences obtained in this study were deposited in GenBank database under 

the following accession numbers: XXXXXX-XXXXXX for petB amplicons, XXXXXX-XXXXXX for r/cpcBA 

amplicons and XXXXXX-XXXXXX for cpeBA amplicons.  
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

Major breakthroughs have been achieved in recent years in the understanding of the genetic 

and functional diversity of marine microbial communities (Gilbert and Dupont, 2011). These 

progresses have been allowed by the advent of a number of novel technologies allowing to access at 

first the genetic diversity of natural populations. These include PCR which allowed the discovery of 

SAR11, the most abundant group of heterotrophic bacteria in the ocean (Giovannoni et al., 1990). It 

combination with flow cytometry then allowed to target a specific abundant population, such as 

Prochlorococcus (Urbach et al., 1998). However, the access to functional diversity on the level of the 

global community required to access either fragment of larger size with for instance the BAC (Béjà et 

al., 2000) or a very deep sequencing coverage (Venter et al., 2004), that is now considerably 

facilitated by the advent of NGS (Rusch et al., 2007). With regard to all these approaches, the major 

advance allowed by WGA was to give access both genetic and functional diversity and to target 

specific organisms by increasing the DNA amount by several orders of magnitude, from femto or 

picogram quantities of DNA (Dean et al., 2001). The combination of cell sorting and WGA allowed for 

instance to study the genetic diversity of several phytoplankton groups (Cuvelier et al., 2010; Lepere 

et al., 2011; Vaulot et al., 2012; Malmstrom et al., 2013), including Synechococcus (Palenik et al., 

2009; Mazard et al., 2011). It was also successfully applied to sequence the UCYN-A genome starting 

from only 5,000 sorted cells (Tripp et al., 2010). Nevertheless, starting from more than one cell most 

often result in obtaining consensus genomes, that can only avoided by working at the single cell level 

(SAGs), but that nowadays only allows to amplify and sequence partial genomes with no control on 

the sequenced genomic regions (Zhang et al., 2006; Rodrigue et al., 2009; Malmstrom et al., 2013). 

 

FIG. 1. Schematic representation of the targeted metagenomic pipeline used for PBS genomic regions analyses.  
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Here, we developed a metagenomic pipeline, combining flow cytometry cell sorting, WGA 

and fosmid library construction, which allows not only to specifically target Synechococcus cells but 

also specific regions of its genome (Fig. 1). Since this approach is not devoid of the biases inherent to 

each method, we evaluated their effects at each step of the procedure by following both the genetic 

composition of the Synechococcus community and the relative abundance of contaminant 

heterotrophic bacteria by T-RFLP analyses and/or pyrosequencing. While T-RFLP is a highly 

reproducible and low cost technique allowing to screen rapidly a high number of samples, 

pyrosequencing give access to the true genetic diversity of the samples. 

 

Efficiency of the combination of cell sorting and WGA to obtain large DNA amounts from 

natural Synechococcus populations 

 

T-RFLP targeting 16S rRNA was used to assess the contamination level by non-Synechococcus 

bacterial DNA at different steps of the procedure: i) the initial sample concentrated by TFF, ii) the 

flow sorted samples (3 technical replicates, named A to C, each constituted of 3 consecutive sorts, 

the first one based on natural fluorescence and two after DNA staining) and iii) the 48 samples 

obtained after WGA of the final sort of each technical replicate (Figs. 2A, 2C and S3). Peaks due to 

individual T-RF were identified based on an in silico analysis of a large 16S rRNA Synechococcus 

database that allowed us to predict T-RF at 129, 491 and 492 bp as Synechococcus, so by extension 

all the other T-RF observed in environmental samples were attributed to heterotrophic contaminants 

(Table S1). Compared to the above predictions, three T-RF were actually observed in the Astan 

sample that can be attributed to Synechococcus : Syn. T-RF I at 130 bp, Syn. T-RF II at 482-485 bp and 

Syn. T-RF III at 487-489 bp (Fig. 2A), and this was confirmed by T-RFLP analyses of cultured and sorted 

Synechococcus cells (see below). Although somewhat large (up to 7 bp), such a drift between 

predicted and measured T-RF sizes has already been reported and was shown to increase with T-RF 

size (Kaplan and Kitts, 2003; Bukovská et al., 2010). We also noticed that Syn. T-RF II and III were 

duplicated, which may be due to polymerase errors during PCR and/or during WGA. Additionally, the 

flow cytometry set up used in this study (Exc 488 nm) did not allow to detect PC-rich Synechococcus 

cells (pigment type 1), often found in coastal or low salinity waters (Haverkamp et al., 2008). 

However, a complementary flow cytometric analysis of the initial Astan samples with dual laser of 

488 nm and 635 nm (exciting PC) allowed to check that only PE-containing Synechococcus cells were 

present in the sample (data not shown). Furthermore, no Prochlorococcus cells were detected since 

this genus is systematically absent from the English channel waters (Sournia and Birrien, 1995; N. 

Simon, pers. comm). 
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FIG. 2. T-RFLP analysis of the diversity of Synechococcus and contaminant bacteria at station Astan as 

assessed at different stages of the metagenomic pipeline by targeting the 16S rRNA (A, C) and petB (B, D) 

genes. (A) Composite profile of 16S rRNA T-RF. (B) T-RFLP profile targeting petB for the initial sample 

concentrated by TFF. (C, D) Histograms of relative T-RF abundance of the Synechococcus and/or bacterial 

community composition based on T-RFLP targeting 16S rRNA (C) or petB (D) genes. Mean and standard 

deviations were calculated on the 47 WGA reactions (out of 48) for which Synechococcus T-RF were detected. 

While the concentration of Synechococcus in the initial sea water sample was fairly low ( 

840 cells.ml-1, Table 1), virtually no residual contaminants could be detected after cell sorting in all 

three replicates, neither by flow cytometry analysis (< 2%; Fig. S2), nor by T-RFLP targeting 16S rRNA 

(Fig. 2C). This indicates that the three-step sorting procedure was highly reproducible, since the three 

technical replicates gave similar results, and also very efficient to remove all types of contaminants. 

The first sorting step, based on natural fluorescence and side scatter, efficiently eliminated 

photosynthetic picoeukaryotes and large non-living particles. The two other sorting steps, performed 

after DNA staining using a combination of SYTO-9 and SYTO-13, allowed us to completely remove 

heterotrophic bacteria. Altogether, these 3 steps also reduced free DNA, which can be present at 

high concentrations in environmental samples particularly after tangential filtration that can lead to 

cellular lysis (Rodrigue et al., 2009), to insignificant levels.  

After the WGA step, some T-RF peaks assigned to contaminants in the initial sample re-

appeared and in most cases, their relative abundance represented 0 and 46 % of the total bacterial T-

RF (Figs. 2C and S3), though in one out of the 48 WGA products, contaminants represented all of the 

T-RF present in the sample. As suggested in a previous study (Swan et al., 2011), a discrepancy in cell 

lysis efficiency between Synechococcus and their bacterial counterparts might explain this differential 
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amplification. Preliminary tests performed on cultured isolates indeed showed that thermal lysis 

allows to obtain less contaminated profiles than chemical lysis (data not shown), but we did not 

retain the latter option, which generates smaller WGA products (Fig. S1). This differential 

amplification may also suggest that heterotrophic bacterial DNA could be preferentially amplified 

over Synechococcus DNA during the WGA step. It is also worth noting that the relative proportion of 

contaminants was higher in WGA reactions performed on the second and third sorted replicates 

(sorts B and C), which chronologically were performed after sort A (Fig 2C). This may result from a 

specific decrease of Synechococcus cell integrity and/or DNA degradation in the TFF concentrated 

sample that was kept on ice during several hours until cell sorting. Such modifications of the global 

community structure as a result of WGA have already been reported in the literature and were 

attributed to either amplification of free contaminant DNA (Raghunathan et al., 2005; Kvist et al., 

2007; Woyke et al., 2010) or differential amplification between taxa (Abulencia et al., 2006; Chen et 

al., 2008; Lepere et al., 2011; Blainey, 2013). The latter effect has been suggested to result from 

difference in GC%, presence of repeated regions (Pinard et al., 2006), different chromosome 

conformation (Schoenfeld et al., 2010), chromosomal breaks, relative cell abundance or DNA amount 

of the various taxa present in the sample (Chen et al., 2008; Arakaki et al., 2010) and/or stochastic 

effects during initial priming and amplification (Rodrigue et al., 2009). In the present study, screening 

of the WGA products using T-RFLP targeting 16S rRNA allowed us to circumvent this problem by 

selecting the samples with the lowest contaminant load. 

 

Effect of cell sorting and WGA on the Synechococcus cell communities 

 

The abovementioned differential amplification of taxa during the WGA step may also affect 

the relative abundance of the different clades within the Synechococcus population. To estimate this 

potential bias, we developed a T-RFLP approach targeting the petB gene, which is specific of 

photosynthetic organism and provides a much finer taxonomic resolution of the Synechococcus 

genus than 16S rRNA (Mazard et al., 2012). It must be noted that a given T-RF may correspond to 

different (sub-)clades and that reciprocally some strains belonging to the same (sub-)clade may have 

different T-RF (Table S2), indicating that this approach does not perfectly reflect the composition of 

the Synechococcus population at the (sub-)clade level. Still, variations in the T-RF pattern observed 

between the different stages of the metagenomic pipeline can be used for rapid screening of 

changes in the Synechococcus community composition between samples.  

The set of restriction enzymes HpaII/HinfII used for the T-RFLP analyses of the Astan samples 

provided two T-RFs (125 and 234 bp), which were among the eight T-RF predicted from in silico 

analysis of a database including sequences from both Synechococcus isolates and environmental 
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samples (Fig. 2B and 2D; Table S2). These T-RF sizes include strains belonging to the four main 

Synechococcus clades dominating in oceanic regimes (I-IV; Zwirglmaier et al., 2008), with T-RF 125bp 

encompassing strains from clades I, III and IV and T-RF 234bp, strains II, IV, VIII, XVI and sub-cluster 

5.3-I (Table S2). Although a moderate change was observed in the relative proportion of the two T-RF 

in all 3 replicates after cell sorting, the 125 bp T-RF remained dominant in the sorted samples (Fig. 

2D). The WGA also seemingly allowed to preserve the diversity of the initial sample since both T-RF 

we found in similar proportion after this step, despite some variability in the community composition 

between WGA products. In combination with 16S rRNA T-RFLP, these petB profiles helped us to 

select twenty WGA products not only with a low contamination level by heterotrophic bacteria but 

also representative of the Synechococcus community present at the Astan site, among which the 

equivalent of seven products were used to construct the fosmid library. 

 

Assessment of the content and quality of the fosmid library from the Astan station 

 

The fosmid library allowed us to obtain a very good coverage of genetic material from the 

Astan station, since it contained more than 500 000 clones, among which 50 000 were randomly 

screened by hybridization using a pool of three PBS probes targeting the c/rpcBA, cpeBA and mpeBA 

loci, then by PCR targeting the same genes as well as cpeU. This two-step screening was efficient to 

retrieve clones containing at least a part of the PBS region, since the great majority (94%) contained 

at least one of the four genes screened by PCR (Table 3). Although fosmid end-sequencing and 

mapping of these sequences onto reference Synechococcus genomes revealed the presence of some 

chimeric sequences, these were not retained for further sequencing. Selection of the 25 clones to be 

sequenced also took into account the predicted coverage of the PBS region as well as the largest 

possible genetic diversity as assessed by BLASTN analyses. After sequencing and read assembly, the 

great majority of contigs obtained were indeed included into the PBS gene region and sometimes 

encompassed genes of the conserved adjacent regions (Fig. 3). Nevertheless, read assembly only 

allowed us to obtain partial PBS gene regions, probably due to the small size of the paired-end library 

( 350 bp) and the high level of multiplexing (all 25 fosmids were pooled before library construction; 

Fig. 3). 
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FIG. 3. Alignment of the contigs retrieved from the Astan station against PBS regions from the most closely related marine Synechococcus reference genomes. Grey shaded 

areas above each reference genomic region indicate the coverage obtained by mapping all environmental reads onto each reference PBS region using BlastN. Yellow and green 

shaded areas indicate specific gene signatures as described in the main text. Only the contigs with a size larger than 1700 bp and non-redundant are shown on the figure.
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TABLE 3. Characteristics of SOMLIT-Astan fosmid library 

Step Parameter Value 

Fosmid library Total number of clones 506,296 

 
Number of screened clones  55,296 

Screening by hybridization Number of positive clones 768 
Screening by PCR Number of positive clones  268 

 
# with at least 1 gene 94% 

 
# with at least 2 genes 58% 

 
# with at least 3 genes 19% 

 
# with 4 genes 4% 

Validations 
Number of clones screened by end-
sequencing 

80 

 
Sequences affiliated to Synechococcus 93% 

 
Average insert size (bp) (n=25) 35,386 

Sequencing/Assembly Number of fosmids sequenced 25 

 
Contigs > 1 kbp 69 

  Mean coverage depth 5,136 x 

 

 

Analysis of the Synechococcus community structure and pigment type at the Astan station off 

Roscoff 

 

The Astan site is representative of permanently mixed waters of the Western Channel as no 

stratification occurs during the year (Sournia and Birrien, 1995). It is characterized by mesotrophic 

waters with moderate nitrates and phosphates levels, and is weakly influenced by the Penzé estuary 

located near Roscoff (Table 1). Picophytoplankton is dominated year-round by picoeukaryotes, while 

the photosynthetic prokaryotes fraction is exclusively represented by Synechococcus, which can 

reach abundances exceeding 104 cells.mL-1 (Simon N., pers. comm.). Sampling was performed in May 

from surface water, after the annual early spring bloom of Synechococcus occurring in March due to 

water mixing. 

Genetic diversity of the Synechococcus population was analyzed using pyrosequencing 

targeting the petB gene. After cleaning and denoising, at least 582 petB amplicons were obtained for 

each sample (Fig. 4), which proved sufficient to cover the whole Synechococcus diversity, as attested 

by a Good's coverage index close or equal to 1 (Table 4). Additionally, rarefaction curves were 

performed at 94 % identity, a cut off previously used by Mazard et al. (2012) and shown to be 

suitable for assignment of sequences at the sub-clade level (Fig. S4). This allowed us to identify 9 OTU 

altogether among the entire dataset, but only 4 were represented by more than 4 reads, suggesting 

that these rare OTU might correspond to sequencing errors and that the curves were in fact 

saturated in all samples. It is also worth noting that based on several diversity estimators, including 

the SChao1 and Shannon-Weaver diversity indices (Table 4; Shannon and Weaver, 1949; Chao et al., 

2005), no significant modifications of the community structure occurred along the metagenomic 

pipeline (Fig. 4A and Table 4). The Synechococcus population at the Astan station at the sampling 
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date appears largely dominated by clade I, with sub-clade Ib representing more than 96 % of the 

total reads, clade Ia up to 3% while the remaining community was composed of members of sub-

clades Ic and IVa (Fig. 4A). These results are consistent with observations made in the Western 

Atlantic ocean (Ahlgren and Rocap, 2012) or cold mesotrophic waters of North Atlantic were 

representatives of clade I were always more abundant than clade IV (Huang et al., 2012; Mazard et 

al., 2012). However, this contrasts with abundances profiles found in California coastal waters (Tai 

and Palenik, 2009), or in Arctic, South Pacific and Eastern Atlantic were clade IV cells typically 

dominate (Zwirglmaier et al., 2008). 

 

FIG. 4. Synechococcus community structure determined at each step of the metagenomic pipeline by 

pyrosequencing targeting petB (A), r/cpcBA (B) and cpeBA (C) loci. OTU were calculated using 94% and 95 % 

similarity cut-off for petB and the two operons, respectively. 
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TABLE 4. Description and analyses of the pyrosequenced samples analyzed during this study. 

Gene/ 
Operon 

Sample # raw 
reads 

# cleaned 
reads 

% 
removed 
reads 

# OTUs Good's 
coverage 

SChao-1 Shannon 
index 

petB TFF 2119 1240 41 6 0.99 6 0.23 

 
Sort A 2116 1438 32 7 1.00 7.5 0.18 

 
Sort B 2335 1450 38 6 1.00 4 0.18 

 
Sort C 3545 2232 37 6 1.00 6 0.16 

 
Sort A + WGA 1061 582 45 5 1.00 5 0.2 

 
Sort B + WGA 3388 1670 51 7 0.99 6 0.28 

  Sort C + WGA 2457 1337 46 5 1.00 4 0.16 

r/cpcBA TFF 6494 5572 14 13 0.99 14 1.55 

 
Sort A 6361 5247 18 12 1 11 1.39 

 
Sort B 5259 4314 18 13 1 13 1.5 

 
Sort C 4704 3820 19 13 0.99 12 1.53 

 
Sort A + WGA 2694 2309 14 12 1 11 1.51 

 
Sort B + WGA 6456 5129 21 13 0.99 26 1.52 

  Sort C + WGA 4890 3671 25 13 0.99 12 1.24 

cpeBA TFF 6494 1195 82 8 1.00 9 0.98 

 
Sort A 6361 1308 79 7 1.00 7 0.89 

 
Sort B 5259 1263 76 8 0.99 7 0.85 

 
Sort C 4704 447 90 6 1.00 7 0.94 

 
Sort A + WGA 2694 1269 53 9 1.00 7 1.01 

 
Sort B + WGA 6456 1812 72 9 1.00 10 1.41 

  Sort C + WGA 4890 260 95 6 0.99 6 1.24 

 

Pyrosequencing of the r/cpcBA and cpeBA operons (encoding α and β subunits of PC and PE I, 

respectively) was used to assess the pigment type diversity at the Astan station in complement to the 

analysis of PBS-containing fosmids. It must be noted that phylogeny made with these genes are not 

congruent with those based on core genes (including petB) and this has been related to lateral 

transfer that would have occurred during the evolution of these antenna genes (Six et al., 2007; 

Everroad and Wood, 2012). As for petB, Good's index indicated that the minimum number of 

sequences obtained for each operon, 3671 for r/cpcBA and 260 for cpeBA (Table 4), was sufficient to 

correctly cover the pigment diversity in all samples analyzed. Rarefaction curve allowed us to identify 

15 r/cpcBA OTU and 11 cpeBA OTU among the entire dataset but only 12 and 8 respectively, were 

represented by more than 4 reads, indicating that theses samples are also well covered (Fig. S4). For 

both markers, the cell sorting step apparently did not alter the Synechococcus community 

composition in contrast to the WGA step, which led to a notable modification of the relative 

proportion of the different OTU in most samples (Fig. 4B-C). This seemingly higher variability with 

regard to petB might be due to the larger number of OTU discriminated by these two markers, 

allowing to better highlight the differential taxa amplification caused by WGA (Fig. 4B-C). Yet, it is 

important to note that all dominant OTU are still present in WGA samples. 

We then performed phylogenetic analyses of these sequences together with laboratory 

strains of known pigmentation to try and assign to specific pigment types OTU obtained by 

pyrosequencing and contigs retrieved from fosmid sequencing (Figs. 5 and 6).  
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FIG. 5. Phylogenetic tree of r/cpcBA sequences from reference strains and environmental samples. The 

phylogenetic tree was built using Maximum likelihood based on 340 aligned amino acid, 42 reference strains 

and the LG+G model. Environmental sequences (n=22) retrieved from public databases and from this study 

were added by ARB_Parsimony to the initial consensus tree shown in bold lines. Bold and red letters 

correspond to sequences obtained by pyrosequencing and fosmid library sequencing, respectively. Asterisks 

indicate the three most abundant OTU in clone libraries sequenced by pyrosequencing. Gloeobacter violaceus 

PCC7421 was used as an outgroup. Only bootstrap values > 70 % are shown. Clades and/or pigment types were 

named following the nomenclature reported in previous studies (Crosbie et al., 2003; Haverkamp et al., 2008; 

Humily et al., submitted). 
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 The r/cpcBA tree resolved well pigment types 1 or 2 (sensu Six et al., 2007), since strains 

exhibiting these pigmentations formed two well-defined clusters. In contrast, this marker was unable 

to distinguish between the different sub-types of pigment type 3 since some clusters encompassed 

3a to 3d strains and all 4 pigment sub-types could be found in different clusters. However, none of 

the r/cpcBA sequences obtained at the Astan station, either by pyrosequencing or fosmid libraries, 

clustered with pigment types 1 or 2, suggesting that they were no representatives of these pigment 

types in the samples. The cpeBA tree brings complementary information since it allows to split 

members of the pigment type 3 into distinct clusters. The first one gathered pigment types 3dA 

strains, i.e. strains that are able to perform type IV chromatic acclimation (CA4), or related strains 

that possess a CA4-A genomic island involved in this process but display a different pigment 

phenotype (Humily et al., submitted). The second one encompassed pigment type 3 c, i.e. high PUB 

strains, and 3dB, i.e. CA4 strains possessing a CA4-B genomic island. At last, strains branching at the 

basis of these two clusters all belong to pigment type 3a, i.e. low PUB strains. Thus, the cpeBA 

phylogeny allowed us to putatively assign the most abundant OTU at station Astan (cpeBA_OTU1) to 

type 3a and the second and third to type 3dA (or related strains), these abundant OTU representing 

63, 20 and 8 % of the total cpeBA reads, respectively. Surprisingly, cpeBA sequences retrieved from 

fosmid clones only corresponded to pigment type 3dA and none to pigment 3a, which most likely 

have been counterselected during our screening procedure. 

Our metagenomic approach also allowed us to obtain qualitative data on the whole PBS 

genomic regions of natural Synechococcus population at the Astan station. Mapping of all 

unassembled reads onto each reference PBS region showed that there was a good coverage of the 

region, especially for the chromatically acclimating strains, BL107 and CC9902 (Fig. 4) in agreement 

with the cpeBA phylogeny. Assembly of these reads using the CLC assembler provided partial 

environmental PBS regions that were aligned to the genome of the most closely related 

Synechococcus strain (Fig. 4). All environmental contigs, some of which covering up to 12 genes, 

showed a gene content and organization very similar to at least one of the reference strains (Six et 

al., 2007; Humily et al., 2013). As expected from cpeBA phylogenetic analyses, all the contigs were 

related to pigment type 3dA or related strains (i.e. 3aA; Fig. 6). Accordingly, the fusion gene unk7+8, 

which is a signature gene of typical pigment type 3a strains, such as WH8016, was never found in our 

dataset. It is also worth noting that two contigs (16 and 55) have a similar gene content that all CA4-A 

strains previously described (Humily et al., submitted), but lacks the uncharacterized phycobilin lyase 

gene mpeU. This gene organization was only found in the recently sequenced Synechococcus sp. 

MVIR-18-1, which despite having all other PBS genes present in CA4-A strains was unexpectedly 

found to display a pigment 3a phenotype (Humily et al., submitted). 

 



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 144 -  

 

FIG. 6. Phylogenetic tree of cpeBA sequences from reference strains and environmental samples. The tree 

was built by Bayesian Inference analysis based on 333 aligned amino acid from 42 marine Synechococcus 

isolates. Environmental sequences (n=21) retrieved in public databases and from this study were added by 

ARB_Parsimony to the initial consensus tree shown in bold lines. Bold and red letters correspond to sequences 

obtained by pyrosequencing and fosmid library sequencing, respectively. Asterisks indicate the three most 

abundant OTU in clone libraries sequenced by pyrosequencing. Gloeobacter violaceus PCC7421 was used as an 

outgroup. Only bootstrap values > 70 % are shown. Clades an/or pigment types are named following the 

nomenclature reported in previous studies (Haverkamp et al., 2008; Humily et al., submited).  
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CONCLUSIONS AND FUTURE APPLICATIONS 

 

In this paper, we described an original metagenomic pipeline that we used to explore the 

diversity of Synechococcus pigment types but that could be easily applied to any other selected 

region of the genome (Fig. 1). This approach is particularly well suited for such a model organism 

because of its abundance in the field and its natural autofluorescence which makes it easy to 

enumerate and sort by flow cytometry. Although it exhibits the biases inherent to each technology 

employed, the use of control molecular methods allowed us to get round most of these biases: T-

RFLP to bypass the bias of differential amplification of taxa included in the initial environmental and 

fosmid end-sequencing to avoid chimeras, both effects being mainly due to the WGA step. This 

strategy allowed us to build library qualitatively (though not quantitatively) representative of the 

genetic and functional diversity of the initial sample, as attested by pyrosequencing of petB, r/cpcBA 

and cpeBA loci. Although phylogenetic analyses of the resulting sequences showed that there was a 

co-dominance of pigment type 3a and 3d in the Astan sample, which was maintained along the 

whole metagenomic pipeline, only fosmids of the latter pigment type were apparently selected for 

sequencing. This suggests that primers used to screen this library may have selected out fosmids 

containing type 3a PBS regions. However, the sequencing of a higher number of fosmids and/or the 

use of a mix of probes more representative of the community should allow us to circumvent easily 

this problem.  

The dominance of pigment type 3a at the Astan station is congruent with previous 

observations using dual beam flow cytometry or spectrofluorimetry, which have shown the 

prevalence of low-PUB cells in coastal environments (Olson et al., 1990; Lantoine and Neveux, 1997; 

Wood et al., 1998). The latter cells were shown to almost always co-occur with high-PUB cells in 

these environments (Olson et al., 1990; Katano et al., 2007). Results from the present study suggest 

that these coastal high-PUB strains could actually be 3d (CA4) cells, and not as previously assumed 

pigment type 3c, i.e. cells with a fixed high-PUB pigmentation, since those were not observed in our 

sequence libraries. By extension, it is possible that pigment 3c could rather be restricted to oceanic 

waters, where their high-PUB content can allow efficient capture of the blue photons prevailing in 

these environments (Olson et al., 1990; Kirk, 1994).  

 To our knowledge, this is first study that shows the presence of CA4 strains in the natural 

environment. Indeed, due to their variable PUB to PEB ratio, they cannot be easily discriminated 

from pigment types with fixed pigment ratio (mainly 3a and 3c) by fluorescence based approaches. 

Although a single environmental sample was analyzed here, the application of this molecular 

approach to a variety of trophic environments and depths should allow to decipher the distribution 

and ecological importance of CA4 cells and more globally of all Synechococcus pigment types. 
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It is worth noting that data obtained from sequencing did not allow us to reconstructed entire 

fosmid inserts sequences. Some optimizations will be needed concerning preparation of library before 

sequencing, or maybe by using a lower level of multiplexing. We also planned to optimize assembly 

step by using other softwares. This will allow us to provide more reliable conclusions about PBS gene 

organization and various phylogenetic analyses. This work was still not done at the time of thesis 

writing. 
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

TABLE S1. Characteristics of the 16S rRNA T-RF found at different steps of the metagenomic pipeline 

Gene Restriction 
enzyme 

in silico T-
RFs (bp) 

T-RF (bp) Phylogenetic assignment Closest species 

16S rRNA MspI 90-91 89-93 Bacteroidetes/Cytophaga Microscilla sp., Marinoscillum furvescens 
   104 n.d  
   123 n.d  
  129 130 cyanobacteria Synechococcus ALMO3 (Ib) 
  150 151 α-proteobacteria Candidatus Pelagibacter ubique 
   172 n.d.  
   210 n.d.  
   221 n.d  
   234 n.d  
  435 434 Bacteroidetes/shingobacteria Mucilaginibacter rigui 
   439 n.d.  
  461 456 γ-proteobacteria Halomonas sp. 
   482 n.d  
  491-492 485-487 cyanobacteria Synechococcus 
  491-492 487-489 cyanobacteria Synechococcus 
   491 n.d.  
      494 n.d.   

 

 

TABLE S2. Characteristics of the petB T-RF either generated in silico using a database of cultured and 

environmental Synechococcus sequences, or experimentally detected at the Astan station. 

Gene Restriction 
enzymes used 

In silico T-RF  
(bp) 

Experimental 
T-RF (bp) 

Synechococcus isolates Clade 

petB HinfI, HpaII 101 99-101 BIOS-S15-1/MITS9220 
Biosope_45 C4Y/BIOS-H3-2 

CRD1a 
CRD1b 

  

123 125 PROSOPE_107/CC9311/WH8020 
ALMO3/SYN20/WH8016 
Biosope_141-D 
A1511/RS9905/WH8102/WH8103 
A1528 
BL107 

Ia 
Ib 
Ic 
IIIa 
IIIb 
IVa 

  

137 n.d. A15-37/RS9919 
PROS-U-2 
A15-144 
CB0101 
CB0205 

IIa 
IIh 
WPC1 
CB4 
CB5 

  

140 137-139 RS9901/RS9916/RS9921 
WH5701 

X 
Sub 5.2 

  

231 231-236 RS9911 
 A15-146/A5-19 
CC9605 
PROS-3-1 
 A15-72 
CC9902 
WH8101 
PROS-7-2/PROS-3-2/M21B.3 
RCC307 

IIa 
IIb 
IIc 
IIe 
IIf 
IVa 
VIII 
XVI 
Sub 5.3-I 

  
279 279-283 A15-43/A15-46/A15-48A1/WH7803 V 

  

308 307-308 WH8109/RS9904 
WH7805/BL8 
PROSOPE_130 
RS9906/RS9917 
NS01/PCC 7001 (Cyanobium)  

IIa 
VIa 
VIc 
VII 
Cyanobium 

  

347 347 A15-147 
A15-60/A15-74 
MINOS11 

IIh 
VII 
Sub 5.3-I 
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FIG. S1. Pulse Field Gel Electrophoresis analyses of WGA products from a sorted sample from the Astan 

station, amplified using Genomiphi v2 kit and denaturated either thermally (T, cells were boiled 3 min at 95°C) 

or chemically (C, alkaline denaturation and neutralization). MW (Molecular weight marker) : GeneRulerTM High 

Range DNA Ladder (Fermentas, Villebon sur Yvette, France). 

 

FIG. S2. Flow cytometry analysis of the picophytoplanktonic community from the Astan station. (A,B) Initial 

unconcentrated sample (seawater), (C, D) after tangential flow filtration (TFF), (E, F) after 1 step of cell sorting, 

(G, H) after 3 steps of cell sorting. The red, orange and green florescence signals are proxy for chlorophyll, 

phycoerythrin and DNA content, respectively. The population indicated in green corresponds to Synechococcus 

cells, while contaminants are shown in purple. 



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 154 -  

 

FIG. S3. Representative T-RFLP profiles at each step of the metagenomic pipeline. 

 

FIG. S4. Rarefaction curves of the number of observe OTU for each sample at 94% an 95 % similarity cut-off 

for the petB, c/rpcBA and cpeBA loci, respectively. 



 CHAPITRE II : MISE AU POINT D'UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE CIBLÉE 

- 155 -  

IV. DONNÉES SUPPLÉMENTAIRES A CETTE ÉTUDE 

Cette approche de métagénomique ciblée a été utilisée pour la fabrication d'un certain 

nombre de librairies de fosmides à partir d'échantillons environnementaux sélectionnés pour les 

différences de régime trophique et correspondant à 4 régions océaniques distinctes (Tableau 5) : la 

Mer du Nord, l'Océan Atlantique Nord ainsi que les eaux oligotrophes et côtières de Méditerranée 

(Fig. 50). Tout comme pour la station Astan, ces librairies ont été criblées par hybridation au CNRGV 

et par PCR au laboratoire. Le choix des fosmides d'intérêt, qui seront envoyés prochainement au 

Génoscope, est actuellement en cours. 

 

Figure 50 : Localisation géographique des différentes stations échantillonnées. Les échantillonnages 
provenant de la campagne océanographique BOUM sont indiqués en orange, les sites côtiers de Méditerranée 
en vert, ceux du site Astan et de la campagne CEFAS (Sortie 811) en bleu et enfin ceux d'une campagne réalisée 
en Atlantique Nord en violet. 

Une approche par pyroséquençage ciblant le gène petB a été retenue dans le but d'établir 

des corrélations entre la diversité pigmentaire qui sera déterminée dans ces échantillons par 

séquençage des régions PBS et la diversité génétique des Synechococcus marins composant ces 

échantillons. Le traitement a été réalisé comme décrit précédemment. L'ensemble des séquences 

obtenues appartiennent à des clades ou sous-clades déjà décrits dans la littérature (Fig. 51). De 

manière similaire à l'échantillon SOMLIT-Astan prélevé au large de Roscoff, la dominance du sous-

clade Ib a été confirmée en Mer du Nord.  
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Tableau 5 : Paramètres physico-chimiques et abondances des cellules phytoplanctoniques dans les différents échantillons environnementaux analysés 

Cruise Sample Region Station Lat 
(Dec N) 

Station Lon 
(Dec E) 

Date Time 
(GMT) 

Sample 
depth (m) 

Temperature 
(°C) 

Salinity 
(psu) 

DCM 
(m) 

Synechococcus 
cells mL-1 

Prochlorococcus 
cells mL-1 

Picoeukaryotes 
cells mL-1  

SOMLIT Astan English Channel 48.7778 -3.9375 29-May-12 14:40 1 12.55 35.242 - 8.41E+02 - 3.44E+03 

CEFAS (811) Station 3 North Sea 54.2053 -0.0133 08-May-11 17:08 6 10.76 30.82 - 3.30E+05 - 3.29E+05 

CEFAS (811) Station 7 North Sea 55.6795 2.2694 10-May-11 5:40 6 11.10 31.31 - 1.32E+06 - 1.49E+06 

CEFAS (811) Station 13 North Sea 54.7717 2.9985 11-May-11 5:40 7 11.28 30.98 - 3.96E+05 - 5.92E+05 

BOUM Station C Mediterranean Sea 33.7125 32.6527 28-Jun-08 12:45 100 17.614 39.405 108 1.32E+04 3.35E+04 3.65E+02 

BOUM Station C Mediterranean Sea 33.7125 32.6527 29-Jun-08 12:45 75 17.914 39.41 108 4.48E+03 - 5.26E+02 

BOUM Station B Mediterranean Sea 34.1252 18.4555 04-Jul-08 09:00 12.5 24.948 38.436 141 6.89E+03 - 5.53E+02 

BOUM Station A Mediterranean Sea 39.2543 5.1592 10-Jul-08 14:40 90 15.145 37.617 88 1.76E+03 4.91E+04 2.38E+03 

- Villefranche (pointB) Mediterranean Sea 43.6833 7.3167 02-Jun-09 09:00 40 15.68 37.85 - 3.38E+04 4.33E+03 1.32E+03 

- Villefranche (pointB) Mediterranean Sea 43.6833 7.3167 02-Jun-09 09:00 30 17.326 3775 - 3.32E+04 - 1.61E+03 

- Nice (Boussole) Mediterranean Sea 43.3667 7.9000 16-Jun-09 n.d. 45 n.d. n.d. - 1.80E+04 - 3.95E+03 

- Marseille (Frioul) Mediterranean Sea 43.2417 5.2917 04-Jun-09 07:00 40 15.17 37.8513 - 3.49E+04 1.87E+03 2.09E+03 

- Marseille (Frioul) Mediterranean Sea 43.2417 5.2917 04-Jun-09 07:00 10 19.71 37.78 - 1.89E+04 - 3.37E+03 

Atlantic transect Station 5 Atlantic Ocean 45.9897 -20.0014 21-Jul-11 18:30 Surf 16.64 35.79 43 5.35E+04 1.51E+04 1.95E+04 

Atlantic transect Station 8 Atlantic Ocean 43.0030 -19.9911 22-Jul-11 22:00 25 16.9 35.89 35 n.d. n.d. n.d. 

Atlantic transect Station 10 Atlantic Ocean 41.0009 -20.0086 24-Jul-11 16:30 86 14.37 35.92 55 n.d. n.d. n.d. 

Atlantic transect Station 28 Atlantic Ocean 23.3423 -27.1358 31-Jul-11 12:40 Surf 24.13 37 113 n.d. n.d. n.d. 
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Il est intéressant de noter que dans tous ces échantillons, aucune séquence appartenant au 

clade IV n'a été obtenue, alors que la codominance de ces clades a été rapportée de manière quasi-

systématique, notamment dans les eaux froides de l'Atlantique Nord (Zwirglmaier et al., 2008; 

Mazard et al., 2012a). Une étude précédente menée au site SOMLIT-Astan avait également rapporté 

la présence du clade IV dans la Manche, mais en plus forte proportion que dans notre étude ( 20%; 

Mazard, 2008), suggérant l'existence des variations saisonnières des proportions relatives de ces 

clades, comme cela a été rapporté dans les eaux côtières du Pacifique (Tai et Palenik, 2009). 

 

La prévalence du clade III, incluant les sous-clades IIIa et IIIb, dans les eaux oligotrophes du 

bassin Est Méditerranéen confirme les résultats que nous avions obtenu en utilisant d'autres 

approches moléculaires, telles que les Dot-Blot ou librairies de clones ciblant la région intergénique 

située entre l'ARNr 16S et 23S (voir Mella et al., 2012 en Annexe A). Le clade I domine en profondeur 

au niveau de la station A, présentant un régime déjà assez oligotrophe. 

 

Figure 51 : Abondance relative des différents clades de Synechococcus, en se basant sur l'analyse du gène 
petB à une résolution taxonomique de 94% d'identité. Le nombre de séquences utilisées pour la 
détermination des indices de diversité sont montrées à droite. 

La composition en clades des communautés retrouvée au niveau de l'océan Atlantique Nord 

est par contre un peu plus surprenante. En effet, des clades pour lesquels aucun représentant en 

culture n'est actuellement disponible, dénommés Env, ont été rapportés. Le clade EnvA est retrouvé 

en forte proportion en surface au niveau de la station B (campagne BOUM) et de la station 5 

(Atlantique). La présence de ce clade au niveau de la zone de transition entre les eaux mésotrophes 
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et oligotrophes, où il représentait environ 1/3 de la communauté totale de Synechococcus, avait déjà 

été rapportée (Mazard et al., 2012a). De plus, des données non publiées de l'équipe de David Scanlan 

montrent le clade EnvA domine spécifiquement en surface dans les régions tempérées, suggérant 

que les représentants de ce clade pourraient être adaptés aux fortes intensités lumineuses (Fig. 51).  

 

Nos résultats soulignent une large distribution du clade CRD1. Ce clade, initialement décrit au 

niveau des remontées d'eaux froides du Costa Rica, très riches en nutriments (Saito et al., 2005), a ici 

été retrouvé dans tous les échantillons de l'océan Atlantique Nord analysés au cours de cette étude. 

De manière intéressante, ce clade domine également dans les environnements ultra-oligotrophes de 

l'Océan Pacifique Sud (Ostrowski, M. & Scanlan, D., comm. pers.) et sa présence avait également été 

rapportée dans l'Océan Atlantique (Mazard et al., 2012a). Ce profil de répartition suggère que ce 

clade pourrait être ubiquiste et ainsi posséder une grande versatilité métabolique (Fig. 52). Par 

ailleurs, l'aspécificité des sondes ciblant les clades V/VI/VII utilisées pour des analyses Dot-Blot ou la 

mauvaise résolution taxonomique entre le clades CRD1 et VII pourraient être à l'origine de la vision 

biaisée de la biogéographie décrite dans les études précédents (Zwirglmaier et al., 2007; Zwirglmaier 

et al., 2008; Mella-Flores et al., 2011; Huang et al., 2012). 

 

De très nombreuses études se sont attachées à la description de la diversité génétique de 

Synechococcus, en utilisant un grand nombre de marqueurs génétiques (voir Chapitre I). Au cours de 

cette thèse, nous avons également utilisé le gène marqueur l'ITS 16S-23S, et mis en évidence de 

nouveaux clades au niveau du sub-cluster 5.1 (MS1 et MS2) et du sub-cluster 5.3 (MS3 et MS4; 

Annexe A). Parallèlement à cette étude, Huang et collaborateurs ont également décrit de nouveaux 

clades en utilisant également l'ITS 16S-23S (Huang et al., 2012). Les analyses phylogénétiques que j'ai 

réalisé, regroupant des représentants de l'ensemble des clades actuellement décrits dans la 

littérature en utilisant ce marqueur génétique (Chapitre I Figs. 13 et 14) montrent par ailleurs que le 

sub-cluster 5.3 pourrait présenter une diversité génétique beaucoup plus importante qu'on ne le 

pensait initialement. Le gène marqueur petB offre l'avantage d'une plus grande facilité d'analyse et 

permet de mettre en évidence des patrons de distribution bien distincts vis-à-vis des autres 

marqueurs précédemment utilisés (ARNr16S, ITS, rpoC1, etc.; Zwirglmaier et al., 2007; Zwirglmaier et 

al., 2008; Huang et al., 2012; Mazard et al., 2012a). La multiplication du nombre de gènes marqueurs 

(voir Tableau 1) et des environnements étudiés pose le problème de la comparaison des résultats 

obtenus dans ces différentes études. Dans ce contexte, il apparait nécessaire de mener une étude qui 

évaluerait la pertinence des résultats en comparant ces différents gènes marqueurs.  
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Figure 52 : Représentation schématique de la distribution écologique des différents clades de Synechococcus 
marins en relation avec les principaux gradients environnementaux. 

Enfin, la disponibilité d'un grand nombre de génomes de Synechococcus et de métagénomes 

en milieu marin (CAMERA, TARA Oceans...) permet à présent d'étudier la distribution des différents 

clades, en s'affranchissant de tous les biais d'amplification liés à la PCR, utilisée de manière 

systématique dans les études de diversité. Ce travail, actuellement en cours au laboratoire dans le 

cadre de la thèse de Grégory Farrant, devrait permettre de fournir une vision précise de la 

biogéographie de cette cyanobactérie marine à l'échelle mondiale (Fig. 52), et ainsi de corréler ou 

non ces profils de distribution avec différentes variables environnementales. Les études de 

génomique comparative permettront ensuite d'expliquer les bases génétiques de cette 

différentiation écotypique chez le Synechococcus marins, en se focalisant sur les gènes accessoires de 

ces picocyanobactéries qui peuvent représenter une large partie des génomes picocyanobactériens. 

Par ailleurs, l'apparente abondance des représentants appartenant à des clades incultivés souligne la 

nécessite de poursuivre l'effort d'isolement qui avait été entrepris sur cette cyanobactérie marine.
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APPORTS DE LA GÉNOMIQUE COMPARATIVE A L'ÉTUDE  

DE LA PIGMENTATION CHEZ SYNECHOCOCCUS 

I. CONTEXTE DU PROJET 

Les comparaisons génomiques effectuées sur les 11 premiers génomes de Synechococcus 

ainsi que sur les 12 génomes de Prochlorococcus, disponibles en 2009, ont permis la détermination 

du nombre de gènes communs aux représentants de ces deux genres, de gènes spécifiques de 

chacun de ces groupes, mais également la mise en évidence de très nombreux gènes uniques 

retrouvés au sein des différents génomes, souvent regroupées au sein de régions hypervariables 

appelées îlots génomiques (voir §III.1.3; Kettler et al., 2007; Dufresne et al., 2008; Scanlan et al., 

2009). Les études de génomique comparative ont également permis de mieux comprendre certains 

processus métaboliques comme les gènes impliqués dans l'acquisition des nutriments (azote, 

phosphore, métaux traces, etc.; Ostrowski et al., 2010), dans la capture de l'énergie lumineuse (Six et 

al., 2007b) ou encore dans les processus de régulation génique (Scanlan et al., 2009). Pour 

Prochlorococcus, la génomique comparative a de plus permis de proposer des scénarios évolutifs 

auxquels ce genre aurait été soumis (Partensky et Garczarek, 2010; Larsson et al., 2011; Luo et al., 

2011b). La plus grande diversité génétique retrouvée au sein du genre Synechococcus rend plus 

compliqué d'établir de telles hypothèses concernant l'évolution de ce genre, notamment en raison 

du fait qu'avant cette thèse seul un génome de Synechococcus par clade avait été séquencé, à 

l'exception du clade IV (Scanlan et al., 2009). Cette limitation n'a notamment pas permis d'identifier 

des gènes spécifiques à chacune des lignées, qui auraient permettraient d'établir les bases 

moléculaires de la notion d'écotype chez Synechococcus. 

Afin de mieux comprendre les spécificités moléculaires inhérentes aux génomes de 

Synechococcus et les scénarios évolutifs associés, 25 nouveaux génomes de Synechococcus ont été 

séquencés au cours de cette thèse dans le cadre des projets METASYN (en collaboration avec le 

Génoscope) et PELICAN (ANR Génomique microbienne). Dans ce contexte, j'ai largement participé, 

avec Morgane Ratin et Christophe Six, au clonage de plus d'une soixantaine de souches de 

Synechococcus. Ces cultures clonales sont désormais disponibles dans la Collection de Cultures de 

Roscoff. J'ai également effectué les extractions d'ADN sur les 25 souches retenues pour le 
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séquençage (Tableau 6), après la mise au point d'un protocole permettant l'extraction d'ADN à partir 

de grands volumes de culture.  

Les différents génomes de Synechococcus séquencés au cours de cette thèse ont été choisi 

de manière à mieux représenter la diversité génétique au sein de cette radiation marine, en incluant 

notamment un nombre de clades et surtout de sous-clades bien plus important que pour les 11 

premiers génomes ayant servi à la majorité des comparaisons génomiques publiées à ce jour par 

mon équipe d'accueil (Fig. 53 et Tableau 6). Le type pigmentaire et l'origine géographique des 

souches ont également été prise en compte. 

 

Figure 53 : Arbre phylogénétique en Neighbor-Joining basé sur l’analyse des séquences petB obtenues à 
partir d’échantillons environnementaux et d’isolats en culture. Les souches de Synechococcus dont le génome 
est entièrement séquencé sont montrées en gras. Les souches nouvellement séquencées dans le cadre du 
projet METASYN sont indiquées par des étoiles (n=14), les souches plus anciennes par des ronds. La couleur des 
symboles fait référence au type pigmentaire des souches, indiqué en haut à gauche du graphique par un code, 
tel que défini dans Humily et al., soumis (article II). Les souches CB0101, CB0205 et PCC 7001 du sub-cluster 5.2 
ne figurent pas sur cet arbre. Synechococcus sp. WH5701 a été utilisé comme groupe externe. 
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Au cours de ce chapitre, les différents protocoles mis au point sont présentés. Les 

informations relatives à chacune des souches séquencées sont présentées dans le Tableau 6. Ces 

nouveaux génomes seront utilisés pour de nombreuses comparaisons génomiques. Au cours de cette 

thèse une attention particulière a été portée aux gènes de la région PBS et une description de ces 

dernières régions au sein des génomes des nouvelles souches est proposée.  

II. MATÉRIELS ET MÉTHODES 

II.1. Préparation de l'ADN génomique 

II.1.1 Culture cellulaire 

Comme mentionné plus haut, les souches de Synechococcus utilisées dans les différentes 

études réalisées au cours de ma thèse font partie de la Collection de Cultures de Roscoff (RCC). Les 

différentes informations (site et date d’isolement, type pigmentaire, affiliation phylogénétique, etc.) 

concernant chaque souche sont accessibles à l’adresse http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/RCC. Les 

différentes souches ont été cultivées en flacons de culture plastique contenant du milieu PCRS11 

(Rippka et al., 2000a). L’eau de mer est reconstituée à partir de Red Sea Salts (Houston, Texas, USA) 

en utilisant de l’eau distillée. Le milieu qui, de base, contient 400 µM de (NH4)2SO4 est supplémenté 

par 1 mM de NaNO3. Il permet d’obtenir des rendements maximaux de l’ordre de 1 à 5.108 cellules de 

Synechococcus par mL. En entretien de routine à la RCC, les souches sont cultivées à 20 - 22°C avec 

une intensité lumineuse de 10 à 20 µmol photons m-2 s-1 et repiquées toutes les 3 semaines. 

II.1.2 Purification des souches de Synechococcus 

Les souches de Synechococcus ont été clonées par 3 passages successifs sur boîte de Pétri. 

Une solution d’Agarose Low Melting (LMP, Invitrogen) à 0,35% en milieu PCRS11 a été autoclavée, 

puis refroidie jusqu’à une température de 28-29°C. Différentes quantités de cellules (correspondant 

à des volumes de culture compris entre 0,05 µL à 150 µL) ont été ajoutées à 35 mL de cette gélose 

molle avant mélange et coulage dans des boîtes de Pétri. Après solidification, les boîtes de Pétri ont 

été parafilmées afin d’éviter la dessiccation. Les boîtes ont été incubées dans les conditions décrites 

précédemment jusqu’à l’apparition des premières colonies (généralement de 2 à 4 semaines). 

Différentes colonies de Synechococcus ont ensuite été prélevées à la pipette Pasteur et différents 

flacons contenant 10 mL de milieu PCRS11 ont été inoculés. Le développement d’une colonie en 

milieu liquide prend de 7 à 15 jours. Le taux de contamination des cultures par des bactéries 

hétérotrophes a été vérifiée par cytométrie en flux (voir Chapitre II § II.1.2). 

 D’autres techniques d’isolement couramment utilisées en microbiologie ont été testées au cours de 

cette thèse sans donner de résultats convaincants pour les Synechococcus marins.  
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Tableau 6 : Souches de Synechococcus séquencées à ce jour et caractéristiques principales. 

Name RCC # 
Sub- 

cluster 
Clade/ 

Subclade 
Pigment 

typea 
Geographic Origin Habitat 

Lat. 
[°North] 

Long. 
[°East] 

Depth 
(m) 

Isolation 
Date 

Sequencing  
center 

Genome 
status 

Accession 
number 

Genome 
size (bp) 

Genes Clustersb GC % 

Cyanobium                  
NS01 2436 5.2 

 
1 Atlantic Ocean, North Sea - 41.67 2.80 - - Genoscope WGS 

 
2 727 770 2,901 2,775 67.3 

PCC7001 - 5.2 
 

1 Atlantic Ocean, Long Island sound coastal ? ? 
 

14-May-05 JCVI WGS ABSE00000000 2 832 412 2,770 2,651 68.7 
WH5701 1084 5.2 

 
1 Atlantic Ocean, Long Island sound - 29.47 34.92 - 1-Jan-57 JCV WGS AANO00000000 3 051 556 3,372 3,003 66 

Synechococcus                  
A15-127 2378 5.1 WPC1 3c Atlantic Ocean - -31.12 -3.92 45 22-Oct-04 Genoscope WGS 

 
2 537 768 2,791 2,687 60.9 

A15-28 2556 5.1 IIIb 3c Atlantic Ocean, North Gyre - 31.25 -20.74 15 25-Sep-04 Genoscope WGS 
 

2 336 026 2,691 2,605 60.2 
A15-44 2527 5.1 IIa 2 Atlantic Ocean, Moroccan upwelling - 21.68 -17.83 20 1-Oct-04 Genoscope WGS 

 
2 586 506 3,120 2,977 52.7 

A15-60 2554 5.1 VII 3c Atlantic Ocean - 17.62 -20.97 10 4-Oct-04 Genoscope WGS 
 

2 537 019 3,097 3,001 59.1 
A15-62 2374 5.1 IIc 3dB Atlantic Ocean - 17.62 -20.97 15 4-Oct-04 Genoscope WGS 

 
2 277 102 2,779 2,701 61.3 

BIOS-E4-1 2534 5.1 CRD1b 3cA Pacific Ocean, South-East oligotrophic -31.87 -91.44 40 28-Nov-04 Genoscope WGS 
 

3 296 041 4,293 4,007 61.3 
BIOS-U3-1 2533 5.1 CRD1b 3dA Pacific Ocean, Chile upwelling - -33.98 -73.39 5 6-Dec-04 Genoscope WGS 

 
2 693 428 3,312 3,185 53.2 

BL107 515 5.1 IVa 3dA Mediterranean Sea, Blanes bay coastal 41.72 3.57 1800 - JCVI WGS AATZ00000000 2 285 035 2,529 2,440 55 
BMK-MC-1 2438 5.1 V 2 Mediterranean Sea, Naples bay coastal 40.81 14.25 23 13-Oct-09 Genoscope WGS 

 
2 619 408 3,056 2,922 58.9 

BOUM118 2379 5.1 IIIa 3c Mediterranean Sea oligotrophic 33.63 32.65 5 1-Oct-08 Genoscope WGS 
 

2 314 805 2,828 2,712 61.9 
CB0101 - 5.2 CB4 1 Atlantic Ocean, Chesapeake Bay coastal 37.46 -76.14 - - TIGR WGS ADXL00000000 2 691 045 3,010 2,849 64.2 
CB0205 - 5.2 CB5 2 Atlantic Ocean, Chesapeake Bay coastal 37.46 -76.14 - - TIGR WGS ADXM00000000 2 431 158 2,719 2,618 52 
CC9311 1086 5.1 Ia 3dA Pacific Ocean, Californian current coastal 32.00 -124.52 95 1-Jan-93 JGI Complete CP000435 2 606 749 2,931 2,785 52.5 
CC9605 753 5.1 IIc 3c Pacific Ocean, Californian current oligotrophic 30.42 -123.98 - 1-Jan-96 JGI Complete CP000110 2 510 660 2,709 2,555 59.2 
CC9902 2673 5.1 IVa 3d Pacific Ocean, Californian current - 32.90 -117.25 -- 1-Jan-99 JGI Complete CP000097 2 234 829 2,387 2,324 54.2 
M16.1 791 5.1 IIa 3a Atlantic Ocean, Mexico Gulf - 27.70 -91.30 275 9-Feb-04 Genoscope WGS 

 
2 109 296 2,468 2,412 60.3 

MEDNS5 2368 5.1 VIc 3c Mediterranean Sea - 41.00 6.02 80 1-Jul-93 Genoscope WGS 
 

2 422 988 2,701 2,614 61.8 
MINOS11 2319 5.3 5.3-I 3dA Mediterranean Sea pelagic 34.00 18.02 20 19-Jun-96 Genoscope WGS 

 
2 290 218 2,784 2,700 46.8 

MVIR-18-1 2385 5.1 Ib 3aA North Sea - 61.00 1.98 25 23-Jul-07 Genoscope WGS 
 

2 433 324 3,052 2,971 52.8 
NOUM97013 2433 5.1 VII 3a Equatorial Pacific Ocean  pelagic -22.33 166.33 0 19-Nov-96 Genoscope WGS 

 
2 541 016 2,896 2,812 57.4 

PROS-7-1 2381 5.1 VIb 2 Mediterranean Sea pelagic 37.40 15.62 5 26-Sep-99 Genoscope WGS 
 

2 552 284 2,852 2,761 58.2 
PROS-U-1 2369 5.1 IIh (XV) 3dB Atlantic Ocean, Moroccan upwelling pelagic 30.13 -10.07 5 12-Sep-99 Genoscope WGS 

 
2 559 798 3,072 2,992 59.3 

RCC307 307 5.3 5.3-I 3e Mediterranean Sea oligotrophic 39.17 6.17 15 26-May-96 Genoscope Complete CT978603 2 224 915 2,559 2,477 60.8 
ROS8604 2380 5.1 Ib 3a Atlantic Ocean, Britanny coast coastal 48.72 -3.98 0 24-Nov-86 Genoscope WGS 

 
2 842 043 3,707 3,537 55.8 

RS9902 2376 5.1 IIa 3c Red Sea, Aqaba gulf pelagic 29.47 34.94 1 29-Mar-99 Genoscope WGS 
 

2 452 432 2,955 2,846 60.7 
RS9907 2382 5.1 IIa 3a Red Sea, Aqaba gulf pelagic 29.47 34.92 10 23-Aug-99 Genoscope WGS 

 
2 559 783 2,898 2,793 59.2 

RS9909 2383 5.1 VIII 1 Red Sea, Aqaba gulf pelagic 29.47 34.92 10 7-Sep-99 Genoscope WGS 
 

2 572 492 2,755 2,605 62.7 
RS9915 2553 5.1 IIIa 3d Red Sea, Aqaba gulf pelagic 29.47 34.94 10 18-Oct-99 Genoscope WGS 

 
2 403 460 2,834 2,705 59.6 

RS9916 555 5.1 IX 3dA Red Sea, Aqaba gulf pelagic 29.47 34.94 10 22-Nov-99 JCVI WGS AAUA00000000 2 664 874 2,994 2,828 59.8 
RS9917 556 5.1 VIII 1 Red Sea, Aqaba gulf pelagic 29.47 34.92 10 22-Nov-99 JCVI WGS AANP00000000 2 584 919 2,795 2,612 64.8 
TAK9802 2528 5.1 IIa 3a Pacific Ocean, Takapoto Atoll coastal -14.50 -145.33 7 6-Feb-98 Genoscope WGS 

 
2 209 584 2,651 2,557 61.4 

WH7803 28 5.1 V 3a Atlantic Ocean, Sargasso Sea pelagic 33.73 -67.48 25 3-Jul-78 Genoscope Complete CT971583 2 366 981 2,587 2,493 60.2 
WH7805 1085 5.1 VIa 2 Atlantic Ocean, Sargasso Sea - 33.73 -67.50 - 30-Jun-78 JCVI WGS AAOK00000000 2 627 147 2,904 2,765 57.5 
WH8016 2535 5.1 Ib 3a Atlantic Ocean, East coast USA pelagic 41.52 -70.67 - 1-Jun-80 JGI WGS AGIK00000000 2 695 643 2,992 2,873 54.1 
WH8020 2437 5.1 Ia 3dA Sargasso Sea - 38.68 -69.34 50 26-Jun-80 

 
Draft 

 
2 290 798 3,140 3,034 53.3 

WH8101 2555 5.1 VIII 1 Atlantic Ocean, Woods hole Bay - 41.52 -70.67 - - Genoscope WGS 
 

2 600 817 2,860 2,722 63.8 
WH8102 539 5.1 IIIa 3c Atlantic Ocean, Carribean Sea pelagic 22.48 -65.62 15 15-Mar-81 JGI Complete BX548020 2 434 429 2,808 2,627 59.4 
WH8103 2366 5.1 IIIa 3bB Atlantic Ocean - 28.50 -67.40 - - Genoscope WGS 

 
2 398 638 2,803 2,683 60.3 

WH8109 2033 5.1 IIa 3bB Atlantic Ocean, Sargasso Sea pelagic 39.48 -70.49 - 1-Jun-81 JCVI WGS   2 118 903 2,577 2,493 60.1 

a 
Following the nomenclature proposed in Humily et al., submitted to Environmental Microbiology.

  

b 
Refers to the number of protein ortholog families calculated in the Cyanorak database accessible at http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/cyanorakk
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II.1.3 Extraction d’ADN génomique de souches du genre Synechococcus 

L’ADN génomique a été extrait de 2L de culture de Synechococcus, culottée après un suivi 

quotidien par cytométrie en flux lorsque le taux de contamination de la culture était minimum. Les 

culots bactériens ont été conservés à -80°C jusqu’à extraction. Le culot a été resuspendu dans 4,575 

mL de TE (10 mM Tris pH 8.0, 1 mL EDTA pH 8.0). Les cellules ont ensuite été lysées par ajout de 100 

µL de lyzozyme (50 mg.mL-1, concentration finale 1 mg.mL-1). La solution a été incubée 30 min à 37°C 

sous agitation (500 rpm). Après 30 min d’incubation, 100 µL de lyzozyme ont été ajoutés. Les cellules 

ont ensuite été lysées par ajout de 125 µL de SDS (20% w/v) et 50 µL de protéinase K (20 mg.mL-1) 

afin d’avoir des concentrations finales respectives de 0.5% SDS et 200 µg.mL-1de protéinase K. La 

solution a été incubée à 55 °C, pendant 5 h sous agitation orbitale (500 rpm). En fonction de la 

concentration cellulaire, 25 µL de protéinase K ont pu être ajoutés après 2 h 30 d’incubation. La 

solution de cellules lysées a ensuite été placée sur glace et 850 µL de NaCl 5M et 650 µL de TE ont été 

ajoutés. Les acides nucléiques ont ensuite été extraits par ajout d’un volume de phénol : 

chloroforme : alcool isoamylique (25 :24 :1 v/v) en utilisant des tubes Phase Lock Gel, puis 

centrifugés à 5000 g, durant 10 min à 15°C. Les tubes Phase Lock Gel utilisent une résine 

hydrophobe, se plaçant à l’interface des phases aqueuse et organique. Les traces résiduelles de 

phénol ont été éliminées par ajout d’un volume de chloroforme : alcool isoamylique (24 :1 v/v), puis 

centrifugés à 5000 x g, 10 min, 15°C. Cette étape a été répétée 3 fois, et l’absence de phénol a été 

vérifiée au Nanodrop ND-100 (ThermoScientific).  

Les ARNs ont été dégradés par ajout de 1/100ème de volume de RNase A (10 mg.mL-1 afin 

d’obtenir une concentration finale de 100 µg.mL-1). La solution a été incubée à 37°C durant 30 min. 

L’ADN a ensuite été extrait par ajout d’un volume de phénol : chloroforme : alcool isoamylique 

(25 :24 :1 v/v), en tubes Phase Lock Gel, puis centrifugés. Toute trace résiduelle de phénol a été 

éliminée par ajout d’un volume de chloroforme : alcool isoamylique (24 :1 v/v), puis centrifugation. 

La phase aqueuse supérieure a été transférée dans un nouveau tube et 0.6 vol d’isopropanol froid (-

20°C) ont été ajoutés. Les tubes ont été mélangés par retournement et les acides nucléiques ont été 

précipités une nuit à -20°C. L’ADN a été récupéré par centrifugation à 5000 x g, durant 30 min à 4°C. 

Les ADNs ont ensuite été lavés par ajout respectif de 1 mL d’éthanol 100 % puis 70 %, puis 

centrifugés à 7500 x g, 5 min, 4°C. Le culot d’ADN a été resuspendu dans 4 mL de TE, au moins une 

nuit à 4°C. Les petits fragments d’ADN génomique et les ARNs résiduels ont ensuite été éliminés en 

utilisant des Amicon Ultra-4 (100 000 MWCO), en procédant à 3 lavages avec du TE, puis centrifugés 

à 2500 g, 10 min à 4°C. La quantité d’ADN a ensuite été évaluée au Nanodrop ND-100 et par dosage 

au Picogreen (Invitrogen), et la qualité a été vérifiée sur gel d’agarose 1%. Les échantillons ont été 

conservés à -80°C. 
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II.2. Analyses phylogénétiques des opérons codant pour les sous-
unités des phycobiliprotéines 

Des analyses phylogénétiques ont été réalisées à partir des séquences r/cpcBA, cpeBA et 

mpeBA, codant respectivement pour les sous-unités α et β de la PC, PEI et PEII, de l'ensemble des 

génomes de Synechococcus marins. Ces séquences ont été utilisées afin de coprendre l'histoire 

évolutive des phycobiliprotéines au sein de la radiation marine des Synechococcus. Les séquences 

nucléotiques de mpeBA et cpeBA ont été alignées à l'aide de MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Les 

analyses en inférence bayésienne ont été réalisées sous MrBAYES v 3.1.2 (Huelsenbeck et Ronquist, 

2001), en utilisant un "codon model", en démarrant 4 chaînes à partir d'un arbre aléatoire et en 

réalisant 1,5 million et 2 millions de générations pour mpeBA et cpeBA respectivement. Afin de 

n'utiliser que les chaines stables 3750 et 5000 arbres ont été éliminés. Pour les analyses en ML 

réalisées avec PhyML (Guindon et al., 2009), les modèles de substitution nucléotique GTR+G et 

GTR+I+G ont été sélectionnés à l'aide de JModeltest pour mpeBA et cpeBA respectivement (Darriba 

et al., 2012). La robustesse des topologies a été évaluée en réalisant 1000 bootstraps. Une topologie 

bayesienne est montrée pour cex deux gènes. 

L'analyse phylogénétique de r/cpcBA a été réalisée à partir des séquences protéiques en 

réalisant 2 millions de générations et en éliminant 5000 arbres. Le modèle LG+G a été sélectionné 

pour les analyses en ML.  
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III. RÉSULTATS ET DISCUSSION 

III.1. Caractérisation des gènes impliqués dans la capture de lumière 
au sein des génomes de Synechococcus 

Certaines caractéristiques originales ont pu être mise en évidence à partir de ces nouveaux 

génomes, comme la taille du génome BIOS-E4-1, possédant le génome le plus grand de tous les 

Synechococcus marins actuellement séquencés (3,29 Mpb; Annexe E). Les génomes les plus grands 

au sein du clade 5 (sensu Herdman et al., 2001) étaient préalablement affiliés au sub-cluster 5.2 ou 

au genre Cyanobium. 

Les régions PBS des différents génomes ont été annotées afin de préciser ou redéfinir le set 

de gènes spécifique à chacun des types pigmentaires, notamment pour les types 2 et 3a dont un seul 

génome était préalablement disponible (voir Fig. 33). L'organisation et la synténie des régions PBS 

des nouvelles souches apparait très similaire aux régions précédemment décrites par Six et al., 

2007b), à l'exception d'un nouveau type, décrit dans l'article ci-après. Cette région PBS ressemble 

beaucoup à celle des souches de type 3c, WH8102 et CC9605, mais possède 3 gènes 

supplémentaires.  

L'extrémité 3' de la région PBS apparait très conservée entre le gène de fonction inconnue 

unk13 et le gène ptpA qui code pour une tyrosine-phosphatase (Fig. 33), à l'exception du gène de 

lyase situé en amont de ce dernier. Cette lyase peut être l'hétéroduplexe CpcE/F ou RpcE/F ou la 

protéine de fusion RpcG (Fairchild et al., 1992; Blot et al., 2009). L'extrémité 5', où plusieurs gènes de 

fonction inconnue sont présents, est également similaire entre toutes les souches possédant de la 

PEII, sauf pour le gène unk3 qui n'est présent chez certaines souches (données non montrées). 

Aucune spécificité n'a été mise en évidence concernant les gènes codant pour les sous-unités α et β 

des PBPs, où chacun des résidus cystéine apparait conservé. Ces gènes ont été utilisés pour des 

analyses phylogénétiques (voir ci-après et Article II).  

 

Parmi les gènes jouant un rôle important dans la dynamique et la chromophorylation des 

PBS, une attention particulière a été portée aux polypeptides de liaison (ou "linkers"; Tableau 7) ainsi 

qu'aux phycobilines-lyases (Tableau 8). Les analyses comparatives ont permis de confirmer la 

présence chez l'ensemble des souches des linkers participant à la structure du cœur du PBS (apcC et 

apcE) et de la liaison PC-cœur (cpcG1, cpcG2). Les souches du type pigmentaire 1 possèdent de plus 2 

à 3 copies de cpcC et possèdent également cpcD. Certaines souches à PE ont une troisième copie du 

gène cpcG (cpcG3), dont la fonction reste inconnue. Toutes les souches à PE possèdent des gènes de 

linkers de PEI (cpeC, cpeE ainsi que mpeD). MpeD a été initialement décrite comme résultant de la 
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fusion entre un linker de PEI (extrémité C-terminale non chromophorylée) et un linker de PEII 

(extrémité N-terminale chromophorylée), qui assurerait la liaison entre ces deux types de 

phycobiliprotéines dans les bras des PBS (Six et al., 2005). Cependant, la présence chez les souches 

du type 2 (dépourvues de PEII) d'un homologue de MpeD, dont la partie N-terminale est très 

modifiée par rapport aux souches de type 3, et notamment ne comporte pas de site de fixation du 

chromophore, reste étonnante et pourrait indiquer un rôle plus global de ce polypeptide de liaison 

dans la structure des hexamères de PE.  

Tableau 7 : Gènes codant pour les polypeptides de liaison présents dans les différents génomes 

    APC   PC   PEI   PEII 

Strain 
Pigment 

type 
apcC 
(LC) 

apcE 
(LCM) 

  cpcC cpcD cpcG   cpeC cpeE   mpeD mpeC "mpeE" mpeF mpeG 

Cya. PCC7001 1 CC CC 
 

3Ca RC 2G  
 

- - 
 

- - - - - 
Cya. NS01 1 CC CC 

 
3Ca RC 2G  

 
- - 

 
- - - - - 

Cya. WH5701 1 CC CC 
 

3Ca RC 2G  
 

- - 
 

- - - - - 
CB0101 1 CC CC 

 
2Cb RC 2G  

 
- - 

 
- - - - - 

RS9917 1 CC CC 
 

2Cc RC 2G  
 

- - 
 

- - - - - 
RS9909 1 CC CC 

 
2 RC 2G  

 
- - 

 
- - - - - 

WH8101 1 CC CC 
 

2 RC 2G* 
 

- - 
 

- - - - - 
CB0205 2 CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC - - - - 

A15-44 2 CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC - - - - 
BMK-MC-1 2 CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC - - - - 

WH7805 2 CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC - - - - 
PROS-7-1 2 CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC - - - - 

WH8016 3a CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC - NC - - 
MVIR-18-1 3a CC CC 

 
- - 3G 

 
RC RC 

 
RC RC RC NC - 

ROS8604 3a CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC - NC - - 
M16.1 3a CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC - RC - - 

TAK9802 3a CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC - NC - - 
RS9907 3a CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC - NC - - 

WH7803 3a CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC RC - - 
NOUM97013 3a CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC NC - - 

RS9902 3c CC G 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC NC - - 
CC9605 3c CC CC 

 
- - 3G 

 
RC RC 

 
RC RC NC - - 

BOUM118 3c CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC RC* - - 
WH8102 3c CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC RC* - - 

A15-28 3c CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC RC* - - 
MEDNS5 3c CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC - - - 

A15-60 3c  CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC RC*** / NC - - 
BIOS-E4-1 3c CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC RC** NC - 

A15-127 3c CC CC 
 

- - 3G 
 

RC RC 
 

RC RC RC* - NC 
WH8103 3b CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC RC* - - 

WH8109 3b CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC NC - NC 
A15-62 3d CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC NC - - 

PROS-U-1 3d CC CC 
 

- - 3G 
 

RC RC 
 

RC RC NC - NC 
RS9915 3d CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC RC* - - 

MINOS11 3d CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC RC* - NC 
RCC307 3e CC CC 

 
- - 2G  

 
RC RC 

 
RC RC RC* - NC 

BIOS-U3-1 3d CC CC 
 

- - 2G  
 

RC RC 
 

RC RC RC** NC - 
CC9311 3d CC CC 

 
- - 3G 

 
RC RC 

 
RC RC RC NC - 

WH8020 3d CC CC 
 

- - 3G 
 

RC RC 
 

RC RC RC** NC - 
BL107 3d CC CC 

 
- - 3G 

 
RC RC 

 
RC RC RC* NC - 

CC9902 3d CC CC 
 

- - 3G 
 

RC RC 
 

RC RC RC* NC - 
RS9916  3d CC CC   - - 2G    RC RC   RC RC RC - NC 

CC : gène présent au sein du cluster de gènes codant pour le coeur du PBS; RC : gène présent au sein de la région PBS, RC* : localisé 

quelques gènes en amont de la région PBS; RC** : en amont de cpcG2; RC*** : en aval de cpcG2; NC : gène présent en dehors de la région 

PBS. Ca RC (cpcI) RC (cpcII) NC (cpcCIII); Cb RC (cpcI) NC ; Cc RC (cpcI) RC (cpcII); 2G (cpcG1) RC (cpcG2); 2G* GC (cpcG1) RC (cpcG2); 3G GC (cpcG1) 

RC (cpcG2) NC (cpcGIII). 
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Une grande variabilité existe au niveau du nombre et de la nature des linkers PEII entre les 

souches qui possèdent deux PE dans les bras des PBS (Tableau 7). Les types pigmentaires 3a ont un 

ou plus rarement deux linkers PEII (Tableau 7), sauf MVIR-18-1, qui en a trois mais qui ne correspond 

pas en réalité à une souche de type 3a "typique" (voir article ci-après). Sous le terme "MpeE" sont 

regroupées différentes familles de linkers dont les plus divergents sont trouvés chez ROS8604 et 

WH8016. La souche A15-60 par exemple a deux linkers distincts (donc paralogues) qui sont 

regroupés au sein du groupe "MpeE". MpeF et MpeG sont deux polypeptides de liaison retrouvés en 

dehors de la région PBS, généralement trouvés chez les souches capables d'AC4 et qui avaient été 

définis lorsque le set de génomes était plus restreint. Au vu de la grande diversité existant au sein de 

ces groupes, il apparait désormais nécessaire de faire une étude spécifique poussé (biochimique, 

structurale, évolutive) des linkers PEII, un peu comme nous l'avons fait avec les phycobilines lyases 

(voir ci-dessous et article Bretaudeau et al., 2012 en annexe B), pour établir une délimitation plus 

claire au sein des groupes "MpeE", MpeF et MpeG. 

 

 Les recherches sur les phycobilines-lyases ont fait l'objet de nombreuses publications et la 

fonction de plusieurs d'entre elles a été déterminée au cours de ces 5 dernières années, notamment 

grâce à l'utilisation de systèmes d'expression hétérologues.  L'ensemble des génomes de 

cyanobactéries actuellement disponibles et la connaissance de la pigmentation des PBS de certaines 

des souches séquencées nous a permis de proposer un certain nombre d'hypothèses quant à la 

fonction de certaines de ces protéines non encore caractérisées. Par exemple, MpeY n'étant 

retrouvée qu'au sein des souches possédant de la PEII, cette dernière pourrait agir spécifiquement 

sur cette PBP, bien que cette spécificité reste à démontrer. De même, l'absence de MpeU chez MVIR-

18-1, qui a par ailleurs toutes les autres lyases trouvées chez les adaptateurs chromatiques (voir 

Tableau 8 et article ci-après) se traduit apparemment par un faible rapport PUB/PEB (type 

pigmentaire 3a), ce qui pourrait indiquer un rôle clé pour MpeU dans la présence de PUB dans les 

bras des PBS. Cette enzyme étant systématiquement présente au sein des souches de type 

pigmentaire 3b, 3c ou 3d, présentant un rapport Exc495:545nm plus élevé, ce résultat nous amène à 

suggérer que MpeU serait elle aussi une phycobiline lyase-isomérase, mais seules des études 

d'expression hétérologue permettrait d'établir sa spécificité exacte. 

 

Un des résultats majeurs de ces comparaisons génomiques aura été la mise en évidence d'un 

cluster de trois gènes dans des régions PBS dont la composition et l'organisation génique est par 

ailleurs identique à celle des souches de type 3c, préalablement décrites (Six et al., 2007). Ce cluster 

de gènes est caractérisé par la présence d'une nouvelle phycobiline lyase, que nous avons nommée 

MpeW, et de deux autres gènes. En raison de l'homologie apparente entre MpeW et MpeZ, ainsi que 
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la présence de ce cluster au sein de souches capables d'AC4, nous a amené à suggérer son 

implication dans le processus d'AC4, ce qui fait l'objet de l'article qui suit. 

Tableau 8 : Gènes codant pour des phycobilines lyases putatives présents dans les différents génomes. 

      Phycocyanin   Phycoerythrin I and/or II 

Strain 
Pig-

ment 
type 

  cpeEF rpcEF rpcG cpcS cpcT rpcT   cpeS cpeT cpeU cpeY cpeZ mpeV 
(CpeF) 

mpeU mpeY mpeZ mpeW 

Cya. PCC7001 1 
 

RC - - RC RC RC 
 

- - - - - - - - - - 
Cya. NS01 1 

 
RC - - RC RC RC 

 
- - - - - - - - - - 

Cya. WH5701 1 
 

RC - - RC RC (2) RC 
 

- - - - - - - - - - 
CB0101 1 

 
RC - - RC RC RC 

 
- - - - - - - - - - 

RS9917 1 
 

RC - - RC RC RC 
 

- - - - - - - - - - 
RS9909 1 

 
RC - - RC RC - 

 
- - - - - - - - - - 

WH8101 1 
 

RC - - RC RC - 
 

- - - - - - - - - - 
CB0205 2 

 
- RC - RC - - 

 
RC RC RC RC RC RC - - - - 

A15-44 2 
 

- RC - RC RC - 
 

RC RC RC RC RC RC - - - - 
BMK-MC-1 2 

 
- RC - RC RC - 

 
RC RC RC RC RC RC - - - - 

WH7805 2 
 

- RC - RC RC - 
 

RC RC RC RC RC RC - - - - 
PROS-7-1 2 

 
- RC - RC RC - 

 
RC RC RC RC RC RC - - - - 

WH8016 3a 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC RC - RC - - 
MVIR-18-1 3a 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC RC - RC NC - 

ROS8604 3a 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC RC - RC - - 
M16.1 3a 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC RC - RC - - 

TAK9802 3a 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC RC - RC - - 
RS9907 3a 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC RC - RC - - 

WH7803 3a 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC RC - RC - - 
NOUM97013 3a 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC RC - RC - - 

RS9902 3c 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - - 
CC9605 3c 

 
- - RC RC - RC 

 
RC RC RC RC RC - RC RC - - 

BOUM118 3c 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - - 
WH8102 3c 

 
- - RC RC - RC 

 
RC RC RC RC RC - RC RC - - 

A15-28 3c 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - - 
MEDNS5 3c 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC - RC RC - - 

A15-60 3c  
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - - 

A15-127 3c 
 

- - RC RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - - 

WH8103 3c 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - RC 
WH8109 3b 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC - RC RC - RC 

A15-62 3d 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - RC 
PROS-U-1 3d 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC - RC RC - RC 

RS9915 3d 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC - RC RC - RC 
MINOS11 3d 

 
- - RC RC RC - 

 
RC RC RC RC RC - RC RC - RC 

BIOS-E4-1 3c 
 

- - RC RC - RC 
 

RC RC RC RC RC RC RC - NC - 
RCC307 3b 

 
- RC - RC RC - 

 
RC RC RC RC RC RC RC RC NC - 

BIOS-U3-1 3d 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC RC RC RC NC - 
CC9311 3d 

 
- RC - RC - RC 

 
RC RC RC RC RC RC RC RC NC - 

WH8020 3d 
 

- RC - RC - RC (2) 
 

RC RC RC RC RC RC RC RC NC - 
BL107 3dA 

 
- - RC RC - RC 

 
RC RC RC RC RC RC RC RC NC - 

CC9902 3dA 
 

- RC - RC - RC 
 

RC RC RC RC RC RC RC RC NC - 
RS9916  3dA   - - RC RC RC RC   RC RC RC RC RC RC RC RC NC - 

RC : gène présent au sein de la région; NC : gène présent en dehors de la région PBS. Le nombre entre parenthèses réfère au nombre de 

copies de chaque gène. 
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III.2. Processus évolutifs des phycobiliprotéines 

La topologie obtenue à partir de l'analyse de l'opéron c/rpcBA (codant les sous-unités de PC) 

sépare les souches vertes (type 1), des souches roses (type 2) et oranges (type 3; Fig. 54A). Cette 

analyse phylogénétique est congruente avec les analyses utilisant des gènes communs comme le 16S 

ou petB, car toutes les souches possédant de la PEII sont regroupées selon leur affiliation 

phylogénétique. D'autre part les souches du subcluster 5.3 sont retrouvées à la base de l'arbre (Fig. 

54A). Les phylogénies basées sur les sous-unités α et β de la PEI et PEII sont congruentes et groupent 

les souches de type 2 et de type 3a ensemble, à l'exception de MVIR-18-1, et ce indépendamment de 

leur affiliation phylogénétique comme cela avait été démontré dans des études précédentes (Six et 

al., 2007b; Everroad et Wood, 2012). 

 

Les gènes liés à la synthèse et régulation de la PE présentent donc une histoire évolutive 

différente du reste du génome chez les Synechococcus marins (Fig. 54B et C) à l'inverse des gènes 

impliqués dans la synthèse du coeur d'APC ainsi que des extrémités basales des bras des PBS 

composés de PC (Fig. 54A). Cette incongruence est renforcée par la dispersion de types pigmentaires 

similaires au sein de toute la radiation des Synechococcus marins (Fig. 53). Ces analyses 

phylogénétiques corroborent les études précédentes et confirment que les processus évolutifs ont 

conduit à une complexification des PE, avec l'apparition de davantage de sites de liaison de 

chromophores et un accroissement du contenu en PUB de ces PBPs, afin de favoriser la capture des 

photons bleus dominant dans les milieux océaniques. Nous ne pouvons écarter l'hypothèse que 

l'acquisition de la phycobiline layse putative MpeU ait été concomitante avec les processus évolutifs 

précédemment décrits, et soit à l'origine du changement de propriétés spectrales des PE.  

 

Nos résultats confirment que la duplication des gènes mpeBA a été préalable à l'évolution 

vers des PBS riches en PUB (Fig. 54C). Ce scénario évolutif a récemment été confirmé de manière 

statistique (Everroad et Wood, 2012). Everroad et Wood soulignent que les différents sous-types du 

type pigmentaire 3 formaient des clades phylogénétiques distincts, les amenant à proposer l'idée 

d'une évolution graduelle vers les phénotypes riches en PUB (Everroad et Wood, 2012). Les 

topologies des arbres phylogénétiques obtenus, corrélés avec les analyses de génomique 

comparative réalisées, suggèrent cependant que ces processus évolutifs sont beaucoup plus 

complexes que ce qui avait été initialement décrit (voir Article II; Everroad et al., 2006; Everroad et 

al., 2012; Six et al., 2007). Des analyses phylogénétiques plus complètes permettraient de mieux 

appréhender ces phénomènes et d'évaluer l'importance du transfer latéral de gènes dans les 

processus ayant conduit à la différentiation de deux types de régions PBS. 
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Figure 54: Analyses phylogénétiques des opérons codant pour les sous-unités α et β de (A) la phycocyanine (PC; r/cpcBA), (B) de la phycoérythrine I (PEI; cpeBA) et (C) de la phycoérythrine II 
(mpeBA) des différents génomes de Synechococcus séquencés. Les topologies correspondent respectivement à des analyses en maximum de vraisemblance pour l'opéron r/cpcBA et par 
inférence bayésienne pour cpeBA et mpeBA. Pour cpeBA, des séquences entières obtenus à partir d'isolats non séquencés, dont le nom commence par Syn., ont également été ajoutées à cette 
analyse. Gloeobacter violaceus PCC 7421 a été utilisé comme groupe externe pour les analyses phylogénétiques de la PC et PEI. Les séquences cpeBA de CB0205 et PROS-7-1 ont été utilisées 
pour enraciner l'arbre de mpeBA. Uniquement les valeurs de bootstraps >70% et les probabilités postérieures supérieures à 0.8 sont montrées. 
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Article II : DIVERSITÉ ET ÉVOLUTION DU PHÉNOMÈNE 

D'AC4 CHEZ SYNECHOCOCCUS

I. CONTEXTE DE L'ÉTUDE 

 Les phénomènes d'acclimation chromatique (AC) chez les cyanobactéries ont été 

principalement étudiés chez les souches d'eau douce. Ces cellules sont capables d'adapter la 

composition de leur antenne collectrice de lumière afin de mieux capturer les photons de lumière 

rouge ou verte (respectivement RL et GL). De nombreux études se sont attachées à la compréhension 

de ces phénomènes, permettant de comprendre les bases biochimiques, ainsi que d'identifier les 

acteurs intervenant dans la régulation au niveau moléculaire. Certaines souches marines de 

Synechococcus sont également capables d'AC, dite de type IV, mais selon des mécanismes bien 

différents que ceux précedemment décrit chez les souches d'eau douce. Les bases biochimiques de 

l'AC4 n'impliquent pas un changement de la composition en PBPs du PBS, mais une 

chromophorylation différentielle de la PE, retrouvée aux extrémités des projections radiaires des PBS 

(Everroad et Wood, 2006). Récemment l'implication de la phycobiline lyase MpeZ dans la CA4 a été 

démontré (Shukla et al., 2012). La transcription de MpeZ est induite en BL, et cette enzyme 

bifonctionelle attache de la PEB au niveau de la Cys-83 de la PEII, et l'isomérise en PUB (Shukla et al., 

2012). Néanmoins, les bases moléculaires de la régulation de ce phénomène restent inconnues. 

 L'importance écologique de l'AC4 commence tout juste à être appréhendée. Plus d'un quart 

des souches de Synechococcus en culture sont capables de modifier la composition pigmentaire du 

PBS en réponse à la lumière verte et bleue. Le séquençage de nouveaux génomes de Synechococcus 

marins et leur comparaison doit permettre (1) de déterminer les bases moléculaires du phénomène 

d'AC4. Les souches capables d'AC4 sont retrouvées au niveau de clades phylogénétiques distincts 

permettant l'exploration des processus évolutifs associés (Fig. 53). Au cours de cette étude, 

présentée sous la forme d'un article dont je suis le premier auteur, nous avons également cherché à 

(2) évaluer la diversité phénotypique de l'AC4, en étudiant les cinétiques d'acclimatation entre 

différentes souches lors de changements de qualité de lumière. Ces expériences ont été réalisées à 
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deux intensités lumineuses afin d'établir des corrélations entre le taux de croissance cellulaire et la 

vitesse d'acclimation de ce processus. 

 Les travaux présentés dans cet article ont été complétés en étudiant (3) la distribution des 

phycobilines lyases probablement impliquées dans ce phénomène au sein de différentes lignées de 

Synechococcus, en effectuant un criblage par PCR. La représentation et la distribution de ces derniers 

a également été étudiée in situ, en utilisant les métagénomes actuellement disponibles sur le portail 

CAMERA. Enfin, des analyses par HPLC de la composition pigmentaire, réalisées par Christophe Six 

ont été menées sur des souches acclimatées en GL et BL. 

II. ARTICLE 
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 ABSTRACT 

 

Synechococcus, the second most abundant oxygenic phototroph in the marine environment, 

harbors the largest pigment diversity known within a single genus of cyanobacteria, allowing it to 

exploit a wide range of light niches. Some strains are capable of Type IV chromatic acclimation (CA4), 

a process by which cells can match the phycobilin content of their light-harvesting complex (or 

phycobilisomes) to the ambient blue or green light quality. Here, we performed extensive genomic 

comparisons to explore the diversity of CA4 within the marine Synechococcus radiation. A specific 

gene island was identified in all CA4 strains, involving two genes (fciA/B) coding for putative 

transcriptional regulators and one gene coding for a phycobilin lyase. However, two distinct 

configurations of this cluster were observed, depending on the lineage. In CA4-A islands, the lyase 

gene coded for MpeZ, a recently characterized phycoerythrobilin lyase-isomerase, and the region 

also encompassed a third short, possible regulator, called fciC. In CA4-B islands, the lyase gene 

encoded an uncharacterized relative of MpeZ, called MpeW. While mpeZ is more highly expressed in 

BL than in GL, the reverse was true for mpeW, although only minor phenotypic differences were 

found between chromatic adapters possessing either CA4 island type. Furthermore, some strains 

possessing CA4 islands proved unable to perform CA4, suggesting that they had accumulated 

mutations that disrupted this process. This study provides many novel insights into understanding 

both evolution and regulation of CA4. 

 

 

 INTRODUCTION 

 

 Light is one of the main factors affecting growth and photosynthetic rates of marine 

phytoplankton. In the field, this resource varies not only in quantity, according to diurnal or seasonal 

cycles, but also in spectral quality both horizontally, along coast-offshore gradients, and vertically, 

since the different wavelengths of the solar spectrum are differentially filtered out throughout the 

water column, with blue light penetrating the deepest (Kirk, 1994; Morel et al., 2007). Competition 

between photosynthetic organisms for light has triggered the evolution of an amazing variety of 

pigments and chromophorylated proteins and also different capabilities for sensing and responding 

to changing light conditions. Cyanobacteria evolved a particularly sophisticated light-harvesting 

system, called the phycobilisome (PBS; Sidler, 2004). PBS are made of a complex combination of 

phycobiliproteins (PBP), which covalently bind open-chain tetrapyrrole chromophores, known as 

phycobilins, to cysteinyl residues via thioether bonds. Chromophorylated α- and β-subunits of PBP 

assemble into hexamers that are typically incorporated either into the PBS core or in outward-
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radiating rods (for reviews, see e.g. MacColl, 1998; Adir, 2005). Each PBP may bind one to three 

isomeric phycobilins, whose absorption properties fill the large gap between the two absorption 

bands of chlorophyll a (Amax  440 and 680 nm; Zhao et al., 2000; Blot et al., 2009). In marine 

cyanobacteria, these chromophores can be either phycocyanobilin (PCB), phycoerythrobilin (PEB) or 

phycourobilin (PUB). PCB efficiently captures orange photons (Amax  620 nm), while PEB absorbs 

maximally in the green (Amax  545 nm) and PUB in the blue (Amax  495 nm). The latter pigment is 

considered to be the most abundant phycobilin in the ocean, due to the prevalence of blue photons 

in the euphotic zone (Ong et al., 1984; Olson et al., 1990). PBP from oceanic cyanobacteria, including 

the coccoids Synechococcus and Crocosphaera and the filamentous Trichodesmium, are particularly 

rich in PUB, and this clearly represents an important adaptive event for life in offshore, blue waters 

(Ong et al., 1984; Swanson et al., 1991; Six et al., 2007b). 

 Within the cyanobacterial community, Synechococcus is numerically the second most 

abundant oxygenic phototroph (Partensky et al., 1999; Buitenhuis et al., 2012), contributing 

significantly to global primary productivity (Li, 1994; Liu et al., 1998). This genus harbors the largest 

diversity of PBS types of all marine cyanobacteria, explaining its ability to colonize a wide range of 

light niches, from turbid coastal waters to the most transparent waters of open ocean (Olson et al., 

1990; Wood et al., 1998; Haverkamp et al., 2008). This remarkably wide diversity of PBS is due to the 

numerous possible combinations of PBP with various pigments that constitute the rods (Six et al., 

2007b). Most marine Synechococcus have PBS rods containing two distinct forms of PE, called PEI and 

PEII, with PEII always binding both PEB and PUB, whereas PEI binds either only PEB or both 

phycobilins. These Synechococcus have been classified into pigment type 3 by (Six et al., 2007b), who 

have subdivided them into four pigment subtypes according to the PUB:PEB ratio in whole cells. The 

latter is generally assessed by the Exc495:545 ratio, i.e. the ratio of the relative fluorescence excitation 

maxima of these two phycobilins (at 495 and 545 nm, respectively), with emission measured at 575 

nm. The Exc495:545 ratio can be either low ( 0.4-0.5), medium ( 0.6-0.8) or high ( 1.7-1.9), with such 

strains classified as pigment subtypes 3a, 3b or 3c, respectively. The fourth subtype (3d) corresponds 

to the most sophisticated pigmentation of Synechococcus, i.e. cells able to tune their pigmentation 

according to the ambient spectral light quality, a process termed CA4 (for type IV chromatic 

acclimation; Palenik, 2001; Everroad et al., 2006; Shukla et al., 2012). Most genes involved in the 

biosynthesis of PBS rods are present in a large genomic cluster called the PBS rod region, the gene 

content of which is specific to the pigment type (Six et al., 2007b). 

 CA4 occurs during shifts from green (GL) to blue light (BL) or reciprocally (Palenik, 2001; 

Everroad et al., 2006). Unlike other CA types, which occur in both freshwater and marine species (i.e. 

CA2 and CA3; Tandeau de Marsac, 1977; Kehoe and Gutu, 2006; Gutu and Kehoe, 2011), CA4 does 

not seem to involve a significant alteration of the PBP composition of PBS, but rather changes in 



 CHAPITRE III : DIVERSITÉ ET ÉVOLUTON DE L'AC4 

- 180 -  

chromophore content at three sites within PE (Everroad et al., 2006; Shukla et al., 2012). In 

Synechococcus sp. RS9916, of the five binding cysteinyl residues of PEI, only α-139 is altered by this 

process, while it affects two of the six binding cysteins of PEII, α-83 and α-140. These sites are 

chromophorylated with PUB in BL and PEB in GL. Recently, the function of MpeZ was characterized in 

Synechococcus sp. RS9916 and identified as one of the key enzymes for the CA4 process (Shukla et 

al., 2012). MpeZ is bi-functional, since it can both attach a PEB chromophore to α-83 of PEII and 

isomerize it to PUB. The mpeZ gene encoding this lyase-isomerase was expressed six-fold more in BL 

than GL and its inactivation strongly suppressed the amplitude of variations of the Exc495:545 ratio 

after shifts of cells from GL to BL or vice versa (Shukla et al., 2012). 

 CA4 appears to be widespread within the marine Synechococcus radiation, since it has been 

reported in at least four distinct clades of subcluster 5.1, the most abundant and diversified 

Synechococcus group (Palenik, 2001; Six et al., 2007b; Mazard et al., 2012). However the true extent 

of this process within this lineage, as well as its genetic and phenotypic variability, have not been 

explored yet. Here, we performed a comparative genomics study of a wide set of marine 

Synechococcus strains predicted to perform CA4 and identified a genomic island whose presence is 

strongly correlated with the ability to carry out this process. Interestingly, this island exists in two 

different configurations and gene contents depending on lineages. A physiological characterization of 

strains that possess part or all of this island was also performed, which allowed us to highlight some 

interesting phenotypic differences in the acclimation kinetics and/or amplitudes of the CA4 response 

among strains, and to refine the classification of marine Synechococcus spp. into different pigment 

types. Finally, a study of the expression of phycobilin lyase genes involved or putatively involved in 

CA4 allowed us to gain insights about the genetic bases of the observed physiological differences.  

 

 

 RESULTS 

 

 Discovery of a gene island correlated with CA4 in two different configurations 

 

 The availability of genomes of 15 marine Synechococcus isolates and preliminary data from 

25 additional Synechococcus unpublished genomes that will be described in detail elsewhere (G. 

Farrant and coworkers, unpublished) allowed us to search for genes potentially involved in CA4. Such 

genes were retrieved in 17 of these 40 sequenced strains, originating from a variety of oceanic 

environments and depths (Table S1). This set encompasses 15 strains belonging to six distinct clades 

within subcluster 5.1 (or ten subclades, as defined using the high resolution marker gene petB; 

Mazard et al., 2012) and two strains from a single clade of subcluster 5.3 (sensu Dufresne et al., 
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2008). In contrast, there were no strains from subcluster 5.2, since all those included in the initial 

dataset were lacking phycoerythrin and thus not capable of CA4. 

 The 17 strains containing genes predominantly found in CA4-capable strains were identified 

using a two-step bioinformatic approach. First, the 40 genomes were screened for the presence of 

mpeZ, a gene that encodes a phycobilin lyase-isomerase recently shown to have a key role in CA4 

(Shukla et al., 2012). Orthologs of this gene were retrieved in 8 genomes, where the mpeZ gene was 

consistently located at the 3'-end of a genomic island (hereafter called "CA4-A island") containing 

three additional genes, two encoding putative transcriptional regulators and one a short protein of 

unknown function (Fig. 1). The first two genes encode proteins that both possess a possible C-

terminal DNA binding domain (Figs. S1A and S1B). Structural analysis using Phyre2 (Kelley and 

Sternberg, 2009) predicted that each of these domains consists of seven alpha helices with two 

weakly interconnected subdomains, each containing one putative α -helix-turn- α -helix (HTH) motif 

(IPR018060), similar to Escherichia coli AraC, a transcriptional activator involved in the control of the 

arabinose metabolism (Schleif, 2010). The third gene of the CA4 island is predicted to encode a 

protein of 55-67 aas and characterized by a N-terminus with a predicted conserved ribbon-helix-helix 

domain (IPR010985), also found in many bacterial or phage repressors (Fig. S1C; Aravind and Ponting, 

1997). Thus, together with the two proteins encoded by the araC-like genes, the protein encoded by 

this gene may be involved in regulating or carrying out CA4. Based on their genomic context and 

position just upstream of and in the same frame as the CA4-specific phycobilin lyase mpeZ (Shukla et 

al., 2012), we proposed to call these three genes fciA-C (where "fci" stands for "type four chromatic 

acclimation island"; Fig. 1). Another gene of unknown function was consistently found at the 5'-end 

of the CA4 island, but was encoded on the reverse strand relative to the fci genes. This gene is an 

ortholog of unk10 (50-98% identity and 31-98% similarity over 106 residues), previously observed in 

the PBS rod region of the pigment type 3c (i.e. high-PUB) strains WH8102 and CC9605, specifically at 

the 5'-end of the PEII sub-region (see Fig. 6 in Six et al., 2007b). Unk10, predicted to be 107-118 aa in 

length, contains a Nif11 domain (IPR012903), so-called because it was initially found in the product of 

an uncharacterized gene of the nif cluster of Azotobacter vinelandii (Jacobson et al., 1989). In four 

out of the nine mpeZ-containing strains (RS9916, BL107, CC9902 and RCC307), another gene, 

encoding a predicted 121-123 aas protein of unknown function, was present upstream and head-to-

head relative to unk10 (Fig. 1). This gene, which was designated unk14 (to extend the numbering of 

unknown genes in the PBS rod region proposed by Six et al. (2007b), is specific to these four strains, 

but the encoded protein is paralogous (50-63% identity and 31-53.4% similarity over 105 residues) to 

a protein encoded by a gene of unknown function present in all marine Synechococcus strains 

(Cyanorak cluster CK_00000072; see www.sb-roscoff.fr/cyanorak/). Unk14 belongs to the highly 

conserved protein family DUF2237 (or PF09996), which is widely distributed among Bacteria.  
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FIG. 1. Gene content and genomic context of the two types of CA4 gene islands found in marine 

Synechococcus genomes. The CA4-A island can be found at different locations of the genome (though the 

context is the same within a given clade), whereas the CA4-B island is always located in the main phycobilisome 

region between mpeU and cpeZ genes. The gene size and organization are represented to scale and all regions 

aligned with regard to the fciA gene (except for BIOS-E4-1, aligned on mpeZ of BIOS-U3-1). The scale bar 

represents 1000 bp. Genes which are included in CA4 regions are shown in color and orthologs are indicated 

with the same color. Short CA4 genes of unknown function are named according to Six et al. (2007b), with 

unk14 and fciC being novel genes, specific of the CA4-A region. Genes found in the immediate genome 

environment of CA4 regions are shown in grey and designated either by their gene names or their cluster 

number (with the prefix CK_ being omitted) in the Cyanorak database of orthologous sequences 

(http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/cyanorak/). A stop codon, indicated by a star, interrupted fciA of WH8016. 

The phylogenetic affiliation of strains, as reported in previous studies (Fuller et al., 2003; Ahlgren and Rocap, 

2006; Dufresne et al., 2008; Huang et al., 2011; Mazard et al., 2012), is mentioned between brackets. Colored 

circles represent the pigment type and is specified for strains that do not chromatically adapt. Hotspots for 

DNA recombination, hli (Cluster CK_00000050; high light inducible protein) and psbA (Cluster CK_00000009) 

are bordered by a red line. 

 

 Surprisingly, two Synechococcus strains that are not able to chromatically adapt, BIOS-E4-1 

and WH8016 (see physiological characterization below), were each found to possess a partial CA4-A 

island. Indeed, BIOS-E4-1 lacks the two putative transcriptional regulators FciA/B, whereas WH8016 

lacks mpeZ, suggesting that these strains could represent natural deletion mutants of distinct genes 

of the CA4 island (see discussion).  
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 As a second step, we searched for the putative transcriptional regulator genes fciA and fciB in 

other Synechococcus genomes. This led to the discovery of another type of CA4 island in six 

additional genomes (Fig. 1). In contrast to the first one, this so-called "CA4-B island" lacks both fciC 

and mpeZ. The latter gene is replaced by a gene located on the opposite strand of the fciAB operon, 

encoding a putative novel member of the phycobilin lyase E/F family (Schluchter et al., 2010; 

Bretaudeau et al., 2013). Like MpeZ, it is a paralog of MpeY (Wilbanks and Glazer, 1993), whose gene 

is found in all PEII-containing Synechococcus strains and located in the PEII subregion of the PBS rod 

region (Fig. S2; see also Fig. 6 in Six et al., 2007b). Since this gene is not a direct ortholog of mpeZ (see 

phylogenetic analysis below) and co-occurs with mpeY, we propose to call it mpeW.  

 Other noticeable differences between CA4-A and CA4-B islands are the different locations of 

unk10 with regard to the fciAB operon (upstream or downstream, respectively) and their distinct 

genomic context (Fig. 1). Indeed, whatever the clade, the genomic context of the CA4-B island was 

always the same, i.e. in the middle of the PBS rod gene region and more specifically between mpeU 

and cpeZ, at the 3'-end of the PEII sub-region (Fig. S2). In contrast, even though the location of the 

CA4-A island was globally conserved among strains of a given clade, it differed between clades and in 

all strains examined so far was never located in the PBS region (see Figs. 1 and S2). Another 

important point is that within subcluster 5.1, all strains of a given clade possessed one type of CA4 

island but not the other. Indeed, strains belonging to clades I, IV, IX and CRD1 possess a CA4-A island, 

while a CA4-B island is found in clades II and III. Although the genome of the chromatically adapting 

Synechococcus sp. strain M11.1 is not available yet, we used PCR amplification to determine that it 

contains mpeW and not mpeZ (data not shown), as expected for a clade II strain. Interestingly, this 

clade differentiation does not hold true for subcluster 5.3, since the closely related strains RCC307 

and MINOS11 possess a CA4-A and a CA4-B island, respectively. Another unexpected observation 

was that MINOS11 possesses, downstream of unk10, an ortholog of the rpcG gene, which is normally 

located on the 3'-end of the PBS region (Six et al., 2007b). RpcG was shown to encode a lyase-

isomerase that attaches a PEB molecule at Cys-84 of the α-PC subunit and isomerizes it to PUB (Blot 

et al., 2009).  

  

 Phylogenetic analyses of genes putatively involved in CA4 

 

 In order to better understand the evolution of the CA4 process and notably the origin of the 

differentiation into two distinct CA4 islands, we performed a number of phylogenetic analyses using 

genes that are common to the two island types CA4-A and CA4-B (fciA, fciB, unk10 and mpeW or 

mpeZ). Figure 2 shows a phylogenetic tree based on FciA and FciB sequences and rooted with two 

more distant, uncharacterized members of the AraC family retrieved from marine Synechococcus 
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spp. (Syn8016DRAFT_2956 and WH7805_05326; Cyanorak cluster CK_00002282). As for other 

cyanobacterial members of the AraC family, their homology with FciA and FciB mostly resides at the 

C-terminal HTH domain level (Figs. S1A and S1B). Orthologs of both Fci proteins separated into two 

main branches, the first one including all strains that have a CA4-A island (except BIOS-E4-1, which 

lacks fciAB genes) and the second one encompassing five out of the six strains having a CA4-B island 

(Figs. 1 and 2). The sixth strain is the subcluster 5.3 strain MINOS11 whose FciA and FciB are split 

apart from other sequences, consistently with the wide phylogenetic distance between members of 

subclusters 5.1 and 5.3 (Dufresne et al., 2008). By contrast, the fact that both Fci sequences from the 

other subcluster 5.3 strain, RCC307, fall within subcluster 5.1 close to clade IX strain RS9916 strongly 

suggests that RCC307 might have acquired these genes by lateral transfer from a cell belonging to 

clade IX or a related lineage.  

 A globally similar tree topology was retrieved for Unk10 (Fig. S3), except that i) BIOS-E4-1 was 

present and clustered with BIOS-U3-1, another member of the CRD1 clade (Ahlgren and Rocap, 2006; 

Mazard et al., 2012) and ii) MINOS11 was clearly located at the base of the branch encompassing all 

strains that also possess mpeW (i.e. CA4-B strains). Interestingly, the latter branch also included the 

pigment type 3c (i.e. high-PUB) strains WH8102 and CC9605, in which the unk10 gene is located at 

the 3'-end of the PEII gene subregion (Six et al., 2007b), as in most CA4-B strains (Fig. 1). 

We also generated an amino acid alignment comprising the sequences of MpeZ, MpeW and two 

other related members of the phycobilin lyases E/F clan (Bretaudeau et al., 2013), CpeY and MpeY, 

occurring in all Synechococcus strains possessing PE and PEII, respectively. While CpeY was 

biochemically characterized to catalyze the attachment of a PEB molecule at Cys-82 of the alpha-PEI 

subunit (Biswas et al., 2011), MpeY is still uncharacterized (Six et al., 2007b; Bretaudeau et al., 2013). 

Comparative motif analyses using Protomata (Fig. S4) shows that MpeW, MpeY and MpeZ share 

several conserved E-Z HEAT-repeat domains, known to facilitate protein-protein interactions 

(Andrade et al., 2001; Morimoto et al., 2003), but also a few specific motifs, such as the strongly 

conserved 'HRDE', located around position 285 and not found in CpeY. In the phylogenetic tree 

shown in Figure 3, sequences of these three proteins grouped together, well apart from the CpeY 

branch. As for the Unk10 tree, MpeY sequences grouped into two main clusters, a first one 

containing all strains that possess mpeZ (i.e. a CA4-A island) and a second one with mpeW-containing 

and pigment type 3c strains. A third MpeY branch was also present and contained the pigment type 

3a (i.e. low-PUB) strains WH7803 and WH8016. The occurrence of the latter strain at this position in 

the tree may seem surprising given that it possesses a partial (mpeZ-lacking) CA4-A island (Fig. 1), but 

it is worth noting that its mpeY gene is located in a PBS region whose gene content and organization 

is similar to that of WH7803 (Fig. S2; see also Fig. 6 in Six et al., 2007b). 
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 A similar tree topology as for MpeY was found for CpeY (Fig. 3), except that the third branch 

contained two pigment type 2 (i.e. PUB and PEII-less) strains, CB0205 and WH7805, which lack the 

mpeY gene. 

 

FIG. 2. Maximum likelihood analysis of AraC-like proteins FciA and FciB (289 aligned positions) from marine 

Synechococcus. For each strain, the phylogenetic affiliation, is mentioned between brackets and the pigment 

type is indicated by colored circles. Series of four numbers shown at nodes correspond to bootstrap values for 

ML analyses, Bayesian posterior probabilities (PP, ranging between 0 and 1), and bootstraps values for 

Neighbor-Joining and Parsimony methods, respectively. Bootstraps, represented as a percentage, were 

obtained through 1,000 repetitions and PP from 1,500,000 generations. Only values higher than 0.60 for PP and 

60% for bootstrap values are shown on the phylogenetic tree. The scale bar represents 0.4 substitutions per 

nucleotide. 
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FIG. 3. Maximum likelihood analysis of five phycobilin lyase sequences of the E/F clan (380 aligned positions) 

from marine Synechococcus. For each Synechococcus strain, the phylogenetic affiliation is mentioned between 

brackets and the pigment type is indicated by colored circles. Series of four numbers shown at nodes 

correspond to bootstrap values for ML analyses, Bayesian posterior probabilities (PP, ranging between 0 and 1), 

and boostraps values for Neighbor-Joining and Parsimony methods, respectively. Bootstraps, represented as a 

percentage, were obtained through 1,000 repetitions and PP from 1,500,000 generations. Only values higher 

than 0.60 for PP and 60% for bootstrap values are shown on the phylogenetic tree. The scale bar represents 0.6 

substitutions per nucleotide. The branch bearing the CpeY cluster has been cut for readability (its full length is 

3.85 substitutions per nucleotide). 
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 Physiological characterization of mpeW- or mpeZ-containing strains acclimated to blue or 

green light 

 

 In order to evaluate the ability of the different strains listed in Table S1 to change their 

pigmentation in response to ambient light, we determined the Exc495:545 ratio, a proxy for the PUB to 

PEB ratio, from exponentially growing cultures acclimated to continuous blue light (BL) or green light 

(GL) for over 20 generations (Fig. 4). Measurements were done both on cultures grown at low light 

(LL; 20 µmol photons m-2 s-1) and high light (HL; 75 µmol photons m-2 s-1). The Exc495:545 ratio was 

generally stable in GL and more variable in BL (Fig. 4). This observation held particularly true at high 

irradiance, at which the Exc495:545 ratio of BL controls often declined notably after cultures had 

reached the early stationary phase. 

 

FIG. 4. Average Exc495:545 ratios of CA4 genes-containing Synechococcus strains acclimated to blue light (BL) 

and green light (GL) at two different irradiances (20 and 75 µmol photons m
-2

 s
-1

). Low and high light 

conditions are shown by dark and light colors, respectively. A minimum of 5 replicates were used to calculate 

the mean and standard deviation. 

 

Despite the presence of genes potentially involved in CA4 in their genomes (see above), five 

strains (WH8103, BIOS-E4-1, MVIR-18-1, WH8016 and WH8109) were unable to chromatically 

acclimate, since they displayed a similar Exc495:545 ratio in GL and BL at both irradiances tested (Table 

1). An additional strain seemingly had a strongly altered capacity for CA4, since it exhibited only a 

small (29% for RCC307) increase of this ratio between LGL and LBL (significant at Ρ<0.01; Fig. 4). In 

contrast, for the latter strain, the Exc495:545 ratio was not significantly different between HGL and HBL 

(Ρ>0.1). However, the mean value of the Exc495:545 ratio (both irradiances considered) was highly 
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variable among these strains since it was i) as low as measured for the pigment type 3a strain 

WH7803 (Six et al., 2007b) in WH8016 and MVIR-18-1 (0.37±0.04; n=30 and 0.46±0.06; n=27, 

respectively), ii) at a level intermediate between pigment type 3a and GL-grown CA4 strains for 

RCC307 (0.62±0.11, n=115), iii) similar to that of GL-grown CA4 strains for WH8109 (0.71±0.03, 

n=109), iv) intermediate between values measured in GL- and BL-grown CA4 strains for WH8103 

(1.00±0.05, n=27) and v) comparable to that of BL-grown CA4 strains in BIOS-E4-1 (1.66±0.08, n=27). 

TABLE 1. Summary of the genotypic and phenotypic pigment characteristics of the Synechococcus strains 

used in this study 

Strains Subcla
de

a
 

Pigment 
type (Six et 
al., 2007) 

Pigment 
phenotype 
(this study) 

CA4                
island             
type 

CA4 
phenoty
pic group  

Exc495:545                                                                                   

amplitude variations 
Pigment 

type (this 
study) 

WH8016  Ib 3a 3a A na  None (ratio  0.4) 3aA 

MVIR-18-1 Ib 3a 3a A na  None (ratio  0.5) 3aA 

WH8103  IIIa 3c 3b B na  None (ratio 1.0) 3bB 

WH8109 IIa 3b 3b B na None (ratio  0.7) 3bB 

BIOS-E4-1 CRD1b 3c 3c B na  None (ratio  1.7) 3cB 

RS9916 IX 3d 3d A 2 Small variation in HBL 3dA 

CC9311 Ia 3d 3d A 2 Small variation in HBL 3dA 

WH8020 Ia 3d 3d A 2 Small variation in HBL 3dA 

BIOS-U3-1 CRD1a 3d 3d A 2 Small variation in HBL 3dA 

CC9902 IVa 3d 3d A 3 Large variation but delayed in BL to GL 3dA 

BL107 IVa 3d 3d A 3 Large variation but delayed in BL to GL 3dA 

MINOS11 5.3-I 3d 3d B 1 Large variation 3dB 

A15-62 IIc 3d 3d B 1 Large variation 3dB 

PROS-U-1 IIh 3d 3d B 1 Large variation 3dB 

RS9915 IIIa 3d 3d B 1 Large variation 3dB 

M11.1 IIh 3d 3d B? 1 Large variation 3dB? 

RCC307  5.3-I 3b 3e A 4 Small variation 3eA 

 

 All eleven other strains analyzed in this study were able to match their pigmentation to the 

ambient light color with an average 134±13% increase of their Exc495:545 ratio between LGL and LBL, 

consistently with previous reports on CA4 (Palenik, 2001; Everroad et al., 2006; Shukla et al., 2012). A 

similar variation was also observed at high irradiance (119±43%), except for CC9311, which 

maintained a low Exc495:545 ratio at HBL (Fig. 4). It is noteworthy that the average Exc495:545 ratios were 

more variable and generally lower (P<0.01) for CA4-A strains than for their CA4-B counterparts in all 

four light conditions tested, though the difference was much more conspicuous at HL than LL 

(0.67±0.02 vs. 0.71±0.01 at LGL; 1.58±0.10 vs. 1.67±0.08 at LBL; 0.66±0.03 vs. 0.71±0.02 at HGL and 

1.41±0.25 (excluding CC9311) vs. 1.63±0.06 at HBL, respectively).  
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 CA4 induces a change in the expression of phycobilin lyase genes 

 

The inability of Synechococcus spp. WH8016 and BIOS-E4-1 to acclimate to changes in light 

quality may be due to the absence of key CA4 genes in these genomes (i.e., mpeZ and fciAB, 

respectively; Fig. 1). More unexpectedly, strains WH8109, WH8103, MVIR-18-1 and RCC307, which 

possess a complete set of CA4 genes (Fig. 1), are also affected in their ability to perform CA4 (see 

above). Comparative analyses of protein sequences did not reveal any obvious mutation/deletion or 

insertion in the most conserved regions of FciA/B (data not shown) or MpeW/Z (Fig. S3) that could 

explain this loss of CA4 phenotype. To check whether this could result from an alteration of the 

control of the expression of the known and putative CA4-specific lyase-encoding genes, mpeZ or 

mpeW transcript levels were measured for exponentially growing strains acclimated to either LGL or 

LBL in a selection of strains.  

 

FIG. 5. Differential gene expression of mpeW or mpeZ of Synechococcus strains acclimated under GL of BL. 

Transcripts levels were quantified using RT-qPCR. The mean and standard deviation are calculated from 

triplicates and normalized to levels of transcripts under GL. Doted line denote the significance threshold (>1, 

upregulated; <1, downregulated). 

 

All four tested CA4-A strains that exhibited a large variation of their Exc495:545 ratio between 

LGL and LBL (Fig. 4) showed a significantly higher mpeZ expression in LBL than in LGL, ranging from 

6.7-fold [log2(FC)=2.73±0.66] in BIOS-U3-1 up to 333-fold [log2(FC)=8.38±0.75] in CC9311 (Fig. 5). 

RCC307, which showed only a small variation of its Exc495:545 ratio between LGL and LBL (Fig. 4), also 

displayed a slightly higher expression of mpeZ in LBL than LGL, comparable to that of BIOS-U3-1 (Fig. 

5). In contrast, all three tested CA4-B strains that were capable of CA4 exhibited a significantly lower 
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mpeW expression in LGL than in LBL, ranging from 35.9-fold [log2(FC)=4.03±1.65; n=3] in MINOS11 up 

to 1,150-fold [log2(FC)=9.29±1.43; n=3] in RS9915 (Fig. 5). All but one strains that exhibited no 

significant change in their Exc495:545 ratio between BL and GL (Fig. 4) also showed no significantly 

different expression of either mpeZ or mpeW gene between BL and GL in gene expression (i.e. lower 

than 2-fold between the two light colors). The only exception was MVIR-18-1, for which in one out of 

the three biological replicates mpeW was significantly more expressed in BL than GL.  

  

 Variability of growth and acclimation kinetics of CA4 strains during light quality shifts 

 

The kinetics and/or amplitudes of chromatic acclimation of twelve strains, representative of 

six distinct clades of the subcluster 5.1 and one clade of the subcluster 5.3, were analyzed in order to 

reveal possible phenotypic differences. All strains were allowed to acclimate for at least one month 

in either BL or GL and at two irradiances, LL and HL, prior to being shifted to the other light color 

condition (same irradiance). Growth rates (µ) and the variation of the Exc495:545 ratio were then 

assessed from flow cytometric cell counts and by spectrofluorimetry, respectively. The latter 

measurements allowed us to assess the half acclimation time (T50 in days) for each strain and each 

type of light quality shift at both irradiances tested (see Table S2 and Figs. 6 and 7).  

All strains displayed a significantly higher growth rate and a shorter T50 when grown in HL 

than in LL (Fig. 7 and Table S2). Based on kinetics studies, four CA4 phenotypic groups can be defined 

among strains that showed a variable Exc495:545 ratio between GL and BL and Figure 6 illustrates one 

representative example (or the sole case) of each group. Group 1 that comprises strains A15-62, 

PROS-U-1, M11.1, RS9915, and MINOS11 exhibited a 'typical' CA4 kinetics at both growth irradiances 

(Fig. 6A-B and Table 1). This group exhibited i) significant changes in the Exc495:545 ratio within 1-2 

days after the light color shift, ii) T50 values of 2.01±0.24 d for the LBL to LGL shift, 2.72±0.37 d for the 

reverse shift and 1.22±0.13 d and 1.85±0.36 d for the corresponding shifts at HL and iii) the complete 

acclimation to the new color took about 5.8 d at LL and this time was reduced to about 3.4 to 4 d at 

HL (Fig. 6).  

The second group, comprising the CA4-A strains BIOS-U3-1, CC9311, WH8020 and RS9916 

was defined by the fact that cultures reached a significantly lower Exc495:545 at HBL than LBL, though 

their T50 was comparable to the previous group (P>0.01, Fig. 6C-D and Table S2). 

The third group comprises the two closely related strains BL107 and CC9902, which exhibited 

a systematic lag compared to the first two groups in the initiation of the CA4 process after being 

shifted from BL to GL. Indeed, the Exc495:545 ratio decreased only after 3-4 days in LL and 1.5-2 days in 

HL (Fig. 6E).  
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FiIG. 6. Phenotypic variability of chromatic acclimation in marine Synechococcus. Temporal changes of the 

Exc495:545 after shifts from BL to GL (and vice versa) at two irradiances: LL (circles) and HL (triangles). The color 

(blue or green) of lines and symbols matches the ambient light color under which cultures were shifted at time 

zero (or left, for controls). Error bars indicate standard deviation for two biological replicates. Four distinct CA4 

phenotypic groups were observed: group 1 (A,B) for strains MINOS11, A15-62, PROS-U-1, M11.1 and RS9915; 

group 2 (C,D) for BIOS-U3-1, CC9311, WH8020, CC9902 and RS9916; group 3 (E,F) for BL107 and CC9902; group 

4 (G,H) for the sole strain RCC307. Note the different x-axis scale for BL107. 
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FIG. 7. Correlations between growth rate (µ, days) and half maximal acclimation time (T50, days) of twelve 

Synechococcus strains. Shifts to another light quality (BL to GL and vice versa) were performed under two light 

intensities. LL and HL corresponds respectively to 20 and 75 µmol photons m
-2

 s
-1 

of BL or GL. Data represents 

two biological replicates for each strain and each light condition. 

  

To better understand this behavior, we tested whether the delay in the CA4 initiation 

observed during the BL to GL shift was depending on the acclimation time to BL before the shift to 

GL. We found that the delay was the same for BL107 cultures acclimated to BL for weeks as for 

cultures shifted to GL either immediately, or after 1 or 3 days after they reached the BL value of the 

Exc495:545 ratio following a GL to BL shift (Fig. S5A and Table 1). Furthermore, BL107 cultures that were 

subjected to successive shifts, i.e. first from BL to GL, then back to BL just before or after being fully 

GL-acclimated, then again shifted from BL to GL immediately upon reaching the BL value of the 

Exc495:545 ratio, also exhibited the same delay (Fig. S5B). Altogether, these experiments clearly 

demonstrate that this delay is independent from the light history of the culture. In contrast, no 

significant lag occurred after a shift of BL107 and CC9902 cultures from GL to BL (Fig. 6F). 

The fourth CA4 group comprises the sole strain RCC307, for which the amplitude of variation 

of the Exc495:545 ratio was very limited (0.63-0.80 for a shift from GL to BL; Fig. 6G-H and Table 1). It is 

interesting to note that the Exc495:545 ratio in GL of this strain was slightly lower than that of other 

strains analyzed in this study. 
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 DISCUSSION 

 

Type 4 chromatic acclimation in marine Synechococcus requires a genomic island 

 

 CA4 is a sophisticated light-controlled process by which Synechococcus spp. cyanobacteria 

can efficiently modify the phycobilin content of their PBS in response to fluctuations in light quality 

occurring in the marine environment along nutrient and/or light gradients (Palenik, 2001; Everroad et 

al., 2006; Shukla et al., 2012). In the present study, we have identified a small gene cluster 

comprising 4 to 6 genes, which we have found to be correlated with the capacity of cells to carry out 

CA4. Unexpectedly, depending on Synechococcus strains, this cluster could exhibit two distinct 

configurations (so-called CA4-A and CA4-B) in terms of gene content, gene order and genomic 

context (Fig. 1 and Table 1). Physiologically, chromatically acclimating strains containing either island 

type displayed a similar kinetics of variation of the Exc495:545 ratio in response to color shifts, 

indicating that CA4-A and CA4-B regions are functionally equivalent. However, while all CA4-B strains 

displayed a similar amplitude of variation of their Exc495:545 ratio at LL as at HL (CA4 phenotypic group 

1; Fig. 6), CA4-A strains exhibited more variability with three possible behaviors: a lower Exc495:545 

ratio at HL than LL (group 2), a delay in the initiation of the CA4 process after a shift from BL to GL 

(group 3) or a reduced amplitude of variation of the ratio at LL and no variation at HL (group 4). The 

difference between groups 1 and 2 at HL could be due to the loss of one or two distal PEII discs from 

the PBS rods of CA4-A strains, as previously observed in other Synechococcus strains either grown at 

high white irradiance (Six et al., 2004) or submitted to a ultraviolet stress (Six et al., 2007a). This 

hypothesis is consistent with the longer acclimation time needed to reach the maximal Exc495:545 ratio 

in HBL for CA4-A than for CA4-B strains (not shown). 

 CA4-A and CA4-B islands have in common to contain an operon of two putative 

transcriptional regulator genes (fciAB) and one gene encoding a characterized (MpeZ; Shukla et al., 

2012) or a putative (MpeW) phycobilin lyase of the E/F clan (Bretaudeau et al., 2013), that is either 

on the same or the reverse strand as fciAB (Fig. 1). MpeW is not an ortholog of MpeZ since the best 

hit of both sequences is MpeY, a paralog of both proteins (Fig. 3). However, the combination of 

genomic and physiological data suggests that these mutually exclusive enzymes could have the same 

function, i.e. to catalyze the attachment of a PEB chromophore at Cys-83 of the PEII alpha-chain 

(MpeA) and to isomerize it into PUB (Shukla et al., 2012). This hypothesis is seemingly contradicted 

by expression studies, which indicate that mpeZ is significantly more expressed in BL than in GL (see 

(Shukla et al., 2012 and this study), while mpeW exhibits the reverse behaviour (Fig. 5). An 

alternative hypothesis would therefore be that mpeW encodes a GL-induced PEB lyase that catalyzes 
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the binding of a PEB either at Cys-83 of MpeA (although the CpeY/Z complex is another candidate for 

this function; Biswas et al., 2011; Shukla et al., 2012). 

 Transcriptional regulators of the AraC family are found in a wide range of microorganisms 

and regulate a variety of cellular pathways (Gallegos et al., 1997). They are characterized by the 

presence of HTH domains, which bind DNA target sequences and activate or repress transcription 

from cognate promoters. Most are single genes and the signal receptor resides in the same 

polypeptide as the regulatory function (e.g. in the case of AraC itself; Schleif, 2010). Occurrence of a 

cluster of two araC-like genes, as is the case for fciAB, is more rarely observed, e.g. in rhamnose 

catabolism which was shown to be regulated in a two-step activation cascade by the rhaSR operon 

(Egan and Schleif, 1993; Wickstrum et al., 2010). Interestingly, Synechococcus sp. BIOS-E4-1 was 

found to possess a partial CA4-A island lacking the fciAB genes (Fig. 1), providing us some additional 

insights into the putative regulatory role of these genes. Indeed, this strain is seemingly locked into 

the BL phenotype (Exc495:545  1.65), independently of the ambient light color (Fig. 4) and its mpeZ is 

not differentially expressed between GL and BL (Fig. 5). This suggests that in strains in which fci genes 

are functional, the regulatory complex they encode might repress the expression of the mpeZ gene in 

GL.  

 In E. coli cells grown in the absence of arabinose, the AraC homodimer represses 

transcription of the araBAD operon, which encodes three enzymes involved in the L-arabinose 

catabolism, by binding to two DNA half-sites and forming a DNA loop (for a review, see Schleif, 2010). 

When arabinose is present, it attaches itself to the AraC N-terminal domain, modifying the structural 

conformation of the AraC homodimer and causing it to bind to different DNA sites; this modification 

releases the DNA loop, thus allowing transcription from the PBAD promoter (Rodgers and Schleif, 

2009). By analogy, it is possible that homo- or heterodimers of FciA and/or FciB may repress the 

transcription from the PmpeZ promoter in GL. However, the fact that mpeW exhibited an opposite 

expression pattern with regard to mpeZ suggests that the regulatory machinery controlling the CA4 

process is in fact more complex. In this context, the short fciC gene, which is found in CA4-A but not 

in CA4-B islands and that codes for a ribbon-helix-helix domain-containing protein previously found 

in bacterial and phage repressors (Aravind and Ponting, 1997), might well play a role in the 

differential expression of mpeW and mpeZ.  

 Another interesting finding from this study is that several Synechococcus strains that possess 

a complete CA4-A or B island were only partially (RCC307) capable or completely unable (WH8109, 

MVIR-18-1, WH8103) to chromatically acclimate (Figs. 1 and 4; Table 1), suggesting that these strains 

could be natural mutants for this process. The case of RCC307 is particularly interesting in this 

context, since this strain exhibits small but reversible changes of the Exc495:545 ratio after light color 

shifts, and the amplitude of variation is similar to that previously reported for a RS9916 mutant in 
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which mpeZ has been inactivated (Shukla et al., 2012). However, transcripts accumulation data 

showed that this gene is significantly expressed in RCC307. Although it was only about 6-fold more 

expressed in BL than GL conditions, this was quite comparable to the difference observed in BIOS-U3-

1, a typical CA4-A strain (Fig. 5). Thus, it is possible that the expression of other, still unidentified, 

phycobilin lyase gene(s) involved in the chromophorylation of the two other cysteinyl binding sites 

that change during CA4 (i.e., Cys-139 α-PEI and Cys-140 α -PEII; Shukla et al., 2012) could also be 

affected in RCC307.  

 Several strains exhibited no significant changes in the Exc495:545 ratio between BL and GL, 

indicating that their CA4 process is affected at either structural or regulatory levels. WH8016 

constitutes an obvious example of the first type of alteration, since this strain lacks mpeZ and has a 

stop codon in fciA (Fig. 1), two characteristics that we predict should completely suppress its ability 

to perform CA4. Another noteworthy example is MVIR-18-1, which despite having a complete CA4-A 

island, displayed a very low and invariable Exc495:545 ratio (Fig. 5), comparable to that of the pigment 

type 3a strain WH7803, which has been shown to have a molar PUB:PEB ratio of 0:5 for PEI and 1:5 

for PEII (Ong and Glazer, 1991; Six et al., 2007b). Interestingly, the PE gene region of MVIR-18-1 

resembles that of other CA4-A strains except that it lacks the mpeU gene (Fig. S2), which codes for an 

uncharacterized phycobilin lyase of the E/F clan (Bretaudeau et al., 2013). This suggests that MpeU 

could have a critical role for the PUB chromophorylation of phycoerythrins.  

 Lastly, WH8103 and WH8109 are two strains that possess both a complete PE region (Fig. S2) 

and a complete CA4-B island, but are unable to perform CA4. Both of these showed no differential 

expression of mpeW between GL and BL. Given their different phenotypes (Exc495:545 ratios of  

1.00±0.05 and 0.71±0.03, respectively; Fig. 1), it is possible that these strains are affected at different 

levels of the CA4 regulatory network.  

 

CA4-A and CA4-B island types have different evolutionary histories 

 

 Unlike motility, a physiological trait found only in clade III strains (Toledo et al., 1999), CA4 is 

not restricted to one specific clade, but appears to be widely distributed within the marine 

Synechococcus radiation. Indeed, CA4 strains are found in both subclusters 5.1 and 5.3, while none 

has been isolated yet from the strictly coastal subcluster 5.2. As for structural genes of the PBS region 

(Six et al., 2007b), phylogenetic analyses using genes of the CA4 cluster are globally inconsistent with 

those made with classical marker genes, including the 16S rRNA, the 16S-23S rRNA internal 

transcribed sequence (ITS), the cytochrome b6 subunit (PetB) or diverse combinations of 

concatenated core proteins (Dufresne et al., 2008; Zwirglmaier et al., 2008; Mazard et al., 2012). This 

suggests that genes of both CA4 cluster types form a genomic island that has been laterally 
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transferred between lineages at some point during the evolution of marine Synechococcus. 

Furthermore, different clades of subcluster 5.1 were found to possess distinct CA4 island types, with 

clades I, IV, IX and CRD1 having a CA4-A island, whereas clades II and III contain a CA4-B island. This 

suggests that this separation is relatively ancient, as confirmed by phylogenetic analyses with coding 

sequences common to both region types (FciA/B or Unk10), which consistently split apart these two 

groups of strains (Figs. 2 and S2).  

 In order to gain more insights about how the different Synechococcus lineages have acquired 

the CA4 process by obtaining one or the other island type, we examined their genomic context. The 

latter is remarkably conserved around CA4-B islands, which are always situated in the middle of the 

PBS region and more specifically at the 3'-end of the PEII subregion (Fig. S2). It is worth noting that 

CA4-B strains possess the longest PBS region reported so far (about 30 Kbp) and we suggest it 

represents the ultimate degree of sophistication of this highly specialized region. Indeed, the length 

of the PBS region seems to have expanded during evolution as the complexity of Synechococcus PBS 

rod composition and chromophorylation progressively increased (Six et al., 2007b).  

 Contrary to CA4-B islands, the genomic context around CA4-A islands varies widely from 

clade to clade, though it is more or less constant between subclades (Fig. 1). Interestingly, psbA or hli 

genes, which code respectively for the D1 protein of photosystem II and high light-inducible proteins, 

are frequently found immediately upstream or downstream the latter island. In the case of RS9916, 

for instance, a complete psbA sequence is found upstream the CA4 island while a partial psbA 

sequence, 100% identical to the latter, is found downstream. Both psbA and hli genes are highly 

conserved genes and known to be hotspots for intragenomic homologous recombination (Garczarek 

et al., 2008). Both are also frequently found in cyanophages and are known to have a key role in 

phage-host interactions during infection (Lindell et al., 2004; Lindell et al., 2005; Sullivan et al., 2006). 

Another important point is that phylogenetic analyses of CA4 genes (mpeZ, fciA, fciB and unk10) from 

the subcluster 5.3 strain RCC307, consistently place it very close to RS9916 (subcluster 5.1, clade IX; 

Figs. 2-3 and S2). This strongly suggests a lateral transfer of a CA4-B island from a clade IX strain to 

RCC307 or one of its close ancestors. 

 Altogether, this information can be integrated into a coherent evolutionary scenario in which 

an ancestral CA4 island would have initially occurred by duplication and divergence of a previously 

existing PEB lyase-isomerase gene, possibly the common ancestor of mpeW, Y and Z, followed by the 

acquisition of a fciA/B-like gene, coding for an AraC-like transcriptional regulator, which was also 

duplicated before the two gene copies diverged. This gene cluster would then have split between 

two distinct lineages and evolved separately to form a CA4-A island in some lineages and CA4-B in 

others. Given the presence of the latter island in both MINOS11 (subcluster 5.3) and several strains 

of subcluster 5.1 and the congruence of the phylogeny obtained with its constitutive genes with a 
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vertical inheritance, the CA4-B island likely occurred prior to the differentiation of subclusters 5.1 

and 5.3.  

 The comparison of the genomic context around both island types also indicates that the CA4-

B type might be the most stable, while CA4-A islands could represent a more dynamic form of 

transmission of the CA4 process. Indeed, CA4-A islands are likely to be more easily transferred 

between Synechococcus lineages than their CA4-B counterparts, because of the presence of 

recombination hotspots in their close vicinity, facilitating genetic transfer by conjugation or via viral 

intermediates (Lindell et al., 2004; Garczarek et al., 2008). Acquisition of such a CA4-A island by 

lateral transfer could have conferred the ability to chromatically acclimate to strains that previously 

had a fixed PBS pigmentation. However, it is also probable that such a transfer only worked if the 

recipient strain possesses all other found in the PBS region of actual CA4 strains (notably cpeF; see 

Fig. 4 in Six et al., 2007b). In contrast, pigment type 3a strains likely miss too many PBS genes to be 

able to chromatically acclimate after acquiring a CA4-B island. Strain WH8016 might represent an 

example of such a failed lateral transfer. Its PBS region is clearly that of a pigment type 3a strain (Fig. 

S2) and this is independently confirmed by phylogenetic analyses of various PBS genes, such as cpeY 

or mpeY (Fig. 3), which unambiguously group WH8016 with WH7803. The absence of mpeZ and the 

presence of a stop codon in fciA in WH8016 (Fig. 1) may thus appear as signs of degeneration of the 

likely useless CA4 island, although we cannot exclude that the transfer was initially incomplete 

and/or imperfect. 

 

 A revised classification of Synechococcus pigment types 

 

 A further outcome from this work was that it allowed us to refine the classification of 

Synechococcus pigment types initially proposed by Six et al. (2007b) and which was based on the 

phycobiliprotein composition of PBS rods: PC only in type 1; PC and PEI in type 2; PC, PEI and PEII in 

type 3 (Table 1). Additionally, the Exc495:545 ratio measured at LBL and LGL was used to delineate four 

subtypes within pigment type 3: <0.5 for type 3a; 0.6-0.8 for type 3b; >1.6 for type 3c; variable 

between 0.7 in GL and 1.6 in BL for type 3d (or CA4; Six et al., 2007b).  

 Based on the phenotypic characterization performed in the present study, we propose i) to 

set the limit of type 3a to <0.6 to fit the complete range of Exc495:545 values observed in MVIR-18.1 

(Fig. 4), ii) to extend the range of Exc495:545 ratio for pigment type 3b (0.6 ≤ Exc495:545 <1.6) to take into 

account CA4 (and possibly pigment type 3c) strains altered in their PUB chromophorylation, and iii) 

to distinguish CA4 strains displaying a high (type 3d) or low (type 3e) amplitude of variation of the 

Exc495:545 ratio during shift from LGL to LBL and reciprocally. Additionally, we propose to complement 

this phenotype by genomic information by adding the suffix A or B to indicate the CA4 island type, 
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when present, even for strains not capable to chromatically acclimate likely due to various 

alterations that totally or partially block the CA4 process. For instance, MVIR-18-1 is now classified as 

3aA and MINOS11 as 3dB (Table 1). Note that RCC307 and WH8103, initially classified as 3b and 3c, 

are now referred to as 3eA and 3bB, respectively.  

 

 Novel physiological insights into the functioning of the CA4 process 

 

The kinetics of the CA4 process depends to some extent upon the population growth rate. 

Indeed, the half time of the CA4 process (T50) is inversely proportional to growth rate for µ values 

lower than about 0.9 day-1 (Fig. 7). One can therefore predicts that this kinetics will be influenced by 

a variety of environmental factors that impact on the growth rate, i.e. not only irradiance changes (as 

shown here), but also temperature or nutrient deficiency. Nitrogen-poor waters are thus likely 

particularly inhospitable to marine Synechococcus performing chromatic acclimation.  

The delay in the initiation of CA4 observed in Synechococcus spp. BL107 and CC9902 after a 

shift from BL to GL is intriguing. Either the GL signal is slow to be transduced to the receptors or the 

BL signal persists for some time, preventing the triggering of the response to GL. In the former 

hypothesis, the slowing down may originate from an impairment of the GL photoreception system 

and/or of one of the transduction chain component (e.g. a kinase) of the GL signal. In the second 

hypothesis, the lifetime of the BL-signaling molecule(s) could be longer than in other strains, possibly 

because of low degradation rate of the molecule bearing this signal. Because of this unique behavior, 

this strain could be an interesting model for future research that will aim at deciphering the 

regulation network of the CA4 process. 

 

 

 EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

 Strains and growth conditions 

 

Clonal strains of marine Synechococcus used in this study were obtained from the Roscoff 

Culture Collection (http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/RCC/index.php). The characteristics and origins of 

strains are listed in Table S1. They were grown at 22±1 °C in 50 mL polycarbonate culture flasks in the 

seawater-based medium PCR-S11 (Rippka et al., 2000b), supplemented with 1 mM NaNO3 as an 

additional source of nitrogen. Seawater was reconstituted from Red Sea SaltsTM (Houston, Texas, 

USA) using distilled water. Lee filters (Andover, Hampshire, UK) were used to cover plastic boxes 

surrounding culture flasks in order to expose them either to blue (Mikkel BLue, #716, 448 nm peak 
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transmission, 422-484 nm half-height width) or green light (Jas Green, #738, 511 nm peak 

transmission, 488-593 nm half-height width). Continuous light was provided by Daylight F58W/54-

765-TB fluorescence tubes (Sylvania, Gennevilliers, France). Experiments were performed under both 

low light (LL) and high light (HL). Irradiances were adjusted under the colored boxes to 20±2 or 75±5 

µmol photons m-2 s-1 in LL and HL conditions, respectively, as measured with a QSL-2100 Biospherical 

Instruments quantameter (San Diego, CA). 

 

 Kinetics measurements, control of growth and optical properties 

 

All cultured strains were acclimated to experimental light conditions for at least one month 

under continuous BL or GL, corresponding to at least 20 and 40 generations in LL and HL, respectively 

(see results). For kinetics studies, an exponentially growing batch culture (2.107 to 2.108 cells.mL-1) 

was diluted into fresh medium at a final concentration of 106 cells.mL-1 then split into three 

subcultures. In LL conditions, Synechococcus strains CC9311, WH8020 and CC9902, which seem to be 

more sensitive to dilution effect, were inoculated at a final concentration of 5.106 cells.mL-1. For 

each strain acclimated in BL or GL, one aliquot was kept in the original condition (control), whereas 

the two experimental subcultures were shifted to the other light color condition, when the 

Exc495:545nm (see below) was measurable with a sufficient accuracy. Shifts were generally performed at 

time zero in LL, and 24 h after inoculation in HL. Measurements were then made every 12 h in HL and 

every day in LL. Fluorescence excitation spectra were recorded for an emission at 575 nm using a 

Perkin Elmer LS-50B spectrofluorimeter and used to calculate the Exc495:545 ratio, a proxy to the PUB 

to PEB ratio. Moreover for determining cell concentrations, a 500 µL aliquot was fixed with 

glutaraldehyde (0.25% final concentration, Grade II, Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), incubated 

for 10 min in the dark and frozen at -80°C until flow cytometric analyses. Thawed samples were 

analyzed after dilution into sterile medium, using a FACS Canto (Becton Dickinson Biosciences, San 

Jose, CA, USA) in the presence of 0.95 µm standard fluorescent microspheres (Polysciences 

Warrington, PA, USA) as previously described (Marie et al., 1999). Growth rates (µ in d-1) were 

computed from cell number variations using the following calculation:  

µ = Ln (N(t2) / N(t1)) / (t1-t2) (Eq. 1), 

where N(t) is the cell concentration at time t2 and t1 taken at 24 h interval. The half maximal 

acclimation time (T50 in d) was used as a proxy of the acclimation time. T50 was calculated using using 

the regression wizard of SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA) by fitting a sigmoidal non-linear 

regression to data with the following equation:  

f=min+ (max-min) / (1+10logT50-x x a) (Eq. 2), 
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where a is the slope of the curve. Minimum (min) and maximum (max) values were defined as 

average values of the Exc495:545 ratio of the GL and BL controls during the experiment.  

Kinetics of acclimation over successive shifts was also monitored in Synechococcus strain 

BL107. During the whole experiment, the two biological replicates were maintained in exponential 

growth phase by diluting cultures every two days to a final concentration of 8.106 cells.mL-1. 

Fluorescence emission spectra were measured between 540 and 600 nm with excitation at 515 nm. 

The dilution did not affect growth and chromatic acclimation rates.  

  

Comparative genomics and sequence analysis 

 

 The presence of genes involved or potentially involved in chromatic acclimation was checked 

in marine Synechococcus genomes, by BLASTP searches (Altschul et al., 1997) using BioEdit v7.0.9.0 

(Hall, 1999), and both CA4 and PBS gene region were visualized using the Artemis software 

(Rutherford et al., 2000). The dataset comprised all available marine Synechococcus genomes, draft 

genomes of Synechococcus sp. WH8109 (ACNY00000000) and WH8016 (AGIK00000000), as well as 

unpublished draft genomes of marine Synechococcus, coming from preliminary data of unassembled 

contigs. The presence of protein domains and motifs was checked using InterProScan v4.8 on the 

EMBL-EBI database, SMART 7 (Letunic et al., 2012) and Phyre2 (Kelley and Sternberg, 2009). CA4 

regions of unpublished genomes were deposited in the GenBank nucleotide sequence database 

under the following accession numbers : XXXXXXX–YYYYYY (Table S1). 

 

 Phylogenetic analyses 

 

 Protein sequences were retrieved for BLASTP searches on marine Synechococcus genomes 

and on the non-redundant protein database (nr) from the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI; release 192.0). Sequences were aligned using MAFFT (G-INS-I option, v 6.953; 

Katoh et al., 2005) with gap opening penalty and offset set at default values, and 1000 iterations. 

Poorly aligned regions and gaps were removed by trimAL (v1.4; Capella-Gutiérrez et al., 2009). 

Phylogenetic reconstructions were performed using 4 different methods: Neighbor Joining (NJ), 

Maximum Parsimony (MP), Maximum likelihood (ML) and Bayesian inference (BI). NJ and PARS 

analyses were performed using Phylip 3.69 as previously described (Mella-Flores et al., 2011). 

ProtTest 3.2 was used for selection of best-fit models of amino acid replacement (Darriba et al., 

2011) according to the Akaike information criterion (AIC; Posada and Buckley, 2004) and Bayesian 

Information Criterion (BIC; Schwarz, 1978). ML reconstructions were performed using PhyML (v3.0; 

Guindon et al., 2009) with the Le and Gascuel substitution model with an estimated Γ distribution 
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parameter (LG+G model; Le and Gascuel, 2008), 1000 bootstrap replicates, four substitution-rate 

categories and a BIONJ starting tree.  

  Posterior probability values (PP) were generated using MrBayes (v3.1.2; Huelsenbeck and 

Ronquist, 2001), a mixed-model option, a swap frequency of 1, with four chains, a random starting 

tree and sampling every 100th generation. PP were generated from 1,000,000 generations for unk10 

and the first 100,000 generations were removed as burn-in. For genes encoding phycobilin lyases and 

genes containing an AraC-type domain, 1,500,000 generations were performed and the first 1,500 

trees were discarded. Trees were visualized using FigTree v1.3.1. 

  

 Real time quantitative PCR 

 

 For transcript abundances, experiments were performed on triplicates on LL acclimated 

strains. Exponentially growing cultures, at a density of approximatively 1-5 x 107 cells mL-1, were 

harvested and extracted as previously described (Kolowrat et al., 2010). Briefly, after addition of 

Pluronic (as described above), 150 mL cultures were centrifuged at 9000 x g for 7 min. Cell pellets 

were resuspended in 500 µL Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), immediately frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C until RNA extraction. Samples were kept on ice during all steps. RNA 

extractions were performed with the miRNAeasy kit (Qiagen), following manufacturer instructions, in 

order to recover both large and small RNAs. Residual DNA was removed by two successive DNase 

treatments on the miRNeasy columns with the Qiagen RNase-free DNase set (Qiagen). RNA samples 

were eluted in DEPC-treated water, quantified using a NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo 

Scientific, Wilmington, DA), and kept at -80°C until analysis. 

 Real time qPCR analyses were carried out on 12 Synechococcus strains harboring mpeZ or 

mpeW genes. Primer ExpressTM (v2.0; Applied Biosystems, Foster City, CA) was used to design gene-

specific primers (Table S3) and optimization was performed by checking for each primer set the 

linearity of the cycle at threshold (CT) vs. cDNA content within a dilution range, as previously 

described (Six et al., 2007a). These primers were used at a final concentration of 300 mM, excepted 

for RS9915 for which this latter was increased to 600 mM. Reverse transcription was carried out 

using SuperScriptII reverse transcriptase (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) on 100 ng RNA. qPCR 

was performed on each biological replicate, using the 480 II (Roche, Boulogne-Billancourt, France) 

and the absolute SYBR Green ROX Mix (Abgene, Epsom, UK) as previously described (Garczarek et al., 

2008). Resulting data were analysed using the comparative CT (ΔΔCT) and normalized using the 

aperiodic gene rnpB as an internal standard (Mary and Vaulot, 2003; Zinser et al., 2009). This latter 

was amplified using primers qProSyn_rnpB_F (GGCAAGGGTGCAARGGTG) and qProSyn_rnpB_R 

(GCCGGGGTTTACCKAGCC) at a final concentration of 600 mM.  
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TABLE S1. Characteristics of marine Synechococcus strains and accession numbers of sequences used in this study. 
 

  Strain characteristics   Genomic information   Protein accession numbers 

Strain RCC 
#a 

Sub- 
clust
erb 

Sub-
cladeb 

Isolation site  Lat. 
(N) 

Long. 
(E) 

Date Dept
h (m) 

Reference   Genome 
statusc 

Genome accession 
# 

CA4 
island 
access
ion # 

  Unk10 FciA FciB CpeY MpeY MpeZ MpeW 

CC9311 1086 5.1 Ia California current 32 -124.5 1-Jan-93 95 Palenik et al., 2006  Complete NC_008319   NC_008319 YP_731428 YP_731427 YP_729726 YP_729733 YP_731426 - 

WH8020 2437 5.1 Ia Sargasso Sea 38.68 -69.34 26-Jun-80 50 Waterbury et al., 1986  WGS unpublished XXX  XXX XXX XXX XXX XXX XXX - 

MVIR-18-1 2385 5.1 Ib North Sea 61 1.98 23-Jul-07 25 This study  WGS unpublished XXX  XXX XXX XXX XXX XXX XXX - 

WH8016 2535 5.1 Ib Atlantic Ocean 41.52 -70.67 1-Jun-80 nd Waterbury et al., 1986  WGS NZ_AGIK01000001   ZP_08956116 ZP_08956113 ZP_08956112 ZP_08957406 ZP_08957409 - - 

WH8109 2033 5.1 IIa Sargasso Sea 39.29 -70.28 1-Jun-81 nd Waterbury et al., 1986  WGS NZ_ACNY00000000   ZP_05789211 ZP_05788624 ZP_05790361 ZP_05789451 ZP_05788234 - ZP_05790143 

CC9605 753 5.1 IIc California current 33.3 -124.2 1-Jan-96 51 Dufresne et al., 2008  WGS CP000110   YP_380762 - - YP_380760 YP_380767 - - 

A15-62 2374 5.1 IIc Atlantic Ocean 17.62 -20.97 4-Oct-04 15 Mazard et al., 2012  WGS unpublished XXX  XXX XXX XXX XXX XXX - XXX 

PROS-U-1 2369 5.1 IIh Atlantic Ocean, 
Moroccan upwelling 

30.13 -10.05 12-Sep-99 5 Mazard et al., 2012  WGS unpublished XXX  XXX XXX XXX XXX XXX - XXX 

M11.1 2531 5.1 IIh Gulf of Mexico 27.7 -91.32 15-Feb-04 275 Everroad et al., 2006  Not seq. /   - - - - - - - 

RS9915 2553 5.1 IIIa Gulf of Aqaba 29.47 34.94 18-Oct-99 10 Fuller et al., 2003  WGS unpublished XXX  XXX XXX XXX XXX XXX - XXX 

WH8102 539 5.1 IIIa Atlantic Ocean 22.48 65.6 15-Mar-81 nd Waterbury et al., 1986  Complete BX548020   BX548020 - - NP_898104 NP_898098 - - 

WH8103 2366 5.1 IIIa Atlantic Ocean 28.5 -67.4 17-Mar-81 nd Waterbury et al., 1986  WGS unpublished XXX  XXX XXX XXX XXX XXX - XXX 

CC9902 2673 5.1 IVa California current 32.9 -117.3 1-Jan-99 5 Dufresne et al., 2008  Complete NC_007513   YP_377567 YP_377568 YP_377569 YP_377899 YP_377893 YP_377570 - 

BL107 515 5.1 IVa Mediterannean Sea 41.72 3.57 n.d. 1800 Dufresne et al., 2008  WGS NZ_AATZ01000000   ZP_01469559 ZP_01469558 ZP_01469557 ZP_01469889 ZP_01469895 ZP_01469555 - 

WH7803 28 5.1 V Atlantic Ocean 33.73 -67.48 3-Jul-78 25 Waterbury et al., 1986  Complete CT971583   - - - YP_001224214 YP_001224217 - - 

WH7805 1085 5.1 VIc Atlantic Ocean 33.75 -67.5 30-Jun-78 nd Waterbury et al., 1986  Complete AAOK00000000  - - - ZP_01123337 - - - 

RS9916 555 5.1 IX Gulf of Aqaba 29.28 34.55 22-Nov-99 10 Fuller et al., 2003  WGS NZ_AAUA00000000   ZP_01472953 ZP_01472952 ZP_01472951 ZP_01473085 ZP_01473091 ZP_01472949 - 

BIOS-U3-1 2533 5.1 CRD1a Pacific Ocean, Chile 
upwelling 

-33.98 -73.39 6-Dec-04 5 Le Gall et al., 2008  WGS unpublished XXX  XXX XXX XXX XXX XXX XXX - 

BIOS-E4-1 2534 5.1 CRD1b South East Pacific 
Ocean 

-31.87 -91.44 28-Nov-1994 40 This study  WGS unpublished XXX  XXX - - XXX - XXX - 

CB0205 - 5.2 CB5 Atlantic Ocean, 
Chesapeake bay 

37.46 -76.14 nd nd Chen et al., 2004  WGS ADXM00000000  - - - ZP_07970129 - - - 

RCC307 307 5.3 5.3-I Mediterranean Sea 39.1 6.1 26-May-1996 15 Dufresne et al., 2008  Complete NC_009482   NC_009482 YP_001228263 YP_001228262 YP_001228309 YP_001228303 YP_001228260 - 

MINOS11 2319 5.3 5.3-I Mediterranean Sea 34 18.02 19-Jun-96 20 Mazard et al., 2012   WGS unpublished XXX   XXX XXX XXX XXX XXX - XXX 

a 
Strain number in the Roscoff culture collection (http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/RCC)  

b
 Phylogenetic affiliation following the nomenclature reported in previous studies (Fuller et al., 2003; Ahlgren et Rocap, 2006; Dufresne et al., 2008; Huang et al., 2012; Mazard et al., 2012a) 

c
 WGS, Whole Genome Sequencing (scaffolds only); Not seq., Not sequenced. See results of genomic comparisons 
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TABLE S2. Kinetics of acclimation of twelve marine Synechococcus strains after shifting cultures to the other light 

color. Growth rate (µ) were assessed from flow cytometric counts while T50 was calculated from Exc495:545 

spectrofluorimetric measurements. Values indicated for individual strains are averages of two biological replicates 

(± mean deviation) calculated from two biological replicates. Averages (± standard deviation) were also calculated 

for the different sets of strains gathered by CA4 type or physiological behavior group (see text). 

 

  LL   HL 

 
BGL 

 
GBL 

 
BGL 

 
GBL 

Strain µ (d-1) 
 

T50 (d) 
 

µ (d-1) 
 

T50 (d) 
 

µ (d-1) 
 

T50 (d) 
 

µ (d-1) 
 

T50 (d) 

A15-62 0.67 ± 0.01 
 

1.96 ± 0.05 
 

0.64 ± 0.01 
 

3.25 ± 0.00 
 

0.90 ± 0.00 
 

1.34 ± 0.01 
 

0.90 ± 0.00 
 

2.30 ± 0.01 

BIOS-U3-1 0.72 ± 0.02 
 

1.95 ± 0.08 
 

0.54 ± 0.00 
 

2.90 ± 0.06 
 

0.94 ± 0.01 
 

1.49 ± 0.04 
 

0.88 ± 0.00 
 

1.45 ± 0.05 

BL107 0.44 ± 0.00 
 

6.03 ± 0.03 
 

0.52 ± 0.02 
 

2.51 ± 0.00 
 

1.11 ± 0.02 
 

2.41 ± 0.02 
 

1.19 ± 0.14 
 

1.07 ± 0.00 

CC9311 0.65 ± 0.02 
 

2.85 ± 0.04 
 

0.55 ± 0.03 
 

2.35 ± 0.02 
                

CC9902 0.60 ± 0.00 
 

3.50 ± 0.00 
 

0.54 ± 0.00 
 

2.93 ± 0.03 
 

0.88 ± 0.02 
 

2.12 ± 0.01 
 

0.61 ± 0.08 
 

2.21 ± 0.06 

M11.1 0.49 ± 0.06 
 

2.36 ± 0.04 
 

0.60 ± 0.00 
 

2.30 ± 0.01 
 

1.08 ± 0.02 
 

1.19 ± 0.00 
 

0.96 ± 0.06 
 

1.71 ± 0.01 

MINOS11 0.71 ± 0.01 
 

1.80 ± 0.02 
 

0.52 ± 0.01 
 

2.76 ± 0.07 
 

1.05 ± 0.00 
 

1.05 ± 0.05 
 

1.05 ± 0.00 
 

1.91 ± 0.12 

RCC307 0.64 ± 0.02 
 

2.85 ± 0.19 
 

0.45 ± 0.01 
 

4.29 ± 0.24 
                

RS9915 0.73 ± 0.05 
 

2.21 ± 0.10 
 

0.75 ± 0.09 
 

2.58 ± 0.04 
 

1.60 ± 0.00 
 

1.32 ± 0.02 
 

1.61 ± 0.11 
 

1.37 ± 0.03 

RS9916 1.29 ± 0.01 
 

1.91 ± 0.07 
 

0.66 ± 0.02 
 

1.83 ± 0.00 
 

1.56 ± 0.08 
 

1.36 ± 0.04 
 

1.58 ± 0.02 
 

1.75 ± 0.09 

PROS-U-1 0.41 ± 0.00 
 

1.86 ± 0.10 
 

0.42 ± 0.01 
 

3.38 ± 0.02 
 

1.27 ± 0.00 
 

1.12 ± 0.01 
 

1.25 ± 0.03 
 

1.97 ± 0.05 

WH8020 0.48 ± 0.01 
 

3.18 ± 0.02 
 

0.34 ± 0.01 
 

4.65 ± 0.00 
 

0.73 ± 0.00 
 

2.19 ± 0.03 
 

0.56 ± 0.02 
 

2.45 ± 0.08 

All strains 0.65 ± 0.23 
 

2.71 ± 1.17 
 

0.55 ± 0.11 
 

2.98 ± 0.80 
 

1.11 ± 0.28 
 

1.56 ± 0.48 
 

1.06 ± 0.36 
 

1.82 ± 0.43 

CA4-A 
island 

0.69 ± 0.27  3.18 ± 1.34  0.52 ± 0.10  3.07 ± 1.00  1.04 ± 0.30  1.91 ± 0.44  0.96 ± 0.41  1.79 ± 0.53 

CA4-B 
island 

0.60 ± 0.14  2.04 ± 0.23  0.59 ± 0.12  2.86 ± 0.43  1.18 ± 0.25  1.20 ± 0.12  1.16 ± 0.28  1.85 ± 0.33 

Phenotypic 
group 1 

0.60 ± 0.14  2.04 ± 0.23  0.59 ± 0.12  2.86 ± 0.43  1.18 ± 0.25  1.20 ± 0.12  1.16 ± 0.28  1.85 ± 0.33 

Phenotypic 
group 2 

0.75 ± 0.30  2.68 ± 0.68  0.53 ± 0.11  2.93 ± 1.00  1.03 ± 0.34  1.79 ± 0.40  0.91 ± 0.44  1.97 ± 0.42 

Phenotypic 
group 3 

0.52 ± 0.09  4.77 ± 1.46  0.53 ± 0.02  2.72 ± 0.24  0.99 ± 0.13  2.26 ± 0.17  0.90 ± 0.36  1.64 ± 0.66 

 

 
 
TABLE S3. List of primers used for real time PCR reactions. 
 

Gene name   mpeW 

Strain name Primer_Fw_name Primer_Fw_sequence Primer_Rev_name Primer_Rev_sequence 

WH8109 
 

qWH8109_mpeW-110F CAACACGGTTGGGAGCTTGT qWH8109_mpeW-172R CGGTAGCCGCTGCGACTA 

A15-62 
 

qA15-62_mpeW-817F TGTGATTTCCTTAAGCATAGAGATGAG qA15-62_mpeW-892R TTGAAGCTGGCCAACTGAATAA 

RS9915 
 

qRS9915_mpeW-558F AGATCACCTCGAAAATACCAATGTT qRS9915_mpeW-629R GGCTCACCAGCATCACCAAT 

WH8103 
 

qWH8103_mpeW-627F GCCGGCTCTTTTGTCGAATA qWH8103_mpeW-704R GGAGTTATCTTGAACGCACTTTTAGC 

MINOS11 
 

qMinos11_mpeW-512F CCCTTGCCTATTTGGTTCGA qMinos11_mpeW-574R GGCGTGCACTCAAGCTCTCT 

   
   

  
mpeZ 

CC9311 
 

qCC9311_mpeZ-558F TCCTTTGGTTCCACAACTTACTGA qCC9311_mpeZ-633R ACCAGCATCACCTAAGTCAATCAC 

MVIR18-1 
 

qMVIR18-1_mpeZ-1124F TGATCTACGAACTTTCTAATTCTGCTTT 
qMVIR18-1_mpeZ-
1195R 

GCCGTGCCATCACCTGTT 

BL107 
 

qBL107_mpeZ-53F TCTCCCTATTATTGGCTCAAACG qBL107_mpeZ-123R AAGTCGAGTGGCAGCGAAAT 

RS9916 
 

qRS9916_mpeZ-84F GCCACGCCCCTCAGATC qRS9916_mpeZ-146R GTCGCGCCACTAGAACACAA 

BIOS-U3-1 
 

qBIOS-U3-1_mpeZ-
1084F 

TGGGCGTGCGTTGAGTT 
qBIOS-U3-1_mpeZ-
1150R 

GTGCCGATGAAGAGAGCTCAT 

BIOS-E4-1 
 

 qBIOS-E4-1_mpeZ-629F CTGGCGTTGAAGCTCTCCTT 
 qBIOS-E4-1_mpeZ-
691R 

TAGCCCTGAGGGACATTGAAA 

RCC307   qRCC307_mpeZ-1039F TTAGCGGAAACAACACCTCAGTAC qRCC307_mpeZ-1108R GTTGCAGCCGCACACAAG 
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FIG. S1. Multiple sequence 

alignments of putative 

transcriptional regulators FciA (A) 

and FciB (B) containing an -

helix-turn--helix (HTH) domain 

of AraC-type and FciC with a 

predicted ribbon-helix-helix of 

marine Synechococcus. Shading 

represents identical amino acid 

(>70%) using Jalview. Specific 

proteins signatures, framed by a 

black rectangle, were determined 

using InterProScan and sequences 

from Synechococcus sp. RS9916. 

Ab initio modelling using Phyre2 

indicates that both 77% of FciA 

(263 of 342 residues) and 50% of 

FciB (158 of 316 residues) from 

Synechococcus sp. RS9916 were 

modelled with >90% confidence 

to the AraC/XylS family. 

Furthermore, 78% of FciC (42 of 

55 residues) were modelled with 

the CopG-like family (Gomis-Rüth 

et al., 1998). 
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FIG. S2. Genomic comparisons of PE rod gene regions (including the whole PEII subregion) of marine 

Synechococcus with a CA region. Note that the gene organization of WH8016 PBS region is identical to that of 

the pigment type 3a strain WH7803. For readability, the whole PBS region is not shown. See Fig.6 in Six et al. 

(2007b). 
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FIG. S3. Bayesian analysis of unk10 amino acid sequences (108 aligned positions) from marine 

Synechococcus. For each Synechococcus cultured strain phylogenetic affiliation in mentioned into brackets and 

the pigment type is indicated by colored circles. The tree is rooted using the sequence from Crocosphaera 

watsonii sp. WH8501. Series of four numbers shown at nodes correspond to Bayesian posterior probabilities 

(PP, ranging between 0 and 1), bootstrap values for ML analyses, Neighbor-Joining and Parsimony methods, 

respectively. Bootstraps, represented as a percentage, were obtained through 1,000 repetitions and PP from 

1,000,000 generations. Only values higher than 0.60 for PP and 60% for bootstrap values are shown on the 

phylogenetic tree. The scale bar represents 0.1 substitutions per nucleotide. 
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FIG. S4. Motifs for phycobilin lyases members of the E/F clan of marine Synechococcus. Motifs were created by Protomata learner (v 0.07, 

http://tools.genouest.org/tools/protomata/learn/). E/Z-repeats domains shared by these proteins were highlighted in blue color. A motif shared by the first set of proteins, but of 

unknown function, is indicated in pink. All sequences available for each protein were used for motif design. Numbers into brackets refer to number of residues between the 

different motifs. 
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FIG. S5. Effect of successive color shifts on the kinetics of chromatic acclimation of Synechococcus sp. BL107. 

A : Effects of the time of BL acclimation on the delay of CA4 initiation, as assessed by significant changes in the 

Exc495:545 ratio. For this experiment, GL acclimated cultures were first shifted to BL and once they had reached 

the Exc495:545 ratio in BL, they were shifted back to GL either immediately or after 1 or 3 days; B : Two successive 

shifts from BL acclimated cultures. Cultures were shifted to GL and once reached Exc495:545 values in GL, cultures 

were shifted to BL at T0, or after 1 or 3 days. Finally cultures were again shifted to GL once reached Exc495:545 

values in BL. 
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III. DONNÉES COMPLÉMENTAIRES A CETTE ÉTUDE 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Lincomycin assay 

 

To test the possible involvement of protein synthesis in the CA4 process, two exponentially 

growing cultures of Synechococcus sp. BL107 were submitted to a shift from GL to BL, then after 1.5 

day, corresponding approximatively to T50, were split into 4 aliquots. Two of them were kept in BL, 

but one was supplemented with 10 ng.mL-1 lincomycin, an antibiotic interacting with ribosome to 

inhibit protein synthesis. The two other flasks were shifted to GL and darkness, respectively. Samples 

were collected for excitation and emission spectra analysis at 3 h, 6 h then every 12 h. This dose of 

lincomycin was determined after testing a range of concentration in Synechococcus sp. RS9916 and 

selecting the minimal dose necessary to fully inhibit the CA4 process while being non lethal in the 

time frame of the experiment. This is a much lower dose than was used in previous studies on marine 

Synechococcus (Zhao et al., 2000; Blot et al., 2009). 

 

Pigments measurements (performed by Christophe Six) 

 

Liposoluble-pigment were extracted by methanolic extraction (95% final concentration, 

Sigma-Aldrich) and analysed using an HP1100 HPLC system (Agilent Technologies, Pala Alta,CA) as 

previously described (Everroad et al., 2006). Analyses were performed on same samples than qPCR 

assays, in triplicates. Photosynthetic pigments were identified according to their retention times and 

absorbance properties. 

 

PCR screening of phycobilin lyase genes potentially involved in CA4 

 

To complement genomic analyses, the presence of CA4-specific lyase genes either formally 

characterized (mpeZ; Shukla et al., 2012) or identified by genomic analyses (mpeW; see results) was 

checked by PCR in a number of unsequenced Synechococcus isolates. Specific primers were designed 

for mpeZ (mpeZ_2F _ TGGCHGARMGWTTTGATGT and mpeZ_310R _ GAYACNGAGGCYGTNATTA) and 

mpeW (mpeW_175F _ KCYACYGGGGAYAGAGA and mpeW_960R _ GAACRCCATARTCRGAKCCATG) 

using all available sequences and the Primaclade webserver (Gadberry et al., 2005), and manually 

refined. Numbers mentioned in the primer names refers to hybridization position in multiple 

alignments of individual genes. PCR reactions were performed in 25 µL final volume with mix 
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consisting of 1.25 U GoTaq polymerase (Promega, Madison, WI), 1 X buffer, 1.5 mM MgCl2, 1.25 mM 

of each dNTP, 2 μM of each primer. PCR reactions were carried out from 1 µL of DNA of each culture. 

DNA was extracted from 25 mL of these strains using Qiagen Blood and Tissue kit (Qiagen, 

Courtaboeuf, France), after centrifugation in presence of Pluronic F68 solution (0.005% final 

concentration, Sigma Aldrich), as previously described (Balzano et al., 2012). The reaction cycle 

consisted of an initial denaturation step of 5 min at 95°C, followed by 35 cycles of 30 sec at 94°C, 30 

sec at 50°C and 1 min at 72°C with a final extension step of 10 min. Despite optimization, a fairly low 

efficiency of these highly degenerated primers was noticed on some strains harboring either mpeZ or 

mpeW (see Table 9). 

 

 Distribution of mpeZ and mpeW sequences in metagenomes and phylogenetic analyses 

 

 The ocurrence of mpeZ or mpeW sequences was checked in all marine metagenomes 

available in public databases in October 2012 (Table 10). All datasets were obtained from the 

CAMERA website (http://camera.calit2.net/index.shtm; Sun et al., 2011) and even stations or 

metagenomes with a low number of reads were used. mpeZ sequence from Synechococcus sp. 

RS9916 (IX) and mpeW sequence from Synechococcus sp. WH8109 (IIa) were used as baits to retrieve 

significant hits by BLASTP searches (Altschul et al., 1997). Due to strong similarity between mpeZ, 

mpeW and mpeY, assignation of positive hits was manually checked using the Cyanorak BlastP Tool 

(http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/cyanorak/). Metadata were obtained from the CAMERA Portal. 

Stations with at least one positive sequence were plotted on a world map using Ocean data View.  

 A phylogenetic tree was constructed by Maximum likelihood (model LG+G), as previously 

described (see Humily et al. submitted to Environmental Microbiology), using all mpeZ and mpeW 

sequences from Synechococcus isolates. Short metagenomic reads and nucleotidic reference 

sequences were aligned using MAFFT-GINSI (Katoh et al., 2005) and manual refinement, then added 

to the phylogenetic tree using the ADD_BY_PARSIMONY algorithm implemented in ARB {Ludwig, 

2004 #1289}. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

Lyncomycin assay 

 

In order to determine whether the CA4 process requires a continuous supply of photon 

energy and/or proteins or can run autonomously for some time without such supply, LL-acclimated 

cultures of Synechococcus sp. BL107 were shifted from GL to BL and after 1.5 days (corresponding 

approximately to the time needed to reach T50), they were aliquoted then subjected to different 

treatments. A first experimental flask was supplemented with a small dose of lincomycin (an inhibitor 

of the ribosomal function used to block protein synthesis) and kept in the initial light condition, while 

a second flask was simply placed in the dark (Fig. 55). In both treatments, the Exc495:545 ratio ceased 

increasing shortly after the treatment then remained constant, unlike the control culture (GL-BL), in 

which it kept increasing to reach values typically expected in BL for this strain (Fig. 55). A third flask 

was shifted back to GL after reaching T50 (Fig. 55). In that case, the Exc495:545 ratio continued to 

increase at the same rate as the control in BL for one day, then remained constant for another day 

before going down. These results clearly indicate that protein synthesis and photosynthesis are both 

needed for CA4 to proceed. Furthermore, once the CA4 process is going on, at least one generation 

time is necessary before a change in light quality starts to affect the pigmentation of Synechococcus 

sp. BL107 cells.  

 

Figure 55 : Role of protein synthesis in CA4 process. Kinetics of CA was studied on marine Synechococcus sp. 
BL107 (Phenotypic group 3). Cells were shifted from GL to BL and shifted in a new light condition after 1.5 days 
(corresponding approximatively to T50). Cultures were kept in the initial light condition (i.e. BL) and either 
supplemented with lincomycin (an inhibitor of protein synthesis) or shifted to GL (GB-BG) or darkness (GB-
Dark). 
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 Since the treatment occurred in the middle of the CA4 process time course (T50), there was 

likely a stock of phycobilin lyases-isomerases in the cell and they were therefore probably not the 

limiting factor of the process. These data strongly suggest that CA4 does not consist in a mere 

replacement within assembled PBS of extant PEI and PEII chromophores by new chromophores 

better matching the new ambient light quality. Indeed, such a mechanism would likely require 

minutes to hours to proceed (rather than days as observed our study) and would not be sensitive to 

lincomycin. Instead, the CA4 process likely requires a de novo light-dependent synthesis of PEI and 

PEII subunits with a new chromophorylation. This process starts in Synechococcus cells that initially 

perceived the ambient light color change signal and continues in their progeny, the complete 

replacement of the PBS population usually requiring 6 to 7 generations (see Everroad et al., 2006 and 

this study). 

 

 Effect of light quality on liposoluble pigment ratios 

 

 Liposoluble pigment content was analysed on Synechococcus strains acclimated for several 

weeks to 20 photons m-2 s-1 of GL or BL, then harvested during the exponential growth. In all strains, 

3 major pigments were identified by HPLC : zeaxanthin, Chl a and β-carotene (Fig. 56; Kana and 

Glibert, 1987; Kana et al., 1988). Traces of β-cryptoxanthin and Mg-2,4-divinyl pheoporphyrin a5 

(MgDVP), which are intermediates in the zeaxanthin and Chl biosynthesis pathways, respectively, 

were also detected in some strains. Carotenoids, including xanthophylls, play crucially important 

physiological and structural roles in cyanobacteria, in which they are involved in both light harvesting 

and photoprotection. In particular, these pigments help to prevent the production of singlet oxygen 

by quenching Chl triplet states and dissipating energy as heat (Frank and Cogdell, 1996; Zhu et al., 

2010). The role of zeaxanthin in marine Synechococcus remains unclear but implication of this 

xanthophyll in photoprotection has been reported in several studies, mainly in freshwater 

cyanobacteria (Deeming-Adams and Adams, 1993).  

  

 Comparative variations of molar ratios of the main pigments are reported in Figure 56. The 

amount of zeaxanthin per cell remained constant between the two light qualities, in contrast to Chl a 

for which a decrease was observed in BL in the majority of strains, inducing a higher zeaxanthin/Chl a 

ratio in BL than GL. Interestingly Synechococcus sp. RS9916 and RCC307 showed very large variation 

of this ratio. Even if it remains to be confirmed, this result may reflect either a light quality-

dependent differential synthesis of zeaxanthin under the two light colors or a specific degradation of 

Chl a in GL. In contrast no obvious variation was observed for the β-carotene/Chl a ratio. 
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Figure 56 : Variations of the ratios of the two major carotenoids (zeaxanthin and β-carotene) to Chl a for 
Synechococcus strains acclimated to 20 photons m

-2
 s

-1 
of GL or BL. Error bars indicated standard deviation for 

triplicates. 

 

Distribution of mpeZ and mpeW among unsequenced isolates 

 

Presence of genes coding for MpeZ or MpeW was screened in Synechococcus isolates of 

various lineages for which no genome sequence is available (Table 9). Our primers were not able to 

amplify mpeZ and mpeW in some control strains known to possess either gene (Table 9). The mpeZ 

gene was found in several isolates belonging to the clade CRD1 isolated during the Biosope cruise in 

the South Pacific ocean. All these strains exhibited a high Exc495:545 ratio and are also unable to change 

their pigmentation according to light quality. Thus, it is likely that, like for BIOS-E4-1, one or the two 

putative transcriptional regulators FciA/B are lacking in genomes of these isolates (see Humily et al. 

submitted to Environmental Microbiology). With the exception of BIOS-U3-1 isolated from upwelling 

waters, all CRD1 strains analysed here were isolated in oligotrophic waters (Morel et al., 2007) and it 

therefore possible that the loss of the cayAB operon may constitute an evolutionary advantage for 

the capture of blue photons in these waters where they penetrate very deeply (Kirk, 1994). CA4 

strains harboring mpeZ were also identified in all strains belonging to the clade XVI, for which no 

isolate has been sequenced to date (Ahlgren and Rocap, 2006). To our knowledge all strains 

belonging to this clade are able to perform CA4. 
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Table 9 : Presence of mpeZ or mpeW genes in Synechococcus strains. For strains for which no genome was available, presence of these genes was screened by PCR. 

            
Physiology  Screening by PCR 

Strain RCC #a Sub- 
Clusterb 

Clade/ 
subcladeb 

Pigment 
 typec 

Site of origin Lat. (N) Long. (E) Date Depth 
(m) 

Genome 
sequenced 

Reference Phenotypic 
groupd 

 mpeWe mpeZe 

CC9311 1086 5.1B Ia 3dA California current 32 -124.52 1-Jan-93 95 Yes Palenik et al., 2006 2  - Y 
WH8020 2437 5.1B Ia 3dA Sargasso Sea 38.68 -69.34 26-Jun-80 50 Yes Waterbury et al., 2006 2  -  
Biosope_211 2532 5.1B Ia 3d Pacific Ocean - Chile upwelling -33.87 -73.33 8-Dec-04 30 No Le Gall et al., 2008 

 
 - - 

MVIR-18-1 2385 5.1B Ib 3a North Sea 61 1.98 23-Jul-07 25 Yes This study 
 

 -  
WH8016 2535 5.1B Ib 3a Atlantic Ocean 41.52 -70.67 1-Jun-80 nd Yes Waterbury et al., 2006 

 
 - - 

ALMO-3 2432 5.1B Ib 3a Mediterannean Sea 36.18 -1.85 8-May-91 nd No Fuller et al., 2003 
 

 - - 
SYN20 2035 5.1B Ib 3a North Sea 60.37 5.41 Nd 0 No Mazard et al., 2012a 

 
 - - 

MICROVIR 1CR_4-1 1649 5.1B Ib 3d North Sea - Norway Coast 59.19 4.19 24-Jul-07 50 No This study 
 

 - - 
MICROVIR 22CR_1 1661 5.1B Ib 3d North Sea - French Coast 50.12 0.19 8-Jul-07 10 No This study 

 
 - - 

Biosope_141 D 2568 5.1B Ic 3b South East Pacific Ocean -31.87 -91.42 28-Nov-04 40 No Le Gall et al., 2008 
 

 - - 
WH8109 2033 5.1A IIa 3b Sargasso Sea 39.29 -70.28 1-Jun-81 nd Yes Waterbury et al., 2006 

 
 Y - 

A15-62 2374 5.1A IIc 3dB Atlantic Ocean 17.62 -20.97 4-Oct-04 15 Yes Mazard et al., 2012a 1  Y - 
A15-19 2525 5.1A IIc 3c Atlantic Ocean 38.88 -21.35 24-Sep-04 75 No Mazard et al., 2012a 

 
 - - 

PROS-U-1 2369 5.1A IIh 3dB Atlantic Ocean Maroccan upwelling 30.13 -10.05 12-Sep-99 5 Yes Mazard et al., 2012a 1   - 
PROSOPE 2-16 2370 5.1A IIh 3d Atlantic Ocean Maroccan upwelling 30.13 -10.05 12-Sep-99 5 No Mazard et al., 2012a 

 
 - - 

M11.1 2531 5.1A IIh 3d Gulf of Mexico 27.7 -91.32 15-Feb-04 275 No Mazard et al., 2012a 1  Y - 
A15-22 1097 5.1A IIIa 3c Atlantic Ocean 35.08 -20.85 25-Sep-04 15 No Mazard et al., 2012a 

 
 - - 

A15-24.2 1087 5.1A IIIa 3c Atlantic Ocean 35.08 -20.85 25-Sep-04 35 No Mazard et al., 2012a 
 

 - - 
BOUM113-2 2415 5.1A IIIa 3c Mediterannean Sea 34.11 -22.9 22-Jun-08 5 No This study 

 
 - - 

RS9915 2553 5.1A IIIa 3dB Gulf of Aqaba 29.47 34.94 18-Oct-99 10 Yes Fuller et al., 2003 1   - 
WH8103 2366 5.1A IIIa 3bB Atlantic Ocean 28.5 -67.4 17-Mar-81 nd Yes Waterbury et al., 2006 

 
  - 

CC9902 2673 5.1A IVa 3dA California current 32.9 -117.25 1-Jan-99 5 Yes Dufresne et al., 2008 2  - Y 
BL107 515 5.1A IVa 3dA Sargasso Sea 41.72 3.57 n.d. 1800 Yes Dufresne et al., 2008 3  - Y 
BOUM31-10 2457 5.1A IVa 3c Mediterannean Sea 33.38 32.38 27-Jun-08 100 No This study 

 
 - - 

PROSOPE_153-3 325 5.1B VIa 3c Mediterranean Sea 43.4 7.82 30-Sep-99 25 No Mazard et al., 2012a 
 

 - - 
PROSOPE_53-19 326 5.1B VIa 3c Mediterranean Sea 36.48 13.32 18-Sep-99 5 No Mazard et al., 2012a 

 
 - - 

RS9916 555 5.1B IX 3dA Gulf of Aqaba 29.28 34.55 22-Nov-99 10 Yes Fuller et al., 2003 1  - Y 
RS9921 559 5.1B IX 3d Gulf of Aqaba 29.28 34.55 22-Nov-99 150 No Fuller et al., 2003 

 
 - Y 

PROSOPE_37-2 316 5.1B XVI 3d Mediterannean Sea 38 3.83 16-Sep-99 110 No Mazard et al., 2012a 
 

 - Y 
PROSOPE_85-6 2567 5.1B XVI 3d Mediterannean Sea 37.4 15.62 26-Sep-99 90 No Mazard et al., 2012a 

 
 - Y 

PROSOPE_41-3 318 5.1B XVI 3d Mediterannean Sea 36.48 13.32 18-Sep-99 65 No Mazard et al., 2012a 
 

 - Y 
M21B.3 794 5.1B XVI 3d Gulf of Mexico 27.7 -91.3 20-Apr-04 275 No Everroad and Wood, 2006 

 
 - Y 

BIOS-U3-1 2533 5.1B CRD1a 3dA Pacific Ocean - Chile upwelling -33.98 -73.39 6-Dec-04 5 Yes Le Gall et al., 2008 2  - Y 
Biosope_112 B6 1023 5.1B CRD1a 3c Pacific Ocean -30.78 -95.43 22-Nov-04 100 No Le Gall et al., 2008 

 
 - Y 

BIOS-E4-1 2534 5.1B CRD1b 3cA South East Pacific Ocean -31.87 -91.44 28-Nov-04 40 Yes This study 
 

 - Y 
Biosope_45 C4Y 1020 5.1B CRD1b 3c Pacific Ocean -9.07 -136.98 2-Nov-04 100 No Le Gall et al., 2008 

 
 - Y 

Biosope_48 A2Y 1030 5.1B CRD1b 3c Pacific Ocean -9.07 -136.98 2-Nov-04 30 No Le Gall et al., 2008 
 

 - Y 
Biosope_48 B6Y 1031 5.1B CRD1b 3c Pacific Ocean -9.07 -136.98 2-Nov-04 30 No Le Gall et al., 2008 

 
 - Y 

RCC307 307 5.3 5.3-I 3eA Mediterranean Sea 39.1 6.1 26-May-96 15 Yes Dufresne et al., 2008 4  -  
MINOS11 2319 5.3 5.3-I 3dB Mediterranean Sea 34 18.02 19-Jun-96 20 Yes Mazard et al., 2012a 1  Y - 

a Strain number in the Roscoff culture collection (http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/RCC)  
b Classification by subcluster, clade or subclade, following the nomenclature reported in previous studies (Fuller et al., 2003; Ahlgren et Rocap, 2006; Dufresne et al., 2008; Huang et al., 2012; Mazard et al., 2012b).  
c,d Following nomenclature proposed in see Humily et al., submitted to Environmental Microbiology. 
e 
 No amplification despite presence of the gene on sequenced genome / Y : positive amplification by PCR
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 Diversity and distribution among metagenomes 

 

The availability of numerous metagenomes in public databases allowed us to search for the 

occurrence of mpeZ and mpeW sequences in natural marine samples and to obtain new insights 

about the distribution of strains able to perform type IV chromatic acclimation (CA4) in the field. 

Sequences of WH8109 and RS9916 were used to screen metagenomes using BLASTP searches. 

Relatively few sequences were found in the different metagenomes and the majority was affiliated to 

MpeZ (Table 10). Despite this apparent low abundance, strains harboring either of these two gene 

exhibited a worldwide spatial distribution encompassing the Atlantic, Pacific, Indian and Southern 

oceans, as well as the northern part of the North Sea, the Mediterranean Sea and the Red Sea. 

Additionally, sequences were retrieved both in nutrient-rich waters (i.e. California coast) and in the 

ultra-oligotrophic regime of the South-Pacific Ocean. Another striking observation was the co-

occurrence of mpeZ and mpeW-containing strains in the Galapagos Island (Waterbury et al., 1986). 

These preliminary data indicate a worldwide occurrence of chromatic adapters. They also suggest 

either a possible differential distribution of CA4-A (containing mpeZ) and CA4-B populations 

(containing mpeW), with the latter generally occurring at higher latitudes than the former or possibly 

a narrower latitudinal distribution of the latter (Fig. 57). 

 

Figure 57 : World map illustrating position of oceanographic stations with at least one positive sequence 
affiliated to mpeZ (blue circles) or mpeW (red circles) and Synechococcus strains used in this study. Screening 
were done in October 2012. Stations with prefix GS correspond to stations from the GOS expedition, while MB 
and A referred to Monteray Bay and Antarctica respectively (see Table 10). 
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Table 10 : List of positive reads affiliated to mpeZ or mpeW sequences and oceanographic stations. Associated metadata were obtained from the Camera Portal. 

CAMERA Accession number Sequence 
affiliation 

Metagenomic database Sample Site name and description Region Country name Latitude Longitude Sampling 
depth 

Water 
column 
depth (m) 

Sampling 
 date 

T°C Salinity 
(psu) 

Blast-P 
Eval 

Sequence 
lenght 
(bp) 

Adjacent genes 
(Cyanorak 
cluster number) 

BATS_READ _01647127 mpeW BATS BATS-167-0 North Atlantic Spring Bloom Sargasso Sea Bermuda 31.645 -64.259 1 >4200 19-Aug-02 27.867 36.319 2.55E-32 243  

BATS_READ_01207553 mpeW BATS BATS-167-0 North Atlantic Spring Bloom Sargasso Sea Bermuda 31.645 -64.259 1 >4200 19-Aug-02 27.867 36.319 1.09E-26 236  

BATS_READ_05501056 mpeW BATS BATS-173-40 North Atlantic Spring Bloom - 
Oceanic gyre 

Sargasso Sea Bermuda 31.682 -64.173 40 >4200 20-Feb-03 20.24 30.7 1.30E-37 245  

JCVI_SCAF_1099266267465 mpeW GOS Scaffolds and 
Unassembled sequences 

GS000a Sargasso Sea - Stations 11 & 13 Sargasso Sea Bermuda 31.175 -64.324 5 >4200 26-Feb-03 20 36.6 4.79E-97 1383 fciB 

JCVI_READ_512340 mpeW GOS: All Metagenomic Reads GS000a Sargasso Sea - Stations 11 & 13 Sargasso Sea Bermuda 31.175 -64.324 5 >4200 26-Feb-03 20 36.6 2.74E-84 1048  

JCVI_READ_39619 mpeW GOS: All Metagenomic Reads GS000a Sargasso Sea - Stations 11 & 13 Sargasso Sea Bermuda 31.175 -64.324 5 >4200 26-Feb-03 20 36.6 2.44E-42 1022 fciB 

JCVI_READ_350783 mpeW GOS: All Metagenomic Reads GS000a Sargasso Sea - Stations 11 & 13 Sargasso Sea Bermuda 31.175 -64.324 5 >4200 26-Feb-03 20 36.6 1.28E-30 975 fciB  

JCVI_SCAF_1099266145578 mpeW GOS Scaffolds and 
Unassembled reads 

GS000b Sargasso Sea - Stations 11 & 13 Sargasso Sea Bermuda 31.175 -64.324 5 >4200 26-Feb-03 20 36.6 7.59E-146 1719 fciB  

JCVI_READ_830165 mpeW GOS: All Metagenomic Reads GS000b Sargasso Sea - Stations 11 & 13 Sargasso Sea Bermuda 31.175 -64.324 5 >4200 26-Feb-03 20 36.6 1.62E-171 1000  

JCVI_READ_1907255 mpeW GOS: All Metagenomic Reads GS001a Hydrostation S Sargasso Sea Bermuda 32.167 -64.5 5 >4200 15-May-03 22.9 36.7 8.87E-29 986 fciB  

JCVI_READ_1092343353721 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS027 Devil's Crown, Floreana Island Galapagos Islands Ecuador -1.216 -90.423 2.2 2.3 4-Feb-04 34.9 25.5 2.94E-71 1057 gap-A (CK_8092)  

JCVI_READ_1092402516283 mpeW GOS: All Metagenomic Reads GS027 Devil's Crown, Floreana Island Galapagos Islands Ecuador -1.216 -90.423 2.2 2.3 4-Feb-04 34.9 25.5 3.11E-42 1039 unk10 

JCVI_READ_1093023028492 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS034 North Seamore Island Galapagos Islands Ecuador -0.383 -90.280 2.1 35 19-Feb-04 27.5  1.34E-79 1161 gap-A (CK_8092)  

JCVI_SCAF_1097263515229 mpeZ GOS Scaffolds and 
Unassembled reads 

GS047 201 miles from F. Polynesia Tropical South Pacific French polynesia -10.131 -135.450 30 2400 28-Mar-04 28.6 37.2 1.70E-143 1841 gap-A (CK_ 8092) 

JCVI_READ_1095978245084 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS047 201 miles from F. Polynesia Tropical South Pacific French polynesia -10.131 -135.450 30 2400 28-Mar-04 28.6 37.2 8.50E-54 1057 gap-A (CK_8092) 

JCVI_READ_1095964531936 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS047 201 miles from F. Polynesia Tropical South Pacific French polynesia -10.131 -135.450 30 2400 28-Mar-04 28.6 37.2 5.90E-97 1047  

CAM_READ_0232146189 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS108 Coccos Keeling, Inside Lagoon Indian Ocean Australia -12.093 96.882 1.8 7 3-Aug-05 25.8 32.4 8.86E-37 438  

CAM_READ_0232256223 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS108 Coccos Keeling, Inside Lagoon Indian Ocean Australia -12.093 96.882 1.8 7 3-Aug-05 25.8 32.4 2.99E-19 461 gap-A (CK_8092) 

JCVI_READ_1103769250236 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS116 Outside Seychelles Indian Ocean Seychelles -4.635 56.836 1.5 2150 17-Aug-05 33.1 26.2 2.45E-72 723  

JCVI_READ_1105333577853 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS117b St. Anne Island Indian Ocean Seychelles -4.614 55.509 1.8 14 9-Sep-05 26.4 35.5 1.56E-115 1067  

JCVI_READ_1105333461626 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS117b St. Anne Island Indian Ocean Seychelles -4.614 55.509 1.8 14 9-Sep-05 26.4 35.5 6.47E-87 1055 gap-A (CK_8092)  

JCVI_READ_1105333409141 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS117b St. Anne Island Indian Ocean Seychelles -4.614 55.509 1.8 14 9-Sep-05 26.4 35.5 4.61E-45 1099 unk10  

JCVI_READ_1103242814328 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS122a Between Madagascar and 
South Africa 

Indian Ocean International waters -30.898 40.420 1.9 4921 30-Sep-05 20.2 35.8 3.21E-84 1015 gap-A (CK_8092)  

JCVI_READ_1101347678177 mpeW GOS: All Metagenomic Reads GS148 West coast Zanzibar Indian Ocean United republic of 
tanzania 

-6.317 39.010 0.3 1 11-Sep-05 nbsp  1.24E-149 970  

JCVI_READ_1101733635989 mpeZ GOS: All Metagenomic Reads GS149 West coast Zanzibar Indian Ocean United republic of 
tanzania 

-6.117 39.117 1.5 5 12-Sep-05   9.61E-45 989 gap-A (CK_8092) 

MontereyBay_READ_00123166 mpeZ MontereyBay 298_1 Monterey Bay, California USA West Coast - 
Pacific Ocean 

United states 36.747 -122.022 0  15-Oct-00   4.90E-27 251  

CAM_READ_0162003699 mpeZ Antartica Station 366 Open Ocean transect Antarctica Ocean  -52.023 144.066 2 3180 24-Jan-08 7.6 33.84 6.57E-30 361  

CAM_READ_0164945635 mpeZ Antartica Station 367 Open Ocean transect Southern Ocean  -48.249 145.805 2 3490 25-Jan-08 11 34.43 1.75E-47 508  

CAM_READ_0164065481 mpeZ Antartica Station 367 Open Ocean transect Southern Ocean  -48.249 145.805 2 3490 25-Jan-08 11 34.43 1.38E-41 439  

CAM_READ_0162535983 mpeZ Antartica Station 367 Open Ocean transect Southern Ocean  -48.249 145.805 2 3490 25-Jan-08 11 34.43 4.00E-41 473  

CAM_READ_0164896131 mpeZ Antartica Station 367 Open Ocean transect Southern Ocean  -48.249 145.805 2 3490 25-Jan-08 11 34.43 4.57E-41 494  

CAM_READ_0164605147 mpeZ Antartica Station 367 Open Ocean transect Southern Ocean  -48.249 145.805 2 3490 25-Jan-08 11 34.43 5.14E-39 405  

CAM_READ_0164645021 mpeZ Antartica Station 367 Open Ocean transect Southern Ocean  -48.249 145.805 2 3490 25-Jan-08 11 34.43 1.16E-36 436  

CAM_READ_0164844149 mpeZ Antartica Station 367 Open Ocean transect Southern Ocean  -48.249 145.805 2 3490 25-Jan-08 11 34.43 6.89E-34 473  

CAM_READ_0166866039 mpeZ Antartica Station 368 Open Ocean transect Southern Ocean  -44.718 145.755 2 3201 26-Jan-08 14.75 34.96 6.77E-42 436  
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A phylogenetic tree was constructed using reference sequences from Synechococcus isolates and 

metagenomic reads (Fig. 57). Phylogenetic analyses revealed that most of the metagenomic reads 

grouped with isolates affiliated to CRD1 and IV clades (37% and 22% of the sequences respectively). 

Few sequences grouped with the most abundant clades II and III. Interestingly some metagenomic 

reads grouped profoundly in the tree, and were closely related to MINOS11, whose mpeW sequence 

is more divergent. 

 

Figure 58 : Phylogenetic tree showing the relationships between mpeZ and mpeW sequences from 
Synechococcus isolates (in bold) and metagenomic reads reads retrieved in CAMERA portal. Phylogenetic 
inference a performed with amino sequences sequences from isolates, using maximum likelihood, and short 
sequences were added by ARB_parsimony. Numbers at nodes represent branch confidence values from 1000 
bootstraps. Filled circles indicated bootstraps values >90%. The tree is rooted on mpeY sequences from 
WH7803 and WH8016. The scale bar represents 0.05 substitutions per nucleotide. 
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 The distribution pattern follows the distribution of the four most ecologically important 

clades of Synechococcus (I to IV) from which biogeography is well documented. Indeed, sequence 

affiliated to clade I and IV were retrieved in cold waters of coastal environments at high latitude, 

while clades II and III are confined to warm waters. To date mpeZ was only described in strains of 

clades I and IV, while the opposite trend was found in clades II and III for mpeW (Humily et al., 

submitted to Environmental Microbiology) 

  

 Is must be noted that some long reads allowed us to examine adjacent genes of mpeZ or 

mpeW, but no new gene organization was observed, when comparing these reads to genomes 

sequenced to date (data not shown). Indeed, in some sequences from stations GS000a, GS000b and 

GS0001a, the end of fciA gene was found just upstream mpeW, while unk10 was present in another 

read of station GS027 (JCVI_READ_1092402516283). It must also be noted that the beginning of 

gapA (cluster CK_8092) was found in several reads from the GOS expedition, a gene organization 

previously described on strains belonging to the CRD1 clade. 

  

 Despite the apparent correlation between biogeographic pattern of major clades and 

distribution of mpeW and mpeZ, this study is only preliminary and more work is needed to define 

obvious conclusions about distribution of CA phenomenon. Indeed, in this study all metagenomes 

have been considered, even those with low numbers of sequence and shorts reads. With the 

increasing number of metagenomic data, in particular from the TARA-OCEANS cruise that are 

currently being analyzed, and technical improvements of high-throughput sequencing methods, a 

more resolutive view of the distribution pattern of CA4 populations should be obtained in future and 

might also reveal CA regions with an original gene content and organization.  

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE IV 
 

DISCUSSION GÉNÉRALE 
ET 

PERSPECTIVES 
  



 

 

  



 

- 227 -  

DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES

Une théorie de l'écologie classique, dite loi de Gause, prédit que deux espèces ne peuvent 

pas coexister de manière stable si ces dernières utilisent les mêmes ressources (Gause, 1934), 

menant à l'exclusion de l'espèce la moins compétitive (Hardin, 1960; MacArthur et Levins, 1967). 

Cette compétition a conduit les organismes et microorganismes à se spécialiser pour l'utilisation de 

certaines ressources, un phénomène appelé différentiation de niche (MacArthur et Levins, 1967). 

Cette théorie est également valable dans le milieu océanique (Hutchinson, 1961). Parmi ces 

ressources, la qualité et l'intensité de l'énergie lumineuse est particulièrement variable. En plus des 

phénomènes d'alternance jour-nuit et des changements annuels de photopériode, les conditions 

hydrologiques du milieu marin (charge en substances organiques, particules, etc.), ainsi que 

l'abondance et la nature des communautés phytoplanctoniques en présence conditionnent la 

disponibilité et la qualité de cette ressource. Le spectre lumineux est ainsi divisé en différentes 

régions, déterminées par les différents harmoniques de vibration des molécules d'eau (Fig. 59; Stomp 

et al., 2007), accessibles de manière différentielle aux microorganismes en fonction de leur 

composition pigmentaire. 

Les Synechococcus marins présentent une très grande diversité pigmentaire, leur permettant 

de capturer de nombreuses longueurs d'onde du spectre visible (Fig. 30; Six et al., 2007b). Cette 

diversité est bien plus importante que celle retrouvée chez d'autres genres de cyanobactéries 

marines comme Prochlorococcus (Goericke et Repeta, 1992), Crocosphaera (Swanson et al., 1991), 

Trichodesmium (Fujita et Shimura, 1974) ou Acaryochloris (Marquardt et al., 1997). Les longueurs 

d'onde de couleur bleu-violette et rouge sont efficacement capturées par la Chl a alors que les 

photons retrouvés entre ces deux régions sont absorbés par les chromophores fixés au niveau des 

PBS. La singularité de cette cyanobactérie réside dans la complexité et la plasticité de son appareil 

collecteur de lumière, qui apparait plus efficace que celui de Prochlorococcus, sauf au bas de la 

couche euphotique où les propriétés d'absorption des DV-Chl a et b présentes chez ce dernier 

conviennent parfaitement à la capture des photons bleus parvenant en profondeur (Ting et al., 

2002). 
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Figure 59 : Partitionnement du spectre solaire dans l'environnement océanique. (A) Spectre d'absorption de 
l'eau pure. Les différents harmoniques de vibrations des molécules d'eau (indiqués par des traits gris) 
conditionnent les niches lumineuses utilisables par les différents organismes. (B) Superposition de 100 spectres 
lumineux collectés dans différents environnements, des eaux claires de l'océan oligotrophe, aux écosystèmes 
turbides. (C) Superposition de 100 spectres d'absorption collectés sur 20 espèces phototrophes incluant les 
bactéries pourpres sulfureuses (absorption dans les zones I, II, V), vertes sulfureuses (I, IV), pourpres non 
sulfureuses (II, V, VI), cyanobactéries (I, II, III, IV) et algues vertes, rouges et diatomées (I, II III, IV). Modifié 
d'après Stomp et al. (2007). 

Synechococcus est facilement cultivable et constitue à l'heure actuelle le genre 

cyanobactérien pour lequel le plus de génomes ont été séquencés (Dufresne et al., 2008; Shih et al., 

2013). Cependant, les souches en culture fournissent souvent une vision restreinte de la diversité 

réellement présente dans l'environnement (Amann et al., 1995; Rappé et Giovannoni, 2003). D'autre 

part, la répartition des types pigmentaires in situ a essentiellement été étudiée en utilisant la 

cytométrie en flux ou la spectrofluorimétrie qui ne permettent pas de déterminer avec précision leur 

abondance relative. Au cours de ce travail de thèse, nous avons développé une approche 

métagénomique originale, permettant le séquençage de régions PBS directement à partir de 

l'environnement. Le principal intérêt de cette région est qu'elle nous permet de déduire le type 

pigmentaire de la cellule qui contient cette région, sans connaissance préalable de sa pigmentation. 

La taille de la région PBS n'excédant pas 30 Kpb dans l'état actuel des connaissances (Six et al., 2007; 

Article II), une approche utilisant des librairies de fosmides a été retenue.  
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De nombreuses études, notamment en SCG, ont utilisé le couplage entre la cytométrie en 

flux et la WGA (voir revues de Stepanauskas, 2012; Blainey, 2013). Le couplage entre WGA et 

fabrication de librairies de fosmides a également été utilisé pour identifier un cluster de gènes 

impliqué dans l'oxydation du méthanol (Chen et al., 2008; Neufeld et al., 2008). Notre approche est 

la première à combiner ces trois technologies, permettant de cibler des régions génomiques 

d'intérêt. Néanmoins, des biais techniques sont associés à chacune de ces méthodologies 

sophistiquées (sélectivité du tri, amplification différentielle de taxons, formation de chimères, etc.) et 

nous avons donc essayé d'en évaluer les effets, afin d'en diminuer au maximum l'incidence, en 

suivant l'évolution de la diversité génétique et pigmentaire des échantillons par une approche T-RFLP 

au cours des différentes étapes du protocole. Cette approche nous a permis d'obtenir des régions 

PBS partielles à partir d'un échantillon naturel prélevé au large de Roscoff, validant ainsi la procédure 

mise en œuvre. Les régions obtenues présentent un contenu et une organisation génique très proche 

de celle des souches en culture. Il semble donc que la méthode de sélection des fosmides à 

séquencer ait été efficace. L'analyse de ces séquences a par ailleurs montré un très faible taux 

d'erreurs de séquençage. Ces résultats sont encourageants, mais certaines optimisations restent 

néanmoins à réaliser concernant les étapes de criblage des fosmides contenant des régions PBS et 

d'assemblage des "reads" pour reconstituer les régions génomiques complètes à partir de mélange 

de fosmides. Il conviendrait notamment d'effectuer le séquençage avec un taux de multiplexage plus 

faible que ce qui a été utilisé au cours de notre première étude (mélange de 25 fosmides d'intérêt), 

ainsi que la réalisation de banques "mate-pairs" de 3 à 4 Kbp au lieu de banques "paired-end" de 350 

pb. Nous ne pouvons cependant pas exclure que la présence de séquences chimériques puisse 

constituer une limitation pour l'étape d'assemblage. Ces améliorations pourront être appliquées aux 

autres banques de fosmides que j'ai fabriqué et criblé au cours de cette thèse, et qui proviennent de 

différents environnements marins (Méditerranée, Atlantique NE, Mer du Nord). Ces échantillons 

permettront d'élargir les connaissances sur la diversité pigmentaire. Face aux limitations de la WGA, 

le développement de méthodologies ne nécessitant pas d'étapes d'amplification apparaît pour le 

futur comme une alternative pertinente. Ainsi, le développement des NGS de troisième génération 

devrait permettre d'accéder à la totalité de l'information génétique à partir d'une seule cellule, en 

évitant tous ces biais (Schadt et al., 2010). 

 

Ces travaux permettront de mieux comprendre la diversité génique de cette région et de 

dessiner des amorces spécifiques de chacun des types pigmentaires. La quantification de ces derniers 

pourra alors être réalisée précisément dans le milieu naturel par PCR quantitative. Nous pouvons 

également espérer mettre en évidence de nouveaux gènes et/ou types pigmentaires au sein de ce 

genre picocyanobactérien, directement à partir du milieu naturel.  
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 PHYCOBILINES LYASES ET MÉCANISMES DE L'ACCLIMATATION CHROMATIQUE DE 

 TYPE IV 

 

Une part importante de ma thèse a été consacrée à l'obtention et l'analyse de 25 nouveaux 

génomes de Synechococcus qui ont été séquencés au Genoscope. Si l'analyse comparative des gènes 

impliqués dans la synthèse des phycobilisomes n'a pas révélé de nouvelles PBPs, elle a permis d'aller 

plus loin dans la compréhension de l'AC4. Ce processus est trouvé chez le type pigmentaire le plus 

sophistiqué des Synechococcus marins, lui permettant de modifier sa pigmentation en fonction de la 

couleur de la lumière incidente. Depuis sa découverte en 2001, l'AC4 a été beaucoup moins étudié 

que les processus d'AC observés chez les cyanobactéries d'eau douce. Une collaboration récente de 

mon équipe d'accueil avec celle de David Kehoe (Indiana University) a permis l'identification des sites 

de fixation affectés par ce phénomène chez Synechococcus sp. RS9916, dont un se trouve sur la PEI 

(Cys -139) et deux sur la PEII (Cys -83 et Cys -140; Shukla et al., 2012). Cet article a également 

mis en évidence le rôle de MpeZ, une PEB lyase-isomérase, qui agit spécifiquement sur la Cys -83 de 

la PEII, et dont le gène est beaucoup plus fortement exprimé en bleu qu'en vert. Cette tendance a été 

confirmée au cours de cette thèse sur d'autres souches capables d'AC4 et possédant le gène mpeZ 

(Chapitre III).  

 

Les comparaisons génomiques effectuées sur les nouveaux génomes de Synechococcus, 

notamment de souches capables d'AC4, ont également révélé l'absence de mpeZ au sein des 

génomes d'un certain nombre de souches pourtant capables d'ajuster leur composition pigmentaire 

en fonction de la lumière incidente. Au sein des génomes, une autre phycobiline lyase, que nous 

avons nommée MpeW, participerait à ce phénomène, mais au contraire de MpeZ, le gène codant 

pour cette protéine est plus fortement exprimé en vert qu'en bleu. Ce résultat traduit ainsi la 

complexité du processus d'AC4 que l'on commence tout juste à appréhender. MpeZ et MpeW sont 

en effet homologues, mais l'expression différentielle des gènes codant ces protéines suggère que ces 

deux phycobilines lyases ont une fonction différente. Il est en effet possible que MpeW soit une 

phycobiline lyase dépourvue d'activité isomérase. Cette hypothèse est renforcée par l'absence du 

cluster AC4-B, qui inclut le gène mpeW, chez les souches du type pigmentaire 3c, qui à l'exception de 

cet ilot génomique, possède une région PBS très similaire. La caractérisation de MpeW parait donc 

nécessaire afin de mieux comprendre ce nouveau type d'AC4. D'autres questions restent également 

en suspens. Il a en effet été démontré que MpeZ n'était pas responsable de la chromophorylation 

différentielle des résidus Cys-140 de l'α-PEII et Cys-139 de l'α-PEI entre bleu et vert (Shukla et al., 

2012). De ce fait, on peut se demander quelle(s) lyase-isomérase(s) est (sont) responsable(s) de la 
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chromophorylation de ces résidus au sein des souches AC4-A. Parmi les différentes hypothèses 

avancées, l'équipe de Wendy Schluchter a proposé que MpeZ pourrait également être responsable 

de la chromophorylation de la Cys-α140 de la PEII, mais que cette cette activité pourrait n'être 

effective qu'après la chromophorylation de la Cys-α83 de la même sous-unité (Biswas, 2011). 

L'hypothèse la plus vraisemblable reste cependant l'implication de nouvelles phycobilines lyases non 

encore caractérisées et qui pourraient être structuralement différentes de celles actuellement 

décrites dans la li érature (voir l'onglet "func ons" de Cyanolyase (cyanolyase.genouest.org/ ) et 

l'Annexe B). Un certain nombre d'études restent donc nécessaires pour compléter les connaissances 

actuelles sur la biosynthèse et la régulation des PBS chez les Synechococcus marins, parmi lesquelles : 

1) la caractérisation biochimique des phycobilines-lyases putatives dont les gènes ont été identifiés 

dans le génome des différentes souches de Synechococcus (CpeU, MpeU, MpeW et MpeY) par une 

approche d'expression hétérologue chez E. coli (Blot et al., 2009; Shukla et al., 2012), 2) la création 

de mutants des nombreux gènes inconnus de la région PBS (unk1-13) qui pourraient avoir un rôle 

dans la pigmentation des souches ou la régulation de l'expression des gènes (Six et al., 2007b) et 3) 

l'utilisation d'une approche de mutagénèse non ciblée (ex: par interposon) pour créer de manière 

aléatoire des mutants affectés dans leur pigmentation de par l'inactivation de gènes non caractérisés 

à ce jour. 

 

D'autre part, les études actuelles menées sur la compréhension des mécanismes d'AC4 

utilisent systématiquement le proxy Exc495:545 pour évaluer le contenu en PUB des PBS. Or cette 

relation n'est pas linéaire, comme cela a pu être démontré avec un mutant mpeZ, chez qui le 

changement d'un seul chromophore sur les trois affectés par ce processus, entraîne une baisse 

substantielle de ce rapport (Shukla et al., 2012). Des analyses structurales de la PEII semblent ainsi 

nécessaires afin d'appréhender les transferts d'énergie associés et d'établir d'éventuelles 

corrélations avec le proxy actuellement utilisé. 

 

Au cours de cette thèse nous avons également observé que le temps nécessaire à un 

changement total de pigmentation pour une souche capable d'AC4 après modification de la lumière 

ambiante (bleue à verte ou vice versa) se situait entre 4 et 7 jours en conditions de faible intensité 

lumineuse, confirmant ainsi des études précédentes (Palenik, 2001; Everroad et al., 2006; Shukla et 

al., 2012). Ces études ont conduit à supposer qu'une action directe des phycobilines lyases sur les 

PBPs assemblées était à exclure, vraisemblablement en raison de contraintes stériques dues à 

l'assemblage en trimères ou hexamères. Cette vision est également renforcée par le fait que les 

cellules ont besoin du même temps d'acclimatation pour modifier leur contenu pigmentaire lors d'un 

passage de BL à GL ou de GL à BL. En effet, dans l'état actuel des connaissances, il semble que le 
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changement de conformation chimique de PEB en PUB ne soit pas réversible. La durée nécessaire au 

changement de pigmentation effectif de BL vers GL devrait donc être plus long si MpeZ (ou MpeW) 

était capable d'agir directement sur les PBS assemblés. En accord avec cette hypothèse, nous avons 

pu mettre en évidence que le processus d'AC4 était stoppé par un ajout de lincomycine ou lorsque 

les cellules étaient placées dans le noir. Il semble donc que le processus d'AC4 implique la synthèse 

de novo d'holoprotéines, leur chromophorylation avec de la PEB, qui serait ensuite isomérisées en 

PUB. Ces unités remplaceraient progressivement les PBPs existantes et seraient utilisées pour la 

fabrication de nouveaux PBS. 

 

Le mécanisme d'action des phycobilines lyases reste à ce jour relativement peu étudié. Les 

études existantes s'accordent néanmoins sur le fait que ces enzymes fonctionneraient tel des 

chaperonnes (Böhm et al., 2007; Tu et al., 2008; Schluchter et al., 2010), un mécanisme d'action 

préalablement décrit pour la cytochrome c lyase, une autre enzyme liant également des substrats 

tétrapyrroliques (Turkarslan et al., 2006). Le chromophore est d'abord lié à la phycobiline-lyase, puis 

transféré au niveau de l'apoprotéine. Ce schéma est valable pour CpcS1 (Fig. 60; Kupka et al., 2009), 

CpeS1 (Tu et al., 2008) et l'hétéroduplexe PecE/F, bien que ce mécanisme soit beaucoup plus 

complexe chez ce dernier couple de lyases (Zhao et al., 2005a).  

 

Figure 60 : Mécanisme d'action de CpcS1. Le complexe PCB-CpcB* correspond à un attachement incorrect du 
chromophore PCB sur CpcB, résultant d'une addition autocatalytique. Modifié d'après Kupka et al. (2009). 

Certaines questions restent à élucider sur le mécanisme d'action des phycobilines lyases, 

notamment en ce qui concerne la spécificité des interactions. Les motifs E/Z-HEAT, caractéristiques 

du clan E/F, semblent indispensables à la capacité de liaison des chromophoressssédant ce type de 

domaine, est incapable de fixer un chromophore, montrant que la seule présence des domaines E/Z-

HEAT n'est pas suffisante pour conférer cette capacité (Tu, 2008).  

 

La transformation de la conformation chimique de la PEB en PUB est assurée par des 

phycobilines-lyases portant une fonction isomérase. Cependant, on ne sait pas si cette modification 

chimique est réalisée lors de la liaison de la PEB à la lyase-isomérase, ou après la liaison covalente du 

chromophore à la PBP. Il est intéressant de noter que le motif d'isomérisation NHCQGN, mis en 

évidence au sein de PecF ou RpcG (Storf et al., 2001; Zhao et al., 2005a; Blot et al., 2009), n'est 

présent ni chez MpeZ, ni chez ses homologues MpeW ou MpeY. Les comparaisons de séquences 
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effectuées au cours de notre étude (Chapitre III) ont permis d'identifier un autre motif très conversé, 

L-HRDE-(R)QY, au sein de ces trois familles protéiques. Des travaux de mutagenèse dirigée 

permettraient de valider ou non, l'implication de ce motif dans l'activité lyase ou l'activité isomérase 

chez les Synechococcus marins. 

 
 

 RÉGULATION DE L'AC4 

  
 L'absence de protéines de type cyanobactériochrome au sein des génomes de 

Synechococcus, notamment des souches capables d'AC4, ont depuis longtemps suggéré l'existence 

d'un mécanisme de régulation original de ce phénomène par rapport à l'AC2 et AC3. Notre étude a 

permis de révéler la présence de gènes codant pour des protéines comportant des domaines de 

liaison à l'ADN, de type AraC/XylS, que nous avons nommés FciA et FciB (Chapitre III; Gallegos et al., 

1997). Ces protéines seraient impliquées dans la régulation de l'AC4 car elles sont (i) 

systématiquement présentes chez toutes les souches AC4, (ii) retrouvées à proximité d'une enzyme 

caractérisée et jouant un rôle clé dans ce processus (MpeZ) et (iii) leur absence chez la souche BIOS-

E4-1 entraîne l'incapacité de ces cellules à modifier leur chromophorylation. Le niveau d'expression 

de ces deux gènes semble également faible, comme pour la majorité de ce type de régulateurs 

(Gallegos et al., 1997; Pomposiello et Demple, 2001; Schleif, 2010). 

  

 Les régulateurs de type AraC/XylS possèdent des mécanismes de régulation distincts, et leurs 

mécanismes d'action varient largement suivant les processus qu'ils contrôlent. Cependant des 

caractères similaires peuvent être répertoriés. Les domaines de liaison à l'ADN sont 

systématiquement présents à l'extrémité C-terminale, alors que les domaines responsables de la 

capture du signal, de l'homo ou hétérodimérisation, sont quant à eux retrouvés au niveau de 

l'extrémité C-term (Gallegos et al., 1997; Schleif, 2000; Pomposiello et Demple, 2001; Wickstrum et 

al., 2007). Il est intéressant de noter que l'analyse structurale de FciA en utilisant Phyre2 (Kelley et 

Sternberg, 2009) indique que l'extrémité N-terminale présente une homologie structurale faible avec 

le domaine phosphorécepteur CheY-like de la diguanylate cyclase WspR de Pseudomonas aeruginosa 

(De et al., 2008). 

 

 Les différents membres de la famille AraC/XylS possèdent des mécanismes de régulation 

distincts, et leurs modes d'action varient très largement suivant les processus qu'ils contrôlent. 

Cependant des caractères similaires ont été répertoriés. Les domaines de liaison à l'ADN sont 

systématiquement présents à l'extrémité C-terminale, alors que les domaines responsables de la 

capture du signal, de l'homo ou hétérodimérisation, sont quant à eux retrouvés au niveau de 
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l'extrémité N-terminale (Gallegos et al., 1997; Schleif, 2000; Pomposiello et Demple, 2001; 

Wickstrum et al., 2007). Récemment, des mutants de fciA et fciB, 2 gènes codant pour des membres 

de la famille AraC/XylS, ont été obtenus chez Synechococcus sp. RS9916 par l'équipe de David Kehoe, 

permettant de proposer des hypothèses quant au rôle de chacune de ces protéines par homologie 

aux mécanismes décrits dans la littérature pour des régulateurs similaires (Fig. 61; Kehoe D. et Shukla 

A., comm. pers.). L'inactivation de FciB entraîne un phénotype similaire à celui des cellules placées en 

BL. Par homologie à la régulation de l'opéron arabinose ou rhamnose, il est donc possible que cette 

protéine intervienne dans la répression de l'expression du gène de la phycobiline lyase MpeZ en 

lumière verte (état de base), en formant un homoduplexe (Schleif, 2010; Wickstrum et al., 2010). 

L'hypothèse de la formation d'un hétéroduplexe régulateur FciA/FciB semble peu vraisemblable car 

un mutant de FciA, donc ne possédant que FciB, est capable de réprimer efficacement l'expression 

de MpeZ. Par homologie à AraC, nous proposons qu'un homodimère FciB/FciB réprime efficacement 

la transcription du gène en mettant en contact deux sites distants au niveau de l'ADN, entraînant la 

formation d'une boucle (Schleif, 2010). Les hypothèses sur le rôle de FciA sont plus difficiles à établir, 

mais cette protéine pourrait participer à l'activation de l'expression suite à un signal dont la nature 

reste à établir. Dans ce contexte, il est intéressant de noter que l'analyse structurale de FciA en 

utilisant Phyre2 (Kelley et Sternberg, 2009) indique que son extrémité N-terminale présente une 

homologie structurale faible avec le domaine phosphorécepteur CheY-like de la diguanylate cyclase 

WspR de Pseudomonas aeruginosa (De et al., 2008). Nous proposons donc qu'une molécule signal 

encore non identifiée induirait un changement conformationnel de FciA, qui serait alors capable de 

déstabiliser directement l'homodimère FciB/FciB, ou d'entrer en compétition avec ce dernier, 

provoquant ainsi la déstabilisation de la boucle d'ADN (Fig. 61; Wickstrum et al., 2010). FciA pourrait 

être actif à l'état monomère ou homodimère. Ces hypothèses restent largement spéculatives et le 

rôle de ces protéines est actuellement étudié dans l'équipe de David Kehoe. Il s'agira également de 

comprendre le rôle de FciC, présentant un domaine impliqué dans la répression transcriptionnelle, 

mais qui n'est pas retrouvé chez les souches possédant un cluster AC4 de type B. 

 



 CHAPITRE IV : DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

- 235 -  

 

Figure 61 : Schéma hypothétique de la régulation de l'acclimatation chromatique de type IV chez les 
Synechococcus marins en se basant sur le mutant naturel BIOS-E4-1 et mutants de RS9916 étudiés à ce jour. 
Les phycobilisomes dont les bras apparaissent en orange sont riches en PUB, alors que ceux représentés en 

rose sont riches en PEB. Les mutants fciA et fciB de RS9916 sont disponibles dans l'équipe de David Kehoe et 
actuellement en cours de caractérisation.  

  

 SIGNIFICATION ÉCOLOGIQUE DE l'AC4 

 

Plus d'un quart des souches de Synechococcus en culture sont capables de modifier leur 

composition pigmentaire, ce qui suggère une importance écologique de l'AC4 jusqu'alors 

insoupçonnée. Bien que l'idée que ce phénomène pourrait procurer un avantage compétitif vis-à-vis 

d'autres espèces phytoplanctoniques, notamment celles dont la pigmentation est fixe, soit 

couramment admise par la communauté scientifique, peu de travaux se sont attachés à démontrer 

cette hypothèse et l'impact de ce processus sur l'écologie et la biogéographie de ces organismes. 

Une expérience en chémostat menée sur des souches d'eau douce en utilisant notamment 

Tolypothrix, capable d'AC3, et deux souches de Synechococcus possédant respectivement de la PC et 

de la PE, a permis de démontrer que Tolypothrix était ainsi capable de coexister avec celles-ci en 

lumière blanche, en utilisant la région du spectre lumineux non utilisé par ses compétiteurs (Stomp 

et al., 2004). L'avantage écologique de l'AC en condition lumineuse de qualité variable (changement 

entre lumière verte et rouge) a également été confirmé par des expériences en chémostat avec deux 

souches de pigmentation fixe, une riche en PC, l'autre riche en PE. La souche Pseudanabaena, 

capable de plasticité phénotypique, se révèle capable d'exclusion compétitive dans les deux 

conditions lumineuses testées (Stomp et al., 2008). De manière intéressante, cette étude reste la 
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seule à avoir démontré que cette plasticité phénotypique conférait un avantage compétitif d'autant 

plus efficace que la fréquence des variations lumineuses était faible (Stomp et al., 2008). A l'inverse, 

ce processus prend du temps et nécessite une grande quantité d'énergie, ce qui pourrait constituer 

un désavantage lorsque les variations de qualité de lumière sont rapides ou dans des conditions dites 

de stress, comme le suggèrent certains modèles mathématiques (Gabriel, 2005). A ce jour ce type 

d'expériences n'a pas été appliqué au phénomène d'AC4. Les expériences de compétition en 

chémostat se révèlent cependant difficiles à mettre en œuvre d'un point de vue expérimental. Les 

souches utilisées peuvent cependant présenter des optima différents de croissance au niveau 

température, besoins nutritionnels ou intensité lumineuse qui pourraient compliquer l'interprétation 

des résultats (Passarge et al., 2006; Stomp, 2008).  

Au cours de cette thèse, une étude très préliminaire sur la distribution des cellules capables 

d'AC4 a également été menée, en recherchant la présence et la distribution des gènes codant pour 

les deux phycobilines lyase, MpeZ et MpeW, dans les métagénomes marins actuellement disponibles 

dans les bases de données publiques. Ces résultats sont toutefois à interpréter avec précautions car 

(i) certaines souches possédant ces gènes ne sont pas capable d'AC4 comme nous l'avons démontré 

avec les souches en culture et (ii) le nombre de séquences retrouvées dans les métagénomes utilisés 

est bien trop faible pour tirer des conclusions statistiquement significatives. Cependant ces résultats 

suggèrent que les AC4 seraient retrouvés à la fois dans les environnements côtiers et dans l'océan 

ouvert, où les conditions hydrologiques et lumineuses diffèrent largement. Les cellules capables de 

plasticité phénotypique seraient ainsi favorisées lors des évènements de mélange des masses d'eau, 

en étant capables de mieux absorber les longueurs d'onde bleues lorsque les cellules se retrouvent 

plus en profondeur dans la couche photique où ces longueurs d'onde dominent (Kirk, 1994). Ces 

phénomènes de transport verticaux chez Synechococcus sont une conséquence de processus 

purement physiques de mélange, mais sont aussi observés à la suite d'adsorption cellulaire à de 

larges particules (Vilibić et Šantić, 2008; Gao et al., 2011; Sohrin et al., 2011). L'AC4 serait également 

bénéfique lors de mouvements d'advection, qui mélangent des eaux vertes côtières à des eaux 

bleues pélagiques. Une autre conséquence du brassage des masses d'eau est l'enrichissement en 

nutriments, qui peut entraîner des modifications de la structure des communautés 

phytoplanctoniques, et ainsi modifier le spectre lumineux disponible (Huisman et al., 2004). Les 

efflorescences de diatomées ou de flagellés pigmentés, par exemple, absorbent fortement les 

longueurs d'onde dans la partie bleu-violette du spectre lumineux, provoquant ainsi un désavantage 

pour les cellules riches en PUB (Shikata et al., 2009). 
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I. RÉSUMÉ 

La mer Méditerranée est située à la limite Nord du Tropique du Cancer, et il a souvent été 

suggéré que cette région pourrait être particulièrement affectée par le phénomène de 

réchauffement global. De nombreuses études récentes ont ainsi reporté des changements 

significatifs dans la distribution et/ou la diversité de certaines organismes méditerranéens, comme 

les poissons et les invertébrés marins (Coll et al., 2010; Lejeusne et al., 2010), et il a été démontré 

que de plus en plus d’espèces tropicales et subtropicales colonisaient cette région océanique, en 

remplaçant souvent les espèces locales (Bianchi, 2007). Ces observations soulèvent la question de 

savoir si les communautés microbiennes sont également affectées par ce phénomène, en particulier 

dans le bassin du Levantin, situé à l’est de la Mer Méditerranée où les températures de surface de la 

mer ont considérablement augmenté au cours des 25 dernières années (0.50 ± 0.11°C en moyenne 

par décennie, ρ < 0.01).  

Dans cet article de Mella et collaborateurs publié en septembre 2011, la diversité de 

Prochlorococcus et Synechococcus en Mer Méditerranée a été étudiée en utilisant deux approches 

moléculaires : hybridations par la technique des dot-blots sur le gène codant pour l’ARNr 16S et des 

librairies de clones ciblant la région intergénique située entre l’ARNr 16S et l’ARNr 23S ou ITS 16S-23S 

(Internal Transcribed Spacer). Cette diversité a été examinée durant deux campagnes 

océanographiques couvrant les bassins Ouest et Est : la campagne PROSOPE (septembre 1999) et la 

campagne BOUM (juin-juillet 2008). Ma participation à ce travail, que je cosigne en 3ème auteur, a 

consisté à préparer des banques de clones d'ITS ("16S-23S ribosomal DNA Internal Transcribed 

Spacer") à partir des échantillons de 5 stations à deux profondeurs et à faire les analyses 

phylogénétiques des séquences obtenues, qui sont venus confirmer et compléter les résultats acquis 

par l’approche Dot-Blot (Mella-Flores et al., 2011). Pour Prochlorococcus, l’écotype HLI, typique des 

eaux tempérées, domine la couche supérieure de la zone euphotique, alors que l’écotype HLII, 

majoritaire dans les eaux chaudes tropicales et subtropicales et notamment en Mer Rouge, a 

seulement été trouvé à très faible concentration (une seule séquence ITS d'HLII a été obtenue sur 

400 séquences de Prochlorococcus au total). La profondeur du maximum profond de Chl était quant 

à elle dominée par l’écotype LLI, typiquement situé à une position intermédiaire entre les écotypes 

de surface (HL) et les écotypes de profondeur (LLIII et LLIV), dont la distribution est restreinte au bas 

de la couche éclairée (Johnson et al., 2006). Les populations de Synechococcus sont dominées par les 

clades I, II et IV dans les eaux mésotrophes du Nord-Ouest du Golfe du Lion. Le reste du transect est 

dominé par le clade III et des groupes génétiquement proches des clades WPC1 et VI. Une seule 

séquence du clade II, le clade typique des eaux chaudes (Bouman et al., 2006; Zwirglmaier et al., 

2007; Zwirglmaier et al., 2008), a été obtenue.  
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Ainsi, même si la Mer Méditerranée Est est située au Nord de la Mer Rouge, dominée par les 

Prochlorococcus HLII et les Synechococcus du clade II (Fuller et al., 2003; Zwirglmaier et al., 2008), et 

relié à elle par le Canal de Suez, les changements qui ont eu lieu dans l’hydrologie de cette région, 

notamment en raison du réchauffement global, n’ont pas été suffisants à ce jour pour provoquer un 

remplacement des communautés cyanobactériennes locales par des communautés subtropicales. 

Les températures observées dans le bassin du Levantin sont pourtant tout à fait compatibles avec la 

croissance des écotypes HLII de Prochlorococcus (Johnson et al., 2006). Le bassin levantin présente 

des conditions hydrologiques particulières (carence en azote et en phosphore, fortes concentrations 

en cuivre, etc.) par rapport aux autres environnements marins oligotrophes, ce qui suggére qu'il faut 

prendre en compte d’autres variables physico-chimiques que la température pour prédire les 

éventuels changements d’abondance des écotypes de Prochlorococcus.  

Pour Synechococcus, cette étude a également permis de mettre en évidence de nouveaux 

clades phylogénétiques (MS1 à MS4). Les clades MS1 et MS2 semblent être minoritaires en Mer 

Méditerranée et la phylogéographie de ces clades méritera d’être précisée. Les clades MS3 et MS4 

représentent quant à eux plus de 30% des séquences obtenues au niveau de la Station 5 à 75m lors 

de la campagne océanographique BOUM, et leur répartition semble être restreinte à des conditions 

hydrologiques particulières. 
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I. RÉSUMÉ 

Les PBPs sont les composants majoritaires des phycobilisomes, et peuvent représenter 

jusqu'à 40-50% des protéines totales des cellules cyanobactériennes cultivées à faible intensité 

lumineuse (Glazer, 1989b). Ces structures protéiques sont également retrouvées chez les algues 

rouges (Rhodophyta), les glaucocystophytes et les cryptophytes. A ce jour, quatre types majoritaires 

de PBP ont été décrits: l'APC (λmax  650nm), la PC (λmax  620nm), la PE (λmax  565nm) et la PEC, 

spécifique des cyanobactéries d'eau douce (λmax  590n). La capture de la lumière par est réalisée par 

les phycobilines. Ces composés tétrapyrroliques, dérivés de l'hème, sont liés aux sous-unités α et β 

des PBP et conditionnent leurs propriétés spectroscopiques. Le processus de chromophorylation 

requiert dans la majorité des cas l'intervention d'enzymes spécifiques appelées phycobilines lyases, 

bien que l'attachement spontané de phycobilines soit également possible, notamment au niveau du 

LCM, le polypeptide de liaison assurant la cohésion du cœur de l'APC. Ces enzymes, considérées 

comme des chaperonnes, assurent l'attachement correct des phycobilines, qui conditionne 

l'efficacité des complexes collecteurs de lumière. Certaines peuvent être bi-fonctionnelles, assurant à 

la fois la fixation et le changement de configuration chimique (ou isomérisation) du chromophore. 

 

Dans cet article, dont je suis co-auteur, nous décrivons une base de données spécifiquement 

dédiées aux phycobilines-lyases: Cyanolyase. Cette base de données rassemble à la fois les 

informations sur les séquences et les structures, et fournit divers outils bioinformatiques permettant 

la mise en évidence de motifs ou l'annotation de ces enzymes au sein de nouveaux génomes. En 

rassemblant les informations issues des caractérisations biochimiques et comparaisons génomiques 

des phycobilines lyases, CyanoLyase constitue un excellent outil pour la compréhension et la 

prédiction du rôle et du fonctionnement de cette famille protéique, dont le nombre d'applications 

biotechnologiques ne cesse de croître (Wu et al., 2013). 

I. ARTICLE 
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ANNEXE E 

 

NOUVEAUX GÉNOMES DE SYNECHOCOCCUS SÉQUENCÉS

  

 

Figure 62 : Taille des génomes des Synechococcus et Cyanobium marins, contenu en GC et nombre de gènes 
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ÉTUDE GÉNOMIQUE, MÉTAGÉNOMIQUE ET PHYSIOLOGIQUE DE LA DIVERSITÉ 

PIGMENTAIRE CHEZ LES CYANOBACTÉRIES DU GENRE SYNECHOCOCCUS 
 

Résumé 

Les picocyanobactéries du genre Synechococcus sont présentes dans tous les types 
d'environnements marins. Cette ubiquité s'explique en partie par la grande diversité pigmentaire de 
ces cellules, leur permettant de capturer efficacement la lumière sur une large gamme spectrale. La 
plupart des souches ont une composition pigmentaire fixe mais certaines sont capables d'ajuster leur 
pigmentation en fonction de la lumière incidente par un processus physiologique appelé 
acclimatation chromatique de type IV (AC4). Une approche de métagénomique ciblée originale, 
combinant des techniques sophistiquées, a été développée afin d'étudier la diversité et la 
distribution des différents types pigmentaires de Synechococcus in situ. L'intérêt de cette approche a 
pu être démontré après des optimisations spécifiques. La disponibilité de 25 nouveaux génomes de 
Synechococcus a permis de faire d'importantes avancées sur la compréhension du mécanisme d'AC4. 
Un cluster de 4 à 6 gènes, codant pour une phycobiline-lyase et plusieurs régulateurs 
transcriptionnels, est systématiquement présent chez toutes les souches capables de cette plasticité 
phénotypique. Deux configurations bien distinctes de ce cluster, nommées AC4-A et AC4-B, ont été 
découvertes et se retrouvent dans des lignées différentes de Synechococcus. Ces deux types de 
clusters auraient été soumis à des processus évolutifs distincts. Par ailleurs, certaines singularités 
phénotypiques entre les souches possédant ces deux types de clusters génomiques ont pu être 
démontrées. Ce travail de thèse soulève de nouvelles hypothèses sur la régulation de cette plasticité 
phénotypique ainsi que sur les mécanismes biochimiques associés. 

Mots-clés : Synechococcus, diversité pigmentaire, diversité génétique, métagénomique ciblée, acclimatation 
chromatique 

 

Abstract 

Picocyanobacteria of the Synechococcus genus are present in all marine environments. This ubiquity 
is partly explained by the large pigment diversity found within this genus, allowing them to efficiently 
capture photons over a broad spectral range. Most strains have a fixed pigmentation but some of 
them are able to match their pigmentation with the ambient light quality by a physiological process 
called type IV chromatic acclimation (CA4). An original targeted metagenomics approach, combining  
sophisticated techniques, was developed to study the diversity and distribution of pigment types of 
Synechococcus in situ. The interest of our approach has been demonstrated after specific 
optimizations. Availability of 25 new genomes of Synechococcus has allowed us to make significant 
advances in the understanding of molecular mechanism of CA4. A cluster of 4 to 6 genes, encoding a 
phycobilin lyase and several transcriptional regulators, is consistently present in all strains capable of 
this phenotypic plasticity. Two distinct configurations of this cluster, named CA4-A and CA4-B, have 
been discovered and were found in different Synechococcus lineages. These two types of clusters 
have undergone distinct evolutionary processes. In addition, some phenotypic peculiarities between 
strains having these two types of genomic clusters have been demonstrated. This thesis raises new 
hypotheses about the regulation of this phenotypic plasticity as well as the biochemical mechanisms 
involved. 

Keywords : Synechococcus, pigment diversity, genetic diversity, targeted metagenomics, chromatic acclimation 


