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Caractérisation des glycérolipides et de la dynamique de remodelage 
en chaines acyles chez Ostreococcus tauri 

 

 
Résumé : 
 

La picoalgue verte marine Ostreococcus tauri est un eucaryote minimal développé en système 

modèle et qui a servi de ressource de gènes en biologie des lipides. Des informations détaillées 

sur ces caractéristiques lipidiques étaient cependant manquantes. Lors de ma thèse j’ai 

caractérisé le glycérolipidome d’O. tauri et ai cherché à déterminer quelles sont les cibles 

enzymatiques responsables de la dynamique des acides gras (FA) et de la régulation du 

métabolisme lipidique en réponse à des modifications de l’environnement (carences nutritives 

et refroidissement). O. tauri présente des caractéristiques uniques de composition en lipides et 

en FA mixtes entre les algues vertes et les Chromalveolates, et a été validé comme espèce 

modèle pour la classe des Mamiellophyceae. L’acide docosahexaénoïque (DHA) est confiné 

dans les lipides présumés extraplastidiaux : le phosphatidyldimethylpropanethiol (PDPT) et le 

bétaïne-lipide diacylglyceryl-hydroxymethyl-trimethyl-β-alanine (DGTA), tous deux 

marqueurs lipidiques des Chromalveolates. Les lipides plastidiaux de type procaryotique sont 

caractérisés par une prépondérance de FA polyinsaturés (PUFA) en C18 n-3, le 18:5 n-3 étant 

restreint aux galactolipides. Le 16:4 n-3, PUFA typique des galactolipides des microalgues 

vertes, est également un composant majoritaire des lipides extraplastidiaux chez O. tauri. Les 

triacylglycérols (TAG) présentent tout le panel d’acides gras d’O. tauri et leurs combinaisons 

moléculaires indiquent une origine plastidiale majoritaire. La carence azote provoque une forte 

accumulation de TAG, notamment des espèces présentant des combinaisons sn-1/sn-2 en 

18:X/16:X et s'accompagne d'un transfert de carbone du phosphatidylglycérol (PG) et du 

monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) aux TAG ce qui indique une contribution croissante de 

la voie plastidiale à la synthèse des TAG. Des expériences préliminaires de RT-qPCR sur des 

gènes du métabolisme des TAG révèlent une forte activation transcriptionnelle de certaines 

diacylglycérol acyltransférases (DAGT). Les carences nutritives répriment sévèrement 

l’activité ∆6 désaturase, générant une inversion du ratio 18:3/18:4 dans les lipides plastidiaux 

qui se répercute dans les TAG. La régulation fine et dynamique de ce ratio suggère un rôle 

important du 18:3 et du 18:4 dans les membranes plastidiales. Le refroidissement engendre une 

augmentation spécifique du 18:5 des galactolipides. La recherche active de la désaturase 

responsable de ce phénotype par une approche d'expression de gènes candidats en systèmes 

homologue et hétérologues (S. cerevisiae, N. Benthamiana) a conduit à l’indentification de deux 

∆6 désaturases plastidiales jamais caractérisées dans d'autres systèmes. Celles-ci possèdent des 

spécificités non redondantes et originales entre elles et par rapport à l'acyl-CoA-∆6 d'O. tauri. 
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Characterization of glycerolipid and associated acyl remodeling 
dynamics in Ostreococcus tauri 

 
 
Abstract : 
 

The marine green picoalga Ostreococcus tauri is a minimal eukaryote implemented as 

model system that has been used as gene resource for lipid biology. Detailed information about 

its lipidic features was however missing.  During my PhD, I characterized O. tauri 

glycerolipidome and associated dynamics under environmental stresses such as nutrient 

starvations and chilling and investigated transcriptional variations of putative target enzymes 

responsible for these changes. O. tauri which could be validated as model for related species of 

the class Mamiellophyceae, was found to display unique lipidic features related to both green 

and Chromalveolates microalgae. Docosahexaenoic acid (DHA) is confined to presumed 

extraplastidial lipids i.e. phosphatidyldimethylpropanethiol (PDPT) and the betaine lipid 

diacylglyceryl-hydroxymethyl-trimethyl-β-alanine (DGTA); all of these compounds are 

hallmarks of Chromalveolates. Plastidial lipids found to be of prokaryotic type are characterized 

by the overwhelming presence of C18 n-3 polyunsaturated FA (PUFA), 18:5 n-3 being 

restricted to galactolipids. C16:4 n-3, an FA typical of green microalgae galactolipids, also was 

a major component of O. tauri extraplastidial lipids. Triacylglycerols (TAGs) display the 

complete panel of FAs, and their molecular combinations designate a major plastidial origin of 

DAG precursors. Nitrate starvation greatly increases TAG content, in particular 18:X/16:X (sn-

1/sn-2) combinations, and was associated with the transfer of carbon from phosphatidylglycerol 

(PG) and monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) to TAG indicating an increased contribution 

of the plastidial pathway to the TAG synthesis. Preliminary RT-qPCR experiments on TAG 

metabolism genes revealed an important transcriptional activation of some diacylglycerol 

acyltransferases (DGAT). Nutrient starvations severely repress ∆6 desaturase activity and result 

in the inversion of the 18:3/18:4 ratio in plastidial lipids that was feedback into TAG. The fine-

tuning and dynamic regulation of the 18:3/18:4 ratio suggests an important physiological role 

of these FAs in photosynthetic membranes. Chilling generates an increase of 18:5 in 

galactolipids. The active quest for the desaturases responsible for this phenotype was achieved 

by expressing candidate genes in homologuous and heterologous (S. cerevisiae, N. 

Benthamiana) systems and led to the identification of two yet uncharacterized plastidial ∆6 

desaturases. These desaturases display original and non-redundant specificity between each 

other and with the previously characterized in O. tauri Δ6 acyl-CoA desaturase. 
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Liste des abre viations 

∆ : Delta 

ω : oméga 

 

A 

aa : acides aminés 

AAPT : aminoalcool phosphotransférase  

ACCase : acétyl-CoA carboxylase 

ACP : protéine transporteur de chaines acyles (pour ‘acyl carrier protein’) 

ALA : acide α-linolénique (18:3Δ9,12,15 n-3)  

ARA : acide arachidonique (20:4Δ5,8,11,14 n-6) 

 

B 

BL : bétaïne-lipide 

BHT : hydroxytoluène butylé  

 

C 

CCA1 : CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED  1 

cDNA : ADN complémentaire 

CDP-DAG : cytidine diphosphate-diacylglycérol 

CDS : CTP phosphatidate cytidyltransferase ou CDP-DAG synthase  

CoA : Coenzyme A 

CS : Score chloroplastidial 

Cytb5 : cytochrome b5 

 

D 

DAG : diacylglycérol 

DGCC : diacylglycéryl-carboxyhydrométhylcholine 

DGAT : acyl-CoA:diacylglycérol acyltransférase 

DGDG : digalactosyldiacylglycérol 
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DGDS : DGDG-synthase 

DGLA : acide γ-linolénique (18:3Δ6,9,12 n-6) 

DGHS, diacylglycérylhomosérine 

DGTA : diacylglycérylhydroxyméthyltriméthyl-β-alanine 

DGTS : diacylglyéryltriméthylhomosérine 

DHA : acide docosahexaénoïque (22:6Δ4,7,10,13,16,19 n-3) 

DPA : acide docosapentaénoïque (22:5Δ7,10,13,16,19 n-3) 

DO : densité optique 

 

E 

Elo : élongases 

ENR : énoyl-ACP réductase 

EPA : acide eicosapentaénoïque (20:5Δ5,8,11,14,17 n-3) 

ETA : acide eicosatetraénoïque (20:5Δ8,11,14,17 n-3) 

ESI-MS : spectrométrie de masse à ionisation par électropspray  

 

F 

FA : acide gras (pour ‘fatty acid’) 

FAD : FA-désaturases 

FAE : FA-élongases 

FAT : acide gras-ACP thioestérase 

FFA : acides gras libres (pour ‘free fatty acids’) 

FAMES : esthers méthylés d’acides gras  

FAS : enzyme de synthèse des acides gras (pour ‘fatty acid synthase’) 

FSC : paramètre de taille (pour ‘pour Forward scatter’) 

 

G 

G : gentamycine 

G3P : glycérol-3-phosphate 

GC-FID : chromatographie gazeuse couplée à un détecteur à ionisation de flamme 

GLA : acide γ-linolénique (18:3Δ6,9,12 n-6) 

GGGT : galactolipide:galactolipide galactosyltransférase  
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GPAT : glycérol-3-phosphate acyltransférase 

 

H 

HAPT : transporteur à haute affinité pour le phosphate (pour ‘high affinity phosphate transporter’) 

HD : 3-hydroxyacyl-ACP déshydratase 

HP : haute performance  

HU : hydroxyurée 

 

K 

KAS : 3-kétoacyl-ACP synthase  

KAR : 3-kétoacyl-ACP réductase 

 

L 

LA : acide linoléique (18:2Δ9,12 n-3) 

LACS : acyl à longue chaine-CoA synthétase 

LD : jour/nuit  

LL : lumière continue  

LN : lipides neutres 

LPA : acide lysophosphatidique 

LPAAT : acide lysophosphatidique acyltransférase 

 

M 

MAG : 2-monoacylglycérol 

Met : méthionine 

MGAT : monoacylglyécrol acyltransférase 

MGDG : monogalactosyldiacylglycérol 

MGDS : MGDG-synthase 

 

O 

OPA : acide octadecapentaénoique (18:5∆3,6,9,12,15, n-3) 
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P 

PA : acide phosphatidique  

PAP : acide phosphatidique phosphatase 

PC : phosphatidylcholine  

PCA : analyse en composante principale 

PCR : réaction de polymérisation en chaine  

PDCT : phosphatidylcholine : diacylglyécrolcholinephophotransférase  

PDPT : phophatidyldiméthylpropanethiol 

PE : phosphatidyléthanolamine  

PEAMT : phosphoéthanolamine méthyltransférases 

PEG : polyéthylène glycol 

PG : phosphatidylglycérol 

PGD1 : plastidial galactolipid degradation 1 

pHAPT : promoteur du transporteur à haute affinité pour le phosphate 

PI : phosphatidylinositol 

PL : lipide polaire 

PLMT : phosphatidyléthanolamine N-métytransférases 

PS : phosphatidylsérine  

PSII : photosystème II  

PUFA : acide gras poly-insaturé (pour ‘poly-insaturated fatty acid’) 

 

Q 

qPCR : réaction de polymérase en chaine quantitative  

 

R 

RE : reticulum endoplamisque 

RCC : Collection de Culture de Roscoff 

RLU : unité relative de luminescence 

ROS : dérivés réactifs de l’oxygène (pour ‘reactive oxygen species’) 

RT : rétro-transcription 
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S 

S : spectinomycine 

SCD : sequence codante directe 

SDA : acide stéaridonique (18:4Δ6,9,12,15 n-3) 

SFR2 : SENSITIVE TO FREEZING 

SQDG : sulfoquinovosyldiacylglécerol 

sn : position stéréospécifique 

SP : peptide signal 

SSC : paramètre de granulométrie (pour ‘Side Scatter’) 

 

T 

TE : acyl-ACP thioestérase 

Tic/Toc : protéine de traversée de la membrane externe/interne du chloroplaste (pour ‘translocons of the 

outer/inner membrane of chloroplaste’)  

TLC : chromatographie sur couche mince (pour ‘thin layer chromatography) 

 

V 

VLC : très longue chaine (pour ‘very long chain’) 

 

W 

WRI : WRINKLED 

 

Y  

YFP : protéine fluorescente jaune (pour ‘yellow fluorescent protein’) 
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Contexte  

1 Potentiel biotechnologique des microalgues  

1.1 Essor biotechnologique des microalgues 

Les microalgues constituent un groupe extrêmement divers d’organismes unicellulaires eucaryotes 

(protistes) et photosynthétiques (ou l'ayant été) qui peuvent être photoautotrophes, mixotrophes ou 

hétérotrophes. Elles sont présentes dans tous les habitats dont les milieux aquatiques. Les microalgues 

sont réparties dans plusieurs groupes phylogénétiques, incluant les Archaeplastida (dont algues vertes 

et rouges) et les Chromalveolata (dont algues brunes et dorées) (Irigoien et al., 2004). Les organismes 

photoautotrophes sont les producteurs primaires les plus abondants des systèmes aquatiques. En raison 

de sa capacité photosynthétique exceptionnelle, le phytoplancton marin fixe 30 à 60% du CO2 

atmosphérique alors qu’il ne représente que 1-2% de la biomasse planétaire (Behrenfeld et al., 2006, 

2009). La culture de microalgues n'entre pas en compétition avec les surfaces arables ou l'eau potable et 

est réalisable en systèmes clos (contrôle du milieu, non dissémination des organismes génétiquement 

modifiés (OGM)). Les microalgues et les cyanobactéries ont longtemps été marginalisées comme 

modèles d’étude en biologie moléculaire et physiologie. Le regain d’intérêt pour ces organismes, en 

particulier pour leur composition et leur métabolisme lipidique, provient de leur fort potentiel 

biotechnologique. Les microalgues contiennent 30-70% (poids sec) de lipides totaux et produisent 10-

50% « d’huile » (triacylglycérides (TAG)) valorisables après transformation par des procédés industriels 

dans l’alimentation humaine et animale, ou dans l’industrie chimique, pharmaceutique et des 

biocarburants (Domínguez, 2013). Parmi ces produits à haute-valeur ajoutée, les acides gras (FA pour 

‘fatty acids’) notamment les acides gras polyinsaturés (PUFA pour ‘polyunsaturated fatty acid’) oméga 

(ω) 3 et 6, les pigments caroténoïdes et les phytostérols font l’objet d’une forte demande. Si l'exploitation 

industrielle des microalgues nécessite des améliorations technologiques (génie des procédés) et 

génétiques pour réduire les coûts de production, il existe déjà des 'pipelines' de production rentable et 

de nombreuses PME utilisant les microalgues (rapport Europe 2014). Une souche est classiquement 

exploitée pour un composé précis. Une stratégie alternative dite de bioraffinerie vise à augmenter la 

rentabilité de la culture d’une espèce donnée en diversifiant au maximum les composés produits et/ou 

en couplant la production de biomasse à des processus de dépollution (Fig. 1). 
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Les microalgues constituent non seulement une bio-ressource durable de produits variés mais également 

un réservoir de gènes originaux sous-tendant des voies métaboliques inédites qui peuvent être utilisés 

pour l'ingénierie génétique d'autres systèmes biologiques dont la production est rentable et maîtrisée. 

1.2 Acides gras polyinsaturés 

Les microalgues présentent une variété inégalée et spécifique de PUFA ; cette variété est accrue pour 

les microalgues marines qui sont les producteurs primaires de PUFA à très longues chaines (VLC pour 

‘very long chain’) tels que l'acide eicosapentaénoïque (EPA, 20:5Δ5,8,11,14,17) et l'acide 

docosahexaénoïque (DHA, 22:6Δ4,7,10,13,16,19). Ces FA absents de la majorité des microalgues d'eau douce 

et terrestres, transitent via la chaine alimentaire océanique et s'accumulent dans les huiles de poissons 

gras (Parrish, 2013). L'EPA et le DHA sont essentiels à la santé humaine. Ils jouent des rôles essentiels 

dans la régulation des réponses immunitaires et anti-inflammatoires (Bazan et al., 2011; Simopoulos, 

2002) et ont des effets bénéfiques contre les maladies cardiaques et oncogéniques (Lenihan-Geels et al., 

2013; Simopoulos, 2008). Le DHA est indispensable au développement du système visuel, cognitif et à 

la reproduction animale (Tvrzicka et al., 2011). L’homme étant incapable de synthétiser efficacement 

ces FA essentiels (Burdge and Calder, 2005), ces derniers doivent être directement apportés par 

l'alimentation, notamment par la consommation de poissons gras (Strobel et al., 2012). Néanmoins, en 

raison de l’épuisement des ressources océaniques par la surpêche (en krill et en poisson) (Ward and 

Singh, 2005) et de risques sanitaires liés à la présence de contaminants chimiques dans l’huile de ces 

poissons (Bourdon et al., 2010; Mahaffey et al., 2008), les apports en poisson gras sont loin d’être 

suffisants au vu des recommandations nutritionnelles et de l'accroissement démographique (Martins et 

al., 2013). L'aquaculture nécessite que la nourriture des poissons soit elle-même riche en VLC-PUFA. 

Les microalgues marines ont donc été identifiées comme une source durable et alternative de VLC-

PUFA. Les voies de synthèse des VLC-PUFA des microalgues sont spécifiques ainsi que la machinerie 

enzymatique associée; au centre de cette machinerie les FA-désaturases (Des) et FA-élongases (Elo) 

  

Figure 1 : Les microalgues, bio-ressources durables de produits à haute valeur ajoutée. 
(A) Exemple d'utilisation des microalgues pour la production de biocarburant où la biomasse est couplée à la bioremédiation du 
CO2 produit par une usine. (B). Illustration de la diversité des produits pouvant être produit en plus des biocarburants par 
bioraffinerie. (Crédit photo © Fermentalg) 

A B 
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jouent un rôle prépondérant. Leur caractérisation a permis la reconstruction de voie de biosynthèse de 

LC-PUFA chez des organismes hétérologues déjà cultivés. A l'heure actuelle, des essais en champ sont 

en cours pour une éventuelle mise sur le marché de l'espèce cultivée Camelina sativa transgénique pour 

la production de VLC-PUFA (Usher et al., 2017).  

Si c'est l'intérêt biotechnologique des voies de biosynthèse des PUFA qui a suscité le plus d'attention 

pour les microalgues productrices de VLC-PUFA, il est important de noter que le rôle physiologique 

spécifique (s'il en est) de ces PUFA au sein des membranes des microalgues n'est que très peu étudié. 

Or l'influence de l'EPA et du DHA sur la structuration des biomembranes et donc leurs fonctions, est 

une question biologique fondamentale. Néanmoins les données actuelles démontrant l'importance des 

PUFA pour la physiologie par des approches fonctionnelles sont maigres et proviennent essentiellement 

d'études en systèmes artificiels (Mason et al., 2016; Shaikh et al., 2015). 

2 Les lipides en bref ! 

Le terme lipide désigne plusieurs groupes de composés hydrophobes ou amphiphiles, structurellement 

et fonctionnellement différents mais qui ont en commun leur solubilité dans des solvants organiques et 

leur faible solubilité dans l’eau. Ces composés jouent une variété de fonctions biologiques dans les 

cellules, dont celui d'être les composants de base des membranes cellulaires (phosphoglycérolipides, 

galactolipides, stérols, sphingolipides), des molécules de réserve (TAG) et des molécules de 

signalisation (acide phosphatidique, phosphoinosites, sphingolipides) (pour revue Hou et al., 2016).  

Les glycérolipides sont caractérisée par la présence d’un squelette glycérol portant au moins deux 

chaines acyles en positions sn-1 et sn-2 (Fig. 2) 

                  Name                                          Structure                                                                    Nomenclature 

Li
p

id
 

Phosphatidylcholine 
(PC) 

 

 

PC 16:0/18:1 
Ou PC 32:1 

Figure 2 : Présentation des glycérolipides : exemple de la phosphatidylcholine. 
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Figure 3 : Structure de glycérolipides retrouvés chez les microalgues 

Dans le cas des glycérolipides structuraux, une tête polaire est liée en position sn-3 (Fig.2). Les 

glycérolipides plastidiaux, conservés au cours de l’évolution, sont les galactolipides 

(monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) et le digalactosyldiacylglycérol (DGDG)), le 

sulfoquinovosyldiacylglécerol (SQDG) et le phosphatidylglyécrol (PG) (Fig. 3). L’importance de ce 

quatuor lipidique pour l’organisation des membranes thylakoïdales, et donc les fonctions 

photosynthétiques, est reconnu des cyanobactéries jusqu’aux plantes supérieures et repose 

essentiellement sur l'interaction de ces lipides avec les photosystèmes II (Boudière et al., 2014). Les 

phospholipides (PL) tels que la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidylsérine (PS) et la 

phosphatidyléthanolamine (PE) sont les glycérolipides majoritaires des membranes extraplastidiales 

(Dorne et al., 1990; Künzler and Eichenberger, 1997) (Fig. 3). Une autre classe de lipides structuraux 

répandue chez les microalgues sont les bétaïne-lipides (BL) (Cañavate et al., 2016; Dembitsky, 1996). 

Dans les BL, la tête polaire est liée au squelette glycérol par une liaison éther et non phosphoester comme 

dans les PL. Elle correspond soit à une sérine, soit une alanine ou soit une carboxycholine. Par 

conséquent, les bétaïne-lipides sont respectivement appelés diacylglyéryltriméthylhomosérine (DGTS), 

diacylglycérylhydroxyméthyltriméthyl-β-alanine (DGTA) et diacylglycéryl-

carboxyhydromethylcholine (DGCC) (Fig. 3) (Kato et al., 1996). Chez les microalgues. Les BL ont été 
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localisés dans des membranes extrachloroplastiques (Künzler and Eichenberger, 1997) ; il a été 

démontré qu'ils se substituent aux phospholipides lors de carences phosphates aussi bien chez les 

procaryotes, les champignons que chez les microalgues (Hofmann and Eichenberger, 1996; Khozin-

Goldberg and Cohen, 2006; Riekhof et al., 2014) 

La synthèse des TAG résulte de l’acylation des diacylglycérols (DAG) sur le dernier groupe hydroxyle 

du squelette glycérol (position sn-3) (Fig. 2). Chez les microalgues les TAG s'accumulent en conditions 

de stress souvent associées à un ralentissement ou un arrêt de la division cellulaire mais ils sont 

néanmoins présents en faible quantité en conditions favorables (Sharma et al., 2012). Au-delà du rôle 

des TAG comme molécules de stockage d’énergie, de plus en plus de données suggèrent que, au moins 

chez les microalgues, les TAG servent également de réservoir d’acides gras. Les TAG pourraient être 

des régulateurs à part entière du remodelage en chaines acyles des lipides structuraux à partir desquels 

ils sont en partie synthétisés en conditions de stress, et servir à une synthèse rapide et à moindre coût 

énergétique de lipides structuraux lors de la restauration des conditions de croissance (Cohen et al., 

2000; Goncalves et al., 2016; Yoon et al., 2012). La synthèse des TAG chez les microalgues, quoique 

procédant dans les grandes lignes de mécanismes conservés chez les plantes, présente beaucoup de 

particularités révélées par une progression constante des connaissances dans ce domaine d'investigation 

à fort potentiel biotechnologique. La participation prédominante des lipides plastidiaux à la synthèse de 

TAG chez les microalgues est actuellement une des différences les plus frappantes par rapport aux 

plantes (Goncalves et al., 2016). 

3 Quels modèles d’étude du métabolisme lipidique 

3.1 Les systèmes modèles utilisés 

La notion de système modèle qui a émergé en biologie correspond à un organisme choisi comme 

référence pour sa position phylogénétique et ses propriétés biologiques, en vue de répondre à une 

question biologique par une approche fonctionnelle. Il faut donc que les données génomiques soient 

disponibles et les outils expérimentaux développés. Les qualités pratiques d'un bon système modèle en 

biologie comportent : sa manipulation et son observation aisée, son cycle de vie court et le fait d'être 

génétiquement manipulable. Les avancées technologiques ont permis le séquençage de nombreux 

génomes d'organisme d'intérêt et l'accroissement des données de metagénomique (Tableau 1, page 

suivante). Différentes techniques de modifications génétiques ont émergé chez certains des organismes 

producteurs primaires de VLC-PUFA les hissant au rang de modèles fonctionnels pour l’étude du 

métabolisme des FA et des lipides (pour revue Stephens et al., 2015). 
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Figure 4 : Exemple de microalgues 
productrices de VLC-PUFA 
appartenant à différentes lignées 
(Khozin-Goldberg et al., 2016). 

Des études pour appréhender le métabolisme des lipides chez les microalgues marines ont 

principalement été menées sur des espèces appartenant au supergroupe Chromalveolata. Les diatomées 

Phaeodactylum tricornutum et Thalassiosira pseudonana ainsi que l’Eustigmatophyte Nannochloropsis 

gaditana, une souche oléagineuse, ont particulièrement retenu l’attention (Abida et al., 2015; Mühlroth 

et al., 2013; Niu et al., 2016; Peng et al., 2014) (Fig. 4). Avant l’étude de leur métabolisme lipidique, 

les diatomées étaient connues pour leur implication dans le cycle du carbone (Bopp et al., 2005) et les 

propriétés de leur frustule de silice (Gross, 2012). P. triconutum dont le génome a été séquencé en 2008 

est une productrice efficace d’EPA, et d’un peu de DHA (Tableau 1, Fig. 4). De nombreuses études de 

son métabolisme lipidique ont été réalisées (Abida et al., 2015; Levitan et al., 2015; Popko et al., 2016), 

et elle est fréquemment utilisée pour l'ingénierie métabolique des LC-PUFA et des TAG (Hamilton et 

al., 2014; Xue et al., 2015). Pour la lignée verte le modèle dominant est Chlamydomonas reinharditii, 

une microalgue terrestre du sol (Li-Beisson et al., 2015). Depuis les années 1960, cette Chlorophyte est 

un organisme modèle notamment pour étudier les gènes et mécanismes moléculaires impliqués dans la 

photosynthèse, la nutrition ou encore la motilité des flagelles. Le décryptage de son génome débuté en 

2001 a été publié 6 ans plus tard (Merchant et al., 2007) et révèle une taille de 112 Mb codant 17 000 

gènes. Grâce aux nombreux outils et ressources développées depuis des années, malgré un génome de 

taille relativement élevé, les problèmes de transformation nucléaire et la difficulté technique de la 

recombinaison homologue (Annexe 1), ce modèle a permis d’élucider de nombreuses voies de 

biosynthèse des lipides chez cette microalgue ( pour revue Li-Beisson et al., 2015). Cependant, 

l’ingénierie génétique des modèles d’espèces de microalgues non-oléagineuses pour augmenter 

l’accumulation des lipides a rarement été réussi jusqu’à maintenant (Muto et al., 2015). 

L’Eustigamtophyte oléagineuse Nannochloropsis gaditana a alors retenu l’attention pour sa capacité à 

accumuler de grandes quantités de TAG (Doan and Obbard, 2011; Wang et al., 2014). Ces  

caractéristiques lui confèrent un fort potentiel industriel et elles ont conduit en 2012 au séquençage de 
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son génome de 27Mb (10 000 gènes), à sa transformation nucléaire (Kilian et al., 2011; Radakovits et 

al., 2012) et au remplacement de gènes homologue (Kilian et al., 2011) afin d’ouvrir de nouvelles 

possibilité d’étudier et d’amélioration des microalgues (Annexe 1). De plus d'autres modèles plus 

confidentiels comme les chlorelles, les espèces de Dunaliella, Pavlova lutheri, Emiliania huxleyi, 

Lobophora incisa pour lesquels la transformation n'est pas établie ou plus délicate sont étudiés par 

d'autres approches (omiques, radiolabelling etc...) et nourrissent la connaissance en révélant leur 

similitudes et leur particularités. 

Tableau 1 : Génomes disponibles de microalgues (Adapté de Stephens et al., 2015). 
Lors que la transformation nucléaire est disponible (yes) se reporter à l’annexe 1 pour les référence bibliographiques.  

Division, Class Specie Size (Mb) 
Sequencing 

date 

Nuclear 

transformation 

Chlorophyta, 

Mamiellophyceae 

Ostreococcus tauri 13 2006 Derelle  
2014 

yes 

Ostreococcus lucimarinus CCE9901 13.2 2007 Palenick - 

Ostreococcus sp. RCC809 12 2008 Joint genome institute - 

Micromonas pusilla CCMP1545 21 2007 (Worden 2009) - 

Micromonas pusilla RCC299/NOUM17 22 2007 (Worden 2009) - 

Bathycoccus prasinos BBAN7 15 2012 JGI - 

Chlorophyta, 

Chlorophyceae 

Chlamydomonas reinhardtii CC-503 cw92 mt+ 111 
2007 
Merchant  

yes 

Chlorella variabilis NC64A 46.2 2010 Blanc  Yes for other sps of 
chlorella 

Coccomyxa sp. C-169 41 2007 (Blanc 2012) - 

Dunaliella salina CCAP19/18 130 2014 JGI yes 

Volvox carteri 131.2 2010 Prochnik 2010 yes 

Glaucophyta Cyanophora paradoxa EST 2012 Price et al 2012 - 

Rodophyta 

Cyanidioschyzon merolae Strain:10D 16.73 2004 Matsuki  
2007 

yes 

Galdieria sulphuraria 13.7 2005 
2013 Schonknecht 

- 

Porphyridium purpureum 19.7 2013 Bhattacharya - 

Pyropia yezoensis 43 2013 Kasuza DNA Research 
Institute 

- 

Stramenopiles, 
Bacillariophyceae 

Thalassiosira pseudonana Strain:CCMP 1335 34.5 2004 Armbrust  yes 

Phaeodactylum tricornutum Strain: CCAP1055/1 27.4 2008 Bowler  yes 

Fragilariopsis cylindrus 81 2017 JGI - 

Stramenopiles, 
Eustigmatophyceae 

Nannochloropsis gaditana 27.5 2012 Qingdao Inst. Bioe. Biop. 
Tech. 

yes 

Haptophyta Emiliania huxleyi (CCMP1516) 141.7 2017 (168 Read et al 2013)  

Cryptophyta Guillardia theta 87 2012 curtis 2012  
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3.2 Ostreococcus tauri nouveau modèle pour l'étude des lipides 

Considérant le cycle global du carbone, l’importance des espèces picoplanctoniques et en particulier des 

picoeucaryotes de la lignée verte, est hautement reconnue (Massana, 2011; Vaulot et al., 2008). Elles 

jouent le rôle d’une pompe biologique qui fixe le carbone et le séquestre en profondeur (Falkowski, 

2012). Ostreococcus tauri une picoalgue verte marine a émergé en tant que modèle au cours des dix 

dernières années. Cet organisme a suscité l'intérêt de la communauté scientifique en raison de son 

extrême simplicité et de la compaction maximale de son génome (Blanc-Mathieu et al., 2014; Courties 

et al., 1994; Derelle et al., 2006). Il a été développé en système modèle pour étudier chez un organisme 

photosynthétique minimal (et de niche écologique particulière) différents mécanismes comme le cycle 

cellulaire, de la photosynthèse, de l'horloge circadienne, de l'absorption du fer  (Cardol et al., 2008; 

Corellou et al., 2009; Monnier et al., 2010). 

Jamais utilisé pour l’étude du métabolisme lipidique, ce picoeucaryote à la base de la lignée verte produit 

efficacement du DHA ce qui est exceptionnel au regard de sa phylogénie et est un avantage par rapport 

aux autres modèles de microalgues marines disponibles qui produisent essentiellement de l'EPA 

(Trentacoste et al., 2015; Wagner et al., 2010). Cela rend O. tauri attractif en tant que modèle pour 

l'étude du métabolisme des lipides dans la lignée verte et notamment en vue de comprendre la régulation 

de la biosynthèse des PUFA et leurs fonctions cellulaires.  
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Projet de recherche 

Afin de découvrir les fonctions physiologiques des PUFA et de débloquer certains verrous pour en 

optimiser la production, les espèces du phytoplancton marin semblent être de bons modèles. Parmi les 

modèles de microalgues classiquement utilisés et pour lesquels la transformation génétique se fait en 

routine, Ostreococcus tauri est le seul représentant de la lignée verte qui contienne une diversité en 

PUFA où prédominent le DHA (Wagner et al., 2010) et les PUFA oméga-3 essentiels : l’acide α-

linolénique (ALA, 18:3Δ9,12,15 n-3) et l’acide stéaridonique (SDA,18:4Δ6,9,12,15 n-3). Si cet organisme a 

été utilisé comme ressource de gènes pour l'ingénierie de la synthèse des VLC-PUFA, les données 

concernant ses caractéristiques lipidiques propres et les changements dynamiques associés en réponse à 

des facteurs environnementaux n'existaient pas au début de ma thèse. 

Les objectifs de ma thèse ont été (i) d'identifier les paramètres de culture engendrant des variations du 

profil en FA (ii) de caractériser le glycérolipidome d'O.tauri (iii) d'étudier les FA-désaturases impliquées 

dans la régulation dynamique des PUFA, ceci avec l'objectif à plus long terme d'appréhender l'impact 

des variations en FA sur la physiologie de l'organisme.  

La réalisation des deux premiers points a permis la publication d’un article qui fournit les bases 

essentielles de la connaissance et de la dynamique du glycérolipidome d’O.tauri en utilisant le scénario 

physiologique des carences nutritives. Sur la base de la réponse au refroidissement, le troisième point a 

permis une caractérisation préliminaire de nouvelles Delta(∆)-6 désaturases qui sont plastidiales. 

Aucune autre (∆)-6 désaturases plastidiale n'avait été rapportée à ce jour  
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Introduction 

1 Phylogénie des microalgues du phytoplancton eucaryote 

Le terme microalgue correspond à un groupe d’une grande diversité écologique et évolutive, composé 

d’organismes eucaryotiques, unicellulaires, photosynthétiques (ou l’ayant été) et le plus souvent 

aquatiques, même si certaines classes de microalgues de la lignée verte sont souvent rencontrées dans 

des écosystèmes air-terre (Holzinger and Karsten, 2013). Le phytoplancton fait référence aux 

unicellulaires indifféremment procaryotes et eucaryotes photosynthétiques des écosystèmes aquatiques. 

 

Figure 5 : Arbre phylogénétique représentant la distribution des taxons phytoplanctoniques parmi les 6 lignées 
eucaryotes (Adapté de Baldauf, 2008 d’après Burki, 2014; Not et al., 2012)  
Les Chromalveolates regroupent les Alveolates (jaunes) et les Heterokontes ou stramenopiles (violet)  
 

L'impressionnante diversité des microalgues tient à leur répartition dans cinq des six super-groupes 

(règnes) eucaryotiques dont les groupes majoritaires sont les Archeplastida et les Chromalveolata (Fig. 

5). Le super-groupe Chromalveolata est exclusivement composé de microalgues et macroalgues. Il est 

le groupe évolutivement le plus diversifié et comprend les diatomées (embranchement Stramenopiles), 

les Eustigmatophytes, les dinoflagellés (embranchement des Alveolata) et les Haptophytes (Burki et al., 
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2016). Les super-groupes Rhizaria et Excavata sont plus confidentiels (Archibald, 2005; Khozin-

Goldberg et al., 2016; Nakayama and Archibald, 2012). 

La phylogénie des microalgues retrace en filigrane l’origine évolutive des plastes. L'évolution des 

différents groupes de microalgues repose sur des phénomènes d’endosymbioses primaires, secondaires 

voire même tertiaires d'organismes photosynthétiques réalisés par des protistes ancestraux (Fig. 6). 

L'endosymbiose primaire survenue il y a 1,8 milliard d’années est un événement rare qui correspond à 

la capture d'une cyanobactérie par un eucaryote ancestral. La cellule résultante abrite alors un plastide 

photosynthétique entouré de deux membranes avec un génome réduit dérivé des cyanobactéries. (Gould 

et al., 2008; Kutschera and Niklas, 2005). Cette endosymbiose est à l'origine de l'évolution des 

organismes du règne Archeplastidia qui inclut les microalgues des embranchements Glaucophyta, 

Rhodophyta (algues rouges) et les Chlorophyta (algues vertes) ainsi que les plantes terrestres 

(Streptophyta) (Fig. 6) (McFadden and van Dooren, 2004; Rodríguez-Ezpeleta et al., 2005; Simon et 

al., 2009). 

Des évidences ultra-structurales, biochimiques et génétiques ont révélé des endosymbioses 

additionnelles de microalgues vertes ou rouges qui auraient eu lieu de multiples fois. Selon ces études 

 

Figure 6 : Evolution des microalgues et 
dispersion des chloroplastes par les 
phénomènes d’endosymbiose (modifié d’après 
Keeling, 2010; Khozin-Goldberg et al., 2016; 
Paini, 2013; Tirichine and Bowler, 2011)  
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l’émergence des  euglènes (super groupe Excavata), des chlorarachniophytes (super-groupe Rhizaria) et 

d’un petit groupe de dinoflagellés est liée à l’endosymbiose secondaire d’une algue verte (Fig. 6) tandis 

que l'émergence du super-groupe des Chromalveolates est liée à l’endosymbiose secondaire voir tertiaire 

d'une microalgue rouge par un eucaryote ancestral (Delwiche and Palmer, 1996; Kutschera and Niklas, 

2005, 2008). Ces endosymbioses secondaires donnent lieu à des plastes enveloppés de 3 ou 4 

membranes. Des évidences d'endosymbiose secondaire cryptique de microalgue verte apparaissent chez 

les diatomées. En effet des gènes appelés « verts » ont été récemment découverts dans le génome de 

diatomées et semblent être évolutivement reliés à des ancêtres des prasinophytes (Moustafa et al., 2009) 

. 

 

Figure 7 : Vue d’ensemble de la phylogénie de la lignée verte (en haut) et dispersion de gènes « verts » chez les autres 
eucaryotes (en bas) (Leliaert et al., 2012)  

Les prasinophytes correspondent à un groupe paraphylétique qui ne comprend donc qu'une partie des 

descendants d'un ancêtre commun. Les prasinophytes englobent la majorité des espèces picoeucaryotes 

connues (organisme de diamètre inférieur à 2 ou 3 µm). Ce groupe a divergé à la base de la divergence 

entre Chlorophytes et Streptophytes dans la lignée verte (Fig. 7) (Leliaert et al., 2012). Les prasinophytes 

ont été originellement décrits comme des organismes recouverts d'écailles et pourvus de un à huit 
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flagelles (Mattox and Stewart, 1984). La phylogénie des prasinophytes a été révisée récemment et est 

en constante évolution (Marin and Melkonian, 2010)  

2 Acides gras biomarqueurs  des microalgues  

L’étude des profils en FA totaux révèle des relations phylogénétiques au niveau des phylums et des 

classes permettant d’utiliser les FA comme biomarqueurs de certaines classes. Mais à des taxons 

phylogénétiques inférieurs, la distribution en FA ne permet pas de différencier des espèces proches 

(Khozin-Goldberg et al., 2016 (pour revue) ; Lang et al., 2011)  

Les acides gras saturés et mono-insaturés présentent une abondance différente chez les groupes de 

microalgues (Hu et al., 2008). Le 14:0, 16:0 et 16:1Δ9 n-7 par exemple, sont communs aux Stramenopiles 

et Eustigmatophytes, tandis que le 16:0 et le 18:1 Δ9 n-9 sont abondants chez les Chlorophytes qui sont 

déporvues de 14:0. Les chlorophytes qui sont évolutivement proches des plantes terrestres, sont les 

seules à posséder l’acide hexadecatetraénoique (16:4∆4,7,10,13 n-3) qui est le composant acyle majoritaire 

des galactolipides du chloroplaste de C. reinhardtii (Lang et al., 2011; Zauner et al., 2012). 

 Le 18:4 et les VLC-PUFA sont absents des Chlorophytes marines tandis que la lignée des 

Chromalveaolates se distinguent par la présence de FA en C18 insaturés (qui sont peu représentés chez 

les diatomées) et/ou de VLC-PUFA en C20 ou C22 (notamment chez les espèces marines de diatomées). 

Certaines microalgues présentent des FA particuliers par rapport aux plantes en général comme l’acide 

stéaridonique (18:4Δ6,9,12,15 n-3), qui est absent de la feuille de mais, de pêche et d’épinard, et de l’huile 

de palme ou de ricin, mais qui est retrouvé abondant chez la microalgue Isochrysis sp. ou chez le 

phytoplancton marin comme Olisthodiscus sp. (Xantophyceae) et  Amphinidium carterale 

(Dinophyceae) (Li-Beisson et al., 2016). L’acide octadecapentaénoique (OPA, 18:5∆3,6,9,12,15 n-3) est 

quant à lui retrouvé dans les galactolipides de la coccolithophore marine Emiliana huxleyi représentante 

des Haptophytes (Sayanova et al., 2011) et chez les dinoflagellés (Dinophyceae) et étonamment chez 

certaines espèces de prasinophytes qui appartiennent pourtant à la lignée verte (Leblond et al., 2010a). 

Le clade des Straménopiles réunit un grand groupe de microalgues autotrophiques (diatomées, 

Eustigmatophytes, certains dinoflagellés) et hétérotopiques (dinoflagellés, oomycètes, 

thraustochytrides, labyrinthulides) produisant les VLC-PUFA EPA et DHA dans des proportions 

variables et où l’EPA représente souvent le VLC-PUFA majoritaire (Khozin-Goldberg et al., 2016).  

L’EPA participe notamment à la composition des galactolipides chez ces microalgues. Chez les 

Rhodophytes et les Glaucophytes le DHA est absent, seuls les VLC-PUFA acide arachidonique (ARA, 

20:4Δ5,8,11,14 n-6) et EPA sont retrouvés (Dunstan et al., 2005; Lang et al., 2011; Leblond et al., 2010a, 

2010b). Les prasinophytes sont les seuls représentants de la lignée verte à présenter en quantité 

significatives pour certaines de l'EPA (Tetraselmis chui) ou du DHA (essentiellement actuelles 
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Mamiellales) (Dunstan et al., 1992). La synthèse des VLC-PUFA semble donc être un ancien trait, 

maintenu dans les divisions précoces des algues vertes prasinophytes et microalgues rouges et qui a 

ensuite été perdu ou conservé partiellement durant l’évolution de la lignée verte et des plantes 

supérieures (Khozin-Goldberg et al., 2016). 

En sachant que la présence d’insaturations dans les chaines acyles participe au maintien de la fluidité 

membranaire chez les animaux, les plantes et les cyanobactéries (pour revue Los et al., 2013), il est 

légitime de se poser la question du rôle des VLC-PUFA dans les membranes de leur équivalence entre 

des phylums éloignés qui pourraient utiliser des PUFA différents pour réaliser une même fonction..  

3 Ostreococcus tauri 

3.1 Découverte 

Ostreococcus tauri a été le premier du genre Ostreococcus à être découvert en 1994 dans l'étang de Thau 

près de Sète grâce à l'analyse en cytométrie de flux (Fig. 8). Cette technique essentielle en océanographie 

permet d'analyser rapidement les populations phytoplanctoniques sur la base de leur taille, de leur 

granularité et de leur composition pigmentaire. Il s'avéra que la population picophytoplanctonique de 

l'étang de Thau était largement dominée par une population dont la signature ne correspondait pas à 

celle attendue pour des cyanobactéries. L'isolement de cette population par simple filtration permit de 

caractériser sur des critères morphologiques et pigmentaires un nouvel eucaryote photosynthétique de 

structure minimaliste: Ostreococcus tauri. 

 

 
Figure 8 : Signature cytométrique d'Ostreococcus tauri. (adaptée de la 
figure 1-b de Chrétiennot-Dinet et al., 1995).  
L'autofluorescence rouge d'O. tauri est supérieure à celles des 
cyanobactéries (ici Synechococcus sp. SYN) alors que sa taille évaluée sur 
le paramètre "Foward angle scatter" est de l'ordre des cyanobatéries et 
nettement inférieure à celle de microlagues chlorophytes (CHLO), 
cryptophytes (CRYPT) et des diatomées (DIAT). Le diamètre des billes 
(Beads) est de 0.96µm.  

 

Ostreococcus tauri, premier du genre à avoir été découvert, est une cellule nue et coccoïde dépourvue 

de flagelles (Fig. 9). Avec une taille moyenne de 0,8-1,1 µm x 0,5-0,7 µm et un contenu cellulaire ADN 

de 33.31 fg, il correspond au plus petit eucaryote libre actuellement décrit supplantant Nanochlorum 

eucaryotum (taille 1,5 µm, ADN 60 fg/cellule), un picoeucaryote de la classe des Chlorophyceae 

découverte en 1982 (Wilhelm et al., 2014). Comme chez d’autres espèces des Mamiellales, 
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l’organisation des cellules d’O. tauri est minimale : elle ne possède qu’un chloroplaste et une 

mitochondrie (Fig. 9) 

O. tauri a été classé originellement dans la classe des Prasinophyceae et proche de l'ordre des 

Mamiellales sur la base de ses caractéristique pigmentaires notamment l'identification de chlorophylle 

c-like (Mg-2,4-divinyl-phaeoporphyrin a5 monomethyl ester) et de la séquence de l'ARNr 18S. Une 

analyse phylogénétique moléculaire plus poussée des autres espèces/variétés du genre Ostreococcus 

ainsi que des représentants de genres proches Micromonas et Bathycoccus place à l'heure actuelle ces 

trois genres dans la classe des Mamiellophyceae (classis nova) et dans l'ordre des Mamiellales où ils 

prédominent (Marin and Melkonian 2010) (Fig. 9). Micromonas pusilla, première du genre à avoir été 

découverte en 1952) possède un flagelle (Fig. 9). 

3.2 Importance écologique et écotypes 

Les espèces des genres Ostreococcus et Micromonas sont ubiquistes et dominantes dans certaines zones. 

Cette ubiquité est vraisemblablement liée à une plasticité physiologique importante des picoeucaryotes 

(Schaum and Collins, 2014; Schaum et al., 2013). La miniaturisation des cellules eucaryotiques est en 

effet considérée comme un avantage écologique car elle confère un ratio surface : volume augmenté qui 

favorise l'absorption de nutriments dans les environnements pauvres.  

 

Figure 9 : Microscopie à transmission électronique (MET) d’espèces représentatives de l’ordre des Mamiellales.  
A. Ostreococcus sp. (Guillou et al., 2004) ; B. Micromonas pusilla (Vaulot et al., 2008) ; C. Bathycoccus prasinos (Moreau 
et al., 2012). Les sections MET révèlent les chloroplastes (chl), les noyaux (n), les mitochondries (m), le flagelle (f) de M. 
pusilla et les écailles (sc) de B. prasinos. 



27 

 

 

Figure 10 : Relations phylogénétiques entre les espèces des clades d'ostreoccocus basées sur les séquences 
géniques de l'ARN ribosomal (18S ADNr ; Internal transcript spacer (ITS)1 ; 5.8S ADNr ; ITS2) (d’après Subirana et al., 
2013). 

Les espèces d’Ostreococcus de morphologies très similaires ont été isolées à partir de différents milieux 

aquatiques et identifiées sur la base de séquence de l'ADNr 18S et de leur caryotype. Trois espèces sont 

actuellement décrites : O. tauri isolée dans l’étang de Thau en 1994 (Chrétiennot-Dinet et al., 1995; 

Courties et al., 1994), O. lucimarinus isolée dans le Pacifique (Palenik et al., 2007) et O. mediterraneus  

récemment défini comme espèce (Subirana et al., 2013). En plus de ces espèces de surface, la souche 

RCC809 d'Ostreococcus correspond à un isolat effectué dans l'Atlantique à 100m de profondeur. En 

l'absence d'évidence de reproduction sexuée chez Ostreococcus (et Mamiellales) la notion d'espèce reste 

difficile à établir pour des souches ayant le même nombre de chromosomes et ne peut reposer que sur 

l'analyse de la phylogénie de gène. La généalogie de plusieurs gènes est nécessaire pour pouvoir définir 

une espèce d'un point de vue phylogénétique. Les phylogénies basées sur l'ADNr  18S révélèrent 

néanmoins qu'Ostreococcus et Micromonas sont répartis en plusieurs "clades" (Guillou et al., 2004) 

(Fig. 10) qui correspondent à différents écotypes voire à  différentes espèces (Demir-Hilton et al., 2011; 

Rodríguez et al., 2005). Un clade correspond à un taxon monophylétique c'est à dire à un groupe 

phylétique regroupant un ancêtre commun et tous ses descendants. Cette notion de clade chez 

Ostreococcus repose également sur des caractéristiques éco-physiologiques : des clades différents se 

retrouvent rarement dans des niches identiques et des adaptations de l'appareil photosynthétique à 

l'irradiance ont été observées pour des représentants de différents clades. Parmi les quatre clades, le 

clade A est typique des eaux côtières de surface tandis que le clade B est associé aux eaux plus profondes 

des zones euphotiques et présente des stratégies de photo-adaptation (Cardol et al., 2008; Six et al., 

2009). Les clades C et D sont des souches de surface correspondant respectivement aux espèces O. tauri 
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et O. mediterraneus, tous deux retrouvés dans les environnements méditerranéens. O. tauri et O. 

lucimarinus peuvent au contraire de RCC809 gérer de fortes irradiances (Six et al., 2009). 

3.3 Propriétés du génome d’Ostreococcus tauri 

Ostreococcus tauri possède un génome haploïde de petite taille (13 Mb), contenant de l’ordre de 7700 

gènes répartis sur 20 chromosomes; il a été séquencé en 2006 (Derelle et al., 2006) et entièrement re-

séquencé par illumina en 2014 (Blanc-Mathieu et al., 2014). Les caractéristiques génomiques issues de 

ces deux séquençages sont indiquées dans le tableau 2 et la comparaison des génomes de Mamiellales 

dans le tableau 3.  

Tableau 2: Mise à jour des données génomiques d'O. tauri (Blanc-Mathieu et al., 2014) Blanc  

 

Tableau 3 : Caractéristiques des génomes nucléaires des Mamiellales (adapté de Moreau et al., 2012). Les 
caractéristiques génomiques d'O. tauri sont celles de Derelle 2006 et ont été complétées par un séquençage plus 
récent en 2014. 

 

Ce génome extrêmement compact présente 81,6% de séquences codantes (densité génétique de 1,54 

kb/gène et des régions intergéniques inférieures à 200 pb). On y retrouve peu de familles multigéniques, 

ce qui suggère une faible redondance fonctionnelle entre les gènes. Moins de 200 facteurs de 

transcription sont identifiés ce qui pourrait expliquer la co-régulation de clusters fonctionnels de gènes 

associés à des processus biologiques mis en évidence par une étude transcriptomique en cycle jour/nuit 

(Monnier et al., 2010). Les génomes de la mitochondrie et du chloroplaste d’O. tauri sont 

particulièrement dense avec 65 et 86 gènes codés respectivement par le génome mitochondrial et 

plastidial (Robbens et al., 2007). Le génome d'O. tauri a suscité rapidement un grand intérêt, a été, et 

continue à être largement étudié. Le séquençage d'espèces voisines a permis de mener des études 

comparatives importantes et également d'appréhender les aspects métaboliques liés au succès écologique 

des espèces dans certaines zones et plus globalement sur la place du picophytoplankton eucaryotes dans 

les systèmes océaniques. 
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3.4 Outils génétiques et cellulaires 

Le développement de la transformation génétique stable chez O. tauri a permis de promouvoir cet 

organisme comme nouveau modèle biologique. Les vecteurs développés comprennent un vecteur 

permettant d'utiliser la luciférase en tant que rapporteur et un vecteur (décliné avec deux marqueurs de 

résistance différents) utilisant le promoteur HAPT (High Affinity Phosphate Transporter) pour exprimer 

en sens ou en antisens un gène d'intérêt (voir Matériel et Méthodes). Le promoteur est modulé en 

fonction de la concentration en phosphate dans le milieu. L'amélioration de l'efficacité de transformation 

a permis de découvrir que le remplacement de gène par recombinaison homologue s'effectue à haute 

fréquence (2 à 30 %) par la simple introduction du gène dont la phase de lecture est décalée par la casette 

de résistance (Lozano et al. 2014). A l'époque de cette mise au point, aucun système de microalgue ne 

permettait d'obtenir aussi simplement le remplacement de gène au site par recombinaison homologue. 

Depuis, le seul système chez qui la recombinaison homologue est possible est Nannochloropsis (Tab. 

1). La cryopréservation d'O. tauri a été également développée (Corellou résultats non publiés). La 

transformation génétique et la cryopréservation sont des méthodes délicates étroitement dépendantes 

des conditions de culture dont dépend la physiologie de l'organisme.  

La faible redondance génétique, la compaction du génome, la simplicité de l’organisation cellulaire, la 

disponibilité de technique de transformation, font de cet organisme un très bon modèle pour l’étude 

fonctionnelle de processus complexes impliquant des réseaux de gènes. Cet organisme a permis de 

découvrir une horloge circadienne minimale et d'éclairer les liens entre le cycle cellulaire et l'horloge. Il 

est actuellement utilisé pour étudier des virus marins 'géants' et notamment le transfert de gène latéral, 

ainsi que de découvrir des mécanismes originaux de l'assimilation de Fer. Nous l'avons choisi pour 

éclairer la biologie des lipides des microalgues marines provenant de l'endosymbiose primaire. 

4 Métabolisme des glycérolipides 

Les glycérolipides sont les composants majoritaires des membranes biologiques. Les bases du 

métabolisme des glycérolipides et des acides gras chez les microalgues sont largement déduites des 

connaissances obtenues chez les plantes terrestres (Li-Beisson et al., 2015; Mühlroth et al., 2013). 

L'effort pour combler l'écart des connaissances est continu et de plus en plus de données permettent 

d'appréhender les similitudes et les divergences. Encore une fois, la diversité des microalgues est bien 

supérieure à celle des plantes terrestres et ce n'est qu'en étudiant plusieurs modèles que l'on peut espérer 

dégager éventuellement une tendance commune à ces protistes. La majorité des connaissances 

fonctionnelles actuelles repose essentiellement sur les trois modèles transformables Chlamydomonas 

reinhardtii, Phaeodactylum tricornutum et Nannochloropsis gaditana et sont alimentées par les autres 
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modèles y compris les analyses génomiques qui s'accumulent grâce au séquençage à haut débit (Misra 

et al., 2012).  

4.1 Synthèse des acides gras  

La biosynthèse des FA est une des voies primaires du métabolisme cellulaire parce qu’elle fournit la 

partie acide gras pour l’assemblage des acyle-lipides membranaires et des lipides de stockage (TAG) 

(Harwood and Guschina, 2009). Le chloroplaste est connu comme étant le site majeur de la synthèse 

des FA chez les plantes (Ohlrogge et al., 1979). Cette synthèse a lieu selon un système très similaire à 

celui des bactéries et est sans doute une fonction restante de l’ancêtre cyanobactérien du chloroplaste 

(White et al., 2005). La plupart des gènes codant les enzymes de la voie de biosynthèse des acides gras 

ont été d’abord étudiés chez A. thaliana (Beisson et al., 2003) puis chez les microalgues notamment C. 

reinhardtii (Riekhof et al., 2005). 

 

Figure 11. Présentation simplifiée de la voie de biosynthèse des acides gras et de son rôle dans la formation des 
PUFA et la synthèse de lipides (adapté selon Mühlroth et al., 2013).  
Les enzymes impliquées sont en rouge : ACCase, acétyl-CoA carboxylase ; ENR, énoyl-ACP réductase; FAT, acide gras-ACP 
thioestérase; HD, 3-hydroxyacyl-ACP déshydratase; KAR, 3-kétoacyl-ACP réductase; KAS, 3-kétoacyl-ACP synthase; LACS, 
longue chaine acyl-CoA synthétase. Les substrats et de ces enzymes, les intermédiaires métaboliques et les produits finaux 
sont indiqués en noir : CoA, coenzyme A ; ACP, protéine transporteur de chaines acyles ; PUFA, acides gras polyinsaturés ; 
TAG, triacylglycérols 

Les chaines acyles des glycérolipides proviennent de l’action de deux complexes enzymatiques 

évolutivement conservés : l’acétyl-CoenzymeA(CoA) carboxylase (ACCase) et la fatty acid synthase 

(FAS) (Fig. 11). L’ACCase plastidiale est une enzyme multimérique dissociable de type procaryotique 

(Cronan and Waldrop, 2002; Sato and Moriyama, 2007) qui catalyse de manière ATP dépendante la 

formation du malonyl-CoA à partir d’acétyl-CoA  (Harwood, 1996, 2005). Cette étape est la voie 
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d'entrée dans la synthèse des FA et est considérée comme limitante dans la biosynthèse des acides gras 

(Reverdatto et al., 1999). Pourtant, l’augmentation de l’expression du gène ACC1, de l’ACCase 

plastidiale, chez les diatomées Cyclotella cryptica et Navicula saprophila n’engendre pas 

d’augmentation du contenu en FA. Cela indique que les processus de régulation de la synthèse des FA 

ne repose pas sur la simple activation transcriptionnelle de cette étape la plus en amont (Dunahay et al., 

1996; Radakovits et al., 2012). Le malonyl-ACP (pour Acyl carrier protein) est le principal substrat du 

complexe multienzymatique de type procaryotique FASII et fournit des unités de deux carbones à 

chaque cycle du processus itératif de la synthèse des FA. A chaque itération, quatre réactions 

enzymatiques sont nécessaires (pour revue  Li-Beisson et al., 2010). La première réaction est réalisée 

par une 3-ketoacyl-ACP synthase (KAS). KAS III condense un malonyl-ACP avec un acétyl-ACP, KAS 

I catalyse les réactions de synthèse de C4 à C16, enfin KAS II synthétise le 18:0-ACP à partir du 16:0-

ACP (Pidkowich et al., 2007). Après la condensation du malonyl-ACP, trois étapes de réduction, 

déhydratation puis réduction se succèdent et terminent le cycle (Fig. 11). Les produits finaux sont 

généralement le 16:0-ACP et le 18:0-ACP (Ohlrogge et Browse 1995 ds Li. 2013). Les acyl-ACP sont 

les substrats d’acyl-ACP thioestérase (TE) qui génèrent des FA libres et terminent ainsi le cycle 

d’élongation (Ohlrogge and Browse, 1995). Les interactions entre KASII, la désaturase Δ9 et ces 

thioestérases sont déterminantes pour réguler la production des FA et leur export hors du plaste (Voelker 

and Kinney, 2001). 

Les acides gras sous forme libre forment un pool marginal en raison de leur toxicité pour la cellule et de 

leur temps de demi-vie court. Ils sont rapidement exportés vers le RE et des études récentes tendent à 

favoriser un transport actif des acides gras libres du stroma du chloroplaste vers l’espace inter-

membranaire par le transporteur FAX1 (Li et al., 2015, 2016b). Les longues chaines acyl-CoA 

synthétases (LACS) de la famille des acyl-CoA ligases participent à l’export des FA en activant les FA 

libres sous forme d’acyl-CoA (Fan et al., 2011; Mashek et al., 2007). L’import des acyl-CoA dans le 

réticulum fait intervenir des transporteurs ABC : la protéine membranaire ABC9A est impliquée dans 

l’import des acides gras dans le réticulum endoplasmique (Kim et al., 2013).  

4.2 Synthèse des glycérolipides 

Les voies de synthèse des glycérolipides canoniques sont présumées être conservées entre les plantes 

supérieures et les microalgues (Li-Beisson et al., 2015; Mühlroth et al., 2013). Les glycérolipides 

synthétisés dans le RE ainsi que dans le chloroplaste font intervenir des acyl-transférases responsables 

de l'acylation des précurseurs de lipides (synthèse de novo) et des lipides eux-mêmes (modification des 

chaines acyles des lipides par l’action conjointe de lipases), puis des enzymes responsables de 

l’élaboration de la tête des lipides. 
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4.2.1 Acyl-transférases impliquées dans la synthèse de novo des glycérolipides 

Tout d’abord une glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) plastidiale ou endoplasmique ajoute sur 

le glycérol-3-phosphate (G3P) un acide gras provenant du pool d’acyl-CoA cytosolique ou du pool 

d’acyl-ACP chloroplastique (Fig. 12). Cette acylation spécifiquement en position sn-1 du G3P génère 

de l’acide lysophosphatidique (LPA). La position sn-2 du squelette glycérol du LPA est ensuite acylée 

par une acide lysophosphatidique acyltransférase (LPAAT) pour former l’acide phosphatidique (PA) 

Fig. 12). Il a été montré chez plusieurs espèces de plantes terrestres, dont A. thaliana, que les 

acyltransférases impliquées dans la synthèse de novo des lipides membranaires et des DAG précurseurs 

de TAG ont une spécificité de substrats (acyl-donneur et acyl-receveur) différente selon leur localisation 

(Tab. 3).  

 

Figure 12 : Biosynthèse de l’acide phosphatidique (PA).  
Les acyl-transférases glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) et acide lysophosphatidique acyltransférase (LPAAT) 
estérifient spécifiquement les positions sn-1 et sn-2 du squelette du glycérol-3-phosphate (G3P) respectivement pour former 
successivement le lyso-PA puis le PA 

 

 

Tableau 3 : Comparaison des propriétés des GPAT et 
LPAAT plastidiales et microsomales impliquées dans la 
synthèse des lipides membranaires  (d’après Frentzen, 
1998). 
Abréviations : G3P : sn-glycerol-3-phopshate; FA ; acide gras 

Ce sont des expériences de marquage radioactif sur des fractions membranaires subcellulaires qui ont 

permis de démontrer que dans les chloroplastes des plantes les GPAT possèdent une sélectivité plus ou 

moins marquée pour les chaines acyles 18:1, tandis que les LPAAT (LPAAT de type 1) dirigent 

exclusivement des 16:0 en position sn-2 du glycérol (Frentzen et al., 1983) (Tab. 3). A l’inverse, les 

GPAT microsomales de plante ont une modeste préférence pour le 16:0 et les LPAAT microsomales 

(LPAAT de type 2) présentent une forte sélectivité pour le 18:1 en tant qu’acyl-donneur mais également 

estérifié au G3P soit en tant qu’acyl-accepteur (Tab. 3). Des spécificités prononcées des LPAAT 

résultent qu’un FA en C16 en sn-2 est la signature d’une synthèse dans le chloroplaste (voie 

procaryotique) tandis qu’un C18:X en sn-2 est la marque d’une synthèse dans le RE (voie eucaryotique 

ou Kennedy) (Fig. 12). Basé sur cette distinction entre lipides plastidiaux et microsomaux, il a été 

démontré que le transfert de squelette glycérol, vraisemblablement via la PC, du RE au chloroplaste a 

lieu chez les plantes dites plantes en C18:3, conférant aux galactolipides une signature microsomale 
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(18:3 en sn-2) ; ces plantes sont dépourvues de PAP phosphatase chloroplastique contrairement aux 

plantes en C16:3 dont les galactolipides sont aussi bien d'origine procaryotique (16:3 en sn-2) 

qu’eucaryotique (Fig. 13) (Somerville and Browse, 1991).  

 

Figure 13. Voie de synthèse des glycérolipides chez Arabidopsis thaliana (Somerville and Browse, 1991) 
Les sélectivités de chaines acyles des LPAAT plastidiales et microsomales confèrent aux lipides de la voie dite procaryotique 
(en vert) et de la voie eucaryotique (en bleu) un acide gras en sn-2 respectivement en C16 ou en C18:X. 

Chez A. thaliana, 10 gènes de GPAT (ATS1 et GPAT1-9) et 6 gènes de LPAAT sont annotés. ATS1, 

correspond à la GPAT soluble et plastidiale assumant la synthèse des lipides plastidiaux et GPAT9, 

codant une GPAT membranaire et microsomale, a récemment été identifiée comme le meilleur candidat 

pour assumer la même fonction dans le RE (Kunst et al., 1988; Singer et al., 2016). Parmi les LPAAT 

qui sont toutes membranaires, on distingue la LPAAT1 qui est la seule LPAAT plastidiale et la LPAAT2 

qui est dans le RE et ubiquiste. Les autres LPAAT ont des expressions tissus-spécifiques. Récemment, 

une LPAAT soluble a été identifiée chez A. thaliana (Ghosh et al., 2009; Misra et al., 2014). Cette 

LPAAT soluble est plastidiale et possède in vitro une large spécificité pour les donneur d’acyl-CoA 

incluant le 16:0-CoA (Ghosh et al., 2009). 

Par analyse génomique un seul gène de GPAT a été identifié chez O. tauri, C. reinhardtii, Chlorella sp. 

et P. tricornutum (Fig. 14) (Misra et al., 2012, 2014; Zienkiewicz et al., 2016) mais par alignement de 

séquence, nous retrouvons deux séquences pouvant correspondre à des GPAT chez O. tauri 
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(communication F. Corellou) : la séquence de GPAT annotée comme GPAT chloroplastique, 

(CAL52024.1) prise en compte dans la littérature (Ouyang et al., 2016) et une séquence supplémentaire 

(CEG00561.1) annotée comme une  phospholipide/glycérol acyltransférase de forte homologie avec les 

GPAT de type 3 et la GAPT9 d'A. thaliana (plus de 50% d'identité pour une couverture de séquence 

supérieur à 80%). 

 

Figure 14 : Nombres de gènes prédits 
impliqués dans la voie de biosynthèse 
des TAG chez les microalgues modèles 
(Zienkiewicz et al., 2016).  
Chez O. tauri le nombre de gènes identifiés 
GPAT est de deux et de LPAT est de un 
(voir texte principal). 

Etonnamment, chez les microalgues, les analyses génomiques n’identifient pas de LPAAT de type 2 

(RE) mais des homologues de LPAAT de type 1 (chloroplastique),  et mettent en évidence l’ubiquité 

d’un seul gène homologue de LPAAT soluble récemment identifié chez A. thaliana (Misra et al., 2014). 

Chez O. tauri  un seul gène de LPAAT1 est identifié (après vérification par nos soins et contrairement 

à la figure 14). Au contraire, l’espèce oléagineuse N. ocenica et la diatomée P. tricornutum possèdent 

selon les sources de cette revue respectivement 3 et 4 gènes codant des homologues de LPAAT 

(Zienkiewicz et al., 2016) (Fig. 14). Chez les microalgues la spécificité de substrat de ces enzymes n’a 

pas été étudiée à l’exception de la LPAAT1 plastidiale chez C. reinhardtii qui, in vitro, préfère le 16:0 

acyl-CoA au 18:1 acyl-CoA (Yamaoka et al., 2016).  

4.2.2 Synthèse des têtes polaires des glycérolipides 

Le PA permet la synthèse de DAG et de cytidine diphosphate-diacylglycérol (CDP-DAG) qui servent 

de précurseurs à la synthèse de tous les glycérolipides (Fig. 13 et 15). La composition en acides gras aux 

positions sn-1 et sn-2 de leur squelette glycérol reflète donc l’origine plastidiale ou endoplasmique du 

PA utilisé initialement pour leur synthèse. 
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Figure 15 : Biosynthèse de novo des lipides chez l’algue verte C. reinhardtii (adatpé d’après Goncalves et al., 2016; 
Li-Beisson et al., 2015) 
Le DAG sert de précurseurs aux lipides plastidiaux : SQDG, MGDG (MGDG → DGDG) et aux lipides du RE : PE et DGTS 
absent chez A. thaliana et remplacé par la PC chez A. thaliana) (Harwood and Guschina, 2009; Ohlrogge and Browse, 1995; 
Thompson, 1996). Le CPD-DAG permet la synthèse du PG (Andrews and Mudd, 1985) et de PI (et PS absente chez C. 
reinhardtii mais présente chez les plantes) qui sont minoritaires (Ohlrogge and Browse, 1995). Par souci de clarté pour le 
lecteur, les voies de biosynthèse de lipides ne sont pas détaillées. Les enzymes impliquées dans la biosynthèse de lipides 
structuraux et celles impliquées dans la biosynthèse des TAG sont respectivement indiquées en marron et en rouge.  
Abréviations : GPAT : glycerol-3-phosphate acyltransferase, LPAT : lysophosphatidic acid acyltransferase, PAP : acide 
phosphatase, CDS : cytidine diphosphate-diacylglycérol synthase, LPEAT : lyso-phosphatidyléthanolamine acyltransférase, 
DGAT : diacylglycérol acyltransférase, PDAT : Phospholipid:diacylglycerol acyltransferase, PGD1 : 

Le DAG synthétisé de novo est la forme déphosphorylée du PA et est obtenue par l’action d’une 

phosphatidic acid phosphatase (PAP) qui enlève le groupement phosphate en position sn-3 (Fig. 12 et 

15). Le CDP-DAG est synthétisé grâce à l’action d’une CTP phosphatidate cytidyltransferase ou CDP-

DAG synthase (CDS) qui catalyse la réaction entre les molécules de PA et CTP pour former du CDP-

DAG et du pyrophosphate  (Fig. 15). 

4.2.2.1 Glycérolipides plastidiaux 

Les principales voies de synthèse des lipides plastidiaux (MGDG, DGDG, SQDG et PG) seraient 

conservées entre A. thaliana et C. reinhardtii (Li-Beisson et al., 2015). Cependant contrairement aux 

plantes, la voie de biosynthèse de ces lipides plastidiaux chez C. reinhardtii est supposée autonome car 

aucun d'entre eux ne possèdent la signature sn-2 C18 retrouvée chez les lipides extraplastidiaux de C. 

reinhardtii (Giroud et al., 1988; Harwood and Guschina, 2009; Li-Beisson et al., 2015).  
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Figure 16 : Biosynthèse des galactolipides et remodelage chez Arabidospis thaliana (Moellering and Benning, 2011). 
La voie dépendante de l’UDP-Gal (fond blanc) est initiée par les MGDG synthases (I) MGDG2/3 pour former le MGDG qui est 

ensuite utilisé comme substrat par les DGDG synthases (II) DGD1/2. Les galactoses du DGDG sont en conformation et β. 

La voie indépendante de l’UDP-Gal (fond bleu) résulte d’un transfert d’un galactose d’un MGDG à un MGDG ou un DGDG par 
la GGGT(III). Les produits des transglycosylation sont du DAG et DGDG ou un oligogalactoglycérolipide selon le substrat 

accepteur. Les galactoses du DGDG issu de cette réaction sont en conformation β par l'activité processive la GGGT produit 

des oligogalactoglycérolipides tri- et tétragalacto-DAG.  
Les parties galactosyles des galactolipides sont colorées en fonction de leur origine biosynthétique et de l’anomérie de leur 
carbone de liaison : bleu, MGD1/MGD2/MGD3 [Galβ(1-3) sn-glycérol] ; rouge, DGD1/DGD2 [Galα(1-6)Gal] ; et vert, GGGT 
[Galβ(1-6)n Gal] 

Le MGDG est synthétisé dans l’enveloppe du chloroplaste par l’action d’une MGDG-synthase (MGDS, 

codée par MGD1 ou MGD2/3) qui transfère le groupement galactose (Gal) d’un UDP-Gal sur un DAG 

(Awai et al., 2001) (Fig. 16). Le MGDG peut à son tour servir de substrat à une DGDG-synthase (DGDS, 

codée par DGD1 ou DGDG2) qui lui transfère un galactose provenant d’un UDP-Gal et forme ainsi du 

DGDG. MGD2/3 et DGD2 composent une voie alternative UDP-Gal-dépendante induite chez A. 

thaliana en carence phosphate (Fig. 16). Une autre voie non dépendante de l’UDP-Gal identifiée chez 

A. thaliana permet de synthétiser le DGDG à partir de deux molécules de galactolipides via l’action de 

la galactolipide:galactolipide galactosyltransférase (GGGT), une protéine de la famille des glycosyl-

hydrolase de type 1, codée par le gène SENSITIVE TO FREEZING (SFR2) (Moellering et al., 2010). 

Les co-produits de cette réaction sont des DAG assimilées à des précurseurs de TAG (Fig. 16). Cette 

voie particulière est activée lors du gel (Fourrier et al., 2008; Thorlby et al., 2004) et de traitement à 

l’ozone (Sakaki et al., 1990a, 1990b).  

Le MGDG et le DGDG sont les lipides structuraux dominants des membranes photosynthétiques des 

thylakoïdes. En fonction de la quantité de protéines dans les membranes, le ratio de ces galactolipides 

est important pour la stabilisation des bicouches et leur fonctionnement. En effet, la tête polaire du 

MGDG, relativement petite et fréquemment associée à 2 PUFA lui confère une structure conique qui a 

tendance à déstabiliser les bicouches (Lee, 2000). Ainsi l’augmentation de la proportion de MGDG 

hautement insaturé peut augmenter la courbature des membranes thylacoïdales des microalgues sous 
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différentes conditions environnementales (Khozin-Goldberg, 2016). A l’opposé, le DGDG est un lipide 

capable de former des bicouches, comme la plupart des phospholipides, en absence de protéines 

(Khozin-Goldberg, 2016; Lee, 2000; Li-Beisson et al., 2015). Chez A. thaliana, il a été démontré qu'en 

carence phosphate le DGDG est exporté hors des chloroplastes et remplace, dans la membrane 

plasmique et celle d'autres organelles, les phopholipides qui sont dégradés pour fournir du phosphate 

(Flügge et al., 2003; Härtel et al., 2000; Jouhet et al., 2004). Chez A. thaliana, le DGDG exporté a une 

combinaison en FA particulière ressemblant à celle des phopholipides extraplastidiaux (Li-Beisson et 

al., 2010). 

La synthèse du SQDG à partir du DAG a été élucidée chez A. thaliana (Essigmann et al., 1998; 

Somerville et al., 2000), et chez les microalgues vertes (C. reinhardtii) grâce à des approches 

biochimiques de radiomarquage et génétiques par l'utilisation de mutant (Riekhof et al., 2003). Via 

l’action de deux enzymes SQD1 et SQD2, le SQDG est assemblé dans la membrane interne de 

l’enveloppe du chloroplaste (Benning, 2008). 

 Le PG est majoritairement retrouvé dans les thylakoïdes du chloroplaste (Block et al., 1983) même s’il 

peut être retrouvé dans les membranes extraplastidiales du RE et de la mitochondrie ou de la membrane 

plasmique (Dörmann, 2005; Khozin-Goldberg, 2016; Xu et al., 2002). La synthèse du PG est proposée 

être présente dans les trois compartiments (plaste, mitochondrie et RE) et fait intervenir le précurseur 

CPG-DAG issu du PA (Wada and Murata, 2007). La charge anionique du PG ainsi que sa distribution 

asymétrique au niveau des thylakoïdes (Unitt and Harwood, 1985) contribuent à maintenir un potentiel 

électrique au niveau des membranes qui régule la circulation d’électrons et par là même la 

photosynthèse. Le PG du chloroplaste est caractérisé par l’importante fréquence de la présence de l’acide 

gras 16:1Δ3trans, uniquement en position sn-2. Cette espèce moléculaire du PG est impliquée dans le 

maintien de la photosynthèse (McCourt et al., 1985; Siegenthaler and Trémolières, 1998).  

Comme le PG, le SQDG est chargé négativement grâce au groupe sulfoquinovosyl composant sa tête 

polaire. Lors d’une carence en phosphate, la tête polaire du PG est recyclée par la cellule et sa perte est 

compensée par le SQDG jusqu’à un certain degré (Yu and Benning, 2003; Yu et al., 2002). 

4.2.2.2 Glycérolipides extraplastidiaux  

 PC, PE d’une part et PI, PS de l’autre, sont respectivement les composants majoritaires et minoritaires 

des membranes cellulaires extraplastidiales des plantes. Chez les  microalgues, les bétaïne-lipides, 

dépourvus de phosphate, sont largement répandus et remplacent soit partiellement soit complètement 

les phopholipides dans les membranes extraplastidiales (Khozin-Goldberg, 2016).  

Chez les plantes, plusieurs voies de formation permettent la synthèse de la PE. La voie majoritaire utilise 

la sérine (Fig. 17) tandis qu’une voie minoritaire passe par la décarboxylation de la tête polaire de la PS 
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(Rontein et al., 2001; Voelker, 1997). Chez C. reinhardtii, en absence de PS, la PE est uniquement 

synthétisée par la première voie à partir de la sérine (Sato et al., 2016). La CTP:phosphoéthalonmine 

cytidyltransférase de C. reinhardtii a été caractérisée biochimiquement en l’exprimant chez E. coli 

(Yang et al., 2004).  

La PC peut être synthétisée par trois voies différentes chez les plantes. La première voie de formation 

de novo de la PC est initiée par la choline et est similaire à la voie de biosynthèse de la PE avec qui elle 

partage l’enzyme aminoalcool phosphotransférase (AAPT). Cette dernière ne semble pas avoir de 

préférence moléculaire pour l’un ou l’autre de ses substrats (Hocquellet et al., 2005; Khozin-Goldberg, 

2016) (Fig. 17). La seconde est spécifique des végétaux et est la voie de synthèse principale chez les 

plantes. Elle passe par un intermédiaire de la voie de la synthèse de la PE et implique les 

phosphoéthanolamine méthyltransférases (PEAMT) (Fig. 17). La dernière voie fait intervenir des 

phosphatidyléthanolamine N-métytransférases (PLMT) (Fig. 17). Chez les plantes la PC sert à la fois 

de lipide structural des membranes et aussi d’intermédiaire central pour la génération de la diversité des 

chaines acyles et la synthèse des TAG (Introduction, §4.4). Chez C. reinhardtii,  la PC n’est pas produite 

notamment du fait de l’absence de gènes codant notamment la PEAMT (Sakurai et al., 2014). Chez O. 

tauri, les gènes nécessaires à la synthèse de PC sont également absents (Sato et al., 2016). 

C. reinhardtii contient du DGTS, un bétaïne-lipide donc un lipide dépourvu de phosphate (Riekhof et 

al., 2005). Il est supposé que les similarités structurelles des BL et des PL (Fig. 18) permettraient aux 

BL d’avoir des fonctions similaires au PL. Il a été démontré que les BL remplacent les PL dans les 

 

Figure 17 : Voies de biosynthèse des têtes polaires de la PE (rouge) et de la PC (bleu) chez A. thaliana thaliana (adapté 
de Khozin-Goldberg, 2016; Sato et al., 2016). 
La choline (Cho) est obtenue chez les plantes par déphosphorylation de la phosphocholine (P-Cho) ou recyclage de la tête 
polaire de la PC (flèches pointillées noires) et l’éthanolamine (Etn) est obtenue par décarboxylation d’une sérine par la sérine 
décarboxylase (SDC). La Cho et de l’Etn sont phosphorylées par l’action respective d’une choline kinase (CK) et d’une 
éthanolamine kinase (EK) (Dykes et al., 1976). A partir de la phosphocholine (Cho-P) et phosphoéthanolamine (Etn-P), les 
activités séquentielles de la cholinephosphate cytidylytransférase (CCT) et de l’éthanolaminephophate cytidylytransférase 
(ECT) forment respectivement la cytidine 5’-diphosphate (CDP) Cho et CDP-Etn. Celles-ci réagissent avec un 1,2-DAG pour 
former respectivement de la PC ou de la PE grâce à l’action de l’aminoalcohol phosphotransférase (AAPT). L’Etn-P, 
intermédiaire de la synthèse de la PE, peut subir trois méthylations successives par des phosphoéthanolamine 
méthylatransférases (PEAMT) et donner de la Cho-P (Eastmond et al., 2010). La phosphatidylmonométhyléthanolamine 
(PME) peut être méthylée par des phosphatidyléthanolamine N-métytrasnférases (PLMT) formant de la PC par l’ajout de 2 
groupements méthyles supplémentaires (BeGora et al., 2010; Keogh et al., 2009). Les intermédiaires de la première voie, 
catalysés par les PEAMT, pourraient également être utilisés comme substrats dans la voie catalysée par les PLMT mais les 
enzymes réalisant cet échange sont inconnues (Tasseva et al., 2004) (flèches pointillées grises). 
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membranes de divers microorganismes en carence phosphate (Hofmann and Eichenberger, 1996; 

Khozin-Goldberg and Cohen, 2006; Riekhof et al., 2014; Van Mooy et al., 2009). La synthèse du DGTS, 

identifiée initialement chez la bactérie Rhodobacter sphaeroides relève de l'activité enzymatique de 

deux protéines indépendantes : une S-adénosylméthionine:diacylglycérol 3-amino-3-carboxypropyl 

transférase (codée par BtaA) et une S-adénosylméthionine-dépendent N-méthyltransférase (codée par 

BatB) qui ensemble catalysent le transfert de trois groupes 3-amino-3-carboxypropyl de la S-

adenosylmethionine à la tête polaire du DGTS (Hofmann and Eichenberger, 1996; Klug and Benning, 

2001). Chez les microalgues, ces deux activités indépendantes sont prises en charge par une enzyme bi-

fonctionnelle, la betaine-lipide synthase codée par le gène BTA1 et caractérisée chez C. reinhardtii 

(Riekhof et al., 2005) (Fig. 18).  

Parmi les différentes classes de BL, le DGTS et le DGTA ne diffèrent que par la position d'un 

groupement carboxyle sur la tête polaire (isomères) (Fig. 3). Le DGTS est le précurseur présumé de la 

biosynthèse du DGTA qui serait issu de la décarboxylation puis recarboxylation du DGTS (Vogel and 

Eichenberger, 1992).  

 

Figure 18 : Schéma réactionnel de la biosynthèse du DGTS déterminé chez Rhodobacter sphaeroides et C. reinhardtii  
(adapté de Riekhof et al., 2005). 
Les réactions bactériennes (noir) sont menées par deux protéines individuelles BtaA et BtaB lors de carence P, tandis que 
Chlamydomonas (rouge) exprime constitutivement la protéine BTA1 qui est une fusion des domaines BtaA-like et BtaB-like. 
La structure de La PC est montrée pour comparaison avec le DGTS illustrant leur similarité structurelle. 
Abréviation : DGHS, diacylglycérylhomosérine 

La co-occurence des PL et des BL est variable selon les espèces avec, par exemple, la présence de PC 

et DGTS chez les espèces de Dunaliella et Chlorella, et la seule présence de DGTS chez C. reinhardtii 

(Dembitsky, 1996). La distribution des trois BL DGTS, DGTA et DGCC parmi les microalgues est 

variable: certaines ne contiennent que du DGTA (Rhodomonas baltica), du DGTS (Picochlorum 

atomus), du DGCC (Chaetoceros gracilis) alors que d'autres présentent  en combinaison du DGTS et 

du DGTA (Ochromonas. danica), ou bien du DGTS et du DGCC (Thalassiosira pseudonana) ou  encore 

du DGCC et du DGTA (Pavlova lutheri) (Cañavate et al., 2016; Eichenberger and Gribi, 1997; Vogel 

and Eichenberger, 1992). Enfin, Diacronema vlkianum est la seule microalgue pour laquelle la présence 

simultanée des trois BL a été rapportée (Armada et al., 2013). Des études utilisant des radiomarquages 

(oléate et acétate)  en conjonction avec une analyse positionnelle des chaines acyles des lipides, chez P. 

lutheri et chez O. danica, ont montré respectivement que le DGCC et le DGTS jouent le rôle 

d’accepteurs primaires de FA néosynthétisés et permettraient leur édition et leur redistribution à d’autres 
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lipides (Eichenberger and Gribi, 1997; Vogel and Eichenberger, 1992). Le DGTA qui est de manière 

générale, le plus insaturé de tous les BL, serait chez O. danica issu de la conversion du DGTS (espèces 

majoritaires 14:0/18:1 et 14:0/18:2) en DGTA à partir  duquel les modifications des chaines acyles 

conduisent aux espèces comprenant majoritairement du 22:5. De manière similaire, chez P. lutheri, le 

DGCC riche en C20:5 transfère ce FA au DGTA qui est hautement enrichi en 22:6. Le transfert de 

radioactivité du 18:1 au 22:6 observé sur le DGTA indique, de surcroît, que  le DGTA est également un 

substrat pour les désaturases intervenant  dans la conversion de l'oléate-DGTA au DHA-DGTA. Par 

ailleurs, chez cette même espèce, les acides gras du DGCC, qui sont allongés et désaturés jusqu’au 20:5, 

servent également à la biosynthèse du MGDG. L'ensemble de ces données indiquent que le DGTA est 

l'accepteur de VLC-PUFA voire même le substrat utilisé pour leur synthèse. (Armada et al., 2013; 

Cañavate et al., 2016; Dembitsky, 1996; Eichenberger and Gribi, 1997; Vogel and Eichenberger, 1992) 

4.3 Edition des chaines acyles 

Comme chez la levure, la PC des plantes est le siège d'un renouvellement actif des chaines acyles qui 

fait intervenir des réactions de dé-acétylation de la PC et ré-acétylation de la lyso-PC (LPC). Ce cycle, 

appelé cycle de Land, permet de diversifier les espèces de PC et d'alimenter la PC en chaine acyles 

néosynthétisées qui sont ensuite modifiées notamment par désaturation préférentiellement en position 

sn-2 et sont utilisées pour la production de TAG dans les graines de plantes (Fig. 19).  

 

Figure 19 : L’édition des chaines acyles chez A. thaliana génère de la PC porteuse d’acide gras modifiés (mFA) pour 
la synthèse de DAG/ TAG de novo (Bates 2012).  
Les flèches bleues indiquent les réactions impliquées dans la synthèse de DAG (1) de novo. Les flèches rouges indiquent les 
réactions impliquées dans l’édition des acides gras. Abréviations de substrat : DAG, diacylglycérol ; G3P, glycérol-3-phosphate 
; LPA, lyso-acide phosphatidique ; LPC, lyso-phosphatidylcholine ; mFA, acide gras modifié ; PA, acide phosphatidique; PC, 
phosphatidylcholine ; TAG, triacylglycérol. Les enzymes sont soulignées : CPT, CDP-choline:DAG cholinephosphotransférase; 
DGAT, acyl-CoA:DAG acyltransférase ; GPAT, acyl-CoA:G3P acyltransférase; LPAT, acyl-CoA:LPA acyltransférase; LPCAT, 
acyl-CoA:LPC acyltransférase; PAP, PA phosphatase; PDAT, phospholipide:DAG acyltransférase. L’étoile (*) correspond aux 
modifications des acides gras estérifiés à la PC. 
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Le cycle de Lands débute par la libération de chaine acyles en position sn-2 de la PC générant la LPC. 

La phospholipase A2 a été initalement proposée être à l'origine de la formation de LPC qui réacylée par 

l’acyl-CoA : lysophosphatidylcholine acyl-transférase (LPCAT) pour donner une nouvelle espèce de 

PC; depuis, chez les graines de plantes, d'autres activités enzymatiques ont été caractérisées comme 

pouvant intervenir dans la production de LPC. Ces activités comprennent en plus des phospholipases, 

l’activité inverse de la LPCAT (Lager et al., 2013; Stymne and Stobart, 1984), ou (2) d’une phopholipase 

(Bafor et al., 1991; Bates and Browse, 2012; Chen et al., 2011) ou encore(3) de l'activité de la 

phospholipide:diacylglycérol acyltransférase (PDAT) qui intervient lors de la formation de TAG (Banaś 

et al., 2013). La ré-estérification de la lyso-PC (LPC) par la LPCAT ou potentiellement la 

lysophosphatidylcholine transacylase (LPCT) (Lager et al., 2013, 2015), régénère la PC et complète le 

cycle de Lands. Cet événement ne conduit pas à une synthèse nette de PC, mais il permet d’enrichir le 

pool d’acyl-CoA en FA modifiés (Fig. 19). Sous forme acyl-CoA, la chaines des acide gras peut 

également être allongée par des élongases. Chez les microalgues aucune évidence d’édition des acides 

gras n’a été démontrée.  

4.4 Synthèse des TAG 

Les TAG servent de plateforme de stockage d’énergie et de FA pour les lipides structuraux. Après avoir 

été synthétisés, les TAG sont déposés dans des structures sphériques : les gouttelettes lipidiques. Ces 

gouttelettes sont localisées dans le cytoplasme et éventuellement le chloroplaste (plastoglobules) 

(Zienkiewicz et al., 2016) et s’accumulent notamment en condition de stress (carence, température, 

intensité lumineuse). Des études récentes sur les microalgues (notamment Chlamydomonas reinhardtii, 

Nannochloropsis gaditana et Phaeodactylum tricornutum) ont montré l’existence de mécanismes 

distincts permettant l’accumulation des TAG. Plusieurs voies enzymatiques sous-tendent ces 

mécanismes complexes. Chez les microalgues, la présence de gènes homologues à ceux impliqués dans 

la synthèse de TAG chez les plantes, complétée par des approches expérimentales, a permis d’éclairer 

les mécanismes de biosynthèse des TAG dont certains mettent en évidence des spécificités par rapport 

aux plantes. Une spécificité majeure est la contribution majeure de la voie chloroplastique de à la 

synthèse des TAG qui a initialement mise en évidence chez C. reinhardtii (Fan et al., 2011). 

4.4.1 Origine des DAG  

Présente chez les plantes (Bates and Browse, 2012)  et les microalgues (Zienkiewicz et al., 2016), la 

voie canonique de la synthèse des TAG dans le RE est issue de la synthèse des DAG de novo selon la 

voie Kennedy. L’acylation du DAG en position sn-3 forme le TAG de novo (Fig. 20). Les DAG 

précurseurs des TAG peuvent également avoir une autre origine que celle des DAG synthétisés par la 

voie du G3P. En effet certains DAG sont dérivés de la PC par une réaction d’échange de tête polaire : 

la phosphatidylcholine : diacylglyécrolcholinephophotransférase (PDCT, (Lu et al., 2009)) transfère le 
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groupement phosphocholine de la PC au DAG générant de nouvelles espèces moléculaire de DAG et de 

PC sans production nette de ces deux molécules (Fig. 20). Ce nouveau DAG dépendant de la PC peut à 

son tour servir à la synthèse de TAG (Bates and Browse, 2011). Ce mécanisme a été caractérisé chez la 

levure et les plantes (Dahlqvist et al., 2000; Zhang et al., 2009a) mais chez les microalgues aucun 

homologue de la PDCT n'a été rapporté. Les BL étant des analogues fonctionnels de la PC, l’existence 

d’une enzyme capable de rompre la liaison éther de la tête polaire des BL (plus solide que la liaison 

phosphate de la PC) et de réaliser un échange de tête vers un DAG pose toujours question. Néanmoins 

chez P. tricornutum (Pt4), l’analyse des espèces moléculaires des lipides membranaire ayant un 

squelette glycérol similaire à celui des espèces TAG nouvellement formé en carence azote suggère une 

conversion du DGTS en TAG (Popko et al., 2016). 

 

Figure 20 : Voie de synthèses des DAG et des TAG chez A. thaliana et les flux de radiomarquage (Bates 2012).  
Les flèches rouges indiquent les possibles flux initiaux de métabolites marqués au 14C glycérol. Les flèches bleues indiquent les 
flux initiaux de métabolites marqués au 14C acétate. Les flèches noires représentent des flux qui ne sont pas initialement marqués 
ni par le 14C glycérol ni par le 14C acétate mais qui accumulent des métabolites radio-marqués au cours du temps.  
Abréviations : Les substrats : DAG, diacylglycérol ; G3P, glycérol-3-phosphate ; LPA, lyso-acide phosphatidique ; mFA, acide 
gras modifié ; PA, acide phosphatidique ; PC, phosphatidylcholine; TAG, triacylglycérol. Les réactions enzymatiques sont 
soulignées : A, élongation des FA ; B, modification des FA estérifiés à la PC; C, CPT réversible ou phospholipase C ou 
phospholipase D/PAP ; CPT, CDP-choline:DAG cholinephosphotransférase ; DGAT, acyl-CoA:DAG acyltransférase; FAS, 
synthèse des acides gras (fatty acid synthase); GPAT, acyl-CoA:G3P acyltransférase; LPAT, acyl-CoA:LPA acyltransférase; 
LPCAT, acyl-CoA:LPC acyltransférase; PAP, PA phosphatase; PDAT, phospholipide:DAG acyltransférase; PDCT, PC:DAG 
cholinephosphotransférase.  

Une autre voie générant des DAG pour la synthèse de TAG est la voie du 2-monoacylglycérol (MAG). 

La synthèse du MAG de novo dans les cellules de plante a été précédemment décrite (Reddy et al., 2010; 

Yang et al., 2010) et est catalysée par des GPAT particulières ayant une spécificité sn-2 (GPAT4 et 

GPAT6) (Yang et al., 2012). Le sn-2 MAG est alors converti en DAG par une monoacylglyécrol 

acyltransférase (MGAT). Ces sn-2 MAG étaient initialement considérés comme précurseurs de la 

synthèse de polymères de cire ; cependant leur conversion en DAG a été rapportée dans les feuilles de 

Nicotiana benthamiana (Petrie et al., 2012) et récemment dans les fruits de Myrica pensylvanica 

(Simpson and Ohlrogge, 2016). Chez les microalgues les MGAT ne sont pas prédites car il est 

impossible de les distinguer des DGAT2 en se basant uniquement sur leur séquence. Il est donc possible 
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que plusieurs des DGAT2 prédites soient en fait des MGAT. Enfin, l'hydrolyse des TAG, par différentes 

lipases, génère aussi bien des DAG que des MAG.  

Chez les plantes, dans des conditions plus particulières en l'occurrence le gel, les DAG précurseurs de 

TAG peuvent provenir de l’action de la GGGT codée par le gène SFR2 (Moellering et al., 2010) (Fig. 

16). Les TAG produits présentent en sn-2 la même composition en FA que le MGDG. Aucun gène de 

type SFR2 n’est retrouvé par homologie de séquence chez C. reinhardtii (Fan et al., 2011). Cependant, 

chez C. reinhardtii des travaux récents suggèrent fortement que le MGDG (sn-1/ sn-2 18:3/ 16:4) est 

converti, par un mécanisme inconnu, en DAG qui présente la même signature acyle puis en TAG sn-

1/sn-2/sn-3 18:3/16:4/18:3. Ce TAG s’accumule en réponse à une augmentation de la température 

(Légeret et al., 2016). Une étude de Popko et al., (2016) chez P. tricornutum n’exclut pas non plus la 

participation du MGDG à la synthèse des TAG, comme c’est le cas chez une autre souche de P. 

tricornutum (Abida et al., 2015). 

4.4.2 Origine de la chaine acyle en position sn-3  

Les acides gras estérifiés en position sn-3 du squelette glycérol des TAG peuvent être tout d’abord issus 

du pool d’acyl-CoA du cytoplasme. En carence N, les chaines acyles retrouvées dans les TAG sont 

principalement issues de la synthèse de novo des FA (Abida et al., 2015; Simionato et al., 2013). 

Les acyl-CoA : diacylglycérol acyltransférases (DGAT) permettent l’acylation du DAG en position sn-

3 par des acyl-CoA formant ainsi le TAG de novo (Fig. 20). Deux différents types de DGAT sont 

identifiés et présentent des séquences non similaires : DGAT1 et DGAT2 (ou DGTT). Elles ont 

probablement évoluées séparément mais par un phénomène de convergence évolutive, elles catalysent 

des réactions similaires mais dans des domaines différents du RE des plantes (Shockey et al., 2006; 

Turchetto-Zolet et al., 2011). La position stratégique de ces enzymes dans la voie de biosynthèse des 

TAG en font des candidats essentiels d’étude pour l’optimisation de la quantité de TAG et la 

composition en FA des huiles. Le critère initial pour sélectionner les DGAT d’intérêt chez les 

microalgues est leur profil d’expression lors de l’induction de la synthèse de TAG en carence azote. 

Il est intéressant d’observer que les gènes codant ces DGAT, notamment les DGAT2, sont présents en 

un plus grand nombre de copies chez les microalgues par rapport au plantes. Ainsi A. thaliana ne possède 

qu’une DGAT1 et qu’une DGAT2 tandis que N. oceanica en possède respectivement deux et douze 

(Fig. 14 et 21).  Toutes les DGAT ne restaurent pas le phénotype d’accumulation de TAG dans la souche 

de levure BY4741 lro1 dga1 et elles possèdent une spécificité de substrat différente (Wagner et al., 

2010; Zienkiewicz et al., 2016). 
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Figure 21 : Figure 5. Nombre de copies 
de gènes des DGAT1 et DGAT2 chez 
plusieurs organismes modèles de 
règnes différents (Wang et al., 2014). 
Le nombre de DGAT1 et DGAT2 est 
illustré par différentes couleurs 
respectivement gris clair et gris foncé. N. 
oceanica est indiquée par une étoile 
rouge. 
 

 

Les acides gras ajoutés en position sn-3 des DAG font également intervenir des mécanismes 

indépendants de la synthèse des acides gras. En effet, un autre aspect de l’édition des acides gras est le 

transfert direct d’un FA de la PC sur un DAG conduisant à la formation de TAG par la phopholipide : 

diacylglycérol acétyltransférase (PDAT, (Dahlqvist et al., 2000)). Plus précisément, la PDAT transfère 

la chaine acyle de la position sn-2 de la PC sur la position sn-3 du DAG générant un TAG avec une 

chaine acyle précédemment modifiée sur la PC et une LPC (Xu et al., 2012). L’activité de la PDAT chez 

les plantes a été mise en évidence dans quelques espèces accumulant des huiles cependant sa 

contribution à la synthèse des TAG varie entre ces espèces (Banaś et al., 2013; Li et al., 2010). Par 

contre chez les microalgues, les PDAT et les DAGT sont considérées comme les deux enzymes majeures 

impliquées dans les étapes finales de la synthèse des TAG. Chez C. reinhardtii, il a été démontré que 

l'activité de la  PDAT est responsable de 25% de la synthèse de TAG en carence N et que cette PDAT 

catalyse la synthèse des TAG par deux voies : la transacylation du DAG avec une chaine acyle d’un 

phopholipide ou d’un galactolipides, et une transacylation DAG:DAG (Yoon et al., 2012). Zienkiewicz 

et al (2016) rapportent que les microalgues O.tauri, C. reinhardtii, Chlorella sp. et P. tricornutum 

possèdent une copie du gène prédit pour la PDAT et que N. oceanica (souche IMET1 et 1779) en possède 

deux. Les PDAT de microalgues sont divergentes des PDAT des plantes supérieures et forment un clade 

séparé (Pan et al., 2015). Cette divergence pourrait être liée à l'existence de mécanismes différents et/ou 

à l'absence de PC chez les microalgues. Jusqu’à présent, seul un rôle direct dans la synthèse des TAG 

de la PDAT de C. reinhardtii, CrPDAT, a été rapporté et les analyses fonctionnelles concernant les 

PDAT manquent. L’expression de CrPDAT est induite en carence et sa répression par silencing induit 

une réduction du contenu en TAG aussi bien en condition de carence N et qu'en conditions standard de 

croissance (Boyle et al., 2012). Les mutants perte de fonction CrPADT sont néanmoins toujours capables 

de synthétiser de faibles quantités de TAG suggérant une coopération fonctionnelle avec les DGAT.  

De nouveaux éléments ont émergés récemment en ce qui concerne les glycérolipides donneurs de 

chaines acyles pour la synthèse des TAG. Le rôle des lipides membranaires polaires, principalement du 

MGDG dans la synthèse des TAG a été montré pour le mutant PLASTIDIAL GALACTOLIPID 

DEGRADATION 1 (pgd1) de C. reinhardtii caractérisé pour la perte de fonction d’un gène codant une 
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protéine qui hydrolyse le MGDG en son lyso-lipide dérivé (Fig. 22). L’étude de la spécificité de cette 

lipase montre une préférence pour les espèces matures de MGDG avec peu de doubles liaisons de type 

18:1Δ9/16:0 et une préférence pour les chaines acyles en position sn-1 (Li et al., 2012). De même, en 

carence N chez P. tricornutum (Abida et al., 2015), comme chez N. gaditana (Simionato et al., 2013), 

le MGDG contribue à fournir les TAG en chaine acyles. Abida et al., (2015) posent l’hypothèse que la 

dégradation du MGDG fournit le pool d’acyl-CoA en FA particulier (ici EPA) qui sont ensuite stockés 

dans les TAG.  

 

 

Figure 22 : Hypothèse plaçant PGD1 dans le contexte du métabolisme lipidique cellulaire et expliquant son rôle dans 
la biosynthèse des TAG (Li et al 2012).  
Pour des raisons de simplicité, une seule gouttelette lipidique est montrée se formant au RE (ER) ou à l’enveloppe du 
chloroplaste (Cp env) et tous les intermédiaires de réactions ne sont pas montrés. Trois mécanismes de turn-over lipidique 
sont indiqués par des numéros : 1. Turn-over du MGDG nouvellement synthétisé. 2. Turn-over de MGDG mature et d’autres 
lipides thylacoïdaux aux niveaux des membranes plastidiales. 3. Modification des chaines acyl et turn-over des lipides dans le 
RE. Les enzymes et les complexes protéiques sont indiqués en italiques : FAS : fatty acid synthase, PGD1 : plastidial 
galactolipid degradation 1. Les substrats et les produits sont les suivants : DAG : diacylglycérol, FA : acide gras, PL : lipide 
polaire.  

Enfin, une étude récente a montré que chez C. reinhardtii lors de stress induit par la chaleur, les TAG 

s’accumulent (Légeret et al., 2016). Les auteurs suggèrent cette fois-ci, que par l’action d’une 

phospholipase A2, le donneur de chaines acyles sur la position sn-3 du DAG serait le DGTS ou la PE 

étant donné que leur lyso-lipides respectifs sont augmentés. 

4.4.3 Localisation de l’assemblage des TAG 

Dans la voie de biosynthèse conventionnelle des TAG des plantes et des animaux, les TAG sont 

assemblés dans le RE via l’activité d’acyltransférases microsomales et sont déposés exclusivement dans 

les gouttelettes lipidiques du cytosol (Li-Beisson et al., 2010). Néanmoins un assemblage des TAG de 

novo dans le chloroplaste a récemment été proposé chez C. reinhardtii, étant donné l'évidente 

contribution de la voie chloroplastique dans cette étude contrairement à ce qui est connu chez les plantes 

(Fan et al., 2011). Les données génomique indiquent que bon nombre d'acyltransférases putatives 
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impliquées dans la synthèses des TAG seraient localisées au plaste ce qui supporte l'importance de la 

voie chloroplastique pour la synthèse des TAG chez ces organismes (Li et al., 2014; Vieler et al., 2012).  

5 Synthèse des acides gras polyinsaturés 

5.1 Nomenclature des acides gras  

Les FA portés par le squelette glycérol des glycérolipides sont caractérisés par leur longueur et leur 

degré d’insaturation. Une longueur de chaine acyle inférieure ou égale à 14 carbones correspond aux 

FA à moyenne chaine, entre 16 et 18 carbones aux  FA à longue chaine (LC) et  plus de 18 carbones aux 

FA à très longues chaines (VLC). La position des insaturations des FA est numérotée soit à partir de 

l’extrémité carboxyle (nomenclature en ‘α’ ou ‘∆’) soit à partir de l’extrémité méthyle (nomenclature 

en ‘ω’ ou ‘n’) (Fig. 23).  

5.2 Voies de biosynthèse de PUFA 

Les FA prédominants des microalgues sont les FA polyinsaturés (PUFA) pouvant contenir jusqu’à 4 ou 

5 doubles liaisons (en ce qui concerne les glycérolipides). Les animaux peuvent, à l'instar des 

microalgues, synthétiser des VLC-PUFA mais cette synthèse nécessite l'apport de 18:2 n-6 et 18:3 n-3, 

acides gras essentiels uniquement synthétisés par les végétaux à partir du 18:1, et qui sont les précurseurs 

de la voie oméga-6 et oméga-3 (Fig. 24).  

                  Name                                          Structure                                                                    Nomenclature 
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Figure 23 : Nom, structure et nomenclature des acides gras, exemple de l’acide linoléique et de l’acide α-linolénique. 
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Figure 24 : Voies de production de (V)LC-PUFA chez les microorganismes, plantes et animaux (d’après Meyer et al., 

2003; Shi (史海粟) et al., 2015).  
(A) Systèmes des polyketide synthases (PKS) produisant  l’EPA et  le DHA dans les bactéries marines. Cette voie a également 
été découverte dans certains eucaryotes hétérotrophiques de la famille des Thraustochytriaceae (Metz et al., 2001). La voie 
des PKS ne nécessite pas de désaturation aérobique contrairement aux doubles liaisons introduites durant le processus de 
production des FA. (B). Voies ω-3 et ω-6 de biosynthèse des (V)LC-PUFA, incluant la voie alternative utilisant la ∆9-élongase 
et la ∆8-désaturase. (C) La voie de Sprecher existe chez les mammifères et remplace l'étape de conversion directe du 22:5 
au 22:6 (Sprecher, 2000). Le passage des ω-3 aux ω-6 n’est pas une alternative universelle. Il a lieu fréquemment chez les 
eucaryotes inférieurs (algues, champignons, mousses, vers) mais pas chez les mammifères car ils ne possèdent pas d’ ω-6 
et d’ω-3 désaturases.  

La synthèse des VLC-PUFA dépend d'étapes d'élongation et de désaturation réalisées par des FA 

élongases et désaturases. C'est notamment de l'efficacité des désaturases que dépend l'efficacité de toute 

la voie. L’acide linoléique (LA, 18:2Δ9,12 n-6) et l’acide α-linoléique (ALA, 18:3Δ9,12,15 n-3) sont des 

acides gras essentiels pour les vertébrés et sont les précurseurs de l’acide arachidonique (ARA, 20:4 

Δ5,8,11,14 n-6), de l’EPA et du DHA (Das, 2006; Tocher, 2010) (Fig. 24). Chez l’homme, l’efficacité de la 

désaturase ∆6, qui catalyse deux réactions dans la voie de biosynthèse du DHA à partir de l’ALA, est 

limitante (Burdge and Calder, 2005). Chez les microalgues, comme chez autres eucaryotes primitifs, les 

désaturases ont pour substrats les lipides, sauf rare exception, alors que les élongases ont pour substrats 

les acyl-CoA. Ceci fait intervenir des étapes supplémentaires de transfert de la chaine acyle du lipide au 

CoA, et inversement, qui sont effectuées par des acyl-transférases. Il est admis que ces transferts limitent 

l'efficacité des voies de synthèse dans les microalgues ou dans les plantes transgéniques (Domergue et 

al., 2003; Sayanova et al., 2012). C’est chez Ostreococcus tauri que la première ∆6 acyl-CoA désaturase 
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d’origine végétale a été identifiée (Domergue et al., 2005). Des homologues de cette acyl-CoA 

désaturase ont été également identifiés chez des espèces proches (Petrie et al., 2010; Shi (史海粟) et al., 

2015). Cette caractéristique offre un intérêt en biotechnologie pour l’ingénierie métabolique de plantes 

ou de microalgues produisant des VLC-PUFA. L’utilisation d’enzymes dépendantes de l’acyl-CoA avec 

la bonne spécificité de substrat permet de s'affranchir de la dichotomie de substrats entre élongases et 

désaturases et de n’être ainsi plus limité par la vitesse d’échange de chaine acyle entre le pool d’acyl-

CoA et les lipides (Petrie et al., 2010; Sayanova et al., 2012). La Δ6 acyl-CoA désaturase a donc été 

largement utilisée pour la reconstruction de voie de biosynthèse des VLC-PUFA en système hétérologue 

(Hoffmann et al., 2008).   

5.3 Acides gras désaturases 

Les réactions de désaturations sont catalysées par des oxydoréductases appelées FA désaturases (FAD 

pour ‘fatty acid desaturase’). Elles introduisant des doubles liaisons par déshydratation à des positions 

spécifiques de la chaine acyle (Los and Murata, 1998; Shanklin and Cahoon, 1998). Ces enzymes 

contiennent un centre non-heme actif di-ferrique (diiron enzyme) qui recrute et active l'oxygène 

moléculaire nécessaire à la réaction de déshydrogénation (Shanklin et al., 2009). Les donneurs 

d'électrons sont les cytochromes b5 (Cytb5) pour les désaturases microsomales alors que dans le 

chloroplaste, à l'instar des cyanobactéries, ce sont des ferrédoxines qui transfèrent les électrons aux 

désaturases plastidiales (Fig. 25) (Sperling et al., 2003). Cette règle a été remise récemment en question 

par la découverte chez C. reinhardtii d'une ∆4 plastidiale fusionnée à un domaine cytochrome b5 et 

localisée dans l'enveloppe du chloroplaste (Zauner et al., 2012).  

 

 

Figure 25 : Représentation simplifiée du flux d’électrons lors d’une réaction de désaturation aérobique chez les 
plantes. 
Les donneurs d'électrons sont typiquement les cytochromes b5  dans le  RE et les ferrédoxines (Fd)  dans le chloroplaste. 
Cytb5, cytochrome b5 ; Cytb5R, cytochrome b5 réductase ; FdR, ferrédoxine oxydoréductase ; Fd, ferrédoxine. 

Plus de 25 années de travaux sur les désaturases ont permis d'assigner une fonction à ces enzymes pour 

la plupart membranaires et de ce fait difficiles à aborder d'un point de vue biochimique. Comme pour 

les autres gènes du métabolisme de lipides, les études des désaturases chez les microalgues se sont 

initialement fortement appuyées sur les résultats provenant d’A. thaliana et dans une moindre mesure 

sur les études menées chez les cyanobactéries (Los and Mironov, 2015; Los et al., 2013; Murata and 
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Wada, 1995). Ce sont essentiellement des approches de génétique qui ont permis de caractériser la 

fonction des désaturases et c'est sur la base conjointe de recherche d'homologues et de création de mutant 

et/ou d'expression en système hétérologue, que les désaturases de microalgues sont actuellement 

étudiées. C'est encore chez C. reinhardtii qui contient 13 séquences de désaturases (Li-Beisson et al., 

2015) que le plus d'études fonctionnelles ont été conduites et que la vision globale de la synthèse des 

PUFA est la plus claire (voir ci-après, pour revue Li-Beisson et al., 2015). Chez P. tricornutum, une 

étude in silico (Dolch and Maréchal, 2015) a permis d'identifier 11 ou 12 gènes homologues de 

désaturases dont seulement certains ont été étudiés de manière fonctionnelle (Domergue, 2003; 

Domergue et al., 2002; Peng et al., 2014). D’autres désaturases spécifiques des VLC-PUFA ont été 

identifiées et caractérisées chez d’autres microalgues telles que O. tauri (Domergue et al., 2005), O. 

lucimarinus (Ahmann et al., 2011), M. pusilla (Petrie et al., 2010; Shi (史海粟) et al., 2015) et E. huxleyi 

(Kotajima et al., 2014).  

5.3.1 Classification des désaturases 

Il existe deux types de désaturases ; solubles et membranaires, dont les origines évolutives sont très 

distinctes.  

Les désaturases solubles correspondent aux stéaroyl-ACP-désaturases  (SAD) végétales qui sont 

localisées dans le stroma des chloroplastes (Shanklin and Somerville, 1991). La première structure 

moléculaire de désaturase provient de la SAD de ricin (Lindqvist et al., 1996; Schneider et al., 1992). 

Les désaturases membranaires sont très largement majoritaires et se regroupent dans des sous-familles 

évolutivement distantes.  

Les séquences des désaturases membranaires contiennent quatre domaines transmembranaires et trois 

motifs histidine (His) box [HX3-4H, HX2-3HH et (H/Q)X2-3HH] qui sont cruciaux pour leur activité 

(Shanklin et al., 1994). Parce que la purification de protéines enchâssées dans les membranes est 

difficile, la caractérisation fonctionnelle des désaturases membranaires s’est basée sur leur expression 

dans différents organismes hôtes (levure, cyanobactéries). Mais récemment, deux premières structures 

de désaturases membranaires ont pu être cristallisées : la stéaroyl-CoA désaturase de souris (Bai et al., 

2015) et celle de l’homme (Wang et al., 2015) (Fig. 26). 
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Figure 26 : Vue de la structure de la Stéaroyl–coenzyme A désaturase-1 (SCD1) humaine (Wang 2015).  
(A) Vue montrant l’orientation de SCD1 selon le plan de la membrane. (B) Vue mettant en évidence les domaines 
cytoplasmiques de SCD1. 

Les résultats d'une analyse portant sur une cinquantaine d'eucaryotes représentatifs permettent de 

dégager quatre familles principales de déaturases basées sur leur spécificité par rapport à la double 

liaison introduite, soit la régiospécificité (Hashimoto et al., 2008): 

- Les ‘first’ désaturases : catalysent la formation de la première double liaison sur une chaine 

acyle saturée conduisant à la formation  de FA monoinsaturés (18:1, 16:1). Quelques Δ9-

désaturases-like sont retrouvées chez les plantes (origine plastidiale) mais elles sont nombreuses 

chez les animaux, les champignons et les bactéries (Gostincar et al., 2010).  

- Les ‘methyl ou omega’ désaturases : ajoutent une double liaison entre une insaturation 

préexistante et l’extrémité méthyle de la chaine acyle. Elles comprennent les ∆12/ω-6  

désaturases et également les ∆15/ω-3. Ces oméga-désaturases aussi appelées Δ12 désaturases-

like sont retrouvées chez les plantes, les champignons et les bactéries mais absentes chez les 

mammifères  (Gostincar et al., 2010). 

- Les ‘front-end’ désaturases : ajoutent une double liaison entre une insaturation pré-existante et 

l’extrémité carboxyle de la chaine acyle. Ce sont les ∆4, ∆5, ∆6 et ∆8 désaturases. Elles sont 

retrouvées dans tous les règnes eucaryotiques mais prédominent chez les animaux et les 

microorganismes (Gostincar et al., 2010; Meesapyodsuk and Qiu, 2012). Les front-end 

désaturases, ou Δ6 désaturases-like, des organismes eucaryotes ont la particularité de présenter 

un Cytb5 en N-terminal (Napier et al., 2003). 

- Les sphingolipides désaturases : catalysent la désaturation en Δ4 ou en Δ8 de sphingolipides et 

ne sont pas connues pour avoir d’autre spécificité de substrat.  

Ces résultats sont corroborés par ceux de (Li et al., 2016a) qui classent 5000 séquences de désaturases 

selon leur fonction et leur spécificité putative de tête basée sur l’homologie avec des désaturases 

connues. Cependant les études fonctionnelles sont absolument nécessaires pour préciser la spécificité 

de substrat des désaturases. La classification actuelle atteint ses limites en ce qui concerne les 

désaturases terminales de la voie des VLC-PUFA (∆5/∆4) pour lesquelles il n'existe pas de variation 
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suffisante de séquences qui permette de les distinguer par rapport à leurs différentes spécificités de 

substrats (Li et al., 2016a). Ceci est également vrai pour les ∆8 sphingolipide-désaturases et les ∆6 

lipide-désaturases qui malgré des fonctions bien différentes ne se démarquent pas les unes des autres sur 

la base de leur séquences (Song et al., 2013). Cette spécificité de substrat, principalement déterminée 

par des approches génétiques, ne dépendrait pas seulement de la partie acyle du lipide mais également 

de la tête du lipide.   

5.3.2 Spécificités des désaturases  

Hormis leur fonction commune de désaturation des chaines acyles, les désaturases se distinguent entre 

elles par leurs différences de spécificité à plusieurs niveaux : spécificité de substrat (type de chaine acyle 

et porteur de chaine acyle), régiosélectivité (position de l’insaturation) et stéréospécificité (orientation 

de l’insaturation cis ou trans mais également potentiellement la position de la chaine acyle sur le 

squelette glycérol : position sn-1/sn-2). Hormis l’exception de la synthèse du 16:1Δ3trans du PG (Gao 

2009), la majorité des désaturases génèrent des doubles liaisons orientées en cis dans les chaines acyles. 

Par contre leur spécificité de substrat et leur régiosélectivité sont très variables.  

Différentes désaturases ont pu être montrées comme étant dépendantes du porteur de chaine acyl : (i) 

les lipide-dépendantes agissent notamment sur la PC et/ou le MGDG spécifiquement en position sn-2 

ou sn-1 ; (ii) les acyl-CoA-dépendantes. Des essais in vitro avec des microsomes de Mucor 

circinelloides(Jackson et al., 1998) et de Borago officinalis (Stymne and Stobart, 1986) ainsi que par 

expression hétérologue chez la levure de désaturases de champignons (Mortiella alpina), de microalgues 

(P. tricornutum), de mousses (Physcomitrella patens et Ceratodon purpureus) et d'animaux inférieurs 

(Caenorhabditis elegans) (Domergue et al., 2003), ont montré que respectivement, les Δ6 désaturases 

et les Δ5 et Δ6 désaturases de ces différentes organismes  sont lipide-dépendantes et agissent 

principalement en position sn-2 de la PC. De même les analyses positionnelles de la PC chez la 

microalgue Euglena gracilis révèlent que la proportion de produits désaturés par la Δ4 désaturase est 20 

fois plus importante en sn-2 qu’en position sn-1 (Meyer et al., 2003). Dans ce cas de désaturases 

dépendant de la tête polaire de la PC, une question se pose chez les microalgues ne possédant pas de PC 

sur l’identité du/des lipides permettant la désaturation des chaines acyles. Des observations suggèrent 

que dans ce cas et en présence de BL, l’acide oléique radiomarqué transite dans le DGTA avant d’être 

désaturé (Vogel and Eichenberger, 1992). D’autres désaturases peuvent agir spécifiquement sur les 

lipides plastidiaux comme le MGDG ou le PG. Ainsi chez  les cyanobactéries, les Δ6 désaturases 

utilisent uniquement comme substrat la chaine acyle en position sn-1 du MGDG (Reddy et al., 1993; 

Wada and Murata, 2006). La CrΔ4FAD plastidiale de C. reinhardtii, qui produit du 16:4 à partir du 

16:3,est un autre exemple de désaturase MGDG spécifique comme le suggère la présence exclusive des 

chaines acyles 16:4 en position sn-2 du MGDG (Zauner et al., 2012). Enfin FAD4, quant à elle, est 



52 

 

responsable de la synthèse du 16 :1Δ3trans uniquement en position sn-2 du PG (Gao et al., 2009). Cette 

enzyme est lipide-spécifique mais indépendante de la longueur de chaine comme l’ont montré Fritz et 

al., (2007). Contrairement à toutes ces désaturases lipide-dépendantes, la Δ6-Des d’O.tauri est la 

première acyl-CoA Δ6-Des de plante à être caractérisée biochimiquement in vivo par Domergue et al. 

(2005). Auparavant ce type de Δ6 désaturases dépendante de l’acyl-CoA avait été caractérisé 

biochimiquement in vitro chez le rat (Okayasu et al., 1981).  

La régiospécificité des désaturases a été rapporté être dépendante de leur localisation sub-cellulaire chez 

A. thaliana (Heilmann et al., 2004) :  la palmitoyl-MGDG Δ7-désaturase (FAD5), qui catalyse la 

désaturation en Δ7 de chaines acyles du MGDG lorsqu'elle possède son signal de localisation 

chloroplastique, mais lorsque ce peptide est délété et qu'elle se retrouve par défaut dans les membranes 

cytosoliques, donc en présence de PC, elle catalyse la désaturation en Δ9 de la chaine acyle. Ceci est 

également vérifié lorsque cette désaturase est exprimée chez S. cerevisiae conjointement à la MGDG 

synthase (ce qui permet d'avoir un substrat MGDG en levure). Inversement l'ajout de la séquence de 

localisation chloroplastique aux Δ9 désaturases microsomales provoque une commutation de leur 

spécificité de 9 en 7. Ces expériences démontrent que la nature même du substrat lipidique est capable 

d'influencer la régiosélectivité des désaturases. La littérature rapporte l'existence de désaturases bi-

fonctionnelles comme les 12/-3 de champignon et C. elegans (Damude et al., 2006) et la ∆5/∆6  

désaturase du poisson zèbre (Hastings et al., 2001). D'autres désaturases ont une régiosélectivité stricte 

mais sont flexibles quant à la longueur de chaine. Par exemple, chez les microalgues la Δ4 désaturase 

d’Euglena gracilis montre une stricte régiosélectivité en Δ4 et nécessite la présence d’une double liaison 

Δ7 dans le substrat mais son activité n’est pas limité aux acides gras en C22 ; elle peut également 

désaturer efficacement les acides gras en C16 (Meyer et al., 2003). De la même manière, la Δ9 lipide-

désaturases desC1 de Prochlorothrix hollandica (cyanobactérie), caractérisée dans la levure, présente 

une efficacité équivalente sur les acides gras de 14 à 18 carbones indiquant que la longueur de la chaine 

chez P. hollandica est déterminée par l’activité de la FAS et que la chaine est désaturée en position Δ9 

de manière non-spécifique à sa longueur (Starikov et al., 2017). 

Les différentes spécificités de chaine acyle ou de porteur de chaine des désaturases sont en partie liées 

à leur séquence en acides aminés (aa) mais sont difficiles à déterminer. Les résultats de  Libisch et al., 

(2000) montrent que les hélices 1 et/ou 2, proches de la 1ère boite His, sont impliquées dans la formation 

de la poche hydrophobe de liaison au substrat et contribuent à la sélection de celui-ci. Shi (史海粟) et 

al., (2015) ont indiqué plus récemment que les Δ6 désaturases,  37 aa entre les boites His I et II sont en 

partie responsables de la préférence de chaine acyle en ω3 ou en ω6 Il a été également reporté que la 

séquence entre les boites His I et II est impliqué dans la régiosélectivité des ω-3 et ω-6 désaturases de 

la levure Pichia pastoris (Zhang et al., 2009b) et du champignon Aspergillus niger (Hoffmann et al., 

2007) mais également dans la préférence de longueur de chaine carbonée de la ∆6 désaturase du 
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champignon Mucor rouxii (Na-Ranong et al., 2006). Parce que toutes les désaturases membranaires 

contiennent les 3 boites His, la séquence entre la boite I et II peut être une zone clé interagissant avec 

les FA et dicte la préférence de substrat.  

5.4 Données fonctionnelles des désaturases d’acides gras  

5.4.1 Les ‘first’ désaturases 

Chez les végétaux, et non chez les mammifères ou la levures, les ‘first’ désaturases ou ∆9-like 

désaturases plastidiales catalysent la formation de FA monoinsaturés à partir d'acyl-ACP (pour le 18:1) 

et à partir d’acyl-lipide (pour le 16:0) (Fig. 27). 

Synthèse du 18 :1Δ9  par la stéaroyl-ACP désaturase soluble 

Sept SAD sont présentes chez A. thaliana, tandis qu’une seule copie est présente chez C. reinhardtii, P. 

tricornotum (Phatraft_9316) et O. tauri (Dolch and Maréchal, 2015; Li-Beisson et al., 2015; Misra et 

al., 2012). La SAD de C. reinhardtii (CrFAB2) a été clonée et sa surexpression en système homologue 

engendre une augmentation de 2,4 fois le contenu en acide oléique (18:1Δ9) (Hwangbo et al., 2013). De 

plus, la surexpression de CrFAB2 induit l’expression de CrFAD2 (désaturase suivante dans la voie) et 

la synthèse de 18:2 produit par cette désaturase  (Fig. 27). Dans ces lignées le contenu en FA totaux est 

augmenté de 28% par rapport au contrôle indiquant que la SAD a une action déterminante pour la 

production de C18 mono et diénoïque (Hwangbo et al., 2013). Une Δ9 désaturase prédite soluble et 

localisée dans le chloroplaste a également été caractérisée chez une autre microalgue verte, Myrmecia 

incisa. Lorsque le gène est exprimé chez la levure mutante OLE1 (stéroyl-CoA-désaturase) dépourvue 

de FA monoinsaturés, il restaure le phénotype soit la production du 16:1Δ9 et du 18 :1Δ9.  

Chez P. tricornutum le 18:1Δ9 est un FA minoritaire tandis que le 16:1Δ7 est le second FA majoritaire 

(après l'EPA et avant le 16:3). Il  a été proposée que l’acyl-ACP de P. tricornutum ait pour substrat 

préférentiel le palmitoyl-ACP par rapport au stéaroyl-ACP  et soit responsable de la formation  du 

16 :1Δ7 (Abida et al., 2015; Domergue, 2003) 
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Figure 27 : Comparaison des voies de désaturation des FA chez A. thaliana (A) (adapté d’après Somerville and 
Browse, 1991) et chez C. reinhardtii (B) (adapté d’après Li-Beisson et al., 2015). 
Au moins un homologue correspondant à une désaturase membranaire de plante a été annoté dans le génome de 
Chlamydomonas. Les désaturations en aval de SAD/FAB2 ont lieu sur les lipides membranaires Des évidences expérimentales 
de la spécificité des désaturases ont été fournies pour CrFAD2 (Chi et al 2008), CrFAD6 (Sato 1997), CrFAD7 (Nguyen 2013, 
Pflaster 2014), CrΔ4FAD (Zauner 2012) et CrDES (Kajikawa 2006). Les fonctions pour l’homologue de la Δ3 désaturase 
spécifique du PG (FAD4) (Gao et a 2009) et de la désaturase palmitate Δ7 spécifique du MGDG (FAD5) Heilamnn 2004) 
restent à être démontrées.  
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Synthèse du 16:1 par la Δ7 MGDG- ou la Δ3 PG-FA désaturases 

En fonction du lipide plastidial sur lequel il est estérifié en sn-2, le devenir du 16:0 est différent car il 

est pris en charge par différentes ‘first’ désaturases membranaires. Lorsque l’acide palmitique 16:0 est 

en position sn-2 du MGDG, il peut être pris en charge par FAD5 une palmitoyl-MGDG Δ7-désaturase, 

pour donner du 16 :1Δ7 (Fig. 27). L’activité spécifique de FAD5 a été caractérisée chez A. thaliana 

(At3g15850) par Heilmann (2004) mais reste à être caractérisée chez C. reinhardtii. Chez A. thaliana le 

MGDG est riche en 16:3Δ7,10,13 sur sa position sn-2, alors que le DGDG qui dérive du MGDG est riche 

en 16:0. Il a été proposé que le 16:3-MGDG ne puisse pas être utilisé comme substrat pour la synthèse 

du DGDG et corresponde à un "verrouillage" afin de limiter la conversion du MGDG (Boudière et al., 

2012; Petroutsos et al., 2014).   

Tous les organismes photosynthétiques partagent la désaturation particulière 16:0 en position sn-2 du 

PG pour donner le PG 16:1Δ3trans qui joue un rôle essentiel dans les fonctions photosynthétiques. 

Contrairement à la majorité des désaturations qui se font en cis, cette désaturation spécifique sur le PG 

se fait en trans. La désaturase spécifique du PG caractérisée chez A. thaliana par Gao et al (2009) et 

nommée FAD4 présente une localisation plastidiale (Fig. 27). Sa séquence possède deux motifs His 

mais est éloignée des autres désaturases membranaires (Gao et al., 2009). Les homologues de FAD4 ont 

été identifiés notamment chez O.tauri (CAL55480) (Gao et al., 2009), chez  P. tricornutum 

Phatr_41301) chez qui elle est  prédite plastidiale et utilisant la Fd comme accepteur d’électrons  (Dolch 

and Maréchal, 2015) et chez C. reinhardtii (Cre16.g673001.t2) (Gao et al., 2009). Cependant aucune 

étude fonctionnelle n'a été réalisée. 

5.4.2 Les oméga désaturases :  

Les oméga désaturases ajoutent une double liaison entre une insaturation préexistante et l’extrémité 

méthyle de la chaine acyle. Elles comprennent les∆12/ω6 désaturases et les ∆15/ω3 (Fig 28). 
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Synthèse des PUFA ω-6 par les ω-6 FA désaturases  

Les désaturases ω-6 catalysent la formation respective du 16:2Δ7,10 et du 18:2Δ9,12 à partir du  16:1Δ7 et 

du 18:2Δ9. Ces FA diénoïques générés ne sont généralement que peu représentés et correspondent à des 

intermédiaires de synthèse. Chez A. thaliana, ces activités plastidiales (C16 et C18) et microsomales 

(C18) sont réalisées respectivement par FAD6 (Falcone et al., 1994) et FAD2 (Dyer et al., 2001) (Fig. 

27 et 28). Leurs homologues ont été notamment caractérisés chez C. reinhardtii et P. tricornutum. Chez 

C. reinhardtii, le mutant (hf-9, pour high fluorescence 9)  présente une déficience en FA diénoïques et 

triénoïques -6 sur les lipides plastidiaux corrélée à une augmentation des acides monoénoïques (16:1Δ7 

et 18:1Δ9) (Sato et al., 1995). Ces défauts sont restaurés par l'expression d'une ω-6 désaturase 

ultérieurement clonée, CrFAD6 (Sato et al., 1997). Cependant, la présence d’acides diénoiques restants 

dans le mutant hf-9 indique l’existence d’autres désaturase ω-6. En effet le génome de C. reinhardtii 

contient deux autres gènes (CrFAD2 et CrFAD6a) homologues de CrFAD6. Grâce à des expériences 

d’expression hétérologue de CrFAD6 et CrFAD2 chez la levure S. cerevisiae par Chi et al., (2008), ces 

deux désaturases ω-6 ont pu être caractérisées. L’expression hétérologue de CrFAD2 conduit à la 

 

Figure 28 : Biosynthèse des PUFA chez les algues eucaryotique (d'après Khozin-Goldberg et al., 2011). 
La voie des oméga 6 (ω6) est figurée en orangée, celle des ω3 en bleu. Les flèche en pointillées indiquent des réactions qui 
n’ont pas été équivoquement montré chez les microalgues. 
Abréviations : D, désaturases ; E, élongases. 
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production de 18:2 n-6 ce qui est cohérent avec sa localisation subcellulaire microsomale : elle trouve 

son donneur d’électrons Cytb5 dans l’hôte hétérologue qu’est la levure (Chi et al., 2008). A l’opposé 

CrFAD6 exprimée chez la levure ne conduit pas à la production du FA diénoique 18:2 ce qui pourrait 

s'expliquer par sa localisation subcellulaire inadéquate : l’activité de CrFAD6 plastidiale serait 

inexistante en raison de l’absence de ferrédoxine (Chi et al., 2008). Chez P. tricornutum, l’homologue 

de FAD2 (Phatr_25769) a été caractérisé fonctionnellement également chez S. cerevisiae (Domergue, 

2003). PtFAD2 a une activité similaire à FAD2 de colza (utilisée en contrôle) et a pour substrat 

préférentiel  le 18:1Δ9  (50% de conversion) confirmant son rôle de ω-6 désaturase sur les chaines en 

C18. Elle est aussi capable d'accepter comme substrats mais dans une moindre mesure le 16:1Δ9 et le 

17:1Δ9 et même le 20:1Δ11 pour produire respectivement du 16:2Δ9,12, 17:2Δ9,12 ou 20:2Δ11,14 

(respectivement 15%, 22% et 4% de conversion). L'activité de PtFAD2 devrait donc selon les auteurs 

être définie non pas comme une activité ω-6  ou Δ12 mais plutôt µ+3,ce qui correspond à la formation 

d'une double liaison à 3 carbones de la liaison préexistence en direction de l'extrémité methyle. L’activité 

de la PtFAD6, semblant plastidiale d’après les expériences de localisation de son peptide signal, été testé 

dans la levure et dans la cyanobactérie Synechoccocus sp (R2-PIM8). La faible activité de PtFAD6 dans 

la levure comparée à celle de PtFAD2 a été interprétée comme étant le fait que ces désaturases sont 

respectivement plastidiale et microsomale ; le système de donneur d'électron (NADH, Cytb5, Cytb5 

oxydase) de l'hôte hétérologue serait plus compatible avec le fonctionnement de désaturases utilisant un 

système similaire dans l'hôte natif (Domergue, 2003). Chez Synechoccocus, l’expression de  PtFAD6 

engendre une forte augmentation des proportions de 16:2∆9,12 et de 18:2∆11,14 au dépend respectivement 

du 16:1∆9 et du 18:1∆11 indiquant une affinité identique  pour les chaines en C16 et C18 en système 

hétérologue(Domergue, 2003). 

Synthèse des PUFA ω-3 par les ω-3 FA désaturases  

Les ω-3 désaturases permettent la conversion des PUFA ω-6 en PUFA ω-3. Selon l’acide gras, elles ont 

une activité Δ13 (16:2Δ7,10 en 16:3Δ7,10,13), Δ15 (18:2Δ9,12 en 18:3Δ9,12,15 et 18:3Δ6,9,12 en 18:4Δ6,9,12,15), et 

potentiellement Δ17 pour les VLC-PUFA (Fig. 27 et 28). Chez les plantes supérieures possédant des 

acides gras insaturés jusqu’en C18, FAD7/8 et FAD3 correspondent respectivement aux ω-3 désaturases 

du chloroplaste et du RE (Dyer et al., 2001, 2002; Iba et al., 1993). La caractérisation récente d'un mutant 

insertionnel de C. reinhardtii (crfad7) a permis d'identifier qu'une seule ω-3 désaturase, CrFAD7, suffit 

à la production des PUFA ω-3 plastidiaux et microsomaux chez cette microalgue (Nguyen et al., 2013; 

Pflaster et al., 2014). Cette ω-3 désaturase possède une plus grande similarité de séquence avec celle de 

l’AtFAD7 plastidiale que l’AtFAD3 du RE (Nguyen et al., 2013; Pflaster et al., 2014; Riekhof et al., 

2005). Comme CrFAD7 est localisée au niveau du chloroplaste, il est possible qu’elle agisse sur 

différents substrats au niveau de jonctions membranaires RE-chloroplaste ou que les PUFA ω-3 

synthétisés dans le chloroplaste soient exportés (Fig. 29). La présence d’une seule ω-3 désaturase dans 
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le chloroplaste et proche de la désaturase cyanobactérienne ω-3 désaturase desB semble commune aux 

microalgues de la classe des Chlorophyceae (Nguyen et al., 2013).  

  

Figure 29 : Modèle possibles impliquant CrFAD7 dans la désaturation des PUFA ω-3 présents dans les lipides 
extrachloroplastidiaux (Nguyen et al., 2013). 
(A) CrFAD7 sur l’enveloppe plastidiale agit au niveau de sites de contact chloroplaste-RE. (B) Les PUFA ω-3 sont synthétisés 
dans le plaste, clivés des lipides plastidiaux par une ou plusieurs lipases spécifiques et sont exportés au RE via la route 
classique emprunté par les FA synthétisés de novo (16:0, 18:0, 18:1). 
Abréviations : ACP, protéine transporteur de chaines acyles (pour ‘acyl carrier protein’) ; IM, membrane interne de l’enveloppe 
plastidiale ; OM, membrane externe du chloroplaste. 

Des analyses phylogénétiques suggèrent que les désaturases du RE FAD3 des plantes ont évolué plus 

tardivement (Sperling et al., 2003). Il a été montré, chez les plantes, que les enzymes FAD3 du RE sont 

capables d’ajouter des doubles liaisons en ω-3 sur une variété de substrat en C18 ou C20 (Reed et al., 

2000). Chez P. tricornutum, aucun candidat d’ ω-3 désaturase n’a été caractérisé, Dolch et Maréchal 

(2015) ont seulement identifié une séquence FAD3/7/8-like (Phatr_41570) qui pourrait agir comme 

désaturase  ω3 plastidiale mais qui nécessite des études fonctionnelles afin d’élucider sa spécificité et 

sa potentielle affinité pour les substrats 18:2Δ9,12 et 18:3∆6,9,12. Par contre, une récente étude chez E. 

huxleyi menée par Kotajima et al., (2014) a permis d’identifier une ω-3 désaturase, plus précisément une 

∆15 désaturase dont l’expression augmente au froid. Celle-ci posséde une séquence de localisation 

plastidiale; exprimée chez la cyanobactérie Synechocystis sp. (PCC 6803) elle produit efficacement en 

PUFA ω-3 18:3∆9,12,15 et 18:4∆6,9,12,15.à partir des PUFA ω-6 18:2∆9,12 et 18:3∆6,9,12. 

Chez les organismes synthétisant des VLC-PUFA, la désaturation de l’ARA en EPA est réalisée par une 

ω-3 désaturase agissant en Δ17 (Fig. 28), comme chez Nannochloropsis sp (Schneider and Roessler, 

1994), M. subterraneus (Khozin-Goldberg et al., 2002) et P. cruentum (Khozin et al., 1997). Mais la 

désaturase responsable de cette étape n’a pas encore été caractérisée et son rôle dans la biosynthèse des 

PUFA est en attente de confirmation à un niveau moléculaire.  
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5.4.3 Les ‘front-end’ désaturases :  

L’addition d’une double liaison entre le groupement carboxyle et une double liaison préexistante un 

processus commun. Il est catalysé par les front-end désaturases qui partagent des caractéristiques 

structurales comme la présence d’un Cytb5 fusionné à leur extrémité N-terminal uniquement chez les 

eucaryotes (Gostinčar et al., 2010; Napier et al., 2003). Le domaine Cytb5 aurait co-évolué avec le 

domaine FAD ce qui pourrait expliquer que (dans certains cas au moins) il soit spécifiquement requis 

pour l'activité de l'enzyme.  Les front-end désaturases présentent les 3 boites His hautement conservées 

dans le domaine FAD mais la première His de la troisième boite est systématiquement remplacée par 

une glutamine (Q–X2-3-H–H) qui est indispensable à l'activité de l'enzyme (Sayanova et al., 2000) (Fig. 

30). 

 

Figure 30 : Structure putative d’une Δ6 désaturase (Wallis et al., 2002). 
La séquence en acide aminée contient une extension cytochrome b5 en N-terminal (en marron) qui est souvent accompagnée 
d’un changement dans le troisième domaine histidine (His) QXXHH (en rouge) à la place de HXXHH. Ces boites His sont 
nécessaires à l’activité enzymatique et sont séparées par des domaines membranaires (en bleu) qui contribuent sans doute 
à la bonne orientation de ces séquences actives. Les réactions d’oxydation réduction ont lieu grâce aux deux atomes de fer 
(en verts) qui sont stabilisés par les interactions avec les domaines His conservés. 

Δ6 désaturases 

Seulement certaines plantes terrestres présentent des 6-PUFA et la première 'front-end' 6 désaturases 

à Cytb5 fusionné a été identifié chez la bourrache, deux ans après l'identification de la première 'front-

end' 6 désaturase (sans Cytb5) chez la cyanobactérie Synechocystis (Reddy and Thomas, 1996; Reddy 

et al., 1993). Chez la bourrache, la délétion du Cytb5 de la 6 désaturase résulte en une perte totale 

d'activité dans S. cerevisiae démontrant ainsi que le Cytb5 de levure ne peut pas être utilisé par la 

désaturase tronquée (Meesapyodsuk and Qiu, 2012). 

Ces enzymes présentes notamment chez les microalgues, les mousses, les champignons et les animaux 

utilisent pour la plupart indifféremment les substrats ω-6 (18:2Δ9,12) et ω-3 (18:3Δ9,12,15) pour produire 

respectivement du GLA (18:2Δ6,9,12)  et du SDA (18:3Δ6,9,12,15) comme pour la Δ6 désaturase du ER de 
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P. tricornutum (Phatr_2948) (Domergue et al., 2002). Certaines ont cependant une affinité préférentielle 

pour les ω-3 comme chez le genre Primula (Sayanova et al., 2003) et pour l’acyl-CoA Δ6 Des d’O. tauri 

(Domergue et al., 2005) et de ses homologues chez les mamiellaes O. lucimarinus, Ostreococcus 

RCC809 (Vaezi et al. 2013)et M. pusilla (Petrie et al., 2010), caractérisées en système hétérologue 

levure. Les Δ6 de mammifères utilisent également le 24:5Δ9,12,15,18,21 pour former du 24:6Δ,6,9,12,15,18,21 

(précurseur du DHA chez les mammifères), en plus du GLA et du SDA (Fig. 24).  

En ce qui concerne P. tricornutum, la désaturase responsable de la génération du 16:3Δ6,9,12 à partir du 

16:2Δ9,12 n'a pas d'homologue chez A. thaliana. Une Δ6 désaturase à Cytb5 proche de la Δ6 désaturase 

microsomale mais qui contiendrait une séquence d'adressage pour le plaste (Phatr_50443) est un 

candidat potentiel mais doit être caractérisée (Dolch and Maréchal, 2015). 

Δ8 désaturases  

Des voies alternatives à l’action de la Δ6 désaturase sont initiées par l’élongation spécifique du LA et 

de l’ALA en acide eicosadiénoique (20:2Δ11,14) ou acide eicosatriénoique (20:3Δ11,14,17) respectivement. 

Cette élongation permet l’action d’une Δ8 désaturase donnant du 20:3Δ8,11,14 et du 20:4Δ8,11,14,17 

respectivement. Cette alternative existe chez certaines microalgues marines comme Isochrisis galbana 

(Qi et al., 2002), Pavlova salina (Zhou et al., 2007) et E. huxleyii (Sayanova et al., 2011) et également 

chez l’Euglenophyte d’eau douce Euglena gracilis (Wallis and Browse, 1999). 

Δ5 désaturases  

Différentes voies sont possibles pour former du 20:4 Δ8,11,14,17 n-3. Généralement le 18:3 n-6 et le 18:4 

n-3 produit par la Δ6 désaturase sont respectivement allongés en 20:3 n-6 et 20:4 n-3 par la Δ6 élongase. 

Plus rarement interviennent la Δ9 élongase et la Δ8 désaturase (Fig. 24). Le 20:4 Δ8,11,14,17 n-3  est ensuite 

pris en charge par une Δ5 désaturase qui ajoute une insaturation formant l’EPA : 20:5 Δ5,8,11,14,17 n-3.    

Chez P. tricornutum une Δ5 front-end désaturase, appelé ERΔ5FAD.1 ou PtD5 (Phatr_46830) a été 

caractérisé et accepte indifféremment les substrat -3 et -6 dans la levure avec une préférence pour 

20:3Δ8,14,17 comparé au 20:3Δ11,14,17 (ou 20 :1Δ11 et 20:2Δ11,14)  (Domergue et al., 2002). L’enzyme 

s’accommode donc d’une variété de substrat avec une forte efficacité de production d’EPA. Cette 

désaturase est probablement étroitement associée avec la Δ6 élongase qui génère le 20:4 à partir du 18:4. 

En explorant le génome de P. tricornutum, Dolch et Maréchal (2015) ont identifié une séquence 

homologue proche : ERΔ5FAD.2 (Phatr_22459), probablement une seconde Δ5 désaturase agissant soit 

de manière redondante soit de spécificité de substrat lipidique différente. La présence de deux enzymes 

peut expliquer la production très efficace d’EPA chez cette espèce.  
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Δ4 désaturases 

Chez les microalgues produisant des VLC-PUFA en C22, la biosynthèse du DHA (22:6Δ4,7,10,13,16,19 n-3) 

dans le compartiment extraplastidial est issue de l’élongation de l’EPA en acide docosapentaénoïque 

(DPA, 22:5Δ7,10,13,16,19, n-3) par une Δ5 élongases, suivie d’une désaturation en Δ4 (Fig. 27). Des Δ4 

désaturases ont été clonées et caractérisées  à partir de diverses microalgues (Ahmann et al., 2011; Meyer 

et al., 2004; Pereira et al., 2004; Tonon et al., 2005; Zhou et al., 2007). Cette voie découverte 

relativement récemment diffère la voie de Sprecher dans le peroxysome des mammifères et de la voie 

anaérobique des polyketides synthase (PKS) (Fig 24).  

En recherchant dans le génome de C. reinhardti des séquences homologues de ∆4 désaturases 

impliquées dans la synthèse des VCL-PUFA, Zauner et al., (2012) ont identifié la désaturase Δ4 

plastidiale responsable de la synthèse du 16:4Δ4,7,10,13 (Fig. 27B). Chez C. reinhardtii, le MGDG 

18 :3Δ9,12,15/16:4Δ4,7,10,13 (sn-1/sn-2) représente plus de 60% de toutes les espèces moléculaires de MGDG 

qui est lui-même un lipide majoritaire comme chez tous les organismes photosynthétiques (Nguyen et 

al., 2013). Zauner et al (2012) ont montré que l’altération de l’expression de CrD4FAD et la quantité de 

MGDG sont positivement corrélés  suggérant un mécanisme de régulation étroit entre le 16:4 et le 

MGDG, lipide présumé substrat de la désaturation. Bien que localisée dans le chloroplaste, la CrD4FAD 

possède un Cytb5 fonctionnel à son extrémité N-terminale, la distinguant des autres désaturases 

plastidiales. Comme aucune évidence n’indique la présence d’une oxydoréductase Cytb5 dans le plaste 

de C. reinhardtii, l’hypothèse est que le donneur d’électron Cytb5 puisse recevoir les électron de la 

ferrédoxine plutôt que du NAD(P)H (Li-Beisson et al., 2015). Une des autres possibilités est que 

CrD4FAD soit localisée dans l’enveloppe plastidiale et ait ainsi accès au système donneur d’électron 

cytosolique (Zauner et al., 2012). Cela mettrait ainsi CrD4FAD dans le même compartiment cellulaire 

que CrFAD7 selon une des hypothèses avancée par Nguyen (2013). Ces deux études de CrFAD7 et 

CrD4FAD soulignent le rôle central que jouent les désaturases localisées dans l’enveloppe du plaste 

dans la synthèse et l’homéostasie des lipides chez les cellules de microalgues  (Nguyen et al., 2013; 

Zauner et al., 2012). Cela n’est pas surprenant étant donné le fait que C. reinhardtii contient un seul 

plastide large qui occupe 70% de l’espace cellulaire (Harris, 2001). L’enveloppe plastidiale offre donc 

une vaste scène pour le métabolisme et les interactions cellulaires (Mehrshahi et al., 2014). 

  



62 

 

  



63 

 

Mate riel et Me thodes  

1 Matériel  

1.1 Souches de microalgues utilisées 

Au cours de mes travaux, différentes espèces d’algues ont été requises : différentes espèces et/ou souches 

du genre Ostreococcus ainsi d’autre microalgues appartement au même ordre des Mamiellales (Tab. 3). 

Les souches microalgales hormis celle d’Ostreococcus tauri (OTH95), proviennent de la Collection de 

Culture de Roscoff (RCC). 

Tableau 3 : Identité des différentes souches de microalgues étudiées.  
En bleu : les souches isolées en mer Méditerranée. En souligné : les souches de profondeurs. 

RCC Genre Espèce 

789 Ostreococcus mediterraneus 

788 Ostreococcus sp. 

809 Ostreococcus sp. 

802 Ostreococcus lucimarinus 

3401 Ostreococcus lucimarinus 

834 Micromonas pusilla 

4222 Bathycoccus prasinos 

Les contaminations bactériennes sont réduites au minimum (plus de détection en cytométrie de flux pour 

O. tauri) par des cycles de centrifugation/resupension et des traitements antibiotiques (Sigma-Aldrich) : 

Pénicilline à 1 mg.mL-1, Streptomycine à 1 mg.mL-1, Gentamycine à 0.5 mg.mL-1. Selon les souches le 

cocktail d'antibiotique est létal pour la souche et/ou inefficace et doit être adapté ; la ciprofloxacine à 

0.5 mg.mL-1 est une des alternatives. 

1.2 Conditions de culture  

1.2.1 Milieux de culture 

Les microalgues sont cultivées en régime discontinu ou batch, à partir d’eau de mer naturelle (NSW 

pour ‘Natural Sea Water’) ou artificielle (ASW pour ‘Artificial Sea Water’) (Tab. 4) enrichie en macro 

et micro nutriments (milieu f/2) et supplémentée en vitamines (ajouté extemporanément) (Tab.5, 6 et 7). 
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Tableau 4 : Composition de l’eau de mer artificielle ASW (adapté d'après Keller et al., 1987) 

Component Concentration (g.L-1) 

NaCl (Sigma) 24.55 

KCl (Sigma) 0.75 

MgCl2,6H2O (Sigma) 4.07 

CaCl2 (Sigma) 1.47 

MgSO4 (Sigma) 6.04 

 

Tableau 5: Solutions d'enrichissement du milieu f/2 (adapté d'après Guillard, 1975; Guillard and Ryther, 1962) 

Component Stock solution Quantity 
Molar contration in final 

medium (M) 

NaNO3 75 g.L-1 1 mL 8.82*10-4 

NaH3PO4 H2O 5 g.L-1 1 mL 3.62*10-5 

NaSiO3 9H2O 30 g.L-1 1 mL 1.06*10-4 

Trace metal solution (Tab. 6) 1 mL --- 

Vitamin solution (Tab. 7) 0.5 mL --- 

 

Tableau 6 : Solution métaux (adapté d'après Guillard, 1975; Guillard and Ryther, 1962) 

Component 
Primary stock solution 

(g.L-1) 
Quantity 

Molar concentration in 

final medium (M) 

Na2EDTA, 2H2O  - 4.36 g 1.12*10-4 

FeCl3, 6H2O  - 3.15 g 1.17*10-5 

NaMoO4, 2H2O  6.3 1 mL 2.60*10-8 

ZnSO4, 7H2O  22.0 1 mL 7.65*10-8 

CoCl2, 6H2O  10.0 1 mL 4.20*10-8 

MnCl2, 4H2O  180.0 1 mL 9.10*10-7 

CuSO4, 5H2O  9.8 1 mL 3.92*10-8 

 

Tableau 7 : Solution de vitamine pour le milieu f/2 (adapté d'après Guillard, 1975; Guillard and Ryther, 1962) 

Component 
Primary sotck solution 

(g.L-1) 
Quantity 

Molar concentration in 

final medium (M) 

Cyanocobalamin (Vit. B12) 1 1 mL 3.69*10-10 

Biotine (vit. H) 0.1 10 mL 2.05*10-9 

Thiamine HCl (vit. B1) - 200 mg 2.96*10-7 

 

L'eau de mer naturelle prélevée à la sortie du bassin d'Arcachon (plages de la Lagune et du Petit Nice, 

La Teste de Buch) est vieillie à l’obscurité pendant au moins 3 mois à 22°C. La NSW est filtée sur 1.2 

µm (GF/B Whatman) avant ajout des composés. Le milieu f/2 (NSW ou ASW) est flirté sur 0.2µm 

(nitrate de cellulose, Whatman) avant autoclavage (110°C, 30 min). 



65 

 

De la même manière que l’eau de mer naturelle, l’eau ASW est supplémentée aux concentrations, Après 

autoclavage, une solution de NaHCO3 est ajoutée pour une concentration finale de 0.21 g.L-1. Le pH de 

l’eau de mer artificielle est ajusté stérilement entre 8.12 et 8.25 et abaissé à 7,1 pour les expériences de 

marquage à l'acéate radiomarqué, avec des solutions de NaOH 4M et HCl 10% filtrées sur 0.22 µm. La 

salinité de la solution est vérifiée au réfractomètre (3,5 %). 

1.2.2 Paramètres physiques de culture  

La souche sauvage OTH95 est cultivée en Erlenmeyer (voir tableau ci-dessous) et maintenue en 

permanence en agitateur-incubateur New Brunswick Innova 42R, 20°C, lumière continue 75 µE 

(Sylvania Gro-Lux, 15 W X 8), 85 RPM. Le spectre des néons est indiqué figure 31. L'installation de 

néons de spectre similaires dans l'espace de culture Ostreocococcus a été réalisée. 

nm  

Figure 31 : Spectre des néons pour la culture 
d’Ostreococcus. 

Pour des questions d'encombrement dans les incubateurs innova et des autres espaces de culture ainsi 

que de logistique globale (repiquage, axénisation, criblage, cinétique demandant beaucoup de matériel), 

nous avons été amenées à utiliser différents contenants de culture dont les caractéristiques et les usages 

sont indiqués dans les tableaux 8 et 9. 

Tableau 8 : Caractéristiques et usage des contenants de culture 

Container and total volume (mL) Culture’s volume (mL) Use 

Erlenmeyers (250 mL) 100 Axenisation, maintenance  

Erlenmeyers (500 mL) 200 Current, lipid biomass 

Erlenmeyers (1000 mL) 400 High biomass prepration 

Flask T25 (70 mL) 20 
Maintenance, FAME screening, radioactive 

labelling  

Flask T75 (290 mL) 100 RNA biomass 

Flask T125 (730 mL) 300 RNA and lipid biomass 

Les cultures en flasques de culture ventilées (verticales) ont été utilisées pour un gain de place. Le 

tableau 8 récapitule les volumes de ces flasques et les volumes de culture permettant une croissance 
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convenable. On notera que les échange gazeux et l'éclairement théoriques des volumes cultivés varie 

sensiblement entre les différentes conditions (Tab. 9). 

Tableau 9 : Caractéristiques d’éclairage et d’échanges gazeux des cultures.  
Les volumes couramment cultivés dans chaque flasque sont soulignés. 

Flask 
Total volume 

(mL) 

Culture 

volume (mL) 

Air/liquid 

surface (cm2) 

Ratio surf./ 

culture vol. 

Light exposed 

surface of 

culture t 

(cm2) 

Ratio light 

surf. / culture 

vol. 

T25 70 20 10,12 0,51 32,9 1,65 

T25 70 30  0,31 40,7 1,36 

T75 290 50 25,3 0,51 69,68 1,39 

T75 290 100  0,25 114,08 1,14 

T75 290 150  0,17 158,48 1,06 

T125 730 300 39,5 0,13 246,75 0,82 

T125 730 400  0,10 282,27 0,71 

2 Méthodes cellulaires 

2.1 Analyse en cytométrie de flux 

Pour chaque échantillon 1mL de culture cellulaire est fixé par l’ajout de 10µl de glutaraldéhyde (Sigma, 

G625-100mL, grade II, 25%) Les échantillons sont dilués au 1/100ème dans de l’eau mQ additionnée ou 

non de SYBR® green I, d’un intercalant de l’ADN (Sigma, S9430-5mL 10 000X). Un minimum de 800 

µL d’échantillon est nécessaire pour analyser les échantillons sur le cytomètre en flux (CyFlow 

PARTEC). L’utilisation du laser bleu permet d’exciter l’échantillon à 488 nm. Les paramètres de 

réfraction du laser sur l'objet et de fluorescence de l'objet renseignent sur ses propriétés. Pour 

Ostreococcus nous nous servons des paramètres de réfractions du laser indicateur de taille (FSC pour 

Forward scatter), de granulométrie (SSC pour Side Scatter) et de l'autofluorescence de la chlorophylle 

(fluorescence rouge-FL2) et de la fluorescence du marquage de l’ADN par le SYBR-Green 

(Fluorescence verte- FL1). Les paramètres sont les suivants pour un comptage optimum : gain FSC = 

200 ; gain SSC = 280 ; gain fl1 = 470 ; gain fl2 = 490; vitesse = 3 (µl.s-1) sur une échelle log3;  temps 

de pré-run = 2 s ; temps de stabilisation 10 s. 

2.2 Changement de milieu de culture 

Lors d’expériences de carence ou de charge-chasse (pulse-chase) nécessitant un changement de milieu, 

les cellules sont récoltées délicatement en tubes de 50 mL par une première centrifugation (4 000 g, 10 

min, 10°C). Le surnageant est éliminé par inversion et les cellules sont lavées par resupension dans une 
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vingtaine de mL de nouveau milieu (carencé ou froid). L’ensemble est lavé une sonde fois. Les cellules 

sont resuspendues délicatement dans le milieu désiré avant d’être remises en culture. L'acide pluronique 

(F 127 sigma, concentration final 0.05%) utilisé pour évite les dommages hydrodynamique est utilisé 

lors de la première centrifugation 

2.3 Récolte 

Selon les expérimentations ultérieures envisagées, la biomasse à récolter pour des cultures d'une densité 

de 30 *10-6 cellules minimum correspond aux volumes suivants: 

- ARN : 45 mL minimum par point 

- Extrait lipidiques pour TLC : 180 mL 

- Dosage direct des AG totaux : 45mL (25 mL possible pour une culture concentrée)  

- Analyse des Acyl CoA : 90 mL 

- Microscopie : 50 mL 

La récolte doit se faire rapidement et sur la glace. Deux centrifugation successives sont nécessaires: la 

première (vol de 15 à 200 mL, 4 400 g, 10 min, 4°C) permet de concentrer le matériel pour le centrifuger 

en microtubes à haute vitesse (12 000 g, 5 min, 4°C) pour enlever le maximum de liquide. Le matériel 

est rapidement pesé si nécessaire avant utilisation directe ou congélation en azote liquide et préservation 

à-80°C  

Le protocole de récolte pour la microscopie est différent car il ne permet pas la conservation des 

échantillons et nécessite des précautions supplémentaires afin que les cellules subissent le moins de 

dommages. Après une première centrifugation (5000g, 1 min, 4°C) le culot cellulaire et délicatement 

resuspendu dans le milieu additionné de 10 % de Ficoll 70 kD (cryoprotectant) avant d'être à nouveau 

culoter (5000g, 1 min, 4°C). Le culot lâche est repris dans le volume d'eau subsistant après cette 

centrifugation.  2 µl de ce culot sont prélevés à la pipette coupée pour la suite de la préparation 

(Degraeve-Guilbault et al., 2017). 

3 Méthodes biochimiques  

3.1 Obtention de l’extrait lipidique 

L’extraction des lipides est réalisée dans des solutions de solvants organiques plus ou moins polaires 

qui après addition d'une solution aqueuse permettent la répartition des lipides dans la phase organique. 

La combinaison la plus utilisée est à base de chloroforme, méthanol, eau. Le protocole ci-dessous a été 

adapté de la méthode de Folch et al., (1957) pour obtenir un rendement d'extraction de 95% minimum, 
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évalué par le dosage des FAMES restant dans le culot d'extraction ainsi que le dosage des FAMES issu 

de l'extraction directe de la biomasse. La dégradation des lipides a été estimée par TLC sur la base de la 

présence de FFA, PA. L’hydroxytoluène butylé (BHT) est utilisé comme antioxydant dans tous les 

solvants à 0.005% (solution stock 25mg/ml éthanol 1000X concentrée).  

L’extraction est réalisée en deux temps sur des culots correspondant à 180 mL de culture de densité 

cellulaire variant de 3 à 12*107 cellules/mL-1. La première extraction en méthanol (0.5 ml) par broyage 

au tissu lyser après ajout de deux billes de verre de 3 mm (5 cycles 30 s, à 30 Hz, 30 s de pause). 

L'extraction se poursuit par addition de 1mL de chloroforme BHT (chloroforme/méthanol final 2/1 v/v) 

et correspond à 3 nouveaux cycles au tissue lyser. (3 cycles). Après centrifugation (10 000 g, 10 min, 4 

°C) le surnageant est réservé dans un tube à vis en verre et le culot est ré-extrait dans par 0.75mL de 

chloroforme : méthanol 2/1 (v/v). L’ensemble des surnageants, soit 4.5 mL, est réuni.  

La séparation de phase est réalisée par l’addition de 0.25 volume (1.125 mL) d’une solution aqueuse 

(0.9% NaCl, 50 mM Tris, pH7) suivie d’une agitation de l’échantillon et de sa centrifugation (3 000 g, 

5 min). La phase inférieure organique est collectée tandis que la phase supérieure aqueuse est réextraite 

par agitation avec 1 mL de chloroforme. Les phases organiques sont réunies. 

La phase organique totale est ensuite lavée avec 0.25 volume (6,25 mL) d’une solution de méthanol/ 

solution aqueuse (0.9% NaCl, 50 mM Tris, pH7) 1/1 (v/v). Après agitation et centrifugation (3 000 g, 5 

min) la phase inférieure organique contenant les lipides est récupérée et concentrée par évaporation sous 

azote puis resupendue dans 150 µL de chloroforme/méthanol 2/1 (v/v) BHT. On obtient généralement 

environ 20 µg de lipides/mg de biomasse fraiche ou, de manière plus pratique par  rapport au volume 

cellulaire : 5µg de lipide/mL de culture à une concentration d’environ 6*107 cell/mL ou 83ng/million 

de cellules. 

3.2 Chromatographie en couche mince 

L’étude de l’identité des classes lipidiques et de leur spécificité en FAs (profils de FAs et 

régiolocalisation) nécessite leur séparation par migration en chromatographie sur couche mince ou Thin 

Layer Chromatograhy (TLC) à haute performance (HP) (Merk, Silica gel 60 F254). La plaque est 

préalablement lavée par une migration dans du chloroforme afin d’éliminer les contaminants apportés 

par la silice. En fonction du type de séparation souhaitée, différents paramètres tels que : la quantité de 

lipides par surface de dépôt, le contrôle de l’hygrométrie ou de la saturation dans la cuve de migration, 

sont à ne pas négliger afin d’optimiser les migrations et de permettre leur reproductibilité et leur analyse 

ultérieure. 

Le dépôt des lipides est réalisé manuellement pour les 2D : 300 à 400 µg d’extrait lipidique (soit environ 

1/3 d’extrait lipidique issu de 180 ml de culture (densité cellulaire généralement comprise entre de 20 à 
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60.106 cellules/mL) sont déposés par capillarité à l’aide d’une pipette pasteur et sont séchés sous flux 

d’azote entre chaque dépôt. Pour les 1D, l’extrait lipidique est déposé automatiquement (linomat V 

Camag). Pour des cellules en fin de phase exponentielle ne contenant que peu de LN, l’échantillon 

lipidique total est partagé : environ 300 µg (1/3) pour les lipides polaires (LP) et environ 600 µg (2/3) 

pour les lipides neutres (LN) ; tous sur une bande de 22 mm de large.  

Les migrations des LN sont réalisées en 1D avec un mélange hexane/éther diéthylique/acide acétique 

[30/5/0.66, (v/v/v)] après 10 min de saturation. Les migration des LP en 1D sont réalisées à partir d’un 

mélange chloroforme/acétate/isopropanol/méthanol/KCl0.25% [10/10/10/4/1.6, (v/v/v/v/v)] de Mock 

and Kroon (2002), permettant de bien séparer les bétaïne-lipide du PDPT. Un mélange aux proportions 

différentes, 10/10/10/4/3.6 (v/v/v/v/v), et donc qui contient plus de sels, a été utilisé occasionnellement 

pour séparer les phopholipides. Enfin, les migration polaire en 2D font intervenir les mélanges de solvant 

suivants : Sens 1, chloroforme/méthanol/eau [65/25/4, (v/v/v)] (Abida et al., 2015) ; sens 2, 

chloroforme/méthanol/isopropylamine/ammoniac [11/7/0.095/0.95, (v/v/v/v)], mélange modifié 

d’après Abida et al. (2015). Toutes les migrations polaires, 1D et 2D, ont été réalisées à hygrométrie 

contrôlée ajustée à 33% (ADC2 Camag) avec un temps de pré-séchage de 5 min et une migration sur 85 

mm. 30 ml de solvant est utilisé dans la cuve CAMAG réparti en 1/3 dans le compartiment où est plongée 

la plaque et le reste dans l'autre compartiment. 

3.3 Identification des classes lipidiques 

3.3.1.1 Colorations 

Tableau 10 : Protocoles d’utilisation des différentes colorations 

Coloration Utilisation 

Primuline 

Plonger la plaque à vitesse constante dans 200mL de solution de primuline à 3% (v/v) dans du 

TBS 1X (Solution stock de primuline 1g.L-1 dans acétone 10%, v/v)  

Rinçage 30 s dans du TBS  

Séchage sous la hotte au sèche-cheveux en mouvement. 

Révélation sous UV à 366 nm. 

Bleu de molybdène 
Pulvériser le bleu de molybdène prêt à l’emploi (Sigma) 

Coloration instantanée 

Ninhydrine 
Pulvériser la solution de ninhydrine prête à l’emploi (Sigma/Macherey-nagel) 

Au four à 110°C jusqu’à apparition de tâches roses 

Anthrone 

Pulvériser la solution d’anthrone (1.7% (m/v) d’antrhone (Sigma) dans de l’acide sulfurique 80%) 

par un sprayeur en verre 

Au fur à 110°C jusqu’à apparition de tâches sombres 

Dragendorff 
Pulvériser le réactif Dragendorff prêt à l’emploi (Macherey-nagel) 

Coloration instantanée 
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Après migration HPTLC, les colorations spécifiques, permettent de bien appréhender les classes de 

lipides présents dans l’échantillon (Tab. 10) Cependant, de par leur seuil de sensibilité et leur spécificité, 

elles ne permettent pas toujours de conclure sur la nature des lipides avec certitude. 

3.3.1.2 Spectrométrie de masse trappe ionisation électropsray (avec J. Jouhet) 

L’analyse en spectrométrie de masse à ionisation par électrospray permet de lever l’ambiguïté sur la 

nature des lipides.  

Après séparation en TLC 1D (neutre) et 2D (polaire), les lipides sont élués selon le protocole d’(Abida 

et al., 2015). Sur chaque tâche de lipide grattée sur la silice, sont ajoutés 2.25 mL de chloroforme : 

méthanol 2/1 (v/v) puis 600 µL d’eau puis l’ensemble est agité. L’extraction de phase est réalisée en 

ajoutant à l’échantillon 750 µL de chloroforme et 700 µL d’eau suivi d’une centrifugation (1 000g, 5 

min) après agitation. La phase inférieure contentant les lipides est collectée tandis que la phase 

supérieure est ré-extraite par l’ajout de 1mL de chloroforme. Après une nouvelle séparation de phase 

organiques sont réunis avant d’être évaporées sous flux d’azote.  

Les lipides purifiés sont repris dans du méthanol acétate d’ammonium 10 mM pour être introduits par 

infusion directe dans un spectromètre à trappe d’ion (LTQ-XL Thermo Scientific). Le volume de reprise 

est ajusté pour obtenir l’intensité signal optimal pour chaque classe de lipide afin de pouvoir les identifir 

par comparaison avec des standards. Dans ces conditions, les ions sont principalement des induits H2, 

H+, NH4+ ou Na+. Les lipides sont identifiés en analyse MS2 d’après leur précurseur ou selon leur perte 

neutre d’après les références par Abida et al. 2015. 

3.3.1.3 Indentification et quantification des FA en chromatographie gazeuse couplée à un 

détecteur à ionisation de flamme (GC-FID) 

Les esthers méthylés d’acides gras (FAMES) permettent de doser les FA soit directement à partir de la 

biomasse ("FAMES direct"), soit à partir de 10 µL l'extrait lipidique brut (soit environ 60 µg de lipides) 

("FAMES indirect") ou à partir des lipides séparés par TLC.  

 

Figure 32 : métholyse acide de acides gras 
Les FA libres sont estérifiés et les O-acyl-lipid transesterifiés et présence 
de méthanol anhydrique chaud et d'un réactif acide qui sert de catalyseur. 
On obtient des FA estérifié par un groupement méthyle ou FAMES pour 
Fatty Acid Methyl Esters. Il est indispensable de réduire au maximum la 
présence d'eau dans la biomasse culotée fraîche car l'eau inhibe le 
déroulement de la réaction. 

La préparation des FAMES est adaptée de (Domergue et al., 2002). La réaction se fait sur le culot, 

l'extrait lipidique ou la silice grattée par addition 2mL de méthanol, d’acide sulfurique 2%, BHT 0.005% 

standard interne C17 (solution stock 10 mg.mL-1 méthanol) pour une quantité finale de C17 de 5µg 

(FAMES direct) ou 2.5 µg (FAMES indirect) et chauffe en bloc à 80°C pendant 1h (Fig. 32). Ces 
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conditions sont suffisantes pour avoir une réaction totale sans oxyder les VLC-PUFAs. Les échantillons 

sont refroidis à température ambiante et la séparation de phase s'effectue en ajoutant 2mL d’eau puis 

2mL d’hexane BHT et les échantillons sont secoués vigoureusement pendant 30 s. Une centrifugation 

(3300 g, 5 min) permet d'accélérer la séparation de phase: la phase supérieure hexane contient les 

FAMES est soigneusement prélevée en évitant toute contamination de l'interface contient les protéines 

et les polysaccharrides dans le cas des extraits directs. La phase organique est concentrée par évaporation 

sous azote et reprise dans 100 µL d’hexane 

Sous forme méthylée les acides carboxyliques ont une polarité réduite qui diminue leur adsorption et 

permet de les séparer en fonction de leur pression de vapeur (point d'ébullition) sur colonne de 

chromatographie. L'injection de 4µl sur la colonne de chromatographie à phase gazeuse couplée à un 

détecteur à ionisation de flamme (CG-FID, Hewlett-Packard 5890 series II; Agilent, colonne Carbowax 

Alltech 15 m X 0.53-mm X 1.2-mm) permet une séparation et une analyse satisfaisante. Le temps de 

rétention de chaque molécule dépendant de son nombre de carbones et d’insaturations, les FAMEs des 

échantillons sont identifiés grâce à la comparaison de leur temps de rétention avec celui de standards 

(Supleco, PUFA-1 et PUFA-3/ 37 components mix, Sigma). La quantification de chaque molécule est 

réalisée par le calcul la surface des pics détectée et par proportion par rapport à celle obtenue pour le 

standard interne C17 de quantité connue.  

3.3.1.4 Analyse positionnelle des FA en spectrométrie de masse (avec J. Jouhet) 

La spectrométrie de masse à ionisation par électropspray (ESI-MS) détermine les espèces moléculaires 

au sein de différentes classes de lipides allant jusqu’à l’analyse positionnelle de leurs FA. L’intensité du 

signal permet également de comparer différents échantillons via une quantification relative de chaque 

espèce au sein d’une classe lipidique. 

Une fois les échantillons préparées (Matériel et méthode, §3.3.2.1), le positionnement des FA des sur 

les carbones du squelette glycérol numérotés suivant la nomenclature de la position stéréospécifique 

(sn) est réalisé en MS2 (LTQ-XL Thermo Scientific). Selon la nature du glycérolipide et le type 

d’induits, les chaines acyles en position sn-1 (ou sn-3) et sn-2 sont clivées différemment quand elles 

sont soumises à de faibles énergies de collision induisant leur dissociation. Cela se reflète dans l’analyse 

MS2 par la perte préférentielle d’un ou deux FA, conduisant à une abondance dissymétrique des 

fragments obtenus. Les motifs de fragments MS2 ont été analysés d’après la méthode utilisée dans les 

travaux d’Abida et al. (2015) sauf pour l’analyse positionnelle du PDPT réalisée à partir des induits 

obtenus en mode négatif basée sur la PC (Degraeve-Guilbault et al., 2017).  
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3.3.1.5 Quantification des espèces moléculaire de classes lipidique en chromatographie 

liquide à haute pression couplée à un spectromètre de masse (avec J. Jouhet) 

La quantification relative des espèces moléculaires de chaque classe lipidique est possible directement 

sur extrait lipidique via une séparation en chromatographie liquide à haute pression (HPLC) et une 

quantification par ESI-MS/MS comme décrit dans Jouhet et al., (2017). 

Les classes lipidiques sont séparées par le système HPLC (Agilent 1200 HPLC) à 40˚C sur une colonne 

de 5 µm de diol, 150 mm × 3 mm (longueur × diamètre interne) (Macherey-Nagel). La phase mobile est 

constituée d’un mélange hexane/isopropanol/eau/acétate d’ammonium 1M, pH5.3 [625/350/24/1, 

(v/v/v/v)] (A) et isopropanol/eau/acétate d’ammonium 1M, pH5.3 [850/149/1, (v/v/v)] (B). Les extraits 

lipidiques de 25 nmol d’acides gras totaux sont dissouts dans 100 µL de chloroforme/méthanol [2/1, 

(v/v)] contenant 125 pmol de chaque standard interne. Le volume d’injection est de 20µL et correspond 

à 5 nmol d’acides gras totaux ; chaque échantillon a été injecté 3 fois en réplicat technique.  

La méthode de quantification des différentes combinaisons a été créée à partir des espèces moléculaires 

répertoriées en ESI-MS (paragraphe précédent) en intégrant également des standards internes de 

composition et de quantité connue pour chaque lipidique. Le standard DAG 18:0-22:6 est utilisé poures 

pour les DAG, TAG, MGDG et DGDG ; le standard PE 18:0–18:0 pour la PE et le standard SQDG 

16:0–18:0 pour le PG, le PDPT le DGTA et le SQDG.  

Les différentes classes de glycérolipides sont éluées successivement en fonction de leur tête polaire. Les 

espèces moléculaires sont donc identifiées en fonction de leur temps de rétention et des transitions 

enregistrées correspondant soit à la perte de la tête polaire soit à la perte de chaque FA. Les analyses de 

spectrométrie de masse sont faites par un spectromètre de masse à triple quadrupole 6460 (Agilent) 

équipé d’une source ionique à électrospray Jet stream.  Les spectres sont ensuite processés par le logiciel 

MassHunter Workstation (Agilent). La quantification est effectuée à partir des standards internes et 

permet de comparer différents échantillons via une quantification relative de chaque espèce au sein 

d’une classe lipidique. Cependant chaque lipide s’ionise différemment d’un autre ; un facteur correctif 

basé sur une analyse en GC-FID non encore établi pour O. tauri sera nécessaire afin de comparer les 

quantités de chaque lipide les uns par rapport aux autres.  

3.4 Analyse des Acyl-CoA (R. Haslam et O. Sayanova) 

Les acyl-CoA sont extraits et analysés en LC-MS selon le protocole de Larson and Graham (2001) 

comme mentionné dans (Degraeve-Guilbault et al., 2017).  
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3.5 Charge des lipides à l’acétate radiomarqué (avec F. Corellou et D. 

Coulon) 

Les cellules cultivées en 3*400 mL sont concentrées 6 fois en phase exponentielle par centrifugation 

(4000g, 10 min, 4°C) en 200 mL. Elles sont alors incubées avec 160 µL de 14C acétate (Perkin Elmer, 

NEC 084H001MC) pendant 4h (charge). Les cellules sont ensuite débarrassées du précurseur chaud par 

deux lavages successifs (Matériel et méthode, §2.2) et resuspendues dans 800mL (4*200 mL) de milieu 

froid contrôle (ASW 10N10P) ou carencé en azote (ASW 0N10P) (chasse).  

A 0h, 3, 9, 24 et 48h, 200 mL des deux types de cultures sont récoltées (Matériel et méthode, §2.3) à 

partir desquels sont extraits les lipides (Matériel et méthode, §3.1) qui sont déposés et sont séparés sur 

HPTLC (Matériel et méthode, §3.2).  

4 Méthodes de biologie moléculaire  

4.1 Extraction des acides nucléiques 

L'extraction est l'étape la plus importante de tous les protocoles de purification. Elle peut être plus 

difficile si elle fait intervenir des solvants qui provoquent l'agglomération du matériel et/ou 'sèche' les 

microalgues comme l'isopropanol. Les kits d'extraction d'ADN et d'ARN QIAGEN sont les plus 

adapatés à Ostreococcus. L'extraction d'ARN est plus aisée que celle de l'ADN génomique qui nécessite 

d'insister sur l'étape d'extraction. On utilise 1*109 à 2 *109 cellules de pour réaliser ces extractions. 

- Pour l'extraction d'ADN il préférable de travailler sur des échantillons frais. La libération de l’ADN à 

partir des tissus est réalisée par l’addition de 350µL de solution A préchauffée à 65°C. L’échantillon est 

broyé 3 fois 30s à 30Hz au tissu lyser avec 3 billes en verre de 3 mm (Merk) et est incubé 10 min à 

65°C. 50µL de solution B également préchauffée à 65°C sont ensuite ajoutés et l’échantillon est à 

nouveau passé au tissu lyser et incubé à 65°C comme précédemment. 50U de RNase A (Sigma) sont 

ajoutés puis l’échantillon est traité selon le protocole détaillé du fabriquant. 

- Les ARN totaux sont avec le kit RNA easy plant mini (Qiagen) en utilisant le tampon d’extraction 

RLT. Les contaminants ADN sont éliminés par au moins 3 traitements des échantillons à la DNAase 

(Ambion) en suivant les recommandations du fournisseur. 

-Les plasmides bactériens d’intérêt sont extraits à partir de 1.5 à 4 mL de culture bactérienne avec les 

kits GenElute Plasmid Miniprep (Sigma) ou NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) selon les protocoles 

fourni.  
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- Les préparations de plasmide pOtOX-Luc sont réalisées avec des kits midi et maxi-prep (Machinerey 

-Nagel ou Promega). 

4.2 RT-qPCR 

4.2.1 Transcription inverse  

La rétro-transcription (RT) permet de synthétiser les ADNc à partir d’ARNm totaux extraits traités à la 

DNase (Ambion) selon le protocole du fournisseur. L’absence d’ADN génomique restant a été vérifié 

par PCR. La RT est effectuée sur 1 μg d’ARN totaux à l’aide du kit iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad) 

selon les recommandations du fournisseur. Par manque de matériel, certaines RT ont été réalisées en se 

basant sur la quantité de l’échantillon le plus faiblement concentré de la manipulation. 

4.2.2 Réaction de polymérisation en chaine  

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) qui amplifie in vitro des fragments spécifiques d’ADN 

définis par un couple d’amorces peut être réalisée directement sur des ARN (vérification de la non-

contamination par de l’ADN avant la RT) ou après transcription inverse des ARN en ADNc (vérification 

de l’efficacité de la RT ou préparation d’insert pour le clonage), ou directement sur de l’ADN génomique 

(pour comparaison avec ADNc).  

Les clonages nécessitant une enzyme à haute fidélité et le génome d’Ostreococcus étant riche en GC, le 

mélange réactionnel d’une PCR est composé de :  

- 10 µL de tampon Q5 5X  

- 10 de solution enhancer high GC  

- 1µL de dNTP (10 mM,),  

- 2.5 µL de chaque amorce (10µM) (Annexe 2) 

- 0.5 µL de matrice (ADNg et ANDc) 

- 0.5 Taq polymérase Q5 hot start () 

- 23 µL d’eau (QSP 50µL)  

Le programme PCR utilisé a été fonction des expérimentateurs K. Tuphile ou F. Corellou :  

- Dénaturation initiale : 98°C (2min) 

- Amplification sur 30 cycles 

o Dénaturation : 98°C (20s) 

o Hybridation et élongation : 70/72°C (1min30/ temps variable) ou étape d'hybridation à 

une température inférieure selon le Tm d'hybridation claculé sur le site NEB 

- Elongation finale : 70/72°C (7min) 
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Les fragments d’ADN obtenus par PCR sont purifiés sur gel avec le kit Monarch DNA Gel Extraction 

(Biolabs) avant d’être clonés. 

Après transformation des bactéries, le mélange réactionnel des PCR sur colonies de vérification (lorsque 

la vérification des transformant a été vérifié par PCR avec K. Tuphile) de l’efficacité de transformation 

est le suivant :  

- 6 µL de tampon Q5 5X 

- 6 µL de solution enhancer high GC  

- 0.6 µL de dNTP (10 mM) 

- 1.5 µL de chaque amorce (10 µM) (Annexe 2) 

- 0.3 µL de Taq polyémrase Q5 

- 1 à 6 colonie(s) pour matrice  

- 14.1 µL d’eau (QSP 30 µL) 

Le programme PCR utilisé est alors :  

- Dénaturation initiale : 98°C (1 min) 

- Première amplification sur 5 cycles 

o Dénaturation : 98°C (20s) 

o Hybridation : 55°C (20 s)  

o Elongation : 72°C (2 min) 

- Elongation : 72°C (5 min) 

- Dénaturation : 98°C (30 s) 

- Sonde amplification sur 30 cycles 

o Dénaturation : 98°C (20 s) 

o Hybridation : 52°C (20 s)  

o Elongation : 72°C (2 min) 

- Elongation finale 72°C (5 min) 

4.3 Suivi d'expression de gènes en PCR quantitative (J. Joubès) 

Grâce à une émission de fluorescence, la quantité d’ADN amplifié au fur et à mesure de la réaction de 

PCR quantitative (qPCR) est mesurée à chaque cycle et donc en temps réel. La quantification repose sur 

ces Ct grâce des droites d’étalonnage réalisées à partir de dilutions en série (au 1/4) d’un mélange 

d'ADNc (2µg/µL) et qui fournissent l’efficacité de la réaction de qPCR pour chaque couple d’amorces. 

L’expression du gène d’intérêt est alors relative car rapportée à l’expression stable d’un gène de ménage 
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ou à la moyenne géométrique de l’expression de plusieurs gènes (déterminés avec le logiciel 

NormFinder).  

Les réactions de qPCR sont réalisées avec 2 µL de matrice (produit de RT dilué au 1/10 et ARN non RT 

à la même concertation) dans 20 μL de mélange de réaction contenant 10 µL de SYBR Green Master 

Mix (Bio-Rad) et 250 nM de chaque amorce sens et anti-sens (Annexe 3), Pour chaque point (point de 

gamme ou échantillon) des triplicats techniques sont réalisés. 

4.4 Clonage et Transformation  

4.4.1 Clonage pour surexpression en système homologue (avec F. Corellou et K. Tuphile) 

Le clonage permet l’insertion d’un fragment d’ADN dans un vecteur en vue d’une transformation 

permettant sa multiplication dans des bactéries.  

Chaque séquence codante flanquée à ses extrémité de sites de restriction AvrII en 5’ et ApaI en 3’ ou 

l'un des deux aux deux extrémités si nécessaire (amplifiée et purifiée (Matériel et méthode, §4.3.2) est 

insérée dans le plasmide pGEM-T easy selon le protocole du kit pGEMt-easy Vector system I 

(Promega).  

La souche d’E.Coli DH5α (Invitrogen) rendue thermocompétente par un traitement au chlorure de 

calcium (0.1M) est transformée avec le produit de ligation. La transformation est réalisée avec 10- 50ng 

de ligation pour 50 μL de cellules. Celles-ci sont incubées dans la glace (30min) puis soumises à un 

choc thermique (45 s à 42°C) avant d'être reprise dans 1ml de milieu riche NaCl 10 g.L-1, tryptone 10 

g.L-1, yeast extract 5 g.L-1 ; pH=7.5) ou de LB 2X. Après incubation pendant 45 min à 37°C sous 

agitation. 100 µl et 900µl des suspensions bactériennes sont étalées en boites de pétri sur du milieu LB 

solide (LB liquide, agar à 1.5% (p/v) supplémenté d’ampicilline (100μg.mL-1), d’IPTG (0.3 mM) et de 

X-Gal (80 µg.mL-1) et incubées toute la nuit à 37°C. 

La sélection des clones bactériens transformés est réalisée sur un crible blanc/bleu reposant sur la 

présence dans le plasmide pGEMT d’une cassette lacZ codant les deux peptides alpha et omega d’une 

β-galactosidase. En présence de son inducteur l’IPTG, la β-galactosidase métabolise le substrat X-Gal 

et confère une couleur bleue aux colonies transformées non recombinées. Par contre, la recombinaison 

d’un insert dans le plasmide inactive le gène LacZ-alpha rendant non fonctionnelle la β-galactosidase. 

Les colonies transformées recombinées sont blanches et peuvent être criblé par PCR pour vérifier la 

séquence de l’insert (Matériel et méthode, §4.3.2).  

Les colonies blanches sont cultivées à 37°C dans du LB liquide supplémenté d’ampicilline, l'ADN 

plasmidique est purifié (Kit promega), les clones positifs sont vérifiés par PCR avec les primer adéquat 

et envoyés en séquençage. Les clones contenant la séquence correcte correspondante à celle publiée 
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dans les banques sont conservés en milieu glycerolé et servent à la production du fragment désiré flanqué 

des sites des restriction qui est purifié sur gel après digestion par les enzymes adéquates et ligué au 

vecteur d’expression pOtoxluc (Fig. 33) préalablement ouvert et déphosphorylé pour éviter une 

religation sur lui-même et purifié sur gel. Pour l'expression chez O. taur,i le vetceur pOtoxluc est 

linéarisé purifié et concentré par précipitation à l'éthanol avec 1µg de tRNA de levure pour 7µg de 

construction et repris dans de l'eau ultrapure exempte de DNAse RNAse pour une concentration finale 

de minimum 1µg/µl. 7µl sont utilisé pour une transformation. Alternativement il est possible d'éliminer 

la partie non nécessaire du vecteur qui représente environ 2,5 kb. Ceci nécessité la digestion d'une 

quantité importante de vecteur et la purification du fragment d'intérêt après séparation sur gel. 

 

Figure 33 : Vecteur pOtoxLuc utilize pour la surexpression des gènes de désaturases chez O. tauri (Moulager et al., 
2010) 
Le gène de résistance au G418, KanMx, permet la sélection des clones transformés avec le vecteur. Le gène de la luciférase 
permet en présence de la luciférine, l’émission in fine de luminescence. Ce signal est rapporteur de l’insertion du vectueur 
dans une zone du génome d’O. tauri permettant son expression. Le gène de la luciférase, rapporteur sensible, est sous la 
dépendance du promoteur du gène CCA1. Enfin les gènes d’intérêt sont codés grâce au site de restriction des enzymes Avr 
II et Apa I et se retrouves sous la dépendance du promoteur d’un transporteur à haute affinité en phosphate (HAPT) dont 
l’expression est régulé en fonction de la disponibilité en phosphate : il est répprimé en présence de phosphate inorganique et 
induit en présence de phosphate organique.  

4.4.2 Clonage Gateway pour expression en système hétérologue (F. Domergue, R. Gomez 

et J. Joubès)  

Le clonage en système Gateway permet de contourner les blocages et limitations associés au clonage 

traditionnel par enzymes de restriction. Dans ce système qui repose sur la recombinaison homologue le 

clonage est réalisé dans un vecteur d'entrée. Les séquences clonées et vérifiées du vecteur d’entrée 

peuvent être transférées dans différents vecteurs destinations. L'inconvénient est la grande taille des 

séquences nécessaires à la recombinaison qui peuvent parfois gêner l'amplification de séquences à partir 

des cDNA qui selon les gènes présentent des structures secondaires.  

Chaque séquence codante avec son codon stop (expression chez la levure et dans le tabac) ou sans son 

codon stop, (localisation dans le tabac), est flanquée à ses extrémité des amorces attB nécessaires au 
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clonage en Gateway Katzen (2007) par PCR puis purifiée (Matériel et méthode, §4.3.2). Le mélange BP 

clonase (Invitrogen) utilisé selon le protocole du fournisseur, contient des enzymes dans leur tampon 

qui catalysent la recombinaison in vitro des produits PCR (contenant les sites attB) avec le vecteur 

donneur pDONR221 contenant des sites attP (Invitrogen). La recombinaison homologue au niveau des 

sites att génère le plasmide d’entrée contenant les sites attL encadrant la séquence d’intérêt.  

L’amplification de ce plasmide d’entrée nécessite la transformation de bactéries E. coli 

électrocompétentes (1.8 kV). Elles sont ensuite cultivées comme décrit dans le Matériel et méthode, 

§4.5.1 mais le plasmide pDONR221 apportant la résistance à la kanamycine, elles sont sélectionnées 

par cet antibiotique (70 µg.mL-1) 

Le vecteur multiplié est ensuite extrait des bactéries (Matériel et méthode, §4.1). Grâce au mélange LR 

clonase (Invitrogen) utilisé selon le protocole du fournisseur, la séquence codante est transférée par 

recombinaison homologue du vecteur d’entrée (site attL) à un vecteur de destination (sites attR) 

particulier selon l’étude :  

- Pour l’expression stable chez la levure : pvt-U-GW ou pvt-L-GW.  

- Pour l’expression transitoire dans le tabac : PK7W2G2D 

Les plasmides pvt-U(ou L)-GW et PK7W2G2D confèrent une résistance à des antibiotiques différents, 

les bactéries électrocompétentes sont à nouveau transformées et sélectionnées sur milieux LB 

additionnés respectivement d’ampicilline (100 µg.mL-1) et de spectinomycine (50 µg.mL-1). 

4.5 Expression des séquences codantes de désaturases en systèmes 

homologue et hétérologue 

4.5.1 Génération d’Ostreococcus surexpresseurs (F. Corellou) 

Le protocole de transformation d'Ostreococcus tauri original a été publié et breveté (Corellou and 

Bouget, 2008; Corellou et al., 2009). Comme mentionné en introduction, la technique de transformation 

d'O. tauri est délicate et nécessite d'être adaptée dans chaque laboratoire. En l'absence d'optimisation, 

les protocoles publiés sont peu efficaces. F. Corellou souhaite que le protocole adapté aux nouvelles 

conditions de culture et de laboratoire reste confidentiel. Une publication ultérieure sera réalisée pour 

transmettre pas à pas les optimisations du protocole initial pour une technique efficace.  

4.5.2 Expression des gènes de désaturases chez S. cerevisiae (avec F. Domergue et R. 

Gomez) 

L’expression stable de désaturases chez Saccharomyces cerevisiae permet d’explorer la fonctionnalité 

de ces enzymes en nourrissant la levure avec différents FA. Les souches de Saccharomyces cerevisiae 



79 

 

INVSC1 (Invitrigen) sont transfectées stérilement selon le protocole de Dohmen et al. (1991). 50 mL de 

levures sont récoltées par centrifugation (5 000 rpm, 5 min). Le culot est repris dans 1 mL d’eau et 

transvasé dans un microtube pour être à nouveau centrifugé (5 000 rpm, 5 min). Les cellules culotées 

sont rincer avec une solution de LiAc 100 mM et à nouveau centrifugées (5 000 rpm, 5 min). Après 

élimination du surnageant, les composant nécessaires à la transfection sont ajoutés dans l’odre suivant : 

240 µL de polyéthylène glycol (PEG) 50%, 36 µL de LiAC 1M, 25µL de sperme de saumon ; 50 µL 

d’eau et 1 à 2 µL d’ADN plasmidique. Après resupension, les cellules sont incubées 15 min à 30°C, 

puis 25 min à 42°C. Après une dernière centrifugation où le surnageant est éliminé à la pipette, les 

cellules sont resupendues dans 100 à 200 µL d’eau et sont étalées sur boîte.  

Les levures sont sélectionnées sur milieu solide minimal (drop-out powder (2 g.L-1), base azotée pour 

levure sans acide aminé (6.7 g.L-1), histidine (20 ng.mL-1), leucine (100 ng.mL-1) tryptophane (40 ng.mL-

1) et uracile (20 ng.mL-1), glucose (0.05% m/v) et tergitol NP-40 (1% v/v)) ne contenant pas d’uracile 

(pvt-U-GW) ou pas de leucine (pvt-L-GW). Au bout de 3 jours les es cellules hébergeant le plasmide 

apparaissent et sont pré-cultivées à 30°C dans 2 mL de milieu minimal liquide dépourvu également de 

leucine ou d’uracile. 

Les cultures de 5 mL sont ensuite ensemencées avec 50 µL de pré-culture et après 24h à 30°C, chaque 

culture est supplémentée avec un acide gras approprié (500 µM). Et après 96h de croissance à nouveau, 

les cellules sont récoltées par centrifugation (3 000 g, 5 min) et la préparation des FAMEs est réalisée 

directement (Matériel et méthode, §3.4.1.1) Une souche transfectée avec un vecteur vide est 

systématiquement utilisée comme contrôle négatif. 

4.5.3 Expression transitoire de désaturases chez N. benthamiana (avec F. Domergue et R. 

Gomez) 

L’étude de la localisation des désaturases et de leur fonctionnalité en système hétérologue végétal a 

nécessité l’agro-infiltration de plants de tabac Nicotiana benthamiana âgée de 5 jours.  

Les séquences codantes d’intérêt sont transférées grâce à la LR clonase du plasmide pDONR221 au 

plasmide de destination PK7W2G2D designé pour sur-exprimer sous un promoteur 35S le gène suivi 

de la séquence codante de la GFP. Pour l’observation de la localisation subcellulaire des désaturases 

chez le tabac, le codon stop est retiré de la séquence codante permettant l’expression du gène codant la 

GFP. Lorsque ce système est utilisé pour tester la fonctionnalité des désaturases c’est la séquence 

codante avec son codon stop qui est utilisée afin que la protéine ne soit pas gênée par le tag GFP. 

Chaque vecteur d’expression résultant est transformé dans la souche chimiocompétente 

d’Agrobacterium tumefaciens (C58C1) en utilisant un protocole standard où 5µL de plasmide sont 

déposés sur 50µL d’A. tumefaciens non décongelé. L’ensemble est laissé sur la glace (5 min) puis dans 
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l’azote liquide (5min) et enfin à 37°C (5 min). L’expression du phénotype se fait en préculture dans 1 

mL de LB incubée à 30°C pendant 2h au minimum. Les souches transformées sont étalées sur LB solide 

supplémenté en gentamycine (25 µg/mL) et spectinomycine (100µg/mL) (LB-GS) les gènes résistance 

à ces antibiotiques étant portée respectivement le plasmide propre à A. tumefaciens et le plasmide 

PK7W2G2D. Les boites sont cultivées à 30°C pendant 3 jours afin d’obtenir des colonies transformées 

isolées. 

Les précultures d’A. tumefaciens transformées sont lancées à partir de ces colonies dans 2mL de LB-GS 

liquide et laissées sur la nuit à 30°C. Après incubation, les cultures sont lancées à partir de ces 

précultures, à une densité optique (DO) de 0.1 à 600nm dans 5mL de LB-GS. Après 4 à 6 heures de 

pousse lorsque la DO600nm est de 0.6~0.8, les cellules sont récoltées par centrifugation (7000 rpm, 5 min). 

Le surnageant est éliminé et les cellules sont resuspendues dans 5 mL d’eau stérile. La DO600nm des 

solutions d’infiltration est ajustée ensuite avec de l’eau à 0.4 pour éviter une toxicité à l’égard de 

Nicotiana benthamiana. 

Les solutions sont infiltrées sur la partie abaxiale des feuilles de tabac en utilisant une seringue en 

plastique d’1 mL sans aiguille comme décrit par Voinnet et al. (2003). Au bout de 5 jours où les plantes 

sont gardées au laboratoire, les échantillons sont récoltés en découpant deux rond d’un centimètre de 

diamètre dans les feuilles en utilisant une pointe de P1000.  

5 Méthode d’observation  

5.1 Observation d'O. tauri en microscopie électronique à transmission (C. 

Bréhélin et F. Corellou) 

Du fait de leur petite taille, l’observation des cellules d’Ostreococcus tauri nécessite l’utilisation de la 

microscopie électronique. Le protocole de préparation des échantillons pour la microscopie électronique 

à transmission est adapté à partir de celui de (Henderson et al., 2007). 

Après récolte (Matériel et méthode, § 2.2), le culot cellulaire est resuspendu précautionneusement dans 

2mL de Ficoll 70-kD 10% (GE Healthcare Biosciences) en ASW d’intérêt pour permettre la 

cryoprotection des cellules. L’échantillon est transféré dans des ependorff de 1.5 mL pour être centrifugé 

(5 000g, 1min, 4°C). La majorité du surnageant est éliminé à la pipette et les ~10 µL restant permettent 

de resuspendre précautionneusement les cellules en tapotant du doigt. Les cellules sont ensuite gardées 

sur la glace et transférées dans des cupules plates puis congelées à haute pression dans un dispositif EM-

PACT1 (Leica). Les échantillons sont ensuite substitués à froid par de l’acétone pur à 1% d’osmium 

tetroxide par le système AFS2 (Leica). Les échantillons sont maintenu à -90°C pendant 48h puis ramené 

à température ambiante selon une vitesse de réchauffement de 3°C.h-1 avant de les enchâsser, par 
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infiltration progressive, dans de la résine Spurr (Electron Microscopy Science) et polymérisés à 70°C 

pendant 16h. Des stions ultrafines (70 nm) sont alors obtenues par un ultramicrotome Reichert Ultracut 

S et observées à 80 kV avec le microscope électronique à transmission FEI Tecnai G2 Spirit TWIN 120 

kV équipé d’une caméra 16-megapixel Eagle 4k CDD. Les caractéristiques cellulaires sont mesurées à 

l’aide par logiciel ImageJ.  

5.2 Observation de la localisation cellulaire de protéines d’intérêt 

d’Ostreococcus chez le tabac (avec J. Gronnier) 

L’observation de cellules de tabac exprimant transitoirement certains gènes d’Ostreococcus est réalisée 

grâce à un système de microscopie confocal à balayage laser Leica SP5 (Leica, Wetzlar, Germany) 

équipé sous Argon, de lasers He-Ne, de détecteur hydride et d’objectif à immersion x63. 

3 jours après agro-infiltration, des échantillons de feuilles de N. benthamiana sont délicatement 

transférés dans une goutte d’eau entre lame et lamelle. Les fluorescences YFP et mcherry sont observées 

en en utilisant des longueurs d’onde d’excitation de 488 et 561 nm respectivement et leur fluorescence 

d’émission est collectée de 490 à 540 nm et de 575 à 610 nm respectivement. La chlorophylle est excitée 

à 488 nm et l’émission de fluorescence correspondante est collectée de 710 à 740 nm. Les images de 

colocalisation sont prises dans un cadre en balayant séquentiellement l’échantillon. Les expériences sont 

réalisées en utilisant strictement des paramètres d’acquisition confocale identiques (ex : puissance du 

laser, gain, facteur de zoom, résolution et longueur d’onde de réception) en optimisant les paramètres 

du détecteur pour minimiser le bruit de fond et ne pas avoir de saturation de pixel.  
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Re sultats et Discussion  

 

Partie 1 : Caracte risation et dynamique 
des glyce rolipides en carence nutritive : 
remodelage acyle et accumulation de 
TAG  

Au début de ma thèse les données sur les glycérolipides d'O. tauri ou des espèces apparentées étaient 

très minces. Les profils de FA de Micromonas pusilla (données quantitatives) (Dunstan et al., 1992) 

d'O. lucimarinus (GC-FID chromatogramme) (Ahmann et al., 2011), de la souche de profondeur 

Ostreococcus RCC809 (Vaezi et al., 2013) (GC-FID chromatogramme) et d'O. tauri (données 

quantitatives après séparation des classes de lipides par SPE) (Wagner et al., 2010) étaient disponibles. 

Les traces chromatographiques entre O. tauri et Ostreococcus RCC809 publiées à l'époque sont très 

différentes : le chromatogramme de la souche RCC 809 montre une absence de 14:0, un pic 16:4 n-3 

bien inférieur au pic de 16:0, un signal extrêmement faible pour le DHA et des pics 16:1, 18:1 plus 

élevés que celui du 18:3 n-3. Les données les plus informatives, qui concernent O. tauri, rapportent que 

le DHA se trouve exclusivement dans les TAG et est absent de la fraction phospholipides et 

galactolipides. Le 18:5 est par ailleurs annoté en tant que 20:1 (dont le temps de rétention est 

effectivement très proche).  

Nous devions donc, avant toute chose, caractériser de manière la plus exhaustive possible les 

glycérolipides du modèle O. tauri avec le double objectif de rattraper un retard par rapport aux autres 

modèles microalgues utilisés dans le domaine et de rendre ce travail préalable, indispensable, le plus 

intéressant possible. Il était également important d'identifier le degré de conservation des 

caractéristiques de l'espèce modèle O. tauri chez les espèces voisines notamment appartenant à la même 

classe des Mamiellophyceae nouvellement définie comme groupe monophylétique. 

Les carences en macronutriments sont largement utilisées pour provoquer l'accumulation de TAG et 

correspondent à la redirection de flux carboné vers les lipides. Le phosphate et l'azote sont les 

macronutriments majoritaires dans les océans (comme sur terre) dont le rapport a un rôle essentiel pour 

la répartition du phytoplancton. Le phosphate est un composant majoritaire des membranes (via les 

phospholipides) qui est remobilisé en carence phosphate (Van Mooy et al., 2009). L'azote est remobilisé 
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en carence nitrate à partir des protéines dont les protéines membranaires. Les membranes thylacoïdales 

sont fortement impactées car elles contiennent beaucoup de protéines (Kim et al., 2014; Martin et al., 

2014). Dans les deux types de carence les fonctions photosynthétiques s'adaptent (Juergens et al., 2015; 

Napoléon et al., 2013; Simionato et al., 2013). Or, comme mentionné plus haut la composition lipidique 

(ratio de classe de lipide et composition acyles des lipides) des membranes plastidiales joue un rôle 

majeur pour la régulation des fonctions photosynthétiques. Nous nous sommes donc servis de ces 

carences pour évaluer le remodelage des classes de lipides et de la composition acyle, ainsi que pour 

provoquer l'accumulation de TAG chez O. tauri et en profiter pour étudier l'infrastructure de l'organisme 

dans ces conditions. 

L’objectif des résultats présentés dans cette partie est donc de caractériser chez le picophytoeucaryote 

Ostreococcus tauri son glycérolipidome et sa dynamique en carence nutritive, ainsi que les voies de 

biosynthèse des TAG qui interviennent très probablement dans la régulation du contenu en FA des 

lipides structuraux. Cela s’inscrit dans l’objectif global de ce travail de thèse qui est d’étudier la 

dynamique des FA et la régulation du métabolisme lipidique selon des vecteurs environnementaux et de 

comprendre quelles sont les cibles enzymatiques potentielles de ces régulations. 

La caractérisation du glycérolipidome d’O. tauri et de la dynamique des glycérolipides en carences 

nutritives a été réalisée en chromatographie à phase gazeuse (GC-FID) et spectrométrie de masse (ESI-

MS/MS) et a été publiée dans l’article ci-joint (Degraeve-Guilbault et al., 2017 : Glycerolipid 

Characterization and Nutrient Deprivation Associated Changes in the Green Picoalga Ostreococcus 

tauri). Des résultats d’analyses complémentaires en ESI-MS/MS, RT-qPCR et marquage radioactif sont 

ensuite présentés pour en savoir plus sur l’origine des TAG lors de la carence azotée.  
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1 Article : Caractérisation des glycérolipides et changements associées aux 

carences nutritives chez la picoalgue verte Ostreococcus tauri 

La picoalgue Ostreococcus tauri est un eucaryote photosynthétique minimal qui a été utilisé en tant que 

système modèle. O. tauri est connu pour produire efficacement du DHA. Nous avons réalisé une étude 

approfondie du glycérolipidome d’O. tauri validant cette espèce comme modèle pour les picoeucaryotes 

apparentés. 

Les résultats principaux sont énoncés ci- après et détaillés dans l'article :  

- La composition du glycérolipidome reflète la rétention de caractères lipidiques associés au 

règne des Chromalveolates chez la microalgue ancestrale verte O. tauri. Le bétaïne-lipide 

DGTA et le phophatidyldiméthylpropanethiol (PDPT), qui sont typiques des Chromalveolates 

correspondent aux lipides extraplastidiaux présumés. 

- Le DHA est un composant exclusif des lipides extrachloroplastidiaux, les C18 PUFA sont 

majoritaires dans les lipides chloroplastiques alors que le C16:4 est largement réparti dans 

les glycérolipides structuraux et n'est pas détecté dans le pool d’acyl-CoAs. Le 18:5 est 

restreint aux galactolipides.  

- Les carences nutritives inhibent la désaturation des espèces 18:3n-3 de lipides plastidiaux 

- Les TAG d'Ostreococcus sont hautement insaturés et "alimentés" par les lipides 

chloroplastiques en carence nutritive. Les TAG présentent le panel complet des FA, et de 

nombreuses espèces présentent des combinaisons de FA typiques de lipides plastidiaux aussi 

bien qu'extraplastidiaux 

- La conversion du 18:3 en 18:4 est étroitement régulée et est inhibée en carence dans les 

lipides plastidiaux les TAG et les acyl-CoA. Elle suggère un rôle physiologique important de 

ces FA dans les membranes photosynthétiques.  
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The picoalga Ostreococcus tauri is a minimal photosynthetic eukaryote that has been used as a model system. O. tauri is known to
efficiently produce docosahexaenoic acid (DHA). We provide a comprehensive study of the glycerolipidome of O. tauri and
validate this species as model for related picoeukaryotes. O. tauri lipids displayed unique features that combined traits
from the green and the chromalveolate lineages. The betaine lipid diacylglyceryl-hydroxymethyl-trimethyl-b-alanine and
phosphatidyldimethylpropanethiol, both hallmarks of chromalveolates, were identified as presumed extraplastidial lipids.
DHA was confined to these lipids, while plastidial lipids of prokaryotic type were characterized by the overwhelming
presence of v-3 C18 polyunsaturated fatty acids (FAs), 18:5 being restricted to galactolipids. C16:4, an FA typical of green
microalgae galactolipids, also was a major component of O. tauri extraplastidial lipids, while the 16:4-coenzyme A (CoA) species
was not detected. Triacylglycerols (TAGs) displayed the complete panel of FAs, and many species exhibited combinations of FAs
diagnostic for plastidial and extraplastidial lipids. Importantly, under nutrient deprivation, 16:4 and v-3 C18 polyunsaturated
FAs accumulated into de novo synthesized TAGs while DHA-TAG species remained rather stable, indicating an increased
contribution of FAs of plastidial origin to TAG synthesis. Nutrient deprivation further severely down-regulated the conversion
of 18:3 to 18:4, resulting in obvious inversion of the 18:3/18:4 ratio in plastidial lipids, TAGs, as well as acyl-CoAs. The fine-
tuned and dynamic regulation of the 18:3/18:4 ratio suggested an important physiological role of these FAs in photosynthetic
membranes. Acyl position in structural and storage lipids together with acyl-CoA analysis further help to determine
mechanisms possibly involved in glycerolipid synthesis.

Ostreococcus tauri is a marine green picoeukaryote
(,2 mm) that has been described as the smallest eu-
karyote and used as a minimal photosynthetic model
in the last decade. O. tauri belongs to the class of
Mamiellophyceae (Classis nova) that dominates the
picoeukaryotic phytoplankton (Marin and Melkonian,
2010). O. tauri displays a minimal cellular organization
with only one of each organelle and has a highly

compact and small haploid genome that encodes 7,699
genes (Courties et al., 1994; Derelle et al., 2006; Blanc-
Mathieu et al., 2014). O. tauriminimal features together
with the implementation of a complete molecular
toolbox encompassing efficient gene transformation
and easy gene replacement by homologous recombi-
nation have promoted O. tauri as a unique model
for functional studies (Corellou et al., 2009; Lozano
et al., 2014).

The diversity of microalgae species lies far beyond
that of land plants. Microalgae have representative in
four of the six eukaryotic supergroups (Simon et al.,
2009). The most important supergroups of microalgae
are Viridiplantae (the so-called green lineage), to which
land plants also belong, and Chromalveolata, which
corresponds to the largest group of microalgae spe-
cies. The emergence of this latter lineage arose from
secondary endosymbiotic events (i.e. the engulfment
of an ancestral red microalga by an ancestral non-
photosynthetic eukaryote). Considering the primarily
oceanic production, the importance of photosynthetic
picoplanktonic species, and in particular picoeukar-
yotes from the green lineage, is increasingly recognized

1 This work was supported by the Centre National de la Recherche
Scientifique (grant PEPS ExoMOd) and the Region Aquitaine (project
Omega-3).
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(Vaulot et al., 2008; Massana, 2011). The ubiquitous
occurrence of these organisms in oceanic systems ex-
emplifies the ecological success of miniaturized eukar-
yotic cells. Due to their high surface-volume ratio, these
species would be particularly well adapted to nutrient-
poor environments and environmental changes (Schaum
et al., 2013). The variety of lipid compounds from
microalgae mirrors their diversity and is a great bio-
resource for novel molecules and for genes of related bio-
synthetic pathways (Kumari et al., 2013). Lipids of
marine microalgae are of utmost importance for the
oceanic ecosystems (Parrish, 2013); in particular, marine
microalgae fuel the food web with long-chain (LC)
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) such as eicosa-
pentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA),
which accumulate in fish oils and are essential for im-
munological, reproductive, and cognitive functions in
animals (Adarme-Vega et al., 2012; Gladyshev et al.,
2013). Therefore, acquiring knowledge on lipid metab-
olism and composition from species representative of
different taxons is important from both biotechnologi-
cal and ecological points of view. Foremost, why ma-
rine microalgae display a highly diverse and specific
panel of lipids and PUFAs compared with plants or
freshwater microalgae is a fundamental issue.
Glycerolipids are the major components of biological

membranes. The basics of microalgal glycerolipid me-
tabolism remain largely inferred from terrestrial plants
(Mühlroth et al., 2013; Li-Beisson et al., 2015). The C16
and C18 fatty acids (FAs) synthesized in the chloroplast
are assembled into lipids in both the chloroplast and the
endoplasmic reticulum (ER) through the consecutive
acylations of glycerol-3-phosphate by sn-1 glycerol-
3-phosphate acyltransferase (GPAT), to yield lyso-
phosphatidic acid, and of lysophosphatidic acid by
lysophosphatidic acid acyltransferase (LPAAT), to
yield phosphatidic acid (PA). In plants, chloroplastic
and ER acyltransferases have different specificities for
acyl donors and acyl receivers. As a result, lipids syn-
thesized in the chloroplast by the so-called prokaryotic
pathway preferentially display C16 acyl groups at the
sn-2 position of the glycerol backbone, whereas plas-
tidial lipids synthesized from endosomal precursors
(eukaryotic lipids) display a C18 acyl group in sn-2
(Ohlrogge and Browse, 1995). PA and diacylglycerol
(DAG), the latter arising from PA dephosphorylation,
are the precursors of complex lipids that are built
through the linkage of a polar head group at the sn-3
position of the glycerol backbone. Plasma membranes
as well as endosomal and plastidial membranes are
made of different classes of glycerolipids. Plastidial
lipids, conserved throughout evolution, are the gal-
actolipids monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) and
digalactosyldiacylglycerol (DGDG) as well as sulfo-
quinovosyldiacylglycerol (SQDG) and phosphatidyl-
glycerol (PG). The importance of this lipid quartet for
the organization of thylakoid membranes and photo-
synthetic functions, especially through their interaction
with PSII, is recognized from cyanobacteria to higher
plants (Boudière et al., 2014). Phospholipids (PLs), such

as phosphatidylcholine (PC), phosphatidylserine (PS),
and phosphatidylethanolamine (PE), are major com-
ponents of extraplastidial membranes (Dorne et al.,
1990). Another class of structural lipids that is widespread
in microalgae corresponds to betaine lipids (BLs;
Dembitsky, 1996; Cañavate et al., 2016). In BLs, the polar
aminoacyl head, which is either a Ser, Ala, or carbox-
ycholine, is ether linked to the glycerol backbone instead of
phosphoester linked, as in PLs. Subsequently, the synthe-
sized BLs are called diacylglyceryltrimethylhomoserine
(DGTS), diacylglycerylhydroxymethyltrimethyl-b-alanine
(DGTA), and diacylglyceryl-carboxyhydroxymethyl-
choline. BLs are assumed to be the phosphorus (P)-free
structural counterparts of PLs and have been located
in extraplastidial membranes (Künzler et al., 1997). In
Chlamydomonas reinhardtii, the BL synthase BTA1 was
shown to be localized in the ER and to synthesize
DGTS from DAG (Riekhof et al., 2005). Radiolabeling
experiments previously demonstrated that DGTAwas
synthesized from DGTS in the microalga Ochromonas
danica (Vogel and Eichenberger, 1992).

Nonpolar glycerolipids are DAGs and triacylglyc-
erols (TAGs). TAG synthesis results from the acylation
of DAGs at the sn-3 position. Beyond the role of TAGs
as energy storage molecules, there is growing evidence
that, at least in microalgae, TAGs are a reservoir of FAs
that are used for the rapid synthesis and FA remodeling
of structural lipids under both standard and stress
conditions (Cohen et al., 2000; Adarme-Vega et al.,
2012; Yoon et al., 2012). Microalgae are known to ac-
cumulate high amounts of TAGs, in particular under
adverse conditions such as nutrient deprivation, which
results in cell growth cessation (Sharma et al., 2012).
TAG synthesis is thought to serve as a sink for photo-
assimilates no longer consumed by the decreased
growth metabolism. Most importantly, FA de novo
synthesis would serve to replenish the pool of the
electron acceptor NADP+ for the still ongoing photo-
synthesis and possibly alleviate the production of
harmful reactive oxygen species.

In the last decade, renewed interest in microalgal
lipids for biotechnological applications as well as the
great improvement of sequencing facilities have led to
an impressive increase of knowledge about lipid com-
position and metabolism in diverse microalga species
(Khozin-Goldberg and Cohen, 2011; Heydarizadeh
et al., 2013; Liu and Benning, 2013). Comprehensive
studies of lipid metabolism from marine microalgae
have been conducted mainly on species belonging to
the supergroup chromalveolates. In particular, the di-
atoms Phaeodactylum tricornutum and Thalassiosira
pseudonana and the eustigmatophyte Nannochloropsis
gaditana, an oligeanous strain, garnered the most at-
tention (Mühlroth et al., 2013; Niu et al., 2013; Peng
et al., 2014; Abida et al., 2015). From the green lineage,
however, the dominating model is C. reinhardtii, which
is a terrestrial microalga from the soil, and compre-
hensive and functional studies of lipid metabo-
lism from marine green microalgae remain rather
scarce (Li-Beisson et al., 2015). By contrast with other
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transformable marine model microalgae such as the
diatoms P. tricornutum and T. pseudonana, O. tauri effi-
ciently produces DHA (Wagner et al., 2010; Trentacoste
et al., 2013), which makes this model attractive to gain
insight into DHA biosynthetic pathways and cellular
functions. Genes related to the lipid metabolism of
Ostreococcus have been identified, and several have
been characterized in heterologous hosts and used
in particular for LC-PUFA pathway reconstruction
(Meyer et al., 2004; Domergue et al., 2005; Hoffmann
et al., 2008; Wagner et al., 2010; Tavares et al., 2011;
Misra et al., 2012; Vaezi et al., 2013; Hamilton et al.,
2016). However, a detailed analysis of the Ostreococcus
glycerolipidome has never been provided. In this study,
we aimed at performing in-depth characterization of
the glycerolipidome of the model species O. tauri and
at assessing whether it was representative of related
species. By combining robust quantitative and high-
resolution techniques as well as using nitrogen (N)
and P starvation known to trigger lipid remodeling, we
conducted a comprehensive analysis that revealed
specific features and gave insight into the possible
processes driving O. tauri glycerolipidome dynamics.
This work lays the basis for future investigations of
various aspects of lipid metabolism in this unique
model organism.

RESULTS

O. tauri FA Composition Is Representative of the
Class Mamiellophyceae

FA patterns of microalgae species from the polyphetic
group prasinophytes, which encompasses Mamiello-
phyceae (Classis nova), were investigated in the 1990s
and shown to be rather conserved (Dunstan et al., 1992).
More recently, independent studies providing the FA
profiles of different Ostreococcus species have been pub-
lished (Wagner et al., 2010; Ahmann et al., 2011; Vaezi
et al., 2013). Collectively, these results showed discrep-
ancies suggesting that some qualitative differences may
exist between Ostreococcus species and between the
genera Ostreococcus and Micromonas. In particular, the
FA profile reported for the deep strain RCC809 differs
greatly from that of the surface strain O. tauri, including
the lack of DHA, and the peculiar FA 18:5 was not
reported for O. tauri while it was for most other pra-
sinophytes. Ostreococcus, Micromonas, and Bathycoccus
are the most qualitatively important genera from the
recently defined monophyletic taxon Mamiellophyceae
(Marin andMelkonian, 2010). Therefore,we investigated
the conservation of FA composition between Ostreo-
coccus species and these related genera to assess the
representativeness of O. tauri for Mamiellophyceae (Fig.
1).Micromonas pusilla and Bathycoccus prasinos, analyzed
in this work, correspond to the strains that were se-
quenced recently. Ostreococcus species were selected
in the four distinct clades reported in the literature,
and an additional species from a distinct geographical

localization was chosen within each clade (Fig. 1A;
Rodríguez et al., 2005). This selection covered the
genetic and ecological diversity of Mamiellophyceae,
in particular those of the Ostreococcus genus. Cultures
were grown in ventilated culture flasks without agi-
tation in order to allow all species to grow, as neither
Micromonas nor Bathycoccus could grow under con-
stant agitation in our hands. In these conditions, FA
patterns of the different species were closely related,
although quantitative differences in the proportion of
some FAs were observed (Fig. 1B).

Major FAs (80% of total FAs) consisted of half sat-
urated FAs 14:0 and 16:0 and half PUFAs 16:4n-3,
18:3n-3 (a-linolenic acid [ALA]), 18:4n-3 (stearidonic
acid [SDA]), and 22:6n-3 (DHA), among which 16:4n-
3 was the most abundant (15%–20% of total FAs). 14:0
and 16:0 were found in equal proportion in Ostreo-
coccus, while 16:0 was increased and 14:0 was
decreased in the two other genera. Noteworthy, varia-
tions of the ALA/SDA ratio were observed between
species, while the relative amount of the sum of ALA
and SDA remained remarkably stable, representing
26.4%6 3.2 (SD) of the total FAs of all species combined
(Fig. 1B). ALA was especially low compared with SDA
inOstreococcus RCC809 and RCC788, which are isolates
from deep locations (Fig. 1B). Nevertheless, this inter-
species difference was no longer detected when strains
were grown in Erlenmeyer flasks under agitation, and
the proportions of ALA and SDA were, on average,
similar between the surface species O. tauri and the
deep strains RCC788 and RCC809 (Fig. 1C; see below).
All species except B. prasinos contained 18:5n-3, a pe-
culiar FA initially identified from dinoflagellates and
already reported for several species of prasinophytes,
including M. pusilla and Ostreococcus lucimarinus
(Dunstan et al., 1992; Ahmann et al., 2011). DHA was
detected in all strains examined and accounted for 5%
to 8% of the total FAs. In order to assess whether in-
traspecies variation of FA proportion occurred with
respect to the growing stage of the batch culture, fatty
acid methyl ester (FAME) analysis was performed on
the model species O. tauri along a growing curve (Fig.
2). Progression from the exponential to the stationary
phase of growth (from day 4 to day 8) correlatedwith a
gradual increase in the relative contents of 16:0 and
16:3n-3 that paralleled the decrease of 16:4n-3. Simi-
larly, 18:4n-3 and 18:5n-3 decreased progressively,
while 18:3n-3 was obviously increased in the late sta-
tionary phase. Along the kinetics, the sum of ALA and
SDA represented, on average, 24.7% of the total FAs
with minor variation (60.5 SD). The relative content of
DHA remained rather stable, and 20:4n-3 could be
detected only in the stationary phase. From these re-
sults, it appeared that major modifications in the
proportions of 16:0, 16:4n-3, and v3-C18-PUFAs oc-
curred during the growth of batch culture. These
modifications are likely to be related to the changes in
self-shading and nutrient exhaustion inherent to the
increasing cell density.
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In summary, the FA patterns of O. tauri and of other
representatives of Mamiellophyceae species were
closely related, displaying similar major FAs whose
proportions were variable according to the species
and/or culture conditions. The proportions of ALA and
SDA were the most variable and varied in opposite
ways, with the sum of both FAs remaining stable

between species and during the growth of O. tauri.
Collectively, these results suggested that variations of
the FA patterns between species grown in flasks are
likely related to differences in the acclimation of each
strain to defined culture conditions but that FA profiles
are likely to be similar at the physiological optima of
each strain.

Figure 1. FA profiles of Ostreococcus and
related species of the class Mamiellophy-
ceae. A, Taxonomic origins and geographi-
cal and depth locations ofOstreococcus and
related species analyzed. nd, Not defined.
B, FA profile of all strains grown in flasks
without agitation. Means of five indepen-
dent experiments are shown. Error bars
represent SE. C, Comparison of FA profiles
from an Ostreococcus surface strain (O.
tauri) and from Ostreococcus deep strains
(RCC788 and RCC809) grown under con-
stant agitation. Means of three independent
experiments are shown. Error bars represent SE.
Cell density was 20 to 453 106 cells mL21 in
all experiments.

Figure 2. Evolution of the O. tauri FA profile
during the growth of batch culture. A, Grow-
ing curve. B, Associated FA profiles. Means of
triplicate experiments are shown. Errors bars
represent SE.
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Characterization of the O. tauri Glycerolipidome

To accurately assess the identity of all polar glycer-
olipids of O. tauri, two-dimensional thin-layer chro-
matography (2D-TLC) was used and electrospray
ionization-tandem mass spectrometry (MS/MS) anal-
ysis of detected spotswas performed (Fig. 3). Thin-layer
chromatography plates were stained by the phospho-
specific stainMolybdenum Blue and revealed twomain
PLs: PG and PX, an unknown phospholipid (see below;
Fig. 3B). Other faintly detected PLs estimated by gas
chromatography-flame ionization detection (GC-FID)
analysis to account each for, at most, 1% of the polar
glycerolipids were PS, PE, and phosphatidylinositol
(PI), as confirmed by MS2 analysis (Fig. 3, B and D). PX
also was stained by the Draggendorff reagent (Fig. 3C)
commonly used to reveal tertiary amine but also
reported to positively stain tertiary sulfonium deriva-
tives found in microalgae (Sciuto et al., 1988). MS/MS
analysis of each spot confirmed the identity of plastidial
lipids and, most importantly, allowed us to definitively
discriminate DGTA from DGTS as well as to determine
the nature of PX (Supplemental Fig. S1). PX, which
exhibited similarmigration properties to PC, was found
to display a mass-to-charge ratio (m/z) profile different
from PC (Supplemental Fig. S2). The fragmentation
of PX parent ions resulted in a neutral loss of 200 m/z,
in contrast with the 59 m/z loss expected for PC

(Supplemental Fig. S2, B and C; Domingues et al., 1998).
This result was similar to the fragmentation features of
a novel lipid identified in the haptophyte Emiliania
huxleyi that was assigned as phosphatidyldimethyl-
propanethiol (PDPT; Supplemental Fig. S2; Fulton
et al., 2014). PDPT is a lipid similar to phosphati-
dylsulfocholine (PSC) but with the terminal dimethyl
sulfide moiety bound to phosphate via propanol in-
stead of ethanol. Reasoning that spectral and frag-
mentation features were similar between PC and PX, in
both positive and negative mode, PX was assigned as
PDPT (Hsu and Turk, 2003; Berdeaux et al., 2010). As
no PC could be detected, PDPT appeared to com-
pletely replace PC in O. tauri, which was not the case in
E. huxleyi.

In summary, these analyses showed that O. tauri
contains the canonical photosynthetic lipids (MGDG,
DGDG, SQDG, and PG) and one class of BL, namely
DGTA. Five classes of PLs were detected: the two main
ones are PG and the peculiar phosphosulfolipid PDPT,
and the minor ones (less than 2% of the PLs) are PS, PE,
and PI.

Comparison of the O. tauri Lipidome with Related Species

Having established the identity of polar glycerolipids
of O. tauri, a comparative FA analysis of major

Figure 3. Characterization of polar lipids
of O. tauri. A to C, Two-dimensional high-
performance thin-layer chromatography
(HPTLC) separation and staining ofO. tauri
polar glycerolipids. Migrations were per-
formed in chloroform:methanol:water
(65:25:4, v/v) for the first dimension (arrow1)
and chloroform:methanol:isopropylamine:
concentrated ammonia (65:35:0.5:5, v/v) for
the second migration (arrow 2). A, Primuline
staining of all lipids. B, PL-specific staining
by Molybdenum Blue. C, Dragendorff rea-
gent staining. D, Estimation of polar glycer-
olipid content by FAME-GC-FID analysis
of polar glycerolipids separated by two-
dimensional HPTLC. The quantity (mg) of
FA in each lipid (as labeled) and the per-
centage of FA in polar lipids are indicated.
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glycerolipidswas conducted betweenO. tauri and other
Mediterranean species from distinct clades (Fig. 4). In
order to obtain a sufficient amount of TAG for the
analysis and readily compare the FA composition of
TAGs in the different Ostreococcus species, cultures
were collected in the early stationary phase. In these
conditions, steryl esters were detected and taken into
account (Supplemental Fig. S3). One-dimensional
HPTLC development of PLs according to Mock and
Kroon (2002) was preferred to 2D-TLC to achieve a
robust quantitative analysis, as 2D-TLC was less re-
producible and resulted in random overlap of PDPT
and SQDG (Fig. 3; Supplemental Fig. S3). Under these
conditions, theminor PLs PS, PI, and PE comigrate with
PDPT, DGTA, and PG, respectively (Supplemental Fig.
S3). All species displayed a similar composition of
lipids and FAs (Fig. 4). All species combined, the av-
erage of polar lipids typically represented nearly 80% of
the total analyzed lipids, with the predominance
of chloroplastic lipids, among which MGDG and
SQDG were the most abundant. DGTA/PI was, on
average, about twice as abundant as PDPT/PS. TAGs
represented 17%, on average, of the total lipid classes,
although this content varied greatly between experi-
ments. Lipid and FA patterns were more closely related
between species within an experimental set than for a
given species between experiments, confirming the
previous results that the lipid and FA profiles depend

more on the culture conditions than on the affiliation of
theOstreococcus species to a given clade (Supplemental
Fig. S4). The FA composition of each class of glycer-
olipid was conserved between the different Mediter-
ranean clades (Fig. 5). The saturated fatty acids (SFAs)
14:0 and 16:0 were major compounds of all lipids, with
the exception of MGDG, which displayed a highly
unsaturated FA profile. 16:4n-3 was widely distrib-
uted in lipids, including TAGs and steryl ester,
and especially abundant in MGDG and PDPT, while it
was poorly represented in PG and SQDG (Fig. 5;
Supplemental Fig. S6). Strikingly, ALA and SDA
dominated the PUFA composition of chloroplas-
tic lipids, and 18:5n-3 was detected exclusively in
galactolipids, whereas DHA was a major component
of DGTA/PI and PDPT/PS, presumed to be extrap-
lastidial, in which it represented 40% and 20% of the
FA content, respectively. DGTA/PI and PDPT/PS
accounted, on average, for 70% and 12% of the total
DHA content, respectively. This result was at vari-
ance with a previous report that failed to detect DHA
in the polar lipid fraction from O. tauri (Wagner et al.,
2010). FA analysis of individual O. tauri polar lipids
resolved by 2D-TLC indicated that PE, like PS, was
composed nearly exclusively of DHA, which was
confirmed by mass spectrometry analysis (see be-
low), whereas no DHA could be detected in PG.
Therefore, it is likely that the low proportion of DHA
detected in the PG/PE fraction inOstreococcus species
arise exclusively from PE (Supplemental Fig. S5).
Interestingly, DAGs and TAGs displayed an FA
profile closely related to the bulk of PLs, and both
contained as well C18-PUFAs, including 18:5n-3 (Fig.
5). DHA represented at least 10% of the FAs in steryl
esters, which displayed the highest content of 16:3n-3
of all lipids (Supplemental Fig. S6).

Acyl Chain Positional Analysis of Structural Glycerolipids
and TAGs

Positional analysis of FAs was achieved for the major
glycerolipids of O. tauri by MS/MS analysis as de-
scribed by Abida et al. (2015), except for PDPT, which
was done in negative mode on [M-CH3]2 adduct
(Supplemental Fig. S2, B and C). In agreement with
quantitative results obtained from GC-FID analysis,
14:0, 16:0, and 16:4 were widespread in structural lipids
and found in numerous molecular species of a given
lipid class, whereas 22:6 was detected only in PDPT and
DGTA (Fig. 6; Supplemental Fig. S7). 16:4 was located
at the sn-2 position in most lipid species, including
DGTA and PDPT, but at the sn-1 position in SQDG
species (32:4) and in a minor species of MGDG (32:8),
which corresponded to the only 16:4/16:4 combination
detected in the analysis. Di-SFA species consisting of
14:0 and 16:0 combinations were detected in plastidial
lipids, except MGDG, and in the minor class PI
(Supplemental Fig. S7). In all plastidial lipids, C18-
PUFA acyl groups were located exclusively at the sn-1

Figure 4. Lipid and FA profiles from analyzed lipids of Ostreococcus
Mediterranean species. A, Lipid composition. B, FA composition of the
analyzed lipids. Means of three independent experiments are shown.
Error bars represent SE.
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position lipids, and SFAs were located exclusively at
the sn-2 position when in combination with PUFAs (i.e.
an exception made of di-SFA species). Consequently,
plastidial lipids displayed the so-called prokaryotic
type FA pattern known to occur in lipids synthesized in

the chloroplast of plants as well as in cyanobacteria
(Frentzen et al., 1983; Weier et al., 2005). MGDG and
DGDG mature species consisted of the sn-1/sn-2 com-
binations 18:3/16:4, 18:4/16:4, and 18:5/16:4. Mature
DGDG species further encompassed v3-C18-PUFA in

Figure 5. FA composition of glycerolipids of Ostreococcus Mediterranean species. Lipids were resolved by one-dimensional
HPTLC. Means of three independent experiments are shown. Error bars represent SE.
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combination with 14:0 or 16:0. In PG and SQDG, 18:3
and 18:4 were detected only in combination with C16
acyl groups. 18:4/16:1-PGwas the most detected species
(34:5-PG). This species most certainly corresponded to
the species of PG containing the D3-trans-hexadecenoic
acid (16:1t) detected in high proportion by GC-FID
analyses and known to be essential for photosyn-
thesis in C. reinhardtii, where it stabilizes PSII oligo-
mers in thylakoids (Pineau et al., 2004). 18:4/16:0-PG,
which appears to be the second most abundant PG
species, is the likely precursor of 18:4/16:1t-PG (Li-
Beisson et al., 2015).
In contrast to plastidial lipids, saturated acyl groups

were detected exclusively at the sn-1 position in both
PDPT and DGTA, while the sn-2 position was esterified
exclusively with PUFAs including 16:4. The four major
PDPT molecular species corresponded to the combi-
nation of sn-1-14:0 and sn-1-16:0 with sn-2-16:3, sn-2-
16:4, and sn-2-22:6. These acyl combinations also were
detected in DGTA (Fig. 6; Supplemental Fig. S7).
Nonetheless, in contrast to PDPT, DGTA encompassed
numerous species that displayed unsaturated acyl
groups at both sn-1 and sn-2 positions, including highly
unsaturated molecular species, of which 22:6/22:6 was

detected with the highest intensity (molecular species
44:12). Therefore, in O. tauri, the sn-2 specificity in
extraplastidial and plastidial lipids is globally reversed,
similar to what was reported for C. reinhardtii. In O.
tauri, however, a noticeable exception is that 16:4 was at
the sn-2 position in most lipid species, including
extraplastidial lipids, while in C. reinhardtii, 16:4 is
reported to be at the sn-1 position in two minor DGTS
species and only at the sn-2 position in MGDG (Li-
Beisson et al., 2015).

Among the numerous TAG molecular species
detected, the positional distribution could be unam-
biguously assessed for some species, of which the mo-
lecular species 52:10 corresponded to the highest peak
(Fig. 6B; Supplemental Fig. S8). In most species, in-
cluding 52:10, the sn-2 position was occupied by 14:0 or
16:0. C18-PUFAs and LC-PUFAs were detected in nu-
merous combinations of TAG species, suggesting that
TAGs were synthesized from FAs diagnostic for both
plastidial and extraplastidial lipids. The presence of
18:5 and 22:6 in theminor species 56:15 (18:5/16:4/22:6)
is the best illustration that FA from both plastidial
and extraplastidial lipids feeds TAG synthesis and
suggests that active transfer of FAs and/or DAG

Figure 6. Positional analysis of FAs in major
glycerolipids. Molecular species (mol sp) of
polar glycerolipids (A) and of TAGs (B) and the
corresponding FA combination are represented
as percentages (as labeled) of the total signal
analyzed in each lipid class, and corresponding
bars are scaled according to the highest
percentage. Only species representing more
than 4% are shown (for complete data, see
Supplemental Figs. S7 and S8). In A, letters in
parentheses refer to the lipid class in which the
FA combination was detected (P, PG; S, SQDG;
D, DGDG; M, MGDG; B, DGTA; T, PDPT). For
TAG species in B, only the central position can
be deduced from themethod. *, The FA position
is likely; **, the FA position is not known.
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precursors from the chloroplast to the ER occurs (see
“Discussion”).

Effects of N and P Deprivation on Lipid Composition

N and P deprivation were used to get a dynamic in-
sight into lipid remodeling, the possible associated
regulation of lipid FA composition, especially of TAGs,
as well as the regulation of the acyl-CoA pool. Three
days of starvation was enough to severely slow down
or arrest cell growth in P- or N-deprived cultures and to
trigger TAG accumulation (Fig. 7; Supplemental Fig.
S9A). N deprivation was more stringent than P depri-
vation, leading to an earlier growth slowdown/arrest
and to a greater accumulation of TAGs (Fig. 7A).
Noteworthy, in both cases, TAG accumulation did not
occur at the expense of structural lipids, whose cellular
amounts also were increased (Fig. 7B; Supplemental
Fig. S9A). In particular, the amounts of DGDG and to a
lesser extentMGDGwere increased under bothN and P
deprivation (Fig. 7B). Although rare, glycolipid accu-
mulation upon nutrient deprivation has been
reported for other microalgae (Liang et al., 2013). For
other structural lipids, specific changes were ob-
served depending on whether P or N was depleted
(Fig. 7B; Supplemental Fig. S9B). Under P deprivation,
SQDG and DGTA content increased at the expense
of P-containing lipids, namely PG/PE and PDPT/PS,
respectively. In phytoplankton, SQDG is known to be a

surrogate of PG in cyanobacteria and thylakoid mem-
branes of microalgae, and BLs replace PC in extrap-
lastidial membranes of microalgae (Van Mooy et al.,
2009). In O. tauri, PDPT was identified in this work as a
major PL besides PG, while PC was absent (Fig.
3D). In P-deprived cells, the FA composition of the
bulk of presumed nonplastidial lipid, namely DGTA/
PI and PDPT/PS, remained unchanged (Fig. 8D;
Supplemental Fig. S9C), while in the PDPT/PS pool,
the DHAproportion was increased and the proportions
of 16:0 and 16:4 were decreased (Fig. 9B). As the minor
class PSwas shown to be composed exclusively of DHA
(Supplemental Fig. S5), this result strongly suggests
that PDPT is readily used as a phosphate source under
phosphate deprivation in O. tauri. DGTA, which dis-
plays a closely related FA composition, likely com-
pensates for PDPT loss in extraplastidial membranes
(Figs. 7B, 8D, and 9, A and B). N deprivation triggered
an increase of all structural lipids, PG amount being
increased to the greatest extent (Fig. 7B). As a result, the
proportion of PG was increased while that of SQDG
was decreased (Supplemental Fig. S9B). This feature
has been reported for other microalgae and might be
the result of a compensatory mechanism to maintain a
balanced proportion of anionic lipids in thylakoid
membranes (Martin et al., 2014; Kim et al., 2015).

N and P deprivation triggered rapid alteration of the
FA profiles of all lipid pools, including acyl-CoAs (Fig.
8). Acyl-CoA profiles reflected the global FA profile ofO.
tauri, with the striking exception that the major FA 16:4
was not detected (Fig. 8A). Under standard conditions,
DHA was by far the major species of the acyl-CoA pool
before 14:0 and 16:0. Although in a low amount, 18:5-
CoA could be unambiguously detected. It is worth not-
ing that 18:3 and 18:4 species were enriched compared
with other PUFA species in the acyl-CoApool.However,
compared with the global abundance of FA (total
FAMEs), LC-PUFA-CoAs were the most enriched spe-
cies under standard conditions, especially 22:5-CoA
species (Fig. 8B). Under N and P deprivation, ALA ac-
cumulated to a greater extent than SDA in the plastidial
lipids DAGs and TAGs but not in extraplastidial lipids
(Fig. 8). This resulted in a striking inversion of the ALA/
SDA ratio in all lipids except extraplastidial lipids (Fig.
9). This remarkable trend could be reversed upon me-
dium repletion (Supplemental Fig. S10). The global
proportion of both ALA and SDA of all analyzed lipids,
however, remained stable in all conditions representing
about 26% of the total FA (Supplemental Fig. S9D).
Moreover, in the acyl-CoA pool, 18:3 species readily in-
creased whereas 18:4 was decreased, resulting in the
inversion of the 18:3/18:4 ratio also in this pool (Figs. 8A
and 9J). In accumulating TAGs as in galactolipids, the
decrease of SDA seems to be balanced by the increase of
ALA, while in PG and SQDG, the reduction of SDA
largely exceeded the rise of ALA relative content,
reflecting a specific decrease of 18:4 species in these latter
lipids (Fig. 9).

Altogether, these results indicate that nutrient dep-
rivation down-regulates ALA desaturation and that

Figure 7. Effects of N and P deprivation on cell growth and lipid con-
tent. A, Growing curves representative of five independent experiments.
B, Means of three independent experiments. Error bars represent SE.
ASW terms are explained in “Materials and Methods.”
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other mechanisms are further involved to specifically
deplete SDA-containing species of PG and SQDG. Be-
sides this unexpected regulation, nutrient deprivation,
especially N deprivation, triggered the increase of 16:0
that impacted all lipid pools but to a greater extent
DAGs, TAGs, and acyl-CoAs (Fig. 9, H and J). How-
ever, not only saturated FAs but major PUFAs, such
as C16:4, and v3-C18 PUFAs, including C18:5, accu-
mulated in de novo synthesized TAGs, while the
level of LC-PUFAs remained rather stable (Fig. 8E).

Consequently, the proportions of 16:4 and v3-PUFAs,
hallmarks of plastidial lipids, remained high, whereas
DHA species were reduced by half (Fig. 9H). In other
microalgae, TAGs accumulating upon nutrient stresses
commonly display a decreased unsaturation index,
mainly due to the accumulation of de novo synthesized
SFA and monounsaturated FAs at the expense of
PUFAs arising from modification on structural lipids
(Sharma et al., 2012). In particular, the proportion of
16:4 in accumulating TAGs is reduced importantly in

Figure 8. Effects of N and P deprivation on FA amounts in distinct lipid pools. A and B, Acyl-CoA amounts (A) and enrichment (B)
comparedwith total FA and expressed as themolar ratio between acyl-CoA per cell and total FA per cell. Means of triplicate batch
cultures are shown. C to F, FA amounts in different lipid pools. Means of three independent experiments are shown. Error bars
represent SE. ASW terms are explained in “Materials and Methods.”
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Dunaliella and Chlamydomonas species in stark contrast
to O. tauri (Siaut et al., 2011; Davidi et al., 2014). Note-
worthy, the profile of the acyl-CoA pool changed
according to the profile of TAGs: the major DHA

species in cycling cells was reduced drastically under
nutrient deprivation, whereas 18:3 species accumulated
in the pool at the expense of 18:4, as already mentioned
(Figs. 8A and 9J). The enrichment of the acyl-CoA pool

Figure 9. Effects of N and P deprivation on FA profiles of lipids and acyl-CoA. Black bars, N starvation; gray bars, P starvation;
white bars, control. The same data set used in Figures 7B and 8 was used. Error bars represent SE.
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in LC-PUFA species was reduced drastically under N
deprivation, whereas an intermediate situation was
observed under P deprivation. It is likely that the
transfer of LC-PUFAs to the acyl-CoA pool is reduced
rapidly upon cell growth slowdown/arrest, limiting
their incorporation into TAGs and, therefore, preserv-
ing the FA patterns of extraplastidial lipids.

Ultrastructure of Nutrient-Deprived O. tauri

In order to investigate ultrastructural changes asso-
ciated with TAG accumulation as well as to know
whether TAG accumulation occurred concomitant with
or at the expense of starch, as described for some
microalgae, N- and P-deprived cells were observed by
electron microscopy after cryofixation (Li et al., 2015;
Vitova et al., 2015). Ultrastructural observation of
O. tauri nutrient-deprived cells revealed that starch was
actively synthesized in the chloroplast, resulting in
large starch granules, and that cytoplasmic oil bodies
accumulated (Fig. 10). Plastoglobules could be detected
in control cells andwere no longer observed in nutrient-

deprived cells. Small granules, which were arranged in
array in control cells and whose electron density was
close to that of starch (i.e. brighter than oil bodies),
could still be detected in starved cells, although they
were much less numerous than in control cells (Fig. 10,
A and E). These granules were reported previously as
storage granules, and their composition remains un-
known (Henderson et al., 2007). Peripheral thylakoid
structures appeared to be preserved in P-deprived cells,
whereas in most N-deprived cells, thylakoids were
hardly distinguishable in the swelled chloroplast filled
with a material that had the same electron density as oil
bodies (Fig. 10, E and F). Cell size was increased for
both N- and P-starved cells compared with controls, as
reflected by the increased cell sections that were sig-
nificantly different from controls (1.056 0.33 mm2) and
corresponded, respectively, to 1.65 6 0.59 and 1.71 6
0.61 mm2 (Student’s t test, P , 0.01; n . 30). Increase
of cell size has been commonly reported for microalgae
that display a cell wall (Yap et al., 2016). Our observa-
tions indicate that O. tauri cells that are devoid of
cell wall also readily increase in size under nutrient
deprivation. Most P-deprived cells contained two

Figure 10. Transmission electron microscopy of nutrient-replete and nutrient-depleted O. tauri cells. A and D, Control cells.
Either one or duplicated chloroplasts and mitochondria could be observed, reflecting different progression stages of cells into the
cell cycle. Peripheral and central arrays of thylakoids and occasionally plastoglobuli-like structures could be detected in chlo-
roplasts. The chloroplastic starch granule, when detected, was small. Cytoplasmic arrays of granules of unknown composition
were observed frequently. B and E, N-starved cells accumulated oil bodies and displayed a large starch granule in the chloroplast.
Thylakoidal structures were hardly distinguishable (E). C and F, P-starved cells frequently displayed duplicated chloroplasts, each
containing a large starch granule; peripheral thylakoid arrays could be detected. Black arrowheads indicate oil bodies, and white
arrowheads indicate storage granules. cl, Chloroplast; m, mitochondria; n, nucleus; pg, plastoglobules; st, starch. Bars = 1 mm in
general views (A–C) and 0.5 mm in individual views (D–F).
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chloroplasts blocked in division, suggesting that a
specific arrest in the cell cycle had occurred after chlo-
roplast duplication. Consequently, P-deprived cells
displayed either an elongated or a pyramidal shape. N-
deprived cells displayed an altered cell shape and
greater accumulation of both starch and oil bodies.
Therefore, the increase of structural lipid content, in
particular of plastidial lipids, might arise from the in-
crease in cell size and mask the decay of thylakoid
structures at the chloroplastic level.

DISCUSSION

A phylogenetic tree of the organisms relevant for the
following discussion is provided in Supplemental
Figure S11 (Letunic and Bork, 2016). Mamiellales that
diverged early in the green lineage are the only organisms
described so far that display combined features of
microalgae from distantly related lineages, namely
Viridiplantae and Chromalveolata. DHA as well as
DGTA and PDPT lipids are absent in the green lineage.
Moreover, the distribution of FAs within the distinct
Ostreococcus lipid classes follows an amazing scheme
in which v3-C18-PUFAs dominate plastidial lipids
whereas LC-PUFAs, including themajor species DHA,
are confined to extraplastidial lipids. The preferential
distribution of FAs between plastidial and extrap-
lastidial lipids does exist in other microalgae, but the
marked exclusion of LC-PUFAs from plastidial lipids
occurring in Ostreococcus has no equivalence in the
literature (Dembitsky, 1996). The nearest scenario oc-
curs in the haptophyte E. huxleyi, in which DHA is
detected preferentially in extraplastidial lipids but also
is present in MGDG and SQDG and C18-PUFAs are
confined to plastidial lipids (Fulton et al., 2014). It
might be that the occurrence of LC-PUFAs in plastidial
lipids is somehow related to secondary endosymbio-
sis. Another puzzling feature of Ostreococcus is the
nutrient-dependent regulation of the ALA/SDA ratio
in plastidial lipids, which is reflected in TAGs. Finally,
TAG positional acyl patterns, including the cooccur-
rence of FAs diagnostic of plastidial and extraplastidial
lipids in the same TAG species, raises interesting issues
about TAG synthesis pathways.

Ostreococcus Lipidic Features Are Related to Microalgae
from Viridiplantae and Chromalveolata

The FA profile of Ostreococcus and related species is
well conserved and relatively simple, being dominated
by four PUFAs, 16:4n-3, 18:3n-3, 18:4n-3, and 22:6n-3,
and two SFAs, 14:0 and 16:0, with the additional
presence of 18:5n-3 in most species. C16:4n-3 has
been proposed as a biomarker for Chlorophyceae and
Trebouxiophyceae that belong to the green lineage
(Viridiplantae), whereas 14:0, 18:4n-3, and 22:6n-3 are
major FAs of haptophytes (Chromalveolata; Lang
et al., 2011; Taipale et al., 2013). Octadecapentaenoic
acid, although anciently reported to occur in some

prasinophytes and more recently in O. lucimarinus
(Dunstan et al., 1992; Ahmann et al., 2011), is usually
found in divisions of microalgae from the chromalveo-
lates. Moreover, DGTA and the peculiar phospho-
sulfolipid PDPT were identified unambiguously as
major structural lipids in O. tauri besides the canonical
quartet of plastidial lipids (Supplemental Figs. S1 and
S2). It is reasonable to postulate that DGTA and PDPT
are extraplastidial lipids. Indeed, DGTA and PDPT not
only displayed closely related FA profiles but also
appeared to substitute one for the other depending on
the availability of P in the medium, the FA profile of the
bulk DGTA/PDPT remaining unchanged. In the liter-
ature, BLs were shown to be associated with non-
chloroplastidial structures in other microalgae, and
PDPT, similar to PSC, is considered as an analog of PC
known to be a major component of extraplastidial
membranes (Dorne et al., 1990; Künzler et al., 1997).
Based on the resemblance of lipidic features between
Mamiellophyceae species, it is likely that both of these
lipids are conserved at least inOstreococcus species (Figs.
1, 4, and 5; Supplemental Fig. S3). DGTA and PDPT
have been reported for microalgae of the chromalveo-
lates supergroup (Fulton et al., 2014; Cañavate et al.,
2016). Previous studies that thoroughly addressed the
occurrence and evolutionary and taxonomic distribu-
tion of BLs indicated that DGTS was the only class of
BLs in green microalgae, whereas DGTA and/or
diacylglyceryl-carboxyhydroxymethyl-choline occurred
preferentially in species from the chromalveolates su-
pergroup (Dembitsky, 1996). However, DGTA was
reported recently for the prasinophyteTetraselmis suecica,
indicating that DGTA is present in prasinophytes of
distinct clades (Cañavate et al., 2016). The peculiar
phosphosulfolipid PDPT was only recently identified
from E. huxleyi (haptophyte, chromalveolates), in which
PC and BLs also occur (Fulton et al., 2014). Noteworthy,
PDPT completely replaced PC inO. tauri. Likewise, Sato
et al. (2016) recently reported that, in O. tauri and
O. lucimarinus, no homologs of PE methyltransferase
and phosphoethanol methyltransferase, both required
for PC synthesis, could be identified. The sulfonium
analog of PC, namely PSC, which is more common
than PDPT and has been reported from several marine
diatom species, was found to completely replace PC in
Nitzschia alba (Bisseret et al., 1984). The role of phos-
phosulfolipids in microalgae has not been investigated
directly, but it is likely that the replacement of ni-
trogenous lipids by sulfonium analogs, as for other
compounds, confers (or has conferred) an ecological
advantage in N-poor environments (Giordano and Pri-
oretti, 2016).

Mamiellophyceae are ancestral picoeukaryotes that
diverged early in the green lineage and that might have
conserved ancestral features with respect to the glyc-
erolipid composition compared with other green
microalgae. Several microalgae of distinct taxonomic
position within the chromalveolates were reported to
display genes of the carotenoid pathway originating
from prasinophytes (Frommolt et al., 2008). Prasinophytes
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were further identified at the origin of the important
green footprint discovered in the genome of diatoms
(Moustafa et al., 2009). A cryptic endosymbiotic event
involving an ancestral prasinophyte has been pro-
posed to be responsible for such an important gene
transfer from the green to the brown lineage. Our re-
sults support this hypothesis, as the occurrence of li-
pidic hallmarks of chromalveolates in Ostreococcus
suggests that these features originate from an ancestral
prasinophyte and have been lost during the evolution
of most green microalgae.

FA Distribution in Structural Lipids

LC-PUFAs

As mentioned, the presence of DHA in green micro-
algae is exceptional, since it has only been reported for
some prasinophytes in this lineage, including some but
not all Ostreococcus species (Dunstan et al., 1992;
Wagner et al., 2010; Ahmann et al., 2011; Vaezi et al.,
2013). From our work here, it appeared that DHA was
produced in similar amounts in all the Mamiellophy-
ceae species analyzed. DHA was confined to extrap-
lastidial lipids, namely PE, PS, PDPT, and DGTA. In
agreement with quantitative analysis, which showed
that DGTA was highly enriched in LC-PUFAs com-
pared with PDPT, FA positional analysis revealed that
di-LC-PUFA combinations occurred only in DGTA, of
which the di-22:6-DGTA species showed the highest
signal. Furthermore, numerous DGTA species corre-
sponded to likely intermediates of desaturation and/or
elongation steps leading to the formation of highly
unsaturated mature species (22:5/22:6 and 22:6/22:6).
DGTA has been reported to be highly unsaturated in
diverse microalgae species and, in particular, to be the
most unsaturated BL in microalga species that con-
tained several classes of BLs (Dembitsky, 1996; Armada
et al., 2013; Cañavate et al., 2016). In O. danica, radio-
labeled oleate was first incorporated in DGTS and trans-
ferred to DGTA for further modification to yield highly
unsaturated DGTA species (Vogel and Eichenberger,
1992). In plants, FA modification, including desatura-
tion, is thought to occur preferentially at the sn-2 po-
sition of PC. A deacylation/reacylation cycle of PC,
referred to as acyl editing, fuels the acyl-CoA pool with
modified acyl chains and further increases the acyl
diversity of PC (Bates et al., 2012). InO. tauri, DHAwas
the most abundant species in the acyl-CoA pool of
cycling cells, suggesting an important turnover of this
FA under favorable conditions. Collectively, these re-
sults support the hypothesis that DGTA is a substrate
for FA elongation and desaturation processes and,
furthermore, that acyl editing of DGTA might take
place to generate di-LC-PUFA DGTA species.
LC-PUFA synthesis occurs by successive desatura-

tion and elongation steps known to take place, in lower
eukaryotes, on lipid and acyl-CoA substrates, re-
spectively. However, an acyl-CoA D6-desaturase from

O. tauri could be identified by functional characteriza-
tion in Saccharomyces cerevisiae (Domergue et al., 2005).
Moreover, evidence about the acyl-CoA dependence
of the D5-desaturase fromMantoniella squamata, which
belongs to Mamiellales, also has been provided
(Hoffmann et al., 2008). Acyl-CoA products of acyl-
CoA desaturases are expected to accumulate because
they are more efficiently produced than incorporated
into lipids. From our analysis, it was obvious that the
acyl-CoA pool was enriched in 18:3 and 18:4 spe-
cies compared with the proportion of these FAs in
extraplastidial lipids under standard conditions (Figs.
8 and 9; Supplemental Fig. S9). It is not possible to
discriminate whether the higher proportion of these
FAs arises from the transit of ALA and SDA of plas-
tidial origin in the acyl-CoA pool before their incor-
poration into TAGs and/or from the accumulation of
the acyl-CoA D6-desaturase products, namely 18:3n-6
and 18:4n-3. However, it was striking that the molar
ratio acyl-CoA/FAMEs was higher for LC-PUFA
species, including 20:4, 20:5, 22:5, and 22:6. This re-
flects the accumulation of LC-PUFAs in the acyl-CoA
pool compared with the lipid pool (Fig. 8B). The
greater enrichment of 22:5-CoA, the elongation pro-
duct of 20:5-CoA, compared with other LC-PUFA
species might reflect a bottleneck arising from the re-
quired incorporation of 22:5-CoA into lipids before
further desaturation and strongly suggests that the
O. tauri endosomal D4-desaturase works on lipidic
substrates. As neither DGTA nor PDPT is present in
S. cerevisiae, this would explain why only trace activity
of this enzyme was detected in this heterologous host.
Whether the enrichment of 20:4-CoA and 20:5-CoA
species reflects an activity of the D5-desaturase on
acyl-CoA substrate and/or LC-PUFA acyl editing
could possibly be answered by manipulating the ex-
pression of terminal desaturases in the native host.

Regulation of ALA and SDA Contents in Plastidial Lipids

The contents of ALA and SDA were remarkably
stable between species and culture conditions, while
the ALA/SDA ratio was highly variable. ALA conver-
sion to SDA was obviously down-regulated under nu-
trient deprivation, resulting in an important decrease
of SDA relative to ALA in plastidial lipids. To our
knowledge, no equivalence of such a pronounced and
located FA remodeling of plastidial lipids has ever been
reported under nutrient starvation in other microalgae.
The accumulation of ALA-containing galactolipids
can be explained by the down-regulation of ALA-gal-
actolipid desaturation. This would imply that MGDG/
DGDG remain actively synthesized under nutrient
deprivation, which is in agreement with the increased
amount of galactolipids observed in nutrient-deprived
cells (Fig. 7B). Acyl remodeling of existing plastidial
lipids also might be involved in modulating the ALA/
SDA ratio, especially in PG and SQDG. Indeed, the
proportion of SDA is importantly and similarly re-
duced in these lipids under both N and P deprivation,
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whereas the cellular amount of PG is reduced under P
deprivation and that of SQDG remains stable under N
deprivation, suggesting a reduced turnover of these
lipids. The reflection of the ALA/SDA ratio changes in
accumulating TAGs, suggests that TAG synthesis
serves to regulate the ALA and SDA contents of plas-
tidial lipids (Fig. 8, C and E). Whether the D6-acyl-CoA
desaturase and/or another plastidial D6-desaturase are
involved in regulating ALA and SDA contents in
plastidial lipids would be interesting to specify. Al-
though the physiological relevance of regulating the
ALA/SDA ratio in plastidial lipids remains to be clar-
ified, it is likely related to photosynthetic acclimation.
The crucial role of plastidial lipids for the organization
of photosystems in thylakoid membranes and the in-
volvement of unsaturated FAs in photoacclimation to
temperature changes have been demonstrated in plants
and cyanobacteria (Allakhverdiev et al., 2009; Boudière
et al., 2014). On the other hand, N and P nutrient
stresses are known to affect the efficiency of photosys-
tems, in particular PSII, by affecting the structure of
light-harvesting complexes and/or reaction centers
(Jiang et al., 2012; Napoléon et al., 2013). N shortage
also has been reported to result in reducing the linear
electron flow and increasing alternative electron flow in
several microalgae (Simionato et al., 2013; Juergens
et al., 2015). However, how lipid and/or FA remodel-
ing is precisely related to functional changes in thyla-
koid membranes remains to be investigated.

Octadecapentaenoic Acid

Octadecapentaenoic acid was restricted exclusively
to galactolipids and occurred only in combination with
16:3 and 16:4. 18:5n-3 was first identified from dino-
flagellates (dinophytes) and, thereafter, found in
raphidophytes and haptophytes. In these microalgae,
18:5 was shown to be confined to galactolipids, as
revealed for Ostreococcus in this work (Bell et al., 1997;
Leblond and Chapman, 2000). As suggested by Bell
et al. (1997), 18:5n-3 might be more widespread in
microalgae than thought, as 18:5n-3 might have been
misidentified as 20:1n-9 in many studies. The most
reasonable hypothesis about 18:5n-3 synthesis is the
existence of a yet uncharacterized D3-desaturase. Our
results suggest that the likely substrates of this putative
D3-desaturase are 18:4/16:4 galactolipid species in O.
tauri. Whether 18:5n-3 confers specific physiological
properties to thylakoid membrane compared with
EPA, which is a major component of galactolipids in
EPA-producing species, remains to be discovered
(Eichenberger andGribi, 1997; Guschina andHarwood,
2006).

Hexadecatetraenoic Acid Occurrence in Structural Lipids

The omnipresence of 16:4n-3 in Ostreococcus lipids
together with the absence of 16:4-acyl-CoA species
raises interesting questions with respect to the lipidic
substrate required for the synthesis of this FA and its

possible transfer between lipids. In plants, C16-PUFAs
are the hallmark of plastidial lipids. In microalgae such
as T. tricornutum and C. reinhardtii, C16-PUFAs are
preferentially found in plastidial lipids, and the syn-
thesis of 16:3n-4 and 16:4n-3, respectively, is thought to
occur in the chloroplast (Domergue et al., 2003; Abida
et al., 2015; Li-Beisson et al., 2015). In C. reinhardtii,
16:4n-3 is found exclusively in MGDG (Nguyen et al.,
2013) and has been shown to arise from the desatura-
tion of MGDG species by a plastidial D4-desaturase
specific of MGDG (CrD4FAD; Zäuner et al., 2012). In
Ostreococcus, 16:4n-3 represents the highest share of FAs
in MGDG but also is a major FA of PDPT (about 20%)
and to a lesser extent of DGTA (about 10%). This is
similar to Dunaliella species, in which 16:4n-3 is abun-
dant inMGDGbut also represents about 10% of the FAs
in PC and PE (Evans and Kates, 1984). The putative
O. tauri homolog of CrD4FAD (GenBank accession no.
CEG00114.1) is predicted to be located in the chloro-
plast. As suggested by Li-Beisson et al. (2015) for
CrD4FAD, it might be that the O. tauri homolog is lo-
cated in the chloroplast envelope and has access to
different lipidic substrates through ER-chloroplast
junctions even more likely to occur in a compact
organism. The detection of PDPT and DGTA species
such as 14:0/16:3n-3 and 16:0/16:3n-3, which might
correspond to precursors of 14:0/16:4n-3 and 16:0/
16:4n-3, together with the absence of 16:4-acyl-CoA
support this hypothesis (Supplemental Fig. S7). Note-
worthy, 16:4 was always detected at the sn-2 position in
extraplastidial lipids (30:4, 32:4, 34:4, 36:8, 36:9, and
38:10). C16:3 was reported to be preferentially located
at the sn-2 position of PC and DGTA in Chlorella species
(Dembitsky, 1996).

Although plant ER LPAATs do not display signifi-
cant activity toward the C16 acyl group, it cannot be
excluded that, inO. tauri, a putative endosomal LPAAT
accepts 16:3-acyl-CoA as a substrate, possibly arising
from 16:3 export from the chloroplast (see below); sn-2-
16:3-PDPT and DGTA species would be further
desaturated to 16:4 species, as proposed above. An al-
ternative and audacious hypothesis is that entire
(16:3)16:4-glycerol moieties of plastidial origin would
be exported to the ER. However, except for di-SFA
plastidial species, SFAs are at the sn-2 position in
plastidial lipids, whereas they are at the sn-1 position in
extraplastidial lipids, and the acyl pattern sn-1-16:0/sn-
2-16:4 of PDPT and DGTA species is not detected in
plastidial lipids. Therefore, this hypothesis implies that
putative plastidial 16:0/16:3 and16:0/16:4 DAG species
would be specifically exported outside the chloroplast
to serve as precursors for DGTA and PDPT synthesis in
the ER. Further work, such as investigating O. tauri
acyltransferase specificities, would be required to clar-
ify whether 16:0/16:4 DAG could be of plastidial origin.
Finally, a di-16:4 species was detected in MGDG, and
16:4 was located at the sn-1 position in SQDG. Since
MGDG is the most abundant structural lipid and dis-
plays the highest proportion of 16:4 among all lipids, it
is the most likely source of 16:4. 16:4/16:4 MGDG
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species might have a pivotal role in providing 16:4-ACP
or 16:4-glycerol backbones for the synthesis of other
lipids, including TAGs (see below). The mechanisms
underlying the positional specificity of 16:4 and its
possible transfer between lipids remain to be investi-
gated.

Acyl Positioning in Structural Lipids

Fatty acid patterns of de novo synthesized glycer-
olipids are established according to the selectivities of
acyltransferase for acyl chains from both acyl donor
and acyl acceptor. In plants, plastidial GPATs possess a
more or less pronounced selectivity for the 18:1 acyl
group, while the LPAATs exclusively direct 16:0 to the
sn-2 position so that the prokaryotic fatty acid pattern is
established. Conversely, plant microsomal GPATs have
a modest preference for palmitoyl-CoA, whereas the
microsomal LPAAT displayed a strong selectivity for
both 18:1 acyl acceptor and 18:1 acyl donor, resulting in
the configuration sn-1/sn-2 16:0/18:X and 18:X/18:X
(X,0) in glycerolipids arising from the so-called eu-
karyotic pathway. Based on these distinctive FA
patterns between ER and plastidial lipids, it was
demonstrated that the transfer of ER-synthesized DAG
to the chloroplast occurs in plants, giving rise to the
eukaryotic pattern of some plastidial lipids. The sub-
strate selectivities of microalgal GPAT and LPAATs
have not been investigated except for the LPAAT1 of
C. reinhardtii, which was recently reported to prefer
16:0-acyl-CoA over 18:1-CoA in vitro (Yamaoka et al.,
2016). In O. tauri similar to C. reinhardtii, only plastidial
lipids of prokaryotic type occur, strongly suggesting
the absence of lipid transfer from the ER to the chloro-
plast. Plastidial lipids of prokaryotic type commonly
occur in green microalgae; an exception is Chlorella
kessleri, for which a contribution of the so-called eu-
karyotic pathway to the synthesis of galactolipids has
been clearly demonstrated (Sato et al., 2003). InO. tauri,
the plastidial GPAT and LPAAT preference for C18:1
might be conserved, and the formation of di-SFA spe-
cies would arise from high 14:0 and 16:0 fluxes, driving
their incorporation at the sn-1 position of some DAGs
further channeled for PG, SQDG, and DGDG synthesis.
The sn-1 localization of SFA was the most striking

feature of O. tauri nonplastidial lipids and was in
agreement with previous reports from othermicroalgae
(Dembitsky, 1996). That major PDPT and DGTA spe-
cies (30:0 and 30:4) display an SFA at the sn-1 position
suggests that the microsomal GPAT might display a
preference for SFA as in plants. In O. tauri, however,
only one GPAT predicted to be plastidial was identified
from bioinformatic analysis (Misra et al., 2012). Inter-
estingly, microalgae genome-wide analysis failed to
identify LPAAT2, which is a typical ER LPAAT of
plants, but showed that a single homolog of soluble
LPAAT was ubiquitous among algal lineages (Misra
et al., 2014). The soluble LPAAT of Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana) was demonstrated to be plastidial
and to display a broad specificity for acyl-CoA donors,

including 16:0-CoA in vitro (Ghosh et al., 2009). Speci-
fying substrate selectivities of microalgal GPAT and
LPAAT would help to apprehend pathways involved
in glycerolipid synthesis.

Lipid Remodeling under Nutrient Deprivation

N and P enter into the composition of proteins,
nucleic acids, and PLs (Raven, 2015). N and P depri-
vation triggers microalgal metabolic reorientations that
involve lipid metabolism (Dyhrman et al., 2012;
Schmollinger et al., 2014; Levitan et al., 2015). N and P
deprivation of O. tauri culture resulted in cell division
arrest and triggered structural lipid remodeling as well
as TAG and starch accumulation. In agreement with the
literature, N deprivation appeared to be more stringent
than P deprivation, resulting in an earlier growth arrest
and a higher TAG accumulation (Sharma et al., 2012;
Fields et al., 2014). An important increase of DGDGwas
observed in Ostreococcus under both N and P depriva-
tion. The increase of DGDG upon N deprivation, which
has been commonly reported in plants and microalgae,
is thought to allow the maintenance of bilayers in thy-
lakoid membranes that are greatly destabilized by the
loss of protein from which nitrogen is recycled. PL
remobilization and replacement by phosphorus-free
polar lipids is a universal response to P deprivation.
Under P starvation, BLs are known to replace PLs in
photosynthetic bacteria, fungi, as well as microalgae
(Benning et al., 1995; Güler et al., 1996; Van Mooy et al.,
2006; Riekhof et al., 2014). The increase of DGDG under
P starvation is known to occur in plants, where DGDG
of nonchloroplastic FA composition was shown to re-
place PLs in extraplastidial membranes (Härtel et al.,
2000). DGDG also has been proposed to compensate the
loss of PE in the eustigmatophyteMonodus subterraneus
(Khozin-Goldberg and Cohen, 2006). InO. tauri, DGTA
most likely replaces PDPT, and it seems unlikely that
DGDG, whose FA composition is not related to that of
PDPT, is exported to nonplastidial membranes. Rather,
it might be that DGDG increases to compensate the
protein loss of thylakoid membranes either directly
triggered by P deprivation or indirectly via the inhibi-
tion of N assimilation (Raven, 2015).

TAG Origin?

In plants, TAGs are thought to arise mainly from ER
synthesis via the Kennedy pathway. DAG precursors of
TAGs originate either from de novo synthesis or
from head exchange between DAG and PC performed
by the PC:DAG cholinephosphotransferase (Bates and
Browse, 2012). The monoacylglycerol pathway has
been proposed as an alternative pathway for TAG bio-
synthesis in microalgae. In this pathway, sn-2 monoac-
ylglycerols are formed by sn-2-specific GPATs and
further converted to DAG by monoacylglycerol acyl-
transferase (Zienkiewicz et al., 2016). The final acylation
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step of the DAG precursor of TAGs uses acyl groups
either from the acyl-CoA pool via the activity of diacyl-
glycerol acyltransferase (DAGAT) or from complex
lipids via the activity of phospholipid:diacylglycerol
acyltransferase (PDAT). In microalgae, however, there
is now clear evidence that the chloroplastic pathway is
the major pathway for TAG synthesis (Li-Beisson et al.,
2015; Lenka et al., 2016). In particular, CrPDAT is
thought to be responsible for the synthesis of TAGs that
would arise as coproducts of chloroplastic membrane
remodeling or degradation during the active phase of
growth of C. reinhardtii (Li et al., 2012; Yoon et al., 2012).
This enzyme was demonstrated to accept a wide vari-
ety of acyl donors, of which MGDG, SQDG, and PG
would be favored in vivo, and preferentially uses DAGs
of prokaryotic origin as acyl acceptors for TAG syn-
thesis. Although the conservation of PDAT function
between microalgae needs to be ascertained, the puta-
tiveMicromonas PDAT and CrPDAT belong to the same
phylogenetic clade (Pan et al., 2015).

O. tauri TAGs were enriched in FAs diagnostic for
plastidial lipids and probably contributed to the regu-
lation of the ALA/SDA ratio, clearly indicating an im-
portant and regulated transfer of plastidial lipids into
TAGs. Interestingly, LC-PUFAs occurred in numerous
TAG species, in which they were detected at the sn-1
and/or sn-3 position but never at the sn-2 position. As
LC-PUFA species, especially DHA, were abundant in
the acyl-CoA pool while poorly represented in DAGs
compared with TAGs, the major mechanism for LC-
PUFA TAG synthesis appears to involve DAGAT en-
zymes. The occurrence of 16:4 at a lateral position of
56:13 TAG species likely originating from the ER DAG
precursor possibly results from the incorporation of
16:4 at the sn-3 position of DAGs through direct transfer
from the sn-2 position of extraplastidial lipids. Note-
worthy, several TAG species were obviously of mixed
origin, including the major species 52:10 (16:4/14:0/
22:6) as well as the TAG species 56:15, 56:11, 56:13 (and
possibly 56:14), which all display 18:5 and LC-PUFAs at
lateral positions. The identification of 18:5/18:1/20:5
clearly indicates that 18:5 can be incorporated into
ER-synthesized DAGs. Together with the detection of
18:5-acyl-CoA, the occurrence of such a species sug-
gests that a DAGAT would transfer 18:5-CoA to an ER
DAG precursor.

With respect to the origin of the DAG precursor of
TAGs, it was striking that most and major TAG species
displayed 14:0 or 16:0 at the sn-2 position while 18:X
(where X , 5) occurred most rarely (species 56:11,
56:13, and possibly 56:14). Although neither PDPT nor
DGTA displayed an SFA at the sn-2 position, it could be
that ER-synthesized DAG precursors bearing 14:0 and
16:0 at the sn-2 position would be channeled for TAG
synthesis. The detection of theminor species 22:6/14:0/
22:6, whose acyl pattern is not in agreement with that of
structural lipid, might reflect this channeling and/or
the existence of an unconventional pathway for TAG
synthesis. Nonetheless, the sn-2 positioning of 14:0 and
16:0was an obvious feature of plastidial lipids, suggesting

that DAGs, precursors of major TAG species, are of
chloroplastic origin. It was further striking that nu-
merous TAG species displayed side/central combina-
tions reflecting sn-1/sn-2 FA positions detected in
galactolipid species (18:3/14:0/16:4, 18:4/14:0/16:4,
18:3/16:4/18:4, 18:4/16:4/18:4, and 18:5/16:4/22:6). In
particular, the pattern sn-1/3 18:X sn-2 16:4 in the major
TAG species (52/11) strongly recalls the FA patterns of
mature MGDG species. Moreover, the 48:8 TAG spe-
cies, in which 16:4 is found at both extremities of the
TAG molecule, can only originate from an sn-1 16:4-
DAG precursor that is probably of plastidial origin, as
discussed above. These observations strongly suggest
that DAG precursors of plastidial origin, if not entire
glycerol moieties from plastidial lipids, might be in-
volved in the synthesis of TAGs. The direct conversion
of MGDG to DAG and then to TAG accumulating upon
heat stress has been reported to occur in C. reinhardtii
(Légeret et al., 2016). In plants, the gene SFR2 is known
be responsible for the production of DAG from MGDG
molecules under freezing stress (Moellering and
Benning, 2011). Themechanism involved inC. reinhardtii
remained elusive and seemed to be unrelated to the ac-
tivity of a galactosylgalactolipid glycosyltransferase
known to be encoded by SFR2 in higher plants.

CONCLUSION

Ostreococcus displays combined lipidic features of
two distantly related lineages. Therefore, we expect that
future work dedicated to unraveling pathways associ-
ated with the generation of these features will be
broadly informative. The FA positional distribution
and partitioning into different classes of lipids, the tight
regulation of the ALA/SDA ratio in plastidial lipids,
and the accumulation of highly unsaturated TAGs un-
der nutrient deprivation make O. tauri an attractive
model with which to decipher the dynamic processes
underlying the regulation of structural lipids in mem-
branes and, possibly, to understand the physiological
role of PUFAs in biological membranes of microalgae.
From a biotechnological point of view, unraveling the
mechanisms involved in the synthesis of TAG species
containing highly valuable FAs for animal health, such
as ALA, SDA, and DHA, might have important con-
sequences.

MATERIALS AND METHODS

Microalgal Strains and Culture Conditions

Microalgal strains, exceptOstreococcus tauri, were obtained from the Roscoff
Culture Collection. O. tauri corresponded to the strain OTTH0595. Growth and
bacterial contamination were monitored by flow cytometry after SYBR staining
according to Corellou et al. (2005). Bacterial contamination was initially high in
Micromonas pusilla, Bathycoccus prasinos, Ostreococcus sp. RCC 809, and Ostreo-
coccus lucimarinus RCC 3401 andwas reduced to theminimum level by cycles of
centrifugation/resuspension and antibiotic treatment (1 mg mL21 penicillin,
1 mg mL21 streptomycin sulfate, 0.5 mg mL21 gentamycin, or 0.5 mg L21

ciprofloxacin purchased from Sigma-Aldrich). All strains were maintained in
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natural seawater supplemented with F/2 components (https://ncma.bigelow.
org/media/pdf/NCMA-algal-medium-f_2.pdf) in aerated flasks (Sarstedt)
under natural light at 20°C. Strains were acclimated for at least 3 weeks to
defined culture conditions before analysis. When not stated otherwise, cultures
analyzed were grown in Erlenmeyer flasks in growing chambers with constant
agitation under constant white light (75 mmol photons m22 s21) at 20°C.
For nutrient deprivation experiments, artificial seawater was used as the base
(4.13 1021

M NaCl, 83 1023
M KCl, 3.23 1022

M MgCl2$6H2O, and 2.73 1023
M

CaCl2, pH 8.2, adjusted with NaHCO3 and HCl) supplemented by F/2 com-
ponents. One-fold concentrations of NaNO3 and NaH2PO4 were 8.82 3 1026

M

and 363 1026
M, respectively. Cells were acclimated for 8 d to artificial medium

and maintained in exponential growing phase (20 to 30 3 106 cells mL21) by
regular dilution. Cells were switched to medium 10 times enriched in both
NaH2PO4 and NaNO3 for control culture (ASW 10N10P) or lacking one of the
two elements and enriched in the other (ASW 10N0P or ASW 0N10P) for
deprivation. The time of deprivation was chosen so that growth arrest, FA
profile changes, and TAG accumulation had occurred in both N- and
P-deprived cultures and that the effects could be reversed by nutrient repletion.
The initial cell density (203 106 cells mL21) was chosen so that control cells had
reached late exponential phase at the end of the experiment in order to obtain
sufficient amounts of TAGs for a reliable FA quantification between control and
deprived cells. Three days of deprivation was found to be optimal.

Cell Extraction

Cells were disrupted at 4°C in microtubes by bead beating (glass beads;
cycles of 30 Hz min21 in a tissue lyzer) in the appropriate solvent depending on
whether lipid or total FAME analysis was achieved. Cells were reextracted until
a whitish pellet was obtained from the centrifuged extract (10,000g, 10 min).
Extracts cleared from cells debris were transferred to glass tubes kept on ice.
Extraction corresponded to a yield of 90% to 95% as checked by FAME quan-
tification from the pellet.

FA Analysis

FAME preparation was achieved by extracting samples (cells or purified
lipids) in 2 mL of acidic methanol (2% H2SO4) containing heptadecanoic acid
(2 or 10 mg mL21) as an internal standard and butylated hydroxytoluene as
an antioxidant (final concentration, 25 mg mL21). FA transmethylation was
achieved by heating samples at 90°C for 1 h in screw-cap glass tubes. Equal
volumes of 2.5% (v/v) NaCl and 1mL of hexane were added, and FAMEs were
extracted into hexane. Separation of FAMEs was performed by gas chroma-
tography (Hewlett-Packard 5890 series II; Agilent) on a 15-m 3 0.53-mm 3

1.2-mm Carbowax column (Alltech) with flame ionization detection. Oven
temperature was programmed for 1 min at 150°C, followed by a 5°C min21

ramp to 230°C, and maintained at this temperature (total run time, 30 min).
Routinely, FAs were identified by comparing retention times with those of
commercial and homemade standards (37-component FAME mix, PUFA source
no. 1, PUFA source no. 3 [Sigma-Aldrich], Arabidopsis FAMEs for 16:1t and
16:3n-3, and Chlamydomonas reinhardtii FAMEs for 16:4n-3). FAs were quantified
by the surface peak method using 17:0 for calibration. Peak integration was
performed using ChemStation software (Agilent), and data were further pro-
cessed using a homemade Excel macro provided by Dr. Christophe Garcion.

Lipid Analysis

For lipidclass analysis, lipidswereextracted in chloroform:methanol (2:1, v/v)
and 10% butylated hydroxytoluene. Phase separation was achieved by the
addition of 0.5 volume of aqueous solution (50 mM Tris, pH 7, and 0.9% NaCl)
followed by a brief centrifugation (1,000g, 5 min). The lower organic phase was
collected andwashed with 0.25 volume of water. The upper aqueous phase was
reextracted with 1 volume of chloroform and pooled with the previously col-
lected organic phases. Lipid extractswere concentrated by evaporation underN
flux and resuspended in chloroform:methanol (2:1, v/v). This procedure
allowed the recovery of intact glycerolipids, as reflected by the absence of or
faintly detected PA and free FAs. Lipids were separated by HPTLC onto glass-
backed silica gel plates (Merck) using the resolving systems indicated in the
text. Routine one-dimensional development was performed in an ADC2-
Chamber system (CAMAG) under controlled humidity of 33%. Lipids were
revealed either by 2% (v/v) 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid or by pri-
muline. Following FAME preparation, FAs were quantified by GC-FID as

described above. Molybdenum Blue and Draggendorff reagent were obtained
as ready-to-use solutions from Sigma-Aldrich.

Acyl-CoA Analysis

Freshlyharvestedmaterialwas frozen in liquidnitrogen,andacyl-CoAswere
extracted as described by Larson and Graham (2001) and analyzed using liquid
chromatography-MS/MS plus multireaction monitoring in positive ion mode.
Acyl-CoA extraction efficiency was normalized to a 17:0 CoA (Sigma-Aldrich)
internal standard. All samples were immediately analyzed after extraction and
were maintained on a cooled stage prior to liquid chromatography-MS/MS
plus multireaction monitoring analysis (using an ABSciex 4000 QTRAP device)
as described by Haynes et al. (2008) using an Agilent 1200 LC system with a
Agilent Eclipse XDB-C18 (3 3 100 mm; 3.5-mm particle size) column. For the
purposes of identification and calibration, standard acyl-CoA esters with acyl
chain lengths from C14 to C20 were purchased from Sigma-Aldrich as free
acids or lithium salts.

Mass Spectrometry

Lipids were resolved by 2D-TLC and eluted for mass spectrometry analysis as
described byAbida et al. (2015). Purified lipidswere introduced bydirect infusion
(electrospray ionization-mass spectrometry) into a trap-type mass spectrometer
(LTQ-XL; Thermo Scientific) and identified by comparison with standards. In
these conditions, the ions produced were present mainly as H2, H

+, NH4
+, or

Na+ adducts. Lipids were identified by MS2 analysis with their precursor ion
or by neutral loss analyses. FA positional analysis of glycerolipids was achieved
as described previously by Abida et al. (2015), except that the positional anal-
ysis of PDPT was performed from adducts obtained in negative mode.

Transmission Electron Microscopy of Nutrient-Deprived
O. tauri Cells

This procedure was adapted fromHenderson et al. (2007).O. tauri cells were
concentrated by pelleting 50 mL of culture (20 to 40 3 1026 cells mL21) by
centrifugation (5,000g, 1 min, 4°C). The cell pellet was gently resuspended in
2 mL of 10% 70-kD Ficoll as cryoprotectant (GE Healthcare Biosciences) in the
appropriate cooled artificial seawater medium, transferred to 1.5-mL micro-
centrifuge tubes, and pelleted again (5,000g, 1 min, 4°C). Most of the superna-
tant was discarded, leaving ;10 mL of liquid to resuspend the cells by gentle
finger tap. The loose pellet was kept on ice. Cells were transferred into flat
specimen carriers and high pressure frozen in an EM-PACT1 device (Leica). The
samples were freeze substituted with 1% osmium tetroxide in pure acetone
using the AFS2 system (Leica). Samples were held at 290°C for 48 h and then
warmed to room temperature at a rate of 3°C h21. Samples were then infiltrated
progressively, embedded in Spurr resin (Electron Microscopy Science), and
polymerized at 70°C for 16 h. Ultrathin sections (70 nm) were obtained with a
Reichert Ultracut S ultramicrotome and observed at 80 kV on the FEI Tecnai G2
Spirit TWIN 120 kV transmission electron microscope equipped with a
16-megapixel Eagle 4k CCD camera. ImageJ software was used for cell mea-
surements.

Accession Numbers

Sequence data from this article can be found in the GenBank/EMBL data
libraries under the following accession number: O. tauri Cr. plastidial delta4
homolog, GenBank CEG00114.1.

Supplemental Data

The following supplemental materials are available.

Supplemental Figure S1. Identification of DGTA by mass spectrometry.

Supplemental Figure S2. Identification of phosphatidyldimethylpropane-
thiol in O. tauri.

Supplemental Figure S3. One-dimensional HPTLC development of polar
and neutral lipids of Mamiellales species.

Supplemental Figure S4. Variation of lipid and FA profiles in the genus
Ostreococcus according to the experimental set.
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Supplemental Figure S5. FA composition of O. tauri PLs and DGTA.

Supplemental Figure S6. FA composition of steryl esters of Ostreococcus
Mediterranean species.

Supplemental Figure S7. Positional analysis of FA in polar glycerolipids.

Supplemental Figure S8. FA positional analysis in TAGs.

Supplemental Figure S9. Effect of N and P deprivation on lipid and FA
profiles of various lipid pools.

Supplemental Figure S10. FA composition changes upon the kinetics of
nutrient depletion and repletion.

Supplemental Figure S11. Phylogenetic tree representing chosen photo-
synthetic organisms.
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Supplemental figure 1. Identification of DGTA by mass spectrometry.  
A. Full scan spectrum in positive mode of the 2D-TLC spot called DGTA in Figure 3. B. MS2 
analysis of the m/z 756. Arrow heads indicate fragments corresponding to the DGTA signature:  
1: precursor m/z 236 corresponds to the polar head mass of either DGTA or DGTS 2: the 
fragment 697 results from a neutral loss of 59 from m/z 756 that is characteristic of DGTA and 
DGTS. 3: absence of a m/z 669 corresponding to a neutral loss of 87 characteristic to DGTS 
(Armada et al., 2013) 
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Supplemental figure 2. Identification of phosphatidyldimethylpropanethiol in O. tauri 
A. Structure of the sulfonolipid phosphatidyldimethylpropanethiol 
B- Fullscan analysis in positive and negative mode of the PX spot from Figure 3. Two adducts ([M+H]+ and [M+Na]+ ) 
are visible in positive mode. The [M+H]+ adducts 715.4 and 743.4 in negative mode give rise to 3 adducts [M-15], 
[M+44] and [M-63] corresponding to [M-CH3]- (respectively m/z 699.2 and 727.2), to [M-CH3+CH3COO]- (respectively 
m/z 758.8 and 786.8) by analogy with PC and to [M-H-S(CH3)2]- (respectively m/z 651.2 and 679.1). 
C. MS2 analysis of the [M+H]+ adducts 715.4 and 743.4. They both give rise to a neutral loss of 200 corresponding to 
the polar head of PDPT as described in Fulton et al., 2014. In the insert a zoom of the 400 m/z region show the 
fragments [M+H-S(CH3)2-RCOOH]+ showing that m/z 715 and 743 correspond to the molecule 14:0/16:4 and 
16:0/16:4 respectively. 
D. MS2 analysis of the [M+Na]+ adducts 737.2 and 765.2. They both give rise to a neutral loss of 62 corresponding to 
the loss of S(CH3)2 probably the same way the sodium adduct of PC is losing N(CH3)3 (m/z 59).The isolated m/z 765.2 
[M+Na]+ adduct is probably contaminated with an [M+H]+ adduct that will give the neutral loss of 200. 
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Supplemental figure 3. 1D-HPTLC developments of polar and neutral lipids of Mamiellales species. 
The polar solvent used was that described by Mock and Kroon (2002) and consisted in a 
mixture of methyl acetate/isopropanol/chloroform/methanol/KCl 0.25% (25:25:25:10:4 v/v/v/v).  
(A). Neutral lipids were separated in hexane/diethyl-ether/glacial-acetic-acid (60:10:1.22 v/v/v) (B). 
Lipids fraction deduced from standard migration (STD right from the figure) and MS-MS analysis are 
indicated on the left. Standard (STD) are indicated on the right. Top labels correspond to species: 1. 
O. sp. RCC788, 2. O. mediterraneus. 3. O. lucimarinus RCC802, 4. O. sp. RCC808, 5. O. tauri, 6. O. 
lucimarinus RCC3401 7. Micromonas pusilla 8. Bathycoccus prasinos 
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Supplemental figure 4. Variation of lipid- and FA- profiles in the genus Ostreococcus 
according to the experimental set.  
The 4 different species of Ostreococcus have been averaged for each experiment. Error 
bars are SEM. Note that variations are reduced compared to the variations observed for a 
given species between the three experiments: differences were greater between 
experimental sets than between species. TAGs were accumulated in experiment 2 and 3 
and phospholipids were decreased while non-phosphorus lipids were increased (SQDG, 
DGTA). ALA was increased at the expense of SDA in experiment 2 and 3. These changes 
were shown to be the result of phosphorus limitation in O. tauri (see below). It is 
therefore likely that the lots of natural sea water used as culture media basis in these 
experiments might have contained more or less phosphorus. Though not intended, the 
variations observed allowed further to deduce that the glycerolipidome from the distinct 
Ostreococcus clades varied in a similar way depending on the nutrient enrichment of the 
culture media.  
 

A 

B 

0

5

10

15

20

25

30

35

%
 m

o
l F

A

exp1

exp2

exp3

0

5

10

15

20

25

30

1
4

:0

1
6

:0

1
6

:1

1
6

:1
t

1
6

:3
n

3

1
6

:4
n

3

1
8

:0

1
8

:1

1
8

:2
n

6

1
8

:3
n

6

1
8

:3
n

3

1
8

:4
n

3

1
8

:5

2
0

:4
n

6

2
0

:4
n

3

2
0

:5
n

3

2
2

:5
n

3

2
2

:6
n

3

%
m

o
l F

A

111



Supplemental figure 5. FA composition of O. tauri phospholipids and DGTA.  
Phospholipids and DGTA were resolved by 2D-developments and analyzed by FAMES-GC-FID. 
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Supplemental figure 6. FA composition of steryls esters of Ostreococcus mediterranean species. 
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Supplemental figure 7. Positionnal analysis of FA in polar glycerolipids. 
Molecular species ( mol sp) and the corresponding sn-1/sn-2 combinations are shown in column 
1 and 2. The letters in brackets refers to the lipid class in which the FA combination was 
detected. (P: PG S: SQDG, D:DGDG, M: MGDG, B: DGTA T: PDPT). The percentage of the total 
signal for each lipid class analyzed is indicated and corresponding bars are scaled according to 
the highest percentage detected in each lipid class. na: not analyzed. 
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Supplemental figure 8. FA positionnal analysis in TAGs. 
 A. Relative abundance of detected molecular species (mol sp) indicated in absciss 
expressed as percentage of the total signal from analyzed peaks. Colour of the bars 
reflect the degree of confidence in the corresponding FA-positional analysis : black 
correspond to certainty, grey to likely position that would require MS3 to be 
ascertained; white correspond to mix of molecular species whose FA-position could 
not be determined. (B-C) FA-positionnal analysis of TAGs shown in (A). B. TAGs 
Molecular species for which the FA-position is determined. C. TAGs species for which 
the FA-position is the most likely but would require MS3 nalysis to be ascerytained. D. 
TAGs molecular species of undertermined FA position. 

A B 

C D 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 
4

6
:4

 

4
6

:8
 

4
8

:7
 

4
8

:8
 

5
0

:7
 

5
0

:8
 

5
2

:9
 

5
2

:1
0

 

5
2

:1
1

 

5
2

:1
3

 

5
4

:9
 

5
4

:1
0

 

5
6

:9
 

5
6

:1
0

 

5
6

:1
1

 

5
6

:1
3

 

5
6

:1
4

 

5
6

:1
5

 

5
8

:1
2

 

%
 o

f 
to

ta
l o

f 
to

ta
l s

ig
n

al
 

mol sp sn-1,3/sn-2/sn-1,3 

46:4 14:0/14:0/18:4 

46:8 16:4/14:0/16:4 

48:8 16:4/14:0/18:4 

50:8 16:4/16:0/18:4 

52:10 16:4/14:0/22:6 

54:10 16:4/16:0/22:6 

  18:4/14:0/22:6 

56:9 18:3/16:0/22:6 

  18:4/16:0/22:5 

56:10 18:4/16:0/22:6 

56:15 18:5/16:4/22:6 

58:12 22:6/14:0/22:6 

mol sp sn-1,3/sn-2/sn-1,3 

48:7 16:3/14:0/18:4 

  16:4/14:0/18:3 

52:9 16:3/14:0/22:6 

  16:4/14:0/22:5 

  18:4/14:0/20:5 

  16:4/16:0/20:5 

52:11 18:3/16:4/18:4 

  18:4/16:3/18:4 

56:11 16:4/18:1/22:6 

  16:3/18:3/22:5 

  18:3/18:3/20:5 

  18:5/18:1/20:5 

56:13 16:3/18:4/22:6 

  16:4/18:3/22:6 

  16:4/18:4/22:5 

mol sp sn-1,3/sn-2/sn-1,3 

46:4 14:0/16:0/16:4 

50:7 16:4/16:0/18:3 

  16:3/16:0/18:4 

  18:3/14:0/18:4 

52:13 18:4/16:4/18:5 

  16:4/16:4/20:5 

54:9 18:4/16:0/20:5 

  16:3/16:0/22:6 

  16:4/16:0/22:5 

  18:3/14:0/22:6 

  18:4/14:0/22:5 

56:14 16:4/18:4/22:6 
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Supplemental figure 9. Effect of N and P deprivation on lipid and FA-profiles of various lipid pools.  
Cells were starved for three days. Means of three independent experiments are shown. Bars are SEM. A. 
Cellular amounts of polar and neutral lipids. B. Content of structural glycerolipids relative to the total of 
FA in polar lipids. A to E. Relative FA composition variations in various lipid pools upon N and P 
deprivation. PDPT/PS, DGTA/PI were assigned to the pool of non plastidial lipids in (A), while PG, SQDG, 
MGDG, DGDG were assigned to the pool of plastidial lipids in (B). F. FA amounts in DAGs. 
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Suplemental figure 10. FA composition changes upon a kinetics of nutrient depletion and 
repletion. Global FA profile of control cells, N deprived cells and P deprived cells are shown at the 
start of the experiment (white bars) , 1 day (light grey bars), 2 days (grey bars) 3 days (black bars) 
after depletion and 17hrs after medium repletion (green bars). Repletion was performed adding 
10N and 10 P to N and P starved culture respectively, and adding 10N 10P to control cultures.  
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Chlorophyta 
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Prasinophyta 

Mamiellophyceae 
(Picoeukaryotes <2 µm) 

Pycnococcaceae 
Pyramimonodales 

Chlorodendrophyceae 

Chlorophyceae 

Raphidophyceae 

Chrysophyceae 
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Cryptophyta 

Alveolata 

Trebiouxophyceae 

Eustigmatophyceae 

Primary endosymbiosis 

Secondary endosymbiosis 

Suplemental figure 11. Phylogenetic Tree representing of chosen photosynthetic organisms.  
The tree has been designed by PyloT (http://phylot.biobyte.de/) (Letunic and Bork 2016).  
Super-group, division, and when relevant, class are indicated. Genus /species represented 
correspond to organisms that were informative with respect to lipid and/or FA composition for 
the present work. Red boxes indicates the availability of a complete molecular tool-box. Primary 
and secondary endosymbiotic events are schematized : the engulfment of cyanobacteria by an 
ancestral non photosynthetic eukaryote (black nucleus, orange mitochondria) gave rise primary 
chloroplast (two membranes); the engulfement of photosynthetic eukaryote, a red microalga in 
the case of chromalveolates, gave rise to secondary plast which display additional membranes.  
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2 Quelle(s) origine(s) pour les TAG générés en carence azote chez O. tauri ? 

En conditions normales de croissance, les microalgues sont très efficaces dans l’utilisation de l’énergie 

solaire pour la production de composés biochimiques tels que l’amidon, la cellulose au d’autre 

carbohydrates (John et al., 2011; Jones and Mayfield, 2012). Quand elles sont placées dans des 

conditions de stress, certaines microalgues produisent de l’amidon comme produit de stockage de 

carbone et d’énergie (Brányiková et al., 2011; Dragone et al., 2011). Chez d’autres microalgues appelées 

oléagineuses, cette fonction est assurée par la production de grandes quantités de lipides neutres 

typiquement sous la forme de TAG, qui s’accompagne de changements de composition en FA dans les 

lipides (Chisti, 2007; Hu et al., 2008). Les microalgues oléagineuses ne produisent que peu de TAG 

durant les conditions de croissance ou environnementales optimales, sous lesquelles les lipides 

membranaires polaires sont souvent majoritaires (Hu et al., 2008). Les stress peuvent être de nature 

chimique ou non-chimique ; les stress chimiques majoritaires dans l’accumulation des TAG sont les 

limitations en nutriments tandis que les stress non-chimiques principaux sont les variations de 

température et d’intensité lumineuse. La phase de croissance et l’âge de la culture affectent également 

le contenu en TAG et la composition en acides gras, sans doute parce que les nutriments deviennent 

limitants et que les toxines s’accumulent lorsque les cultures entrent en phase stationnaire (pour revue, 

Du and Benning, 2016). Une hypothèse classique est que la synthèse de TAG de novo sert à dissiper les 

électrons en excès de la chaine photosynthétique de transport d’électrons, afin de contrecarrer autant 

que possible la sur-réduction qui peut conduire à la formation de dangereux dérivés réactifs d’oxygène 

(ROS pour ‘reactive oxygen species’) préjudiciables à la photosynthèse (Hu et al., 2008). Une autre 

explication possible sur rôle de l’accumulation des TAG est le stockage transitoire et sécurisé de chaines 

acyles, pour une resynthèse future des membranes lorsque les conditions le permettent. En effet, au-delà 

du rôle des TAG en tant que réserve énergétique (dégradation des chaines acyles par la β-oxydation), 

les TAG sont de plus en plus reconnus comme de véritable plateforme pour le renouvellement des lipides 

structuraux (Zienkiewicz et al., 2016). La carence en azote est la condition la plus fréquemment étudiée 

pour l’accumulation des TAG chez les différentes algues (Hu et al., 2008). Les microalgues, incluant 

les algues vertes et les diatomées, accumulent 20 à 50% de TAG en déficience en azote (Hu et al., 2008). 

Dans ces conditions, les FA incorporés dans les TAG sont majoritairement saturés provenant de la 

synthèse de novo et n’impliquant pas de processus de modification des acides gras (Kumari et al., 2013). 

Néanmoins, la compréhension des modifications du métabolisme des lipides et FA et du rôle des TAG 

lors de carences nutritives reste largement à préciser chez les microalgues. 

Nos résultats montrent que les carences nutritives chez O. tauri provoquent une inhibition importante 

de la désaturation des espèces lipidiques chloroplastiques 18:3 n-3. Cette modification en FA est 
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concomitante à un remodelage des glycérolipides se traduisant notamment par une accumulation de 

TAG. La caractérisation des voies de biosynthèse des TAG mérite une attention particulière car : (i) les 

TAG sont suspectés d’être une plateforme de régulation des chaines acyles des lipides structuraux et par 

conséquent leur rôle pour le remodelage des chaines acyles des lipides doit être pris en compte dans les 

réponses physiologiques (Fan et al., 2011; Li et al., 2012; Yoon et al., 2012); (ii) l’incorporation de FA 

insaturés dans les TAG au cours lors de carence en macronutriments, notamment en nitrate, est rare chez 

les microalgues. En complément de ces analyses et toujours avec l'objectif de mieux comprendre la 

dynamique de transfert entre lipides structuraux et TAG, nous avons réalisé des expériences 

préliminaires en marquage radioactif ainsi que l'analyse de l’expression de gènes candidats intervenant 

(dans d'autres microalgues) dans la synthèse des TAG. Cette analyse transcriptionnelle a été réalisée sur 

les mêmes échantillons analysés en HPLC-MS pour leur composition lipidique. Enfin, sur la base de 

l'analyse positionnelle des chaines acyles des lipides structuraux et des TAG, nous discutons des 

mécanismes possiblement impliqués dans le modelage acyle des glycérolipides. 

2.1 La carence azote provoque rapidement et efficacement l'accumulation 

des TAG par rapport à d'autres stress 

Le scénario physiologique de la carence en azote (N) est reconnu comme le plus efficace pour 

l'accumulation de TAG chez les microalgues (Hu et al., 2008) notamment chez C. reinhardtii (Fan et 

al., 2011), P. tricornutum (Abida et al., 2015; Popko et al., 2016), et N. gaditiana (Simionato et al., 

2013). Nous avons montré que c'est également le cas chez O. tauri ; en comparaison la carence en 

phosphate provoque une accumulation moindre de TAG (Degraeve-Guilbault et al., 2017; Sato et al., 

2014). Etant donné que la carence azotée est associée à une inhibition de la division plus importante, 

nous avons voulu appréhender l'impact de l'arrêt de la division seul ou celui d'un stress sans effet sur la 

division, sur l'accumulation de TAG. Pour ce faire nous avons utilisé l'hydroxyurée (HU, inhibiteur de 

la ribonucléotide réductase) d’une part, connue pour activer le point de contrôle de réplication de l'ADN 

chez O. tauri (Corellou, 2005), et le refroidissement des cultures à 14°C d’autre part, que nous avions 

déterminé comme permettant une croissance normale pendant laquelle les cellules acclimatées à basse 

température contiennent 3 à 5 fois de TAG que les cultures contrôle (voir partie 2). 

Les cellules cultivées à 24°C en ASW jusqu'à une densité de 38.106 cellules.mL-1 (phase exponentielle) 

ont été séparées en 4 cultures de 200 mL et soumise aux différents traitements : la carence N, le 

traitement par l’HU (1mM), le passage à 14°C. Ces traitements ont été appliqués 30 heures ; ce temps 

court a été choisi en fonction de la carence N dont nous savions qu'elle provoque rapidement une 

accumulation de TAG et pour éviter que les cellules ne soient en phase stationnaire (ce qui aurait été le 

cas au bout d'un traitement de 3 jours utilisé dans notre article). Le taux de division au moment de la 

récolte était de 40% pour le contrôle, 5% pour la carence N, 0% pour l'HU, et 30% pour les cellules 
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refroidies. Le contrôle était donc en fin de phase exponentielle, ce qui était souhaité dans le but d'avoir 

une quantité suffisante de TAG pour en analyser le profil acyle. Dans ces conditions ni l'HU qui bloque 

efficacement le cycle de division, ni le refroidissement qui ne bloque pas la division, ne provoquent 

d'accumulation de TAG qui semble significative (respectivement 1,1 et 1,4 par rapport au le contrôle) 

bien que le refroidissement semble ici plus efficace (Fig. 34A). Au contraire la carence N provoque une 

accumulation de TAG (multiplié par 5) avec un changement de profil acyle caractéristique (Fig. 34A et 

B). On notera que l'augmentation du DGDG (qui est dans cette expérience contre balancée par une baisse 

de la quantité relative de MGDG) est un phénomène précoce lors de la carence N (Fig. 34C). Les profils 

FA de l'HU et du contrôle sont similaires alors qu'une nette augmentation du 18:5 et du DHA est 

observée dans les cellules refroidies après 30h (Fig. 34D). Ces changements au cours du refroidissement 

seront plus amplement discutés en deuxième partie du manuscrit. Enfin, alors que le profil acyle des 

TAG subit un remaniement caractéristique en carence N, il reste assez similaire au contrôle dans les 

autres conditions (abstraction faite d'un signal anormal sur le 20:4n-3 et d'une baisse de 16:4n-3) (Fig. 

34B).  

A B 

  

C D 

 
 

Figure 34 : Comparaison de l’effet de différents scénarios pour augmenter le contenu en TAG chez O. tauri. 
A, Quantité de lipides : polaires (PL) et neutres (NL). B, Profil en acides gras des TAG. C, Pourcentage des lipides polaires. 
D, Profils en acides gras des glycérolipides totaux.  
Les cellules ont été récoltées après 30 heures de traitement, et après séparation sur HP-TLC, leur contenu a été analysé en 
GC-FID. (n=1)  
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2.2 Analyse positionnelle et quantification des espèces de TAG synthétisés 

en carence azote  

2.2.1 Caractérisation des espèces de TAG 

Dans le but d’obtenir des indices plus précis sur l’origine des TAG, notamment en carence N, des 

analyses complémentaires ESI-MS/MS sur les molécules de TAG accumulées en carence azote ont été 

réalisées. Nous espérions pouvoir préciser l'analyse positionnelle initiale en effectuant de la MS3 sur les 

espèces de TAG. En effet, chez O. tauri la diversité combinatoire importante des espèces de TAG et 

l'impossibilité d'effectuer une analyse positionnelle sn-1/sn-2 des DAG, en raison de la contamination 

pigmentaire des DAG séparés par HP-TLC (bruit de fond trop important), complexifient l'étude des 

mécanismes de génération de TAG. L’origine des DAG servant à la construction des TAG et 

l’identification des chaines acyles en positions sn-3 ne peuvent donc être déduites qu'à partir de l’analyse 

positionnelle des espèces moléculaires des glycérolipides, par détermination du FA en sn-2 réalisée par 

analyse ESI-MS/MS. L’analyse MS3 n’a malheureusement pas permis d’en savoir plus, le 

fractionnement supplémentaire des molécules entrainant une dégradation de celles-ci. L'analyse HPLC-

MS permet, quant à elle, une quantification relative des combinaisons (m/z) par rapport à des standards 

pour chaque classe de lipide. Cette quantification a été effectuée sur les glycérolipides structuraux et les 

TAG de cultures carencées en azote et de cultures entrant en phase stationnaire Nous espérions que la 

dynamique de changement des espèces moléculaires dans chacune des classes de lipides nous renseigne 

sur la dynamique d’un transfert des lipides structuraux vers les TAG. J'ai donc apporté un soin tout 

particulier à la seconde analyse. Cette analyse est qualitativement plus précise en ce qui concerne les 

TAG et elle apporte des éléments quantitatifs nouveaux sur la variation des espèces au sein de chaque 

classe de lipide. 

 

Figure 35 : Profil des FA totaux des échantillons qui ont servi à la détermination des espèces moléculaires des TAG. 
La première analyse est réalisée en eau de mer naturelle (NSW). La seconde est réalisée en eau de mer artificielle (ASW) 
supplémentée en azote (10N) ou non (0N). Les profils ont été obtenus lors du dosage des extraits lipidiques en GC-FID après 
méthanolyse (n=3). 
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A 

 

B 

 

Figure 36 : Quantification relative des espèces de TAG. 
A, Culture en eau de mer naturelle (figure supplémentaire 8A dans Degraeve-Guilbault et al., (2017). Le pourcentage de chaque 
espèce moléculaire est donné par rapport à l’intensité du signal obtenu en spectrométrie de masse à ionisation par électrospray. 
Les couleurs correspondent au degré de certitude de la combinaison : position certaine (noir), position probable que nous 
pensions pouvoir préciser en MS3 (gris), non déterminée (blanc). B, Culture en eau de mer artificielle supplémentée en azote 
et phosphate (ASW 10N10P). le pourcentage molaire de chaque espèce est donné par analyse en HPLC-MS. Les couleurs de 
combinaisons présentes dans la première analyse ont été reportées et incrémentées.  
Les combinaisons sont données dans l’annexe 4. 

Les profils FA des échantillons qui ont servi à la première et la deuxième analyses sont indiqués figure 

35. Indépendamment de l’origine de l’eau de mer, les contrôles de la première (NSW) et de la seconde 

analyse (ASW) présentent le même profil en FA totaux. L’échantillon carencé (ASW 0N) présente bien 

les caractéristiques décrites dans Degraeve-Guilbault et al., (2017) soit l'inversion du ratio 18:3/18:4 qui 

reflète probablement l’inhibition d'une activité ∆6 désaturase, ainsi qu’une augmentation de la saturation 

des C16 via la diminution du 16:4 et l’augmentation du 16:0. Pour rappel, les premières analyses de 

quantification relative des TAG publiées ont été réalisées en ESI-MS/MS après migration en HPLC ; 

les espèces moléculaires majoritaires de TAG publiées sont présentées figure 36A. Lors de la seconde 

analyse, les espèces majoritaires de TAG présentes et préalablement vérifiées par analyse ESI-MS/MS 

ont été ajoutées, si nécessaire, au répertoire des TAG à quantifier par HPLC-MS (fig. 36B, annexe 4). 

La quantification des espèces moléculaires des glycérolipides, (lipides structuraux inclus), a été réalisée 
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en triplicats pour chaque condition. Les espèces inférieures à 1.5% (m/z) ne sont pas montrées, mais la 

liste de la totalité des espèces moléculaires de TAG identifiées en ESI-MS/MS figure en annexe 4.  

Lors de la deuxième analyse toutes les espèces combinatoires identifiées précédemment sont présentes 

sauf deux espèces minoritaires 46:4 et 46:8 (Fig. 36 et annexe 4); le nombre d’espèces moléculaires de 

TAG détectées par ESI-MS est beaucoup plus important (35 supérieures à 1.5%) que lors de la première 

analyse (19) ; le nombre de combinaisons possibles correspondant à une même espèce moléculaire (m/z) 

contenant des FA similaires était trop important pour déterminer une analyse positionnelle sur bon 

nombre d'espèces, (ce qui était notre objectif initial). Les espèces quantifiées en HPLC-MS portent un 

code couleur associé au degré de confiance accordé en combinant les 2 analyses positionnelles 

effectuées figures 36. 

L'espèce majoritaire, identifiée par quantification HPLC-MS, est 50:1 (16:0/16:0/18:1) et non 52:10 

(16:4/14:0/22:6), espèce qui prédominait largement dans l'analyse ESI-MS/MS précédente (plus de 

30%) ; Parmi les sept espèces majoritaires suivantes, qui représente chacune 4 à 6% des espèces 

analysées, on retrouve l'espèce 52:10 ainsi que les espèces 54:9 et 54:10 (contenant du DHA ou DPA) 

et 48:7 (14:0/16:X/18:X où x= 3 ou 4) et deux espèces non identifiées dans la première analyse (50:7 et 

52:3). Les espèces qui contiennent un VLC-PUFA (52:9 et plus sauf 52:11, 52:12 et en partie 54:10) 

notamment le 56:X sont très diversifiées et représentent un pourcentage plus élevé que dans l'analyse 

publiée. Enfin, il existe aussi bien des espèces tri-saturées (44:0) que des espèces tri-insaturées dont des 

tri-VLC-PUFA (66:18, voir annexe 4). 

Dans cette seconde étude, l'analyse positionnelle des FA des TAG (Fig. 37) suggère que bon nombre de 

DAG précurseurs de TAG pourrait être d'origine plastidiale. En effet, les espèces di-saturées (48:2, 48:3) 

et mono-insaturées (50:8, 50:9, 52:7, 54:10), présentent de manière certaine un FA saturé (14:0 ou 16:0) 

en sn-2 ce qui est une spécificité positionnelle retrouvée chez des lipides plastidiaux (Degraeve-

Guilbault et al., 2017 et voir Fig. 38, Résultats-discussion §2.2.3). De plus, on observe de manière 

générale un grand nombre combinaisons retrouvées dans des espèces abondantes de lipides plastidiaux 

(18:3/14:0, 18:4/14:0, 18:3/16:0 14/16:0 18:4/16:4 18:5/16:4), ainsi que les combinaisons originales des 

espèces 50:9 et 50:10 qui comportent une association de 16:4/16:3 et 16:4/16:4 correspondant à des 

espèces minoritaires de MGDG. Ces observations laissent supposer une origine plastidiale du squelette 

glycérol servant à la synthèse des TAG. Enfin, le fait que les VLC-PUFA soient situés à l'extrémité des 

molécules dont la position centrale est pour majorité (en nombre d'espèce et en quantité) occupée par un 

FA saturé (52:10, 54:10, 56:9, 56:10) suggère que ces espèces sont issues du transfert de VLC-PUFA 

par des DGAT sur des squelettes glycérol d'origine plastidiale.  
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mol sp combinaison FA (position sn-1/sn-2/sn-3 possibles) 

44:0 14:0/14:0/16:0 

48:2 18:2/14:0/16:0 

48:3 18:3/14:0/16:0 

48:4 16:0/16:0/16:4 - 14:0/16:0/18:4 

48:5 14:0/16:4/18:1 - 14:0/16:0/18:5 

48:6 18:2/14:0/16:4 

48:7 18:4/14:0/16:3 - 18:3/14:0/16:4 

50:1 16:0/16:0/18:1 

50:2 16:0/16:0/18:2 

50:3 16:0/16:0/18:3 

50:4 16:0/16:0/18:4 - 16:1/16:0/18:3 - 18:1/14:0/18:3 - 14:0/14:0/20:4 

50:5 16:4/16:0/18:1 - 14:0/18:2/18:3 

50:6 16:4/16:0/18:2 - 16:3/16:0/18:3 

50:7 16:4/16:0/18:3 - 16:3/16:0/18:4 -18:3/14:0/18:4 

50:8 18:4/16:0/16:4 

50:9 16:4/16:0/18:5 

50:10 16:4/16:3/18:3 

50:11 16:4/16:4/18:3 

52:3 18:1/16:0/18:2 

52:5 18:2/16:0/18:3 

52:6 18:3/16:0/18:3 

52:7 18:3/16:0/18:4 

52:8 18:4/16:0/18:4 - 18:1/16:4/18:3 - 18:2/16:4/18:2 - 18:3/16:0/18:5 

52:9 16:3/14:0/22:6 - 16:4/14:0/22:5 - 18:4/14:0/20:5 - 16:4/16:0/20:5 

52:10 16:4/14:0/22:6 

52:11 18:3/16:4/18:4 - 18:4/16:3/18:4 

52:12 18:4/16:4/18:4 - 18:3/16:4/18:5 

54:7 18:2/14:0/22:5 - 18:1/14:0/22:6 - 18:1/18:2/18:4 -18:2/18:2/18:3 - 18:1/18:3/18:3 - 18:1/18:1/18:5 

54:8 18:2/14:0/22:6 - 18:3/14:0/22:5 - 18:4/16:0/20:4 - 18:3/16:0/20:5 - 18:2/18:4/18:2 - 18:2/18:3/18:3 

54:9 18:4/16:0/20:5 - 16:4/16:0/22:5 - 18:3/14:0/22:6 - 18:4/14:0/22:5 - 18:3/18:3/18:3 - 20:4/20:5/14:0 

54:10 16:4/16:0/22:6 - 18:4/14:0/22:6 - 16:4/18:2/20:4 - 18:3/18:4/18:3 - 18:4/18:4/18:2 

56:7 18:1/16:0/22:6 - 18:2/16:0/22:5 

56:8 18:2/16:0/22:6 - 18:3/16:0/22:5 

56:9 18:3/16:0/22:6 - 18:4/16:0/22:5 

56:10 18:4/16:0/22:6 

Figure 37 : Analyse positionnelle comparative des TAG en carence azotée.  
Les espèces moléculaires (mol sp) écrites en gras sont celles déjà identifiées dans la première analyse. Les combinaisons en 
gras sont celles dont le positionnement est certain. Le soulignement indique une certitude de positionnement acquis lors de la 
seconde analyse. Les espèces augmentées en carence (ASW 0N) par rapport au contrôle (ASW 10N) sont indiquées en vert, 
celles qui diminuent en rouge. Pour faciliter le suivi de l'analyse dans le texte principal les VLC-PUFA sont surlignés en bleu, 
le 18:5 en vert, et le 16:4 en jaune.  
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Nous observons néanmoins, des espèces tri-insaturées composés de combinaisons de FA C18 et ne 

comportant ni un 16:4 ni un 18:5 (FA majoritaire plastidiaux), qui sont détectées dans les TAG 54:7, 

54:9 et 54:10. Ces espèces sont très vraisemblablement issues de précurseurs de DAG synthétisés dans 

le RE, tout comme les espèces minoritaires di-VLC-PUFA (62:14, 62:15, 62:16, 66:8) non quantifiées 

mais détectées en ESI-MS/MS. Les espèces qui présentent un 18:X central en association avec un VLC-

PUFA à une des extrémités et à 16:4 à l'autre extrémité (56:13, 56:14) seraient également d'origine 

microsomale avec pour précurseur des DAG 18:X/20:X plutôt que 16:4/18:X puisque, dans les lipides 

structuraux, le 16:4 n'est jamais retrouvé en sn-1, excepté dans le SQDG où il n’est cependant pas associé 

à un 18:X. Le transfert du 16:4 absent dans le pool d'acyl-CoA s'effectuerait alors probablement par 

trans-estérification directe entre lipides et DAG. En ce qui concerne, les espèces di-VLC-PUFA 

comportant un C18:X, elles pourraient provenir soit de squelettes glycérol de type 18:X/VLC-PUFA ou 

VLC-PUFA/VLC-PUFA. Ces combinaisons sont trouvées uniquement chez le DGTA. L’ajout d’un 

VLC-PUFA en sn-3 comme c’est obligatoirement le cas chez le TAG 66:8 (22:6/22:6/22:6) peut se faire 

à partir du DHA provenant du PDPT ou du DGTA par trans-estérification directe entre lipide et DAG 

ou via le pool d’acyl-CoA. 

 En résumé, si l'on ne prend en compte que les spécificités des acyltransférases intervenant dans la 

synthèse des lipides structuraux et responsables de la signature positionnelle distinctif des lipides du RE 

et les lipides du chloroplaste, la synthèse des TAG ferait intervenir principalement des DAG (ou moitié 

glycérol de glycérolipides) d'origine plastidiale et dans une moindre mesure des DAG d'origine 

endosomale. Les caractéristiques des combinaisons de TAG typiques d’Ostreococcus et décrites dans 

Degraeve-Guilbault et al., (2017) sont retrouvées dans l'analyse présentée ici et comparées à la première 

analyse. Ces caractéristiques correspondent à: (i) un nombre prépondérant d’espèces moléculaires 

comportant un 16:0, qui quand il est en sn-2 (hypothèse la plus probable) suggère une origine plastidiale 

des squelette diacylglycérol, (ii) la présence de VLC-PUFA préférentiellement aux extrémités sn-1 et/ou 

sn-3 des TAG d'origine supposés d'origine plastidiale, qui suggère l'intervention de DGAT sur des 

squelette glycérol d'origine plastidiale, (iii) des combinaisons présentant un 16:4 en position latérale qui 

suggère l'existence d'un transfert direct des lipides structuraux à 16:4 (majoritairement en sn-2) aux 

DAG précurseurs de TAG et (iv) la présence de 18:5, marqueur des galactolipides, aux extrémités des 

TAG supposés d'origine endosomale, qui suggère le transit du 18:5 via le pool d'acyl-CoA et son 

transfert sur des DAG du RE.  

2.2.2 Dynamique des espèces de TAG en carence azote 

Nous pouvons comparer de manière fiable la quantification relative effectuée lors de la seconde analyse 

entre l'échantillon contrôle et l'échantillon carencé de cette deuxième analyse. La quantification par GC-

FID rejoint l'analyse en HPLC-MS. Globalement il y a une diminution du taux d'insaturation reflétée 
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par l'augmentation du 16:0, la diminution du 16:4 ainsi que du 18:4 au profit d'une augmentation du 

18:3 (Fig. 35). Cette balance 18:3/18:4 est nette dans les profils totaux et se retrouve au niveau des TAG. 

Les espèces de TAG concernées par cette augmentation de 18:3 comportent majoritairement une 

combinaison 18:3/16:0 (Fig. 37, en vert dans le tableau des combinaisons). L'augmentation spectaculaire 

de 16:0/16:0/18:3 (50:3) s'accompagne d'une altération importante de la quantité des espèces de 50:1 à 

50:6 ; l'espèce majoritaire 16:16:0:18:1 diminue de moitié au profit de l’apparition de 50:2 

(16:0/16:0/18:2) dans la même proportion. On observe également une augmentation des espèces 50:4, 

50:5, 50:6 qui comprennent des combinaisons du 18:3 ; la diminution de moitié du TAG 50:8 

(18:4/16:0/16:4) ne peut être rendre compte à elle seule de la hausse des espèces à 18:3 précédemment 

évoquées. D'autres espèces contenant en partie des combinaisons à 18:4 diminuent de manière 

importante (54:9 et 54:10) et sont possiblement associée à la baisse importante de 18:4 dans les TAG 

(Degraeve-Guilbault et al., 2017). Le profil des TAG est également marqué par une diminution des TAG 

contenant des VLC-PUFA dont ceux probablement d'origine eucaryotique ce qui inclut une disparition 

des TAG di-VLC-PUFA (Annexe 4). Ensemble, ces résultats indiquent une régulation négative des 

mécanismes impliqués dans la synthèse de TAG supposés provenir de la voie endosomale.  

2.2.3 Dynamique des espèces de lipides structuraux en carence azote 

L'observation de la dynamique de changement d'espèces dans chaque classe de lipides structuraux en 

carence azote permet d'appréhender le remodelage des chaines acyles sur les squelettes glycérol issus 

de la synthèse endosomale et plastidiale qui sont des précurseurs potentiels de TAG. Il n'est pas possible 

d'établir des relations quantitatives entre la dynamique des espèces observées dans chaque classe de 

lipides et les TAG car ces quantités sont biaisées par l'ionisation différente des différents lipides 

(Matériel et méthode, §3.3.1.5) ; néanmoins nous pouvons comparer la variation d'une espèce donnée 

dans une même classe de lipides entre la condition contrôle et la condition carencée (Fig. 38). 

Chez les lipides extraplastidiaux on observe en carence une diminution des espèces PDPT et DGTA 

14:0/16:4 et une augmentation des espèces PDPT 16:0/16:3 et 16:0/16:4. Ces combinaisons ne sont 

retrouvées que chez les espèces SQDG mais en position sn-1/sn-2 inversés. Il est cependant remarquable 

que les espèces 16:3/16:0 et 16:4/16:0 diminuent dans la classe prépondérante SQDG de manière 

concomitante à l'augmentation des espèces 16:0/16:3 et 16:16:4 du PDPT. Par ailleurs, les espèces de 

DGTA di-VLC-PUFA diminuent significativement en carence et traduisent probablement l'arrêt d'un 

transfert de VLC-PUFA dans le pool d'acyl-CoA et vers les TAG. 
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Les C18 PUFA sont majoritaires dans les lipides plastidiaux et représentent 50% des FA du MGDG, 

40% du SQDG, 30% du PG, 45% du MGDG (Degraeve-Guilbault et al., 2017). Les combinaisons 

18:X/16:0 (X>1) prédominent dans le SQDG (57% des espèces du SQDG), le PG (40%) et représentent 

plus de 10% des espèces du DGDG. Chez ces classes de lipides, on observe une diminution des espèces 

18:4/16:0 au profit des espèces 18:3/16:0 et une forte baisse des espèces 18:4/14:0 dans le DGDG. Chez 

les galactolipides on observe de surcroit une nette augmentation des espèces comprenant du 18:3/16:4 

(et dans une moindre mesure de celle comprenant du 18:2/16:4) au détriment des espèces 18:4/16:4. Ce 

phénomène est vraisemblablement lié à une inhibition d'une activité Δ6 désaturase plastidiale car 

l'augmentation des combinaisons à 18:3 se répercute sur les mêmes combinaisons à 18:1 et 18:2 dans 

  

  

  

 Figure 38 : Analyse positionnelle comparative des lipides structuraux en carence azotée (ASW 0N) par rapport aux 
conditions contrôle (ASW 10N). . 
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tous les lipides plastidiaux. La dynamique des combinaisons est cohérente avec l'hypothèse d'un transfert 

de squelette glycérol plastidial vers les TAG, passant ou non par les lipides plastidiaux. Ainsi la hausse 

des espèces 18:2/16:0 ou 14:0, 18:3/16:0 ou 14:0 (SQDG et DGDG) est cohérente avec la hausse des 

mêmes combinaisons dans les TAG (48:2, 48:3), tout comme la baisse de 18:4/16:0 qui pourrait 

intervenir dans la diminution du TAG 50:8 (16:4/16:0/18:4). Néanmoins, en raison de la diversité des 

combinaisons dans les espèces de TAG rien ne permet d'affirmer que ce mécanisme est majoritaire par 

rapport à un export des 18:3 18:4 plastidiaux vers le pool d'acyl-CoA servant à la synthèse de DAG puis 

de TAG. Par ailleurs, la stabilité des espèces 16:0/16:0 du DGDG minoritaires et l'augmentation des 

espèces 18:1/16:0 en carence azote ne sont pas cohérentes avec la forte baisse de l'espèce TAG 

majoritaire 50:1 (18:1/16:0/16:0).  

Outre les voies GPAT et LPAAT servant à la synthèse de DAG on peut supposer l'existence d'une voie 

spécifique de synthèse des TAG à partir de MAG. Elle pourrait être responsable de la synthèse de 16:0-

MAG et 14:0-MAG et ne pas dépendre de la spécificité des acyltransférases impliquées dans la synthèse 

des lipides structuraux.  

Chez O. tauri, l'analyse positionnelle indique une contribution de tous les glycérolipides structuraux à 

la synthèse des TAG sous tendu par des mécanismes qui semblent multiples et restent à élucider. 

2.2.4 Dynamique de transfert du 14C entre lipides structuraux et TAG 

Afin d’appréhender la dynamique du transfert entre lipides structuraux et TAG, des expériences de 

marquage radioactif ont été mises en place. Les cellules sont incubées avec du 14C acétate pendant 4 

heures (charge) afin de marquer les FA néo-synthétisés. Après deux lavages, la carence est initiée et le 

transfert de la radioactivité fixée nous informe sur le transfert de carbone entre les lipides (glycérol et 

chaines acyles). Au cours du suivi (prélèvement à 0, 3, 9, 24 et 48 h), la somme de la radioactivité 

retrouvée dans les lipides reste constante et montre qu’aucune radioactivité ne provient d’un pool acétate 

marqué qui aurait persisté dans la cellule.  

Au moment initial la radioactivité est principalement confinée (à 85%) dans les lipides plastidiaux (Fig. 

39A) qui sont les lipides majoritaires chez O. tauri (environ 85%) (Degraeve-Guilbault et al., 2017). En 

détail, la radioactivité est principalement incorporée dans le PG (40%), secondairement dans le MGDG 

(20%) et enfin dans le DGDG et SQDG (12% et 15%). Le PG, dont la quantité est inférieure au MGDG, 

est pourtant le plus marqué ; le PG serait donc le lipide synthétisé le plus rapidement. Pour les autres 

lipides plastidiaux, le marquage correspond à leur prépondérance chez O. tauri. Les 10% de radioactivité 

incorporés dans les lipides extraplastidiaux sont partagés de manière équivalente entre le PDPT et le 

DGTA (bien que le DGTA représente le double du PDPT). L’évolution de la radioactivité est ensuite 

très différente entre les lipides plastidiaux et extraplastidiaux.  
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Figure 39 : Suivi de la radioactivité dans les lipides de cultures contrôle ou carencée marquées à l’acétate. 
A, Pourcentage de radioactivité dans chaque classe de lipides en conditions non carencées et carencée. B, Pourcentage de 
radioactivité dans les lipides majoritairement marqués en carence azotée. Les cellules ont été marquées pendant 3h au 14C –
acétate. La chasse est ensuite observée en milieu contrôle (ASW 10N) ou carencé (ASW 0N). 
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Dans la culture contrôle (Fig. 39A), on observe en 24 h une baisse de la moitié de la radioactivité du PG 

(20% de la radioactivité totale) et une hausse de 20% dans le MGDG. Etonnamment dans le DGDG, qui 

est issu du MGDG, la radioactivité diminue pendant tout le suivi, mais de manière plus marquée durant 

les premières 24 h. En ce qui concerne les lipides extraplastidiaux la radioactivité double à 9 h dans le 

DGTA et reste ensuite constante, alors qu’elle ne varie pas dans le PDPT. Si l’augmentation initiale de 

la radioactivité dans le DGTA suggère un import initial de carbone dans le ce lipide, la stabilité de la 

radioactivité dans les lipides extraplastidiaux sur près de 40 h, où la densité cellulaire fait plus que 

doubler, suggère que le flux sortant, qui a forcément lieu dans des cellules en division métaboliquement 

actives, est masqué par un flux entrant. De manière similaire la radioactivité du SQDG ne varie pas dans 

le contrôle sans doute pour les mêmes raisons.  

Lors de la carence azotée qui provoque rapidement l’accumulation de TAG, dès 9 h on observe dans 

une baisse de la radioactivité dans tous les lipides structuraux par rapport à leur contrôle respectifs à 

l’exception du DGDG (Fig. 39A et 39B). En parallèle la radioactive s’accumule progressivement dans 

les TAG et passe de 20% de la radioactivité totale à 9 h et 50% à 48 h. La contribution du PG semble 

être la plus marquée, suivie par celle du MGDG, et possiblement du SQDG qui diminue précocement. 

Nous retrouvons bien une contribution plastidiale majoritaire à la synthèse de TAG en carence N. 

Discussion  

L'ensemble de ces résultats confirme l’origine préférentiellement plastidiale des TAG en carence azotée, 

à l'instar de ce qui a été décrit initialement chez C. reinhardtii (Fan et al., 2011). Néanmoins, chez O. 

tauri les espèces de TAG à VLC-PUFA restent présentes mais diminuent et les espèces di- et tri-VLC-

PUFA ne sont plus détectées. Dans tous les cas, les VLC-PUFA transférés sur les TAG ne peuvent 

provenir que des lipides extraplastidiaux. Or, il n'y a pas de baisse de radioactivité sur ces lipides, ni 

dans les contrôles, ni en carence. Ceci peut s’expliquer soit par le fait que ces lipides ne soient pas 

suffisamment marqués et que de faibles transferts vers les TAG ne puissent être détectés, soit par le fait 

que le flux sortant radioactif est masqué par un flux entrant radioactif (absence de FA synthétisé de 

novo). Il est possible que le DGTA soit accepteur de 18:X d’autres lipides comme cela a été décrit pour 

d'autres espèces (Vogel and Eichenberger, 1992). Dans notre cas il est possible que les 18:3 et/ou 18:4 

issus de désaturation sur les lipides plastidiaux lui soient transférés.  

D’après les analyses de radiomarquage à l’acétate, l’origine plastidiales des TAG en carence N fait 

intervenir un apport carboné provenant du majoritairement du PG et du MGDG mais également du 

SQDG. PG et SQDG pourraient être à l’origine du squelette DAG 18:X/16:0, notamment du 18:3/16:0 

présent dans le TAG majoritaire (50:3) en carence azote. Les autres espèces majoritaires de type 

18:X/14:0 (avec X≠4) sont présentes dans le DGDG mais également dans le PG. Au vu des résultats de 
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radiomarquage et dans le cadre de l'hypothèse d'un transfert de squelette glycérol des lipides plastidiaux 

vers les TAG, le PG pourrait être impliqué.  

Les combinaisons non matures du MGDG de type 18:X/14:0 ou 18/X/16:0 ne s’accumulent pas et 

semblent être orientées vers la synthèse de DGDG au vue des espèces moléculaires des galactolipides 

et de la voie de biosynthèse du DGDG décrite dans l’introduction (§4.2.2.1). Ces espèces 18:X/14:0 et 

18/X/16:0 contiennent d’avantage d’acides gras néo-synthétisés donc froid (par rapport aux espèces 

matures radiomarquées), pouvant expliquer la non-augmentation de la radioactivité dans le DGDG alors 

que nous savons que la proportion de celui-ci augmente en carence azotée (Degraeve-Guilbault et al., 

2017). Nous pouvons aussi imaginer qu’en condition de carence, un acheminement des espèces de 

MGDG intermédiaires servant à la synthèse du DGDG (donc saturées) soient acheminées vers la 

synthèse des TAG.  

Ces expériences de radiomarquage nécessitent d’être reproduites pour confirmer ces résultats ; il serait 

judicieux de le faire sur un temps de charge plus long (12 h ou 24 h) afin de s’assurer que tous les lipides 

soient bien radiomarqués, notamment le DGTA. Il serait également judicieux de réaliser une suivi de 

marquage au glycérol radioactif qui permettrait de pouvoir appréhender les transferts de moitiés glycérol 

et éventuellement de DAG vers les TAG.  

2.3 Régulation transcriptionnelle des gènes du métabolisme des TAG 

Afin de comprendre quelles enzymes sont potentiellement impliquées dans la synthèse des TAG, nous 

avons réalisé des expériences préliminaires de RT-qPCR dans les conditions propices à l’accumulation 

de TAG, c’est-à-dire en carence azote (ASW 0N10P). Un ensemble de gènes candidats, connus pour 

participer à la synthèse des TAG, a été choisi et est présenté dans le tableau 11.  

La voie canonique de biosynthèse des lipides implique des GPAT et des LPAAT dans les compartiments 

microsomaux et plastidiaux. Il est important de rappeler que la spécificité de ces deux classes 

d’acyltransférases diffère selon leur compartiment et confère une signature positionnelle particulière en 

acides gras des glycérolipides (Introduction, §4.2.1). Chez C. reinhardtii, la transcription des gènes 

GPAT et LPAAT n’est pas activée en carence N, contrairement à ce qui est observée lors de la carence 

en souffre (Sato et al., 2014). Chez cette microalgue verte en carence N, il a même été montré que les 

gènes codant les enzymes responsables de la synthèse des acides gras (PDC pour ‘complexe pyruvate 

deshydrogénase’, ACCase, KAS) sont réprimés (López García de Lomana et al., 2015). Le gène LPAAT 

a cependant été montré comme régulé transcriptionnellement positivement lors de l’accumulation de 

TAG en phase stationnaire chez C. reinhardtii. Et la transcription des GPAT et LPAAT de Neochloris 

oleabundans est activée en carence N (Rismani-Yazdi et al., 2012). La GPAT plastidiale de P. 

tricornutum, qui semble montrer une préférence pour les acides gras insaturés, contribue à augmenter le 
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métabolisme des TAG lorsque son gène est surexprimé (Niu et al., 2016). De même, la surexpression 

du gène de la GPAT, cette fois-ci endosomale, de Lobosphaera incisa chez C. reinhardtii conduit à une 

augmentation de 50% en TAG (Iskandarov et al., 2016). Ensemble ces résultats ouvrent ainsi de 

nombreuses possibilités pour l’ingénierie des TAG (Iskandarov et al., 2016; Niu et al., 2016). 

Tableau 11 : Présentation des gènes d’O.tauri codant les enzymes impliquées dans la synthèse des TAG.  
Sur cing protéines contenant le domaine DGAT (en gras), trois séquences de DGAT2 d’O. tauri (soulignées) ont été identifiées 

par (Wagner et al., 2010) et caractérisées chez la levure déficiente en TAG (BY4741 lro1 dga1). 
* : son domaine DGAT est moins bien conservé que chez les quatre autres DGAT et un domaine hydrolase est présent en N-
terminal. Cette enzyme est homologue d’un phytyl ester synthase chez Arabidopsis (AT3G26840). 
Les scores des peptides signal (SP) sont indiqués: plastidiaux (C) en vert, mitochondriaux (M) en bleu. Les scores autres (O) ou 
associés à la voie sécrétoire (S) sont en blanc.  
 
Les recherches par blast effectuées par F. Corellou sont indiquées ($). Les références bibliographiques ayant identifiée ces 
séquences comme homologues sont indiquées. 

Function Accession 
Predalgo 
SP-Score 
(max 5) 

Loc. Comments  

GPAT1 CAL52024.1 0.69 C Glycerol3phosphate O- acyltransferase, chloroplast 

Putative GPAT2 CEG00561.1 0.11 O Homology to GPAT9, GAPT3 family ($) (Iskandarov et al., 2016) 

Soluble LPAAT  CEF98793.1 3.07 C (Misra et al., 2012) 

LPAAT1  CEF98793.1 3.73 C (Misra et al., 2012) 

SFR2 CEF99665.1 1.29 S 
Glycosyl hydrolase family ($) 
Identities : 105/407 : 26% - Positives : 171/407 : 42%  

LPCAT CAL58542.1 0.18 S MBOAT domain ($) 

DGAT2A CEG01508.1 1.84 C 
Low activity in BY4741 lro1∆ dga1∆. The sequence study 
determines an upstream Met : the elongated GAT2A is predicted 
plastidial  

DGAT2B CAL58088.1 2.36 S 
Corresponds to the DGTT2 which has a strong activity in yeast 
BY4741 lro1∆ dga1∆. The extended sequence has an increased 
targeting score (initial score 0.91) 

DGAT2C CEG00074.1 1.35 M 
Absence of activity in BY4741 lro1∆ dga1∆, Sequence used might 
not have been complete. The extended sequence has a 
mitochondrial score  

DGAT2D CEF99849.1 1.48 S Extended genomic sequence ($) 

DGAT2E* CEG01641.1 0.50 C Homology phytyl ester synthase ($) 

PDAT CAL55479 4.31 C (Yoon et al., 2012) 

PGD1 CEG01940.1 2.72 C Homolog to Cre03.g193500.t1.2 ($) (Li et al., 2012) 

 

Lors de l’accumulation de TAG en carence N, les gènes d’autres acyltransférases, les DGAT de type 2, 

sont connus pour être transcriptionnellement activés chez N. oceanica (IMET1) (Li et al., 2014a) et C. 

reinhardtii (Boyle et al., 2012; Sato et al., 2016). Les DAGT sont considérées comme des enzymes 

primordiales dans l’ingénierie des TAG (Zienkiewicz et al., 2016). Les microalgues de la classe des 

Mamiellales, sont caractérisées par l’unique présence de DGAT2 (Wang et al., 2015; Zienkiewicz et al., 

2016) et seules trois DGAT2 avaient été identifiée chez O. tauri en 2010 par Wagner et al. (A, B et C). 

Cependant, par alignement in silico avec les données génomiques actuelles nous avons identifié la 

présence d’au moins une autre DGAT2 dans le génome d’O. tauri : la DAGT2D (la DGAT2E 

s’apparente d’avantage à une phytyl ester synthase). Il est probable que la DGAT2B utilisée par Wagner 
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ne corresponde pas à la séquence complète que nous avons déduite à partir du séquençage récent (2014); 

l’allongement des séquences disponibles annotées automatiquement permet souvent d'obtenir une 

prédiction de localisation qui est indiquée dans le tableau 11. Les DGAT, la PDAT et PGD1 sont des 

enzymes majeures impliquées dans les étapes finales de la synthèse des TAG chez les microalgues 

(Zienkiewicz et al., 2016). La PDAT a été montrée comme jouant un rôle crucial pour la synthèse des 

TAG d'origine plastidiale chez C. reinhardtii et l’expression de son gène est activée en carence N (Boyle 

et al., 2012; Yoon et al., 2012). PGD1 est une lipase qui utilise préférentiellement le FA sn-1 du MGDG 

pour la synthèse de TAG (Li et al., 2012). 

D’autres gènes nous ont semblé également intéressants à étudier : LPCAT, SFR2, et WRI-1. En effet, la 

LPCAT est responsable de l'échange des chaines acyle et de l'alimentation du pool d'acyl-CoA. Or le 

22:6-CoA diminue très fortement dans le pool d'acyl-CoA en carence azote (Degraeve-Guilbault et al., 

2017) ; nous voulions donc savoir s'il existait une régulation transcriptionnelle en carence N sur la 

LPCAT putative d’O. tauri. En réponse au froid chez les plantes, le produit du gène SFR2, la GGGT, 

utilise le MDGD comme donneur moitié glycérol pour la formation de DAG, qui forment ensuite des 

TAG (pour revue Moellering and Benning, 2011). La proportion de TAG d’origine plastidiale chez O. 

tauri augmentant en carence N, nous ne pouvions exclure une régulation transcriptionnelle particulière 

d'un homologue putatif de SFR2 dans ce contexte. Enfin WRINKLED-1 (WRI-1), facteur de 

transcription identifié chez A. thaliana qui favorise la biosynthèse d’acides gras pour l’accumulation de 

TAG dans la graine (To et al., 2012) et dont l’homologue putatif de chez C. reinharditi (Cre16.g667900) 

semble jouer un rôle en carence N, nous a semblé potentiellement intéressant dans cette approche gène 

candidat. Il convient de noter que gènes putatifs codant le facteur de transcription WRI-1 et la GGGT 

(gène SFR2), possèdent une homologie faible rapport aux séquences identifiée chez A. thaliana (Tab. 

11). 

Deux expériences ont été conduites indépendamment pour appréhender les régulations 

transcriptionnelles de ces gènes en carence N. Le protocole d’étude est identique et les cellules ont été 

récoltées à différent temps après centrifugation et re-suspension en milieu carencé ou non, soit dans une 

expérience à 72h et soit au cours d'une cinétique plus rapprochée dans une autre expérience 3h, 6h, 12h, 

36h (Fig. 40). 
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A 

 
B 

 

Figure 40 : Régulation transcriptionnelle exploratoire des gènes impliqués dans la biosynthèse des TAG au cours de 
la carence azotée, normalisée par rapport à l’expression de DGAT2A. 
A, Cinétique conduite sur 36h. Les origines correspondent aux cultures avant centrifugation nécessaire au changement de 
milieu; Les cellules contrôles sont également centrifugées. L’expression des gènes a été normalisée par rapport à la moyenne 
géométrique des gènes de ménages (EF1α, CAL et ARP2). B, Point indépendant à 72h de carence. L’expression des gènes 
a été normalisée par rapport au gène de ménage EF1α. 
Dans les deux expériences, les niveaux d’expression sont indiqués par rapport à celui de la DGAT2A respectivement au point 
origine 1 ou au point contrôle 72h. (n=1, les barres d’erreurs = écart-types de réplicas techniques de qPCR). 

Le profil de l'expression des gènes, normalisée arbitrairement par rapport à celle de DGAT2A, est 

similaire dans les cultures contrôle des deux expériences, tout comme les tendances de changement 

d'expression entre cellules non carencées et carencées aux temps 36h et 72h. Le gène GPAT1 possède 

le niveau d’expression relatif le plus important. Ensuite sont retrouvés solLPAAT, codant la LPAAT 

soluble, et DAGT2C, puis GPAT2, PGD1 et PDAT, et enfin DAGT2E qui est relativement mieux 

exprimée dans les cellules 'origine' (Fig. 40A). Au cours de la cinétique jusqu’à 36h, l’expression du 

gène GPAT1 et de l’homologue de SFR2 d’A. thaliana (Tab. 11) augmente puis revient à sa valeur 

d’origine dans l’échantillon contrôle et dans l’échantillon carencé (Fig. 40A et annexe 5A), on obtient 

donc une dynamique de changement d'expression des gènes étudiés similaire entre le contrôle et les 
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cellules carencées. La manipulation physique des cellules est inévitable et est très probablement 

accompagnée de changement d'expression de gènes; c'est pourquoi les variations transcriptionnelles en 

carence N chez O. tauri des deux expériences présentée figure 40, ont été normalisées par rapport au 

contrôle de chaque temps correspondant. Cette normalisation nous permet de comparer plus simplement 

l’évolution de l’activation ou de la répression des gènes sur une période total de 3h à 72h comme 

représentée figure 41. Les analyses individuelles de chaque expérience où l’expression de chaque gène 

est normalisé par rapport à son expression chez le contrôle au premier temps de l’analyse est disponible 

dans l’annexe 5.  

 

Figure 41 : Ratio de transcription des gènes de métabolisme des TAG en carence azotée.  
L’expression de chaque gène en carence à chaque temps donné déterminée précédemment (Fig. 40) a été divisée par son 
expression en condition contrôle au même temps. Les deux expériences présentées indépendamment figure 40A et 40B ainsi 
normalisées sont présentées ensemble. L’étoile (*) indique cependant que le point à 72h ne provient pas du même set que les 
autres points de la cinétique (n=1) 

La tendance globale est une augmentation de l'expression de la plupart des gènes étudiés qui est 

particulièrement marquée pour trois des gènes contenant des domaines DGAT notamment DGAT2D, 

DGAT2E et DGAT2C (Fig. 41). DGAT2E qui code sans doute une phytyl estérase plastidiale, présente 

la plus forte augmentation de son expression ; d’un facteur 7 à 72h par rapport au contrôle du même 

temps. Les gènes DGAT2C et DGAT2D, dont les enzymes sont prédites être respectivement localisée 

dans la mitochondrie et sécrétée avec un score relativement faible (de l'ordre de 1,3/5, Tab. 11), sont 

environ 5 fois plus exprimés de manière durable. Le gène WRI-1 like est le seul gène dont la forte 

activation de sa transcription est initiée précocement (à 3h et 6h). D’une moindre manière, d’autres 

gènes sont activées en carence : GPAT2 et PGD1 dont l’expression environ double à 72h. Concernant 

les autres gènes étudiés, il est difficile de statuer car ils semblent présenter des points hors tendance : 

GPAT1 (12h ?), LPCAT (12h ?), DGAT2A (36h ?) et solLPAAT (12h ou 72h?) qui semblent être 

légèrement induits en carence azotée ; DGAT2B (12h ?) qui semble être le seule gène réprimé par la 

carence azotée. Le gène LPAAT1 quand à lui est très faiblement exprimé que ce soit en condition 
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contrôle ou en carence N (Fig. 40). Les résultats nous nous permettaient pas d’avoir une vision fiable 

sortant d’un bruit de fond éventuel alors son ratio d’expression n’est pas représenté sur la figure 41.  

Discussion  

O. tauri présente deux GPAT, chacune étant prédite dans un compartiment différent (chloroplaste/RE). 

En carence azotée chez O. tauri, l'augmentation des cDNA de la GPAT2, supposée endosomale, est plus 

marquée que celle de la GPAT1 (plastidiale) comme chez N. oceanica (lignée chromalveolate) (Li et 

al., 2014a). La GPAT de endosomale de Lobosphaera incisa a été montré comme répondant positivant 

à la carence en azote (Iskandarov et al., 2016). Chez C. reinhardtii (lignée verte) c’est la situation inverse 

qui est observée : l'expression du gène de la GPAT chloroplastidiale est plus induite que celle de 

l'homologue de OtGPAT2 en condition d'accumulation de TAG (Sato et al., 2014). O. tauri présente 

également une LPAAT de type 1 (plastidiale) et une LPAAT soluble (prédite plastidiale) présente à un 

exemplaire chez toutes les microalgues et A. thaliana (Misra et al., 2012). L'amplification de LPAAT1 

est très faible par rapport aux autres gènes et nous tenons à dessiner un autre couple de primer pour 

confirmer que LPAAT1 est induit en carence azote, ce qu'indiquent nos premiers résultats. La LPAAT1 

de C. reinhardtii a une préférence pour 16:0-CoA par rapport aux 18:1-CoA in vitro, ce qui est cohérent 

avec la signature sn-2 en C16:0 observée chez cet organisme comme chez O. tauri (Yamaoka et al., 

2016). Son expression est modérée dans des conditions normale et induite au bout de 12h en carence 

azote. Chez O. tauri, les cDNA de la LPAAT soluble augmentent transitoirement à 12h en carence azote. 

La LPAAT soluble d'A. thaliana est prédite mitochondriale et possède, en plus de son activité LPAAT 

acyl-CoA-dépendante, des activités plus faibles TAG-lipase et phospholipase (Ghosh et al., 2009). Le 

rôle in vivo de ces LPAAT solubles ainsi que leur spécificité restent à être étudier. De plus, chez O. 

tauri, l’absence de LPAAT endosomale, mais présente par exemple chez N. oceanica (Li et al., 2014a), 

est intrigante et on ne peut que spéculer sur les mécanismes à l'origine de la composition acyle des 

lipides extraplastidiaux. 

Les gènes des acyltransférases PGD1 et PDAT, impliquées dans la synthèse de TAG d'origine 

plastidiale, sont transcriptionnellement induits en carence azote chez C. reinhardtii (Boyle et al., 2012; 

Li et al., 2014a) et est cohérent avec nos observations chez O. tauri. Le fait que ces deux protéines dont 

la prédiction chloroplastidiale est élevée, soient transcriptionnellement induites en condition 

d'accumulation de TAG, renforce l'hypothèse d’une voie de synthèse majoritairement plastidiale des 

TAG chez O. tauri. Chez C. reinhardtii, l’enzyme PGD1 fournit les TAG en chaine acyles en 

hydrolysant préférentiellement l’acide gras en position sn-1 du MGDG (Li et al., 2012) et l’enzyme 

PDAT a été montrée comme possédant une activité lipase assez diversifiée mais particulièrement 

spécifique du MGDG par rapport au DGDG et pour les phospholipides anioniques comme PA, PS, PI 

et PG (Yoon et al., 2012). Son activité de transfert de chaine acyles du MGDG (et non du SQDG ou 
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DGDG) aux TAG a aussi été mise en évidence. L'ensemble de nos résultats suggèrent que, chez O. tauri, 

le MGDG et le PG possèdent au moins un rôle de donneurs de chaine acyle pour la synthèse des TAG. 

En l’absence de PC chez O. tauri, la question du substrat de la LPCAT dont la transcription n’est pas 

clairement activée en carence et prédite comme étant extraplastidiale, pose question. Au vu des 

compositions des TAG observées en ESI-MS/MS, le DGTA pourrait être un donneur potentiel de VLC-

PUFA pour la synthèse des TAG.  

Chez N. oceanica (IMET1), la seule DAGT qui possède un signal d’adressage à la mitochondrie, 

DGAT2I, jouerait plutôt un rôle dans la synthèse des TAG en conditions non carencées (Li et al., 2014a). 

Pourtant chez O. tauri, c’est le gène de DGAT2C prédite mitochondriale, dont l’expression est 

majoritaire en condition contrôle, qui est fortement activé transcriptionnellement en réponse à la carence 

azotée, devant les DGAT2-D et -A et devant les autres gènes. Chez O. tauri on observe alors une 

activation différentielle des gènes de DAGT2 comme chez N. oceanica (Li et al., 2014a) alors que chez 

C. reinhardtii, tous les gènes de DGAT2 exprimés voient leur expression doublée en réponse à la carence 

azotée (Miller et al., 2010; Sato et al., 2014). Cette différence d’activation des DGAT en carence azote 

constitue le critère initial pour sélectionner les DGAT de microalgues d’intérêt biotechnologique ; chez 

N. oceanica (CCMP1779), en fonction de leur profil d’expression, six des douze DGAT2 ont été testées 

en complémentation fonctionnelle chez la levure et ont montré que NoDGAT2-5 permet la plus forte 

accumulation de TAG (Zienkiewicz et al., 2017). De plus chez O. tauri, il semblerait que l’expression 

de DGAT2B soit réprimée en absence d’azote, ce qui est aussi le cas chez N. oceanica où l’expression 

de six des treize gènes de DGAT est inhibée (Li et al., 2014b). La régulation différentielle de la 

transcription des DGAT2 chez O. tauri comme chez d’autres microalgues (Zienkiewicz et al., 2016), 

suggère que toutes les DGAT de microalgues ont des rôles non redondants dans la synthèse des TAG 

lors de carences nutritives. En effet, l’étude de leur spécificité montre de nombreuses différences entre 

les différents homologues au sein d’un même organisme et constitue le second critère d’intérêt en 

biotechnologie. Ainsi trois DGAT de C. reinhardtii ont été caractérisées et montrent une variabilité 

importante de préférence de substrat, aussi bien pour le receveur DAG que pour le donneur acyl-CoA 

(Liu et al., 2016). Chez O. tauri, nous pouvons supposer au vu des profils de TAG en ESI-MS/MS qu’au 

moins l’une d’entre elles, probablement plastidiale, possède une spécificité accrue pour les DAG 

procaryotiques et une spécificité pour les chaines acyles plutôt saturées. La DGAT2B dont la localisation 

est prédite être dans la voie sécrétoire (2.35/5), a été étudiée par Wagner en système levure. Elle restaure 

aisément la déficience en TAG de S. cerevisiae (BY4741 lro1 dga1dépourvue de DGAT et PDAT) 

et présente selon les auteurs une large spécificité de substrats, tout comme la DAGT2-5 de N. oceanica 

(Zienkiewicz et al., 2017). Cette conclusion repose sur l'efficacité égale de DGAT2B à incorporer les 

FA 18:3 n-6, 18:3 n-3, 20:3 n-3, 20:3 n-6 ajoutés dans le milieu. Néanmoins, il faut noter que le 20:3 

n'est pas détecté chez O. tauri et que l'incorporation de VLC-PUFA qui sont enrichis dans le pool d'acyl-
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CoA et notamment de 22:6n-3, n'a pas été testée. In vivo il est probable que la concentration des espèces 

dans le pool d'acyl-CoA joue un rôle dans la préférence de substrat des enzymes ; ainsi la réduction de 

l'incorporation de 22:6 dans les TAG pourrait résulter de la baisse conjointe de 22:6 dans le pool d'acyl-

CoA qui est drastique en carence N et de la baisse de l'expression du gène de la DGAT responsable de 

son transfert. Une hypothèse est que la répression transcriptionnelle de DGATB limite l'incorporation de 

VLC-PUFA. L’étude des DAGT de microalgues également menées chez P. tricornutum (Guihéneuf et 

al., 2011) et N. oleabundans (Klaitong et al., 2017) ouvre le champ des possibles pour la bioingénierie 

d’organismes servant à la production d’huile à la composition en FA particulière et encourage donc à 

caractériser les DGAT2 d’O. tauri, notamment A, C, D en séquence complète et de vérifier leur 

localisation ; la DAGAT2A étant le seule prédite plastidiale mais dont le gène est faiblement exprimé 

en condition contrôle et peu activé en réponse à la carence azotée. 

Enfin, il est intéressant de constater que les augmentations d’expression des gènes du métabolisme des 

TAG décrites ci-dessus sont souvent initiées 12h après la carence. Sauf l’homologue de WRINKLED-

1 (WRI-1) un facteur de transcription qui chez A. thaliana favorise la biosynthèse d’acides gras pour 

l’accumulation de TAG dans la graine (To et al., 2012), et qui voit son expression augmentée 

précocement dès 3h après la carence chez O. tauri. Une étude de transcriptomique révèle que, chez C. 

reinhardtii, AP2-15 ou CreWRI-1-like (Cre16.g667900) reste relativement constant durant les deux 

premières heures de carence N puis augmente pendant 24h et voit son expression multipliée par 2.5 

(Gargouri et al., 2017). Chez O. tauri la cinétique d’activation de la transcription de ce candidat WRI-1 

est plus précoce et moins durable. Ces candidats WRI-1 restent très divergents et nécessitent une étude 

fonctionnelle pour préciser leur rôle dans le métabolisme des lipides. Une étude 

transcriptomique/protéomique approfondie permettrait d’appréhender les acteurs intervenant dans le 

métabolisme des TAG et pourrait peut-être permettre d’esquisser un réseau de régulation plus simple 

que chez C. reinhardtii (Gargouri et al., 2017). 
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Partie 2 : Identification fonctionnelle 
des de saturases implique es dans le 
refroidissement 

Le degré d’insaturation des FA joue un rôle essentiel dans le maintien de la fluidité membranaire, et 

donc des fonctions membranaires, notamment en réponse aux changements de température 

(Allakhverdiev et al., 2009; Los et al., 2013) incluant le refroidissement (15°C) et le ‘gel’ (<0°C). La 

température de transition d'un acyl-lipide dépend essentiellement de la longueur et du degré 

d'insaturation de ses chaines acyles : plus la chaine acyle est insaturée et courte plus la température de 

transition sera basse. Lorsque la température décroît la composition lipidique des biomembranes s'adapte 

de telle manière à ce que sa fluidité soit globalement maintenue : c'est la réponse homeovisqueuse 

(Allakhverdiev et al., 2009). Cette réponse essentielle pour les organismes poïkilothermes  (Hayward et 

al., 2014) et vitale pour les unicellulaires, fait intervenir les FA désaturases qui sont activées à basse 

température ; la hausse de température est accompagnée, quant à elle, d’un remplacement des FA 

désaturés par des FA saturés synthétisés de novo et par l'incorporation de protéines de stabilisation des 

membranes (Los et al., 2013). En réponse au froid, l’activation transcriptionnelle de FA désaturases est 

un mécanisme de régulation très répandu des bactéries aux animaux (Los et al., 2013). Chez les plantes, 

l'activation transcriptionnelle de désaturases essentielles pour la réponse au froid a également était 

rapportée (Barrero-Sicilia et al., 2017). L’introduction d’une seule double liaison suffit à ajuster la 

fluidité membranaire chez B. subtilis, C. cerevisiae et C. elegans alors que les FA di- et tri-énoique 

interviennent dans le maintien des activités des membranes photosynthétiques (pour revues : 

Allakhverdiev et al., 2009; Los et al., 2013). L’implication des PUFA à haut degré d’insaturation dans 

la régulation de la fluidité membranaire est moins claire.  

L’objectif de cette partie de mon travail de thèse est de caractériser chez le phytopicoeucaryote marin 

O. tauri la dynamique du glycérolipidome en condition d’abaissement de la température et le rôle des 

désaturases et des élongases dans les variations en PUFA. Cela s’inscrit dans l’objectif plus global qui 

est (i) d’étudier la dynamique des FA et la régulation du métabolisme lipidique selon des vecteurs 

environnementaux, et (ii) de comprendre quelles sont les cibles enzymatiques potentielles de ces 

régulations. 

Les résultats présentés ici mettent en parallèle au cours de refroidissement l’évolution de la composition 

en chaines acyles avec la réponse transcriptionnelle des désaturases et des élongases. Certaines des 

désaturases activées au froid ont été choisies pour réaliser une étude fonctionnelle. Leur localisation a 

été vérifiée chez N. benthamiana et elles ont été caractérisées en terme d'activité en système hétérologue 
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(S. cerevisiae/N. benthamiana) et surexprimées chez O. tauri en système homologue. Les résultats qui 

en découlent et encouragent la poursuite de l’exploration des désaturases d’O. tauri sont présentés ci-

dessous. 

1 Remodelage des glycérolipides et de leurs chaines acyles lors du 

refroidissement 

1.1 Impact de l’adaptation au froid sur le glycérolipidome 

1.1.1 Démarche expérimentale  

Afin de déterminer les différences de composition lipidique et la potentielle implication des PUFA en 

réponse au froid chez O. tauri, nous avons cherché des conditions de culture au froid qui induisent une 

différence de profil de FA totaux et portent le minimum de préjudice à la croissance des cellules. Dans 

un premier temps nous avons cherché à savoir si le refroidissement pouvait induire des changements de 

profils en FA sur des cellules en phase stationnaire. Ces cultures à la croissance réduite nous ont paru 

intéressantes pour s’affranchir des changements en FA liés à la différence de croissance entre les cultures 

à haute température et à basse température (longue phase stationnaire). Pour le choix des températures, 

nous nous sommes basés sur les expériences réalisées chez les microalgues comme P. lutheri 

(Tatsuzawa and Takizawa, 1995) et E. huxleyi (Kotajima et al., 2014). Nous avons choisi des 

températures comprises entre 10 et 32°C (la température standard chez O. tauri est de 20°C) avec un 

delta de température de 10°C. Mais le métabolisme ralenti des cellules en phase stationnaire ne donnait 

pas de réponse nette en termes de FA et la mortalité de ces cellules cultivées à basse ou très haute 

température était importante. Dans un second temps, nous avons donc réalisé le même travail 

préliminaire sur des cellules en croissance. Nous avons déterminé que pour s’affranchir au maximum 

des différences de croissance (phase de latence et taux de croissance), les températures de 14°C versus 

24°C sont idéales. En effet, (i) contrairement à ce que nous observions à 12°C, à 14°C chez O. tauri 

comme chez T. pseudonana, Nannochlorpsis oculata, Dunalialla tertiolecta (Roleda et al., 2013), il n’y 

pas de phase de latence lors de la mise en culture et les cellules à basse température possèdent un taux 

de croissance similaire à celles cultivées à température standard, (ii) le refroidissement de 24°C à 14°C 

n’induit pas de diminution significative du taux de croissance et (iii) les cellules acclimatées ou 

refroidies à 14°C présentent des changements reproductibles en FA par rapport aux cellules à 

température standard.  

L’ensemble des résultats de ce long travail de mise en place des conditions d’étude a permis de réaliser 

néanmoins une analyse en composante principale (PCA) sur l’ensemble des profils en FA totaux des 

cellules (Fig. 42). La hausse du 18:5 n-3 que nous voyions de manière reproductible chez les cellules à 
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basse température est effectivement corrélée négativement à la température. La PCA met aussi en 

évidence la variation de PUFA minoritaires ω-3 intermédiaires de la synthèse du DHA comme étant 

augmentés à basse température tandis que les PUFA ω-6 diminuent. La variation des 18:3 n-3 et 18:4 n-

3, qui est finement régulée lors de carences nutritives, est indépendante de la température dans ces 

expériences réalisées sur des cultures à différents stade de croissance.  

 

Figure 42 : Carte factorielle des variables issues 
de l’analyse en composante principale (PCA) des 
profils de FA totaux (en pourcentage massique) 
des cultures acclimatées à différentes 
températures  
Les dimensions 1 et 2 expliquent à elles deux 69% 
de la variabilité en acides gras. La variable illustrative 
de la température (flèche bleue) est majoritairement 
expliquée par la dimension 1, comme le 18:3 n-6 et 
le 20:4 n-6. A l’inverse, les 20:5 n-3, le 22:5 n-3 et le 
18:5 n-3 évoluent de manière inversée par rapport à 
la température.  
Les analyses statistiques ont été réalisées sous R 
(n= 23, variable =22). 

1.1.2 Exploration et comparaison du glycérolipidome d’O. tauri cultivé à 24°C ou à 14°C 

Les triplicats biologiques qui permettent la comparaison de cultures acclimatées à 24°C et 14°C, 

proviennent d’un inoculum unique réparti en trois cultures fermées qui ont été récoltées en fin de phase 

exponentielle (4j) à 35 millions cell.mL-1. Le suivi de croissance et de la fluorescence en chlorophylle 

de ces cultures est donné en annexe 7 avec ceux d’autres cultures également représentatives. De manière 

générale, les cellules à basse température possède une phase de croissance plus longue, atteignent moins 

rapidement la phase stationnaire et atteignent une densité plus élevée. Elles possèdent également une 

plus faible fluorescence chlorophyllienne et sont nettement plus claires à l'œil. La composition en lipides 

de cultures acclimatées à 24°C et 14°C est comparée dans les figures 43, 44 et 45.  
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Figure 43 : Effet de la basse température de culture de cellules acclimatées sur leur contenu lipidique. 
A, Variation quantitative du contenu lipidique. B, Proportion des différentes classes de lipides structuraux. (n=3 (inonculum de 
départ identique), barres d’erreur = écarts-types). 

Les cellules acclimatées au froid se distinguent par une augmentation de la quantité de leurs TAG et une 

variation de la quantité de leurs lipides plastidiaux (Fig. 43) sans variation significative de leur quantité 

de lipides totaux (résultats non montrés). Les variations majeures sont la diminution de la proportion du 

SQDG et l’augmentation de celle du DGDG, toutes deux de 45%. La légère baisse du MGDG et la 

hausse du DGDG engendrent une diminution du ratio MGDG/DGDG. Les phospholipides plastidiaux 

PG, et extraplastidiaux PDPT, augmentent tous les deux d’environ 25%. Les variations des lipides 

plastidiaux PG, SQDG et DGDG sont retrouvées en proportions équivalentes au cours de la carence 

azote (Degraeve-Guilbault et al., 2017) et indiquent un lien possible entre membranes 

plastidiales/thylakoïdales, réponse au froid et carence azote.  

 

Figure 44. Effet de la basse température de culture de cellules acclimatées sur les proportions en FA de leurs glycérolipides 
La composition en lipides de ces cultures est donné figure 43. (n=3 (batch de départ identique), barres d’erreur = écart-type) 
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Des variations de la composition en FA des glycérolipides de ces cultures à 14°C sont observées : (i) 

concernant les C18 PUFA, le 18:5 augmente tandis le 18:3 diminue, (ii) concernant les VLC-PUFA, le 

DHA augmente tandis que l'ARA diminue (iii) concernant les FA saturés, le 14:0 diminue (Fig. 44). Il 

est important de noter que dans les profils FA de cellules acclimatées à différentes températures d’autres 

expériences présentées en annexe 7, les variations en 14:0 et 18:5 sont retrouvées entre cellules à 

température standard et à basse température, tandis que la proportion de DHA reste équivalente et que 

le 18:3 et le 18:4 peuvent soient diminuer, soit augmenter, soit être équivalent entre les deux 

températures.  

De manière plus détaillée, nous avons comparé la composition des lipides entre ces cellules acclimatées 

à 24°C et 14°C (Fig. 45) que nous avons confrontée aux glycérolipides des cellules à 12°C et 22°C d’une 

étude préliminaire (annexe 8). Les deux expériences indiquent les mêmes tendances : chaque classe 

lipidique possède un PUFA particulier qui augmente au froid. Dans les lipides plastidiaux, les basses 

températures engendrent une augmentation de la proportion du PUFA ω3 le plus insaturé 

(indépendamment de sa longueur de chaine) : la proportion de 18:5 est multipliée par 3 (+200%) dans 

le MGDG et DGDG et constitue le changement prépondérant de la réponse au froid. Dans le DGDG est 

également observée une moindre augmentation du 16:4. Dans le PG et le SQDG c’est le 18:4 qui 

augmente d’environ 50%. Au froid, la teneur du PUFA majoritaire des lipides extraplastidiaux 

augmente : le 16:4 n-3 pour le PDPT et le 22:6 n-3 pour le DGTA (+30%). L’augmentation d’autres 

précurseurs du DHA : 20:5 n-3 et 22:5 n-3, est retrouvée dans le DGTA et les TAG. L’augmentation de 

ces PUFA ω-3 se fait au profit des PUFA ω-6 correspondants (Fig. 42), ce qui laisse supposer 

l’augmentation d’une activité ω3 désaturase. La diminution du 14:0 à basse température est très 

importante chez le PG et les DAG (-40%). Dans les TAG dont la quantité de tous les FA augmente 

(Annexe 9), sont retrouvées en termes de proportion : la baisse du 14:0, la hausse du 18:5 et la hausse 

des VLC-PUFA intermédiaires de la synthèse du DHA (Fig. 45).   
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Figure 45. Effet de la basse température de culture de cellules acclimatées sur la composition en pourcentage molaire de leurs 
différentes classes de lipides.  
La composition en lipides de ces cultures est donné figure 43 et leur profil en acides gras totaux figure 44 (n=3 (batch de départ 
identique), barres d’erreur = écart-type). 
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1.2 Cinétique des effets du refroidissement sur les FA totaux 

Afin d’avoir une vision dynamique de la réponse au froid, nous avons suivi la composition en acides 

gras et l’expression de gènes (désaturases et élongases) à des temps précoces du refroidissement. Dans 

ces expériences, un Erlenmeyer de cellules en phase exponentielle, et acclimatées à la température 

contrôle, est transféré à basse température. Dans nos conditions le refroidissement s’effectue en 30 min 

et l’évolution du profil de FA totaux de cellules refroidies est suivi à 0h ou 1h, 3h, 6h, 12h et 24h après 

le refroidissement et est comparée au profil FA des cellules acclimatées (à température standard et basse 

température). 

Deux expériences de refroidissement ont été réalisées indépendamment en conditions différentes. La 

première en lumière continue (LL) a pu être réalisée à 12 et 22°C sans ralentissement de croissance des 

cellules à 12°C. Néanmoins, tout changement de l’environnement peut entrainer la synchronisation de 

cellules cultivées en LL ; un changement de température et/ou d’éclairement notamment est perçu 

comme un signal donneur de temps (Bieniawska et al., 2008). Ce recalage peut dans notre cas entrainer 

une synchronisation des cellules transférées à basse température, ce qui aurait pour conséquence de 

comparer des cellules synchronisées (entrainées par l’abaissement de température) à des cellules 

asynchrones (arythmiques). Lors du passage au froid en condition LL, nous avons effectivement 

observée une synchronisation transitoire de l’expression du gène CCA1 (pour ‘circadian clock 

associtaed’) contrôleur de l’horloge (résultats non montrés), grâce à la lignée rapportrice CCA1-Luc 

(Corellou et al., 2009). En condition jour/nuit (LD) l'oscillation du gène CCA1 est calée sur les cycles 

de lumière imposée ; en suivant l'oscillation du gène rapporteur in vivo, nous avons pu constater que le 

passage au froid ne décalait que peu la phase de CCA1-Luc. Ainsi, lors de la seconde expérience de 

refroidissement, nous avons imposé aux cellules une synchronisation importante par un rythme LD de 

16h/8h afin d’éviter un recalage incontrôlé de l’horloge. Dans ces conditions LD les cellules sont 

refroidies 3h après le lever du jour, moment où la plupart des désaturases sont activées 

transcriptionnellement et où l'induction des gènes au froid est connue pour être la plus importante 

(Espinoza et al., 2008; Monnier et al., 2010).  

Au cours d’une cinétique de 24h, les profils en FA des glycérolipides totaux des cellules acclimatées à 

température standard et basse température restent constants, à l’exception de variations minimes 

(Annexe 7). Les profils des cellules acclimatées sont équivalents en termes de teneur en 18:3 et 22:6 ce 

qui dénote d'avec l’expérience décrite précédemment figure 44. L’évolution du profil en FA de cellules 

refroidies est présenté figure 46. 

 

 



147 

 

A 

 

B 

 

C 

 

Figure 46 : Effet d’un refroidissement de 10°C sur le profil en FA totaux de cellules acclimatées à température standard. 
Le passage au froid a lieu à 0h et le refroidissement des cultures (chilled) s’opèrent en 30 min. A, cellules cultivées en lumière continue, 
les températures contrôles sont de 22°C (standard) et 12°C (basse) (n=1). B, cellules cultivées en jour/nuit (16h/8h), les températures 
contrôles sont de 24°C (standard) et 14°C (basse) (n=1). C, cartographie des cultures en fonction de leur profil en acides gras totaux 
(pourcentage molaire) lors des expériences de refroidissement A et B de cette figure. Les cellules acclimatées contrôles ‘24°C’, ‘14°C’ 
sont cultivées respectivement à 24°C et 14°C en jour/nuit (16h/8h) et les cellules acclimatées contrôles ‘ctl22LL’ ‘ctrl12LL’ sont cultivées 
respectivement à 22°C et 12°C en lumière continue. Les cellules refroidies (sw) présentent leur température de départ et leur température 
d’arrivée. Les analyses statistiques ont été réalisées sous R. 
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La première modification observée chez les cellules refroidies concerne l’accroissement de la proportion 

de 18:5 à 6h pour les cellules en LL (Fig. 46A) et plus rapidement, dès 3h, pour les cellules en LD 16/8 

(Fig. 46B). Dans un second temps, à 12h pour les cellules en LL et dès 6h pour les cellules en LD, la 

proportion de 14:0 décroit pour atteindre sa valeur minimale proche de la valeur contrôle basse 

température à 24h. Au bout de 24h les cellules refroidies présentent donc un profil intermédiaire entre 

les cellules acclimatées à basse température par l’ajustement de leurs proportions en 18:5 et 14:0, et les 

cellules acclimatées à la température de départ avec des proportions en 16:0 et 16:4 similaires (Fig. 

46C). Une observation plus longue sur 120h en LL, ne montre pas d’autres changements que ceux 

intervenants en 24h (Annexe 10) 

Discussion  

Au froid, l’augmentation de la proportion de TAG chez des cellules d’O. tauri acclimatées (x3) sans 

modification significative de la quantité de lipides totaux est également observée chez T. pseudonana 

(x2), Odontella aurita (x2), lorsqu’elles sont cultivées à 10°C (température standard 20°C) (Roleda et 

al., 2013) et semble être une réponse assez commune chez les microalgues. La diminution du MGDG 

observée chez O. tauri est également très souvent rapportée chez de nombreux organismes comme la 

microalgue P. lutheri (Tatsuzawa and Takizawa, 1995) et les plantes : A. thaliana et le riz (Degenkolbe 

et al., 2012; Moellering et al., 2010). Chez O. tauri cette diminution du MGDG est concomitante à une 

hausse du DGDG ce qui accentue l’augmentation du ratio DGDG/MGDG. La modulation de ce ratio est 

connue comme ayant lieu en réponse à de nombreux stress abiotiques chez les plantes incluant la 

sécheresse (Gigon et al., 2004; Torres-Franklin et al., 2007) et les variations de température. Chez A. 

thaliana, en réponse à des températures proches du gel, le MGDG diminue au profit de la formation du 

DGDG et de TAG via l’activité de la GGGT (Introduction, §4.2.2.1). Chez O. tauri il est peu probable 

que ce genre de mécanisme intervienne car (i) les mécanismes dépendants la GGGT décrits chez les 

plantes sont impliqués dans la réponse au gel mais n’affectent pas la régulation des processus 

d’acclimatation au froid (Fourrier et al., 2008; Thorlby et al., 2004) (ii) aucune activité GGGT n’a été 

démontrée chez les microalgues et (iii) le gène d’O. tauri possédant le plus d’homologie avec SFR2, le 

gène qui code la GGGT chez les plantes, reste cependant éloigné. Il est intéressant de noter que le ratio 

MGDG/DGDG est modifié dans la même tendance également en réponse aux fortes températures, chez 

les plantes (Chen et al., 2006) et chez la microalgue verte C. reinhardtii (Légeret et al., 2016). Les 

variations des autres lipides plastidiaux observées chez O. tauri ne sont pas unanimement rapportées. 

La diminution du SQDG qui constitue la plus grande modification chez O. tauri en réponse au froid est 

inversée chez P. lutheri où la proportion de SQDG double à une température de croissance de 10°C (par 

rapport à une température de croissance contrôle de 25°C) (Tatsuzawa and Takizawa, 1995). Par contre 

une élévation de température de 22°C (température standard) à 38°C chez la cyanobactérie Anacystis 

nidulans provoque une augmentation de la proportion de SQDG, ce qui est comparable à la différence 
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observée entre 14°C et 24°C chez O. tauri (Sato et al., 1979). L’augmentation du PG au froid est 

retrouvée chez P. lutheri à une température de croissance de 10°C (par rapport à une température de 

croissance contrôle de 25°C) tandis qu’une diminution est observée chez A. thaliana (-6°C) et chez le 

riz (10°C) (Chen et al., 2006). Il a été montré que la diminution d’insaturation en cis dans le PG au profit 

d’acides gras saturés et monoinsaturés en trans, engendre une sensibilité au refroidissement (Sakamoto 

et al., 2004). Il est possible que la modification de la teneur en PG dépende de son contenu en chaines 

acyles ; notons que chez O. tauri, on observe un abaissement de la saturation du PG. Une réelle diversité 

est observée dans les modifications des proportions des lipides plastidiaux en réponse au froid ; il est 

possible qu’elles soient liées à la composition en chaines acyles de ces lipides. L’abaissement de la 

température a également pour conséquence l’augmentation de lipides polaires extraplastidiaux tels que 

les BL chez P. lutheri (Tatsuzawa and Takizawa, 1995) ou la PC chez N. laevis (à 15° et 19°C par 

rapport à 23°C) (Chen et al., 2008). Chez O. tauri, seule l’augmentation du PDPT est notable parmi les 

lipides extraplastidiaux  

Les cellules d’O. tauri acclimatées aux basses températures (contrôle froid) sont caractérisées par la 

diminution de leur contenu en 14:0, 18:3 et de l’augmentation en 18:5 et 22:6, ce qui leur confère une 

augmentation globale de leur degré d’insaturation. Ce phénomène a largement été décrit notamment 

chez les cyanobactéries (Allakhverdiev et al., 2009) et est par exemple retrouvé chez d’autre microalgues 

comme Navicula (UMAC 231) et différentes Chlorella (UMAC 237 et UMAC 234) qui ajustent leur 

contenu en acides gras saturés et/ou monoinsaturés et/ou polyinsaturés afin de posséder un profil plus 

insaturés à 9°C qu’à 20°C (Teoh et al., 2004) ou chez Chlamydomonas sp. ICE-L entre 0°C et 15°C (An 

et al., 2013). Chez O. tauri, l’augmentation du 18:5 n-3 est la réponse la plus précoce qui survient dès 

3h après le début du refroidissement. Ce type de réponse a déjà été décrite chez d’E. huxleyi qui, 24h 

après son transfert de 25°C à 10°C, accumule du 18:5 graduellement (Kotajima et al., 2014). Ce 

changement est concomitant à une diminution en 18:4 n-3 et une accumulation de 18:1 n-9 et de 18:3 n-

3. Chez E. huxleyi les galactolipides à 18:5 correspondent aux espèces 18:4/18:5 18:5/18:5 et le DGDG 

14:0/18:5 dont le précurseur potentiel détecté est le DGDG 14:0/18:4 ; les espèces de galactolipides 

contenant du 18:3 ne sont pas rapportés (Fulton, 2014) il semble donc que l'augmentation de 18:5 dans 

les galactolipides en réponse au froid dépende de la conversion des espèces 18:4. Chez le dinoflagellé 

d’eau douce froide Borghiella dodgei, ce sont les espèces di-18:5 de galactolipides qui sont plus élevées 

à 3 et 5°C qu’à 7°C (Flaim et al., 2012). Chez O. tauri, les galactolipides en 18:5 sont majoritairement 

les espèces 18:5/16:4 (18:5/16:0 et 18:5/14:0 très minoritaires). L'augmentation du 18:5 résulte donc 

vraisemblablement de la conversion des espèces 18:3/16:4 et 18:4/16:4 qui serait responsable de la 

baisse du 18:3 et 18:4 des galactolipides ; ceci suggère un lien de type substrats/produits dans les espèces 

de galactolipides (18:3, 18:4 et 18:5) et donc l’existence d’une désaturase qui agit en 3 du 18:4. Par 

ailleurs on observe de manière plus discrète une augmentions des espèces 18:4 au détriment des espèces 
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18:3 dans le PG et le SQDG, ce qui peut suggérer l'activation d'une activité 6 désaturase. Les variations 

totale de 18:3 et de 18:4 ne sont statistiquement pas reliées à la température contrairement à celles 

concernant le 18:5 (comme évoqué précédemment). Néanmoins, nous savons qu’il existe une régulation 

fine du ratio 18:3 n-3 et 18:4 n-3 au cours de la croissance et nette en carence nutritive ; la superposition 

de deux tendances inverses sur les espèces 18:3, 18:4 des lipides plastidiaux peut probablement masquer 

l'effet spécifiquement dû au changement de température. De la même manière, on observe bien à long 

terme sur des cellules acclimatées à basse température l’augmentation du DHA dans le DGTA et sa 

baisse dans les TAG. Ce changement subtil n'a pas été décelé de la même manière dans les expériences 

exploratoires. Le DHA varie sensiblement au cours de la croissance et la dynamique des VLC-PUFA 

en carence indique que le flux vers les TAG est régulé pour maintenir un niveau stable dans les lipides 

structuraux. Il est possible que pour une acclimatation longue à des températures fraiches, le flux de 

DHA vers les TAG soit inhibé afin d'augmenter sensiblement sa teneur dans le DGTA. Il faut néanmoins 

être vigilant par rapport à des effets qui ne seraient pas directement reliés aux différences de température 

mais qui seraient dus à une croissance plus ou moins longue (une phase stationnaire atteinte plus 

tardivement à une concentration de cellule plus élevée observés également chez C. reinhardtii (Hema et 

al., 2007; Valledor et al., 2013)) et/ou à la plus forte irradiance liée au plus faible auto-ombrage des 

cellules. 

2 Identification des désaturases impliquées dans la réponse au 

refroidissement 

2.1 Identification in silico et phylogénie des désaturases présentes chez O. 

tauri : données génomiques 

La hausse précoce de la proportion de 18:5 pose la question de l’activation d’une désaturase ∆3 putative 

ou d’une autre désaturase capable d’alimenter la voie de biosynthèse vers la formation de cet acide gras 

unique. Les séquences des désaturases d’O. tauri ont été analysées in silico afin de prédire leur 

spécificité et leur localisation subcellulaire. 

Grâce aux deux séquençages du génome d’O. tauri en 2006 (Derelle et al., 2006) et en 2014 (Blanc-

Mathieu et al., 2014), ainsi qu'à des données RNAseq récentes (Botebol et al., 2017) utilisée pour 

effectuer une nouvelle contigation (V. Arondel), nous avons pu obtenir des données relativement 

complètes concernant les séquences de désaturases présentes chez O. tauri. Le croisement de ces 

données nous a permis d’éliminer les séquences doubles et artéfactuelles. Par blast des séquences 

nucléotidiques et protéiques prédites, nous avons pu annoter les fonctions putatives de ces désaturases 

et les regrouper par famille. Cependant, certaines difficultés se sont présentées concernant l’obtention 
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de la totalité des séquences codantes. Tout d’abord, certaines séquences semblaient incomplètes dont 

certaines en partie 5’ (parfois sans méthionine de départ). La lecture du génome en amont de ces 

séquences a permis de retrouver la/les méthionine(s) manquante(s) (Met) car certaines séquences 

possédaient plusieurs méthionines de départ possibles. Dans ce cas, chaque Met a dû être testée par 

amplification PCR sur ADNc afin d’identifier celle correspondante au codon ‘start’. D’autres séquences 

possédaient un vide dans le séquençage indiqué par ‘Xn’, ces vides pouvant dus à un problème de 

séquençage des zones riches en GC. Ces vides peuvent complexifier le contigage et être à l’origine d’un 

mauvais assemble de cette partie du génome. Lorsque ces vides étaient seulement dû à un problème de 

séquençage, nous avons pu les combler par amplification en PCR avec des amorces flaquant les bases 

manquantes. Lorsque ces vides étaient liés à une mauvaise contigation, nous n’avons pas pu les amplifier 

et ces séquences nécessitent d’être traitées par amplification rapide d'extrémités de ADNc par PCR 

(RACE PCR pour ‘rapid amplification of cDNA-ends by polymerase chain reaction’). Par manque de 

temps la prise en charge de ces séquences n’a pu être réalisée dans le cadre de ma thèse mais sera traitée 

ultérieurement.  

Le génome minimal d’O. tauri possède 14 désaturases, sans compter celle identifiée comme homologue 

de FAD4 qui se rapproche des ubiquitine ligases (Gao et al., 2009). Par rapport à sa grande diversité en 

FA, c’est un nombre relativement faible de gènes (17 pour A. thaliana (Dolch and Maréchal, 2015), 13 

pour C. reinhardtii (Li-Beisson et al., 2015) et 11 ou 12 pour P. tricornutum  (Dolch and Maréchal, 

2015)) qui suggère une faible redondance de gènes et qui valide à nouveau l’intérêt de ce modèle pour 

l’étude des voies complexes de biosynthèse des (V)LC-PUFA. L’arbre phylogénétique de la figure 47 

permet de les replacer dans les familles de désaturases présentées dans l’introduction et les 

caractéristiques des séquences de désaturases d’O. tauri sont présentées dans le tableau 12. 
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Figure 47 : Arbre phylogénétique positionnant les désaturases d’O. tauri (Ot) parmi celles d’Arabidopsis thaliana (At), 
O. lucimarinus (Ol), Phaeodactylum tricornutum (Pt), Micromonas commoda (Mc), Mantoniella squamata (Mi), 
Thalassiosira pseudonana (Tp), Euglenas gracilis (Eg), Emiliania huxleyi (Eh), Chlamydomonas reinhardtii (Cr), 
Pavolovas lutheri (Pl), Pavlova salina (Ps).  
En vert, les ‘first’ désaturases ; acyl-ACP désaturases (vert foncé) et first désaturases membranaires (vert clair) 
En jaune/orange : ‘front-end’ désaturases : Δ4 et Δ5- désaturases (jaune) et Δ6-FA et Δ8-sphigolipides désaturases (orange). 
En bleu, les omega désaturases : Δ12 désaturases (bleu foncé) et Δ15 désaturases (bleu clair). 
En rose : les Δ4 sphingolipide désaturases.  
En gris : les FAD4 responsables du 16:1∆3 trans du PG. 
 
Les alignements en aa (ClustalX) et l’arbre phylogénétique (Tree View) ont été réalisés par F. Domergue. 

 



153 

 

Tableau 12 : Présentation des désaturases d'O. tauri et des caractéristiques de leurs séquences nucléotidiques. 
a: séquence 5' incluse (avant un gap de séquençage) a un score chloroplastidial (CS) de 2.32 
b: séquence 5' incluse (plus 16 aa) à partir d'une methionine en amont en phase a un CS de 2,51 
c: l'accession la plus récente (OT_ostta03g03040) est plus courte de 76 aa 
d: l'accession la plus récente (OT_ostta05g00100) est partielle (429 aa CS 2,23); la séquence complète provient de la contigation 
de données RNAseq issu du projet PRJNA304086.  
e: l'accession (OT_ostta10g02580) est partielle (gap, 459aa CS 0); la séquence complète provient de la contigation de données 
RNAseq issu du projet PRJNA304086. 
f : l'accession la plus récente (OT_ostta15g01140) est partielle (CS 1.71) et comprenait un gap de séquençage qui a pu être 
comblé par PCR. Elle a pu être amplifiée à partir du cDNA. 

g: l'accession la plus récente (OT_ostta01g00780) est partielle sans méthionine et avec un gap de séquençage en 5' (384 aa 

CS 0); la séquence complète provient de la contigation de données RNAseq issu du projet PRJNA304086. Elle a pu être amplifiée 
à partir du cDNA.  
 
L’analyse de ces séquences (Blast X/P) et le travail de contigage ont été réalisés par F. Corellou. 

Putative function Code Accession 
Length 

(aa) 
CS 

(max 5) 
Signal 

peptide (aa) 
Domains 

SAD Ot04 OT_ostta04g03510 393 2,03 19 Acyl ACP Des 

Δ7 MGDGa Ot17.2 OT_ostta17g02010 262 0  FAD 

Δ12-1 Ot02 OT_ostta02g05510 442 3,76 38 FAD 

Δ12-2b Ot17.1 OT_ostta17g01930 442 1,44 55 FAD 

Δ4p Ot13.2 OT_ostta13g01550 518 3,04 51 CYTB5 FAD 

ω3Δ15c Ot03 Ot03g03040 491 4,53 56 FAD 

Δ6 AcylCoA Ot13.1 OT_ostta13g01040 456 0  CYTB5 FAD 

Un Δ6/Δ8-1d Ot05 Ot05-LBM 479 2,89 62 CYTB5 FAD 

Un Δ6/Δ8-2e Ot10 Ot10-LBM 500 1,98 15 CYTB5 FAD 

Un Δ6/Δ8-3f Ot15 Ot15 -LBM 538 3,11 42 CYTB5 FAD 

Un  Ot12.1 OT_ostta12g01890 389 0  FAD 

D5 Ot12.2 OT_ostta12g02740 394 2,42 26 CYTB5 FAD 

D4g Ot01 Ot01-LBM 488 2,31 77 FAD 

 

Trois désaturases ont été caractérisées chez le genre Ostreococcus : AcylCoA∆6 désaturases (Ot13) du 

RE d’O.tauri (Domergue et al., 2005), la ∆5 du RE de O. tauri (Ot12.2) et O. lucimarinus (Tavares et 

al., 2011) et une ∆4 du RE d’O. lucimarinus (Ahmann et al., 2011) homolgue de Ot01. Par homologie 

de séquence, il semblerait qu’il y a ait une désaturases de chaque spécificité, hormis deux putatives Δ12 

et trois désaturases soit Δ6 lipide-désaturase soit Δ8 sphingolipide-désaturase. En effet ces deux types 

de désaturases, Δ6 lipide- et Δ8 sphingolipide-, partagent une forte homologie de séquence ; chez le 

cassis, une zone d’une centaine d’aa en C-terminal de la désaturases permet de distinguer un céramide 

(substrat de Δ8 sphingolipide-désaturase) d’un acyle-PC (substrat de Δ6 lipide-désaturase) (Song et al., 

2014). Une désaturase sans fonction identifiée (OtUn) se distingue de tous les clades formé par les 

différentes familles de désaturases et se rapproche potentiellement des ∆4 sphingolipide-désaturases 

(Fig. 47). 

La plupart des enzymes sont prédites comme étant plastidiales d’après l’analyse de leur séquence par 

PredAlgo (Tardif et al., 2012) (Tab. 12). Seules l’acylCoA Δ6 désaturase fonctionnelle chez la levure 

ne possède pas de séquence de transit au chloroplaste (Domergue et al., 2005) et la désaturase inconnue 
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OtUn sont prédites comme localisant dans le RE. Etonnamment, la Δ4 (Ot01) et la Δ5 (Ot12.2) 

intervenant dans la voie de synthèse du DHA possèdent un bon score de prédiction plastidiale. L’analyse 

in silico révèle que six des désaturases d’O. tauri possèdent un domaine Cytb5 fusionné soit entier soit 

partiel, phénomène peu fréquent (Napier et al., 2003). Etonnamment cinq d’entre elles sont prédites 

plastidiales alors que le Cytb5 est l’accepteur d’électron des enzymes microsomales et qu’à l’heure 

actuelle, seule la Δ plastidiale de chez C. reinhardtii possède un Cytb5 fusionné (Zauner et al., 2012). 

Les prédictions de localisation nécessitent donc d’être vérifiées pour aller plus loin dans la 

caractérisation de ces désaturases. 

2.2 Réponse transcriptionnelle des gènes de biosynthèse des PUFA au cours 

du refroidissement 

Afin d’identifier la désaturase responsable de la hausse du 18:5 en réponse au refroidissement, les 

cultures qui ont servi à réaliser la cinétique du profil en FA totaux présentée figure 46, ont également 

été suivies pour l’expression de leurs gènes responsables in fine de la synthèse des désaturases et des 

élongases.  

En conditions LD (16h/8h), le refroidissement a eu lieu trois heures après le lever du jour, ce qui 

correspond au moment où les gènes des désaturases sont induits et nous espérions qu’ils puissent 

répondre transcriptionnellement à l’abaissement de température à ce moment du cycle. Sans tenir 

compte du point aberrant contrôle 14°C 3h dans l’expérience conduite en LD, les études réalisées en LL 

et LD sont cohérentes et présentent globalement des profils d’expression similaires.  

Huit désaturases sont fortement exprimées chez le contrôle standard à 22/24°C : ω3Δ15, MGDGΔ7, 

Δ6/Δ8-1, Δ6/Δ8-3, Δ5, Δ12-1, Δ12-2, Δ4 plastidiale désaturases avec un niveau d’expression normalisée 

supérieur à 10 en LL (voir légende de la figure 48). Chez les contrôles froid 12/14°C par rapport au 

contrôle à température standard, ces désaturases restent exprimées majoritairement les ω3Δ15, 

MGDGΔ7, Δ6/Δ8-1, Δ6/Δ8-3, Δ5 désaturases cinq voient leur expression multiplié par deux (0h ou 1h 

du contrôle standard versus 0h ou 1h du contrôle basse température) (Fig. 48) Au froid, la ω3Δ15 est la 

désaturase majoritairement exprimée.  

La normalisation des niveaux d’expression de chaque gène par rapport à sa propre expression en 

conditions contrôle (24°C) au point de départ (0h) comme présenté figure 49, permet d’estimer 

l’augmentation de l’expression des désaturases, notamment de celles faiblement exprimées et qui 

n’étaient donc pas forcément visibles sur la figure 48. Nous ne nous expliquons cependant pas la forte 

augmentation de l’expression des désaturases acyl-CoA Δ6 et Un RE dans les contrôles froid 

respectivement en condition LL et LD.  

  



155 

 

 

 

 

Figure 48 : Réponse transcriptionnelle des désaturases et des élongases au cours du refroidissement. 
A. Cultures cultivées en lumière continue, refroidies à t0 de 22°C à 12°C comparée aux cultures acclimates à 12 et 22°C. Les 
niveaux d’expression ont été normalisées par la moyenne de gènes de ménages détermines par NormFinder (E1F et ACT2) et 
sont exprimés de manière relative à l’expression du gène Ot13.1 au point 1h. 
B. Cultures cultivées en jour nuit (16:8), refroidies à 3 heures après le début du jour (0h) de 24°C à 14°C comparée aux cultures 
acclimatées à 14 et 24°C. Les niveaux d’expression ont été normalisées par la moyenne de gènes de ménages détermines par 
NormFinder (E1F, ACT2 et COX2) et sont exprimés de manière relative à l’expression du gène Ot13.1 au point 0h. 
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Figure 49 : Réponse transcriptionnelle des désaturases et des élongases au cours du refroidissement. 
A. Cultures cultivées en lumière continue, refroidies à t0 de 22°C à 12°C comparée aux cultures acclimatées à 12 et 22°C. Les niveaux 
d’expression ont été normalisées par la moyenne de gènes de ménages choisis à l’aide de NormFinder (EF1α et ARP2) et sont exprimés de 
manière relative à l’expression de chaque gène en conditions contrôle (22°C) au point de départ (1h). 
B. Cultures cultivées en jour nuit (16:8), refroidies à 3 heures après le début du jour (0h) de 24°C à 14°C comparée aux cultures acclimatées 
à 14 et 24°C. Les niveaux d’expression ont été normalisées par la moyenne de gènes de ménages choisis à l’aide de NormFinder (EF1α, 
ARP2 et COX2) et sont exprimés de manière relative à l’expression de chaque gène en conditions contrôle (24°C) au point de départ (0h). 

Parmi les désaturases majoritairement exprimées, cinq voient leur expression augmenter lors du 

refroidissement dès 1h et sont retrouvées fortement exprimées dans les cellules contrôle basse 

température : ω3Δ15, MGDGΔ7, Δ6/Δ8S-1, Δ6/Δ8S-3, Δ5 auxquelles s’ajoute la Δ6/Δ8S-2 et la SAD. 

La transcription de l’ω3Δ15 a déjà été observée comme répondant positivement à la baisse de la 

température chez E. huxleyi (Kotajima et al., 2014) et de manière plus générale l’expression des ω3-

désaturases est activée par le froid chez les microalgues comme Chlamydomonas sp. ICE-L (Valledor 

et al., 2013; Zhang et al., 2011) ou chez les végétaux supérieurs comme A. thaliana où la transcription 

du gène de FAD8, ω3 désaturase homologue de FAD7, a été montrée comme induite par le 

refroidissement (Gibson et al., 1994; McConn et al., 1994) mais également comme la tomate ou le coton 
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(Nosenko et al., 2016; Yurchenko et al., 2014). Chez O. tauri, les trois Δ6/Δ8S désaturases sont 

surexprimées alors que chez Chlamydomonas sp. ICE-L, l’expression de la Δ6 désaturase est intensifiée 

avec l’augmentation de la température (An et al., 2013). Mais contrairement à O. tauri, Chlamydomonas 

sp. ICE-L ne possède pas de 18:4 n-3, sa Δ6 désaturase est uniquement responsable de la formation du 

18:3 n-6 qui sert ensuite de substrat à la synthèse du 20:3 n-6. Chez O. tauri les acides gras en ω-6 sont 

peu présents et il est possible que la synthèse du 18:5 n-3 nécessite l’activation de la voie fournissant 

son substrat le 18:4 n-3. L’augmentation de la transcription de la SAD en réponse au froid, surtout en 

LD chez O. tauri, a déjà été observée chez C. reinhardtii (An et al., 2013) et chez Chlamydomonas sp. 

ICE-L (Valledor et al., 2013). Il est intéressant d’observer une augmentation de la transcription de la Δ5 

désaturase impliquée dans la synthèse du 20:5 n-3 qui augmente au froid, mais pas de la Δ5 désaturase 

pouvant expliquer la potenitelle non réponse du DHA à l’abaissement de température  

Chez O. tauri, une non-activation des gènes codant les Δ12 désaturases en réponse au froid est observée 

comme chez C. reinhardtii (An et al., 2013), mais également une non-activation de la Δ4 plastidiale. La 

désaturases inconnue du RE (Un Ot12.1) est la seule dont l’expression du gène est réduite à basse 

température mais il a été montré que le froid peut également agir négativement sur la régulation 

transcriptionnelle des désaturases (Feng et al., 2017; Yurchenko et al., 2014).  

Discussion 

La modification des FA en réponse au froid passe préférentiellement par l’activation transcriptionnelle 

des gènes de désaturases, même si cette activation peut coexister avec des phénomènes d’augmentation 

de la stabilité des ARNm (Nakashima et al., 1996) et de régulations post-traductionnelles (Tiku et al., 

1996). Dans le but d’identifier la Δ3 désaturases putative responsable de l’augmentation du 18:5 au 

froid, nous avons choisis de caractériser en priorité fonctionnellement les trois Δ6/Δ8S inconnues car : 

-  (i) leur fonction est inconnue et ne présente pas de forte homologie avec des désaturases déjà 

caractérisées, contrairement à la ω3Δ15 désaturase qui n’a pas été caractérisée en tant que 

responsable de la synthèse du 18 :5 chez E huxleyi (Kotajima et al., 2014) ;  

- (ii) elles sont prédites plastidiales et le 18:5 est uniquement localisé au niveau des galactolipides, 

du MGDG principalement ; 

-  (ii) la transcription de leur gènes est activée rapidement dès le premier point post-

refroidissement de chaque expérience (1h en LL et 3h en LD 16h/8h) et nous avons vu que la 

hausse du 18 :5 lors du refroidissement est la modification en acides gras la précoce ; 

- (ii) l’activation de leurs gènes fait partie des plus importantes lors de la réponse au froid (x3 à 

x7) avec l’activation des gènes de la MGDG Δ7 et ω3Δ15 désaturase  

- (iii) l’activation de leur transcription est maintenu au cours du refroidissement à contrario de la 

MGDG Δ7 désaturase 
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- (ii) la transcription de leurs gènes est plus importante chez le contrôle basse température (qui 

possède une hausse de 18:5 par rapport au contrôle à température standard) 

3 Caractérisation fonctionnelle des désaturases impliquées dans la gestion 

des PUFA en C18 : découverte de deux nouvelles ∆6 désaturases 

plastidiales  

Les acides gras en C18 correspondent à l’entrée des voies responsables de la biosynthèse des LC-PUFA. 

La teneur des C18n-3 chez O. tauri est finement régulée en réponse aux variations de l’environnement : 

augmentation du ratio ALA/SDA lors de la carence nutritive (Degraeve-Guilbault et al., 2017) et 

augmentation de la teneur en 18:5 lors du refroidissement (Résultats et Discussion, §2.2). L’acyl-CoA 

Δ6 désaturase et les Δ6/Δ8S désaturases dont l’activation transcriptionnelle au cours du refroidissement 

est avérée, sont potentiellement responsables du contrôle de ce pool de FA. Comme mentionné 

précédemment, nous avons choisi d'étudier ces désaturases d'une part en précisant leur localisation 

subcellulaire en système hétérologue N. benthamina et d’autre part en caractérisant leur activité en 

systèmes homologue (O. tauri) et hétérologue (N. benthamiana et S. cervisiae). Les résultats présentés 

ici sont préliminaires et nécessitent d’être précisés quantitativement par des répétitions supplémentaires 

et affinés par des expériences complémentaires, notamment sur leur spécificité de substrats. Ces 

expériences mettent en évidence deux 6 désaturases plastidiales chez O. tauri ce qui correspond à une 

découverte tout à fait originale dans le règne végétal.  

3.1 Etude de la localisation subcellulaire 

La localisation subcellulaire des désaturases été observée par expression transitoire de leur séquence 

codante directe (SCD) fusionnée en C-terminal à une protéine fluorescente YFP (pour ‘yellow 

fluorescente protein’) dans les feuilles de N. benthamiana. Cette approche d'expression transitoire dans 

le système hétérologue Nicotiana a été employée pour localiser des protéines de micro et macroalgues 

vertes dans différents compartiments cellulaires (Hoepflinger et al., 2015; Siegler et al., 2017) ainsi que 

des désaturases d’A. thaliana (Gao et al., 2009; Smith et al., 2013). Le système d'import dans le 

chloroplaste, qui repose sur un complexe de 11 à 12 éléments Tic/Toc, protéine de traversée de la 

membrane externe/interne du chloroplaste (pour ‘translocons of the outer/inner membrane of 

chloroplaste’), est assez bien conservé dans la lignée verte (Kalanon and McFadden, 2008). O. tauri ne 

possède pas les protéines Tic22 et Tic62 présentes chez la plupart des plantes vasculaires, mais au 

contraire de C. reinhadtii, il possède un homologue de Toc64, une protéine qui lie les chaperonnes 

essentielles à la translocation des protéines dans le chloroplaste. Aussi, bien que les peptides de transit 
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soient divergents entre les plantes et les microalgues (Patron and Waller, 2007), les succès de 

localisation de protéines hétérologues issues d'algues (vertes) nous ont encouragé à tenter la localisation 

des désaturases d'O. tauri chez N. benthamiana. Les Δ15 désaturases d' E. huxleyi (Kotajima et al., 2014) 

et d' O. tauri (I. suzuki, communication personnelle) ont été caractérisée fonctionnellement chez 

Synechocystis PCC6803. La Δ15 désaturase d’O. tauri (Ot 03) possède le score de localisation 

plastidiale le plus élevé de toutes ses désaturases : 4,53/5 (Tab. 12). La protéine de fusion SCDΔ15-YFP 

est localisée à 100% (n=23) dans le chloroplaste de N. benthamiana alors que la partie N-terminale de 

141 aa fusionnée à la YFP ne se localise que partiellement au chloroplaste et est aussi observée au RE 

et la membrane plasmique (Fig 50). Le peptide d'adressage au chloroplaste est de 56 aa selon la 

prédiction; il est donc envisageable que la construction YFP de près de trois fois plus longue puisse être 

à l'origine de localisation aberrante. Il également possible que des séquences non localisées en N-

terminale soient requises pour l'import de la protéine dans le compartiment cellulaire approprié. 

L’acyl-CoA Δ6 désaturase (Ot 13.1)(Domergue et al., 2005) utilisée comme contrôle de localisation 

microsomale est quant à elle effectivement cantonnée au RE (100% n= 16) (Fig 50). La Δ15 désaturase 

et l’acyl-CoA Δ6 désaturase permettent donc de valider N. benthamiana comme système d’étude de 

localisation des désaturases de la microalgue O. tauri, bien que nous ne puissions exclure que les 

peptides de transit des autres désaturases soient moins bien reconnus par la machinerie d'import de N. 

benthamiana. Les désaturases Δ6/Δ8S-1 (Ot 05) et Δ6/Δ8S-2 (Ot 10) aux scores plastidiaux respectifs 

de 2,89/5 et 1,98/5, sont plastidiales lorsque leur séquence codante entière fusionnée à la YFP est 

exprimée chez N. benthamiana. Néanmoins, Δ6/Δ8S-1-YPF a été également observée au niveau du RE 

pour environ 25% des cellules ce qui illustre peut être la divergence entre les systèmes d'import entre 

les deux organismes ; ces expériences de localisation seront réitérées. En ce qui concerne la Δ6/Δ8S-3 

désaturase, nous avons utilisé la séquence annotée disponible dans les banques (Ot15, CS : 1,71) pour 

réaliser la construction de protéines de fusion YFP. Cette construction dont le peptide signal de transit 

(SP) prédit n'est que de 9 aa se localise exclusivement dans le RE, comme l’acyl-CoA ∆6 désaturase. 

La comparaison des séquences homologues de la protéine prédite chez les différentes espèces de 

Mamiellales révèle que pour O. lucimarinus le peptide de transit serait de 37 aa (CS de 2,07) alors que 

pour les autres espèces (B. prasinos, M. commoda, M. pusilla) il n'y a qu’une faible ou pas de localisation 

chloroplastique prédite. L'examen de la séquence 5' du gène d'O. tauri à partir des trois contigations 

disponibles, met en évidence un vide de séquençage à différents endroits. Nous avons pu combler ce 

vide par PCR sur ADNc et identifier une méthionine amont. La séquence complète Nt est de 33 aa plus 

longue et le score de prédiction chloroplastique de 3,11/5 avec un peptide signal prédit de 42 aa ce qui 

se rapproche des prédictions de SP des autres désaturases. La fusion d’Ot15 complète doit être réalisée 

pour déterminer si la Δ6/Δ8S-3-YFP est plastidiale chez N. benthamiana.  
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Figure 50 : Localisation des désaturases d’O. tauri fusionnées en C-terminal à la YFP par expression transitoire dans 
les feuilles de N. benthamiana.  
Les scores de localisation sont indiqués en haut à gauche de chaque cliché lorsqu’ils ont été comptabilisés. Le peptide signal 
(SP) de la séquence Ot03 codant la ∆15 désaturase correspond aux 141 acides aminés en amont du domaine FAD. 
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3.2 Etude fonctionnelle préliminaire des désaturases candidates  

3.2.1 Sélection des lignées surexpresseurs de désaturases candidates chez O. tauri  

3.2.1.1 Approche expérimentale de criblage des lignées de surexpression des désaturases  

Les SDC des désaturases d’intérêt (∆15, acyl-CoA ∆6 et ∆6/∆8S-1 et -2) ont été clonées dans le vecteur 

pOtoxlucG418 sous la dépendance du promoteur transporteur de phosphate à haute affinité (HAPT) ; ce 

vecteur comporte un gène rapporteur luciférase sous promoteur CCA1 (Matériel et méthode, figure 33) 

 Les clones transformés sont sélectionnés par leur résistance au G418 puis criblés en luminescence. Les 

lignées rapportrices avec le plus fort signal de luminescence relative par cellule, sont celles où l’insertion 

de la construction dans le génome s’est faite dans les zones les plus favorables à l'expression de la 

construction. Les profils en FA totaux des lignées sélectionnées ont été ensuite analysés ; nous avons 

choisi trois clones dans chaque type de lignée et avons suivi leur croissance et vérifié le niveau 

d'expression du transgène par qPCR.  

Implication de l'utilisation du promoteur HAPT dans le criblage des lignées surexpresseurs de 

désaturases  

Il est important de noter que l’expression du gène d’intérêt est sous la dépendance du promoteur HAPT 

(pHAPT) qui est régulé par la disponibilité en phosphate (Djouani-Tahri et al., 2011). Le pHAPT est 

efficacement réprimé par le phosphate notamment par le phosphate inorganique pour des concentration 

inférieures ou égale à 10µM. Il a été rapporté que le niveau d'expression de la luciférase sous ce 

promoteur (mesuré par RT-qPCR) est 5 fois moindre dans des cellules cultivées à 50µM de phosphate 

inorganique (NaH2PO4, milieu f/2)  comparé à des cellules cultivées à 10 µM de phosphate organique (-

glycérophosphate, milieu ). Inversement pHAPT est activé en carence phosphate mais cette activation 

est progressive et relativement lente (de 1 à 2 jours). Dans nos conditions de culture (35µM de 

phosphate) nous avons voulu favoriser l'expression des transgènes sous pHAPT en remplaçant le 

phosphate inorganique par du phosphate organique dont nous savons qu'il ralentit la croissance et 

provoque un phénotype FA de cellules carencées. Il faut noter que l'utilisation du pHAPT va de pair 

avec une expression variable lors de la culture en batch où le phosphate est continuellement consommé 

au cours de la croissance. Ainsi pour des cellules cultivées entrant en phase stationnaire il est fort 

probable que l'expression du transgène soit plus importante que pour des cellules en phase exponentielle 

de croissance. Dans l'hypothèse où une 6 désaturase serait spécifiquement réprimée 

transcriptionnellement lors de carence nutritive, ce système constitue un avantage car il permet en 

théorie de contrer cette régulation et est censé établir un ratio ALA/SDA faible par rapport aux lignées 

contrôle chez lesquelles on attend une forte augmentation de ALA et donc un ratio ALA/SDA élevé. Ce 

système constitue néanmoins un inconvénient dans le cas où les 6 désaturases surexprimées ne seraient 
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pas la cible d'inhibition transcriptionnelle en carence et/ou que d'autres mécanismes seraient à l'origine 

de l'augmentation de ALA lors de carence phosphate ; l'augmentation du ratio ALA/SDA pourrait alors 

masquer l'effet de la surexpression de ces désaturases. Il nous a donc semblé opportun dans un premier 

temps de comparer des cellules cultivées en f/2 et en milieu  (limitation phosphate) plutôt que d'induire 

(lentement) le pHAPT par une carence phosphate. 

 

Figure 51 : Profils en acides gras des cellules contrôles non transformées et transformées avec le vecteur vide en 
milieu β et en milieu f/2. 
Les analyses ont été obtenues en GC-FID après méthanolyse directe sur les cellules récoltées (n=1). 

Les contrôles utilisés initialement dans nos expériences correspondent à des souches sauvages. Des 

lignées transformées par le vecteur vide ont été ultérieurement créées et sont présentées en comparaison 

des lignées contrôles cultivées simultanément en milieu f/2 et en milieu -glycérophosphate, c’est-à-

dire dans des conditions de disponibilité en phosphate plus ou moins limitantes (Fig. 51). On observe 

que le profil des lignées contrôles est similaire en condition non limitante (f/2) alors que les profils sont 

nettement plus variables en conditions limitantes (). Nous interprétons cette variation comme reflétant 

des états plus ou moins carencés des contrôles. En effet, entre une culture qui entre en état stationnaire 

et une culture en état stationnaire avéré, le ratio ALA/SDA est plus ou moins altéré sans que la densité 

cellulaire ne soit significativement différente. Cette variabilité illustre que la culture en milieu si elle 

favorise l'expression des transgènes entraine une difficulté pour l'analyse des résultats. La progression 

du ratio ALA/SDA est dynamique en carence phosphate comme l'illustre la figue supplémentaire 10 de 

(Degraeve-Guilbault et al., 2017) et comme mentionné, peut masquer l'effet de l'expression d'un 

transgène dont l'activité induirait une tendance inverse.  

Criblage des lignées surexpresseur de candidat Δ6 désaturases : profil en FA et luminescence 

Le criblage des lignées sélectionnés sur la base de leur luminescence (Ot15 n=12; Ot10 n=6 et Ot13 

n=5) a été effectué en conditions limitante de phosphate (β-glycérophosphate) ce qui est illustré par un 
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phénotype de carence chez le contrôle en milieu  par rapport au contrôle en f/2, soit la modification du 

ratio 18:3/18:4 via l’inhibition supposée d’une activité ∆6 désaturase ainsi qu'en milieu f/2 (Fig. 52 et 

annexe 11).  

Les lignées surexpresseurs de désaturases dont le signal luminescent est le plus fort présentent une 

diminution de leur teneur en 18:3 n-3 au profit d’une augmentation du 18:4 n-3 (Fig. 52 et annexe 11).  

 

 

 
Figure 52 : Profils en FA totoaux des lignées surepxirmant soit la ∆6/∆8S-1 déstaurases (Ot05) cultivées en phophate 

orgnanique ou inorganique, classées par intesité de signal de lumisecence.  
A et B, profils totaux obtenus en GC-FID par ‘FAMES directs’. Les milieux de culture contenaient soit A, du phophate organique (milieu 
β), soit B, du phophate inorganique (milieu f/2). C, Signaux de luminescence relative des cellules des lignées O05. 
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Les lignées Ot05 de plus faible luminescence (≤1000 RLU/cell) ont un profil d’acides gras totaux 

identique au contrôle Wt β ce qui suggère que l'utilisation de la luminescence comme rapporteur des 

lignées surexprimant le plus le transgène est valide (Fig 52). Le criblage des mêmes lignées à faible 

luminescence en milieu f/2 révèle que leurs profils sont semblables à celui du contrôle ce qui peut être 

interprété comme une plus faible induction du promoteur et/ou un masquage de l'activité augmenté de 

ces désaturases par la production importante de SDA en f/2. En revanche il est évident que les lignée 

Ot05 aux forts signaux de luminescence (>1000 RLU/cell) ont en f/2 un phénotype très proche à celui 

observé en milieu β (Fig. 52). Des répétitions en triplicats indépendant seront nécessaires pour préciser 

si le phénotype légèrement moins marqué en milieu  qu'en milieu f/2 est significatif. Alternativement 

il faudra travailler à des concentrations moindres de phosphate inorganique qui permette une meilleur 

expression du transgène sans provoquer un phénotype de carence marqué. 

 

Figure 53 : Profils en FA totaux des lignées surexprimant les gènes des désaturases ∆6/∆8S-1, ∆6/∆8S-2 ou acyl-CoA ∆6. 
Les profils de FA totaux ont été obtenus par méthanolyse directe des cellules cultivées en petites flasques sous lumière blanche en jour 
nuit (16h/8h). En rouge les lignées contrôles non transformées, cultivées en milieu β et en f/2. Les 5 cellules transformées au plus fort 
signal de luminescence de chaque lignée sont cultivées en milieu β. Les lignées Ot05 (en bleu), Ot10 (en vert) et Ot13 (en violet) 
surexpriment respectivement les gènes codant la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. 

Les phénotypes des lignées transgéniques de la ∆6/∆8S-1 (lignées Ot05) à forte luminescence est 

particulièrement marqué : le 18:3 est divisé par 10 par rapport au contrôle β et devient minoritaire (1.5%) 

tandis que le 18:4 double et atteint 20% des FA totaux (Fig. 53). Ce phénotype suggère fortement une 

activité Δ6 désaturase. La surexpression des gènes ∆6/∆8S-2 (lignées Ot10) et de ACYL-CoA ∆6 (lignées 

Ot13) conduisent à un phénotype de même tendance mais nettement moins marqué que pour les lignées 

Ot05 : le 18:3 est seulement divisé par deux et le 18:4 est similaire au contrôle β. La plupart des lignées 

sélectionnées semblent également posséder une teneur en 18:5 plus élevée par rapport au control β 

(environ+3%). D’ailleurs dans ces conditions (petite flasques), la teneur en 18:5 augmente dans toutes 

les cultures et atteint environ 8% alors que dans nos conditions utilisées jusqu’ici (grandes 

flasques/Erlenmeyer) elle est d’environ 5%. Ces résultats suggèrent fortement que les lignées Ot05 et 

dans une moindre mesure, Ot10, Ot13 ont des activités Δ6 désaturase en système homologue. 
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Ces résultats indiquent d'ors et déjà que les lignées de surexpression du gène ∆6/∆8S-1 sous le promoteur 

HAPT (supposé moins actif en f/2 dans nos conditions) est suffisante pour aboutir à une augmentation 

de l’activité ∆6 désaturase ; en milieu carencé en phosphate le phénotype de carence observé chez le 

contrôle est largement contrecarré. Il est donc raisonnable d'émettre l'hypothèse que la ∆6/∆8S-1 

désaturase qui est plastidiale est la cible d'une régulation transcriptionnelle en carence nutritive. 

Inversement la ∆6/∆8S-2 et l'acyl-CoA ∆6 désaturases pourraient avoir une moindre activité et/ou être 

régulées au niveau post-transcriptionnel. 

3.2.1.2 Surexpression et croissance de lignées sélectionnées de Δ6 désaturases 

Pour des raisons de logistique nous avons continué les expériences de caractérisation des désaturases 

avec trois clones de chaque lignée. Nous les avons choisi car ces clones présentent conjointement les 

phénotypes en FA les plus marqués et les plus forts signaux de luminescence. Nous avons vérifié leur 

niveau d’expression pour le gène d’intérêt en milieu β par RT-qPCR (Fig. 54). Les clones Ot05 (D3, C2 

et D1), dont le phénotype est très marqué, ne surexpriment que 2 fois plus le gène ∆6/∆8S-1, ce qui est 

peu par rapport aux clones Ot10 qui surexpriment jusqu’à 16 fois plus le gène ∆6/∆8S-2 (clones Ot10-

D12, -B12) et aux clones Ot13 qui surexpriment jusqu’à 70 fois plus le gène ∆6 ACYL-CoA (clones 

Ot13-F1, -H3).  

A B C 

   

Figure 54 : Surexpression des gènes codant les désaturases ∆6/∆8S-1, ∆6/∆8S-2 ou acyl-CoA ∆6. 
Les cellules ont été cultivées en moyenne flasques sous lumière blanche en jour nuit (16h/8h). L’expression des gènes 
surexprimés ∆6/∆8S-1 (A), ∆6/∆8S-2 (B) ou ACYL-CoA∆6 (C) dans les lignées respectives 05, 10 et 13 est normalisée par 
l’expression de E1Fα. Les lignées récoltées ont été suivies en croissance figure suivante. 

Le suivi de la croissance de ces différents clones a été réalisée en milieu  et en milieu  additionné de 

10 fois la concentration de phosphate inorganique (350µM) afin d’avoir le niveau le plus faible de 

surexpression du transgène et en milieu  µ En présence de P organique et inorganique, les 

lignées surexpresseurs croissent de manière similaire au contrôle, à l’exception des lignées Ot05-D1, 

Ot10-D12 et Ot10-B12 (Fig. 54). Pourtant les lignées Ot05-D1 et Ot10-D12 possèdent respectivement 
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un niveau d’expression et un profil en FA similaires aux les lignées Ot05-D3, Ot05-D1, et Ot10-E11 

dont la croissance n’est pas affectée comme Ot05-D3 et Ot05-D1, et Ot10-E11 (Fig. 53,54 et 55).  

A 

 
B 

 
C 

 

Figure 55 : Comparaison de la croissance des lignées surexprimant les gènes des désaturases ∆6/∆8S-1, ∆6/∆8S-2 ou 
acyl-CoA ∆6 en moyenne flasque sous lumière bleue jour/nuit (16h/8h). 
Les cellules ont été cultivées en milieu β ou de milieu β additionnée de phosphate (10P). En rouge les lignées contrôles non 
transformées. Les lignées Ot05 (en bleu), Ot10 (en vert) et Ot13 (en violet) surexpriment respectivement les gènes codant la 
∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. 
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La présence de β glycérophosphate comme seule source de phosphate induit un ralentissement de la 

croissance chez le contrôle et chez tous les clones par rapport au milieu f/2 (Fig. 55). Ce ralentissement 

mentionné précédemment (et dont nous avions conscience) est attribuable au phénomène de carence 

phosphate dont nous avons montré qu'il ralentit la croissance (Degraeve-Guilbault et al., 2017). Ce 

phénomène ne concorde pas avec les observations de (Djouani-Tahri et al., 2011) et ne se produisait 

effectivement pas lorsque les souches étaient maintenues en flasques à Banyuls/mer, en milieu de 

Keller (NSW), milieu qui comportait comme seule source de phosphate le β glycérophosphate 

(communication F. Corellou). Il est évident que dans les conditions actuelles en milieu les cellules 

montrent tous les symptômes d'une limitation importante en phosphate (voire une réelle 

carence).Dans ces conditions, la croissance des lignées surexpresseurs Ot05 et Ot10 est ralentie voire 

nulle (Fig. 55A et B). Les clones Ot13 quant à eux, ne sont pas affectés et présentent une croissance 

légèrement supérieure à celles des contrôles en milieu β (Fig. 55C).  

Afin de réaliser l'analyse des lipides dans des conditions de culture proches de nos conditions 

standards utilisées au laboratoire, nous avons cultivé les lignées sélectionnées en Erlenmeyers de 200 

mL sous lumière blanche continue et sous agitation (Fig. 56). On observe que ces conditions sont 

nettement plus favorables à la croissance avec une densité maximale atteinte pour les contrôles 6.107 

cell/mL environ contre 2.107 cellules/mL précédemment. La croissance des clones Ot05-C2, Ot05-

D1, Ot10-D12 et Ot10-B12 est toujours ralentie, mais n’affecte plus la viabilité des cultures.  

 

 

Figure 56 : Comparaison de la croissance des lignées qui surexpriment les gènes des désaturases ∆6/∆8S-1, ∆6/∆8S-
2 ou acyl-CoA ∆6 en Erlenmeyer de 200mL sous lumière blanche continue. 
Les cellules ont été cultivées en milieu β. En rouge les lignées contrôles non transformées. Les lignées Ot05 (en bleu), Ot10 
(en vert) et Ot13 (en violet) surexpriment respectivement les gènes codant la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 
désaturase. Les lignées Ot10-D12, 10-B12, 05-D1, 05-C2 qui présentent une croissance plus lente ont été suivies pendant 10 
jours.  
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Il est possible que les souches qui aient une croissance altérée aient subit une insertion de la construction 

dans une zone génomique qui soit à l'origine de ce phénomène. C'est une hypothèse raisonnable pour 

expliquer que des lignées qui surexpriment le même gène avec la même intensité et qui présentent des 

profils en FA totaux identiques ne poussent pas de manière similaire lorsqu’elles sont cultivées en 

conditions identiques. Les nombreuses lignées créées auparavant ne présentaient visiblement pas ce 

défaut de croissance mais le fragment linéaire introduit correspondait en règle générale à la construction 

débarrassée des parties non nécessaires du vecteur (Communication F. Corellou). Or nous avons utilisé 

ici le vecteur pOtoxLuc linéarisé par soucis de gain de temps et parce que les lignées générées auparavant 

avec des vecteurs pOtox et pOtluc linéarisés ne présentaient pas de différences avec des lignées générées 

par insertion de la construction de gène seule. Il est possible que la taille relativement importante du 

vecteur (8kb) favorise son insertion dans des zones préférentielles du génome, et impacte la croissance. 

Nous avons donc interprétés ces défauts de croissance comme étant indépendants de l'activité du 

transgène et choisi d'étudier au niveau lipidique les clones ne présentant pas d'altération de croissance 

soit Ot05-D3, Ot10-E11 et Ot13-H3. 

3.2.2 Spécificité de substrat potentielle des ∆6/∆8S-1 et ∆6/∆8S-2 désaturases 

3.2.2.1 Analyse en système homologue (O. tauri)  

Les profils en FA totaux des trois lignées choisies Ot05-D3, Ot10-E11 et Ot13-H3, ont été analysés à 

partir de l'extrait lipidique des cultures récoltées à 5 jours (expérience précédente, Fig. 56) soit pour des 

densités et des phases de croissance similaires. Ces extraits lipidiques ont ensuite été séparés en HPTLC. 

La comparaison des profils de FA des extraits méthanolysés directement après l'extraction (Fig. 57A) et 

de ceux obtenus après migration (Fig. 57B) révèle une diminution de 30% dans la quantités de PUFA 

ω-3 majoritaires 16:4, 18:3, 18:4, 18:5 et 22:6 dans les lipides séparés par HPTLC. Ces différences avant 

et après migration n’avaient jamais été observées auparavant et suggèrent fortement qu’après le dosage 

de l’extrait lipidique, il y a eu ici un problème d'oxydation des PUFA. Dans les analyses GC-FID de ces 

résultats préliminaires, nous avons considéré que la dégradation a eu lieu de manière uniforme entre les 

différents échantillons qui ont été traités de manière identique et simultanément. Il faut également noter 

qu’entre les deux contrôles qui ont poussé à la même vitesse, exempts de contamination bactérienne et 

récoltés à la même densité, le Wt2 présente moins de 18:4 (Fig. 57A et B). Il faudra donc répéter ces 

expériences.  

Néanmoins, la baisse significative du 18:3 dans les trois lignées de surexpresseurs décrites 

précédemment dans la figure 52 est retrouvée : elle est toujours très marquée dans la lignée Ot05-D3 

par rapport à la lignée Ot10-E11, mais elle est cette fois quasiment inexistante dans la lignée Ot10-E11 

par comparaison au Wt2 et aux lignées Ot05-D3 et Ot10-E11. La baisse du 18:3 se fait aussi au profit 

d’une augmentation inversement proportionnelle du 18:4, plus ou moins significative selon le contrôle 
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utilisé en référence (Fig. 57). Ici, le 18:5 augmente uniquement chez la lignée Ot05-D3 contrairement à 

ce que nous avions vu dans d’autres conditions de culture où il semblait augmenter dans toutes les 

lignées (Fig. 53). Le 16:0 augmente dans les trois lignées surexpresseurs (Fig. 57) ce qui n’avait pas été 

décrit auparavant (Fig. 53). 

A 

 

B 

 

Figure 57 : Profils en FA totaux des lignées qui surexpriment les gènes des désaturases ∆6/∆8S-1, ∆6/∆8S-2 ou acyl-CoA 
∆6 avant (A) et après migration (B).  
Les cellules ont été cultivées en Erlenmeyer de 200mL en lumière continue et en milieu β. En rouge les lignées contrôles non 
transformées. Les lignées Ot05-D3 (en bleu), Ot10-E11 (en vert) et Ot13-H3 (en violet) surexpriment respectivement les gènes 
codant la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. (n=1, analyse exploratoire). La croissance des cellules est illustrée 
figure 56.  

Tous les clones possèdent les mêmes modifications de leur teneur en classes lipidiques (Fig. 58) : la 

quantité de TAG est multipliée par 10 tandis que la quantité de phospholipides diminue fortement ce qui 

rappelle le phénotype de la carence phosphate (Fig. 58A). Ici la proportion de PG diminue de 7% chez 

les trois surexpresseurs par rapport à la moyenne des contrôles, celle de PDPT diminue de 3% (Ot13) à 

4.5% (Ot05/10) et celle du DGTA augmente de 7% (Fig. 58B). Ces différences ne peuvent pas être 

expliquées par une différence de phase de croissance : à 5 jours, toutes les cultures étaient en début de 

phase stationnaire (Fig. 56). 
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Figure 58 : Effet de la surexpression des gènes de désaturases ∆6/∆8S-1, ∆6/∆8S-2 ou acyl-CoA ∆6 sur le contenu lipidique 
chez O. tauri.  
(A) Variation quantitative du contenu lipidique. (B) Proportion des différentes classes de lipides structuraux. Les cellules ont été 
cultivées en Erlenmeyer de 200mL en lumière continue et en milieu β. En rouge les lignées contrôles non transformées. Les lignées 
Ot05-D3 (en bleu), Ot10-E11 (en vert) et Ot13-H3 (en violet) surexpriment respectivement les gènes codant la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-
2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. (n=1, analyse exploratoire). La croissance des cellules est illustrée figure 56 et leur profil en FA totaux 
figure 57.  

  

  

  

Figure 59. Effet de la surexpression des gènes des désaturases ∆6/∆8S-1 et -2 et ∆6 acyl-CoA sur les profils en FA des lipides 
plastidiaux. 
Les cellules ont été cultivées en Erlenmeyer de 200mL en lumière continue et en milieu β. En rouge les lignées contrôles non 
transformées. Les lignées Ot05-D3 (en bleu), Ot10-E11 (en vert) et Ot13-H3 (en violet) surexpriment respectivement les gènes codant 
la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. (n=1, analyse exploratoire). La croissance des cellules est illustrée figure 56, leur 
profil en FA totaux figure 57 et leur teneur en lipides figure 58. 
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Figure 60. Effet de la surexpression des gènes des désaturases ∆6/∆8S-1 et -2 et ∆6 acyl-CoA sur les espèces moléculaires 
des lipides plastidiaux. 
Les cellules ont été cultivées en Erlenmeyer de 200mL en lumière continue et en milieu β. En rouge les lignées contrôles non 
transformées. Les lignées Ot05-D3 (en bleu), Ot10-E11 (en vert) et Ot13-H3 (en violet) surexpriment respectivement les gènes codant 
la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. (n=1, analyse exploratoire). La croissance des cellules est illustrée figure 55, 
leur profil en FA totaux figure 56, leur teneur en lipides figure 57 et les profils en acides gras de chaque lipide figure 58.  

Afin d’aller plus loin chaque classe lipidique a été analysée en GC-FID et HPLC-MS. L’oxydation des 

PUFA précédant l’analyse des lipides en GC-FID rend délicate l’interprétation de ces résultats (Fig. 59 

et annexe 12). Heureusement les résultats de HPLC-MS dont les échantillons n’ont pas subi de 

dégradation apportent un éclairage supplémentaire et nécessaire sur les potentialités de spécificité des 

désaturases (figure 60 et annexes 13 et 14). Les différences de contenu en 18:3 et 18:4 entre les deux 

contrôles ne rendent pas aisées l’interprétation des résultats pour les lignées surexpresseurs de l’acyl-

CoA ∆6 désaturases et des ∆6/∆8S désaturases. Nous avons vu précédemment que la surexpression de 

l’acyl-CoA ∆6 désaturase induit les plus faibles variations dans pool des PUFA C18 totaux (Fig. 57) et 

ne modifie que peu la croissance des surexpresseurs (Fig. 56). Les profils des lipides plastidiaux des 

lignées Ot13 sont également peu modifiés par rapport au contrôle Wt2 (Fig. 59) ; nous sommes donc 

servis de la lignée Ot13 comme d’une référence supplémentaire pour aider à la compréhension des 

résultats. Les lignées Ot05 sont caractérisées par une ∆6 désaturases évidente et donc une teneur très 

faible en 18:3 (Fig. 57) ; ce phénotype est retrouvé dans tous les lipides plastidiaux de la lignée Ot05-
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D3 (Fig. 59). Sur la figure 60, les combinaisons majoritaires DGDG 18:3/14:0 et MGDG 18:3/16:4 

diminuent drastiquement de 65% et le même scénario est observé pour le SQDG 18:2/16:0 (-75%), le 

SQDG 18:3/16:0 et le PG 18:3/16:0. Cela se fait au profit de l’augmentation des combinaisons contenant 

le 18:4 telles que DGDG 18:4/14:0, DGDG 18:4/16:0, MGDG 18:4/16:4, SQDG 18:4/16:0 et PG 

18:4/16:1. Le MGDG 18:5/16:4 est la seule espèce contenant du 18:5 qui augmente significativement. 

Aucune modification du 18:5 n’est retrouvée dans les lignée Ot10-E11 et Ot13-H3. 

La lignée Ot10-E11 possède un profil total en 18:3n-3 et 18:4n-3 intermédiaire entre ceux des lignées 

Ot05-D3 et Ot13-H3 (Fig. 57), reposant principalement sur des variations de composition des 

galactolipides (Fig. 59 et 60). De manière moins marquée que dans la lignée Ot05, les combinaisons 

contenant du 18:2 et 18:3 diminuent : DGDG 18:3/14:0, DGDG 18:3/16:3-18:2/16:4 et MGDG 

18:6/16:4 au profit du MGDG 18:4/16:4, du DGDG 18:4/14:0, DGDG 18:4/16:0 mais également du 

DGDG 18:4/16:4 ce qui n'est pas observé chez Ot05-D3 (Fig. 60). Dans la lignée Ot13-H3 les seules 

diminutions du 18:3 sont légères et retrouvées uniquement dans le DGDG, plus particulièrement dans 

la combinaison DGDG 18:3/14:0 (de 19 à 12%) et dans le SQDG, combinaison 18:3/16:0 (de 34 à 27%) 

(Fig. 60). Par contre cette combinaison 18:3/16:0 augmente légèrement dans le DGDG comme le couple 

18:4/16:0. En termes de FA la teneur en 18:4 reste cependant stable. Aucune modification des C18 

PUFA n’est observée dans le MGDG.  

Aucune modification de la composition des lipides extraplastidiaux PDPT et DGTA n’est observée chez 

les lignées étudiées (annexe 13). 

3.2.2.2 Analyse en systèmes hétérologues  

Afin d’avoir une vision plus claire de la spécificité des substrats des ∆6 désaturases d’O. tauri, nous les 

avons exprimé chez N. benthamiana (en expression transitoire) et chez S. cerevisiae (transformation 

stable non insertionnelle). Cette étude a été prise en charge par R. Gomez sous la direction de F. 

Domergue. 

 

Figure 61 : Profils moyens totaux de FA de N. 
benthamina après agro-infiltration et 
expression des gènes des désaturases 
∆6/∆8S-1 et-2 et ∆6 acyl-CoA d’O. tauri. 
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L’expression des désaturases d’O. tauri chez N. benthamiana (Fig. 61) permet de tester leur 

fonctionnalité en système plante hétérologue et d'obtenir des informations quant à leur a spécificité plus 

ou moins strictes sur des substrats lipidiques plastidiaux ou non.  

N. benthamiana possède des chaines acyles substrats potentiels des ∆6 désaturases : le 18:2 n-6 et 18:3 

n-3 (Fig. 61). Ces FA sont de surcroit probablement présents dans une configuration favorable sur les 

lipides puisque en sn-1 sur les lipides plastidiaux (classes conservées) en couple avec le 16:3 (mais pas 

de 16:4) et en sn-2 sur la PC (soit la même position que sur les lipides extraplastidiaux chez O. tauri) et 

sont également présent sous forme d'acyl-CoA (Reynolds et al., 2015). L’expression indépendante des 

gènes codants les trois ∆6 désaturases engendre une hausse du 18:4 n-3 mais également du 18:3 n-6, 

tous deux absents chez N. benthamiana. Comme chez O. tauri la ∆6/∆8S-1 désaturase est la plus active 

(le 18:4 n-3 représente 20% des FA totaux) et celle-ci présente une nette préférence pour le substrat ω-

3, le 18:4 représente en effet 93% des produits formés. Contrairement à sa surexpression chez O. tauri, 

la ∆6Acyl-CoA désaturase chez N. benthamiana engendre d’avantage de 18:4 n-3 que la ∆6/∆8S-2 

désaturase (13% versus 6%). La ∆6Acyl-CoA désaturase produit la plus forte proportion 18:3 n-6 (5%). 

Par contre les deux désaturases ∆6Acyl-CoA et ∆6/∆8S-2 présentent la même préférence de substrat ω-

3 (62%) moins marquée que celle de la ∆6/∆8S-1 désaturase.  

Chez N. benthamiana, la ∆6/∆8S-1 désaturase intervient uniquement sur le 18:3 n-3 des lipides 

plastidiaux PG, et MGDG mais pas sur le DGDG (Fig. 62). Le MGDG est le seul substrat de sa faible 

activité sur le 18:2 n-6. La ∆6/∆8S-2 désaturase et l’acyl-CoA ∆6 désaturase agissent préférentiellement 

sur le PG, mais également sur la PC pour l’aycl-CoA ∆6 désaturase uniquement.  

Chez la levure, l’expression des désaturases plastidiales ∆6 n’induit aucun changement de profil pour 

des cultures supplémentées en 18:3 n-3 ou avec FA testés (résultats non montrés) et suggère que ces 

enzymes ne trouvent pas leur substrat chez S. cerevisiae. Par contre, l’expression de la ∆6 acyl-CoA 

désaturases confirme les résultats de Domergue et al., (2005) par la synthèse de 18:4 n-3 et de 18:3 n-6. 

Ces travaux chez la levure ont également permis de confirmer les activités des désaturases ∆4 (Ot01, 

identifiée par Tavares et al., (2011)) et ∆5 (Ot12.2, homologue de la ∆5 de lucimarinus identifiée par 

Ahmann et al., (2011)), donc probablement microsomales malgré leur CS respectifs de 2.42 et 2.31 

(Annexe 15). 
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Figure 62 : Profil d’acides gras totaux et des différents lipides de N. benthamina 5 jours après agro-infiltration et 

expression des gènes des désaturases ∆6/∆8S-1 et-2 et ∆6 acyl-CoA d’O. tauri. 

Discussion  

Les différents systèmes d’expression 

Travailler en système homologue chez O. tauri permet d’étudier les enzymes dans leur contexte natif 

avec leurs substrats naturels et localisés dans le compartiment cellulaire approprié. Ce n'est pas trivial 

lorsqu'on sait que les lipides extraplastidiaux DGTA et PDPT sont originaux par rapport aux lipides des 

autres organismes, qu’on sait que la position de ces chaines sn-1 ou sn-2 a une importance pour 

l'efficacité des désaturases et qu'on peut supposer de surcroit que les combinaisons de chaines acyles, 
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dont la nature est spécifique comme dans le cas du 16:4, peuvent avoir un rôle dans la reconnaissance 

de substrat ce qui aurait potentiellement empêché l'identification de la d3 désaturase en système 

hétérologue. L'inconvénient est évidemment la présence de produits abondants des désaturases 

endogènes (comme le SDA) et de régulations internes potentielles au niveau post-transcriptionnel qui 

peuvent respectivement brouiller l'interprétation des résultats et affaiblir une approche par 

surexpression. Exprimer les désaturases d’O. tauri dans des systèmes hétérologues dont la diversité de 

FA est plus faible et qui sont potentiellement dépourvus des régulations spécifique à la régulation des 

dites désaturases, permet d’avoir une vision plus claire quant à la fonctionnalité des désaturase 

hétérologues exprimées, même si les substrats mis à disposition ne sont pas identiques à ceux du système 

natif. Pour l'étude des désaturases microsomales la levure est un système adéquat où la supplémentation 

en acides gras dans le milieu permet de tester les activités des désaturases moyennant qu'elles possèdent 

un Cytb5 ou qu'elles puissent fonctionner avec le CytB5 de levure; dans le cas contraire le Cytb5 adéquat 

libre peut être coexprimé. En effet, S. cerevisiae possède les oxydases nécessaires à alimenter les Cytb5. 

Il faut néanmoins chez S. cerevisiae et que les désaturases hétérologues puissent accepter les substrats 

disponibles à savoir la PC ou les acyl-CoA. Ce système a permis de révéler l'existence d'une l’acyl-CoA 

Δ6 désaturase chez O. tauri (Domergue et al., 2005). 

En revanche pour étudier les désaturases plastidiales, des systèmes hétérologues différents doivent être 

utilisés. Il s'agit des cyanobactéries comme Synechocystis et des systèmes très pratiques où l'expression 

transitoire est rapide comme le tabac et N. benthamiana. Les systèmes d'importation au chloroplaste 

entre O. tauri et N. benthamiana semblent compatibles pour étudier la localisation des désaturases en 

système hétérologue. N. benthamiana permet également de tester la spécificité de désaturases plastidiale 

sur les espèces moléculaires de substrats lipidiques présents chez l cette espèce. L'absence du 16:4 

n'apparait pas comme rédhibitoire puisque chez N. benthamiana nos premiers résultats suggèrent que 

Ot05 peut convertir des espèces MGDG 16:3/18:3 en 16:3/18:4. Ce système permet également 

d'identifier une activité sur les substrats oméga 6 (très peu présent chez O. tauri). En dépit d'un bon 

niveau de surexpression, il est intéressant de noter que l’activité de l’acyl-CoA ∆6 désaturase n’engendre 

que très peu de variations chez O. tauri alors qu’elle engendre des variations plus importantes chez N. 

benthamiana. Il est possible que chez O. tauri cette activité soit masquée par la consommation du 

substrat 18:3 n-6 par la voie oméga 6 qui mène à la production de l'ARA puis du DHA. Ces VLC-PUFA 

ne varient pas dans les souches de surexpression d'O. tauri, Cependant étant donné que le niveau de 

DHA est très robuste dans la plupart des conditions de culture, le refroidissement mis à part, il est 

possible que le contenu en DHA produit en conditions standard soit régulé par dégradation. Il est 

également possible que cette activité acyl-CoA n'existe pas chez O. tauri. L'expression en système 

hétérologue peut également être à l'origine d'activité différentes qui n'existent pas en système natif pour 

des raisons de régulations: l'absence de régulation post-traductionnelle en raison de l'absence d’UTR ou 
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de machinerie de régulations post-traductionnelle incompatible comme une régulation de l’activité par 

dégradation ou phosphorylation qui doit avoir lieu à un moment donné, une nécessité de se dimériser. 

La Δ6/Δ8S-1 désaturase, première D6 désaturase plastidiale identifiée 

Le gène de la Δ6/Δ8S-1 désaturase est un des plus exprimé par rapport aux autres désaturases chez O. 

tauri ; sa faible surexpression engendre le phénotype le plus marqué en comparaison à la surexpression 

des autres désaturases chez O. tauri, mais également chez N. benthamiana lorsqu’il est exprimée 

transitoirement. Localisée au chloroplaste, la Δ6/Δ8S-1 désaturase travaille spécifiquement sur les 

lipides plastidiaux d’O. tauri et de N. benthamiana et possède un spécificité quasiment exclusive pour 

les substrat ω-3. Le fait qu’elle soit inactive chez la levure malgré l’apport d’acides gras substrats (18:2 

n-6, 18:3 n-3) laisse supposer une spécificité particulière de la désaturase vis-à-vis du substrat lipidique, 

très vraisemblablement plastidiale dans les deux systèmes et/ou inadéquation de donneur d’électron 

mais qui nous semble beaucoup moins probable puisque cette enzyme porte le Cytb5 qui potentiellement 

peut être 'rechargé' en électron par les oxydases cytoplasmiques de la levure. Chez O. tauri les 

combinaisons faisant intervenir le 18:4 augmentent chez tous les lipides plastidiaux PG, SQDG, MGDG 

et DGDG tandis que chez N. benthamiana l'augmentation des espèces en 18:4 sont observées 

uniquement dans la classe du PG et du MGDG, alors que les espèces 18:3- DGDG restent inchangées 

et ne sont apparemment pas substrat. Donc en système hétérologue végétal il semblerait que ni le DGDG 

ne soit substrat de la Δ6/Δ8S-1 désaturase, ni que les espèces du MGDG contenant du 18:4 ne soient 

précurseurs à la synthèse du DGDG. Chez O. tauri, les modifications sur le DGDG sont retrouvées au 

niveau des couples associant le 18:3/4 n-3 à un acide gras saturé en sn-2 14:0 et 16:0. Or pour la classe 

MGDG, ces couples précurseurs du DGDG très minoritaires (présents à l’état de trace en GC-FID et en 

ESI-MS/MS). Chez O. tauri, plusieurs hypothèses non-exclusives sont possibles quant à la spécificité 

de substrat de la Δ6/Δ8S-1 désaturase : (i) le DGDG est substrat ; (ii) il existe une canalisation rapide 

des espèces du MGDG saturées en sn-2 et désaturés par la Δ6/Δ8S-1 désaturases en sn-1 vers le DGDG 

soit une sélection de substrat de DGDS ; (iii) une édition des acides gras du MGDG a lieu en position 

sn-1 comme proposé avoir lieu chez C. reinhardtii (Li et al., 2012)augmenterait le 18:4 dans le pool 

d’acyl-ACP qui serait ensuite distribué au lipides plastidiaux. Ces hypothèses sont évidemment 

spéculatives. De plus si il y avait un phénomène d’édition du MGDG, alors chez les lignées Ot10-E11 

qui présentent au niveau du MGDG le même phénotype des espèces 18:X/16:4 que la lignée Ot05-D3, 

le 18:4 augmenterait dans le SQDG et PG comme pour la lignée Ot05-D3, ce qui n’est clairement pas 

le cas dans la lignée Ot10-E11. La Δ6/Δ8S-1 désaturase est également la seule des désaturases à 

provoquer une augmentation du 18:5 qui provient vraisemblablement de l'augmentation de l'espèce 

MGDG 18:5/16:4. Il est possible que la Δ6/Δ8S-1 désaturase ait une activité ∆3 désaturase sur le MGDG 

18:4/16:4 qui augmente. En revanche le contenu en DGDG 18:4/16:4 et DGDG 18:5/16:4 ne varie pas 

indiquant que l’activité Δ6 et ∆3 sur le 18:X lorsqu’il est associé au 16:4 est hautement spécifique du 
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MGDG. On peut se demander pourquoi la DGDS ne prend pas d’avantage en charge le MGDG 

18:4/16:4 et 18:5/16:4 puisque leur proportion augmente dans le pool de MGDG et qu’ils sont 

naturellement présents dans le DGDG et représentent respectivement 10% et 2% des FA totaux, et qu’ils 

peuvent donc être substrat de la DGDS.  

Par rapport à la Δ6/Δ8S-1 désaturase l’autre Δ6 désaturase plastidiale, la Δ6/Δ8S-2, désaturase semble 

posséder une spécificité différente car elle ne semble accepter que le MGDG et le DGDG chez O. tauri 

même si chez le N. benthamiana, elle travaille également sur le PG. Elle possède une spécificité pour 

les substrats ω-3 très peu marquée contrairement à la Δ6/Δ8S-1 désaturase. De plus, elle ne possède/ 

n'active pas d’activité Δ3 car dans les lignées Ot10 où le MGDG 18:4/16:4 augmente de la même 

manière que dans les lignées Ot05, celui-ci ci ne donner pas de MGDG 18:5/16:4 mais est pris en charge 

par la DGDS pour fournir du DGDG 18:4/16:4.  
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Conclusion et Perspectives 

1 Caractéristiques majeures du glycérolipidome d'O. tauri 

La picoalgue verte marine Ostreococcus tauri est un eucaryote minimal développé en système modèle 

et que nous avons établi comme modèle d’étude du métabolisme en chaines acyles du glycérolipidome 

pour la classe des Mamiellophyceae. O. tauri présente des caractéristiques de composition en lipides et 

en FA mixtes entre les algues vertes et les Chromalveolates. Le DHA est confiné dans les lipides 

extraplastidiaux : le PDPT et le DGTA, tous deux marqueurs lipidiques des Chromalveolates. Le 16:4 

n-3, PUFA typique des galactolipides des microalgues vertes, est un composant majoritaire des lipides 

extraplastidiaux et des galactolipides chez O. tauri. Les lipides plastidiaux sont caractérisés par une 

prépondérance de PUFA en C18 n-3, le 18:5 n-3 étant restreint aux galactolipides. Les triacylglycérols 

présentent tout le panel d’acides gras d’O. tauri.   

2 Génération de la spécificité acyle des lipides  

 Quelles spécificités pour les GPAT et LPAAT?  

Les lipides plastidiaux d’O. tauri présentent une signature procaryotique selon le dogme établi à partir 

des plantes terrestres (FA<18C en sn-2). Les lipides extraplastidiaux présentent une signature en sn-2 

de type procaryotique (16:0 ou 16:X) et eucaryotique ((V)LC-PUFA). Contrairement aux plantes 

terrestres, on observe des espèces di-saturées abondantes dans les lipides plastidiaux notamment le PG 

et le SQDG, ce qui rappelle le cas du SQDG de P. tricornutum (Abida et al., 2015). La présence de 

combinaisons sn-1/sn-2 FA saturé/16:3 et FA saturé/16:4 fortement représentées dans le PDPT et dans 

une moindre mesure dans le DGTA est intrigante et, à notre connaissance, spécifique d'O. tauri 

(Degraeve-Guilbault et al., 2017). L’absence de LPAAT de type 2 (endosomale) et la présence d’une 

LPAAT soluble plastidiale, à l'instar des autres microalgues, poussent à s’interroger sur la signature 

‘eucaryotique’ ou ‘extraplastidiale’ en sn-2 des glycérolipides. Cette LPAAT soluble d’O. tauri, 

conservée chez toutes les microalgues et chez A. thaliana, a été seulement étudiée chez A. thaliana 

(At4g24160) (Ghosh et al., 2009). La AtLPAAT soluble est prédite mitochondriale et plastidiale, utilise 

préférentiellement les 18:1-CoA et 18:0-CoA par rapport aux 14:0, 16:0 et 24:0 pour son activité 

LPAAT et présente également des activités lipase plus faibles. A ce jour nous n’avons pas trouvé de 

caractérisation de LPAAT soluble chez les microalgues et étudier celle d’O. tauri pourrait être une 

perspective intéressante. La vérification de la localisation plastidiale de l’enzyme pourrait être réalisée 



180 

 

par expression transitoire chez N. benthamiana comme nous l’avons fait pour les désaturases ∆15, acyl-

CoA ∆6, ∆6-8S-1 et ∆6-8S-2 d’O. tauri. L’exploration de sa spécificité pourrait être réalisée à partir de 

protéines recombinantes solubles produites en système bactérien testées pour leur préférence de chaine 

acyle comme cela a été fait pour la LPAAT1 membranaire de C. reinhrdtii (Yamaoka et al., 2016). Il 

serait également judicieux de vérifier sa spécificité de substrat quant à l’accepteur de chaine acyle , le 

LPA, comme dans Frentzen, (1998). Par ailleurs, il serait intéressant de pouvoir appréhender l'origine 

des espèces di-C16 extraplastidiales par exemple en effectuant des expériences de pulse/chase avec des 

isotopes radioactifs de différents précurseurs du 16:4n-3.  

DGTA substrat des désaturases et/ou édition de ses chaines acyles?  

Les VLC-PUFA des glycérolipides structuraux sont cantonnés au PDPT et DGTA, mais seul le DGTA, 

lipides structural à la plus haute diversité combinatoire, possède des espèces moléculaires di-homo VLC-

PUFA.  Il est  prioritaire de valider l’absence ou la présence de VLC-PUFA en position sn-1 du PDPT. 

L’analyse positionnelle de ce dernier a été difficile à réaliser en ESI-MS/MS, mais il est possible de 

chercher en HPLC-MS les transitions correspondantes aux PDPT porteur des combinaisons retrouvée 

dans le DGTA. Cette méthode pourrait nous permettra de statuer sur la présence de VLC-PUFA en sn-

1 d'espèces minoritaires du PDPT.  

La présence de VLC-PUFA en sn-1 sur le DGTA pourrait s’expliquer par deux hypothèses : (i) L’activité 

des désaturases Δ4 et Δ5 ayant été plutôt caractérisée en position sn-2 du lipide extraplastidial PC 

(Meyer et al., 2003), les désaturases agiraient alors chez O. tauri en position sn-2 du DGTA et également 

sur le PDPT générant des VLC-PUFA. Comme ces acides gras sont présents dans le pool d’acyl-CoA 

et dans les TAG notamment en position extérieure dans le TAG dont l'espèce minoritaire 

(22:6/22:6/22:6), un phénomène d’édition des VLC-PUFA en positions sn-2 du DGTA (et 

potentiellement du PDPT) doit probablement avoir lieu pour d’alimenter le pool d’acyl-CoA en VLC-

PUFA. Les mécanismes d’édition des chaines acyles ont d’ailleurs été étudiés dans un contexte 

d’accumulation des TAG mais il n’y a pas d’étude de ce type avec pour objectif d’étudier la diversité 

des lipides structuraux. Les longues chaines acyles insaturées du pool d’acyl-CoA pourraient ensuite 

être utilisées par la GPAT microsomale et estérifiées en position sn-1 de squelette glycérol ; (ii) les 

désaturases pourraient ne pas avoir de préférence positionnelle et agir autant en sn-1 qu’en sn-2. Cela 

pourrait notamment être le cas si la spécifié de la GPAT microsomale ne lui permet pas d’utiliser les 

VLC-PUFA. Si l’absence de VLC-PUFA en position sn-1 du PDPT est confirmée, alors il convient de 

savoir comment les VLC-PUFA sn-1 DAG donnent exclusivement du DGTA. Plusieurs hypothèses sont 

ensuite envisageables : (i) La GPAT microsomale aurait une large spécificité et serait à l’origine de 

DAG porteurs d’acide gras en C16, C18 ou VLC-PUFA en sn-1. Les sn-1 VLC-PUFA sn-1 DAG 

seraient pris en charge / canalisés par la BTA1 pour former du DGTA et/ou ne seraient pas pris en charge 
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par le mécanisme de synthèse du PDPT ; (ii) La GPAT ne prend pas en charge les VLC-PUFA : nous 

pourrions alors supposer un mécanisme d’échange de chaines acyles entre la position sn-1 du DGTA et 

sa position sn-2 où elles seraient modifiées, donc sans passer par la GPAT ; (iii) un mécanisme de 

transacylation entre LDGTA conduisant à la formation d'un DGTA pourrait exister à l'instar de l'activité 

LPCT détecté in vitro chez  A. thaliana qui mène à la formation de PC à partir de deux lyso-PC (Lager 

2015). Des expériences de charge/chasse avec l'acide arachidonique radiomarqué pourraient peut-être 

aider à éclairer les mécanismes de génération des différentes espèces de lipides extraplastidiaux. 

Chez les microalgues, seules la GPAT plastidiale de P. tricornutum (Niu et al., 2016) et la GPAT 

endosomale de L. incisa (Iskandarov et al., 2016) ont été caractérisées à l’heure actuelle. La GPAT 

microsomale d’O. tauri pourrait être également étudiée pour sa capacité à accepter les VLC-PUFA, soit 

en système homologue par surexpression, ce qui l’avantage de pouvoir présenter toutes les chaines 

acyles nécessaires au fonctionnement natif de la LPAAT en tenant compte des flux métabolique qui les 

fournissent à certaines concentrations (Niu et al., 2016; Payá-Milans et al., 2015), ou en système in-vitro 

avec un concentration en FA définie, où l’on s’affranchit de régulation endogène mais qui peut pousser 

à conclure à une spécificité différente par rapport aux expériences in vivo (Payá-Milans et al., 2015).  

Origine des TAG? 

Des combinaisons de types ‘eucaryotiques ‘ et ‘procaryotiques’ sont retrouvées dans les TAG, avec lors 

de carence azotée, une origine procaryotique/plastidiale favorisée. Un lien étroit d’échange carboné 

semble s’opérer en carence azote entre lipides plastidiaux, notamment MGDG et PG, et les TAG. Ce 

lien fait sans doute intervenir un échange de chaines acyles, mais un échange de moitiés glycérol ne peut 

être exclu. Des analyses supplémentaires de marquage à l’acétate sur un temps de marquage plus long 

pour vérifier que la totalité des lipides soit marquée, pourraient éclaircir ce point. De la même manière, 

la mise en place d’un suivi de glycérol radiomarqué lors d’une cinétique de carence N est un élément 

essentiel à mettre en place afin de pouvoir déterminer plus précisément l’origine des DAG assurant la 

synthèse des TAG en carence. En carence azotée certains gènes de DGAT sont les plus activés 

transcriptionnellement DGT2C, DGAT2D, potentiellement DGAT2A et aucun de leur produit n'est prédit 

plastidial. Ces résultats doivent être confirmés avec des réplicas biologiques mais il est essentiel d’aller 

plus loin dans la caractérisation de ces enzymes et de comprendre quels mécanismes sous-tendent 

l’accumulation de TAG particuliers en carence. Cela implique d’étudier notamment la localisation 

comme réalisée pour les désaturases et d’étudier la spécificité de substrats de ces DGAT. Cette 

spécificité fait intervenir à la fois la chaine acyle ajoutée en sn-3, mais également le receveur de chaine 

acyle, le DAG, et a bien été étudiée chez les DGAT de C. reinhardtii (Liu et al., 2016). Ces information 

seraient également essentielles d’un point de vue biotechnologique pouvant permettre in fine la 

production d’huile de composition choisies : riches en omégas 3 (industrie des compléments 
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alimentaires) ou à courte chaine saturées (industrie des bio carburant) par exemple. De plus, une étude 

protéomique des gouttelettes lipidiques (LD) est déjà en cours au sein du laboratoire afin de préciser 

quelles enzymes, potentiellement DGAT, sont directement associées à la formation de ces structures de 

stockage des TAG. 

3 Rôle des C18 PUFA 

Photosynthèse et fluidité : un challenge commun lors du  refroidissement et de 

la carence en azotée ? 

Les variations de températures (refroidissement) et de disponibilités en nutriment (azote et phosphate) 

sont fréquemment rencontrées dans la nature et chez O. tauri, elles impactent spécifiquement certains 

lipides et acides gras C18 PUFA.  La carence azotée et la réponse à un abaissement de la température 

partagent des modifications similaires de leurs proportions en lipides plastidiaux qui concernent le PG, 

SQDG et DGDG, ainsi qu’une augmentation de la quantité de TAG (mais nettement plus marquée en 

carence azotée). Chez les microalgues certaines réponses métaboliques sont communes à des 

changements de l’environnement différents. Chez O. tauri, les cellules carencées et les cellules 

refroidies se distinguent de celles cultivées en conditions standard par une diminution de leur 

fluorescence chlorophyllienne. La carence azote est connue pour s’accompagne d’une création de ROS 

qui augmentent les dommages au photosystème II (PSII) générant un phénomène de photo-inhibition 

(Berges et al., 1996; Zhang et al., 2013). Ce phénomène de photo-inhibition qui survient également en 

cas de luminosité trop intense, est lié à un déséquilibre entre la vitesse de photo-dommage du PSII et sa 

vitesse de réparation (Allakhverdiev et al., 2009). Les dommages correspondent à l’inactivation du PSII 

par la lumière et la réparation consiste en une série d’étapes : dégradation de la protéine D1 dans le cœur 

réactionnel du PSII endommagé, synthèse du précurseur de la protéine D1 de novo, incorporation du 

précurseur dans le complexe du PSII, et transformation du précurseur en la protéine D1 mature. Les 

ROS inhibent notamment la réparation du PSII en supprimant la synthèse de protéine de novo, et 

notamment celle de la protéine D1 (Gururani et al., 2015). L'hypothèse classique est que la synthèse de 

TAG de novo sert absorber le NADPH via la synthèse de FA et dissiper ainsi les électrons en excès de 

la chaine photosynthétique de transport d’électrons et contrecarrer autant que possible la sur-réduction 

qui peut conduire à la formation de dangereux dérivés réactifs d’oxygène (ROS pour ‘reactive oxygen 

species’) préjudiciables à la photosynthèse. De plus, la carence azotée chez O. tauri se caractérise, 

comme la carence en phosphate, par une inhibition probable d’une activité Δ6 désaturase engendrant 

une diminution du 18:4 n-3 et une augmentation de la teneur en 18:3. Il a été montré chez la 

cyanobactérie Anacystis nidulens que la carence en azote, de par la diminution du ratio protéine/lipide, 

affecte la fluidité des membranes (Gombos et al., 1987). On peut raisonnablement spéculer que les 
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ajustements en 18:3 et 18:4 chez O. tauri interviendraient (entre autre) pour maintenir la fluidité dans 

un état optimal (rigidification lors d'une baisse des protéines). Les basses températures quant à elles, 

entravent la maturation post-traductionnelle du précurseur de la protéine D1 qui est également dépendant 

du degré d’insaturation des membranes thylakoïdales (Allakhverdiev et al., 2009). En effet, 

l’augmentation de l’insaturation des acides gras est connue comme permettant d’atténuer la photo-

inhibition en contrecarrant les effets de basse température sur la maturation du précurseur de D1 ; il 

n’est donc pas surprenant de voir chez O. tauri en réponse au froid, une augmentation de l’insaturation 

ses lipides plastidiaux. Le 18 le plus insaturé de chaque lipide plastidial augmente soit le 18:4 n-3 dans 

le SQDG et PG et le 18:5 dans le DGDG et MGDG, (phénomène le plus marqué pour les galactolipides 

qui sont majoritaires) ceci au détriment du 18:3 n-3 dans le PG, DGDG et MGDG qui indique 

l’activation probable d’une ∆6 et d’une ∆3 désaturase au froid. De plus, il est universellement reconnu 

que l’abaissement de température entraine une rigidification des membranes. Le maintien de la fluidité 

des membranes plastidiales en réponse au froid par l’activation des désaturases est primordiale pour 

permettre un fonctionnement optimal de la photosynthèse par (i) le transport des électrons entre les 

transporteurs mobiles de la chaine de transport des électrons plastidiaux tels que la plastoquinone ; (ii) 

la diffusion des gaz ; (iii) le turn-over de la protéine D1 qui ne doit pas être limité à basse température 

et (iv) la réduction des phénomènes de photo-inhibition liés à l’abaissement de la température 

(Allakhverdiev et al., 2009; Morgan-Kiss et al., 2006).  

Acides en C18 : quels rôles physiologiques ? 

Afin d’en savoir davantage sur l’importance des PUFA en C18 dans la fluidité et la photosynthèse et 

concernant un éventuel rôle particulier, le premier objectif concernant la suite de ces travaux est de 

continuer à éclairer les liens entre les voies métaboliques impliquées dans la régulation du contenu en 

FA chez O. tauri. Cela passe notamment par la caractérisation globale des désaturases d’O. tauri en 

système hétérologues (Projet PICO-FADO coordonné par F. Corellou et qui associe F. Domergue et J. 

Joubès au sein du LBM, en collaboration P. Durrens (LABRI, Bordeaux) I. Suzuki, (Tsukuba, Japon)). 

Les différents systèmes hétérologues envisagés sont : (i) le système levure (s. Cerevisiae, FA le plus 

insaturé 18:1) qui permet l'expression conjuguée de plusieurs désaturases et l'ajout de FA précurseurs 

choisis dans le milieu (feeding) ; (ii) Nicotiana benthamiana (FA les plus insaturés 16:3 n-3, 18:3 n-3) 

système photosynthétique, qui contient donc potentiellement les substrats lipidiques des désaturases 

chloroplastiques ou au moins proches (18:3/16:3 versus potentiellement 18:3/16:4) et permet une 

expression transitoire rapide à mettre en œuvre ainsi qu'une localisation subcellulaire aisée de protéine 

de fusion fluorescente ; (iii) Synechocystis PCC68003 qui est une cyanobactérie d'eau douce et un 

modèle historique pour l'étude des PUFAs et de leur rôle dans la fluidité membranaires et pour lequel 

tous les mutants de désaturases sont disponibles. Les combinaisons de galactolipides de Synechocystis 

sauvage se composent de 18:X/16:0. Ce modèle doit nous permettre en priorité d'étudier les désaturases 
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plastidiales d'O. tauri. (in col Pr. I. Suzuki, Tsukuba Japon) et notamment de tester la fonctionnalité des 

Cytb5 désaturases plastidiales en système procaryote, qui ne possède pas les systèmes de "recharge 

d'électron" des Cytb5 mais qui pourrait nous éclairer sur la potentialité des ferrédoxines à assumer ce 

rôle. Nous prévoyons d'exprimer certains candidats en système alternatif et complémentaire C. 

reinhardtii notamment pour étudier l'impact de l'expression de FA non endogène dans les membranes 

photosynthétique d'une microalgue verte (collaboration T. Li-Beisson). Les expériences des désaturases 

Δ4 et Δ5 en levure ayant fonctionné faiblement, il est possible que l'utilisation de  séquences en codons 

optimisés pour la levure soit nécessaire. Pour la cyanobactérie et C. reinhardtii l'utilisation des codons 

a été optimisée. Au-delà du projet de caractérisation fonctionnelle des désaturases, ce sont les 

répercussions physiologiques du changement du profil en FA de lipides donnés (notamment en ce qui 

concerne la photosynthèse et/ou la fluidité membranaire) qui doivent être éclairées : quels sont les 

impacts des modifications en C18 lors de la carence et du froid ? Est-ce que ces acides gras peuvent 

avoir également un rôle physiologique particulier ? Pour répondre à ces questions, nous aimerions cibler 

notre approche sur le phénomène de refroidissement qui engendre une hausse du 18:5 faisant 

probablement intervenir une 3 désaturase inconnue, même si à l’heure actuelle, la surexpression de la 

Δ6/Δ8-1 (Ot05) d’O. tauri en système homologue montre une augmentations de la production du 18:5. 

Nos premiers résultats quant à la surexpression de l’ω3Δ15 n'indiquent pas de changement du profil de 

FA. Ot15 qui est la dernière Δ6/Δ8-3 désaturases à étudier représente un espoir. Il se peut également 

que les 4 désaturases d'O. tauri aient un rôle dans cette activité. La localisation de la 4 désaturase du 

ER est prédite plastidiale par l'analyse amont de sa séquence. Il est possible qu'une localisation 

potentiellement différentielle, lui permettent d'avoir plusieurs activités. Même si aucune des 4 

désaturases n'est activée transcriptionnellement, il reste possible que ce mécanisme de régulation ne soit 

pas essentiel pour la désaturase responsable de la conversion du 18:4 en 18:5. D'autre part, étant donné 

que le 18:5 est uniquement retrouvé chez le MGDG  et DGDG et que les espèces majoritaires sont 

18:5/16:4, nous nous demandons si l’activité Δ3 désaturase a une spécificité de substrat liée uniquement 

à la tête du MGDG ou encore plus stricte c’est à dire liée à la présence de 16:4 en sn-2. La caractérisation 

de cette désaturase en système hétérologue nécessiterait donc d’exprimer plusieurs désaturase 

conjointement : la Δ3 désaturases et d’autres selon l’organisme, permettant d’obtenir du MGDG 

18:4/16:4. Si ces approches portent leurs fruits et nous permettent d’identifier cette désaturase, il serait 

très intéressant de pouvoir obtenir un KO d’O. tauri afin d'analyser : (i) le profil en acides gras (ii) 

l’efficacité photosynthétique Fv/Fm notamment (une analyse rapide sera faite sur place et les analyses 

plus approfondies seront faite en collaboration avec le laboratoire de Cadarache) (iii) leur fluidité 

membranaire par l’utilisation du sonde TMA-DPH et d’un fluorimètre (déjà présent au laboratoire). La 

purification de membranes thylacoïdales est rapporté chez Ostreococcus ce qui nous permettrait 

d'effectuer ces mesure sur membrane thylacoïdales et d'évaluer plus précisément l'impact du changement 

en contenu en C18-PUFA  
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Annexes  
 

 

Annexe 1 : Microalgues transformables et systèmes utilisés (Stephens et al., 2015)  
Abréviations : A, Agrobactérium ; B, biolistique ; E, électroporation ; G, billes en verre ; S, fibres de carbures de silicium ; PT, 
transformation de protoplaste ; PEG, avec du polyéthyène gycol.  
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Annexe 2 : Tableau des amorces utilisées pour le clonage.  
Les sites de restrictions ApaI et AvrII sont utilisés en vue de l’expression en système homologue. Les amorces attB sont 
utilisées en vue de l’expression en système hétérologue.  
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Annexe 3 : Tableau des amorces utilisées pour les qPCR.  
Les séquences des amorces sens (S) et anti-sens (AS) sont données pour chaque gène.  

Famille Gene Locus 
Position de 

l'amorce 
Code Séquence (5' -> 3') 

Amplico
n (pb) 

gènes de 
ménage 

Protéine ribosomale L23 (Rpl 23) OstapCp32 
S P5104 CCTAGTGCGGCAAATCGACA 

100 
AS p5105 TCCGGTTCTCTCGCGTACTT 

Portéine ribosomale L17 (Rpl 17) Ot06g00010 
S P5106 GCGTTACACGTTCGATGTGG 

99 
AS P5107 GTGCGTATTTACCGCAACCA 

Ubiquitine protéine ligase 
RSP5/NEDD4 

Ot15g01790 
S P5108 CCGGATCTGCGACAAGATGT 

93 
AS P5109 GATCACGAACGGGGGATTGA 

E3 ubiquitine proteine ligase 
UPL1 

Ot13g03080 
S P5110 GTAGACTCGTGGGTAAGGCG 

71 
AS P5111 CTTGTAGATCGGCCGTGTGA 

Calmoduline (Cal) Ot18g00850 
S P5112 CGGGATGTTTTTGCGGTGTT 

96 
AS P5113 CGTCAATTTCTCCCCCACGA 

Facteur d'initiation eucaryotique 
4 (eIF4) 

Ot01g01600 
S P5114 CCGAGCAAGCGGATCAAAAG 

86 
AS P5115 GGAGACGCACAACAGAGCTT 

Cytochrome C oxidase sous-
unité 2 (Cox) 

OstapMp32 
S P5116 ATTGTGTGGACGATCACCCC 

96 

AS P5117 
CGAAGGGTCAACGATTTCATC
C 

Actine (Act_Colsc actin)  Ot16g00370 
S P5118 TTGGCGGCGAAAAAGTATGT 

98 
AS P5119 AGCTGATCGAACTCACGGAA 

Protéine liée à l'actine 2 (Arp2) Ot14g03380 
S P5120 ATCGTTCGGCGGATATGGAG 

98 
AS P5121 CGTCTCTCGCGCCAATTGTA 

Chaine béta de la tubuline 
(TBB1_VOLCA) (partielle) 

Ot01g04230 
S P5122 CGCACGTTGACTCGTGAATTT 

86 
AS P5123 TCGAGATCCATTAGCACGGC 

Facteur d'élongation 1α (EF1α) Ot04g05560 
S P4406 GTGCCGTGATAAAGCCGAAC 

158 
AS P4407 GCCGACTGCCATCGTTTTAC 

désaturases 

Acyl-CoA ∆6 (Ot13.1) Ot13g01070 
S P4537 TCGACATCGATCCGAGTCAAG 

80 
AS P4538 CGGAAAGAGGTGGTGGATGA 

∆4 RE (Ot01) Ot01g00780 
S P4539 AATCGAGCACCACCTCTTCC 

82 
AS P4540 TTTCGCACACTCGTCCTTGA 

∆12-2 (Ot17.1) Ot17g02110 
S P4541 GAGGCGTATCCCGACCTCTA 

100 
AS P4542 CGTCTCCCTTCTTCACGACG 

Un ∆6/∆8S-1 (Ot05) Ot05g00190 
S P4543 CTGTGGGGTGGTATGGACAC 

93 
AS P4544 AGACTTTAAGAGCGGCCGAA 

Un ∆6/∆8S-3 (Ot15) Ot15g01140 
S P4545 CCCTTCGCGGAAAAGAATGG 

82 
AS P4546 GCTTGAGCGTTCGAAACACC 

Un ∆6/∆8S-2 (Ot10) Ot10g02610 

S P4547 TTACCGTCATCTCGAAGGCA 
99 

AS P4548 CGACGCGAGAAACCAACTTT 

S P5905 CGATGGTTCTGGGGTGGAAT 
183 

AS P5906 GATGCCTTCGAGATGACGGT 

ω3∆15 (Ot03)  Ot03g03040 
S P4549 CCGCGTGTCAAGGCTGTCTG 

98 
AS P4550 TTGCCAACCATGACGTCCGC 

SAD ∆9 (Ot04) Ot04g03720 
S P4551 TTCGCTTTCTTCCCGACCTC 

80 
AS P4552 CTGAACATTCCGCAGTTGGC 

Un RE (Ot12.1) Ot12g01900 
S P4553 TACCAGAGCAGTTCTTGGCG 

84 
AS P4554 CGACGTCGAAGAACCCAACA 
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MGDG ∆7 (17.2) Ot17g02260 
S P4555 GAGTAAGGCTGAGGGTCCCG 

81 
AS P4556 CACCTGTCGTGTTGCCAGA 

∆5 (Ot12.2) Ot12g02780 
S P4557 GTCGTCCACCATCTCTTCCC 

80 
AS P4558 TTCTCAGCTGCCGCCTTAAT 

∆12-1 (Ot02) Ot02g07730 
S P4559 GTACGATCCCACGCCGATTT 

100 
AS P4560 GAACGTCCACATCGCATCCT 

∆4 p (Ot13.2) Ot13g01600 
S P4565 TTTAGCGTTCCCGTTGTTGC 

84 
AS P4566 AGCTTAGCGCCTTCGGTATC 

FAD4 (Ot05) Ot09g03210 
S P4567 TGATTTTCAAGGCAACCGGC 

81 
AS P4568 CTTCCGGTGCGTCTTCTTGA 

élongases 

elongase ∆5 (1) Ot02g00290 
S P5084 CGTGTGCCGACAGTTTTCAG 

83 
AS P5085 TAGTCACCAGTGGGGTAGGG 

elongase ∆4 (2) Ot09g02550 
S P5086 ACCTGTTGTTCTGCCTGGTC 

83 
AS P5087 GATACGCATTGTACGCCAGC 

métabolisme 
des TAG 

DAGAT2A Ot08g02550 
S P5678 GTTTGTGTTCCCGTTTCGCT 

181 
AS P5679 CTCAATCATCGCCAGCAGTG 

DAGAT2B Ot16g00890 
S P5683 ACCACGCAAAACGACAATCC 

100 

AS P5684 GTGCAGATTTGTGTCGGTCG  

DAGAT2C Ot13g01100 
S P5685 TGGCGAGACGTAAAGGGTTC 

168 
AS P5686 GCGGTGAGATTCCGATGAGT 

DAGAT2D Ot12g01420 
S P5687 CGGATTTTAGCGCCCGTTTT 

125 
AS P5688 AATCTCTCTGCTCACCGCAC 

DAGAT2E 
OT_ostta08g043

10 
S P5689 GTGGCGGGAGACCTATTCTG 

151 
AS P5690 ATAGCAGCCAAACCACCCTC 

LPCAT Ot18g00950 
S P5693 ACAGCCGCAAACATTCACC 

100 

AS P5694 AGTGACGAAGCCATTGACCC 

PDAT Ot09g03200 
S P5695 TCGTGTCGCTTGGATACGTC 

100 

AS P5696 AGTGCGCGGTGATGATACTC 

GPAT1 
OT_ostta02g003

40 
S P5697 TTGACTACGACCGTTCCGTG 

73 

AS P5698 TCGCCACTGTCTATCTGGGA 

GPAT2 
OT_ostta17g011
50 (Ot17g01250 

S P5699 ACATGGAACCTCAGCGACAG 
120 

AS P5700 ACTTCAACATCCCGTCCCAC 

SFR2 Ot11g02270 
S P5701 CACCCAAAGTCTCGTGCGAT 

100 

AS P5702 CGTTTGACGCCTTTAGGACC 

LPAT1 
OT_ostta07g033
40 (Ot07g03180) 

S P5718 GGTCGCTCGTGGTGAAGAA 
125 

AS P5719 GACCAGACCCGCGTTTCC 

LPAT2 
OT_ostta09g017
40 (Ot09g01710) 

S P5721 TGGTGTGGGTGGAGAATTGC 
108 

AS P5722 TCACCCGCTCAGTTTCCTTG 

PGD1 
OT_ostta14g000

50 
S P5725 AAAGGCGCACGTTACCAAAC 

102 

AS P5726 ATCAGGAGCATCAACGCCAA 

TRSP 
OT_ossta05g018
00 (Ot05g01810) 

S P5780 CCGCAATCGGCGTTCTTTTT 
198 

AS P5758 CCGCGCCAAAGTACAGAAAC 

WRI 
OT_ostta03g022

20 
S P5905 AACTCGAAAGGCAAGTGGGA 

195 
AS P5906 GTTCGCGGCGTTTTTGATGT 
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Annexe 4 : Liste exhaustive des espèces moléculaires de TAG et des combinaisons en FA associés identifiées en ESI-MS/MS.  
Les espèces en gras ont été identifiées lors de la première analyse publiée (Degraeve et al 2017). Elles sont en en noir quand elles 
n’ont pas été retrouvées dans les analyses complémentaires.  
Lors de l’analyse complémentaire, les espèces retrouvées uniquement dans le contrôle sont écrites en bleu, celles retrouvées 
uniquement en carence azote sont écrites en vert tandis que celles communes aux deux échantillons sont écrites en violet.  
Les espèces soulignées sont celles dont les positions sont exactes.  
Les espèces en orange représentent moins de 1 % de la composition totale des TAG dans l’analyse complémentaire ont été exclu de 
l’analyse en HPLC-MS pour répondre un nombre d’analyse limité par la machine. De mêmes, les combinaisons minoritaires écrites en 
italique entre crochet sur fond gris ont été exclues.  

mol sp  Details 

44:0 14:0/14:0/16:0 

44:4 14:0/14:0/16:4 

46:0  14:0/16:0/16:0 et 14:0/14:0/18:0 

46:1 14:0/16:0/16:1 

46:4 14:0/14:0/18:4 

46:8 16:4/14:0/16:4 

48:2 18:2/14:0/16:0  

48:3 18:3/14:0/16:0  

48:4 16:0/16:0/16:4 et 14:0/16:0/18:4 et [14:1/16:0/18:3(m) et 14:0/16:1/18:3(m)] 

48:5 14:0/16:4/18:1 et 14:0/16:0/18:5 et [14:0/16:1/18:4(m) et 14:0/16:2/18:3(m)] 

48:6 16 :4/14:0/18:2 et [14:0/16:3/18:3(m)] 

48:7 16:3/14:0/18:4 et 16:4/14:0/18:3 

48:8 16:4/14:0/18:4 

50:0 16:0/16:0/18:0 

50:1 16:0/16:0/18:1 

50:2 16:0/16:0/18:2 

50:3 16:0/16:0/18:3 

50:4 16:0/16:0/18:4 et 16:0/16:1/18:3 (m) et 14:0/18:1/18:3 (m) et 14:0/14:0/20:4 (m) 

50:5 16:4/16:0/18:1 et 18:2/14:0/18/3 (m) et [16:3/16:0/18:2(m) et 16:2/16:0/18:3(m) et 16:1/16:0/18:4(m) et 16:0/16:0/18:5(m)] 

50:6 16:4/16:0/18:2 et 16:3/16:0/18:3  

50:7 16:4/16:0/18:3 et 18:3/14:0/18:4 et 16:3/16:0/18:4 

50:8 16:4/16:0/18:4 et [16:3/16:0/18:5 (m)] 

50:9 16:4/16:0/18:5 

50:10 16:4/16:3/18:3 

50:11 16:4/16:4/18:3 

52:1 18:0/16:0/18:1 

52:2 18:0/16:0/18:2 et 18:1/16:0/18:1 

52:3 18:1/16:0/18:2 et [18:0/16:0/18:3(m)] 

52:4 18:1/16:0/18:3 et 18:2/16:0/18:2 et [18:0/16:0/18:4(m) et 16:0/16:0/20:4 (m)] 

52:5 18:2/16:0/18:3 et 18:1/16:0/18:4 (m) et [14:0/14:0/22:5(m)]  

52:6 18:3/16:0/18:3 et [18:2/16:0/18:4 (m) et 14:0/14:0/22:6(m)] 

52:7 18:3/16:0/18:4 et [18:2/16:0/18:5 (m)] 

52:8 18:4/16:0/18:4 et 18:1/16:4/18:3 et 18:2/16:4/18:2 et 18:3/16/0:18/5 

52:9 16:3/14:0/22:6 et 16:4/14:0/22:5 et 18:4/14:0/20:5 et 16:4/16:0/20:5 et 18:3/16:4/18:2 et 18:3/16:3/18:3 et 18:4/16:3/18:2 

52:10 16:4/14:0/22:6 et 16:4/18:3/18:3 

52:11 18:3/16:4/18:4 et 18:4/16:3/18:4 et 18:2/16:4/18:5 

52:12 18:4/16:4/18:4 et 16:4/18:3/18:5 

52:13 18:4/16:4/18:5 et 16:4/16:4/20:5 

54:2 18:0/18:1/18:1 et 20:1/16/0:18/1 et 18:2/18:0/18:0 (m) 
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54:3 18:1/18:1/18:1 

54:4 18:1/18:1/18:2 

54:5  16:0/16:0/22:5 et 18:1/16:0/20:4 (m) 

54:6  16:0/16:0/22:6 et 18:2/20:4/16:0 et [18:1/14:0/22:5 (m) et 18:1/20:5/16:0 (m) et 18:1/18:2/18:3 (m)] 

54:7 
 18:2/14:0/22:5 et 18:1/14:0/22:6 (M) et [18:4/16:0/20:3 et 20:4/18:2/16:0 et 20:5/18:1/16/0 (M)] et 18:1/18:2/18:4 et 
18:2/18:2/18:3/ et 18:1/18:3/18:3 et [18:5/18:1/18:1] 

54:8  18:2/14:0/22:6 et 18:3/14:0/22:5 et 18:4/16:0/20:4 et 18:3/16:0/20:5 et 18:2/18:4/18:2 et 18:2/18:3/18:3 

54:9 
18:4/16:0/20:5 et 16:4/16:0/22:5 et 18:3/14:0/22:6 et 18:4/14:0/22:5 et 18:3/18:3/18:3 et 20:4/20:5/14:0 et 20:4/18:3/16:0 et 
[16:3/16:0/22:6] 

54:10 16:4/16:0/22:6 et 18:4/14:0/22:6 et 20:4/16:4/18:2 et 18:3/18:4/18:3 et 18:4/18:4/18:2 

54:11  20:3/16:4/18:4 et 16:3/18:3/20:5 et 22:6/14:1/18:4 et 18:4/18:4/18:3 et 18:5/18:3/18:3 

54:12 
 18:3/16:4/20:5 et 16:4/18:4/20:4 et 18:4/16:3/20:5 (M) et 18:5/16:3/20:4(M) et 22:6/16:3/16:3(m) et 22:5/16:3/16:4(m) et 
18:3/18:4/18:5  

54:13  18:5/18:4/18:4 et 18:5/16:4/20:4 et 18:4/16:4/20:5(m) 

54:14  16:4/16:4/22:6 

54:15  18:5/18:5/18:5 

56:6  18:1/16:0/22:5 et 20:1/18:3/18:1 (Mm) et 22:6/18:0/16:0 (m) 

56:7  18:1/16:0/22:6 et 18:2/16:0/22:5 

56:8  18:2/16:0/22:6 et 18:3/16:0/22:5 

56:9 18:3/16:0/22:6 et 18:4/16:0/22:5 

56:10 18:4/16:0/22:6 et 18:5/16:0/22:5 

56:11 16:3/18:3/22:5 et 18:3/18:3/20:5 et 18:5/18:1/20:5 et 16:4/18:1/22:6 et 16:3/18:2/22:6 et 16:4/18:2/22:5 

56:12 16:3/18:3/22:6 et 16:4/18:3/22:5 et 22:6:6/16:4/18:2 et 22:5/16:4/18:2 

56:13 16:3/18:4/22:6 et 16:4/18:3/22:6 et 16:4/18:4/22:5 (m) 

56:14 16:4/18:4/22:6 et 16:3/18:5/22:6 et 18:5/16:4/22:5 

56 :15 18 :5/16 :4/22 :6 

58:7 18:5/20:1/20:1 

58:11 22:6/20:5/16/0 

58 :12 22:6/14:0/22 :6 

62:14 22:6/22:6/18:2 et 22:5/22:6/18:3 

62:15 22:6/22:6/18:3 

62:16 22:6/22:6/18:4 

66:18 22:6/22:6/22:6 
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Annexe 5 : Régulation transcriptionnelle exploratoire des gènes impliqués dans la biosynthèse des TAG au cours de 
la carence azotée, normalisé au premier temps de l’expérience. 
A, Cinétique conduite sur 36h. Les origines correspondent aux cultures avant leur lavage pour le lancement de la carence. 
L’expression des gènes a été normalisée par rapport à la moyenne géométrique des gènes de ménages (EF1α, CAL et ARP2). 
B, Point indépendant à 72h de carence. L’expression des gènes a été normalisée par rapport au gène de ménages EF1α. 
Dans les deux expériences, les niveaux d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à sa propre expression au 
premier temps de l’expérience, respectivement au point origine 1 ou au point contrôle 72h. (n=1, les barres d’erreurs = écart-
types de réplicas techniques de qPCR). 
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Annexe 6 : Courbe de croissance et évolution de la florescence de la chlorophylle représentatives de cellules acclimates 
à température standard et à basse température. 
Les résultats de trois cultures indépendantes sont représentés. La culture A correspond à la culture analysée en terme de 
composition lipidique figure 43 (24/14°C, LL). La culture B a été cultivée en LD 16h/8h (24/14°C). La culture C a été cultivée en 
LL (22/12°C).   
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Annexe 7 : Profil en acides gras totoaux des contrôles acclimatés à température standard et à basse température lors 
des expérience de refroidsissement. 
Les profils ont été obtenus en GC-FID à parti de FAMES ‘directs’. A, les cellules ont été cultivées à 22°C et 12°C en LD 
(16h/8h). B, les cellules ont été cultivées à 24°C et 14°C en LL.  
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Annexe 8 : Expérience préliminaire sur les effets de la basse température de culture de cellules acclimatées sur la 
composition en pourcentage molaire de leurs classes de lipides polaires.  
Les cellules ayant servies à l’analyse ont été cultivées à 22°C et 12°C en LL (n=1). 
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Annexe 9 : Effet de la basse température de culture de cellules acclimatées sur la composition en quantité de leurs 
différentes classes de lipides.  
Les résultats exprimés en pourcentage molaire sont donnés figure 45. (n=3 (batch de départ identique), barres d’erreur = écart-
type). 
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Annexe 10 : Evolution du profil en acides gras totaux lors d’un refroidissement de 120h.  
Les cellules ont été cultivées à 12 versus 22°C en LL sans différence de croissance quelques soient les conditions (basse 
température ou refroidiessement (chilled)).  
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Annexe 11 : Profils en FA totoaux des lignées surepxirmant soit la ∆6/∆8S-2 déstaurases (Ot10) ou l’acyl-CoA ∆6 désaturase 

(Ot13) cultivées en phophate orgnanique ou inorganique.  
A, les profils totaux ont été obtenus en GC-FID par ‘FAMES directs’. Les milieux de culture contenaient soient du phophate inorganique 
(milieu f/2), soit du phophate organique (milieu β). Les cellules des lignées Ot10 (vert) et Ot13 (violet) sont classées par ordre décroissant 
de leur signal de luminescence. B, Signaux de luminescence relative obtenus des cellules des lignées Ot10 (vert) et Ot13 (violet). 
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Annexe 12. Effet de la surexpression de désaturases ∆6/∆8t putatives (Ot05 et Ot10) et de la désaturase ∆6 acylCoA sur la 

composition en pourcentage molaire des différentes classes de lipides  
Les cellules ont été cultivées en Erlenmeyer de 200mL en lumière continue  et en milieu β. En rouge les lignées contrôles non 
transformées. Les lignées Ot05-D3 (en bleu), Ot10-E11 (en vert) et Ot13-H3 (en violet) surexpriment respectivement les gènes codant 
la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. (n=1, analyse exploratoire). La composition des lipides plastidiaux est donnée 
figure 59. 
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Annexe 13. Effet de la surexpression des gènes des désaturases ∆6/∆8S-1 et -2 et ∆6 acyl-CoA sur les espèces moléculaires 

des lipides extraplastidiaux. 
Les cellules ont été cultivées en Erlenmeyer de 200mL en lumière continue  et en milieu β. En rouge les lignées contrôles non 
transformées. Les lignées Ot05-D3 (en bleu), Ot10-E11 (en vert) et Ot13-H3 (en violet) surexpriment respectivement les gènes codant 
la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. (n=1, analyse exploratoire). Les espèces moléculaires des lipides plastidiaux 
sont données figure 60.  
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Annexe 14. Effet de la surexpression des gènes des désaturases ∆6/∆8S-1 et -2 et ∆6 acyl-CoA sur les espèces 

moléculaires des lipides extraplastidiaux. 
Les cellules ont été cultivées en Erlenmeyer de 200mL en lumière continue  et en milieu β. En rouge les lignées contrôles 
non transformées. Les lignées Ot05-D3 (en bleu), Ot10-E11 (en vert) et Ot13-H3 (en violet) surexpriment respectivement 
les gènes codant la ∆6/∆8S-1, la ∆6/∆8S-2 et l’acyl-CoA ∆6 désaturase. (n=1, analyse exploratoire). Les espèces 
moléculaires de chaque combinaison sont données en annexe 4.Les espèces moléculaires des lipides plastidiaux sont 
données en figure 60 et celles des lipides extraplastidiaux en annexe 12.  
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Annexe 15 : Expression des désaturase d’O. tauri : acyl-CoA ∆6, ∆5 et ∆4 chez la levure S. cerevisiae.   

A, l’acyl-CoA ∆6 produit du 18:4 n-3 lorsque la levure est nourrie en 18:3 n-3. B, la ∆5 désaturase produit du 20:4 n-3 

lorsque la levure est nourrie en 20:3 n-6. C, la ∆4 désaturase produit très faiblement du 22:6 n-3 lorsque la levure est 

nourrie en 22:5 n-3. Les levures transformées avec le vecteur vide pour contrôle sont indiquées en haut de chaque 
panneau A, B et C.  

A 

 
B 

 

C 

 

 

 


