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Nous devons nous y habituer : aux plus importantes croisées

des chemins de notre vie, il n'y a pas de signalisation.

Ernest Hemingway
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Chapitre 1 - Introduction et état de I'art

1. Les microalgues
1.1. Origine, diversité et role écologique

Les microalgues sont des cellules eucaryotes photosynthétiques. La théorie endosymbiotique
suggere que les eucaryotes photosynthétiques ont évolué grace a I'endosymbiose [1-3], /e
une association symbiotique ou l'un des organismes, appelé endosymbionte, est présent a
I'intérieur d'une cellule hote. L'endosymbiose aurait ainsi eu lieu entre des cellules hotes
eucaryotes non photosynthétiques et des endosymbiontes photosynthétiques comme les
cyanobactéries ou d'autres microalgues. Les endosymbiontes photosynthétiques, se
propageant dans le cytoplasme des cellules hotes ont évolué et se sont /n fine transformés en
chloroplastes [1]. Ces chloroplastes ont tous de la chlorophylle a et de l'alpha- ou béta-
caroténe. La premiére endosymbiose a généré les grandes lignées de microalgues, les algues
rouges, vertes et les glaucophytes [4,5]. Cette endosymbiose est a l'origine des plantes
terrestres, algues vertes et des macroalgues rouges. Les chloroplastes associés a ces lignées
ont des compositions en chlorophylles, caroténoides et/ou phycobilliprotéines différentes
(Figure 1, encadré A, détaille dans la section 2.1.2. de ce chapitre). La lignée d'algues vertes a
généré les chlorophytes, les prasinophytes, les trébuxiophytes, les mesotigmatophytes puis les
chlorarachnophytes, des euglénes et des dinoflagellées avec un plaste de prasinophyte lors de
la troisieme endosymbiose. Une endosymbiose secondaire n'a laissé que peu de trace a
I'exception des apicomplexas, qui sont des issus des lignées d'algue rouge et a I'origine des
dinoflagellés et des hétérokontes [6,7], elle est marquée par la présence de trois enveloppes
sur le chloroplaste (Figure 1, encadré B). L'endosymbiose tertiaire (Figure 1, encadré C) est a
I'origine de la diversité biologique décrite a ce jour. Les cryptophytes, haptohytes,
dinoflagellées et hétérokontes ont des plastes issus des lignées d'algues rouge. Les
hétérokontes sont a l'origine de la diversité d'algues brunes comme les diatomées, les

haptophytes, les kelps, les chrysophytes, etc.
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Chapitre 1 — Introduction et état de I'art

A Primary endosymbiosis
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Figure 1. Diagramme issu de Roy et al. (2011) [8] montrant I'évolution hypothétique de la
diversité des plastes algaux via I'endosymbiose en série, basé sur Delwiche (1999) [9],
modifié pour montrer une origine commune a partir d'une algue rouge des plastes des
apicomplexes, de la péridinine chez les dinoflagellés et les hétérokontes [6,7]. Les relations
évolutives entre cryptophytes, haptophytes, hétérokontes et alvéolates sont encore
controversées [6], ainsi que le nombre d'endosymbioses tertiaires [10].
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Bien que parmi les organismes photosynthétiques peuplant notre planete le phytoplancton
(cyanobactéries et microalgues) n'en représente qu'un pourcent [11-13], son rdle écologique
dans les océans est primordial a I'échelle du globe car il est responsable de 40 a 50 % de la
production primaire totale. La production primaire consiste en la conversion du dioxyde de
carbone (CO,) en matiére organique, processus réalisé grace a la photosynthese, qui convertie
I'énergie lumineuse en énergie chimique. La fixation du carbone par le phytoplancton est par
ailleurs estimée entre 45 et 50 GT [12,13]. En tant que ressource organique primaire, le
phytoplancton est situé a la base du réseau trophique. Son importance écologique réside donc
également dans le fait que les organismes des niveaux trophiques supérieurs en dépendent,
directement ou indirectement [14]. Le zooplancton consomme le phytoplancton, il est ensuite
consommeé par les poissons, eux-mémes consommeés par les mammiféeres et oiseaux marins.
Cet exemple de réseau trophique n'est pas exhaustif. Par ailleurs, certaines especes de
phytoplancton peuvent, lorsqu’elles atteignent une concentration tres élevées, former des
efflorescences, appelés des « blooms » et pouvant étre visibles a I'ceil nu [15]. Les blooms
peuvent étre néfastes lorsque les especes synthétisent des toxines qui peuvent s'accumuler
dans les réseaux trophiques et générer des intoxications, ils sont alors nommés « Harmful Algal

Blooms » [15].

En plus des océans, les microalgues en particulier ont colonisé de nombreux milieux comme
les eaux douces, saumatres, les zones nivales, les sources chaudes [16]. Actuellement, bien
qu’environ 5000 especes soient décrites, le nombre réel d'especes de microalgues est estimé
entre 70 000 et 150 000 voire 1 million pour les estimations les plus élevées [17]. En
consommant des nutriments inorganiques en produisant des composés organiques, les
microalgues contribuent grandement a la régulation des cycles biogéochimiques. Par exemple,
grace a la circulation océanique des masses d'eau et au mélange vertical, elles utilisent le CO,
sous forme dissoute dans le milieu environnant a travers la photosynthése oxygénique. Le CO;
est alors transformé en matiére organique qui est ensuite elle-méme reminéralisée ou respirée,
voire séquestrée dans les fonds océaniques [16]. Cette pompe biologique du carbone régule

ainsi de maniere importante la concentration du CO, atmosphérique [12].
1.2. Utilisation des microalgues

En tant que principaux producteurs primaires, les microalgues sont étudiées afin de
comprendre leur physiologie en fonction des conditions climatiques, de comprendre leur
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comportement dans la chaine alimentaire, d'anticiper les blooms d'algues toxiques et/ou
nuisibles, etc. Au-dela de leur réle primordial dans les niches écologiques des différents
écosystémes ainsi que dans la biosphere, elles présentent un intérét grandissant pour de
multiples applications. Cette section présente les principaux domaines de valorisation des

microalgues.

La valeur nutritionnelle des microalgues est trés recherchée car elles contiennent des
proportions importantes de protéines, d'acides aminés, d'acides gras essentiels (Oméga 3,
Omeéga 6, Omeéga 7) et de vitamines [18]. De plus, certaines especes riches en caroténoides
possedent de fortes propriétés anti-oxydantes, entre autres. Historiquement, les microalgues
ont ainsi d'abord été utilisées en alimentation animale, et notamment en aquaculture pour les
naissains larvaires, les juvéniles de poisson, les mollusques bivalves. Dans les productions
aquacoles, il est courant de retrouver les espéces /sochrysis sp., Tisochrysis lutea, Chaetoceros
sp., Skeletonema sp., Tetraselmis sp. [19-22]. Certaines espéces sont par ailleurs étudiées
spécifiquement pour la recherche de molécules antimicrobiennes et antifongiques pour lutter

contre le développement de pathogénes dans les cultures conchylicoles et aquacoles [23,24].

En alimentation humaine, neuf especes de microalgues sont pour le moment autorisées par
I’Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travail
(ANSES) en France (Saisine n° 2017-SA-0070) [25]: Auxenochlorella protothecoides,
Auxenochlorella pyrenoidosa, Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Parachlorella kessleri,
Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, Odontella aurita, Parachlorella kessleri et
Scenedesmus vacuolatus. En Europe, sont également autorisées les microalgues £uglena
gracilis sous forme lyophilisée [26] et Schizochytrium sp. sous forme d'huile [27], en tant que
novel food. |l convient de citer également la cyanobactérie du genre Arthrospira ou spiruline,
qui domine actuellement le marché avec les chlorelles. Majoritairement, ces microalgues sont
commercialisées sous forme de poudre ou de produits dérivés comme des capsules et des
gélules. On peut les retrouver dans plusieurs préparations du quotidien comme le pain, les

gateauy, les pates, etc.

Plus particulierement, les pigments des microalgues, et notamment les caroténoides comme
I'astaxanthine, la lutéine, la fucoxanthine, la canthaxanthine, la zéaxanthine, possédent de tres
nombreuses propriétés, parmi lesquelles anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-

cancéreuses, antimicrobiennes, antivirales, etc [28,29]. Nous reviendrons plus particulierement
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sur la fucoxanthine, un des objets d'étude de cette theése. Ainsi, en plus du potentiel
nutraceutique, les microalgues ont un tres fort potentiel dans l'industrie pharmaceutique et

sont ainsi a I'étude en pharmacologie.

Absorbant principalement de I'azote (N) et du phosphore (P) minéral pour leur croissance, les
microalgues sont également a I'étude pour des procédés de décontamination des eaux usées

(effluents d'élevage par exemple), et des milieux pollués [30].

Le carburant a base d'algues est un autre procédé de valorisation possible des microalgues, et
notamment celles accumulant beaucoup de lipides [31-33]. Bien que ce carburant serait
théoriquement propre, renouvelable, et accessible de par la facilité de culture des microalgues,
les procédés ne sont pour le moment pas viables économiquement comparés a |'utilisation du
pétrole [34]. Les algues sont également des candidates pour la dépollution d'effluents par la

fixation de nitrates, de phosphates, de CO,[35].
1.3. Culture de microalgues

Que ce soit a des fins d'étude, de recherche, ou industrielles, il existe différents modes de
culture des microalgues, selon l'espéce, selon la quantité de biomasse voulue, et
essentiellement selon les métabolites d'intérét. Les microalgues présentent en effet une
biochimie variée inter-espéce mais également intra-espéce en fonction des conditions de
culture. Pour répondre aux enjeux agroalimentaires [36—-38], pharmacologiques, cosmétiques
[39,40], et énergétiques [35,41], les microalgues doivent donc bénéficier de systémes de culture
adéquats et ciblés. En aquaculture par exemple, I'intérét des microalgues en aquaculture
résidant dans leur teneur en lipides et protéines, les productions en gros volumes et peu
colteuses sont favorisées, comme les bassins extérieurs ou les scobalites (colonnes de 300 L).
En revanche l'industrie alimentaire et cosmétique repose sur des molécules a haute valeur

ajoutée qui nécessitent des cultures plus contrélées comme les photobioréacteurs (PBRs).

1.3.1. Les principaux parametres de culture

Les principaux paramétres a prendre en compte pour la culture de microalgues sont la lumiere,
I'apport en nutriments, le pH, la température, et le design du photobioréacteur. Le flux de
photons transféré au milieu de culture doit prendre en compte I'atténuation de la disponibilité

de la lumiere qui sera absorbée due a la pigmentation des microalgues. C'est d’autant plus le
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cas pour une culture fortement concentrée en biomasse qui entraine le phénomene d'auto-
ombrage des cellules entre elles. La quantité de lumiere recue n’entraine pas une réponse
linéaire de I'activité photosynthétique des cellules. Au-dela d’'une intensité lumineuse dite de
saturation, I'excés de lumiére entraine une augmentation des mécanismes de photoprotection
voire de photoinhibition des cellules. L'équilibre entre photosynthese et photoprotection est
détaillé en section 2. Le taux de croissance des algues dépend également de leur apport en
nutriments tels que I'azote (N), le phosphore (P), et le carbone (C), dont sont constitués les
éléments minéraux tels que les nitrates, les phosphates et le CO, sous forme dissoute dans le
milieu de culture. Cet apport varie en fonction des besoins biochimiques et de la composition
de la souche cultivée. De plus, certains métabolites d'intérét peuvent étre synthétisés par les
cellules dans des conditions spécifiques de limitation en N et/ou en P (le concept de limitation
est explicité dans la section 1.3.2 de ce chapitre). Dans ce cas, le milieu d’enrichissement de la
culture est réalisé avec moins de nitrates et/ou de phosphates. Dans le cas d'une culture
mixotrophe (la mixotrophie est la capacité a utiliser plusieurs sources de carbone a la fois
inorganiques et organiques), le milieu d'enrichissement sera supplémenté en carbone
organique. Par ailleurs, chaque espece, voire chaque souche, a un pH optimal de croissance,

qui est principalement régulé par un apport en CO; dans la littérature scientifique.

1.3.2. La limitation en azote et en phosphore chez les microalgues photoautotrophes

L'azote et le phosphore sont deux macronutriments essentiels au métabolisme cellulaire des
microalgues. Avec le carbone, ils sont d'une importance quantitative majeure dans la
composition de la biomasse [42]. Les microalgues couvrent leurs besoins en azote en assimilant
sous forme minérale dissoute les nitrites (NO,), les nitrates (NOs3), et I'ammonium (NH,). Les
NOs représentent la principale forme de N s’accumulant dans les microalgues [43]. Les NO;
sont réduits en NO; puis en NHy, plus facilement assimilable par les cellules par transamination
dans les voies anaboliques [44,45].Le phosphore minéral est quant a lui apporté sous forme de

phosphate (PO,).

Redfield, en 1934, fut le premier a décrire la composition moyenne du phytoplancton dans les
océans. Il établit que les concentrations relatives des trois macronutriments C, N et P du
phytoplancton évoluent proportionnellement, quelle que soit la profondeur, selon un rapport
de 106:16:1 [46]. Il sera nommé le rapport de Redfield [46]. Ces proportions refletent la

composition élémentaire moyenne du phytoplancton mais ne sont cependant pas immuables.
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Dans I'environnement naturel, elles peuvent largement varier entre différentes espéces, ou

lorsque les cellules stockent de maniere importante un macronutriment par exemple [47].

Dans leur environnement naturel, I'accés aux éléments minéraux N et P sous forme dissoute
peut étre restreint et ainsi induire un ralentissement de la croissance, voire l'arrét du
développement de la population. Ce phénomene est appelé limitation par I'azote, ou limitation
par le phosphore. Il est la conséquence d'un déséquilibre entre la disponibilité d'un élément et
la demande biologique des cellules pour leur métabolisme. La mono-/imitation est la limitation
induite par I'élément dont la disponibilité est la plus faible. L'élément limitant est alors
considéré comme le seul a régir la croissance de la population, c’est la loi du minimum [42].
Les travaux de Droop en 1973 ont introduit I'idée d'une loi multiplicative, émettant I'hypothese
que plusieurs éléments, et notamment les éléments nutritifs, pouvaient interagir et contrdler
la croissance [48]. La vérification de cette hypothése par Droop [49] ainsi que I'apport d'autres
travaux sur le sujet ont montré que la loi du minimum prévalait dans la plupart des cas
[47,50,51]. Cependant, ils ne réfutaient pas le concept de co-/imitation, qui statue que deux
éléments pourraient interagir pour contrOler la croissance de la population [52]. La co-
limitation est, depuis, largement admise au sein de la communauté scientifique et se définit
par les limitations simultanées de plusieurs ressources [53]. Dans le cas de l'azote et du
phosphore, le phénomeéne de co-limitation se traduit par la synergie de I'apport simultané des
deux nutriments [42], comme par exemple la nécessité d'apporter a la fois du N et du P pour

stimuler la croissance [54].

De maniere générale, la limitation d’'un éléement dans I'environnement naturel ou dans une
culture influe, en plus de la croissance, sur la synthese de métabolites par le phytoplancton.
Des approches biotechnologiques visent par exemple a induire volontairement une limitation
afin d'obtenir des molécules d'intérét dans différentes industries. Une limitation en N peut ainsi
favoriser le stockage de lipides [38], influer sur la synthése de polyesters biodégradables (PHA)
[55] ou encore sur la synthése de caroténoides [56-60]. Dans ce travail de these, et notamment
le Chapitre 4, nous évaluerons |'effet d'une mono-limitation en N ou en P sur la synthése et
I'accumulation d'un caroténoide d'intérét nommé fucoxanthine chez la microalgue Tisochrysis

lutea.
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1.3.3. Les systemes de culture

Il existe deux principaux types de systeéme de culture, les systemes ouverts et les systémes clos.
Les systemes ouverts, généralement maintenus en extérieur, sont utilisés pour cultiver des
especes qui sont, par principe, robustes a la contamination. La culture y est peu contrélée car
tous les parametres physico-chimiques ne peuvent étre maitrisés, elle est également
dépendante des variations saisonnieres. Actuellement, les systemes ouverts regroupent les
bassins de lagunages, les étangs, les raceways [61,62], les cultures en ruissellement sur les
systemes plans [63]. Les systemes clos sont des systemes de culture en milieu isolé de
I'extérieur appelés photobioréacteurs (PBRs). L'utilisation de PBRs permet de s'affranchir d'un
risque élevé de contamination et permet surtout de contréler un maximum de parametres
physicochimiques comme les nutriments, le pH, la température. Les PBRs peuvent étre soumis
a la lumiére naturelle ou artificielle pour appliquer une couleur, une intensité ou une variation
spécifique de la lumiére. Il existe différentes géométries de PBRs, desquelles dépend I'accés a
la lumiére par les cellules. Dans un PBR plan, la surface d’incidence de la lumiere est supérieure
a celle d’'un PBR cylindrique ou tubulaire. Un PBR tubulaire ou cylindrique avec un diamétre
élevé favorise par exemple I'auto-ombrage des cellules par rapport a un PBR de faible diametre.
Le PBR de forme torique a quant a lui été développé spécifiquement pour les expériences de
laboratoire avec une agitation mécanique par hélice marine permettant de s'affranchir des
risques de sédimentation interne [64]. Un grand nombre de PBRs sont actuellement
commercialisés, de |'échelle laboratoire en petit volume a I'échelle industrielle en grand

volume, dans un panel technologique trés diversifié.
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Figure 2. Exemples de systemes de culture de microalgues. (A) Raceways de |'entreprise
Earthrise, Californie, USA. (B) PBRs en serpentins de la société Algatech, Israél. (C) PBRs plans
de I'entreprise Fotosintetica & Microbiologica, Italie [65]. (D) PBRs tubulaires utilisés durant
cette these (Chapitre 3).

1.3.4. Les modes de culture

Indépendamment du systeme de culture lui-méme, différentes méthodes de culture peuvent
étre mises en places, dépendant des contraintes et objectifs de I'expérience ou de la production
[66]. Il y a le mode discontinu (batch), le mode semi-continu (fed-batch), et le mode continu

[16].

Le mode discontinu est relativement simple et rapide a mettre en place. Lors de
I'ensemencement de la culture, la totalité des nutriments et minéraux nécessaires a la
croissance des microalgues est apportée. De ce fait, un ou plusieurs nutriments finissent, une
fois consommeés par les cellules, par devenir des éléments limitant pour la croissance. Plus
exactement, la croissance est limitée par le quota interne des cellules en un élément
(principalement le N ou le P) [49]. La culture se développe ainsi en plusieurs phases : la phase
de latence (les microalgues s'acclimatent aux conditions écophysiologiques de culture), la

phase exponentielle de croissance (le taux de croissance tend vers son maximum, aucun
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nutriment n'est limitant), la phase stationnaire (au moins un nutriment est limitant, le taux de

croissance est nul) puis la phase de déclin (mortalité cellulaire).

Le mode semi-continu est caractérisé par I'ajout de nutriments au cours de la culture, en plus
des nutriments ajoutés au départ. Pour cela, la culture est partiellement récoltée puis diluée
avec du milieu nutritif. Ce mode de culture permet d'atteindre une production élevée de

biomasse [67].

Enfin, le mode de culture continue est caractérisé par I'ajout de nutriments via du milieu nutritif
tout au long de la culture. Ainsi, dans un PBR, la culture est constamment diluée par le milieu
nutritif et est évacuée continuellement par une surverse. Le débit est donc le méme en entrée
et en sortie. En culture continue, les cellules peuvent atteindre un état d'équilibre ce qui n'est
pas le cas avec les autres modes. Il existe deux modes de culture continue, le chémostat et le
turbidostat. Les cultures en chémostat sont dans un environnement chimique constant
maintenu tel grace a l'application d'un taux constant de dilution de la culture (soit le débit
d'ajout du milieu nutritif). Cela permet d'ajouter un nutriment en concentration limitée dont va
continuellement dépendre la croissance des microalgues. On dit que les microalgues sont en
croissance équilibrée limitée. Les cultures en turbidostat sont des cultures a turbidité constante,
c'est a dire a densité cellulaire constante. Le taux de dilution de la culture est automatiquement
modifié en mesurant en continu la densité cellulaire par mesures de densité optique (DO). |l
n'y a aucun nutriment limitant en turbidostat. Les microalgues sont en croissance équilibrée

non limitée.

Dans cette these, plusieurs modes de cultures ont été utilisés dans différents types de PBRs. Le
Chapitre 2 présente des expériences menées en chémostat, le Chapitre 3 présente des
expériences menées en turbidostat (dont le fonctionnement est détaillé dans le Matériel et

méthodes), le Chapitre 4 présente des expériences menées en discontinu (batch).
1.4. Le modele d'étude : Tisochrysis lutea

Isochrysis affinis galbana est une microalgue marine qui fait partie du phylum des haptophytes,
de l'ordre des Isochrysidales. Etant trés proche de l'espece /sochrysis galbana, elle a été
renommée Tisochrysis lutea apres des analyses moléculaires ayant souligné des différences
génétiques considérables entre les deux espéces [68]. Son nom est inspiré du lieu ou elle a été

isolée pour la premiere fois, Tahiti. Les cellules de 7. /Juteamesurent entre 4 et 9 um en moyenne
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et possedent deux flagelles apicaux de taille égale, aussi appelés flagelles moteurs car ils
permettent la mobilité des cellules (Figure 3). Comme tous les haptophytes, 7. /utea est
caractérisée par un haptoneme. L'haptoneme est un appendice filiforme ayant probablement
un réle dans la nutrition cellulaire par phagotrophie [69]. Contrairement a d'autres especes de
I'ordre des Isochrysidales, le genre Tisochrysis est dit « nu » car il n'arbore pas de coccolithes,
soit des plaques de calcaires sécrétées par la cellule elle-méme et I'entourant. A la place, T.

lutea possede une tres fine couche de pseudo-écailles calcaires.

L'importance écologique de 7. /utea et plus généralement des haptophytes est capitale. Les
haptophytes sont un groupe de microalgues ubiquistes [70,71] apparues il y a
approximativement 824 millions d’'années [72]. Elles sont responsables d’'une grande partie de
la production primaire dans les océans et jouent un réle important dans les flux de carbone
[73-75]. Certaines especes ont également été trouvées dans des milieux d'eau douce, en tant

que symbionte de radiolaires (zooplancton) ou de foraminiferes (protozoaires unicellulaires)

[76,77].

Figure 3. Cellules de Tisochrysis lutea au microscope a fluorescence. Les chloroplastes
fluorescent en rouge et les flagelles et noyau en vert (visibles sur les cellules de droite).
Crédit photos : Marie Derrien, Ifremer.

T. lutea plus particulierement est une microalgue haptophyte d'intérét dans de nombreux

domaines comme l'aquaculture, la nutrition humaine, la pharmacologie, la cosmétique, voire
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les carburants verts. Elle synthétise, entre autres, un oméga 3 appelé I'acide
docosahexaénoique (DHA), ainsi qu'un de ses précurseur l'acide stéaridonique (SDA), qu'elle
peut accumuler dans ses cellules jusqu'a 30% de sa masse séche [78]. Cette proportion peut
varier selon les conditions écophysiologiques de culture. Une étude par Garnier et al. a
également caractérisé une souche mutante de 7. /utea capable d'accumuler encore plus de
lipides [38]. De plus, elle possede de nombreux pigments caroténoides comme la fucoxanthine
et le B-carotene par exemple, aux propriétés anti-oxydantes, anti-cancéreuses, anti-obésite,

anti-inflammatoires, etc. [79,80].
2. La photosyntheése et les pigments
2.1. Le processus photosynthétique

2.1.1. La conversion d'énergie

La photosynthese est un processus énergétique né il y a 3,5 milliards d’années. Il en existe deux
formes. La photosynthese anoxygénique fut la premiere a apparaitre chez une bactérie
photoautotrophe et concerne aujourd’hui majoritairement les bactéries dites pourpres
sulfureuses (bactéries photoautotrophes sulfo-oxydantes). La seconde forme est la
photosynthése oxygénique, qui concerne les végétaux supérieurs, les cyanobactéries, et les

algues eucaryotes (les macroalgues et les microalgues) [81].

La photosynthese oxygénique est une réaction d'oxydo-réduction, convertissant I'eau et le

dioxyde de carbone en dioxygene et en glucides via la formule suivante :
6C0, + 6H,0 — CgHy,04 + 60,

On y distingue deux groupes réactionnels comprenant les réactions dites « claires » et celles
dites « sombres ». Les réactions claires transforment I'H,O en O,, et consistent a capter les
photons intrants via le flux de lumiere, a transférer les électrons via les photosystemes, et a
déplacer les protons afin de produire des molécules de NADPH, et d'ATP. Ces molécules
permettent d'assimiler le carbone inorganique (CO,) et de le transformer en carbone organique
sous forme de glucides qui seront utilisés pour le métabolisme cellulaire des algues, ie. pour
la croissance. L'assimilation du carbone et la synthése de glucides sont les réactions sombres,
elles ont lieu dans le stroma du chloroplaste. Ces réactions sont représentées et explicitées a

I'aide du schéma ci-dessous (Figure 4), inspiré des travaux de Hall et Rao et ceux de Masojidek
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et al. [81,82]. Le détail des réactions claires et la description des cinq complexes du thylakoide

sont expliqués dans la section 2.2 de ce chapitre.

2 NADPH,

v v

Réactions claires Réactions sombres

2 H,0 3 ATP

+ enzymes

o,
+ enzymes

0, Glucides (CH20)n

Figure 4. Schéma simplifié des réactions claires et des réactions sombres de la
photosynthese.

2.1.2. Le role des pigments

Les pigments ont deux fonctions principales chez la cellule végétale, la photosynthese et la
photoprotection, on retrouve ainsi les pigments photosynthétiques et les pigments
photoprotecteurs. lls font partie de I'antenne collectrice du photosysteme et permettent de
capturer les photons afin de déclencher la chaine de transfert d'électrons. Ainsi, la nature et
l'intensité de la lumiére dans l'environnement des photoorganismes conditionnent la
régulation de ces pigments. Par exemple, en lumiére bleue-verte, soit les longueurs d'onde
d'absorption des pigments photosynthétiques, il y aura plus de caroténoides qu'en lumiére

blanche [83].

L'antenne collectrice comprend plusieurs familles de pigments comme les chlorophylles, les
caroténoides, les phycobiliprotéines, certains pigments étant spécifiques d'un taxon [84]. Ces
familles de pigments sont complémentaires non seulement dans la fonction photosynthétique
ou photoprotective, mais également dans la capacité a capter des photons a différentes
longueurs d'onde [85]. En fonction des lignées d'algues, les compositions pigmentaires sont

différentes et sont présentées ci-dessous [8].

On distingue ainsi trois grands groupes d'algues contenant des pigments discriminants :
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. Les Plantae (microalgues vertes)

Les pigments caractéristiques sont la chlorophylle b, la lutéine, la violaxanthine, la zéaxanthine,

I'astaxanthine et la néoxanthine.
. Les Eubacteria et Glaucophytes (cyanobactéries, algues bleu-vert)

Les pigments caractéristiques sont les myxoxanthophylles et les phycobiliprotéines. Les
Glaucophytes sont caractérisées par la zéaxanthine et la phycocyanine, qui leur donne une

couleur bleu-vert.
. Les Chromista (microalgues brun-doré et microalgues rouges)

Les microalgues rouges ont gardé leur phycobilisome « primitif » avec les phycobiliprotéines.
Les pigments caractéristiques des hétérokontes, et des haptophytes sont la chlorophylle ¢ la
fucoxanthine, la diadinoxanthine et la diatoxanthine. Certaines chromistes possedent de la
chlorophylle ¢ mais pas de fucoxanthine, c’est le cas des cryptophytes. Ces microalgues sont
rouges et leurs pigments caractéristiques sont lalloxanthine, la monadoxanthine, la

crocoxanthine et I'a-caroténe.

La Figure 5 identifie les pigments majeurs des cyanobactéries et des microalgues ainsi que leur

voie de biosynthése connue ou supposée.
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Figure 5. Schéma simplifié des voies de biosynthése des pigments des cyanobactéries et des
microalgues, issu de Mulders (2014) [2]. Les fleches pleines représentent des étapes de
conversion simples, les fleches en pointillés représentent des réactions groupées (basées sur
Falkowski et Raven (2007) [86] et Kanehisa Laboratories (2011) [87]), et les fleches en
pointillés représentent des voies hypothétiques (selon Beale (1999) [88], Lohr et Wilhelm
(1999, 2001) [89,90] et Wang et Chen (2008) [91]). Les fleches contenant un point
d'interrogation représentent des voies non résolues (en 2014). Les couleurs des pigments
sont indiquées comme décrit par Jeffrey et al. (1997) [92] et Lee (2008) [93]. Il est a noter
que le cycle de la violaxanthine est également appelé cycle de la xanthophylle.

On s'intéresse particulierement au role des pigments des algues brunes et brunes-dorées, dont

fait partie 7. lutea.
Réle des chlorophylles

Les algues rouges, brunes et dorées, dont les diatomées (bacilliarophytes) et les haptophytes,
possedent deux types de chlorophylles, la chlorophylle a (Chl &) et la chlorophylle ¢ (Chl ¢) [94].
A titre de comparaison, les végétaux supérieurs possédent la Chl a et la chlorophylle & (Chl 5).
La Chl a a pour réle de convertir I'énergie photochimique. La Chl ¢ est une chlorophylle dite
secondaire, généralement en proportion inférieure. La littérature reste cependant peu fournie
quant au réle spécifique de la Chl ¢ Une hypothese émise en 2001 fait état d'un rdle de
consolidateur du photosystéme pour les chlorophylles secondaires [95]. Le magnésium central
des Chl caurait tendance a former des liaisons de coordination plus fortes avec la protéine de

fixation des pigments correspondante dans I'antenne collectrice (cette protéine est nommée
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Chl g,c binding protein). Cette meilleure coordination permettrait d’améliorer la formation du
complexe de capture de lumiére et son importation vers le chloroplaste. Les Chl ¢ ont
également la capacité d'absorption de photons a des longueurs d'onde Iégérement décalées

de celles de la Chl a.
Role des caroténoides

Chez les microalgues, on retrouve un grand nombre de caroténoides différents, dont les 47
plus importants sont référencés par Jeffrey et al. [96]. lls complétent le rOle des chlorophylles
en capturant les photons et assurent la photoprotection des cellules lorsqu’elles sont soumises
a une intensité lumineuse élevée. Les caroténoides composent en effet, avec les chlorophylles,
I'antenne collectrice de lumiére des cellules. lls ont un double réle fondamental pour les
photoorganismes, ce sont les premiers récepteurs de lumiere au niveau de la membrane du
thylakoide. Les caroténoides transferent ['énergie lumineuse aux chlorophylles afin
d’'enclencher la chaine de transport d'électrons et produire de I'énergie chimique. Certains sont
donc des pigments dits photosynthétiques. D'autres caroténoides quant a eux permettent de
dissiper I'énergie en surplus sous forme de chaleur lorsque l'irradiation est trop importante
[97,98]. Certains caroténoides sont donc qualifiés de pigments photoprotecteurs. Chez les
algues Chromistes comme les diatomées et les haptophytes, le pigment caroténoide
majoritaire est la fucoxanthine. Sa fonction biologique chez les algues et chez les mammiferes
ainsi que sa biosynthese, sa biodisponibilité et tout ce qui a trait a sa production et son

extraction sont détaillés dans la section 3. « La fucoxanthine » de ce chapitre.
2.2. Le thylakoide et les réactions claires

Les réactions claires de la photosynthese ont lieu dans la membrane du thylakoide, ou I'énergie

lumineuse est captée puis transformée. Le thylakoide est formé de quatre complexes majeurs :

- L'antenne collectrice de lumiére
- Les centres réactionnels :
o Le photosysteme Il (PSII)
o Le photosysteme I (PSI)
- Les centres de transport d'électrons et de photophosphorylation
o Le cytochrome bg/f
o L'ATP synthase
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Les deux centres réactionnels des réactions claires, le PSIl et le PSI, permettent de créer une
chaine de transport d'électrons nécessaires aux réactions redox et a la formation des deux
molécules énergétiques NADPH, et ATP. Cette chaine est souvent illustrée sous forme de

« schéma en Z » grace aux travaux de Hill et Bendall de 1960 [99] (Figure 6).
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Figure 6. Schéma en Z, issu de Masojidek et al. [81], et adapté de Hill et Bendall [99].

2.2.1. L'antenne collectrice de lumiére et la FCP

L'antenne collectrice de lumiére, ou light-harvesting complex (LHC) dans la littérature, est la
premiere étape du processus de photosynthese. Sa fonction est de capturer des photons
lumineux et de transférer I'énergie lumineuse aux centres réactionnels PSIl et PSI. Ainsi,
I'antenne collectrice initie la chaine de transport d'électrons. Elle est composée des pigments
photosynthétiques, des pigments photoprotecteurs, et d'un complexe protéique sur lequel les
pigments se fixent. Il existe trois sortes d'antenne collectrice selon les groupes de
photoorganismes oxygéniques. Le LHCI et le LHCII sont spécifiques des algues vertes et des
plantes supérieures. Le phycobilisome, comprenant les phycobiliprotéines (pigments) et
I'Orange Carotenoid Protein (OCP), est spécifique des cyanobactéries. Enfin, I'antenne

collectrice spécifique des algues brunes et brunes-dorées (dont 7. /utea) est caractérisée par la
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Fx et la Fucoxanthin Chl ac binding Protein (FCP, Figure 7). Pour cette thése, nous nous

focalisons sur la description et I'analyse de la FCP et des pigments associés.

Une des premieres études sur la FCP remonte a 1977, dans laquelle J.T.O. Kirk déclarait « Nous
avons désormais montré qu'il est possible d'extraire un complexe de fucoxanthine a partir de
chloroplastes d'algues brunes sous une forme dans laquelle I'association moléculaire
(éventuellement un lien spécifique caroténoide-protéine) responsable de I'augmentation de
I'absorption entre 500 et 560 nm in vivo est toujours intacte. Il est maintenant possible

d'investiguer la nature de cette liaison » [100].

Chez les algues Chromistes, les FCP appartiennent a la superfamille des protéines LHC
transmembranaires, et sont actuellement bien décrites chez les diatomées dans la littérature
[101]. Les FCP fixent les pigments photosynthétiques tels que la Fx, les Chl a et c et la
diadinoxanthine, pouvant étre dé-époxydée en diatoxanthine pour la photoprotection
[94,102,103] (Figure 7). Ces pigments sont présentés de maniere détaillée dans la section 2.3
de ce chapitre. La conformation des FCP et des pigments associés confere aux Chromistes une
tres forte capacité d'absorption dans le spectre bleu-vert de la lumiére visible, qui sont les
rayonnements les plus disponibles dans la colonne d'eau [104,105]. Les études sur les
séquences protéiques composant les FCP ont caractérisé trois familles principales (Lhcf, Lhcr
et Lhcx) [106-108]. Chez les diatomées, il existe également deux autres familles dont la fonction
est inconnue a ce jour, les Lhcz et Lhcq, les Lhcq étant couramment retrouvés dans le PSI des
algues rouges [109,110]. Les Lhcf sont les protéines dominantes des FCPs, elles sont proches
du PSII PSII [111,112], tandis que les Lhcr sont proches du PSI [109,113]. Les Lhcf et Lhcr fixent
principalement les pigments photosynthétiques tels que la Fx et les Chl a et ¢ Enfin, les
protéines Lhcx jouent un role dans la photoprotection [114-117]. On suppose que les protéines
Lhcx fixent la Ddx et par conséquent la Dtx chez les diatomées (Beer et al, 2006; Zhu & Green,
2010; Lepetit et al, 2013). Les genes de la FCP codant pour les trois familles de protéines sont

appelés respectivement /hAct Ihcret lhex (c'est a dire les genes /hc).
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Figure 7. Schéma de I'antenne collectrice de lumiére chez les algues Chromistes dont T.
lutea, composée des pigments chlorophylles a et c (Chl a, Chl c), fucoxanthine (Fx),
diadinoxanthine (Ddx), diatoxanthine (Dtx), violaxanthine (Vx) et zéaxanthine (Zx) fixés a la
Fucoxanthin Chl a, ¢ binding Protein (FCP).

Les études sur la structure des FCPs et les genes /Ac ont été principalement menées sur des
diatomées, dont les mécanismes photosynthétiques et photoprotecteurs sont désormais bien
décrits [121,122]. Chez la diatomée centrique (a symétrie radiale) Chaetoceros gracilis, deux
supercomplexes FCP ont été caractérisés : le PSII-FCPII et le PSI-FCPI. Par des analyses de cryo-
microscopie électronique (cryo-EM), il a été constaté que les pigments ne se fixaient pas de la
méme facon sur le PSI-FCPI [109,113] et sur le PSII-FCPII FCPII [111,112]. Chez une autre
diatomée centrique, Cyclotella meneghiniana, deux supercomplexes ont également été
caractérisés, le FCPa et le FCPb. Le complexe FCPa, supposé associé au PSII, est un trimere,
contenant les protéines Lhcf et Lhcx, il est donc a la fois impliqué dans la photosynthese et
dans la photoprotection. Le complexe FCPb, supposé faiblement associé au PSI, est un
oligomere de plus de trois monomeres, et contient uniquement des Lhcf, il est donc
uniquement impliqué dans la photosynthese [118,123]. Chez I'espece modele Phaeodactylum
tricornutum, une diatomée pennée (a symétrie bilatérale), le complexe FCP est composé de 17
protéines Lhcf, 14 protéines Lhcr et 4 protéines Lhcx [101]. Dans une description approfondie
de I'antenne collectrice de P. tricornutum a I'aide d'une analyse cristallographique, 9 sites de
liaison des Chl a et ¢ ont été identifiés ainsi que 7 sites de liaison de la Fx, parmi les 17
sequences Lhcf [105]. Il a été démontré que les molécules de Chl g et de Fx étaient étroitement

liées (c'est-a-dire que chaque molécule Fx était proche d'une molécule de Chl g) [105]. Cette
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proximité spatiale permet un transfert et une dissipation efficaces de I'énergie entre les deux

pigments [124-127].

Contrairement aux diatomées, les FCP des haptophytes ont été peu décrites, a I'exception
d'Emiliania huxleyi; 'espece modeéle de ce phylum. Les FCP d'£. huxleyi sont composées de 66
protéines (codées par 75 genes) subdivisées en cinq groupes, Lhcf group1, Lhcf group2,
Lhcf(red), Lhcz-like, LI818-like [128,129]. Ces groupes ont été déterminés d'apres la
classification de la superfamille LHC de Koziol et al. en 2007 [130] et n'a pas été mis a jour
depuis. Dans Koziol et al., 2007 et de maniere générale, le groupe LI818/LI818-like est lié a la
photoprotection, le groupe Lhcr/Lhcc correspond au LHC des algues rouges et des
cryptomonades, le groupe Lhcf correspond aux FCP, et le groupe Lhcz n'a pas de fonction
spécifique connue [130]. Parce que les haptophytes sont des descendants directs de la lignée
des cryptomonades [131,132], le groupe Lhcf(red) d'£. huxleyi a été nommé d'apres le groupe
Lhcr/Lhcc.

2.2.2. Le photosysteme Il (PSII)

Durant le processus de photosynthése, le PSIl intervient en seconde position aprés la capture
des photons par les pigments de I'antenne collectrice. Il est également situé dans la membrane
des thylakoides des organismes photosynthétiques oxygéniques. C'est le premier centre
réactionnel par lequel circule les électrons induisant les réactions d’'oxydo-réduction. C'est un
complexe dit multimérique car il comprend également un complexe d'oxydation de l'eau

aboutissant a la formation d'O, [133] durant la réaction suivante :
2H,0 + 2 plastoquinones + 4H* & 0, + 2 plastoquinols + 4H*

Les plastoquinones sont des médiateurs transmembranaires de réactions redox [133,134]. Les
électrons transitent a travers les plastoquinones pour accéder aux différents centres
réactionnels du PSIl (comme le centre chlorophyllien Pggo par exemple). Les composants du PSII
peuvent étre classés en deux groupes, selon s'ils sont accepteurs ou donneurs d'électrons. Des
explications exhaustives de la chaine de transfert d'électrons dans le PSIl sont données par J.
McEvoy et G. Brudvig [133]. Chez les diatomées, il a été démontré trés tot que des mécanismes
encore inconnus a cette époque (1986) permettaient d'adapter le transfert de |'énergie
d'excitation de la lumiere incidente au PSIl selon les conditions d'intensité lumineuse [135].

Cette observation a permis de mieux comprendre la répartition écologique des diatomées dans
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des environnements dont la luminosité est tres différente [136,137]. Par la suite, il sera
démontré que l'antenne collectrice joue également un réle fondamental en régulant la

synthese de pigments.

2.2.3. Le cytochrome bg/f

Le cytochrome bg/f assure le transfert des électrons entre le PSIl et le PSI [138]. A l'aide d'une
plastoquinone, les électrons évoluent du PSII au cytochrome bg/f [134], puis du cytochrome au
PSI. Pendant les réactions claire, il génere également un gradient électrochimique

transmembranaire de protons conduisant a la synthése d’ATP [139].

2.2.4. Le photosysteme | (PSI)

Le photosystéme | est, comme le PSIl, un systeme multimérique intermembranaire. Il est le
cceur des réactions photochimiques qui induisent un potentiel redox et la synthese des
molécules de NADPH,. Ces derniéres, combinées a I'ATP généré par le gradient du cytochrome,
permettra de produire des glucides au cours des réactions sombres dans le stroma des
chloroplastes. Plus précisément, le PSI est chargé de transférer les électrons depuis le
cytochrome bg/f (cOté lumen du thylakoide) jusqu’a la ferrodoxine (c6té stroma du

chloroplaste) [140].
2.3. Les pigments caroténoides

2.3.1. La biosynthése des caroténoides

Les caroténoides regroupent la famille des caroténes et la famille des xanthophylles [141]. Leur
biosynthese, bien qu’elle ne soit pas encore totalement élucidée pour certains pigments, se

compose de cinq étapes principales connues [8] :

1- La génération d'isoprene actif.

L'isoprene actif est en réalité le nom donné a l'isopentenyl diphosphate (ID, Figure 8) et a son
isomere, le dimethylallyl diphosphate (DD) [8], précurseurs chimiques de nombreuses réactions
menant a la production de caroténoides mais également de stérols et terpénoides. Une unité
d'isoprene actif peut étre synthétisée chez les plantes et les algues par deux voies différentes.
La voie du mévalonate, a partir de I'acide mévalonique, est une voie cytosolique [142], tandis
que la voie alternative du méthylérythritol phosphate se déroule dans le plaste des cellules
[143].
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Figure 8. Molécule d'isopentenyl diphosphate

2- La formation du premier caroténoide, le phytoene
Le phytoéne se forme par condensation de huit unités d'isoprene actif. Dans un premier temps,
une molécule de DD et trois molécules d'ID se condensent pour former une molécule de
géranylgéranyl diphosphate (GGPP) [144]. Puis, deux molécules de GGPP se condensent pour

former le phytoene (Figure 9).

A~ Ay

Figure 9. Molécule de phytoéene, premier caroténoide

3- La formation du lycopéne

Le lycopene est un carotéene que l'on retrouve chez certains légumes et certains fruits de
couleur rose a rouge. Il est considéré comme un anti-oxydant puissant [145]. Il est formé par
plusieurs réactions séquentielles de désaturation et d'isomérisation a partir du phytoene

(Figure 10) [8].
S S S N N N N e e e -

Figure 10. Molécule de lycopéne

4- La cyclisation des extrémités du lycopéne
Cette étape permet de scinder les carotenes en deux branches, les a-caroténes et les B-

caroténes, suivant la position des doubles liaisons formées par la cyclisation (Figure 11) [8].
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Figure 11. Molécule d'a-caroténe (A) et de B-caroténe (B)

5- Formation de la famille des xanthophylles
Les xanthophylles sont des dérivés des caroténes, formés par introduction d'une molécule
d'oxygéne sur les caroténes. Les extrémités cyclisées se parent alors d'un groupement

hydroxyde (Figure 12).

Figure 12. Exemple d’une molécule de zéaxanthine, de la famille des xanthophylles

Chez les Chromistes (dont 7. /utea), les xanthophylles sont: la fucoxanthine (Fx), la
diadinoxanthine (Ddx), la diatoxanthine (Dtx), la violaxanthine (Vx), I'anthéraxanthine (Ax), la
zéaxanthine (Zx). Chez d'autres phylums, on retrouve, a la place ou également, I'astaxanthine,

la siphonoxanthine, la lutéine, etc.

La biosynthese précise de certains xanthophylles comme la Ddx et surtout la Fx, reste
actuellement partiellement inconnue chez les diatomées et les haptophytes [138]. Les
connaissances actuelles sur la biosynthese de la Fx sont décrites dans la section 3 de ce

chapitre.
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2.3.2. Les cycles des xanthophylles

Dans la littérature, les « cycles des xanthophylles » se réferent a deux cycles de pigments
considérés comme photoprotecteurs chez la plupart des algues eucaryotes et des plantes

supérieures [8,146] :

e Le cycle Ddx-Dtx est spécifique des microalgues diatomées et haptophytes [94].
e Le cycle Vx-Zx avec le pigment intermédiaire Ax, est spécifique des plantes supérieures

et peut également étre retrouvé chez les diatomées et haptophytes.

Ces pigments dérivés des carotenes ont deux roles essentiels dans le photosysteme. En tant
gue pigments photosynthétiques secondaires, la Vx et la Ddx peuvent capturer la lumiere en
transférant aux chlorophylles I'énergie lumineuse qu'ils absorbent. En revanche, lorsque la
lumiere est en exces, la Zx et la Dtx assurent a l'inverse un role photoprotecteur en dissipant
I'excitation excessive des chlorophylles [147,148]. C'est un des mécanismes du non-
photochemical quenching (NPQ) décrit plus précisément dans la section suivante (2.4). Afin
d'assurer I'équilibre entre la photosynthése et la photoprotection, les pigments des cycles
xanthophylles sont soumis a des réactions réversibles d'époxydation et de dé-époxydation. Ces
réactions ont été découvertes en 1962 par Yamamoto et al. [149] et sont effectuées par des
enzymes époxydases et dé-époxydases. Une époxydation est une oxydation introduisant un
oxygéne sur une liaison simple carbone-carbone (Figure 13). Une dé-époxydation rétablit la

liaison simple carbone-carbone en retirant I'oxygéne.

o}
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Figure 13. Formule générale d'un époxyde

Dans le cycle Vx-Zx, la Vx est un pigment photosynthétique secondaire qui va capturer la
lumiére. En cas d'excés de lumiére, la Vx se dé-époxyde en Zx (Figure 14). L'/Ax est un pigment
intermédiaire et temporaire entre la Vx et la Zx, il est difficile de le quantifier car les réactions
sont rapides. Dans le cycle Ddx-Dtx, la Ddx est le pigment photosynthétique secondaire et peut
se dé-époxyder en Dtx qui est le pigment photoprotecteur (Figure 14) [150]. Les especes de
microalgues présentent généralement un des deux cycles mais certaines especes possedent

les deux, avec un cycle majoritaire [89].

56



Faible lumiére

Diadinoxanthine Violaxanthine

A N

Anthéraxanthine

F N

Diatoxanthine Zéaxanthine
Forte lumiere

Dé-époxydation
===p Epoxydation

Figure 14. Schéma des deux cycles des xanthophylles Ddx-Dtx et Vx-Zx : la diadinoxanthine
se dé-époxyde en diatoxanthine et la violaxanthine se dé-époxyde en zéaxanthine avec le
pigment intermédiaire anthéraxanthine.

Les deux cycles xanthophylles sont dépendants des variations de pH dans le lumen du
thylakoide. Quand le pH diminue, la dé-époxydation de la Vx en Zx et/ou de la Ddx en Dtx est
activée. Dans la littérature scientifique, ces réactions sont largement étudiées chez les plantes
supérieures [151]. Elles le sont cependant moins chez les algues. On retrouve une étude
détaillée des cycles xanthophylles chez une algue verte [152], et de nombreuses études chez
les diatomées, qui peuvent parfois étre considérées comme les microalgues représentant le
mieux le cycle des xanthophylles et la stratégie du NPQ [153]. La similariteé entre le cycle chez

les plantes et celui chez les algues est d'ores-et-déja prouvé [89,154-156].
2.4. Le Non Photochemical Quenching (NPQ)

La croissance du phytoplancton dans la zone photique dépend a la fois de facteurs chimiques
et de facteurs physiques [138,151]. Selon les conditions de luminosité et de courants de masses
d'eau, le phytoplancton doit donc étre capable de rapidement s'adapter aux changements

d'irradiance [157,158].

En tant que producteur majeur de biomasse dans |'écosysteme marin [159], le role écologique
du phytoplancton est essentiel. Dans I'environnement, il existe des risques de photoinhibition
dynamique ou chronique notamment par les UV-B [160,161], pouvant entrainer la formation
d’'espéces réactives oxygénées (ROS), soit les radicaux libres d'oxygene [162]. Pour y faire face,

les photoorganismes mettent en place des stratégies physiologiques consistant a trouver un
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équilibre permanent entre la capture de la lumiére et la protection contre I'exces de lumiere
[163]. Il existe les mécanismes de résistance comme la migration verticale dans la zone
photique pour échapper aux radiations UV-B, la réparation de 'ADN endommagé, la réduction
de la taille de I'antenne collectrice de photons [164]. Puis, il existe les mécanismes de dissipation
de I'exces d'énergie lumineuse sous forme de chaleur et par I'extinction de la fluorescence des
chlorophylles. Ces mécanismes seront particulierement étudiés au cours de cette these et sont

décrits dans cette section.

Lorsque les pigments photosynthétiques comme la Fx et les chlorophylles recoivent un photon
lumineusy, ils passent d'un état dit fondamental a un état dit excité. Ces états d'excitations,
instables, sont la premiére étape de la chaine de transfert d'électrons. En cherchant a redevenir
stable, c'est-a-dire a revenir a leur état fondamental, les pigments vont transférer les électrons
issus de leur état d'excitation: on dit qu'ils transferent leur énergie d'activation. Chez les
Chromistes, la Fx étant le premier pigment collecteur de photons [165], elle transfert son
énergie d'activation a sa chlorophylle adjacente, une Chl a. Il n'a pas encore été montré que le
transfert d'énergie de la fucoxanthine pouvait se faire vers la Chl ¢ [127]. Soit il n'y a pas de

transfert d’énergie vers la Chl ¢ soit ce transfert est trop rapide pour étre détectable.

La Chl a passe a un état excité singulet ('Chla*), fluoresce, et cherche a revenir a son état
fondamental de deux manieres possibles (Figure 15). Soit cette énergie d’excitation est utilisée
pour faire de la photochimie, c’'est a dire pour la photosynthese et la croissance, c'est le
photochemical quenching, soit elle est dissipée sous forme de chaleur, c'est le non
photochemical quenching (NPQ) [166]. Lorsque I'énergie absorbée par la cellule dépasse sa
capacité a l'utiliser (photosynthése ou croissance saturée) [167], elle est alors dissipée par les
mécanismes du NPQ. Lorsque la photochimie et le NPQ sont saturés, |'état d'excitation singulet
de la chlorophylle ('Chla*) passe alors a un état d'excitation triplet (*Chla*), qui va transférer
cette énergie a une molécule basale de dioxygene (O,) et former un radical libre de dioxygene
('O,*), un ROS, dans les centres réactionnels PSI et PSII [168]. Ce radical est trés réactif et donc

dangereux pour la cellule.
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Figure 15. Schéma décrivant le passage des états excités a I'état fondamental de la Chl a
[169]

Bien que ce ne soit pas le cas de tous les mécanismes du NPQ [166], le NPQ est souvent
caractérisé par la dissipation de |'énergie lumineuse en exces sous forme de chaleur dans la
littérature. Le mécanisme principal du NPQ est appelé qE pour energy-dependent quenching,
et caractérise les changements conformationnels de I'antenne collectrice de lumiére
permettant d'ajouter la fonction de dissipation a la fonction d'absorption de I'énergie
lumineuse. Chez les diatomées, le qE est contrdlé par (i) la mise en place d'un gradient de
protons au niveau de la membrane des thylakoides ; (ii) le cycle des xanthophylles avec la
conversion de la Ddx en Dtx, dépendant du gradient de protons; (iii) les protéines Lhcx

spécifiques a la FCP au sein de I'antenne collectrice de lumiére [114,170-172].
3. La fucoxanthine

Cette section a été valorisée dans l'article « Fucoxanthin from Algae to Human, an Extraordinary
Bioresource: Insights and Advances in up and Downstream Processes. », publié dans le journal
Marine Drugs en mars 2022 [173]. La sous-section « 3.3 Biosynthése chez les algues » a été
complétée, apres publication de I'article, par I'étude de Bai et al. parue en septembre 2022

[174].

59



3.1. Présentation de la molécule

La Fx est le caroténoide majeur des écosystéemes marins, représentant 10 % de la production
totale de caroténoides [175,176]. Ce pigment jaune-orangé produit par les algues Chromistes
masque la couleur des chlorophylles et leur donne leur couleur brune caractéristique. Il a été
démontré que la Fx est responsable de la capacité des diatomées a absorber les photons dans
une large gamme spectrale le long de la colonne d'eau, notamment en profondeur ou seule la
lumiere bleue est disponible [105]. La lumiere rouge, absorbée par les chlorophylles, n'est en
effet disponible que jusqu'a maximum 10 m metres sous la surface. Par conséquent,
parallelement a I'absorption de lumiere par les chlorophylles, la Fx augmente I'efficacité de

I'utilisation de différentes longueurs d'onde lumineuses pour la fixation du carbone.

Sa structure moléculaire, entierement décrite en 1990 [177] (Figure 16), contient une liaison
allénique (un atome de carbone est relié a deux autres atomes de carbone par deux doubles
liaisons). Cette particularité est probablement a |'origine de ses nombreuses propriétés anti-
cancéreuses, anti-diabétiques, anti-obésité, des propriétés anti-inflammatoires, anti-
angiogéniques, antipaludiques et de plusieurs effets protecteurs [178-183]. La Fx est donc
hautement valorisable pour l'industrie alimentaire ou elle est considérée comme un
nutraceutique, et l'industrie de la santé. La demande mondiale en Fx a par ailleurs

considérablement augmenté ces derniéres années.

Figure 16. Structure chimique de la molécule de fucoxanthine.

Comme les autres caroténoides, la Fx est hautement insaturée, sa structure moléculaire est
donc instable et tres réactive. La molécule de Fx est sensible a |'oxydation, provoquée soit par
I'oxygene, soit par d'autres molécules pro-oxydantes voisines. Parfois, le phénomeéne
d'oxydation est renforcé par I'isomérisation de la molécule [184], par |'élévation de la
température ou de l'intensité de la lumiére [185-187]. La Fx possede quatre isomeres, la Fx al/-

trans, qui est l'isomere majeur dans I'environnement naturel, la Fx 9'-cis, la Fx 73-cis et la Fx
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13"-cis (Figure 17). Comme cela a été prouvé pour le B-caroténe [188], les propriétés anti-
oxydantes des isomeres cis et trans de la Fx sont différentes. En augmentant la température, la
Fx all-trans se transforme en isomeére cis et perd 21 % de son potentiel anti-oxydant (mesuré
avec le test DDPH) [189]. Ce résultat a été contrebalancé par une étude ultérieure montrant
que la différence entre le potentiel anti-oxydant des quatre isoméres de la Fx n'était pas
significative [190]. Au contraire, il a été démontré que les formes cis de Fx chez la macroalgue
Undaria pinnatifida avaient de meilleurs effets anti-prolifératifs contre les cellules cancéreuses
HL-60, contre les cellules leucémiques et les cellules Caco-2 (cancer du colon) [191].
Cependant, les formes cis étant plus encombrées stériquement, leur biodisponibilité dans le

corps humain est plus faible que les formes trans.

Figure 17. Quatre isomeres de la fucoxanthine, all-trans fucoxanthin, 9'-cis fucoxanthin, 13-
cis fucoxanthin, 13"-cis fucoxanthin.

3.2. Fonction biologique

3.2.1. Chez les algues

Comme expliqué précédemment, La Fx se situe dans l'antenne collectrice de lumiere du
thylakoide [165], se fixe a la FCP [192,193], et absorbe la lumiere bleue-verte entre 390 et
580nm [165]. C'est un pigment photosynthétique qui, avec les chlorophylles, capture les
photons incidents [192,194].
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Les molécules de Fx ont été classées pour la premiere fois en 2009 en trois catégories, selon
leurs capacités d'absorption de photons, avec I'étude de la diatomée Cyclotella meneghiniana,
[165]. Les « Fx-bleues » sont des molécules de Fx absorbant les photons dits a haute énergie,
soit strictement dans la gamme bleue du spectre de la lumiere visible (A max = 463 nm). Les
« Fx-vertes » sont des molécules de Fx absorbant des photons dits a énergie intermédiaire, soit
dans une gamme plus large de la lumiére bleue-verte (A max = 492 nm). Enfin, les « Fx-rouges »
sont des molécules de Fx absorbant des photons dits a faible énergie soit dans une gamme de
lumiere bleue-verte encore plus large et décalée vers le rouge (A max = 500-550 nm). Ce
décalage particulier de I'absorption de la lumiere, conditionné par les conditions de croissance
des algues, explique la capacité de la Fx a capturer des photons sur un large spectre lumineux
[105]. Bien que ces trois types de molécules de Fx aient exactement la méme structure
moléculaire (il n'y a qu'une seule molécule de Fx), leur niveau énergétique et leur capacité
d'absorption sont intrinsequement liés a leur site de liaison sur la FCP. Cela a été démontré par
cristallographie chez la diatomée P. tricornutum, qui possede sept molécules de Fx toutes
positionnées differemment lorsqu'elles sont fixées sur la FCP [105]. Parmi celles-ci, deux sont

qualifiées de Fx-bleues, deux de Fx-vertes et trois de Fx-rouges [127,165,195-197].

Le transfert d'énergie des molécules de Fx vers la Chl a a été particulierement étudié [165].
Comme la péridinine, un caroténoide spécifique de certaines microalgues dinoflagellés [198],
la voie la plus efficace pour le transfert d'energie lumineuse de la Fx vers la Chl a commence
par |'état excité S1/ICT de la molécule de Fx [196]. Cet état est un couplage du singulet de Fx
(état excité appelé S1) et du phénomeéne de transfert de charge intramoléculaire (ICT). Par
rapport a leur configuration spatiale sur la FCP, les Fx-rouges sont des molécules de faible
énergie et donc les plus disposées a atteindre I'état excité S1/ICT [165]. Cela donne aux Fx-
rouges la capacité d'étre particulierement efficaces dans le transfert de I'énergie lumineuse
incidente, par rapport aux Fx-bleues et aux Fx-vertes. Ainsi, les Fx-rouges sont capables de
capturer des photons a des intensités lumineuses plus élevées, empéchant alors que I'énergie

lumineuse soit en excés dans la cellule, ce qui pourrait générer des ROS nocifs.

La Fx peut donc étre considérée, en quelque sorte, comme un pigment photoprotecteur bien
gue ce ne soit pas sa fonction principale contrairement a la Dtx. Plus précisément, il a été
montré que certaines molécules de Fx étaient impliquées dans I'extinction de la fluorescence

du triplet de la Chl g 3Chla* [199]. Ces molécules sont les Fx-rouges, qui transférent
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efficacement I'énergie de leur état singulet S1/ICT au Chla*. Des mesures d'extinction de la
3Chla* ont prouvé que la Fx jouait définitivement un réle dans la photoprotection. Pour
corroborer ce résultat, une autre étude sur la diatomée Chaetoceros gracilis a supposé que la
capture des photons représentait environ 60 % de I'activité de la FCP tandis que I'extinction de
la Chl a en représentait environ 30 %, en condition de faible luminosité [125]. La condition de
faible luminosité éliminait la possibilité que cette extinction de fluorescence soit due au cycle
photoprotecteur Ddx-Dtx, activé uniquement dans des conditions de forte luminosité [200]. De
plus, aucune trace de Dtx n'a été trouvée dans les cellules [125]. Ce résultat a soutenu la
possibilité d'un autre type d'extinction, par la Fx qui était auparavant uniquement considérée
comme un pigment photosynthétique. Ce rdle photoprotecteur de la Fx pourrait étre
complémentaire au cycle Ddx-Dtx, qui n'est pas continuellement activé dans les thylakoides.
Enfin, une étude cristallographique a confirmé la présence de plusieurs molécules de Fx
distinctement positionnées (c'est-a-dire distinctement fixées) sur la FCP, chacune étant tres
proche d'au moins une Chl g, justifiant le transfert d'énergie rapide entre ces deux pigments

[105].
3.2.2. Chez I'humain

De nombreuses revues de la littérature scientifique ont décrit les propriétés de la Fx dans le
domaine de la santé humaine [80,178,201-204] et des cosmétiques [179,205,206]. Le Tableau
1 présente les récentes études des propriétés fonctionnelles de la Fx entre 2020 et 2021. Les
études sur l'inhibition de différents cancers font partie des principales recherches sur la Fx, ce
sont les études avec le plus d'occurrences dans la littérature [207]. Cependant, Terasaki et al.
ont montré que le fucoxanthinol, connu pour étre le véritable métabolite actif de la Fx [208],
accélérait la croissance des cellules cancéreuses pancréatiques humaines en régulant a la
hausse I'expression de génes clés [209]. Ces résultats sont a I'opposé de ce que la méme équipe
de recherche avait précédemment étudié dans des cellules cancéreuses pancréatiques de
souris et de hamster, c'est a dire que le fucoxanthinol induisait I'apoptose dans les cellules

cancéreuses [210,211].

Une autre activité biologique de la Fx repose sur ses effets anti-inflammatoires sur les cellules
épithéliales, les macrophages, les adipocytes, les cellules hépatiques, les cellules pulmonaires,
les fibroblastes, etc. Une étude a montré qu'un extrait méthanolique de T7isochrysis lutea,

contenant de la Fx, avait un effet anti-inflammatoire plus élevé qu'un extrait pur de Fx avec la
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méme concentration de pigment [212]. En effet, 7. lutea, comme /sochrysis galbana qui est une
souche proche, posséde plusieurs autres composés phénoliques qui peuvent avoir des
propriétés anti-inflammatoires [213]. D'autre part, certaines études ont démontré que la Fx
pouvait avoir des effets toxiques sur les cellules humaines. Il a été démontré que la Fx réduisait
la viabilité des cellules PC-12 (cellules neuronales) si elle était présente en concentration
supérieure a 5 uM. Egalement, la Fx réduirait de 40 % la viabilité des lymphocytes humains en
24 heures a une concentration de 10 uM et serait toxique pour les kératinocytes a une

concentration de 40 uM en 16 heures [214-216].

Tableau 1. Activités biologiques de la fucoxanthine - études de 2020-2021. La notation "p
signifie que la fucoxanthine a été achetée et non directement purifiée a partir de biomasse

d’'algues.
Propriété Source de fucoxanthine Cellules/maladies ciblées Référence
Anti-cancéreuse p Cellules cancéreuses pancréatiques de souris [210]
p Cellules cancéreuses pancréatiques de hamster ~ [211]
p Cellules cancéreuses colorectales de souris [217,218]
p Cellules cancéreuses colorectales humaines [219,220]
p Cellules cancéreuses squameuses orales (KB) [221]
p Cellules de gliobastome humain (U87MGQG) [222]
Laminaria japonica Cellules cancéreuses pulmonaires humaines [223]
p Cellules cancéreuses pulmonaires et cervicales [224]
humaines
p Cellules de carcinome du nasopharynx [225]
Anti-inflammatoire p Cellules épithéliales trachéales de souris [226]
p Stéatose hépatique non alcoolique [227,228]
Sargassum fusiformis Inflammation induite par les matieres particulaires [229]
Tisochrysis lutea, brown  Macrophages RAW264.7 stimulés par les [212,230,231]
seaweeds lipopolysaccharides (LPS)
p Réponse neuro-inflammatoire dans la maladie de [232]
Parkinson
p Inflammation aigué des lésions pulmonaires [233]
Cylindrotheca closterium Immunocytes, entérocytes, cellules souches [234]

mésenchymateuses
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Phaeodactylum Cytokines pro-inflammatoires [235]
tricornutum
p Inflammation de [l'uvéite induite par les [236]
lipopolysaccharides PAMP
Anti-obesité p Résistance a I'insuline des souris obéses [237]
Sargassum sifiquosum Obésité induite par I'alimentation chez le rat [238]
p Microbiote intestinal chez des souris nourries avec [239]
un régime riche en graisses
Plocamium telfairiae Souris nourries avec un régime riche en graisses  [240]
Anti-diabéete Sargassum angustifolium  Souris avec diabéte de type 2 induit par la [241]
streptozotocine-nicotinamide
Effets protecteurs p Atrophie des myotubes induite par la [242]
dexaméthasone
p Troubles neurodégénératifs [243]
p Neurotoxicité induite par la 6-hydroxydopamine  [244]
Sargassum honeri Neurotoxicité induite par la méthamphétamine [245]
p Stress oxydatif élevé induit par le glucose [246]
p Souris irradiées [247]
p Calcification des cellules interstitielles des valves [248]
cardiaques
p Dégénérescence maculaire et sénescence des [249]
cellules épithéliales pigmentaires rétiniennes
p Symptomes de la dermatite atopique [250]
p Sénescence cellulaire des fibroblastes [251]
p Lésion d'ischémie-reperfusion dans le rein [252]
p Cellules rétiniennes de Miller induites par [253]
irradiation UV-B
Anti-oxydant Revue de méta-analyse sur 20 ans [254]
Anti-microbien Thalassiosira sp., Bactéries pathogenes (Staphylococcus aureus, [255]
Chaetoceroes sp. Escherichia coli)
p 20  especes bactériennes  (Streptococcus [256]
agalactiae, Staphylococcus epidermidis...)
p Revue [257]
Anti-Alzheimer Sargassum horneri Neurotoxicité induite par les oligomeres A8 [258]
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Anti- p MAP kinase, signal Nrf2 [259]
osteoclastogénése

Anti-urolithiatique p Calcul rénal induit par I'éthylene glycol chez le rat [260]

Anti-fibrogénique p Cellules étoilées du foie [261]

3.3. Biosynthese chez les algues

Comme évoqué précédemment, les voies de la caroténogénese ne sont actuellement pas
entierement caractérisées chez les algues. Certaines ont été identifiées par rapport a leur
similitude avec celles des plantes terrestres et par rapport a la structure chimique des
caroténoides [5]. Jusqu'en septembre 2022, la biosynthése précise de la Fx était relativement
inconnue (Figure 18). Des études avaient relié la Violaxanthine De-Epoxidase (VDE) a la
régulation de la production de Fx. Kwon et al. avaient montré une corrélation entre la synthese
plus élevée de Fx et une augmentation de I'expression du géne de la VDE et du géne ISPD chez
P. tricornutum [262]. Ces deux genes seraient des genes critiques pour la régulation de la
biosynthese de la Fx chez P. tricornutum d'apres leurs résultats. Le gene de la VDE est
susceptible de faire partie de la régulation en amont de la Fx, car il est connu pour jouer un
rOle dans la dé-époxydation de la Vx en Ax puis en Zx [5]. De plus, une enzyme participant a la
biosynthese de la Fx avait été caractérisée par Gaidarenko et al. chez la diatomée Thalassiosira
pseudonana, codée par le géne violaxanthine de-epoxydase like (VDEL) [263]. Lorsque le gene
était régulé positivement, la teneur en Fx augmentait et les pigments du cycle de
photoprotection tels que la Ddx et la Dtx diminuaient. Selon cette étude, et parce que le géne
VDEL est présent chez cing autres especes de diatomées (Thalassiosira oceanica, Cyclotella
cryptica, P. tricornutum, Fragilariopsis cylindrus, Pseudo-nitzschia multi-series), sa fonction

supposée pourrait étre similaire chez les diatomées de maniére générale.

Sur la base de I'hypothése de Lohr et Wilhem en 2001, arguant que la Vx était un précurseur
de la Ddx, de Dtx et de la Fx [90], il est probable que I'enzyme VDEL n'influence pas seulement
la teneur en Vx mais aussi la teneur en Ddx, Dtx et Fx, renforgant les résultats et I'hypothese de
Gaidarenko et al. De plus, une autre équipe de recherche avait confirmé que I'enzyme VDEL
était responsable de la réaction centrale de conversion de la Vx en néoxanthine (Nx) chez les
algues Chromistes [264]. L'équipe avait également supposé que la Ddx était un intermédiaire

entre la Nx et la Fx, contrairement a une autre étude supposant que la Fx était synthétisée
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directement a partir de Nx [204]. Dans ce dernier cas cependant, aucune enzyme n'a été
identifiée a ce jour. L'enzyme VDEL pourrait, dans les deux hypotheses, réguler indirectement
la production de Fx (Figure 18). Cependant, chez 7. /utea I'une des especes les plus
intéressantes pour la production de Fx, aucune trace de Nx n'a été observée jusqu'a présent
[79,265]. Cela suggere deux possibilités, soit que la Nx représente un intermédiaire temporaire
dans la voie de biosynthese, dont la transformation est si rapide qu’on ne peut réussir a en
détecter la moindre, soit que la Nx ne peut étre considérée comme un précurseur de la Fx chez

toutes les espéces du groupe des Chromistes.

Carotenogenesis

v

Violaxanthin

h 4

Neoxanthin - > Fucoxanthin

(putative intermediate)

Figure 18. Voie de biosynthése hypothétique de la fucoxanthine. Orange : génes impliqués
dans la biosyntheése.

Les travaux de Bai et al. publiés en septembre 2022 révolutionnent cependant notre
connaissance de la voie de biosynthése de la Fx, révélant que le métabolisme de la
diadinoxanthine est le carrefour central de la régulation qui relie le cycle photoprotecteur Ddx-
Dtx a la synthese de Fx chez P. tricornutum [174]. lls montrent que la Ddx est un précurseur
majeur de la Fx, I'enzyme VDL2 de P. tricornutum permettant la synthése d'allénoxanthine (nom
trivial et original proposé dans |'étude) a partir de Ddx (Figure 19). Ensuite, |'allénoxanthine est
acétylée (par une enzyme encore inconnue), il en résulte la formation d'haptoxanthine (Figure
19). L'haptoxanthine est ensuite époxydée par I'enzyme ZEP1 (zéaxanthine-époxydase) en

phanéroxanthine (nom trivial et original proposé dans I'étude), (Figure 19). Enfin, Bai et al.
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proposent deux étapes finales hypothétiques conduisant a la synthese de Fx, qui resteront a

démontrer cependant.
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Figure 19. Proposition de la voie de biosynthese de la fucoxanthine chez les algues. Les
enzymes spécifiques des algues contenant de la diadinoxanthine sont indiquées en marron,
tandis que les enzymes spécifiques des algues contenant de la violaxanthine sont indiquées
en kaki. « ? » indique les étapes pour lesquelles aucune enzyme n’a été identifiée jusqu’ici.
Les intermédiaires écrits en vert s’accumulent dans les mutants de Phaeodactylum
tricornutum dépourvus de I'enzyme VDL2 ou ZEP1. Les fleches rouges en pointillés indiquent
une activité enzymatique catalysée par la lumiere tandis que les fleches bleues en pointillés
indiquent les réactions inverses catalysées en faible lumiere. [174]

Une autre étude a également mis en évidence le role de la voie de biosynthese du MEP (voie
du meéthylérythritol phosphate) dans I'accumulation de Fx chez P. tricornutum [266]. Une
équipe de recherche a montré que les génes CMK et CMS, impliqués dans la voie de

biosynthese MEP, augmentaient la teneur en Fx chez P. tricornutum. Ces genes permettraient
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en effet d'augmenter I'efficacité photosynthétique des cellules et de rediriger les précurseurs
metaboliques de la voie lipogénique vers la biosynthese de Fx [266]. Ainsi, la voie MEP ne serait
pas directement impliquée dans la biosynthese de la Fx mais elle permettrait une plus grande

accumulation de ce pigment chez P. tricornutum.
3.4. Biodisponibilité chez I'humain

Il'y a deux décennies, le devenir des produits de dégradation des caroténoides dans le corps
humain était encore inconnu [267]. Puis, les effets bénéfiques de certains métabolites de
caroténoides ont été démontrés, ce qui a motivé les recherches sur ce sujet. C'est par exemple
le cas de la Fx, qui est ingérée principalement lors de la consommation alimentaire de
macroalgues telles que les algues brunes du genre Undaria et Laminaria au Japon. Les
chercheurs ont compris que I'intérét de la Fx résidait avant tout dans sa biodisponibilité (c'est
a dire la mesure du taux et de la vitesse d'absorption de la Fx par les cellules) et dans sa
metabolisation. Chez les mammiferes, la Fx est d'abord métabolisée en fucoxanthinol, puis en

amarouciaxanthine A [268].

Plus précisément, une fois ingérée, la Fx est hydrolysée en fucoxanthinol dans le tractus
intestinal. Ensuite, le fucoxanthinol est absorbé par les cellules intestinales et transporté vers
les vaisseaux sanguins. Chez les mammiferes, la biodisponibilité de la Fx repose donc en grande
partie sur celle du fucoxanthinol [208]. Une étude a découvert que dans certaines cellules
hepatiques murines, le fucoxanthinol était ensuite métabolisé en une autre molécule,
I'amarouciaxanthine A. Cette observation ensuite été montrée a plus grande échelle, prouvant
par ailleurs que le fucoxanthinol et I'amarouciaxanthine A étaient détectés dans de nombreux
tissus (plasma, érythrocytes, foie, reins, cceur, rate pour le fucoxanthinol et tissu adipeux pour
I'amarouciaxanthine A). En paralléle, la Fx n'a été observée qu'a I'état de traces, signifiant

simplement qu'une infime partie n'avait pas été métabolisée [269,270].
3.5. La production de fucoxanthine par les algues

3.5.1. Les meilleures espéces productrices

De nombreuses especes d'algues sont connues pour leur teneur en Fx, et notamment les
macroalgues brunes qui représentent la production commerciale actuelle [271]. Les

macroalgues produisent de la Fx en quantité variable selon les especes et selon leur
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métabolisme. La teneur peut varier de 0,02 a 4,96 mg.g™' dans des échantillons frais (c'est a
dire non lyophilisés) de différentes especes d'algues (le maximum ayant été atteint pour
l'espéce Undaria pinnatifida) et de 0,01 a 2,08 mg.g™' dans des échantillons secs (lyophilisés)
[80]. La concentration en Fx chez les macroalgues est donc relativement faible et insuffisante
pour répondre a la demande mondiale de ce composé nutraceutique actuellement tres
recherché. Les microalgues, d'autre part, se révelent étre une excellente source de Fx car leur
teneur en Fx est élevée et leur culture facilitée par leur croissance rapide. Les diatomées et les
haptophytes sont actuellement les microalgues les plus prometteuses pour la production
commerciale de Fx [271]. Par exemple, la teneur en Fx peut atteindre 59,2 mg.g™' dans des
échantillons secs de la diatomée P. tricornutum [57] et 79,40 mg.g™' dans des échantillons secs
de I'haptophyte 7. /utea [272] provenant d'une culture discontinue et dans des conditions
optimales de production. Les diatomées accumulent de grandes quantités de Fx et ont déja
été largement étudiées et exploitées pour sa production. P. tricornutum et Odontella aurita,
ainsi que I'haptophyte 7. lutea, ont ainsi été identifiées comme les meilleures productrices de
Fx d'apres la littérature [80]. Le Tableau 2 répertorie les études entre 2020 et 2022 relatives a
la production de Fx chez différentes espéces de microalgues.

Tableau 2. Contenu et productivité en Fx par différentes espéces de microalgues a partir

d’'échantillons secs ou frais - études de 2020-2022. La notation "-" signifie que les données
n'étaient pas disponibles.

Contenu en Fx Productivité en Fx

Espéce Condition Référence
(mg-g~"' en poids sec)  (mg-L jour™)
Tisochrysis lutea Haptophyte 16.05 13.75 Sec [273]
Tisochrysis lutea Haptophyte 6.66 1.82 Sec [274]
Tisochrysis lutea Haptophyte 10.01 9.81 Sec [275]
Tisochrysis lutea Haptophyte 13.09 - Sec [276]
Tisochrysis lutea Haptophyte 16.30 277 Sec [277]
Tisochrysis lutea Haptophyte 17.80 1.14 Sec [278]
Tisochrysis lutea Haptophyte 79.40 - Sec [272]
Tisochrysis lutea Haptophyte 5.40 - Sec [279]
Pavlova lutheri Haptophyte 20.86 4.88 Sec [280]
Isochrysis zhangjiangensis Haptophyte 22.6 3.06 Sec [281]
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Phaeodactylum tricornutum Diatomée 13.30 1.41 Sec [278]
Phaeodactylum tricornutum Diatomée 7.00 - Sec [279]
Phaeodactylum tricornutum Diatomée 13.00 8.22 Sec [282]
Phaeodactylum tricornutum Diatomée 16.30 - Sec [283]
Phaeodactylum tricornutum Diatomée 17.55 - Sec [284]
Phaeodactylum tricornutum Diatomée 16.13 - Sec [285]
Phaeodactylum tricornutum Diatomée 21.90 - Frais [286]
Phaeodactylum tricornutum Diatomée 21.20 - Sec [287]
Chaetoceros calcitrans Diatomée 17.51 - Sec [288]
Stauroneis sp. Diatomée 11.80 - Sec [289]
Stauroneis sp. Diatomée 5.90 - Sec [290]
Thalassiosira weissflogii ~ Diatomée 9.00 5.10 Sec [291]
Odontella aurita Diatomée 16.20 9.41 Sec [292]
Amphora capitellata Diatomée 41.83 - Sec [293]
Nitzschia laevis Diatomée 12.20 - Sec [294]
Conticribra weissflogii Diatomée 10.00 - Frais [295]
Sellaphora minima Diatomée 7.60 1.2 Frais [296]
Nitzschia paela Diatomée 5.70 0.60 Frais [296]
Chaetoceros gracilis Diatomée 154 3.82 Frais [297]

A I'échelle industrielle, I'objectif principal est d'optimiser les colts de production constituant
les dépenses les plus importantes, comme la main d'ceuvre, I'énergie et les additifs chimiques
[298]. Par exemple, le colt d'une culture de P. tricornutum par rapport a une culture de
Chaetoceros gracilis pour une masse organique équivalente est quatre fois inférieur pour une
production en écloserie [299]. En général, les diatomées et les haptophytes représentent des
especes populaires car elles sont faciles a cultiver et peuvent atteindre une grande quantité de
biomasse en peu de temps. La biomasse de P. tricornutum peut atteindre, par exemple, une
productivité en biomasse de 1500 mg.L " jour" en réacteur hélicoidal [300], 7. weissflogii peut
atteindre 538 mg.L" jour™ en cuves de production [291], 7. /utea peut atteindre 940 mg.L™" jour
' [273] et 350 mg.L " jour" [275] en PBR de 400mL. Méme si la plupart des études portent sur

des especes de diatomées dans la littérature, la culture d'especes haptophytes représente un

71



avantage certain dans les procédés d'extraction de la Fx. En effet, les diatomées possédent un
frustule de silice qui nécessite une étape supplémentaire dans le processus d'extraction car il
faut pouvoir le fragmenter, alors que les haptophytes non coccolithophores, comme 7. /utea
et P. Jutheri, n'en possedent pas [301,302]. 7. /utea est capable d'atteindre, entre 6 et 15 jours
de culture seulement, une concentration élevée en biomasse ainsi qu'une concentration élevée
en Fx [80,265]. Les conditions de culture permettant sa croissance sont relativement simples a
mettre en place car elle peut croitre dans une large gamme d'intensités lumineuses et de
températures [303-305]. 7. /utea est une espece plus facile a cultiver que de nombreuses autres

especes de microalgues.

3.5.2. Les mesures de production et productivité

Dans les industries aquacoles, pharmaceutiques et nutraceutiques, les algues produisant de la
Fx et d'autres caroténoides sont utilisées pour leurs propriétés anti-oxydantes. Dans certaines
études ayant comme objectif une production continue de microalgues pour I'alimentation des
naissains larvaires par exemple [306], il est courant de mesurer la productivité des pigments
(mg.L"jour™). Cette mesure est également appelée taux de production ou productivité
volumétrique. L'objectif est d'exprimer I'efficacité de la production en combinant deux facteurs
principaux qui sont la teneur en pigment dans les cellules, et la croissance de la biomasse en

termes de temps et de densité cellulaire.

Cependant, lorsque I'objectif est de mieux comprendre comment améliorer la teneur en Fx (ou
tout autre molécule d'intérét) dans les cellules, il est plus approprié de mesurer la production
de Fx en mg.g™' ou en fg.cell’". Le facteur de la quantité de biomasse est exclu. Cette mesure
est également appelée concentration spécifique de Fx. En effet, méme dans un objectif
d'industrialisation a grande échelle, la premiere étape consistant a étudier la physiologie de
I'espéce productrice de Fx est essentielle. La production de métabolites d'intérét tels que les
caroténoides peut en effet résulter d'un stress qui va impacter le métabolisme des cellules
(nutriments, lumiere, température, etc.) [266,289,303,307]. Certaines études expriment la
production de pigment en mg.L", également appelée concentration volumétrique. Cette
mesure dépend de deux facteurs qui sont la teneur en pigment, et la biomasse en termes de
densité cellulaire uniquement. Cette mesure n'est pas adaptée pour décrire la physiologie des
cellules, car elle n'est pas normalisée par la densité cellulaire. Une production de Fx plus élevée

en mg.L”" n'implique pas nécessairement que les cellules produisent plus de Fx, cela pourrait
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simplement étre la conséquence d'une augmentation de la biomasse. Cette mesure peut étre

utilisée pour comparer la production de Fx dans plusieurs cultures en mode batch par exemple.

De nombreuses études rassemblent les informations en affichant a la fois des mesures de
productivité et de production. Cette fagcon de présenter les résultats permet de considérer
I'influence des conditions de culture simultanément sur le métabolisme cellulaire et la

croissance des espéeces étudiées (Tableau 2).
3.6. Les parametres de culture pour une synthese optimale de fucoxanthine

3.6.1. Les photobioréacteurs, la température, le pH et la salinité

La culture de microalgues a traditionnellement débuté en systemes ouverts tels que les open
tanks et les raceways [33]. Les open ponds sont relativement simples a mettre en place et a
utiliser, le colt de production de biomasse et par conséquent de fucoxanthine est peu élevé
[308], comme cela a été montré pour P. tricornutum [309]. Cependant, le contrdle des cultures
y est limité et les risques liés aux changements progressifs du milieu environnant tels que la
contamination, I'augmentation de la salinité, le probléme de transfert de masse et la perte de
nutriments par évaporation, sont élevés [39]. Ces inconvénients ont soulevé I'intérét pour les
systemes fermés, plus performants et mieux contrdlés, les PBRs (Figure 20). Les PBRs les plus
utilisés pour la production de Fx sont les PBRs tubulaires, les stirred tanks et les PBRs plans.
Ces derniers sont les plus plébiscités dans la littérature [278,310-312]. ls présentent un rapport
surface/volume élevé permettant une meilleure accessibilité de la lumiere, ce qui réduit I'effet
d'auto-ombrage lors de I'accumulation de biomasse. De plus, la faible accumulation d'oxygene
dans ces PBRs empéche la croissance de microorganismes aérobies contaminants. La facilité
de stérilisation des PBRs plans est également un avantage [313,314]. Une étude de Derwenkus
et al. a analysé le co(t d'une augmentation d'échelle de la co-production d'EPA (acide gras) et
de Fx dans des PBRs plans. La rentabilité du processus dépendrait finalement principalement
du prix de la Fx sur le marché et non du procédé de culture [283]. Pour la production de Fx, le
mode de culture discontinu (mode batch) est régulierement utilisé [57,282,313-316]. Pour
optimiser la productivité de la Fx, il faut tenir compte a la fois de la production quotidienne de
Fx et de la croissance des microalgues. Le mode de culture en continu est donc privilégié

[275,282,283,308].
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La température, en influencant la croissance des cellules donc la concentration en biomasse,
influence également la productivité en Fx. Selon les espéeces cultivées, la température optimale
peut varier dans la gamme mésophile (pour 7. /utea, la température optimale est de 30°C)
[275,315,316]. Il a été démontré que le pH avait également une influence sur I'accumulation de
Fx chez P. tricornutum [194]. Wu et al. ont démontré I'impact des floculants, utilisés pour la
récolte de la biomasse, sur la teneur en Fx des cellules [317]. L'utilisation de fortes doses de
floculants augmente le taux de récolte de la biomasse mais entraine une réduction significative
de la Fx en raison du faible pH et des effets néfastes associés aux ions métalliques tels que
I'aluminium [24]. Les especes les plus performantes actuellement pour la production de Fx sont
des microalgues marines. Leur croissance dépend donc de la salinité du milieu, régulant le
controle osmotique des métabolites. L'étude d'Ishika et al. a montré que P. tricornutum se
développait bien et produisait plus de Fx a une salinité optimale de 45 %o tandis que les

microalgues halophiles accumulaient plus de Fx jusqu'a 77 %o de salinité [308].
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Figure 20. Schéma d'un photobioréacteur tubulaire et des principaux parameétres de culture
a prendre en compte.
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3.6.2. La lumiere

L'un des parametres les plus importants pour la synthese de Fx est la lumiere. Diverses études
chez les algues Chromistes ont démontré I'influence de la longueur d'onde et de I'intensité de
la lumiere sur I'accumulation de Fx [12,23,27-31,33-34]. Certains travaux ont montré qu'une
faible intensité lumineuse (moins de 100 molm™s™) favorisait la production de Fx
[80,156,275,281,318] tandis qu'une forte intensité lumineuse (& partir de 150 mol.m?s™)
activait plutot les mécanismes de photoprotection, et notamment la synthése de Dtx et Zx
[102,156,164,172,200,319]. De plus, 'augmentation de la disponibilité des photons sature les
photosystemes, les cellules n‘ont donc pas besoin de synthétiser plus de pigments
photosynthétiques comme les chlorophylles et la Fx [167]. En effet, a forte luminosité, non
seulement la Fx se dégrade [320] mais le rapport de la teneur en pigments photoprotecteurs

et photosynthétiques change.

Cependant, la production de biomasse s'avere inversement proportionnelle a la production de
Fx, car une faible intensité lumineuse ne favorise pas la croissance cellulaire [281]. Une
amélioration de la productivité en Fx résulte donc d'un compromis entre une forte luminosité
permettant une production importante de biomasse, et une faible luminosité qui augmente la
production de Fx. Par exemple, dans des cultures de 7. /utea, la productivité la plus élevée en
Fx (9,81 mg.L" jour™) a été atteinte a 300 mol.m™.s™" tandis que la production la plus élevée en
Fx (524 mg.g') a été atteinte & 150 molm™2s™ [275]. Dans les cultures de /sochrysis
zhangjiangensis (une haptophyte), la productivité la plus élevée en Fx (3,06 mg.L " jour™) a été
atteinte &4 100 mol.m™.s™" tandis que la production la plus élevée (22,6 mg.g') a été atteinte a

40 mol.m=2.s7 [281].

La Fx absorbe la lumiere bleue-verte sur un large spectre. Chez les diatomées, il a été montré
que la Fx s'accumulait particulierement dans les cellules cultivées en lumiére bleue tandis que
la lumiére rouge favoriserait la production d'autres pigments tels que la Ddx [282,316]. Chez la
diatomée Cylindrotheca closterium, la lumiére rouge et la lumiere verte, sans lumiére bleue,
ont induit une diminution de la teneur en Fx dans les cellules [321]. Chez T. /utea, la teneur la
plus élevée en Fx a été observée dans des cultures en lumiere bleue-verte tandis que la
productivité de Fx la plus élevée a été observée dans des cultures en lumiére rouge-bleu-vert

(qui est la plus proche de la lumiere blanche) [277].
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3.6.3. Les nutriments

Les nutriments jouent un réle primordial dans la croissance des microalgues, ils sont
nécessaires pour synthétiser les lipides, les macromolécules telles que les acides nucléiques et
les protéines [322]. Le N, le P, le fer (Fe) et le silicium (Si) (pour certaines diatomées) ont été
identifiés comme nutriments ayant un impact majeur sur la croissance cellulaire et sur

I'accumulation de biomasse [194,296,313,316,317,323].
L'azote

Le N est vital pour les microalgues car il est incorporé dans des macromolécules telles que les
protéines, les enzymes et les acides nucléiques, qui ont un role structurel ou fonctionnel dans
les cellules. Il peut étre fourni a partir d'une source inorganique sous forme d'ammonium ou
de nitrate [296,323,324]. Le nitrate est la principale forme de N qui s'accumule dans les cellules
d'algues [43]. Il est ensuite converti en ammonium, plus facilement assimilable dans des
grandes molécules par transamination dans les voies anaboliques [44]. Néanmoins,
I'ammonium utilisé directement dans I'enrichissement du milieu de culture diminue le pH du
milieu [325], ce qui peut nuire a la croissance des microalgues en raison des protéines et des
enzymes sensibles au pH. De nombreuses études ont démontre la forte corrélation entre la
concentration de nitrate et la production de biomasse, ce qui indique que le N est I'un des
facteurs limitants de la production de biomasse [55,56,60,326-328]. Une teneur élevée en
nitrate favorise la croissance des microalgues tandis qu'une faible concentration en nitrate la
diminue. Le nitrate influe également sur la teneur en pigments car les porphyrines, le noyau
des chlorophylles, contiennent du N [194,313]. L'étude menée par Gao et al. a montré la
corrélation linéaire positive entre la Chl a et la Fx chez T. /utea, ce qui explique la dépendance
indirecte de la Fx a la concentration en nitrate dans le milieu [276]. Des études ont montré une
forte dépendance de la Fx a la concentration en nitrate chez diverses espéces de microalgues.
Cependant, en mode de culture discontinue (batch), une concentration en nitrate plus élevée
peut conduire a une augmentation de la concentration en biomasse plus élevée induisant ainsi
I'auto-ombrage des cellules. Avec moins d'acces a la lumiere incidente, I'accumulation des
pigments photosynthétiques tels que la Fx est plus importante. Par conséquent, dans certaines
études en mode de culture discontinu, une concentration plus élevée en Fx est corrélée a une
biomasse plus élevée et non directement a une concentration plus élevée en nitrate
[56,57,60,328,329].
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D'apres Xia et al., deux cultures en mode discontinu avec 6 mM et 18 mM de N ont donné la
méme concentration de biomasse apres 12 jours de culture a faible luminosité. La teneur en Fx
était cependant plus élevée dans la culture avec 18 mM de N [310]. Dans ce cas, on peut
effectivement attribuer I'augmentation de la teneur en Fx a une concentration en N plus élevée.
Quant a la production de Fx, en mg.L”", ou productivité de Fx, en mg.L" jour”, elle est
effectivement favorisée par un taux de nitrate élevé en raison de I'augmentation de la biomasse
[57,272,315]. Xia et al. ont étudié |'effet de la concentration initiale de nitrate comme élément
nutritif sur la teneur en Fx [59]. Une concentration initiale élevée de nitrate a stimulé
I'accumulation de Fx dans les membranes chloroplastiques par rapport a une faible
concentration initiale de nitrate. De plus, une concentration initiale élevée en nitrate couplée a
un supplément de N a augmenté la teneur en Fx plus de quatre fois plus qu'une faible
concentration initiale en nitrate [302]. En parallele, il a été démontré qu'un supplément de N
augmentait de deux a trois fois la teneur en Fx chez P. tricornutum [57]. Au contraire, une
carence en N peut induire la dégradation des composés contenant de I'azote comme les
protéines et les chlorophylles, et donc diminue les capacités photosynthétiques des cellules

[58].

Ainsi, la composition des milieux d’enrichissement influence I'accumulation de Fx dans les
microalgues [194,330]. Le milieu de Conway s'est avéré plus efficace que le milieu f/2 pour
favoriser la production de Fx dans les travaux de Gémez-Loredo et al. [323]. Ce résultat est dG
a une concentration plus élevée de nitrate dans le milieu de Conway, suffisante pour que les
microalgues conservent une teneur élevée en Fx pendant toute la durée de la culture [57,323].
L'influence des nitrates sur la Fx peut également étre considéré comme un effet synergique
avec la lumiere et la salinité [59]. La combinaison de la disponibilité de la lumiere et de la
concentration en nitrate peut augmenter la teneur en Fx chez C cryptica tandis qu'une

augmentation simultanée de nitrate et de la salinité améliore la teneur en Fx chez 7. Jutea [272].
Le phosphore

Le P est essentiel pour les microalgues, il entre dans la composition des phospholipides, des
acides nucléiques et de I'ATP [322]. Les travaux de Lu et al. et Sun et al. ont montré que le P
n'avait pas une influence aussi importante sur la croissance de la biomasse et I'accumulation

de Fx que le N [302,316]. Dans la littérature, trés peu d'études ont par ailleurs démontré la
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corrélation entre la teneur en P et la teneur en Fx contrairement a la corrélation avec le N

[302,316].
La silice

La paroi cellulaire des diatomées est composée de dioxyde de silicium ou silice, qui peut donc
étre un nutriment supplémentaire nécessaire a leur croissance. Par conséquent, la disponibilité
de la silice dans le milieu de culture peut conditionner la morphologie des cellules de
diatomées, ce qui peut avoir un impact sur la croissance cellulaire et éventuellement sur la
teneur en Fx [294]. Il a d'ailleurs été montré qu'un niveau élevé de silice dans le milieu
d'enrichissement favoriserait la croissance de la biomasse et I'accumulation de Fx chez les
diatomées [294,295,331]. L'augmentation de la teneur en Fx serait due a la régulation positive
du métabolisme associée a I'ajout de silice dans des cultures de diatomées [294]. L'étude de
Mao et al a montré qu'une forte concentration de silice induirait I'accumulation de Fx mais
gu'une faible concentration induirait une diminution de la synthese de Fx [294]. Pour les
expériences menées dans cette thése, il n'a pas été nécessaire d'ajouter de la silice dans le

milieu d'enrichissement car 7. lutea est une microalgue haptophyte.
Le carbone

La mixotrophie est la capacité des organismes a utiliser plusieurs sources de C soit par
autotrophie (C inorganique) soit par hétérotrophie (C organique) [32,332]. Le fait de pouvoir
exploiter différentes formes de C rend les microalgues plus indépendantes de la lumiére. En
photoautotrophie uniquement, la disponibilité en lumiére peut en effet limiter la croissance de
la culture, tandis qu’en mixotrophie les cellules sont tout de méme capables, sans lumiere,
d'utiliser une source organique pour leur croissance. Comme pour le N, une biomasse plus
élevée suite a I'ajout de C organique peut induire I'auto-ombrage des cellules et ainsi accroitre
la synthése de pigments photosynthétiques tels que la Fx. Alkhamis et al. ont rapporté une
augmentation de deux fois et demie de la teneur en Fx dans une culture mixotrophe de 7. /utea
(11,5 mg.g™" en masse séche) par rapport a la culture photoautotrophe (4,8 mg.g™" en masse
seche) [303]. Dans une culture mixotrophe de la diatomée Nitzschia /aevis, la teneur en Fx
atteint 15,6 mg.g™' en masse séche alors qu'en culture hétérotrophe elle atteint 10 mg.g”' DW
[333]. Des cultures mixotrophes de P. tricornutum ont montré une forte accumulation de Fx

dans les cellules [282]. L'ensemble de ces études ont prouvé que les cultures mixotrophes de
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certaines microalgues pouvaient étre une bonne approche a la fois pour I'accumulation de
biomasse et de Fx. A I'échelle industrielle cependant, une limite de cette stratégie de
production pourrait étre le colt de la source de C organique utilisée (glycérol, amidon,

hydrolysats) [8,296,297].
3.7. L'extraction et la purification de fucoxanthine

3.7.1. Le prétraitement aux ultrasons

Parce que la Fx est attachée aux protéines et liée a d'autres pigments tels que les chlorophylles
au sein de lI'antenne collectrice de lumiere, ancrée dans la membrane thylakoidienne, son
extraction peut étre facilitée avec un prétraitement [336-338]. En particulier, il est nécessaire
de fragmenter la paroi cellulaire épaisse en silice des diatomées. La dégradation des parois
cellulaires et des membranes peut étre réalisée soit par des méthodes mécaniques, chimiques,
thermochimiques, biologiques ou électromagnétiques [339]. Les ultrasons (US) sont largement
plébiscités dans la littérature, pour leur efficacité et leur facilité de mise en place (bain a US
notamment). L'haptophyte modele de ce travail de thése, 7. /lutea, ne posséde pas de paroi
cellulaire en silice. Par conséquent, cette espece est non seulement l'une des meilleures
productrices, mais elle est également avantageuse pour I'extraction de Fx car elle ne nécessite
pas de prétraitement spécifique. Un traitement aux US peut cependant étre effectué pour

renforcer |'étape d'extraction [79].

3.7.2. Les solvants dits conventionnels et autres technigues

La Fx est souvent extraite avec des méthodes dites conventionnelles utilisant des solvants
organiques ou de l'eau et un temps de macération [336,340]. Comme la Fx contient de
I'oxygene et d'autres groupes fonctionnels polaires, son extraction est effectuée avec des
solvants de polarité moyenne tels que I'éthanol, I'acétone, etc. Bien que I'eau ait une constante
diélectrique élevée, I'extraction a |'eau est peu efficace [340,341]. Guler et al. ont montré qu'un
mélange de tétrahydrofurane (THF) et de dichlorométhane (DCM) était le meilleur systéme de
solvants pour séparer la Fx de la membrane thylakoidienne. Cependant, ces solvants présentent
un risque élevé d'inflammabilité et d'explosion (formation de peroxyde en présence de air ou
THF) [341]. Deux alcools sont souvent préférés pour |'extraction de la Fx, le méthanol, moins
toxique que le THF et le DCM, et I'éthanol. Leur utilisation présente en effet moins de risques.

De plus, les performances d'extraction de la Fx avec ces solvants se sont avérées supérieures a
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celles des composés carbonylés tels que I'acétone (un tiers seulement du rendement par
rapport a [I'éthanol) et [I'acétate d'éthyle (un sixieme par rapport a [I'éthanol)
[183,310,337,340,341]. L'éthanol étant moins toxique et plus respectueux de I'environnement
gue le méthanol, il est relativement plébiscité dans la littérature. De plus, il a été démontré que
I'éthanol est capable d'extraire efficacement la Fx a température modérée [183,340,342]. Bien
que les solvants conventionnels se soient avérés efficaces pour extraire la Fx, le temps de

macération peut étre long et nécessitent souvent une importante quantité de solvant.

En plus des US cités précédemment [336,343], d'autres méthodes d'extraction peuvent étre
utilisées en complément d’'une extraction par solvant afin d'en améliorer I'efficacité : I'utilisation
de micro-ondes [339,343,344], de liquide sous pression [336,345,346], d'enzymes [347],
I'homogénéisation a haute pression de I'extrait [348,349]. Ces techniques complémentaires
permettent une extraction rapide et efficace permettant de ne pas dégrader les pigments. Les
fluides sous-critiques et supercritiques sont également considérés pour I'extraction de Fx (et
notamment le CO, supercritique), de nombreuses études ont d'ores-et-déja démontré leur
efficacité. De plus, ces méthodes sont relativement respectueuses de I'environnement en raison
de la faible quantité de solvants organiques consommés, et de leur non-toxicité. Cependant,
les fluides sous-critiques et supercritiques présentent une sélectivité plus faible entre les
pigments et leur co(t de fonctionnement reste élevé [337,340,341,350]. Les méthodes utilisant
les électrotechnologies telles que le champ électrique pulsé [351,352], le champ électrique
modéré [353], les décharges électriques a haute tension [354] et I'électroperméabilisation [355]
ont également de bonnes performances d'extraction des composants intracellulaires.
L'application d'un courant électrique et I'effet d'électroporation augmentent la perméabilité
des cellules aux solvants et améliorent ainsi I'efficacité de I'extraction des pigments [356].
Jusqu'ici cependant, I'utilisation de ces méthodes pour I'extraction spécifique de Fx n'a pas

encore été démontrée [340].

3.7.3. Les solvants biosourcés et écologiques

En raison de I'utilisation de solvants pétrochimiques et organiques toxiques pour I'extraction
de Fx, des solvants biosourcés ont été proposés tels que les huiles alimentaires, les liquides
ioniques et les mélanges eutectiques profonds naturels (natural deep eutectic solvents, NADES)

[337].
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Les huiles alimentaires

Les huiles alimentaires en plus d'étre d'ores-et-déja commercialisées donc acceptées par le
consommateur, sont non toxiques, biosourcées et sont considérées comme solvants
relativement respectueux de I'environnement [337]. A notre connaissance, une seule étude a
rapporté |'extraction efficace de la Fx a partir de Sargassum horneri (une macroalgue) a l'aide
d'une huile comestible [357]. Le meilleur taux d'extraction a éte obtenu avec les triacylglycerols
a chaine courte et moyenne (SCT et MCT). Le principal inconvénient de 'utilisation des huiles
alimentaires éetant leur viscosité elevee due a la chaine carbonée, empéchant ainsi la diffusion
des caroténoides dans I'huile, il est en effet préférable de sélectionner des huiles avec un
nombre minimum de C telles que SCT et MCT (de C3 a C8) [357]. De plus, il a été démontré
que le taux d'absorption et donc la biodisponibilité de la Fx étaient améliorés par I'ingestion

parallele de MCT a partir d'huile de poisson [358].
Les liquides ioniques

Les liquides ioniques sont, depuis peu de temps, également envisagés pour une extraction plus
écologique de la Fx. Ce sont des solutions de sel libérant des anions et/ou des cations qui
interagissent avec les solutés, et dont le point de fusion est proche ou inférieur a la température
ambiante. Jusqu'a présent, les liquides ioniques a base d'imidazolium, d'ammonium et de
phosphonium sont les plus courants [359]. Outre le fait que ces solvants sont efficaces a
relativement basse température, ils sont non volatils. Cependant, ils ne sont pas biosourcés et
leur prix de revient est élevé, d'ou la nécessité de les recycler par cristallisation par exemple. Le

Tableau 3 présente des exemples d'extractions de caroténoides avec des liquides ioniques.

Tableau 3. Exemple de I'utilisation de liquides ioniques pour |'extraction de caroténoides.

Sel(s) Carotenoides extraits Référence
DACARB (diallyammonium diallycarbamate) Fucoxanthine [288]
BF, (tetrafluoborate) Astaxanthine [360]
MS~ (methylsulfate) Astaxanthine [360]

Ethanol + 1-n-butyl-3-methylimidazolium
Astaxanthine [359]
+ Br
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Les natural deep eutectic solvents (NADES)

Les NADES sont une autre alternative prometteuse aux solvants organiques volatils. Ils sont
considérés comme respectueux de I'environnement car ils sont non toxiques, biodégradables
et recyclables [361,362]. Les NADES sont composées de deux ou plusieurs composés naturels
purs qui, ensemble, se comportent comme un composé unique. lls ont déja été utilisés pour
I'extraction d'astaxanthine [363]. A notre connaissance, dans la littérature disponible, il n'existe
gu'une seule étude suggérant |'utilisation de NADES pour I'extraction de Fx a partir d'une algue
brune, Fucus vesiculosus [364], associée aux US (étape nécessaire avec l'utilisation d'une
macroalgue). L'équipe de recherche a utilisé un NADES composé d'acide lactique et de chlorure
de choline (taux molaire 3:1), et un autre composé d'acide lactique, de glucose et de H,O (taux
molaire 5:1:3). L'activité antioxydante de la Fx a été mesurée et n'a pas été altérée par le
processus d'extraction. Ces résultats ont mis en évidence le potentiel prometteur d'extraction

de la Fx par les NADES.

3.7.4. L'HPLC et les anti-solvants

Gallego et al. ont étudié I'extraction de Fx par High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) et sa purification par adsorbants a partir de biomasse de 7. /utea [365]. Les résultats
HPLC et de spectroscopie de masse ont montré que les chlorophylles et les autres
xanthophylles étaient effectivement retenus par les adsorbants et éliminés de I'extrait brut qui
ne contenaient plus que la Fx, bien qu'aucune donné de pureté n'ait été spécifiée dans I'étude
[365]. Chen et al. ont considéré un procédé écologique qui consiste a cristalliser la Fx a 'aide
d'un anti-solvant supercritique de Hincksia mitchellae en utilisant du CO, supercritique. Ils ont
réussi a obtenir un taux de rendement et de pureté de Fx de 98,3 % et 87,7 % respectivement
[366]. Malgré les avantages de ces nouvelles méthodes utilisant moins de solvants toxiques et
prenant moins de temps que les procédés plus conventionnels, la chromatographie reste la

méthode la plus efficace de purification apres extraction.

3.7.5. Le systeme en double phase aqueuse

Une autre méthode d'extraction prometteuse repose sur les systémes a double phase aqueuse
(acqueous two-phase system, ATPS). Cette méthode peut, en plus, étre couplée a de
I'ultrafiltration (UF) [367,368]. Ces deux techniques sont considérées comme respectueuses de

I'environnement car elles impliquent I'utilisation de solvants aqueux non polluants. L'ATPS est
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basée sur la différence de coefficient de partage de la Fx entre deux solvants non miscibles,
I'eau étant le composant principal des deux phases [369-371]. Il existe différents types d'ATPS,
les plus courants étant le systeme polymeére-polymere (polyéthyléne glycol, dextrane) [372,373]
et le systéme polymere-sel (phosphate, sulfate, citrate) [374,375]. D'autres types d'ATPS
incluent les systémes alcool-sel (avec de I'éthanol, du propanol) [376], le systeme micellaire-
micellaire inverse, le systéme de liquides ioniques (imidazolium). Gdbmez-Loredo et al. ont
réussi a purifier la Fx avec un systéeme alcool-sel a base d'éthanol-K2HPO4 [377]. lls ont obtenu
95,36 % de taux de rendement et 66,01 % de pureté pour la Fx extraite de P. tricornutum et

89,18 % de récupération et 78,14 % de pureté pour la Fx extraite d'/. galbana [377].

3.7.6. La chromatographie de partage centrifuge (CPC)

Pour pouvoir étre utilisée dans les domaines de la pharmaceutique et de la nutraceutique, un
pourcentage élevé de pureté est exigé pour une molécule bioactive telle que la Fx. La
chromatographie de partage centrifuge (CPC) est un procédé de séparation qui a récemment
permis d'obtenir de la Fx a une pureté supérieure a 99 % [103]. Le principe de la CPC est basé
sur la différence de partage des solutés entre deux liquides non miscibles. L'objectif est
d'enrichir une des deux phases en Fx et éliminer simultanément la plupart des impuretés [79].
Par rapport a une colonne de chromatographie en silice greffée, la CPC ne génere pas de
particules de silice polluantes, ne nécessite pas une grande quantité de solvants, et est un
processus rapide qui ne dégrade pas les solutés [79]. Cette technique a permis d'obtenir de la
Fx hautement purifiée et de maniere accessible, pour des applications éventuelles dans le
domaine de l'alimentaire et de la pharmaceutique [79]. La Figure 21 illustre le processus de
purification de la Fx utilisant la méthode de CPC a partir d'un extrait de pigments de 7. /lutea
tel qu'appliqué dans cette thése. Dans la littérature, il existe seulement deux rapports sur la
purification de la Fx par CPC [79,378]. Selon I'étude de Goncalves de Oliveira-Junior et al., les
premiers résultats obtenus a partir de biomasse de 7. /utea valident |'utilisation de la CPC en
tant que méthode respectueuse de l'environnement pour une extraction et une pré-
purification tres efficaces de la Fx a partir de microalgues. L'étude précise que le processus est

une premiere approche et doit étre optimisé [79].
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Figure 21. Exemple d’'un procédé de purification de la fucoxanthine a partir d'un extrait de
T. lutea en utilisant la chromatographie de partage centrifuge.

Toutes les méthodes d'extraction de la Fx présentent des inconvénients qui peuvent impacter
sa pureté lors du procédé de séparation finale. Certaines méthodes nécessitent un traitement
long et progressif qui augmente la teneur en impuretés, tandis que d'autres impliquent des
températures élevées et des temps d’extraction longs, ce qui peut entrainer une dégradation
de la Fx. D'autres facteurs pouvant induire la dégradation de la Fx, comme un pH trop faible
ou l'exposition prolongée a la lumiere, doivent étre considérés lors de la mise en place de

I'etape de purification.

Les études sur les activités et sur la toxicité de la Fx utilisent de la Fx a teneur minimale de 95 %
afin de réduire les éventuels effets secondaires des impuretés [379,380]. Des études
toxicologiques ont par exemple montré qu'il existait des effets négatifs de la Fx sur les cellules
humaines. Il est donc nécessaire de connaitre, pour un produit industriel, non seulement la
pureté mais également la concentration en Fx [214]. Jusqu'ici, seuls les travaux d'Alghazwi et

al. ont précisé la pureté de la Fx (95 %), et sa concentration limite de toxicité [214]. La
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réglementation sur l'application des substances actives exige la qualification d'au moins trois
tests cliniques pour garantir l'utilisation sire de la substance pour la consommation humaine

[381].

3.7.7. La stabilité de la fucoxanthine

En raison du grand nombre de de doubles liaisons, la Fx est sensible a I'isomérisation durant
les procédés d'extraction et de purification [190,382]. De plus, dans le cas d'une production a
grande échelle, la stabilité et le stockage a long terme de la Fx sont deux parametres
supplémentaires a prendre en compte. Il a été démontré que la Fx était relativement instable
apres son extraction de la biomasse a cause de conditions externes telles que la lumiére, la
présence d'oxygene, des températures élevées, des milieux a faible pH et de la présence d'eau
[183,189,194,383]. La Fx est par exemple facilement dégradée dans I'eau a 26 °C avec une perte
de 30% de la teneur en Fx aprés quatre semaines de stockage [383]. Les étapes d'extraction et
de purification doivent donc étre réfléchies de sorte a éviter au maximum la dégradation de la
molécule de Fx. Les procédés doivent étre rapides, a des températures relativement basses.
Une autre alternative pour éviter I'oxydation pourrait étre, par exemple, d'intégrer un procédé
anaérobie. Pour améliorer la bioaccessibilité de la Fx, les méthodes d'encapsulation sont
envisagées dans la littérature. Elles permettraient également de conserver la structure
moléculaire du pigment et d'augmenter sa stabilité [348,349]. Des matériaux comestibles tels
que les acides gras, I'amidon poreux, la caséine, le chitosane ou encore I'or, ont été utilisés
pour encapsuler la Fx sous forme de micro ou nanoparticules. Les résultats ont démontré que
la stabilité et la bioaccessibilité de la Fx dans I'organisme avaient été améliorés [317,383-392].
Préserver la stabilité et améliorer la bioaccessibilité de la Fx induit cependant un co(t plus élevé

du procédé de production en raison de la complexité de I'encapsulation.
3.8. Le marché mondial de la fucoxanthine

Les multiples études sur la Fx ont démontré que ce pigment était une alternative écologique,
en tant qu'ingrédient naturel, aux compléments alimentaires, aux composés des produits
cosmeétiques et a certains médicaments (Figure 22). En raison de sa structure inhabituelle, la
synthese chimique de la molécule de Fx n'est pas encore possible. Actuellement, les sources
commerciales de Fx pour l'alimentation sont les algues brunes telles que Laminaria sp. (connue

sous le nom de Saccharina sp.), Sargassum sp., Fucus sp., Undaria pinnatifida, Hijka fusiformis
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[393]. La Fx est actuellement principalement vendue en Asie (Figure 22) sous forme de poudre
ou d'huile d'algues brunes, principalement en capsule ou en cachet. Les acides gras
polyinsaturés entrent parfois dans la composition de ces produits, car ce sont également des
molécules a haute valeur ajoutée. Un nombre important d'entreprises asiatiques sont déja des
acteurs majeurs du marché (Oryza Oil & Fat Chemical Co., Yangling Ciyuan Biotech Co., Yigeda
Bio-Technology Co., Agrochemi Co., etc.). Le reglement Novel Food en Europe autorise la
consommation des especes de macroalgues précédemment décrites, alors qu'il n'autorise a ce
jour qu'une seule microalgue productrice de Fx, la diatomée Odontella aurita[394]. Cependant,
O. aurita est actuellement commercialisée en tant que complément de silicium organique, et
non en tant que concentré de Fx. Seules deux sociétés proposent ces produits (Algosud et
Laboratoire Motima). Aux Etats-Unis, davantage de produits dérivés de microalgues ont été
autorisés sur le marché (Figure 22) : Fucovital™ d'Algatech, NutriXanthin™ et DermaXanthin™
d'Algahealth, BrainPhyt™, Phaeosol™ et GamePhyt™ de Microphyt (qui a obtenu en 2019 le
statut de New Dietary Ingredient of the American Food and Drug Administration). De plus, bien
que certaines microalgues soient les meilleures productrices de Fx (les diatomées et les
haptophytes), aucune methode d'extraction n'a encore été standardisée [205]. Cela représente
donc un défi majeur pour que la Fx soit considérée comme un ingrédient naturel économique,
car son obtention doit nécessiter des méthodes technologiques simples, rapides, peu

colteuses et respectueuses de I'environnement [205].
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Figure 22. Applications et marché actuel de la fucoxanthine dans les domaines de
I'alimentation, des cosmétiques et de la pharmaceutique.

La Fx représente un marché important en tant que nutraceutique et médicament pour ses
nombreuses propriétés en santé humaine [395], mais également en tant qu'ingrédient
cosmétique. Bien qu'il ne s'agisse pour l'instant que d'un marché secondaire, les activités de la
Fx pour l'industrie cosmétique sont nombreuses : anti-age, anti-rides, anti-stress oxydatif
[179,396,397]. Ces propriétés sont principalement dues a l'activité anti-oxydante de la
molécule, qui prévient la formation de ROS. En effet, le stress oxydatif joue un role important
dans le processus de formation des rides en provoquant la dégradation de la matrice de
collagene [398]. Par ailleurs, il est connu que la protéine UCP1 (uncoupling protein 1) empéche
I'accumulation d'adipocytes spécifiquement dans le tissu adipeux brun. Des études in vivo sur
des modeles murins suggérent que la Fx permet I'expression d'UCP1 dans le tissu adipeux
blanc [399,400], qui est le principal tissu adipeux de 'homme adulte, en particulier dans les cas
d'obésité ou le tissu adipeux brun est atrophié [401]. L'UCP1 empécherait alors I'accumulation
de graisse, réduisant la masse grasse du tissu adipeux blanc. Provital, une société espagnole, a

réalisé une étude démontrant qu'apres l'application d'un gel-creme enrichi en Fx sur les tissus
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adipeux chez 61 volontaires, la couche de graisse et la cellulite ont été réduites [402]. En
réponse a l'intérét accru pour ce caroténoide, le taux de croissance annuel du marché actuel
de la Fx en tant qu'ingrédient nutraceutique ou cosmétique est de +2,47% en moyenne. La
taille du marché de la Fx était de 92 millions de dollars en 2014, 99 millions de dollars en 2017
et devrait atteindre 120 millions de dollars en 2022 [205,403]. Derwenkus et al. ont conclu que
la rentabilité du processus d'obtention de la Fx dépendait finalement principalement du prix
du marché de la Fx [283]. Ils ont également mis en évidence le fait que le colt de production
de la biomasse des microalgues est plus faible dans les volumes de culture plus élevés (de

882€/kg a 228€/kg de 0,7t/an a 170t/an).

En conclusion, la Fx est actuellement un marché émergent spécialisé dans la pharmaceutique
et la nutraceutique avec un intérét croissant pour l'industrie cosmétique. A notre connaissance,
aucune étude n'a démontré l'intérét direct de la Fx pour l'alimentation animale (autre qu'en
aquaculture avec la consommation directe de microalgues), ni comme colorant alimentaire ou
non alimentaire. Jusqu'a présent, seules quelques entreprises commercialisent la Fx. Pour les
marchés pharmaceutiques, nutraceutiques et cosmétiques, les produits semblent étre soit un
extrait de biomasse d'algues, soit un extrait de Fx purifiée. Dans les deux cas, certains produits

sont aussi valorisés en y associant des acides gras poly-insaturés.
4. Objectifs de la these

Cette these pluridisciplinaire, a I'interface entre deux équipes de recherche, I'une en physiologie
et biochimie des microalgues, I'autre en bioprocédés et bioraffinage, commence par la
compréhension de la physiologie d’'une espéce de microalgue en amont de la production d'un
métabolite d'intérét, la fucoxanthine. Cette connaissance est nécessaire pour aborder la
production de fucoxanthine a diverses échelles. A I'échelle de la cellule, il s'agit de comprendre
et expliquer les processus métaboliques inhérents a la synthese de fucoxanthine chez 7. /utea.
Cela passe par I'étude de I'environnement de la fucoxanthine dans les cellules, plus exactement
dans l'antenne collectrice de lumiere, avec deux sous-objectifs: une étude de biologie
moléculaire et une étude des concentrations pigmentaires. A I'échelle de la culture, en petit
photobioréacteur, il s'agit de choisir la souche et les conditions environnementales favorisant
la productivité en fucoxanthine. A I'échelle de production, I'étude commence par une montée
en échelle de la production de biomasse sa récolte et son séchage. La mise au point d'un
procédé d'extraction-purification de la fucoxanthine, respectueux des principes de chimie verte
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et d'éco-design, est également multi-échelles. A I'échelle du laboratoire, nous avons caractérisé
les phases d'extraction solide-liquide et adapté un systeme biphasique liquide-liquide
permettant d'enrichir la fucoxanthine en chromatographie de partage centrifuge. Les résultats

obtenus permettront de discuter des conditions de changement d’'échelle du procédé.

La Figure 23 présente le schéma global des travaux effectués dans cette thése. Le Chapitre 1
est |'étude bibliographique de la photosynthese et des pigments des algues Chromistes, et
plus particulierement de la fucoxanthine. Le Chapitre 2 présente les travaux d'annotation des
genes /hc de I'antenne collectrice de lumiere de 7. /utea ainsi que |'étude de la synthese des
pigments photosynthétiques (dont la fucoxanthine) et photoprotecteurs en fonction de |'azote
et de l'intensité lumineuse. Le Chapitre 3 a consisté a étudier les différences dans les stratégies
de photoprotection chez trois souches de 7. /utea grace a I'application séquentielle de quatre
intensités lumineuses sur des cultures en continu. Le Chapitre 4 présente la montée en échelle
de culture, de 350 mL a 300 L pour ces trois mémes souches qui, en culture discontinue (ou
batch) présentaient différentes concentrations de fucoxanthine. Enfin, les travaux du Chapitre
5 ont consisté a l'optimisation d'une méthode de purification de la fucoxanthine par
chromatographie de partage centrifuge. Le Chapitre 6 présente la discussion générale de ces

travaux.

Le Chapitre 1, section 3. La fucoxanthine, a été valorisé sous forme d'un article publié, qui a été
traduit en frangais pour étre inclus dans I'état de I'art. Les Chapitres 2, 3 et 5 ont été valorisés
sous forme d'articles publiés, soumis ou en cours de soumission. lls sont organisés de la fagon
suivante : une synthése de larticle en quatre parties (contextes et objectifs; matériel et
méthodes ; résultats et discussion ; conclusion), puis I'article est présenté en anglais en fin de
chapitre. Le Chapitre 4 est rédigé en francais et est en cours de rédaction en anglais pour

soumettre prochainement un article.
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Figure 23. Schéma de présentation du travail de these.
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CHAPITRE 2

La photosynthese chez Tisochrysis lutea

91



92



Chapitre 2 — La photosynthése chez Tisochrysis lutea

Ce chapitre présente un résumé des résultats ayant été valorisés dans l'article « 7he
Fucoxanthin Chlorophyll a/c-Binding Protein inTisochrysis lutea. influence of nitrogen and light
on FCP gene expression and fucoxanthin synthesis. » publié dans le journal Frontiers in Plant
Science, Plant Biotechnology en février 2022. Il comporte des précisions sur le matériel et les
méthodes utilisés ainsi qu'un résumé des résultats principaux décrits dans I'article, présenté en

fin de chapitre.
1. Contexte et objectifs

Tandis que la voie métabolique exacte de la fucoxanthine chez les algues brunes soit a ce jour
inconnue, il est possible de mieux comprendre la facon dont les cellules synthétisent ce
pigment. Comme précisé dans le Chapitre 1, section 2.2.1., La fucoxanthine fait partie de
I'antenne collectrice de lumiere, elle se fixe avec d'autres pigments a la Fucoxanthin Chl a,c
binding Protein (FCP) afin de capturer les photons et initier la chaine de transport d'électrons
de la photosynthése. Etudier I'antenne collectrice de 7. /utea dans son ensemble permet donc
de comprendre la réponse physiologique précise de la microalgue en fonction des parametres
majeurs dans la syntheése de fucoxanthine, l'intensité lumineuse (I'irradiance) et les nutriments

(notamment 'azote).

Les études sur la structure des FCPs et les genes /Ac ont été principalement menées sur des
diatomées, dont les mécanismes photosynthétiques et photoprotecteurs sont actuellement
bien décrits contrairement aux microalgues haptophytes [101]. Comme évoqué précédemment
(voir le Chapitre 1, section 2.2.1.), I'étude de Wang et al. détaille avec précision les séquences
et la conformation des protéines Lhcf, Lhcr et Lhcx composant la FCP chez la diatomée modele
P. tricornutum [105]. Les sites de liaison des Chl g, des Chl ¢, et des molécules de Fx ont été
identifiés sur les acides aminés des protéines Lhcf de la microalgue et il a été démontré que la
proximité spatiale des molécules de Chl a et de Fx permet de rendre tres efficaces le transfert
et la dissipation de I'énergie lumineuse chez P. tricornutum [124-127]. En s'appuyant sur la
littérature scientifique et notamment sur les travaux de Wang et al., il est alors possible de
proposer une caractérisation de la FCP chez 7. /utea et de préciser la classification des genes

/hc composant la FCP chez les haptophytes.
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Les objectifs de cette étude étaient dans un premier temps d'identifier par analyse de similarité
les genes /hct; Ihcret Ihcx codant pour la FCP chez 7. lutea, puis d'identifier des sites candidats
pour la fixation des Chl et de la Fx sur les protéines Lhcf. Dans un second temps, nous avons
investigué la plasticité physiologique de 7. /utea au niveau de |'antenne collectrice de lumiére,
c'est a dire au niveau de la FCP et des pigments associés. Ainsi, la transcription des genes /Ac
ainsi que I'accumulation des caroténoides dans les cellules, dont la fucoxanthine, ont été
étudiées en fonction de I'apport en N et de l'irradiance. Pour cela, les cultures de 7. /utea ont
été soumises soit a une lumiére continue soit a un cycle jour/nuit, dans des conditions de

limitation ou de réplétion en N.
2. Matériel et méthodes

Cette section a pour objectif de détailler la méthode d'analyse transcriptomique des genes

d'intérét de 7. /utea pour la présente étude du Chapitre 2 et celle du Chapitre 3.
2.1. Principe général de I'analyse transcriptomique

L'analyse transcriptomique, ou analyse RNAseq (RNA sequencing), étudie I'ensemble des ARN
produits lors de la transcription du génome d'un organisme. L'ARN, ou acide ribonucléique,
est synthétisé dans le noyau a partir de '’ADN durant la phase de transcription (Figure 24). Les
génes peuvent donc étre transcrits ou non transcrits. La transcription des génes peut étre
constitutive et/ou peut répondre a un stimulus de I'environnement des cellules. Par exemple,
une variation de lumiére influe sur les genes liés a la photosynthese dans I'antenne collectrice
de lumiére [120]. Les ARN messagers (ARNm) sont les ARN servant de matrice pour la synthese
des protéines. Aprés maturation, les ARNm sont transportés dans le cytoplasme de la cellule
et peuvent étre traduits en protéines (Figure 24). Parfois, la transcription et la traduction ne
sont pas corrélés. L'analyse transcriptomique permet donc d'analyser les génes transcrits dans
les cellules, de les quantifier (un gene pouvant étre transcrit de multiples fois), de démontrer
gue certains génes spécifiques sont effectivement transcrits et de comparer I'effet individuel

ou l'effet croisé de différentes conditions environnementales sur un organisme.
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Figure 24. Schéma simplifié des processus de transcription et de traduction dans une cellule
de T. lutea. ARNm = ARN messager.

A partir d'une culture de microalgues, les ARN totaux sont extraits, puis les ARNm possédant
une queue poly(A), .e. les ARN polyadénylés, sont sélectionnés. La polyadénylation est I'ajout
de ribonucléotides adénosine (A) a I'extrémité des ARNm pendant la phase de maturation, elle
permet aux ARNm d'étre stables et transportables vers le cytoplasme. Les ARNm sélectionnés
sont ensuite fragmentés, puis amplifiés avec le méme nombre de cycles (de sorte a pouvoir les
quantifier), et enfin séquencés avec la technologie lllumina (séquencage NGS = Next
Generation Sequencing). Le séquencage Illumina est basé sur la synthése d'un brin
correspondant a chaque fragment, soit sur l'ajout séquentiel de nucléotides. Chaque
nucléotide émet une fluorescence unique lorsqu'il est ajouté au cours du séquencage, ce qui

permet de l'identifier (Figure 25). Le séquencage est simultané pour tous les fragments.

95



Figure 25. Analyse en cours d'un séquencage NGS. Chaque point représente I'ajout d'un
nucléotide sur un fragment. La couleur du point indique la nature du nucléotide en cours
d’ajout. Crédit image : Shendure et al., Science, 2005 [404].

Les « reads » correspondant aux différents fragments d’ARN sont ensuite récupérés. Comme
les fragments ont été amplifiés, il y a un grand nombre de reads correspondant a un seul
fragment. Si un gene est transcrit plusieurs fois, il y aura de nombreux fragments associés, et

un nombre de reads proportionnel.

Le traitement bioinformatique des reads se déroule ensuite en plusieurs étapes. La qualité des
reads est controlée, les éventuels ARN ribosomaux restants (qui ne sont normalement pas
sélectionnés avec les ARNm poly(A)) sont éliminés, les adaptateurs également (spécifiques au
séquencage lllumina, ils permettent de fixer les fragments lors du séquencage). Puis la qualité
des reads dits corrigés est de nouveau contrdlée. Ensuite, les reads sont alignés sur un génome
de référence (ou bien un transcriptome) dont les genes sont annotés, afin que les reads soient
attribués aux genes correspondants. Les reads s'alignant sur des génes correspondent donc a
des genes qui ont été transcrits. Ces derniers sont ensuite comptés puis normalisés (en général
par leur taille). Il est alors possible d'analyser statistiquement les transcrits (par une analyse de
I'expression différentielle entre un ou plusieurs facteurs, par un suivi de I'évolution de

I'expression).
2.2. Méthode et outils utilisés

Apres extraction des ARN totaux des cultures de 7. /utea au laboratoire, le séquencage a été

effectué par la plateforme GENOTOUL de I'[NRAE de Toulouse (France). Ensuite, le traitement
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bioinformatique des reads pour chaque échantillon a nécessité I'utilisation du supercalculateur
DATARMOR, localisé au Centre IFREMER Bretagne. Dans un premier temps, la plateforme
internet Galaxy a été utilisée pour accéder aux outils de calcul DATARMOR de maniere
simplifiée. Puis, afin d'avoir plus de libertés dans les commandes et les paramétres de calcul,

DATARMOR a été utilisé en ligne de commande.

La qualité des reads a éeté évaluée une premiere fois avec I'outil FastQC pour chaque échantillon
[405]. Le score étant élevé, cela a mis en évidence que seuls les reads des ARN poly(A) avaient
bien été sélectionnés pour le séquencage. L'élimination des adaptateurs des reads a ensuite
nécessité I'utilisation de I'outil TrimGalore [406]. La qualité finale a été évaluée avec FastQC, et
les reads ont été validés pour chaque échantillon. Le programme d'alignement HISAT2 [407] a
ensuite été utilisé afin d'aligner les reads sur le génome de référence de 7. /utea [408] afin de
les référer aux génes correspondant. Ensuite, pour plus de facilité, les outils de calculs ont été
utilisés via I'environnement RStudio et la programmation en R. L'outil featureCounts [409] a
été utilisé pour compter la totalité des transcrits par gene pour chaque échantillon. Tous les
comptages ont ensuite été normalisés avec I'outil DESeq?2 [410]. Puis, les genes d'intérét (/hcf,
Ihcr, Thcx) ont été sélectionnés et regroupés dans une table présentant le nombre normalisé de

transcrits par gene et par échantillon.
3. Résultats et discussion
3.1. Précision de la classification des géenes lhc chez les algues Chromistes

A la lumiére de I'étude bibliographique et des résultats de cette étude, les génes /Acfont été
subdivisés en quatre groupes phylogénétiquement distincts et représentant les haptophytes
(2 groupes), les diatomées (1 groupe), et les algues brunes (1 groupe). 7. /lutea possede 52
genes /hc qui ont été identifiés par de multiples recherches de similarité et des alignements :
28 genes /hct 12 génes /hcret 12 genes /hcx. La proportion de /hcrsuggere que la capture de
la lumiére chez 7. /utea est importante dans le PSI tandis que chez une autre haptophyte,

Emiliania huxleyi, elle se déroule principalement dans le PSII.
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3.2. ldentification des sites de fixation de la fucoxanthine et des

chlorophylles

La comparaison des sites de fixation des pigments de P. tricornutum avec les séquences
protéiques Lhcf de 7. /utea suggere que 7. Jutea posséderait au moins neuf molécules de Chl
et cinq de Fx se répartissant sur plusieurs séquences protéiques Lhcf. Trois séquences Lhcf
possédant trés peu de ces sites de fixation correspondent aux trois genes transcrits les plus
exprimés. Il est probable que ces séquences posseédent un role structurel trés important dans
la FCP plutdt que la fixation de pigments. Bien que la conformation exacte de la FCP de 7. /utea
reste inconnue, ces résultats suggérent fortement que la capacité de capture de la lumiére des

haptophytes est similaire a celle des diatomees.
3.3. Expression des genes lhcf, Ihcr et synthese de la fucoxanthine

3.3.1. Influence de la lumieére

Les analyses transcriptomiques ont montré que les genes /Acfet /hcr étaient exprimés le jour
et peu voire non exprimés la nuit. A I'inverse, les pigments photosynthétiques comme la
fucoxanthine s'accumulaient la nuit dans les cellules. Ces résultats suggerent que les cellules
ont synthétisé le complexe FCP pendant le jour afin de permettre la fixation des pigments
photoprotecteurs, en anticipant |'accumulation et donc la fixation des pigments
photosynthétiques a plus faible lumiere. Il existe donc un compromis entre le besoin de
photoprotection le jour, et le processus de capture de lumiére particulierement actif en début

de nuit a faible lumiere.

3.3.2. Influence de la disponibilité en azote

Il a été suggéré que la FCP représentant une fraction constante du quota d'azote total (gN)
dans les cellules [411]. En passant d'une condition de limitation a une condition de réplétion
en N, puis de la réplétion a la déplétion en N, il y a eu respectivement une augmentation puis
une diminution significative de |'expression des /Acf et /hcr ainsi que du contenu en Fx. Ces
résultats suggerent une corrélation entre la fixation de la Fx sur les séquences Lhcf et Lhcr, si

les genes /hcfet /hcrtranscrits sont effectivement traduits en proteines.
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3.4. Expression des genes lhcx et synthese des pigments photoprotecteurs

La Dtx a été accumulée durant le jour contrairement a la Ddx, corroborant le réle de la Dtx dans
la photoprotection et illustrant la dé-époxydation progressive de la Ddx en Dtx. Cependant, la
Ddx n'a pas été totalement dé-époxydée en Dtx, suggérant que la Ddx peut également jouer
le role de pigment photosynthétique secondaire. En parallele, les génes /hcx ont été plus
exprimés le jour. Ces résultats sont similaires a de nombreuses études chez les diatomées
[118,120,412-414], et révelent la corrélation entre les genes /hcx spécifiques a la

photoprotection, et le cycle de pigments xanthophylles photoprotecteurs Ddx-Dtx.
4. Conclusion

La FCP de T. /utea a été caractérisée pour la premiere fois dans cette étude, de trois manieres
différentes. Dans un premier temps, 52 genes /Ac codant pour la FCP de 7. /utea ont été
annotés. lls ont ensuite été classés en 3 familles : /Act, /hcr, Ihcx. Le sous-groupe /hcz a été
identifié au sein du clade /Acr de T. lutea. Ensuite, le potentiel de capture de la lumiére de 7.
lutea a été évalué en localisant des sites de fixation putatifs des pigments sur les protéines
Lhcf. En cherchant a redevenir stable, les molécules de Fx peuvent probablement transférer
rapidement les électrons issus de leur état d'excitation aux Chl a et ainsi activer la chaine de
transport d’électrons. Enfin, I'expression des genes /hc a été analysée. L'étude d'un cycle
photopériodique dynamique et d'une variation de disponibilité en N a demontré une
dynamique tres sensible des pigments photosynthétiques et photoprotecteurs, ainsi qu'une

nette différence dans I'expression des génes /Ac
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5. Article : The Fucoxanthin Chlorophyll a/c-Binding Protein in Tisochrysis lutea:
influence of nitrogen and light on FCP gene expression and fucoxanthin

synthesis.

Article publié : « Pajot, A,; Lavaud, J.; Carrier, G.; Garnier, M,; Saint-Jean, B.; Rabilloud, N.;
Baroukh, C,; Bérard, J.-B.; Bernard, O.; Marchal, L.; Nicolau, E. The Fucoxanthin Chlorophyll a/c-
Binding Protein in Tisochrysis Lutea. Influence of Nitrogen and Light on Fucoxanthin and
Chlorophyll a/c-Binding Protein Gene Expression and Fucoxanthin Synthesis. Frontiers in Plant

Science 2022, 73, doi :10.3389/fpls.2022.830069 » [415].

Les données supplémentaires citées « Figure S » et « Table S » sont disponibles en version

numérique sur le site de I'éditeur.
5.1. Abstract

We observed differences in |hc classification in Chromista. We proposed a classification of the
/hcf family with two groups specific to haptophytes, one specific to diatoms, and one specific
to seaweeds. Identification and characterization of the Fucoxanthin and Chlorophyll a/c-
binding Protein (FCP) of the haptophyte microalgae T7isochrysis lutea were performed by
similarity analysis. The FCP family contains 52 /Ac genes in 7. /Jutea. FCP pigment binding site
candidates were characterized on Lhcf protein monomers of 7. /utea, which possesses at least
nine chlorophylls and five fucoxanthin molecules, on average, per monomer. The expression of
T. lutea Ihc genes was assessed during turbidostat and chemostat experiments, one with
constant light (CL) and changing nitrogen phases, the second with a 12 h:12 h sinusoidal
photoperiod and changing nitrogen phases. RNA-seq analysis revealed a dynamic decrease in
the expression of /Ac genes with nitrogen depletion. We observed that 7. /utea /hcx2 was only
expressed at night, suggesting that its role is to protect cells from return of light after

prolonged darkness exposure.

Keywords: carotenoids, fucoxanthin and chlorophyll a/c-binding proteins, Lhcf, Lhcr, Lhcx,

Tisochrysis lutea, turbidostat culture, chemostat culture
5.2. Introduction

Marine planktonic photosynthetic organisms are responsible for approximately 50% of Earth’s

primary production and fuel the global ocean biological carbon pump [416]. Among these
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producers, 50% are represented by Chromista [417] , including the haptophytes which are
abundant primary producers. Haptophytes are ubiquitous and they play an important role in
ocean carbon fluxes [70,73-75]. They are of a great interest for aquaculture and human health
applications [22,80,213,418]. Along with other Chromista, haptophytes contain the most
abundant photosynthetic carotenoid pigment in oceans, fucoxanthin (Fx), which shows
numerous pharmacological properties including anti-oxidant, anti-cancer, anti-diabetes

activities [419].

In Chromista, light-harvesting complexes (LHC) are composed of pigments and of Fucoxanthin
Chlorophyll a/c-binding Proteins (FCPs). FCPs belong to the superfamily of transmembrane
LHC proteins, currently well described in diatoms [101]. FCPs bind photosynthetic pigments
such as Fx, chlorophylls aand ¢ (Chl a/¢), and diadinoxanthin (Ddx) which can be de-epoxidized
in diatoxanthin (Dtx) for photoprotection purposes [94,102,103]. In particular, FCPs spatial
organization and their carotenoids confer to Chromista a very strong absorption capacity in
the blue-green spectral range of visible light, which are the most available radiations in the

water column [104,105].

Studies on FCP protein sequences characterized three main families [106-108], and two families
whose function is unknown, Lhcz and Lhcq in diatoms, Lhcq being commonly found in red algal
PSI [109,110]. The Lhcf are the dominant proteins, they are attached to PSII [111,112]. Lhcr
proteins are attached to PSI [109,113]. Both Lhcf and Lhcr proteins mostly bind photosynthetic
pigments such as Fx and Chl g and ¢ Finally, the Lhcx proteins play a role in photoprotection
[114-117]. It is assumed that Lhcx proteins bind both Ddx and Dtx in diatoms (Beer et a/, 2006;
Zhu & Green, 2010; Lepetit et a/, 2013). FCP genes encoding for the three families are referred
to as /hctf, lhcrand /hex (i.e. /hc genes).

Studies on FCPs structure and /Ac genes have been mostly carried out on diatoms, for which
the photosynthetic and photoprotective mechanisms, are now well described [121,122]. In
Chaetoceros gracilis, two FCP supercomplexes were characterized, related to both
photosystems, PSII-FCPII, PSI-FCPI. With cryo-electron microscopy (cryo-EM) analyses, it was
found that PSI-FCPI presents different binding pattern of pigments [109,113] than PSII-FCPII
[111,112]. In the model diatom Phaeodactylum tricornutum, FCPs are composed of 17 Lhcf
proteins, 14 Lhcr proteins, and 4 Lhcx proteins [101]. In an in-depth description of the light-

harvesting antenna of P. tricornutum with crystallography analysis [105], 9 binding sites for Chl
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a and ¢ have been identified along with 7 binding sites for Fx, among 17 Lhcf sequences.
Furthermore, the study of these binding sites demonstrated that Chl a and Fx molecules are
closely related (i.e. each Fx is related to 1 Chl g) [105]. This close spatial proximity allows for an

efficient energy transfer and dissipation [124-127].

Fucoxanthin molecules shift absorption properties according to their amino-acid binding sites
on Lhcf monomers [105]. There exists three types of Fx molecules named according to their
absorption properties: “Fx-blue” strictly absorb in the blue range of the visible light spectrum
(Amax = 463 nm), "Fx-green” absorb in a wider blue/green light range (Amax = 492 nm), and
“Fx-red” additionally absorb in an even wider blue/green light called “red-shifted” range (Amax
= 500-550 nm) [165]. This specific shift in absorption properties explains the capacity of Fx to
harvest photons over a wide light spectrum [105], allowing Chromista to perform
photosynthesis under a broad range of light conditions, including different habitats (water

column, shallow sediments, sea-ice, etc.) and different depths [127,199,420].

Contrary to diatoms, FCPs of haptophytes have not been much described, except for Emiliania
huxleyi. E. huxleyi FCPs are composed of 66 proteins (encoded by 75 genes), all named Lhcf
and sub-divided into five groups, Lhcf group1, Lhcf group2, Lhcf(red), Lhcz-like, LI818-like
[128,129]. They were determined according to the classification of the LHC superfamily of
Koziol et al. (2007) and has not been updated since. In Koziol et a/, the LI818/LI818-like group
is related to photoprotection, the Lhcr/Lhcc group related to the LHC of red algae and
cryptomonads, the Lhcf group related to the FCPs, and the Lhcz group whose specific function
is still unknown. Because haptophytes are direct descendants of the cryptomonad lineage

[131,132], the Lhcf(red) group of £. huxleyiwas named after the Lhcr/Lhcc group.

In Chromista, light intensity and nitrogen availability are of a major influence on the
photosynthetic process. Indeed, the concentration of pigments is changing with light
wavelength and intensity [282,421-423]. It is known that low light increases the photosynthetic
pigments content [80,156,275,318] and the /Acfexpression [128] while high light increases the
guenching of excess energy with photoprotective pigments (Lavaud et a/, 2002; Demmig-
Adams et al, 2014), increases the /hcxexpression [425], and decreases the /hcfexpression [128].
Furthermore, it was shown in the haptophyte /sochrysis galbana that the carotenoid content
decreased with nitrogen (N) deprivation [60], and that, reversely, in the diatom Odontella aurita,

an initial high concentration of nitrate boosted the accumulation of Fx in the chloroplast
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membranes, and even more when coupled with N supplement [59]. Several studies showed an
increase in the pigment content with an increase of N availability [56,57,60,328,329]. In batch
culturing mode however, as an increase of N availability generates an increase of the biomass,
the light availability decreases over time as the culture develops. With less access to light,
photosynthetic pigments content is increased and the expression of photosynthesis related
genes such as /hc genes is impacted. Therefore, the direct impact of N availability is hard to
assess in batch culturing mode. However, in continuous culturing mode with very limited
variations of biomass, it is possible to measure the pigment content per cell without the shelf-

shading effect.

We selected T7isochrysis lutea, whose genome was sequenced [426], with the aim to update
and complete /Ac genes and FCP proteins classification in haptophytes. This species contains
high amounts of fucoxanthin and other carotenoids [80],whose biological activities are of a
great value in the field of aquaculture (ie. bivalve hatcheries) [19,20] and biotechnologies (ie.
nutrition, pharmacology, etc) [427,428]. Our objectives were to identify for the first time 7. /utea
/hc genes, and to classify them into the three families /Acf /hcrand /hcx. Then, we relied on a
crystallographic study performed with P. tricornutum [105] to determine some of the
chlorophylls and fucoxanthin binding sites candidates on FCPs of 7. /utea. We further analysed
the influence of N availability and light intensity in co-regulating the transcript levels of /Ac
genes. In parallel, we investigated the synthesis of the carotenoids associated to these genes

in 7. lutea, the Fx, the Ddx and the Dtx.
5.3. Materials and methods

5.3.1. Homologies of FCP sequences in Chromista

Before studying specifically 7isochrysis lutea, we collected FCP protein sequences of diverse
microalgae from the literature (Table S1). A similarity analysis of the well described 35 FCP
sequences of Phaeodactylum tricornutum, taken as a reference, to all protein sequences
available in Chromista was performed. Sequences with an e-value < 10° were available for
eleven diatom strains (Fragilariopsis solaris, Fragilariopsis cylindrus, Pseudo-Nitzschia
multistriata, Nitzschia inconspicua, Thalassiosira pseudonana, Thalassiosira oceanica, Cyclotella
cryptica, Cylindrotheca fusiformis, Skeletonema costatum, Chaetoceros gracilis, Chaetoceros

tenuissimus), six haptophytes strains (Emiliania huxleyi, Chrysotila carterae, Chrysochromulina
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tobini, Isochrysis galbana, Paviova lutheri, Diacronema lutheri), four ochrophytes (Aureococcus
anophagefferens, Nannochloropsis gaditana, Pelagomonas calceolata, Heterosigma akashiwo),
four dinoflagellates (Heterocapsa triquetra, Symbiodinium microadriaticum, Polarella glacialis,
Durinskia baltica), three brown seaweeds (Ectocarpus silicosus, Saccharina latissima, Saccharina

Japonica), and one alveolate (Vitrella brassicaformis).

5.3.2. Identification of Lhcf, Lher and Lhex proteins in 7isochrysis lutea proteome

Lhcf Lher and Lhex were identified by homologue search in the proteome of 7. /utea generated
in sifico from sequenced genome [426]. We used as a query the FCP sequences of three
diatoms, Phaeodactylum tricornutum, Fragilariopsis cylindrus and Thalassiosira pseudonana
(Table S2). Similarity analysis was done with the Basic Local Alignment Search Tool (BLASTP).
All targets in 7. lutea proteome were selected. We specified the three Lhc families of 7. /utea
by correspondence with the best similarity matches with the diatom sequences (Tables S3, S4,

S5).

The Lhcf family representing the majority of FCP sequences, we additionally built a cladogram
with the Lhcf sequences of 7. /utea, of the four diatoms Phaeodactylum tricornutum,
Fragilariopsis cylindrus, Thalassiosira pseudonana, Chaetoceros gracilis, of Saccharina japonica
and Saccharina latissima (brown seaweeds), and of Emiliania huxleyi (haptophyte) (Table S6).
Using the software GENEIOUS®, we aligned the 134 sequences with Clustal Omega and built
a cladogram by Neighbor-Joining using the genetic distance model Jules-Cantor with 100

permutations. Bootstrap scores of the main nodes are displaying on the cladogram.

With the same method we also built a cladogram representing the FCP sequences in 7. lutea
and another representing the Lhcr sequences of 7. lutea and E. huxleyiin order to identify the

subgroup Lhcz.

5.3.3. Binding sites of Chl g, Chl cand Fx in 7. /utea

In a crystallographic study, the binding sites of Chl g, Chl ¢ and Fx on Lhcf sequences of ~.
tricornutum were found [105]. We aligned Lhcf proteins of 7. /utea with the ones of P.
tricornutum. Then, we identified the amino-acid binding sites in 7. lutea by comparing with the
ones in P. tricornutum. Binding sites are of two different kinds. They are either central ligands
or H bond ligands, as it is described in P. tricornutum. Furthermore, a majority of pigments
possess several binding sites (up to four) and are not necessarily present in all Lhcf sequences
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of a species. Therefore, for each amino-acid binding site, the percentage of presence over all

the Lhcf sequences was calculated.

5.3.4. Culture conditions

All the experiments were performed with 7. /utea strain CCAP 927/14. The inoculum were

2

maintained in Walne's medium [429] at 150 umol m~2s™" Both experiments were conducted in

a continuous 8-L flat panel photobioreactor (1000 x 400 x 250 mm).
Constant light experiment (CL):

To assess the effects of N availability on pigments content and transcripts levels of /Ac genes,
we used and completed the data of a continuous culture in chemostat performed by Garnier
et al. (2016). A chemostat is a continuous culture with a controlled chemical environment and
for which the dilution rate (ratio of inflow rate over the reactor volume) is constant. 7. /Juteawas
grown for 85 days with a 0.5 day™" dilution rate illuminated with constant light (150 umol m™2
s™"). The dilution rate was periodically checked by weighing the output culture. A modified
Walne’s medium containing 125/125 pM N:P ratio was used to induce a limitation in N. The
reactor was continuously aerated by bubbling and maintained at 27 °C and pH 7.3. Three nitrate
(NO:;) spikes, consisting in the injection of 3.5 mmol of NaNOs in the 10 L of culture, were made
at days 20, 43 and 83. The experiment has therefore been run in consecutive triplicates. NO;
spikes during cultivation aim to subject the algae to different N regimes monitored with the N
quota (gN), i.e. the intracellular N/C ratio analysis: balanced limitation phase (steady-phase, gN
= 0,09 moIN molC™), dynamic repletion phase (more dissolved N available in the culture

medium, gN = 0.13 moIN molC™") and dynamic depletion phase (less dissolved N available in

the culture medium, 0.013 > gN > 0.09).
Dynamic light experiment (DL):

We performed a second experiment in turbidostat to understand the impact of both diel cycle
and N availability on pigments content and transcript levels of /Ac genes expression. A
turbidostat is also a continuous culture, but the dilution varies in order to maintain the cell
density at a constant level (.e. the turbidity). 7. lutea was grown at 23°C during 15 days with
Walne's medium [429]. The light regime was sinusoid photoperiods of 12 h with a maximal
irradiance of 900 umol m2s™ at 12:00 h and darkness from 18:00 h to 00:00 h. Two NOs spikes
of 3.5 mmol NaNO; were injected at days 1 and 8. The experiment was carried out two times
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in similar conditions (sequential duplicates). The culture was monitored in N repletion and in
N depletion phase (no dissolved N available in the culture medium) by sampling every two
hours. For transcriptomic analysis, the culture was harvested during the selected day at 8:00 h,

12:00 h and 00:00 h for both N phases.

5.3.5. Intracellular N concentration, cell concentration

The number of cells per unit of culture medium and intracellular carbon (C) and N were
measured once a day for the CL experiment and every two hours for the DL experiment.
Intracellular C and N were measured on an elemental analyser (Flash 2000, Thermofisher). Cell

counting was performed using a Malassez hemocytometer.

5.3.6. Pigment extraction and HPLC analysis

For both experiments, we measured the FCP pigment content: the chlorophyll a (only in the DL
experiment), the Fx, the Ddx and the Dtx. For the CL experiment, samples were centrifuged and
wet pellets were stored at -80°C. Each pellet with a known number of cells (250 to 500 10° cells)
was dispersed in 5 ml of 95% acetone, vortexed, and then mixed for 3 to 9 min at 30 Hz
frequency in a mixer-mill (Retsch MM-400) with 0.74 g of 1 mm glass beads. Acetone extract

was filtered on a 0.2 ym PTFE filter before immediate HPLC analysis.

For the DL experiment, 15.10° cells were harvested on a 0.2 um fiberglass filter, then immersed
in 2 ml 95% acetone overnight. The acetone extracts were filtered on a 0.2 ym fiberglass filter

prior to injection in HPLC.

The filtered acetone extracts were analysed by HPLC-UV-DAD (Agilent Technologies series
1200 HPLC-UV-DAD) using an Eclipse XDB-C8 reverse phase column (150 x 4.6 mm, 3.5 ym
particle size, Agilent) following the method described by Van Heukelem & Thomas (2001).
Briefly, solvent A was 70:30 MeOH: H,O 28 mM ammonium acetate and solvent B was pure
MeOH. Gradient elution was the same as described in Van Heukelem & Thomas (2001).
Quantification was carried out using external calibration against pigments standard (Chl a for

DL experiment, Dtx, Ddx and Fx for both experiments, provided by DHI, Denmark).

5.3.7. RNAseq

50 ml of algal culture were sampled for transcriptomic analysis. Total RNA was extracted and

sequenced as described by Carrier et al. (2014). Library of RNAseq were built for each sample.
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Poly(A) mRNA were isolated from total RNA using oligo(dT) magnetic beads (MicroPoly(A)
PuristTM Kit, Ambion). The two cDNA libraries were built according to the manufacturer’s
instructions and sequenced with an lllumina HiSeq 3000 sequencer by the GenoTool platform.
We obtained an average of 2,6.10” and 3,2.107 reads per sample in the CL and DL experiments

respectively.

Raw reads of each sample were filtered using TrimGalore to remove known lllumina adapter
sequences. Low quality reads were excluded using a quality score threshold of 30 and a minimal
length of 75 or 150 bases. The quality of reads was assessed using FastQC. Then, sequenced
reads for each sample were aligned using Bowtie 2 in the QuasR package in R (Quantify and
Annotate Short Reads in R). Each gene within the alignment was counted using the Rsubread
package in R with the function featureCounts, based on 7. /utea reference genome [408]. Gene

counts were obtained for each sample and normalized with DESeq2.
5.3.8. Statistics

In order to analyse the influence of the N status (qN) and of the light intensity on the /Acgene
transcripts level in 7. Jutea, a Differential Expression (DE) analysis of /Ac genes was performed
on R using the DESeq?2 tool. The global influence of gN and light was determined with the Fold
Change and the adjusted p-value (<0.05) of the DESeq2 comparison of all transcripts in each
culture condition. The resulting Mean Average plot (MA-plot) allows to visually identify a

significant difference of expression of all transcripts (Figure S5-S10).

The Fold Change and the adjusted p-value of the corresponding 52 transcripts in the resulting
table of the DESeq2 comparison were selected to observe if their expression was significantly
influenced by gN and light intensity. In addition, an analysis of variance (ANOVA) was

performed on the 52 transcripts counts between each condition.
5.4. Results

5.4.1. Homologous sequences in Chromista

Our comparative analysis of sequences available in Chromista revealed that among all the
sequences similar to those of 2. tricornutum, the majority are classified as unknown protein or
as hypothetical light harvesting proteins. In two diatoms (Fragilariopsis cylindrus, Thalassiosira

pseudonana) and one haptophyte (Emiliania huxleyi), sequences are classified as LHC proteins
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(i.e. FCPs). These results lead us to study more specifically the FCP proteins of the FCP complex

in 7. lutea coded by the /Acf /hcrand /hcx genes.

5.4.2. Lhcf, Lhcr and Lhex annotation in the proteome of 7. /utea

Our analysis revealed that 52 FCP proteins constitute the FCP in 7. /utea (Figure 26, Table S7).
All of them matched to either the Lhcf, the Lhcr or the Lhcx sub-family of diatom FCPs.
According to the similarity scores obtained with P. tricornutum, F. cylindrus and T. pseudonana
(Tables S3-S5), among the sequences of 7. lutea 28 were Lhcf, 12 were Lhcr and 12 were Lhcx
(Figure 26). In T. lutea, the Lhcf23 sequence has been classified as a Lhcr after one single match
with low score in BLAST results, but the cladogram (Figure 26) clustered this sequence into the
Lhcf family. It is likely that the algorithm did not display all the lowest scores in the similarity
search BLAST. Knowing it is classified as a Lhcf sequence with the cladogram, a new similarity
search was done between this sequence and the Lhcf sequences of all the three diatoms. We
observed a very few matches of the Lhcf23 with Lhcf diatom sequences, with scores in the same
range than the previous match with the Lhcr sequence of £ cylindrus. We conclude, according
to the BLAST results only, that the probability of the Lhcf23 belonging to either the Lhcr or Lhcf
family was the same, but according to the cladogram, it was decided to classify it as a Lhcf
sequence. Furthermore, it was not possible to classify the Lhcx5 sequence with certitude
because although BLAST results were slightly higher with the Lhcx of the three diatoms (Table
S3-S5), it did not appear as pertaining to the Lhcx family on the cladogram (Figure 26).
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To further analyse the Lhcf, major sequences of the FCP, we built a cladogram showing four

main well supported clades of Lhcf in haptophytes, diatoms and brown seaweeds (Figure 27).
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Figure 27. Cladogram of the 134 Lhcf sequences of eight species, Phaeodactylum
tricornutum, Fragiliaropsis cylindrus, Thalassiosira pseudonana, Chaetoceros gracilis,
Saccharina japonica, Saccharina latissima, Emiliania huxleyi, and Tisochrysis lutea. Light
green: haptophyte Lhcf. Dark green: diatom Lhcf. Dark red: seaweed Lhcf.

Consequently, complementary to sequences classification in diatoms [431], we propose a new
classification of FCPs for haptophytes (Table 4). Lhcf group A sequences are mainly found in
haptophytes, Lhcf group B sequences are exclusively found in haptophytes, Lhcf group C
sequences are exclusively found in diatoms, and Lhcf group D sequences are exclusively found

in brown seaweeds. Based on this cladogram, we observed that the Lhcf groups | and Il of £
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huxleyidescribed in [129] correspond to the Lhcf groups A and B respectively. Furthermore, we
aligned all the FCP sequences of £ huxleyi and found out two other distinct groups: all
sequences of the Lhcf(red) and LI818-like groups in £ huxleyi[129] correspond respectively to
the Lhcr and Lhcx groups (Table S6, Figure S1). It appeared that one sub-group of the Lhcr
family corresponds to the Lhcz-like family described in McKew et al.. By building a cladogram
between the Lhcr of £ huxleyi and those of 7. /utea (Figure S2), we observed two Lhcr sub-
groups, one of which is composed of the Lhcz-like of £ Auxleyialong with three Lhcr of 7. lutea
(Lher5, Lher6, Lher10), which might therefore be Lhcz sequences. We propose a new annotation
of the 75 £ huxleyi Ihc genes into the three /Act /hcr and /hcx families (Table S6), and we

hypothesize the existence of a fourth family being the Lhcz, both in £ huxleyiand T. Jutea.

Table 4. Proposal for a new classification of Lhcf

Diatoms Brown

Lhcfgroups Haptophytes

seaweeds
Lhcfgroup A +++ + -
Lhcfgroup B +++ - -
Lhcfgroup C - +++ -
Lhcfgroup D - - 4

5.4.3. Binding sites of chlorophylls and fucoxanthin in Lhcf proteins in 7. /utea

All Lhcf sequences of P. tricornutum and T. lutea have been aligned and pigment binding sites

candidates were identified in 7. /utea (Figure 28).
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Chl a/c H bond
Fx binding site

-

Chl a/c central ligand, residues conserved in most FCP subunits
Chl a/c central ligand, non-conserved ligand residues in FCP subunits

S $
Lhcfl5 P.tricornutum P GlAFKDIP——NGIA—AVNAIPSIFWMTTFFAIGMVDYLNSDN
Lheflé P.tricornutum —SK-——-DISFESL-SGMNPVEQWAGVPDARKWOIILTIFIAETATE-———————
Lhefl7_P.tricornutum PS***ANIEFAEVP**NGLA*ALDVVPL WVRMAVVIGAHEFLV
Lhcfd T.lutea NST-——————————— TTLSPPEQWDELPDVSLCC——————————— TA————————
Lhcf5 T.lutea IDQ---GITFESL-G-RDGYAAWAAVPEARKFOILGTIGILELLQE-—————
Lhcfé T.lutea PSA---GVTFEQL-AGVGPFEAWNLIPLLEKMOILFTIAGLEHASE-———— CLDPA--GH

GSVK--PH

137
141
140

162
143
162

Figure 28. Example of a part of the alignment of three Lhcf sequences of P. tricornutum and
three Lhcf sequences of T. lutea with binding sites of three Chl a (a404, a405, and a406) and

one fucoxanthin (Fx303).

Table 5 and Table 6 present the different types of ligands for Chl a Chl ¢ and Fx in Lhcf

sequences of P. tricornutum compared to that of 7. /utea at the same amino-acid positions. A

majority of pigments possess several bindings sites (e.g. Chl a404, Fx302).

Table 5. Binding sites of Chl a and ¢ amino-acid (in capital letters) in T. lutea according to
those identified in P. tricornutum [105]. Percentages represent the presence of the amino
acid binding sites among all Lhcf sequences of each species. The central ligand of Chl a and
cis oris not conserved (shifted or new amino-acid position) compared to Chl a and b binding

sites of the LHCII of plants.

Central ligand

H bond

Chl identified in not
. Conser\/ed % among |hcf % among lhcf % among |hcf
P. tricornutum conserved
P. tricornutum P 35% 77%
65%
Chl a401
T. lutea P 61% 43%
0%
P. tricornutum E 100% 59%
Chl a402
7. lutea E 89% 29%
Chl c403 P. tricornutum H 100% 71%
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7. lutea H 89% 50%
P. tricornutum Q 47% TorV 53% 24%
Chl a404
T. lutea Q 14% TorV 43% 29%
P. tricornutum E 82% D 18% 100%
Chl a406
T. lutea E 75% D 18% 89%
P. tricornutum Q 88% AorT 12% 94%
Chl a405
7. lutea Q 89% AorT 0% 71%
P. tricornutum E 100% 65%
Chl a407
T. lutea E 93% 14%
P. tricornutum Q 65% N or H 35% 65%
Chl c408
T. lutea Q 0% NorH 93% 68%
P. tricornutum H 88% EorS 12%
Chl a409
T. lutea H 61% EorS 4%

Table 6. Binding sites of Fx amino-acid (in capital letters) in T. lutea according to those
identified in P. tricornutum [105]. Percentages represent the presence of the binding sites

among all Lhcf sequences of each species.

Fx identified in ?entr:l
. 'gan % among lhcf
P. tricornutum
P. tricornutum L 77%
Fx 301
T. lutea L 50%
P. tricornutum R 100%
T 24%
Fx 302 Y 25%
M 71%
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T. lutea R 93%
T 0%
Y 54%
M 0%
P. tricornutum F 59%
Fx 303 G 94%
T. lutea F 29%
G 68%
P. tricornutum K 65%
Fx 304
T. lutea K 68%
P. tricornutum L 24%
Fx 305
T. lutea L 18%

All Chl @ and ¢ conserved central ligands in P. tricornutum (excepted c408) corresponded to
homologous domains in 7. /utea. All non-conserved central ligands (excepted a405) were
located in 7. /utea. All H bond sites (excepted a401) were located in 7. lutea. T. lutea conserved
the same Fx binding sites than for P. tricornutum (Table 6), except for 2 binding sites of the
Fx302. Among the 7 Fx of P. tricornutum, the comparison with 7. /utea could only be done upon
Fx301, 302, 303, 304, 305. Among these five, four Fx binding sites in AP. tricornutum
corresponded completely to homologous amino-acid domains in 7. /utea. However, Fx302 in
P. tricornutum had four binding sites, R, T, Y and M but only R and Y were found in 7. /utea.
More precisely, the Y binding site in P. tricornutum corresponded to a Y on a 3 aa shifted
position in 7. /utea. This position corresponded to the T binding site of Fx302 in P. tricornutum

(Figure S2), highlighting the relevance of this protein section in binding a Fx molecule.

According to these results, 9 binding sites of Chl g, ¢ and 5 binding sites of Fx (for multiple
sites, at least one is found) were found in 7. /utea and described in Figure S3. Another
observation is that except for the Chl a404 central ligand and the Chl a407 H bond ligand, the
percentages of the presence of binding sites among all 7. /utea Lhcf sequences were very close

to those in P. tricornutum.

5.4.4. Effects of nitrogen availability and light intensity on the expression of /Ac genes
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CL experiment: gN and biomass

After the NOjs spike, gN (i.e. the N quota, the intracellular N/C ratio analysis used to determine
the N regime of the cultures) immediately increased, cells entered the repletion phase for 12
hours. The biomass started to increase 10 hours after the NO; spike. The gN decreased in 24
hours after reaching its maximum (0.13 mol N mol C), it is the depletion phase. The biomass
increased for 24 hours before stabilizing for another 24 hours, and finally decreased. Eventually,

cells reached a new steady phase with constant qN and biomass (Figure 29A).

CL experiment: pigments

Figure 29B,C shows an increase of Fx, Ddx and Dtx content in cells (expressed as Fx:C, Ddx:C
and Dtx:C ratio) concurrently with qN (Figure 29A) during the repletion phase. Fx and Ddx
content were tripled and were maximum when gN was maximum, then slightly decreased
during the depletion phase. Reversely, Dtx content was doubled during depletion (Figure 29C).
The Ddx + Dtx pool was up to five times higher during the dynamic phases of the experiment

repletion and depletion phases (2.5e-03 mg mg™") than during the limitation phase (5.0.e-04

mg mg™).
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Figure 29. Constant light (CL) experiment. Dashed curve corresponds to the first 5 days of
culture under N limitation conditions. (A) Evolution of cell biomass expressed as total
intracellular C and of gN expressed as intracellular N:C ratio of three culture replicates. (B)
Evolution of the Fx:C ratio of three culture replicates. (C) Evolution of the photoprotective
pigment ratios: (Ddx + Dtx):C, Ddx:C, and Dtx:C of the three culture replicates. Vertical black
dashed lines mark the transition between limitation and repletion, and repletion and
depletion in N.

CL experiment: Ihc genes expression

The evolution of FCP gene counts has been studied in as a function of N availability in the same
cultures. Transcriptomics analyses were performed on two replicates. We observed an increase
of all /hcf Ihcr and /hex transcripts counts during the repletion phase compared to limitation,

and a decrease in depletion phase compared to repletion (Figure 30, Tables S8-S10). The global
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analysis of variance did not show significant differences of /Acx counts between all N phases.
However, specific analysis of genes revealed that two /Acx were regulated with significant
differences. Along with one /Acfoutlier (/hcf13), Ihcx2 and /hcx5 gene counts were between 3
and 20 times higher than the median value of other /Acfand /hcx genes in each N condition

(Figure 30). No expression was recorded for /Acr9.
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Figure 30. CL experiment. Normalized transcript counts of (A) Ihcf (green), (B) lhcr (blue), (C)
Ihcx (orange) genes according to N status (limitation, repletion, and depletion). Analysis of
variance (ANOVA) test: *p-value < 0.05, **p-value < 0.01.

For 11 /hcf genes over 28, 2 /hcr genes over 12 and 4 /hcx genes over 12, the repletion phase

was significantly correlated (DE p-value <0,05) with an increase of their expression between 1.5
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and 4 times than during the limitation phase (Table S17). During the depletion phase, the
expression was significantly lower between 3 and 5,5 times less than repletion for 22 /Acfgenes

over 28, 8 /hcrgenes over 12 and 3 /hcx genes over 12, (Table S17).

Looking at the CL experiment, it turned out that in parallel with a lower concentration of the

pigments measured, the depletion in N corresponded to the lowest expression of the /Acgenes.

DL experiment: gN and biomass

In the DL experiment, the biomass was kept constant between 1.0 10° to 1.5 10° cells ml”
(Figure 31A). gN and Fx content (Fx:C) changed according to N bioavailability in the culture,
following a similar pattern as the one the of CL experiment. During the repletion phase, N
followed the light signal (day:night cycles), reaching a minimum and a maximum value
respectively at 00:00 h and 12:00 h (Figure 31B). During the depletion, gN was not significantly
impacted by light variation and decreased for 24 h before it stabilizing at its minimum value.
During the repletion phase, biomass evolved in correlation with the day:night cycles. When the
light intensity reached 10 pmol photons m2 s around 06:00 h, the algal biomass increased
until the light intensity was back to 10 pmol photons m2s™" at 18:00 h, and it further decreased
during the night. However, during the depletion phase, a difference was observed. The biomass
correlation with the day:night cycles was less distinct, and the difference of biomass

concentration between day and night was reduced.

DL experiment: pigments

Whatever the N phase of the cultures, Fx content (Figure 31B) and Chl a content (Figure S4)
increased during the night and decreased during the day. During N depletion though, the
day:night cycles influence on Fx, Chl a and Ddx (Figure 31C) was minimized as their content
were two to three times lower than in repletion. In the contrary, during N repletion, the
day:night cycles influence on Dtx content was barely noticeable as it was two times lower than
in depletion. Reversely, the Dtx content increased during the day and drastically decreased at
night all along the experiment (Figure 31C). It was doubled in depletion compared to repletion.

However, the Ddx+Dtx pool decreased in depletion, mainly influenced by the Ddx content.
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Overall, these results corroborated those of CL experiment, apart from the Ddx+Dtx pool which

decreased during the N depletion phase.
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Figure 31. Dynamic light (DL) experiment. The green curve represents photosynthetically
active radiation (PAR) during the day:night cycle. (A) Evolution of the cell biomass expressed
as total intracellular C and of the qN expressed as intracellular N:C ratio of the two culture
replicates. (B) Evolution of the Fx:C ratio of the two culture replicates. (C) Evolution of the
photoprotective pigment ratios: (Ddx + Dtx):C, Ddx:C, and Dtx:C of the two culture
replicates. Vertical black dashed line marks the transition between the repletion and
depletion phases in N.

DL experiment: Ihc genes expression

In DL experiment, the /Ac expression varied according to both N bioavailability and light

intensity (Figure 32). Similarly to CL experiment, gene counts were lower in N depletion than
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in repletion phase. It is especially highlighted with gene counts of replicate 1. Also, genes were
more expressed in repletion phase compared to CL experiment. All genes counts are available

in supporting information (Tables S11-S16).

Most of the genes were up-regulated during the day at 8:00 h and 12:00 h and down-regulated
at night (00:00 h) (Figure 32A,B,C). Specifically, /hcx genes were significantly up-regulated at
8:00 h than 12:00 h, except for /Acx2 which was the only one expressed exclusively during the
night (Figure 32D, Table S18). Also, /hcf27 and /hcré6 were the only /hcfand /hcr genes to be
significantly up-regulated at 8:00 h vs 12:00 h (Table S19).

120



A Repletion | Depletion
®
-} |
|
@ 4et051 e |
5 |
o |
J:: 2e+05 4 | o
] | .
*k 000 e
= o LU 2
0e+00 ' : . | . _ -
08:00 h 12:00 h 00:00 h 08:00 h 12:00 h 00:00 h
B Repletion | Depletion
1.5¢+05 :
& |
g 1.0e+051 I
Q |
© [ oo,
5 5.0e+04 LRI e,
2 - R N R
0.0e+00 1 ' ' N | e i uessstes:
08:00 h 12:00 h 00:00 h 08:00 h 12:00 h 00:00 h
C 25¢1054 * Repletion [ Depletion
|
v 2.0e+05 |
k= I
=5 1.5e+05 1 I
3 |
5 e A o
£ 5.0e+04 1 - : A °
: R, S
0.0e+00 4 . . . !' . I.*. ----' ----- ?
08:00 h 12:00 h 00:00 h 08:00 h 12:00 h 00:00 h
D Repletion Depletion . .
2.0e+04 1 : :
£ 15e1041 : :
Q 1.0e+04 4 ' !
% 5.0e+03 1 5-:
= - .
= 0.0e+00 . : : . _ Lk
08:00 h 12:00 h 00:00 h 08:00 h 12:00 h 00:00 h
Light condition

Figure 32. DL experiment. Normalized transcript counts of (A) Ihcf (green), (B) lhcr (blue),
(C) Ihcx (orange) genes and (D) lhex2 (red) gene according to N status (repletion and
depletion) and day:night cycles. ANOVA test: *p-value < 0.05, **p-value < 0.01. The
experiment was realized in duplicate and represented by solid (replicate 1) and dotted lines
(replicate 2). Vertical black dashed line marks the transition between the repletion and
depletion phases in N.
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The DE analysis reveals that the percentages of up-regulation in repletion phase compared to
depletion were similar to CL experiment. However, these results were for replicate 1 only.
Indeed, in replicate 2, no /hc gene was significantly down-regulated in depletion compared to
repletion. We also confirmed that the great majority of the /Act /hcr and /hcx genes were
significantly up-regulated during the day (Table 7). Another observation was the high
percentage of /Acxsignificantly up-regulated at 8:00 h compared to 12:00 h (25%, /hcx3, lhex 117,
thex12).

Table 7. percentages of lhcf, Ihcr or lhcx genes up-regulated at 8:00 h and 12:00 h in DL
experiment

Up-regulation of /hc genes

At8:00h At8:00h At12:00h
VS12:00h VS00:00h VSO00:00h

Ihcf 3.6% 82% 68%
ther 8.3% 82% 92%
lhex 25% 75% 75%

5.5. Discussion

5.5.1. FCP protein sequences in Chromista species

Only a few annotated FCP sequences were available for haptophytes compared to the data
available in literature for other groups of Chromista. The known classification in diatoms
supported the annotation of the 52 FCP sequences in the haptophyte 7isochrysis lutea. Our
results also emphasised the diversification of the Lhcf family: we propose the Lhcf group A
mainly composed of haptophytes sequences, the Lhcf group B to be specific to haptophytes,
the Lhcf group C to be specific to diatoms and the Lhcf group D to be specific to brown
seaweeds. These groups may indicate that the evolutionary distance between diatoms and
haptophytes is also reflected in their light harvesting complexes [420]. As the novel group
named Lhcqg was proposed in diatoms [109,110], it is not excluded that some 7. /uteasequences

pertain to this group. However, there is not enough information so far to confirm it.
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Furthermore, our results suggested that three Lhcr in 7. /utea belong to the LAcz group (Lhcr6,
Lhcr10, Lher11), defined as a sister clade of Lhcr in Kumazawa et al. (2021). Overall, the /Ac
genes in 7. Jutea are 54% /hct, 23% Ihcr (including /hcz), and 23% /hcx, while in £ huxleyi they
are respectively 70%, 9% and 21%. While the proportion of photoprotection-related Lhcx was
similar among both species, 7. /utea overall FCP composition is enriched in PSl-related Lhcr
while it is enriched in PSll-related Lhcf in £ huxleyi. In parallel, we know that the amount of
light harvested by PSII and PSI is determined by the effective absorption cross-sections,
respectively ops; and ops. In two strains of £ huxleyi, the ratio ops:0ps; Was found to be ~0.4-0.5
[432] while in /sochrysis galbana, a close species to 7. lutea, it was found to be ~0.25-0.35 [433].
As opsiii0ps) is higher in £. huxleyi; this could mean that the light-harvesting is more effective in
the PSIl in £.huxleyi; compared with /. galbana where it is more effective in the PSI. Supposing
that the ops):0psi ratio in 7. Juteais similar to the one in /. galbana, this observation is consistent

with the FCP composition of both species.

Possibly this distinction could be linked to a different adaptation to the /n situ light climate
with 7. Jutea originating from an environment with strong light variations, which requires a
stronger balance between PSII and PSI photochemistry. In comparison, £ huxleyi is found in
coastal, temperate continental and cold regions with less harsh light intensity growing

conditions [434,435] but still requiring great ability to tolerate different light intensities [436].

5.5.2. Biding sites of chlorophylls and fucoxanthin in Lhcf proteins in 7. /utea

In the Lhcf of P. tricornutum, the most red-shifted Fx306 and Fx307 were directly bound to Chl
c[105]. Therefore, even if these two candidate sites were found on the Lhcf of 7. luteg, it is not
possible to certify that these Chl effectively bind Fx molecules. This could only be observed
with a crystallographic or a cryo-EM study as it was done in P. tricornutum [105] and in C.
gracilis [110]. Amino-acids homologies between P. tricornutum and T. lutea FCP sequences
strongly suggested that 7. /utea possesses at least 9 Chl aor cbinding-sites among the majority
of Lhcf monomers. Most of the Fx binding sites identified in 2. tricornutum were also found in
T. lutea, although none of the Lhcf showed all the Fx binding sites identified in P. tricornutum.
This result suggests the presence of Fx binding sites specific to haptophytes as compared to
diatoms. Among the 28 7. /utea Lhcf, three of them (Lhcf7, Lhcf11 and Lhcf13) showed a few of
the identified Chl and Fx binding sites candidates. It suggests they rather have an important

structural role in the light-harvesting spatial organization. In particular, Lhcf13 was the most

123



expressed in our experiments (Tables S7, S20, S21). These results are to be carefully considered
because transcripts could be regulated before translation into protein [437]. Over all, and
although the exact oligomeric spatial organization of the light-harvesting system of 7. lutea
remains unknown, sequence comparison with 2. tricornutum strongly suggested that the light

harvesting capacity of haptophytes is similar to the one of diatoms.

5.5.3. /hcfand /hcr expression and fucoxanthin synthesis

Influence of N

In P. tricornutum, the FCP and the general photosynthesis pathway are down-regulated during
a N stress [438]. In / galbana, a close strain of 7. lutea, it was suggested that the FCP is a
constant fraction of the total qN of about 6,8% [411]. Both our experiments showed that gN
decreased by up to 1.6 times in N limitation and depletion compared to N repletion. It was
therefore consistent to observe, from a N limitation to a N repletion phase, an increase in the
expression of the photosynthetic genes /Acfand /hcr, an increase of Fx content, and a distinct
decrease from repletion to depletion. In parallel, photosynthetic pigments content decreased
during depletion. These results might indicate the correlation of the binding of Fx and Ddx on
Lhcf and Lhcr. Furthermore, they demonstrate the positive influence of an increase of gN on Fx
and Ddx content and on the expression of the majority of /Ac genes, significantly for 34 /Ac
genes including /hcx. The DL experiment showed that the Chl a content varied similarly to the
Fx content (Figure S3). The positive linear correlation between Chl a and Fx in 7. /utea has
already been reported in a study [276]. As chlorophylls contain N, contrary to carotenoids, they
are positively influenced by N supplementation, which can explain the indirect dependence of
Fx on the N concentration in the culture. Furthermore, Chl a binds on Lhcf and Lhcr proteins.
Therefore, there is a correlation between the N needed for Chl a synthesis and the Lhcf and

Lhcr proteins needed for the Chl a binding.

Influence of light

Experiments with a photoperiodic cycle as our DL experiment can reveal the dynamic shift
between photosynthesis and photoprotection. In our experiments, we observed that /Acfand
/hcrgenes were up-regulated during the day, and were almost not expressed at night, reversely
to photosynthetic pigments. On one hand, and as expected, Fx and Ddx content increased with

low light intensity to perform photosynthesis even with a few photons. Furthermore, several
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studies hypothesized that Ddx is a precursor of Fx synthesis [264,439], enhancing the fact that
both pigments evolve simultaneously. On the other hand, the fact that /Acfand /Acrgenes were
not up-regulated during the night was unexpected. We supposed that cells synthetized the
whole FCP complex during the day, allowing the binding of photoprotective pigments while
preparing the need for photosynthetic pigments when the light decreases at night. This shift
might explain a trade-off between the need for the photoprotection during the day and the
light-harvesting process mainly active at the beginning of the night. When comparing both
experiments, /hc genes were more expressed in repletion with a day:night cycle than in
repletion with a constant light, which indicates that light intensity is a more impacting factor

than N for FCP expression.

Finally, gN varying according to NOs concentration in the culture medium, along with the light
intensity, is partly responsible for the balance between photosynthetic and photoprotective

activities of 7. lutea.

5.5.4. /hcx expression, diadinoxanthin and diatoxanthin synthesis

The photoperiodic cycle of the DL experiment allowed to distinguish the photoprotection
dynamic between the /Acx and the Ddx/Dtx content. At 8:00 h, after two hours of illumination,
cells expressed more /hcx than at 12:00 h. In parallel, we observed that the Dtx content was
higher during the day, corroborating its role in photoprotection. These results were in line with
what was found in diatoms with the increase, under high light, of the Dtx content in Cyclotella
meneghiniana [118], of both the Dtx content and LI818-like proteins (also referred as Lhcx) in
T. pseudonana [119], of the Ddx+Dtx pool and three /hAcx in P. tricornutum [120], of the
Ddx+Dtx pool and the synthesis of Lhcx2 and Lhex3 in P. tricornutum [116,440]. Furthermore,
a tryptophan residue located closely to the Ddx/Dtx binding site of Lhcx was characterized as
involved in the energy-dependent fluorescence quenching (qE) in P tricornutum, a
photoprotection mechanism [441]. Dtx results from the de-epoxidation of Ddx, it was therefore
consistent to observe that Dtx content was reversely symmetrical to Ddx content in both our
experiments. However, even under maximum light intensity, Ddx was not entirely de-
epoxidized in Dtx, highlighting its double role as photosynthetic and photoprotective pigment
[442]. Overall, the Ddx+Dtx pool increased with light intensity in repletion as what was found
in  Cyclotella meneghiniana when applying high light [413], supporting the main

photoprotective role of these pigments. Finally, 7. /utea cells seemed to activate their
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photoprotection mechanisms to endorse the light onset without risking the deterioration of

cellular mechanisms.

Similarly, in C meneghiniana, proteins encoded by one /Acx named 7cp6/7 were more present
under HL conditions [118,412,413]. In addition, /Acx2 in P. tricornutum was strongly up-
regulated when exposed to a constant 48 h HL, whereas /hcx3, /hcr6 and /hcr§ were strongly
up-regulated after 0.5 h of HL but slightly decreased during the last 47.5 h of HL [414]. It
suggested a photoprotective role followed by an acclimation to HL for /Acx3 but also for /hcré
and /hcr8. According to our BLAST results, the corresponding Lhcr6 and Lhcr8 proteins in P.
tricornutum had the highest similarity scores with Lhcr5 and Lhcr6 in 7. /lutea respectively. The
corresponding /hcr6 gene in T. lutea was the only /hcr significantly up-regulated at 8:00 h vs
12:00 h, along with /Acf27. Others /hcr were not up-regulated in HL neither in 7. luteanorin P.
tricornutum [414]. Lhcr6 protein in 7. /utea, in addition with Lhcf21 and the Lhcx, could
therefore participate in the binding of photoprotective pigments or play a structural role in the
FCP conformation for photoprotection under HL, like Lhcx1 in 7. pseudonana [119,443].
Furthermore, Lhcr6 and Lhcr10 could also be classified as Lhcz (Table S7), which might highlight
the potential photoprotective function of the Lhcz. Indeed, although /Acr70 was not

significantly up-regulated at 8:00 h, its p-value of 0.0512 was close to the 0.05 threshold.

In 7. lutea, /hcx2 was the only gene up-regulated at night. It is known the Lhcx4 protein in P,
tricornutum is also more synthetized at night [115,117,120,444]. Furthermore, in
transcriptomics analysis, /hcx4 was barely expressed under HL [414], but there was no clear
explanation about its function yet. A hypothesis is that Lhcx4 could protect from the return of
the light after a prolonged darkness exposure. We can suppose the Lhcx2 protein in 7. lutea

plays the same role.
5.6. Conclusion

We characterized the FCP of Tisochrysis lutea for the first time, in three ways. Initially, 52 /hc
genes were annotated. We classified the genes into 3 families /Acf. lhcr, hcx, as for diatoms.
We also identified the Lhcz sub-group within the Lhcr clade of 7. /utea. Furthermore, we do not
exclude the existence of a novel group found in diatoms named Lhcg, whose function is
unknown so far. Then, we evaluated the light-harvesting capacities of 7. /utea by locating

pigment binding domains in Lhcf proteins monomers, which are likely to be homologous to
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those of P. tricornutum. Finally, we investigated the expression of the /Ac genes. The study of a
dynamic photoperiodic cycle and of a dynamic N intake within the culture of 7. /utea
demonstrated a very sensitive dynamic of both photosynthetic and photoprotective pigments,

along with a clear difference of the /Ac genes expression.
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Chapitre 3 — Les stratégies de photoprotection chez Tisochrysis

lutea

Ce chapitre présente un résumé des résultats valorisés dans l'article « Light-response in two
clonal strains of the haptophyte Tisochrysis lutea : evidence for different photoprotection
strategies. » (soumis dans le journal Algal Research le 26 ao(t 2022, ALGAL-D-22-00647, revisé
et re-soumis le 20/10/2022). Il comporte des précisions sur le matériel et les méthodes utilisés,
un résumé des résultats principaux décrits dans I'article et d'autres résultats complémentaires
obtenus. L'article est présenté en fin de chapitre et les données supplémentaires sont

présentées en annexe (Annexe Il).
1. Contexte et objectifs

Les travaux présentés dans le chapitre 2, nous ont permis de décrire le fonctionnement du
systéme de capture de la lumiere chez 7. /utea, soit le début de la photosynthése, et la synthése
de molécules d'intérét telle que la fucoxanthine par cette espece. L'étude des mécanismes de
photoprotection est également nécessaire afin de mieux comprendre comment les cellules de
T. lutea effectuent I'équilibre nécessaire entre l'activité photosynthétique d'une part, et
photoprotective d'autre part lorsque la lumiere est présente en excés. Cela permet d'améliorer
la maitrise de la culture de cette microalgue. Dans cette partie, nous avons exploré la réponse
physiologique des cellules de 7. /utea a leur environnement lumineux et avons tenté d'apporter

des nouvelles connaissances sur le fonctionnement du photosysteme chez cette espece.

Pour comprendre les mécanismes de photoprotection, deux souches clonales de 7. /utea ont
été sélectionnées pour leur différente composition pigmentaire, notamment les pigments
photoprotecteurs. Lorsque cultivées dans les mémes conditions, la souche clonale T-5cl6
synthétise une grande quantité de Ddx et Dtx tandis que la souche clonale T-4clI3 synthétise
de l'échinénone. Ces différences ont été montrées lors d'un précédent projet ANR du
laboratoire nommé DynAlgue, qui a montré la premiére étude de génétique des populations
de T. lutea. Ce projet a généré plus de 100 souches clonales de 7. /utea qui ont été phénotypées
pour leurs compositions en lipides et en caroténoides. L'objectif général de cette étude était
de comprendre comment deux stratégies de photoprotection potentiellement différentes

étaient exprimées chez les deux souches clonales T-5cl6 et T-4cl3. En mettant en place des

131



cultures en turbidostat, nous avons étudié la réponse physiologique des algues aux

changements d'intensité lumineuse (ou irradiance), soit la photoacclimatation.
2. Matériel et Méthodes

Les deux souches clonales T-4cl3 et T-5cl6 (clone 3 de la souche RCC1344 et clone 6 de la
souche Ifremer-Argenton respectivement) ont été soumises a différentes intensités lumineuses
de 50, 150, 300 et 550 umol de photons.m?.s™". Des mesures de la fluorescence de la Chl 2 ont
été reéalisées, appelées F,/F,. Le F,/F, est le rendement quantique maximal de la
photosynthése, c'est a dire le pourcentage d'énergie absorbée qui est utilisée pour la
photosynthése. En parallele, I'analyse de la composition pigmentaire et du niveau de
transcription de certains génes spécifiques a été effectuée. En plus des génes codant pour la
FCP (/hcx, Ihcx, Ihcr), I'expression de plusieurs genes candidats codant pour la Ddx dé-
époxydase (DDE), la Vx dé-époxydase (VDE) et la Zx époxydase (ZE) a été mesurée. C'est la

premiére fois que ces genes ont été annotés et caractérisés chez 7. /utea.
2.1. Turbidostat

Cette section a pour objectif de détailler la mise en place des cultures de 7. /utea en turbidostat
(Figure 33). Comme précisé dans l'introduction (Chapitre 1, section 1.3.4.), un turbidostat est
un mode de culture en continu a turbidité constante, soit a densité cellulaire constante. Lorsque
la culture dépasse le seuil de turbidité qui a été préalablement fixé, correspondant a une
densité cellulaire spécifique, du milieu de culture frais est ajouté dans le photobioréacteur afin
de diluer la culture. Le taux d'ajout des nutriments, présents dans le milieu de culture, varie
donc en fonction du taux de dilution de la culture. Ce dernier différe selon le taux de croissance
des cellules, qui est majoritairement influencé dans cette expérience par l'irradiance incidente

sur le photobioréacteur.
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Figure 33. Photo du triplicat de culture d’'une souche de T. lutea en turbidostat.

Trois photobioréacteurs de 3.5 L ont été utilisés pour cette expérience. Concus au laboratoire,
ils sont composés de deux colonnes transparentes de polymethylmetacrylate (PMMA) de 60
mm de diametre (Figure 34), connectées entre elles par une bride inférieure et une bride
supérieure. Du fait du matériau PMMA, ces photobioréacteurs ne sont pas autoclavables. Un
processus de stérilisation par action de I'acide peracétique est donc nécessaire. Une fois
remplis d’eau de mer filtrée et enrichis avec du milieu de Conway, les photobioréacteurs ont
été inoculés avec 7. /utea. La lumiere blanche est délivrée a I'aide de six tubes fluorescents donc
I'intensité est modulable. Les photobioréacteurs ont été constamment aérés et agités par un
bullage hélicoidal depuis la base de la colonne de droite, créant un courant de sens anti-
horaire. La température a été régulée a l'intérieur des photobioréacteurs a 26 + 1°C par un
circuit d'eau fermé dans un doigt de gant (Figure 34). Le pH a été mesuré avec une sonde et
régulé a 8.2 par I'apport de CO, (Figure 34). La turbidité de chaque photobioréacteur, relative
a la densité cellulaire, a été mesurée a I'aide d'un capteur de densité optique (voir section 2.2),
qui a commandé l'action d'une pompe. Cette derniére a permis d'ajouter du milieu de culture
frais contenu dans une poche de 20 L, sous chaque photobioréacteur (Figure 34). La densité
cellulaire fixée était entre 1.5 et 2 millions de cellules par mL. Les poches de milieu de culture

ont été remplies de maniére stérile en injectant du milieu de Conway & 1 mL.L™" puis en ajoutant
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de l'eau de mer filtrée sur 0.2 um. Les poches ont pu étre remplies plusieurs fois
successivement. Chaque poche a ensuite été connectée a la pompe qu'il a fallu amorcer. Lors
de l'ajout de milieu, le photobioréacteur se diluait en déversant de la culture par une surverse
dans un bac de récolte (Figure 34). Ce bac de récolte était régulierement pesé pour mesurer le

taux de dilution et donc le taux de croissance.
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Figure 34. Schéma détaillé de la mise en place d’une culture continue en turbidostat.

2.2. Fabrication des capteurs de densité optique

2.2.1. Composition des capteurs

Afin de suivre et réguler en continu la densité cellulaire, soit la turbidité des cultures, des
capteurs de densité optique ont été utilisés pour chaque triplicat de culture. lls ont été
précédemment concus et développés au laboratoire et optimisés puis fabriqués pendant cette
these. Le capteur circulaire est constitué de deux parties en demi-cercle, une partie émettrice
et une partie réceptrice, qui s'‘assemblent en cercle autour d'une des colonnes du

photobioréacteur (Figure 35).

La partie émettrice (Figure 36A) est composée d'une carte électronique sur laquelle sont

assemblées trois LEDs (diode électroluminescente: bleue, rouge, infrarouge). La partie
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réceptrice (Figure 36B) est composée d'une carte électronique comprenant une photodiode,
diverses résistances et un amplificateur. Les LEDs et la photodiode se font donc face en
entourant la colonne du photobioréacteur (Figure 37). Les schémas de fabrication des capteurs

sont disponibles en annexe (Annexe I).

// _‘ 9

Figure 36. Partie émettrice (A) et partie réceptrice (B) du capteur de densité optique.
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Figure 37. Positionnement du capteur de densité optique autour d'une colonne du
photobioréacteur

2.2.2. Principe de fonctionnement

Les LEDs envoient un signal lumineux que recoit la photodiode de I'autre c6té de la colonne
du photobioréacteur. Le signal requ par la photodiode est appelé signal de sortie. Une consigne
est appliquée a la photodiode avec une valeur fixe du signal de sortie qu'elle doit recevoir. En
conséquence, les LEDs s'allument, elles envoient un signal lumineux appelé signal d'entrée, qui
doit étre suffisamment élevé pour atteindre la consigne du signal de sortie sur la photodiode.
Le signal d'entrée peut donc varier en fonction de la turbidité de la culture. Si la densité
cellulaire augmente, la turbidité augmente, donc les LEDs doivent envoyer un signal lumineux
plus élevé pour atteindre la consigne. A la densité souhaitée, soit a la turbidité souhaitée, le
signal d'entrée des LEDs est enregistré comme une consigne d’entrée. Lorsque la concentration
cellulaire de la culture augmente encore, la turbidité de la culture augmente également, la

consigne d'entrée est alors dépassée. Ce dépassement déclenche une pompe qui permet
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d'apporter du milieu de culture dans le photobioréacteur afin de diluer la culture jusqu'a ce

que la consigne d’entrée soit a nouveau atteinte.

Pour une méme densité cellulaire, la consigne d'entrée peut varier. Le signal lumineux envoyé
par les LEDs n'est pas seulement impacté, lors de sa traversée jusqu'a la photodiode, par la
concentration en cellules, mais également par leur contenu en chlorophylle. En effet, des
cellules cultivées a faible lumiere vont contenir plus de chlorophylle, la lumiere bleue va alors
étre plus absorbée. Inversement pour les cellules cultivées a forte lumiére, qui posseéderont
moins de chlorophylle, la lumiere bleue sera moins absorbée, le signal lumineux sera plus faible,

la consigne d’entrée sera donc plus faible pour une méme densité cellulaire.

La fabrication et la mise en fonction des trois capteurs de densité optique fut un véritable
challenge. Il a fallu dans un premier temps découper puis équiper les cartes électroniques
composés des LEDs et de la photodiode, ainsi que les cartes des boitiers de connexion (les
pieces circulaires étant déja disponibles au laboratoire). Puis, tous les fils ont été soudés a la
fois sur le boitier de connexion et sur I'embase, élément permettant de relier les capteurs au
systeme d'acquisition du photobioréacteur. Ensuite, il a fallu configurer et programmer le
logiciel permettant l'acquisition des données fournies par le capteur et l'application des
consignes sur les signaux d'entrée et de sortie. Apres de nombreuses difficultés et le retard
généré par les confinements successifs pendant la crise sanitaire, les capteurs furent finalement

fonctionnels et sont aujourd’hui toujours utilisés au laboratoire pour des cultures en continu.
3. Résultats et Discussion
3.1. Résultats principaux

3.1.1. Les différentes stratéqgies de photoprotection des souches de 7. /utea

Les deux souches clonales de 7. /utea, T-5cl6 et T-4cl3, ont été cultivées dans les mémes
conditions d'irradiance, de température, de pH, de nutriments et a la méme concentration
cellulaire. Chez les deux souches, la forte corrélation entre le contenu en Dtx et le F,/F,, (Figure
41) a souligné l'implication de la Dtx dans la dissipation de I'énergie lumineuse en exces, donc
dans la photoprotection. La souche T-5cl6 était associée a un contenu en Ddx, Dtx, Vx et Zx
plus élevé que la souche T-4cl3 (Figure 41, Figure 42). Ces résultats ont donc indiqué que la

stratégie de photoprotection de T-5cl6 était principalement basée sur I'utilisation des cycles

137



de pigments xanthophylles Ddx-Dtx et Vx-Zx. Bien que T-4cl3 utilisait également le cycle Ddx-
Dtx, dans une moindre mesure par rapport a T-5cl6, sa stratégie s'est distinguée par la synthese
d’échinénone a partir de 150 pmol de photons.m?s™ (Figure 43). Ce résultat est remarquable,
c'est en effet la premiere fois que la synthése d'échinénone par une microalgue haptophyte
due a 'augmentation de l'intensité lumineuse est démontrée. Jusqu'ici, il avait été montré que
T. lutea (souche CCAP 927/14) produisait de I'échinénone dans des conditions de carence en
N. L'échinénone est habituellement retrouvée chez les cyanobactéries, c’'est un pigment qui
permet d'éliminer les radicaux libres oxygénés (ROS) [445]. Le schéma présenté en Figure 38
met en évidence les différences de contenu en pigments photosynthétiques chez les deux

souches T-5cl6 et T-4cl3.
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Figure 38. Evolution du contenu en pigments photoprotecteurs chez deux souches de T.
lutea en fonction de l'irradiance.

3.1.2. Les enzymes dé-époxydases et époxydases chez T. lutea

Dans cette étude, des génes candidats codant pour la DDE et la VDE ont pour la premiere fois
été caractérisés chez 7. /utea. lls ont été annotés respectivement DDE_L, VDE_L1 et VDE_L2
(L signifiant « like »). Ces genes résultent de la recherche de similarité entre le génome de 7.
lutea et des séquences annotées dans la littérature: 19 genes VDE parmi 5 especes de
diatomées, 10 genes VDE parmi 2 espéces d’haptophytes, 1 géne DDE d'une diatomée. Par
ailleurs, VDE_L1 chez T. /utea a le meilleur score de similarité avec le gene VDL2 (Vx de-

epoxydase-like) de P. tricornutum (identification du gene : PHATRDRAFT_45846), qui code pour
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une enzyme ayant récemment été démontrée comme centrale dans la voie de biosynthése de
la Fx dans une étude par Bai et al. (2022) [174]. Cette étude suggere que la Ddx serait également
un substrat de I'enzyme VDL2, en plus de la Vx donc. VDL2 serait en effet capable de catalyser
la réaction de tautomérisation (isomérisation d'une fonction moléculaire) de la Ddx en
allénoxanthine, ces deux pigments étant des précurseurs clés de la Fx [174]. De plus, il est
précisé que I'enzyme VDL2 est trés probablement soumise a une régulation stricte chez les
diatomées et les haptophytes, de sorte a ce que la Ddx puisse jouer a la fois son role de
précurseur du pigment photosynthétique majeur qu'est la Fx, et son rble dans la

photoprotection au sein du cycle Ddx-Dtx.

De méme, le géne ZE_L a été caractérisé pour la premiere fois chez 7. /utea suite a la recherche
de similarité entre le génome de 7. /utea et les séquences annotées dans la littérature : 10
génes ZE issus de 4 especes de diatomées, 7 genes ZE issus de 2 espéces d'haptophytes. Plus
particulierement, il a été montré que le gene ZEP1 (zeaxanthin epoxydase) chez P. tricornutum
(identification du gene : PHATRDRAFT_45845), codait également pour une enzyme centrale
dans la voie de biosynthese de la Fx [174]. Ce géne présentant un score de similarité élevé avec
ZE_L chez T. /utea, on suppose que son role, en plus de I'époxydation de la Zx, est également
central dans la biosynthese de Fx chez notre espéce modeéle et chez les haptophytes de maniere

générale.

Chez T. lutea, le suivi de |'expression de DDE_L, VDE_L1, VDE_L2 et ZE_L en fonction de
I'irradiance a permis de corréler leur transcription aux différentes stratégies de photoprotection
de T-5c¢l6 et T-4cl3, et d'émettre des hypotheses sur leur fonction. La dé-époxydation de la Ddx
était plus élevée chez T-5cl6 que chez T-4cl3 (Figure 41) et en parallele, I'expression du gene

DDE_L était plus élevée chez T-5cl6 que chez T-4cl3 aux quatre irradiances testées.

De méme, en plus de I'augmentation de son expression avec I'augmentation de l'irradiance,
VDE_L1 était plus exprimé chez T-5cl6 que chez T-4cl3. Ce résultat est corrélé au taux de dé-
époxydation de la Vx en Zx supérieur chez T-5cl6. La protéine correspondant a VDE_L1 est
associée avec une activité de dé-époxydation de la Vx d'apres Interproscan (logiciel d'analyse
fonctionnelle de protéines) [446]. En plus de cette fonction, la protéine correspondant a VDE_L2
est associée a une famille de protéines transmembranaires, les canaux potassiques voltage-
dépendants. Ces complexes permettent le passage des ions K* en réponse aux changements

de potentiel membranaire. Le changement de potentiel de la membrane du chloroplaste est
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un mécanisme connu de I'équilibre entre photosynthése et photoprotection. A forte lumiére,
le pH du lumen du chloroplaste change, ce qui permet d'activer les cycles des pigments

xanthophylles comme le cycle Vx-Zx lors d'un excés de lumiére.

La réaction inverse de la dé-époxydation est I'époxydation, effectuée par les enzymes
époxydases. Plus l'irradiance augmente, moins il y a de réactions d'époxydation. L'expression
du gene ZE_L diminue avec I'augmentation de l'irradiance, et pourrait donc correspondre a une

diminution de la synthese de I'enzyme Zx époxydase.

Les hypotheses sur les fonctions de ces quatre genes ont été appuyées par des analyses de
similarité avec des genes connus effectuées avec I'outil BLAST, ainsi que par l'analyse

fonctionnelle de domaines protéiques avec Interproscan (voir les détails dans la section 1).

3.1.3. Le NPQ soutenu chez 7. lutea

Lors des prélevements, les cultures ont été soumises a deux heures d'obscurité afin de mesurer
le F,/Fp. Cette mesure a été utilisée comme proxy du relachement du NPQ chez 7. /utea. A
I'obscurité, les cellules n‘ont plus besoin d'effectuer la photoprotection, le NPQ se relache, il y
a plus d'énergie disponible pour effectuer la photosynthese, le F,/F,, augmente chez les deux
souches. En revanche, la totalité de la Dtx ne s'est pas re-époxydée en Ddx méme apres deux
heures d'obscurité, en particulier chez T-5cl6. Cela signifie que le NPQ est « soutenu » [447].
Cette forme de NPQ pourrait étre complémentaire au NPQ dit energy-dependent (qE), et
pourrait faire partie de la stratégie de photoprotection de T-5cl6 en permettant aux cellules de

répondre rapidement a une augmentation de I'intensité lumineuse.

3.1.4. Le role des /hcx chez T. lutea

Le suivi de I'expression des génes /hcxchez les deux souches a permis de distinguer deux sous-
groupes de /hcx. Les genes /hexT, lhexd, Ihex8 et Thex 77 sont des acteurs majeurs du NPQ chez
T. lutea. Les protéines associées sont probablement celles fixant le maximum de Dtx dans
I'antenne collectrice de lumiére. Comme les niveaux d'expression sont similaires chez les deux
souches mais que le NPQ est plus important chez T-5cl6, c’est probablement la traduction de
ces genes /hcx en protéines qui expliquerait la différence de NPQ. Deux genes /hcr, lhcr5 et

Ihcré, semblent également étre impliqués dans la photoprotection.
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Au contraire, les genes /hcx2 et lhex5 étaient les seuls a étre moins exprimés lors de
I'augmentation de l'irradiance, et étaient particulierement exprimés a faible irradiance. Il est
possible que la fonction de ces génes soit de répondre a une potentielle augmentation de
I'irradiance pendant une période d'acclimatation a faible luminosité. Ces génes étant les plus
exprimés chez les deux souches, ils pourraient également jouer un réle structurel important au

sein de la FCP chez 7. /utea.

3.2. Résultats complémentaires : Les facteurs de transcription des genes

lhc

Ces résultats sont complémentaires a ceux décrits précédemment et ne sont pas présents dans

I'article.

3.2.1. Identification des facteurs de transcription

Phatr3_EG02570 (et son orthologue Phatr3_EG01922) est un facteur de transcription de la
famille des MYB (myeloblastosis), impliqué dans la régulation des genes /hcchez P. tricornutum
[448]. Les genes MYB sont des facteurs de transcription connus chez les animaux et les plantes.
Une recherche de similarité avec |'outil BLAST a été effectuée entre Phatr3_EG02570 et le

génome de T. /utea.

Parmi les cing résultats BLAST, trois genes étaient déja annotés comme facteurs de
transcription MYB chez 7. lutea dans une précédente étude (MYB-rel_11, MYB-2R_2, MYB-3R)
[449]. MYB-rel_11 est lié a la photosynthese tandis que MYB-3R est un candidat intéressant
pour la régulation du contenu en lipides dans les cellules [449]. Dans cette précédente étude,
deux autres facteurs de transcription sont également liés a la photosynthese, MYB-2R_20 et
MYB-2R_14, respectivement TISO_17672 et TISO_11956. Bien qu'ils ne soient pas issus de la
recherche de similarité avec P. tricornutum, il a été décidé de les prendre en compte. Les sept

génes ont été analysés avec Interproscan, les résultats sont résumés dans le Tableau 8.

Les deux autres genes issus de la recherche de similarité, TISO_00361 et TISO_14959
n'appartiennent pas a la famille MYB selon Interproscan. Cependant, TISO_00361 possede une
fonction moléculaire de liaison a I'ADN et trois domaines MYB. Sachant que la fonction d’'un
facteur de transcription est de réguler la transcription en se liant a des séquences d’ADN

spécifiques, nous avons présumé que le gene TISO_00361 est un facteur de transcription MYB,
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il est nommé MYB-rel_1. TISO_14959 ne posséde pas de fonction moléculaire de liaison a ’ADN
selon Interproscan, mais sa séquence contient également des domaines MYB; il a donc
également été considéré comme un facteur de transcription MYB, il est nommé MYB-rel_5. 7.

lutea pourrait donc posséder jusqu’a cinq facteurs de transcription des genes /Ac.

Tableau 8. Facteurs de transcription des géenes lhc chez T. lutea

Résultats Interproscan

Name Précédente annotation Famille de protéines Fonction moléculaire Domaines
TISO_
00361 n/a n/a DNA binding (GO :0003677) Myb domains
(IPRO01005)
(IPRO17930)
(IPRO06447)
33128  Transcription_factor_MYB- n/a n/a Myb domains
rel_11 (IPRO01005)
(IPRO17930)
01406  Transcription_factor MYB-  Myb-related protein  DNA-binding transcription =~ Myb domains
2R_2 B (IPR028311) factor activity, (IPRO0O1005)
RNA polymerase II- (IPRO17930)
specific (GO:0000981)
17552  Transcription_factor_MYB- n/a n/a Myb domains
3R (IPRO01005)
(IPRO17930)
14959 n/a n/a n/a Myb domains

(IPROO1005)

(IPRO17930)
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17672  Transcription_factor_MYB- n/a n/a Myb domains
2R 20 (IPRO01005)

(IPRO17930)

11956  Transcription_factor_MYB- n/a n/a Myb domains
2R 14 (IPRO01005)

(IPRO17930)

3.2.2. Expression des facteurs de transcription en fonction de l'irradiance

Parallelement a la diminution de I'expression de cinq facteurs de transcription (MYB-rel_11,
MYB-2R_2, MYB-3R, MYB_rel_5 et MYB-2R_20) (Figure 39), I'expression de la majorité des genes
/hcr et de tous les génes /hcfa également significativement diminué avec I'augmentation de
I'irradiance chez T-5cl6 (Figure 39). Au contraire, I'expression de cing genes /hcx a augmenté
tandis que celle de trois autres genes /Acx a diminué. Nous émettons I'hypothese que ces cing
facteurs de transcription ont la fonction d'activer la transcription de la majorité des génes /hcr
et /hct, et trois /hex (thex2, Thex5 et Thex?), et/ou d'inhiber la transcription de cing genes /Acx
(thex1, Thex3, Thexd, Thex8, Thex77) (Tableau 9).

Chez T-4cl3, MYB-rel_5 en particulier était le moins exprimé a 150 PPF, tandis qu'a 300 et 550
umol de photons.m?s™ son expression était similaire. L'expression de MYB-rel_5 semble étre
I'exacte symétrie des huit /hcx étant remarquablement sur-exprimés a 150 umol de
photons.m?s™" chez T-4cl3. MYB-rel_5 semble donc avoir pour fonction d'inhiber I'expression
d'une majorité de /hcxchez T-4cl3 et probablement également chez T-5c¢l6 (Tableau 9). Comme
il s'agit du seul facteur de transcription régulé négativement & 150 pmol de photons.m?s™, il
est possible que MYB-rel_5 soit le principal facteur de transcription régulant les genes /hcx

(Tableau 9).

Une autre observation notable était I'absence d'expression de MYB-2R_14 chez T-5cl6. Parmi
les 52 genes /hc chez T. lutea, un seul /hcx n'était presque pas exprimé chez T-5c¢l6 (/hcx6). De
plus, I'évolution de I'expression de /hcx6 étant similaire a celle du gene MYB-2R_14, une
corrélation directe est suggérée entre ces deux genes. MYB-2R_14 semble activer

spécifiquement la transcription de /Acx6 (Tableau 9).
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Tableau 9. Fonction supposée des facteurs de transcription des génes lhc.

Source Non Annotation Fonction supposée
TISO_
BLAST  Phatr3_EG02570 00361 Transcription_factor_MYB-
(MYB) rel_1
BLAST  Phatr3_EG02570 33128 Transcription_factor_ MYB-
(MYB) rel_11
e Activent la majorité des

BLAST  Phatr3_EG02570 01406 Transcription_factor MYB- Ihcfet Jhcr et de Thex2
(MYB) 2R 2 Ihex5, Ihex7
BLAST  Phatr3_EG02570 17552 Transcription_factor_ MYB- et/ou
(MYB) 3R e Inhibent //7Cf5, lhcré
BLAST  Phatr3_EG02570 14959 Transcription_factor_MYB- et/ou
(MYB) rel_5 e Inhibent /hcx7, Ihex3,
Thiriet-Rupert et al. 2018 17672  Transcription_factor_MYB- lhexd, Thex8, ThexT1

2R 20
[449] -
Thiriet-Rupert et al. 2018 11956  Transcription_factor_MYB-

[449]

2R_14

e Active /hcx6

4. Conclusion

Cette étude a permis de caractériser des différences de stratégies de photoprotection entre

deux souches clonales de 7. /utea, modulées par les composants du qE (energy-dependent

quenching) lors de la mise en place du NPQ a forte irradiance. Pour les deux souches,

I'augmentation de l'irradiance a été corrélée a une augmentation de I'expression des génes

/hex. En parallele, une augmentation progressive de la teneur en pigments photoprotecteurs

et une augmentation de la dissipation de I'énergie lumineuse en excés a été observée. La

stratégie de photoprotection de la souche T-5cl6 est principalement basée sur les cycles de

pigments xanthophylles Ddx-Dtx et Vx-Zx. La stratégie de la souche T-4cl3 est également basée
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sur le cycle Ddx-Dtx, mais dans une moindre mesure, et sur l'accumulation parallele
d'échinénone. A la plus forte irradiance, la synthese de Dtx et d'échinénone semblait
insuffisante pour dissiper I'excés d'énergie lumineuse chez la souche T-4cl3, qui a commencé

a synthétiser de la Zx.

Chez les deux souches, I'équilibre entre photosynthese et photoprotection est donc la
combinaison de (i) la structuration de la FCP, (ii) la modulation des pigments photosynthétiques
Chl et Fx, (iii) la synthese des pigments photoprotecteurs ainsi que la transcription des dé-
époxydases et des époxydases. Les différences entre les deux souches clonales ont mis en
évidence des corrélations précises entre ces éléments. Il est possible que ces différences soient
dues a l'adaptation des souches au climat lumineux de I'environnement naturel d'ou elles ont
été isolées, et/ou a I'évolution individuelle et la sélection dans les conditions de culture en
laboratoire. Enfin, la présence remarquable d'échinénone, modulée par la lumiére en condition

de réplétion en N, exclut I'influence seule des nutriments sur sa synthése chez 7. /utea.
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5. Article : Light-response in two clonal strains of the haptophyte Tisochrysis

lutea: evidence for different photoprotection strategies.

Article soumis : Pajot, A,; Lavaud, J.; Carrier, G.; Lacour, T.; Marchal, L.; Nicolau, E. Light-response
in two clonal strains of the haptophyte 7isochrysis lutea: evidence for different photoprotection
strategies., soumis dans le journal Algal Research le 26 aolt 2022, ALGAL-D-22-00647, revisé
et re-soumis le 20/10/2022.

Les données supplémentaires citées « Figure S » et « Table S » sont disponibles en annexe

(Annexe II).
5.1. Abstract

To assess the mechanisms of photoprotection in 7. /utea, two clonal strains with different basal
pigments composition were studied. One synthesized echinenone, while the other did not but
showed a high amount of diadinoxanthin and diatoxanthin. We investigated the
photosynthetic response of these two clonal strains in turbidostat, at different growth culture
irradiances from 50 to 550 pmol photons m?s™'. To this end, variable chlorophyll afluorescence,
pigment composition and transcription level of specific genes were monitored. In addition to
the genes coding for the Fucoxanthin Chlorophyll g, ¢ binding Protein (FCP), we followed the
expression of several putative genes coding for the diadinoxanthin de-epoxidase, the
violaxanthin de-epoxidase and the zeaxanthin epoxidase enzymes. It was the first time that
these genes were characterized in 7. /utea. Both clonal strains decreased their photosynthetic
pigments with increasing irradiance. Nevertheless, the two clonal strains had different
photoprotection strategies illustrated with the extent of the dissipation of excess light energy.
It was accompanied by the synthesis of photoprotective pigments to different extents: T-5cl6
increased its pool of diadinoxanthin-diatoxanthin with increasing irradiance, while T 4cl3
preferentially synthesized echinenone above a certain level of irradiance. These diverging
phenotypes were correlated with variations in the expression of /Acx, /hcr, and of the putative

genes of the enzymes involved in the xanthophyll pigment cycles.
5.2. Introduction

Chromista is a well-known clade responsible for 25% of the primary production on Earth [417],

composed of brown seaweeds and microalgae, including diatoms and haptophytes. These
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latter groups are ubiquitous in oceans, and are able to cope with fluctuating light conditions.
While performing photosynthesis for their growth, cells have to avoid the photodamages
caused by an excess of light energy absorption, generating various reactive oxygen species
(ROS) [450,451]. The achievement of an efficient balance between photosynthesis and
photoprotection explains part of the worldwide expansion of diatoms and haptophytes
[75,452,453], and they developed several strategies to achieve it. The major player of this very
dynamic equilibrium is the light-harvesting antenna, also called the light-harvesting complex

(LHC) [420].

The LHC of diatoms and haptophytes, common to all Chromista, is composed of
photosynthetic and photoprotective pigments, and of the Fucoxanthin Chlorophyll g,cbinding
Protein (FCP) [420]. The FCP is a thylakoid transmembrane protein complex composed of three
main protein families. The Lhcf and Lhcr are protein sequences binding mostly photosynthetic
pigments such as fucoxanthin (Fx) and chlorophylls (Chl a and ¢). The Lhcx bind mostly
photoprotective pigments such as diadinoxanthin (Ddx), diatoxanthin (Dtx) [118-120]. It is
therefore assumed that Lhcf and Lhcr are related to photosynthesis and Lhcx to
photoprotection. However, Lhcf can also bind Ddx, for instance in the diatom Phaeodactylum
tricornutum [105], highlighting the more complex role of Lhcf within the light-harvesting
antenna. Currently in the literature, there is an abundance of studies on the FCP of diatoms

[101,454], whereas only a few exist for haptophytes [128,415].

We selected T7isochrysis lutea as a representative of haptophyte microalgae, and determined
the composition of its FCP in a previous study [415]. 28 Lhcf, 12 Lhcr and 12 Lhcx protein
sequences constitute the FCP of 7. lutea, and at least five Fx molecules and nine Chl a and ¢
molecules are bound to a majority of Lhcf monomers in this species [415]. In diatoms and
haptophytes, a correlation was already established between the expression of the FCP and the
concentration of pigments in cells. Especially, a clear correlation between the Lhcx and the
photoprotective xanthophyll cycle Ddx-Dtx was observed in diatoms and haptophytes. In the
diatom Thalassiosira pseudonana, both Dtx content and Lhcx proteins increased under high-
light [119]. In Phaeodactylum tricornutum, the same correlation was observed between the
Ddx-Dtx pool, three /Acx genes [120], and the Lhcx2 and Lhex3 proteins [116,440]. In 7. /utea,
the increase in Dtx was also correlated with the increase in /Acx genes expression under high

light during a day:night cycle experiment [415].
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Under high light conditions, Ddx and violaxanthin (Vx) are de-epoxidized into Dtx and Zx
respectively. These reactions are driven by the diadinoxanthin de-epoxidase (DDE) and the
violaxanthin de-epoxidase (VDE). Reverse reactions of epoxidation imply epoxidases, and take
place at low light [164]. These enzymes are activated by the development of a light-driven
proton gradient across the thylakoid membrane and an acidification of the thylakoid lumen
[455]. Contrary to the Ddx-Dtx cycle, well-known and well-described in diatoms and
haptophytes, the Vx-Zx cycle is usually associated to higher plants and green algae only
[149,456,457]. However, this cycle is also present in brown algae, in diatoms, where it prevents
photoinhibition [94,458], and haptophytes such as 7. /utea, as a secondary xanthophyll cycle
[79,89]. Together with Lhcx proteins, both Ddx-Dtx and Vx-Zx cycles participate in the non-
photochemical quenching (NPQ), more precisely the fast energy-dependent quenching (qE),
which allows the dissipation, as heat, of excess excitation energy, induced by high irradiance
[166]. In Chromista, models for NPQ measurement were established mainly for diatoms, and
are not perfectly adapted to haptophytes, including 7. /utea [442]. Indeed, the NPQ of 7. lutea
is sustained, which means NPQ is still present in darkness, ie. its relaxation kinetics is not
minutes but hours [447,459]. Therefore, the usual NPQ measure is not reliable for 7. /utea. To
overcome this problem, and in order to evaluate the dynamics between photochemistry and
photoprotection, the measurement of the dark relaxation of the maximum quantum yield of
the PSII (F,/Fm) on steady-state photoacclimated microalgal cultures is required [447]. In these
specific conditions, and as shown in diatoms, F,/F., is related to the NPQ extent and to the Dtx

amount [447]

In this work, two clonal strains of 7. /utea were selected for their different pigment composition.
Indeed, it was previously observed that T-5cl6 accumulated more Dtx and Vx than T-4cl3, and
that T-4cl3 produced 19 times more echinenone than T-5cl6 under N-deprivation condition
(Pajot et al, in prep.). The overall objective of this study was to understand how potentially
different photoprotection strategies would be expressed in these two strains. Using turbidostat
cultures, we examined in both strains the photoacclimative response (pigments and
transcriptomics) and the extent of the dissipation of the excess light (dark F,/F., as a proxy for
NPQ) as a function of increasing irradiance. The genes of interest we investigated were the
genes coding for the light-harvesting antenna proteins (/Act, /hcx and /hcr), and for the de-

epoxidases and epoxidases involved in the xanthophyll pigment cycles (DDE, VDE, ZE).
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5.3. Materials and methods

5.3.1. Culture conditions

Experiments were performed with two T7isochrysis lutea clonal strains, T-5cl6 and T-4cl3,
respectively clone 6 from strain Ifremer-Argenton, isolated in Atlantic Ocean near Argenton,
France and clone 3 from strain RCC1344, isolated in Atlantic Ocean at the level of the spanish
coast. These strains were polyclonal and the different clones have been isolated by flow
cytometry (platform Cytocell, University of Nantes, France). Current analyses performed in the
laboratory are demonstrating genetic polymorphism between the two strains, resulted in

phenotypic differences at the pigments and lipids content level.

We set up an experiment to observe the physiological response of the two strains with varying
growth irradiances. Inoculum were maintained in Walne's medium (Walne, 1966) at 150 umol
photons m™2 s~ (or PPF: Photosynthetic Photon Flux). The effect of different light irradiances
(50, 150, 300 and 550 umol photons m~2 s~") was determined for each strain in continuous 3.5
L photobioreactors (PBR). These PBR were made of two transparent polymethylmetacrylate
(PMMA) columns (60 mm diameter) connected by two flanges (for design reference, see the
single module in Loubiere et al., 2009 [37]). Light was delivered by six dimmable fluorescent
white tubes. It was measured outside the PBR, at middle height between the two columns,

using a spherical quantum sensor (LI-250 light meter, LI-COR, 3mm diameter).

Cultures were constantly aerated and thermoregulated at 26 + 1°C by air conditioning and
water circuit. pH was maintained constant at 8.2 with automatic injections of CO,, measured
with a pH measurement loop (electrode Inpro 4800/225/PT1000, Mettler Toledo and HPT 63,
LTH electronics Ltd). Walne's medium enriched sea water (1 mL L") was provided automatically
by a metering pump (Simdos®) in order to maintain the culture at constant turbidity, /e. at
constant cell concentration. The excess culture was eliminated through an overflow pipe into
a container. Cultures were monitored by a sensor to be maintained at low turbidity, between
1.5 and 2.5.10° cells mL™" (Fig. S4) in order to reduce self-shading and therefore keep the optical
properties of the cultures stable. Each experiment was conducted in triplicate. Small error bars
confirm the relevance of the three replicates in validating the biological data (Fig. S4). Cultures
were maintained seven to ten days at each light irradiance before sampling, in order for cells

to acclimate and cultures to be at the equilibrium, /e. at a steady-state. Cultures were assumed
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to be at steady-state when Chl a content was stable for at least three consecutive days with
less than 10 % variation (Fig. S5, S6). In total, the experiment lasted four to five weeks per clonal

strain.

5.3.2. Chl g, cell concentration monitoring and growth rate

To measure the Chl a content, cells were harvested daily from 10 mL of culture on a 0.2 pm
fiberglass filter, and immediately immersed in 1.5 mL 95% acetone, during 24 hours.

Absorbance was measured at 665 and 750 nm, before and after acidification with HCI 0.3 M.

The number of cells per mL of culture (cell concentration, Fig. S4) was measured on a Multisizer
Counter Coulter (Beckman Coulter®). Growth rate (u) was measured daily by weighing the
excess culture in the overflow container, which represented the daily dilution rate of the culture

(Fig. S4).

5.3.3. Pigment extraction and HPLC analysis

Cell pigment content (Chl ain pg cell””, Fx, Ddx, Dtx and echinenone in mol(100 mol Chl &)
was measured after seven to ten days at each light irradiance (50, 150, 300 and 550 PPF). Cells
were harvested on a 0.2 um fiberglass filter (GF/F, Whatman™) and immediately stored at -
80°C. Four weeks later, they were immersed in 2 mL of 95% acetone, subjected to an ultrasonic
bath for 10 minutes, and placed at -20°C overnight. The acetone extracts were filtered on a 0.2
um fiberglass filter prior to injection in HPLC. The filtered acetone extracts were analyzed by
HPLC-UV-DAD (Agilent Technologies series 1200 HPLC-UV-DAD) using an Eclipse XDB-C8
reverse phase column (150 x 4.6 mm, 3.5 um particle size, Agilent) following the method
described by Van Heukelem & Thomas (2001) [430] with slight modifications. Briefly, solvent A
was 70:30 MeOH: H,O 28 mM ammonium acetate and solvent B was pure MeOH (Merck
France). Gradient elution was the same as described in Van Heukelem & Thomas (2001) [430].
Quantification was carried out using external calibration against pigment standards (DH],

Denmark).

5.3.4. Chlorophyll fluorescence measurement

At steady-state, the triplicate culture subsamples acclimated to each growth irradiance were
harvested. In parallel with pigment content, the chlorophyll fluorescence was measured with a

PHYTO-PAM (WALZ). The effective PSIl quantum yield in the dark (F,/F,) was measured
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immediately after sampling, and following 15 min, 1 h and 2 h of dark acclimation, and
calculated as:

Fn_Fy

E,/En = E
m

With Fo and F,, the minimal and maximal fluorescence respectively.

5.3.5. RNAseq

At the steady-state, 50 mL of triplicate cultures acclimated to each growth irradiance were
sampled for transcriptomic analysis. After centrifugation (10 min, 8000 g), total RNA was
extracted from each strain (T-5cl6 and T-4cl3) using the TRIZOL reagent (Invitrogen, USA)
according to the manufacturer's instructions. DNase treatment (DNase RQ1, Promega) was
used to remove residual genomic DNA. The quantity of purified total RNA was determined by
a Qubit 3 Fluorometer (Invitrogen, USA) using the AccuBlue® Broad Range RNA Quantitation
Kit (Biotium, USA). The quality of purified total RNA was determined by measurement of
absorbance (260 nm/280 nm) using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (LabTech, USA).
Poly(A) mRNA were selected, libraries of RNAseq were built using bare code according to
[llumina’s protocol. Sequencing was performed using the paired-ends method with an Illumina
NovaSeq sequencer by the GenoToul platform (INRAE, Toulouse, France). The read length was
260 bases. Transcripts were normalized according to the median of ratio method proposed by
the DESseqg2 package in R: counts were divided by sample-specific size factors determined by
the median ratio. The median ratio is the ratio of gene counts relative to geometric mean per
gene. Table 1 shows the average number of normalized transcripts for each strain at each

growth irradiance.

Table 1: Number of normalized reads for all growth irradiances for T-5cl6 and T-4cl3

T-5cl6 T-4cl3
50 umol m2 3.3E+07 2.6E+07
150 pmol m2 s™ 3.0E+07 2.5E+07
300 uymol m2 s 3.2E+07 3.7E+07
550 ymol m2 s™ 2.5E+07 2.8E+07
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Raw reads of each sample were filtered using TrimGalore to remove known lllumina adapter
sequences. Low quality reads were excluded using a quality score threshold of 30 and a minimal
length of 75 or 150 bases. The quality of reads was assessed using FastQC. Then, sequenced
reads for each sample were aligned using HISAT2. Each gene within the alignment was counted
using the Rsubread package in R with the function featureCounts, based on 7. /utea reference

genome [426]. Gene counts were obtained for each sample and normalized with DESeq?2.

5.3.6. Similarity research

We performed a similarity research using BLAST [460] between the annotated DDE, VDE, VDL
(violaxanthin de-epoxidase like) and VDR (violaxanthin de-epoxidase related) of several
diatoms and haptophytes and 7. lutea genome (Table S1, S2). All targets were selected and the
best BLAST scores were selected as putative genes in 7. /lutea. For diatoms, there were one DDE
from Thalassiosira pseudonana, nine VDE domain-containing proteins from Fistulifera solaris,
Thalassiosira oceanica and Thalassiosira pseudonana, six VDE from Fragilariopsis cylindrus,
Phaeodactylum tricornutum, F. solaris, two VDL precursors from P. tricornutum, two VDL from
T. pseudonana, one VDR from P. tricornutum. For haptophytes, there were five VDE from
Chrysochromulina tobinii and Emiliania huxleyi, four VDE domain-containing proteins from £
huxleyi; and one VDL from C. tobinii. We also considered the reverse reaction of epoxidation.
We found several zeaxanthin epoxidases (ZE and ZE like: ZEL) but no diatoxanthin epoxidase
was recorded in UniprotKB databases. In diatoms, there were nine ZE from 7. pseudonana, F.
solaris, F. cylindrus, P. tricornutum and one ZEL from P. tricornutum. In haptophytes, there were

seven ZE from C tobiniiand E. huxleyi.
5.3.7. Statistics

For each average measure of the culture triplicates (pigment content and normalized transcript
counts), we used a confidence interval, characterized by error bars on graphics, calculated at a

95% confidence level:

sd

J®

Confidence interval = Z; , *
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With Z,,, = 1,96, sd = standard deviation,n = 3 (number of triplicates)

Statistical differences were calculated between T-5cl6 and T-4cl3. The p-values indicated in
each figure is therefore representative of the difference between the two strains (except in Fig.
6). At each irradiance, the dataset was made of three values, corresponding to the three culture
replicates of T-5cl6 or T-4cl3. Therefore, a Student test was carried out first, and then an ANOVA

test.
5.4. Results

5.4.1. Photosynthetic pigments and photochemical properties

Chl a content per cells gradually decreased with growth irradiance for both strains (Figure 40
A). In both strains, Fx normalized by Chl a gradually decreased with growth irradiance (Figure
40 B). At 50 PPF, T-5cl6 contained more Chl athan T-4clI3, and more Fx, as the Fx per Chl aratio
was similar in both strains. At 550 PPF it was the contrary, T-5cl6 contained less Chl a than T-

4cl3.

In both strains, F.,/F, decreased with the increase of growth irradiance (Figure 40 C). For all
growth irradiances, F,/Fy, in T-5cl6 was lower than in T-4cl3. The difference between the two

strains was the most significant at 150 PPF (pvalue < 0.01).
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Figure 40. Evolution of the Chl a content (average * the confidence interval, pg cell™) (A), of
the Fx content normalized by Chl a (average * the confidence interval, mol(100 mol Chl a)
) (B), of the maximum PSIl quantum yield F,/F. (average * the confidence interval)
(C),relatively to growth irradiance (PPF = Photosynthetic Photon Flux = umol m? s™). *:
pvalue < 0.05, **: pvalue<0.01. *: pvalue < 0.05, **: pvalue<0.01.

5.4.2. Photoprotective pigments and F,/F,

With increasing growth irradiance, the Ddx+Dtx pool size increased 4-fold in T-5cl6 and 2.75-
fold in T-4cl3 (Figure 41 A). The difference between the two strains was mainly explained by
the highly variable values of Dtx amount (Figure 41 B) which increased 30.5-fold in T-5cl6 and
25.5-fold in T-4cl3 between 50 and 550 PPF. Furthermore, at 50, 150, 300 and 550 PPF, there
was respectively 2, 4, 3 and 2.5 more Dtx in T-5cl6 than in T-4cl3. In parallel, the de-epoxidation
state of Ddx to Dtx (DES-DD), expressing the conversion of Ddx into Dtx as a photoprotection
mechanism, was calculated (Figure 41 C). At the lowest irradiance of 50 PPF, the DES-DD was
4% for T-4cI3 and significantly higher for T-5cl6, 9%. For both strains the DES-DD increased
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with increasing growth irradiance, and values were higher for T-5cl6 at all four growth
irradiances. At the highest irradiance, 550 PPF, the DES-DD reached 66% for T-5cl6 and 40%
for T-4cl3 (Figure 41 C).

The maximum PSII quantum yield (F,/F,,) was expressed as a function of the normalized amount
of Dtx to Chl a (Figure 41 D). Trend lines of both strains have a Rz > 0.97, which demonstrated
a solid correlation between F,/F,, and Dtx (Figure 41 D). The slope of the T-4clI3 trend line was

higher than the one of T-5cl6.
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Figure 41. Evolution of the Ddx+Dtx pool (A) and of the Dtx (B) normalized by Chl a (average
+ the confidence interval, mol(100 mol Chl a)™), of the de-epoxidation state (DES) from Ddx
into Dtx (C) relatively to growth irradiance (PPF = Photosynthetic Photon Flux = pymol m? s~
"). (D) presents the F,/Fn, relatively to Dtx content and the significant difference between the
two slopes. *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.
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The Vx+Zx pool size increased with increasing growth irradiance, and values for T-5cl6 were
significantly higher than for T-4cl3 (Figure 42 A). As for Dtx, Zx was significantly higher in T-
5¢l6 from 150 to 550 PPF than in T-4cl3 where Zx was synthetized in small amounts at 550 PPF
only (Figure 42 B). Values of the de-epoxidation state from Vx to Zx (DES-VZ) showed that in
T-5cl6, Vx was converted into Zx gradually with increasing growth irradiance, and reached 50%
at 550 PPF (Figure 42 C). In T-4cl3, only 9% of Vx was converted into Zx at 550 PPF. F,/F, was
expressed relatively to the photoprotective pigment Zx (Figure 42 D). The slope of T-4cl3 was

higher than the one of T-5cl6, it was associated with 6.5-fold less Zx than in T-5cl6.
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Figure 42. Evolution of the Vx+Zx pool (A) and of the Zx (B) normalized by Chl a (average +
the confidence interval, mol(100 mol Chl a)™), of the de-epoxidation state from Vx into Zx
(C) relatively to growth irradiance (PPF = Photosynthetic Photon Flux = pmol m? s™). (D)
presents the F,/Fn relatively to Zx content and the significant difference between the two
slopes. *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.
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In our growth conditions, the pigment echinenone was found only in T-4cl3 strain at 300 PPF
and 550 PPF, and was increasing with growth irradiance (Figure 43). At 550 PPF, echinenone

represented 17% of the total carotenoids in T-4cl3 and 24% of the Chl 2 amount.

[#%)
(=]

£ S
1 T-4cl3

B T-5cl6 }

]
[%)]
T

*
*

[l
=
—

[y
[=]
T

Echinenone (mol(100 mol Chl a)?)
wn v

F - - - - ————-—-—

50 PPF 150 PPF 300 PPF 550 PPF

Figure 43. Evolution of the echinenone normalized by Chl a (average * the confidence
interval, mol(100 mol Chl a)™) relatively to growth irradiance (PPF = Photosynthetic Photon
Flux = pmol m? ™). **: pvalue < 0.01.

In order to observe the dynamic balance between photosynthesis and photoprotection, we
measured the F,/F,, and the pigment content of cultures after 0 min, 15 min, 1 hour and 2 hours
of darkness for each growth irradiance (Figure 44 A). For all conditions, F,/F,, was lower in T-
5cl6 than in T-4cl3. For all growth irradiances, F,/F, strongly increased after 20 min of darkness
and kept increasing after 60 and 120 min. In parallel, Dtx content gradually decreased while
Ddx content gradually increased as Dtx was re-epoxidized into Ddx (Figure 44 B, C). Both
pigments were higher in T-5cl6 than in T-4cl3. At 550 and 300 PPF, Ddx and Dtx contents
respectively doubled and halved after 120 min of darkness in T-5cl6. Proportions were lower in
T-4cl3. After 120 min of darkness, there was still Dtx left in the culture samples of both strains

which increased with growth irradiance.
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darkness.

5.4.3. Expression of lhc genes

We observed the evolution of the /Acx expression in

both strains under the four growth

irradiances (Figure 45, Fig. S1). The heatmap in Figure 45 shows the expression level of /Acx

genes and the significant difference between the four

growth irradiances for both strains.

Transcripts amounts of /hcx2 were by far the highest especially at 50 PPF in T-4cl3, followed by

lhex1 transcripts accounts. In T-4cl3, 8 /hcx upon 12 were remarkably and significantly

upregulated at 150 PPF (/hcx7, 1hex3, Ihex4, Thex8, 1hex9, Thex 10, Thex 11, Thex12).
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Figure 45. Heatmap of the lhcx transcripts counts. *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01. Thick
borders correspond to the highly upregulated lhcx genes at 150 PPF in T-4cl3.

Overlooking the upregulation at 150 PPF, /hcx7, lhex3, 1hexd, Thex8 and Thex 77 were gradually
upregulated with increasing growth irradiance in both strains, up to five to ten-fold. At the
highest growth irradiance (550 PPF), these genes were more expressed in T-5cl6 than in T-4cl3.
In T-4cl3, /hcx2 and /hcx7 were upregulated at 50 PPF and /Acx5 was downregulated at 50 PPF.
On the contrary, /hcx2, 1hex5 and /hex7 were gradually downregulated with increasing growth

irradiance in T-5cl6.

In T-4cl3 among the 12 /Acr, 10 were downregulated from 150 PPF to 550 PPF (Fig. S2), their
expression was minimum at 50 PPF (Fig. S2). In T-5cl6, a similar pattern was observed, 10 /Acr
were downregulated with increasing growth irradiance from 50 to 550 PPF (all but /Acr5 and
Ihcré) (Fig. S2). In T-4cl3, /hcr5 and /hcré were upregulated only under 150 PPF (Fig. S2), like the
majority of /hcx (Figure 45), while in T-5cl6 they were upregulated with increasing growth
irradiance. None of the /hcfgenes were remarkably upregulated at 150 PPF (Fig. S3). In T-4cl3,
the decreasing pattern with increasing growth irradiance from 50 to 550 PPF was only obvious
for Ihcf13, Ihcf21, Ihcf24, |hcf26 and /hcf27. In T-5cl6, all 28 /hcf were downregulated with
increasing growth irradiance (Fig. S3). The expression of other genes in T-4cl3 was either
relatively stable without significant variations, either slightly decreased from 150 PPF to 300
and 550 PPF. Indeed, in T-4cl3, 15 /hcfamong 28 were the least expressed at 50 PPF compared
with other irradiances (/hcfi, 1hcf2, Ihef3, thefd, Thefbs, Thetf6, Thef7, Thef8, Thef17, Thef18, Thcfi9,
Ihct20, Ihcf22, Ihcf25, 1hcf28. At 50 PPF, except for /hcf22 and lhcf23, all /hcf were more
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expressed in T-5cl6 than in T-4cl3. Under the other growth irradiances, almost half of /Acf (12

among 28) were more expressed in T-5cl6 than in T-4cl3.

5.4.4. Expression of de-epoxidase and epoxidase genes

Diadinoxanthin de-epoxidase, DDE

The similarity research with the DDE of 7. pseudonana as a query resulted in four 7. /utea genes,
with the best similarity score for TISO_37047 (259) (Table S1). Furthermore, TISO_37047 had
lower similarity scores with all other VDE, VDL (violaxanthin de-epoxidase like) or VDR
(violaxanthin de-epoxidase related) of diatoms than with the DDE of 7. pseudonana, although
it had higher scores with a VDE domain-containing protein of the haptophyte £ huxleyi.
Considering the fact that no DDE was annotated yet for haptophytes, and that VDE and DDE
domains might resemble, TISO_37047 was the best candidate as a putative DDE enzyme. We
decided to annotate this gene as DDE_L (DDE_like) in 7. /utea. According to the Interproscan
analysis of this sequence, DDE_L possesses several VDE domains (Table S5). We noticed that in
all Interproscan database, there was no DDE domain referenced. We monitored the evolution
of DDE_L expression as a function of growth irradiance (Figure 46). DDE_L expression in T-5cl6
was higher than in T-4cl3 under all four growth irradiances, and significantly at 50, 300 and 550
PPF. At 50 and 550 PPF, DDE_L was 3.5 times more expressed in T-5cl6 (p-value < 0.01), and
transcripts accounts at these two irradiances were similar in both strains respectively. More
generally, in T-5cl6, DDE_L expression increased gradually from 150 to 550 PPF while in T-4cl3
transcripts accounts were similar at 50, 300 and 550 PPF and maximum at 150 PPF (Figure 46).

No Dtx-epoxidase were found in the UniprotkB database.
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Figure 46. Evolution of normalized transcript counts of DDE_L (average * the confidence
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The similarity research with the VDE, VDL and VDR of diatoms and haptophytes as a query

resulted in five 7. /utea genes. The same five genes were found throughout the similarity

research with diatoms and the one with haptophytes. According to Interproscan analysis of the

molecular function, all five genes possess a VDE activity (Table S5). The best similarity scores

were obtained with haptophyte sequences. TISO_01606 especially obtained the highest

similarity score of all sequences, with the VDE2 sequence of £ huxleyi (600, Table S2).
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TISO_01606 was named VDE_L1 (VDE_Like1) and considered as coding for a putative VDE
enzyme. The alignment of VDE_L1 of 7. luteaand VDE2 of E. huxleyiresulted in 67.4% similarity.
Interestingly, VDE_L1 expression was significantly higher in T-5cl6 than in T-4clI3 at 50, 150 and
300 PPF but not at 550 PPF (Figure 47). In T-5cl6, VDE_L1 increased from 50 to 150 PPF then
stabilized at 300 PPF and decreased at 550 PPF. TISO_02731 showed high similarity score with
the VDE of C. tobiniiand a VDE domain-containing protein of £ hux/eyi (respectively 418 and
400) (Table S2), and as such was considered as coding for a putative VDE enzyme. TISO_02731
was named VDE_L2 (for VDE_Like2). VDE_L2 expression was higher in T-5cl6 than in T-4cl3
under all growth irradiances, and significantly at 50, 150 and 300 PPF (Figure 47). In both strains,
but especially in T-5cl6, its expression decreased with increasing irradiance. According to
Interproscan analysis (Table S5), VDE_L2 was associated with two biological processes,
potassium ion transport and transmembrane transport, and two molecular functions, voltage-
gated potassium channel activity and VDE activity. VDE_L2 was the only gene which was not

exclusively associated to VDE activity among the five genes found with the similarity research.
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Figure 48. Evolution of TISO_33049 (ZE_L) normalized transcripts counts (average * the
confidence interval) relatively to growth irradiance (PPF = Photosynthetic Photon Flux =
pumol m? s™). *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.

The similarity research with the ZE of diatoms and haptophytes as a query resulted in eleven 7.
lutea genes (Table S3, S4). Among them, TISO_30349 had the highest similarity score with a ZE
in £. huxleyi (578) (Table S4). TISO_30349 was therefore considered as coding for a putative ZE
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enzyme and named ZE_L (for ZE_Like). With increasing growth irradiance, the expression of
ZE_L decreased in both strains (Figure 48). At 150 and 300 PPF, ZE_L was significantly more

expressed in T-4cl3.
5.5. Discussion

5.5.1. Different photoprotection strateqies in 7. /utea T-5cl6 and T-4cl3 strains

The Ddx-Dtx and Vx-Zx xanthophyll cycles

As cells maintained growth efficiency under light stress, as shown with the increasing growth
rate in Fig. S4, the observed molecular events such as photoprotective pigments synthesis really
protected the cells from damage. The two 7. /utea clonal strains, T-5cl6 and T-4cl3, were grown
in the exact same conditions of irradiance, temperature, pH, nutrients, and at the same cell
concentration. The ratio of Fx/Chl a was lower in T-4cl3 than in T-5cl6, suggesting that the
light-harvesting capacity under high light was lower in T-4cl3. Using the darkness relaxation of
F./Fm as a proxy for NPQ [447], we monitored a strong correlation with the Dtx content,
pointing out to an implication of Dtx in the photoprotective dissipation of excess light energy
in both strains. The decrease of photochemistry in T-4cl3 was associated to 2.5-fold less
amount of Dtx than in T-5cl6, suggesting differences in quenching efficiency of Dtx between
the two strains. Moreover, as in diatoms, Ddx was not entirely de-epoxidized in Dtx (ie.
maximum DES was about 60%), highlighting the double role of Ddx as a photosynthetic
pigment and as a precursor of Dtx [150]. The same hold true for the photoprotective couple
pigment Vx and Zx, as previously reported in diatoms [90]. In T-5cl6, photoprotection was
associated with a higher Dtx and Zx content than in T-4cl3, with Zx only accumulated at 550
PPF in T-4cl3. Instead, T-4cl3 produced echinenone at 300 and 550 PPF while T-5c¢l6 did not. In
summary, T-5cl6 used the two xanthophyll cycles Ddx-Dtx and Vx-Zx, and associated NPQ, as
major photoprotective mechanisms, similarly as in diatoms [440]. Both cycles were used to a
lower extent and more sequentially by T-4cl3. In addition, T-4cl3 cells strengthened their
photoprotective pigment panel by producing echinenone at a certain threshold between 150
and 300 PPF. At 550 PPF, Dtx and echinenone were probably not sufficient to endorse the
excess light energy in T-4cl3 cells and they started de-epoxidizing Vx into Zx. It is likely that at
higher irradiances above 550 PPF, the Zx and echinenone concentrations would increase even

more.
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The remarkable presence of echinenone in T-4cl3

The most noteworthy result of this study was the appearance of echinenone in T-4cl3 cells at
300 PPF. The presence of echinenone was previously demonstrated in 7. /utea strain CCAP
927/14 [4] and in a close species, /sochrysis galbana, under N-deprivation [4,461]. In addition,
we observed that T-4cl3 also synthetized echinenone under N-deprivation (Pajot et al. in prep).
In 7. lutea strain CCAP 927/14, it was reported that echinenone represented 25% of total
carotenoids under N-deprivation [4]. Our results showed that echinenone represented a similar
high amount of 17% of total carotenoids under N-replete condition at high irradiance.
Echinenone is usually found in cyanobacteria, it scavenges the ROS [462] under high irradiance,
and as such participates to photoprotection. In cyanobacteria, under high irradiance, the
thermal dissipation of the light energy absorbed in excess by the phycobilisome (the light-
harvesting antenna of cyanobacteria) is also mediated by a NPQ mechanism, which regulatory
partners are different from haptophytes and diatoms [463]. Cyanobacteria NPQ occurs when
the echinenone is bound to the Orange Carotenoid Protein (OCP) [464,465]. For instance, in
Synechocystis sp., NPQ is only activated when the 3'-hydroxyechinenone is bound to the OCP
[445]. Our work is a first report of the presence of echinenone in a haptophyte under high light.
According to several similarity researches we performed, no OCP was found in 7. /utea.
However, our results support that in the strain T-4cl3, the echinenone played a role in the
response to high light as a support to the xanthophyll cycles-mediated NPQ, likely through
direct ROS scavenging [466], i.e. by free-echinenone molecules in the thylakoid membrane,
similarly as some Dtx molecules [467]. Nevertheless, we cannot exclude that a different form

of the OCP is present in 7. /utea, and further search is required.

5.5.2. Xanthophyll de-epoxidases and epoxidases in 7. /utea

This is the first time that several DDE and VDE candidate genes were characterized in 7. /utea.
The monitoring of their expression as a function of growth irradiance enabled to correlate the
transcription of these genes to the different light-response strategies shown by T-5cl6 and T-
4cl3. No Dtx-epoxidase was found in the UniprotKB database. However, the two Dtx-
epoxidases of Thalassiosira pseudonana are usually annotated as ZE in the literature [121].
Therefore, the seven sequences in 7. /utea resulting from the research similarity with the query
sequence "ZE Thalassiosira pseudonana THAPSDRAFT 261390" (Table S3) might be good

candidates as Dtx-epoxidase.

165



As pointed out before in the diatom P. tricornutum, the zeaxanthin-epoxidase (ZE) can play an

equivalent role, i.e. ZE can trigger the epoxidation of both Dtx and Zx [30,43].
The diadinoxanthin de-epoxidase

With increasing growth irradiance, Ddx was de-epoxidized into Dtx as illustrated by the
progressive increase in DES-DD in both strains. Ddx de-epoxidation was stronger in T-5cl6 than
in T-4cl3. We found a DDE gene candidate we named DDE_L, whose associated protein could
be responsible of the Ddx de-epoxidation in 7. /lutea. As for Dtx content and DES-DD, DDE_L
expression was higher in T-5c¢l6 than in T-4cl3 under all four irradiances, which was consistent
with a stronger Ddx de-epoxidation activity in T-5cl6. Interestingly, in T-5cl6, the expression of
DDE_L was close to its maximum already at 50 PPF. In parallel, we did not observe a particular
Dtx accumulation that could have been induced by chlororespiratory electron flow, as it was
reported in the diatom Phaeodactylum tricornutum [469]. This result might suggest that T-5cl6
cells produce a maximum of DDE_L transcripts regardless of the irradiance, without translating
them into protein unless it is necessary. Or, the associated protein of DDE_L has a more
complex role than the putative de-epoxidation of Ddx. In P, tricornutum, the inactivation of the
DDE enzyme under low light was shown not to be the factor triggering the inactivation of Dtx
synthesis and NPQ maintenance [468]. Instead, they were due to an increase in Dtx epoxidation,

which was therefore proposed to be the main actor in the Ddx-Dtx xanthophyll cycle regulation.
The violaxanthin de-epoxidase and the zeaxanthin epoxidase

The difference between the two clonal strains was also witnessed by the expression level of the
Vx-Zx cycle associated genes. Among them, the expression of TISO_01606, we named VDE_L1,
was significantly higher in T-5cI6 at almost all growth irradiances, and it increased with
increasing growth irradiance. A second putative candidate, TISO_02731, we named VDE_L2,
was found to be associated to both a VDE activity and a voltage-gated potassium channel
protein. A voltage-gated potassium channel protein is a complex forming a transmembrane
channel through which potassium ions may cross a cell membrane in response to changes in
membrane potential [470]. It is noteworthy that VDE_L2 could regulate in parallel both the de-
epoxidation of Vx and the pH lumen which is itself pH-dependent [456,471]. Such potential
dual role would need further investigation, ideally with targeted knock-out mutagenesis, as in

diatoms [472]. Furthermore, VDE_L1 in 7. /utea had the best similarity score with the VDL2 gene
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of P. tricornutum (gene identification: PHATRDRAFT_45846), which encodes for an enzyme that
has recently been demonstrated to be central in the Fx biosynthetic pathway in a study by Bai
et al. (2022) [174]. This study suggested that Ddx would also be a substrate for the VDL2
enzyme, in addition to Vx. VDL2 would indeed be able to catalyze the tautomerization reaction
(isomerization of a molecular function) of Ddx to allenoxanthin, these two pigments being key
precursors of the Fx synthesis [174]. In addition, it is specified that the VDL2 enzyme in P.
tricornutum is most likely subject to strict regulation in diatoms and haptophytes, so that Ddx
can play both its role as a precursor of the major photosynthetic pigment that is Fx, and its role

in photoprotection within the Ddx-Dtx cycle.

In the diatom P. tricornutum, NPQ results from the early inhibition of ZE rather than from an
activation of DDE/VDE, which increases the amount of Dtx and, under certain light conditions,
of Zx [468].The epoxidation is the reverse reaction of the Ddx-Dtx and Vx-Zx cycles and it
usually corresponds to a decrease in light intensity. In 7. lutea, ZE_L gene seems to be a strong
candidate to code for a zeaxanthin epoxidase. In both strains, the ZE-L transcript level was
similar to the ones of DDE and VDE, it was the highest at 50PPF, and its expression decreased
with increasing growth irradiance, and might correspond to a lower synthesis of the ZE_L
associated protein. This pattern is usual and might be interpreted as the need of cells for
keeping the right balance between light-harvesting (Ddx and Vx) and photoprotective (Dtx and
Zx) pigments as a function of the growth irradiance. In the study by Bai et a/, (2022) [174], the
ZEP1 (zeaxanthin epoxidase) gene in P. tricornutum (gene identification: PHATRDRAFT_45845)
has been shown, as VDL2, to code for a central enzyme in the Fx biosynthetic pathway [174].
Since ZE_L in 7. Jutea had a high similarity score with ZEP1, it is assumed that its role, in addition
to the epoxidation of Zx, is also central in the biosynthesis of Fx in 7. /utea and in haptophytes

in general.

5.5.3. A sustained NPQ in 7. /utea

Culture samples were exposed to darkness in order to observe the relaxation dynamics from
photoprotection back to photochemistry. Surprisingly, after two hours of darkness exposure,
there was still Dtx present in cells of both strains, indicating that the epoxidation reaction from
Dtx to Ddx was not complete. It has been determined that in algae using the Ddx-Dtx cycle as
a photoprotective mechanism, the switch of the light-harvesting antenna from the NPQ mode

to the light-harvesting mode at lower irradiance can only be realized by an efficient removal

167



of Dtx [200]. Nevertheless, under some harsh conditions (very high light, low temperature), the
presence of Dtx, even after prolonged darkness, /.e. several hours and days, can be ‘constitutive’
and can generate a sustained form of NPQ [442,447]. This form of NPQ is complementary to
the main NPQ component, qE [121,442,473], which is usually turned off in a few tens of seconds
to some minutes when the cells are transferred from excess light to lower light or darkness
[120]. In T. lutea, the retention of Dtx under prolonged darkness was especially strong in T-5cl6
under the highest irradiances. It was correlated with a partial relaxation on F,/F, likely
illustrating a strong sustained NPQ [447]. It is noteworthy that T-5cl6 is the strain which relies
the most on xanthophyll cycles. A stronger sustained NPQ is likely to be part of its
photoprotective strategy, allowing the cells to promptly respond to an anticipated increase in

irradiance after the darkness period [447].

5.5.4. The role of /hexin T. lutea

lhex1, Thex4, Thex8 and Thex11 as major actors in regulating NPQ?

The increase of photoprotective pigments such as Dtx and Zx does not necessarily lead to
higher effective NPQ. Indeed in diatoms, it is the binding of photoprotective pigments to Lhc
proteins, especially Lhcx, that effectively involves these pigments in NPQ [120]. Dtx molecules
can be freely present in the thylakoid membrane to directly scavenge ROS species [467]. In
both 7. /utea strains, /hcx 7, l1hex4, Ihex8 and hex 77 were gradually upregulated with increasing
growth irradiance together with Dtx synthesis. It suggests that /hcx7, /hex4, 1hex8 and Thex 77
could be Dtx binders and potentially major actors in regulating NPQ in 7. /utea. Interestingly,
the transcript level of these genes was not particularly different between both strains (but for
150 PPF, see below) although NPQ was significantly stronger in T-5cl6, with the only exception
of lhcx77 at 550 PPF for which there was no difference in NPQ. Therefore, the NPQ difference
can only be explained by the highest transcription of /Acx genes in corresponding proteins in
T-5cl6 for providing the necessary binding sites to the significantly higher amount of Dtx
molecules in this strain. Western-blot analysis will be needed to further confirm this hypothesis
[116,117]. Besides /hcx, two /hcr genes, /hcr5 and /hcr6, were upregulated with increasing
growth irradiance in both strains. Interestingly, /Acr5 and /hcré form, together with /Acri0 a
subclade of the /Acrfamily in 7. /utea [415]. Moreover, /hcr5 and /hcr6 are similar to /Acr6 and

lher8in P. tricornutum, which were proposed to play a role in photoprotection [414,415]. It is
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therefore consistent that /Acr5 and /hcré were expressed similarly to the majority of /Acxin T-

4cl3. This result confirmed their supposed function in photoprotection, and possibly in NPQ.
Ilhcx2 and Thex5 prevent an increase in irradiance?

Among /hcx genes, /hex2, Ihex5 and /hex7 were the only genes downregulated with increasing
growth irradiance. In particular, /hcx2 was highly expressed at 50 PPF in T-4cl3. Similarly, in our
previous study on 7. /utea strain CCAP 927/14, /hcx2 was the only gene upregulated at low
light, and during the night [415]. The hypothesis was that the associated Lhcx2 protein could
protect from the return of light at any time after prolonged darkness exposure, as proposed
for Lhex4 in the diatom P. tricornutum [115]. The function of /Acx2in T. lutea strain CCAP 927/14
and T-4cl3 might therefore be extended to respond to a potential increase of irradiance during
a low light period acclimation. In T-5cl6, this role might be undertaken by /Acx5 which was also
highly expressed at 50 PPF compared with T-4cl3. Transcript accounts of /Acx2 and /hcx5, as
well as the high light upregulated /hcx7 and /hcx4, were the highest in both strains. Thus,
corresponding proteins, if translation would be paralleled, might play an important role in light-

response and possibly be predominant in the structure of the FCP in 7. /utea.
Ihcx participate in the balance between photochemistry and photoprotection?

We observed a significant spike of expression for eight /Acx and two /hcr (/hcr5 and /hcr6) at
150 PPF in T-4cl3. It was not paralleled with photoprotective pigments. The increase of /hcx
and /hcr expression at 150 PPF was therefore not considered as inherent to photoprotection
mechanisms under to the highest irradiances. In a previous experiment, the same 8 /Acx of T.
lutea strain CCAP 927/14, cultivated with a day:night cycle, were significantly upregulated at
the beginning of the day, corresponding to 225 PPF, compared to midday, corresponding to
900 PPF [415]. The hypothesis was that cells overexpressed /hcx at the beginning of the day to
endorse light onset without risking photodamage. With our results in this work, the explanation
could finally be different. We hypothesize that 150 PPF is a threshold between photochemistry
and photoprotection for T-4cl3, /e. that 150 PPF would be close to E, the light saturation
parameter for growth. This possibility is supported by the sharper decrease in F,/F,, beyond
150 PPF in T-4cl3. Another possibly, not exclusive, and depending on transcript translation, is

the need for specific Lhcx and/or Lher FCP subunits in the light-harvesting antenna, in order to
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perform the best adjustment between photochemistry and photoprotection at 150 PPF and

beyond.
5.6. Conclusion

This study investigated the differences of photoprotection strategies between two clonal
strains of the haptophyte 7isochrysis lutea. Overall, our results showed that with increasing
growth irradiance, the expression of the /hcx genes increased and it was correlated with a
gradual increase of the content in photoprotective pigments and of the dissipation of light
energy in excess. Both strains differed with their photoprotective pigment (Table 2). T-5cl6
strain strategy was predominantly based on the Ddx-Dtx and the Vx-Zx xanthophyll cycles,
while T-4cl3 strain strategy was also based on the Ddx-Dtx cycle, but to a lesser extent, and on
the parallel echinenone accumulation. At higher irradiances, when both Dtx and echinenone
appeared to be insufficient to endorse the excess light energy, the photoprotective pigment

content was completed with the Vx-Zx cycle.

In both strains, the fine balance between photosynthesis and photoprotection was performed
by the combination of (Table 10) (1) the FCP structuration with /hcx, /hcr and /hcf (2) the
modulation of the photosynthetic pigments chlorophylls and fucoxanthin, (3) the synthesis of
photoprotective pigments of the Ddx-Dtx and the Vx-Zx xanthophyll cycles, alongside with the
transcription of de-epoxidases and epoxidases, and of the echinenone in T-4cl3 specifically.
The differences between the two clonal strains highlighted precise correlations between these
regulatory partners. We propose these differences are likely due to their adaptation to the light
climate of the natural environment from where they were isolated [153,474,475], and/or to the
individual evolution and selection in the laboratory growing conditions. Finally, the remarkable
presence of echinenone, which content was modulated by light under N-replete condition,

excludes the influence of nutrients alone on its biosynthesis.
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Table 10. Summary of the pigment content, F./Fm, lhcx and Ihcr gene expression in T-5cl6 and T-4cl3 cells under the four growth irradiances.
Legend for levels: +++ (highest), ++ (high), + (moderately high), - (moderately low), -- (low), 0 (absence).

Photophysiology Pigments Ilhcx gene expression
Prevent an
Photosynthetic Photoprotective
Dissipation of the Actors of NPQ increase in
pigments pigments
light energy in irradiance
excess lhex1, thexd, thex8, Thex 71,
Strain Light Fx Chl a Dtx Zx Echinenone lhex2  lhex5
Iher5, Ihcré
T-5cl6 - +++ +++ - 0 0 -- + +++
50 PPF
T-4cl3 0 +++ +++ -- 0 0 -- +++ -
T-5cl6 - ++ ++ + + 0 - + +
150 PPF
T-4cl3 - ++ ++ - 0 0 +++ + ++
T-5cl6 + ++ + ++ ++ 0 + - -
300 PPF
T-4cl3 - + + + 0 + + - +
T-5cl6 ++ - - +++ +++ 0 ++ -- -
550 PPF
T-4cl3 ++ - - ++ + ++ ++ - +
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CHAPITRE 4

La production de fucoxanthine par

[isochrysis lutea
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Chapitre 4 — La production de fucoxanthine par Tisochrysis

lutea

1. Contexte et objectifs

Dans le Chapitre 3, les souches clonales T-4cl3 et T-5cl6 de 7. /utea ont été étudiées pour leurs
stratégies de photoprotection différentes. Lors des cultures en continu, les deux souches
clonales présentaient une différence de contenu en pigments photoprotecteurs mais pas de
différence de contenu en pigments photosynthétiques. Il n'y avait donc pas de différence
significative de contenu en Fx entre T-5cl6 et T-4cl3. Cependant, les résultats du projet
DynAlgue mené au sein du laboratoire ont montré que lorsque ces deux souches étaient
cultivées en mode discontinu (mode batch), elles présentaient au contraire une différence
notable du contenu en Fx pour un méme taux de croissance des cellules (Figure 49). Plus
précisément, la souche T-5cl6 présentait le plus haut taux de Fx par C (3.5 mg.g” de C
intracellulaire), en condition de carence en P, parmi les 100 souches clonales testées, tandis
que la souche T-4cl3 présentait un des taux les plus faibles en condition de carence en N (0.5
mg.g' de C intracellulaire). La normalisation de la quantité d’'un métabolite par la quantité de
C intracellulaire est souvent utilisée dans la littérature afin d'étudier la physiologie des cellules
[38,421]. Le C intracellulaire est supposé représenter un biovolume constant dans les cellules,
proportionnellement 4 leur taille. La Fx peut également étre exprimée par cellule (en fg.cell™).
Cependant, pour un méme nombre de cellules, deux échantillons seront difficilement
comparables si la taille des cellules et, donc le biovolume de chaque échantillon, sont différents

[476].
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Figure 49. Graphique issu des résultats du projet DynAlgue représentant la concentration
en fucoxanthine (en mg.g”" de C) chez les 100 souches clonales de Tisochrysis lutea en
fonction de leur taux de croissance (p)

Dans le domaine de la recherche en aquaculture, la différence de contenu en Fx est intéressante
car elle permettrait d'étudier I'influence de I'apport en Fx sur la reproduction, la survie et la
croissance de mollusques bivalves. Comme décrit dans le Chapitre 1 (section 1.4), 7. /lutea est
d'ores-et-déja utilisée en aquaculture et plus précisément en conchyliculture. La présente these
est adossée au projet de recherche TINAQUA, pour T7isochrysis lutea en Nutrition Aquacole,
financé par la Région Pays de la Loire dans le cadre de |'appel a projet du SMIDAP (Syndicat
Mixte pour le développement de I'aquaculture et de la péche en Pays de la Loire). Le projet est
réalisé en lien avec la Station IFREMER PMMB située a Bouin, sur la cote Atlantique, qui étudie
la croissance des huitres et l'influence de différents facteurs sur leur croissance et leur

développement. La souche 7. lutea CCAP 927/14 y est cultivée continuellement pour les nourrir.

L'objectif général de ce projet est de comparer la capacité de reproduction des huitres
génitrices puis le développement larvaire entre des huitres ayant été nourries soit avec une
culture de 7. lutea enrichie en Fx, soit avec une culture de 7. lutea appauvrie en Fx. Notre travail
de thése s’est articulé autour des objectifs intermédiaires du projet, qui seront détaillés dans

ce chapitre, et consistent a augmenter I'écart de production de fucoxanthine par les souches
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clonales de Tisochrysis lutea tout en procédant a un changement d'échelle de production : de

350 mL a 300 L.

Le choix des souches clonales T-4cl3 et T-5cl6 pour ce projet a été fait en considérant la valeur
de Fx par C intracellulaire (soit en mg.g™' de C). Nous avons ensuite étudié la différence
d'accumulation de Fx dans les cellules de T-4cl3 et T-5cl6, exprimée en fg.ceIIuIe'1 et non en
mg.g”' de C car, au fur et & mesure des expériences, cette mesure s'est avérée non fiable. Ce
dernier point sera explicité dans la section 3. Résultats et Discussion. En parallele, nous avons
gardé une condition témoin, avec la souche de référence 7. /lutea CCAP 927/14. La station de
Bouin cultive communément 7. /utea dans des scobalites de 300 L pendant 6 a 7 jours avant
de prélever un volume fixe de culture, représentant une méme concentration cellulaire, pour
nourrir les huitres. Nous nous basons sur leur protocole pour mettre en place les conditions de

culture avec les souches clonales de 7. /utea.

Les souches T-4cl3 et T-5cl6 avaient, jusqu'ici, été maintenues en mode batch dans des
Erlenmeyers pour étre cultivées en mode continu dans des PBRs de 3.5L (voir section 2.1. du

Chapitre 3). Aussi, les objectifs du projet auxquels cette thése a contribué sont les suivants :

1. Comprendre l'influence des nutriments N et P et de la lumiere sur la production de Fx
chez ces souches clonales.
2. Augmenter I'échelle de culture des souches T-4cl3 et T-5cl6 depuis I'Erlenmeyer de 150

mL au scobalite de 300 L.

L'étude de ces deux points permettra de trouver les conditions de cultures en mode batch qui
permettent de creuser I'écart de production de Fx entre les souches clonales pour une

application aquacole a la station Ifremer de Bouin.

L'amélioration de la production de Fx par 7. /utea en grand volume nous permettra aussi, par
la suite, de récolter suffisamment de biomasse pour tester différentes conditions d'extraction

et de purification de Fx (Chapitre 5).
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2. Matériel et méthodes
2.1. Conditions de culture a différentes échelles

Dans le cadre du projet TINAQUA, quatre expériences ont été menées a différents volumes de

culture: 350 mL, 1L, 6 L et 300 L (Figure 50). Le détail de la mise en place de chaque systeme

(\

de culture sont décrits dans les sections suivantes.

/’\

O

350 mL 6L 300 L

Figure 50. Montée en échelle de cultures de T. lutea

2.1.1. Banc de phénotypage : cultures de 350 mL

Les trois souches T-4cl3, T-5cl6, CCAP 927/14 ont été cultivées en duplicat de culture a quatre
ratio N/P différents (Tableau 11). Un systeme de culture nommé « banc de phénotypage »
développé et breveté par IFREMER (EP3825396) a été utilisé. Ce systeme est composé de 24
PBRs tubulaires de 500 mL répartis en 4 modules de 6 PBRs (Figure 51). Il permet de comparer
des cultures en plusieurs réplicats dans un environnement controlé et homogene (contrdle du
pH, de la température, du bullage et de l'intensité lumineuse). Pour cette premiere expérience,
plusieurs parametres ont été fixés a une valeur constante, se rapprochant des conditions de
culture optimales de 7. /utea: le pH (7.5), la température (23°C), le bullage et l'intensité

lumineuse (350 pmol de photons.m?.s™). Le pH était régulé par 'apport de CO, et constamment
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controlé par une sonde. La température était controlée par thermostat directement dans la
salle de culture et mesurée par la méme sonde dans les PBRs. La lumiere blanche était fournie
de maniere homogene par une plaque LED située en amont des PBRs, et vérifiée par une sonde
LI-COR® en mesurant manuellement I'intensité au niveau de la paroi externe des PBRs. Les 4
modules de 6 PBRs représentent les 4 ratio N/P testés : 4.5, 9, 90 et 140 (de gauche a droite).
Le choix de ces ratios est expliqué dans la section 3. Résultats et Discussion de ce chapitre. Au

sein de chaque module, les trois souches sont cultivées en duplicats.

Figure 51. Photo du banc de phénotypage des cultures de T-4cl3, T-5cl6 et de la souche
CCAP 927/14 dans des PBRs de 350 mL aprés 7 jours de culture en duplicats.

L'eau de mer utilisée pour le milieu de culture provenait de la station de Bouin, qui est plus
riche en NH, (6.31 uM) que I'eau de mer de la réserve de Nantes (0.44 uM). Or, le NH,4 est une
source de N particulierement assimilable par les cellules [44]. Chaque PBR a été rempli avec
300 mL d'eau de mer de Bouin ultrafiltrée (sur 0.2 um). Les PBRs ont ensuite été autoclavés 20
min a 121°C. Afin de contrOler I'apport exact en N et en P, du milieu d’enrichissement Conway
sans N ni P filtré sur 0.2 ym a été ajouté aux PBRs. La disponibilité en N impactant fortement
la croissance des microalgues, il a été décidé que chaque PBR aurait la méme concentration
initiale (1200 pM), assurée par une solution de NaNOs & 100g.L", complétée par une solution
de NaH,PO, & 20g.L" a différents volumes, puis ajustés a I'eau de mer autoclavée pour

atteindre 350 mL.

Tableau 11. Ratio N/P et concentration en N et en P pour les cultures de 350 mL.

Ratio N/P 45 9 90 140

Concentration en N (uM) 1200 1200 1200 1200
Concentration en P (uM) 267 131 13 8

Volume total (mL) 350 350 350 350
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A partir de cultures en batch maintenues & 300 umol de photons.m?s™” en milieu de Conway
classique (soit un ratio N/P de 9) pendant deux semaines, les PBRs sont respectivement
inoculés en duplicat pour obtenir une concentration initiale de 250000 cellules.mL™.
L'évolution de la biomasse est suivie par densité optique a 680 nm au TECAN® et par
comptage cellulaire au Counter Multisizer (Beckman Coulter®), qui permet également
d'analyser le diamétre moyen des cellules. Les pigments ont été analysés aux jours 6, 8 et 10
de culture. Le Cintracellulaire a été analysé par analyseur élémentaire de particules (Flash 2000,

Thermofisher).

2.1.2. Bouteilles : cultures de 1 L

Pour la deuxieme expérience, les trois souches T-4cl3, T-5cl6, CCAP 927/14 ont été cultivées
en duplicat de culture dans des bouteilles de 1 L (Figure 52). Le milieu d'enrichissement a été
composé similairement a I'expérience sur le banc de phénotypage, avec un ratio N/P de 4.5
qui a été défini comme le plus adapté pour les cultures des trois souches de 7. /utea. Afin de
creuser 'écart d’accumulation de Fx entre les deux souches, T-4cl3 et T-5cl6 ont été cultivées
a une intensité lumineuse de 250 et 500 pmol de photons.m?s™ respectivement. Une
diminution de I'intensité lumineuse favorise en effet la synthése pigments photosynthétiques,
dont la Fx par les cellules. A I'inverse, une augmentation de l'intensité lumineuse diminue la
synthése de pigments photosynthétiques. La souche CCAP 927/14 a été cultivée aux deux
intensités afin de pouvoir comparer les résultats. La lumiere blanche était fournie de maniere
homogene par 6 tubes fluorescents situés en amont de chaque PBR (Figure 52), et mesurée
par une sonde LI-COR® en mesurant manuellement l'intensité au niveau de la paroi externe
des PBRs. Les bouteilles de 1 L sont équipées d'une cane de bullage avec, en amont, un filtre
0.2 um, d'une cane de sortie d'air également dotée d'un filtre 0.2 um, et d'une seringue pour

prélever de la culture afin d'effectuer les différentes analyses.
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Figure 52. Photo des duplicats de culture de T-4cI3 dans des bouteilles de 1L apres 7 jours
de culture. Le méme systeme a été mis en place pour les cultures de T-5cl6 et de la souche
CCAP 927/14.

Les bouteilles ont été inoculées en duplicat pour obtenir une concentration initiale de 250 000
cellules.mL™, & partir de cultures en batch maintenues a 300 umol de photons.m?s™' en milieu
de Conway classique pendant deux semaines. Dans ces PBRs, ni le pH ni la température n'ont
pu étre monitorés. Le thermostat de la salle de culture a cependant été réglé de sorte a se
rapprocher des conditions de l'expérience précédente. Le suivi de la culture et de la
composition pigmentaire a été effectué du jour 2 au jour 8. Le nombre et le diametre moyens
des cellules ont été suivis au Counter Multisizer (Beckman Coulter®). Le Cintracellulaire a été
analysé par analyseur élémentaire de particules (Flash 2000, Thermofisher). Les pigments ont

été analysés par HPLC (voir section 2.2. Extraction et analyse HPLC des pigments).

2.1.3. Ballons : cultures de 6 L

Pour la troisieme expérience, des ballons de 6 L ont été utilisés pour cultiver T-4cl3, T-5cl6, et
la souche CCAP 927/14 en triplicats de culture (Figure 53). Ce systeme de culture est
couramment utilisé a la station Ifremer de Bouin pour ensemencer les scobalites de 300 L. Ainsi,
les cultures issues de nos expériences serviront également a inoculer les scobalites lors d'une
guatrieme expérience de changement d'échelle. Les ballons de 6 L sont équipés, comme pour
les bouteilles de 1 L, d'une cane de bullage avec, en amont, un filtre 0.2 um, et d'une cane de
sortie d'air également dotée d'un filtre 0.2 um. Les ballons ne sont pas équipés de seringue, le

prélevement de culture pour analyses se fait sous hotte a flux laminaire.
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Figure 53. Photo des duplicats de culture de T-4cl3 dans des ballons de 6 L aprés 7 jours de
culture. Le méme systéme a été mis en place pour les cultures de T-5cl6 et de la souche
CCAP 927/14.

Comme pour la précédente expérience, les ballons sont inoculés pour obtenir une
concentration initiale de 250 000 cellules.mL™, a partir de cultures en batch maintenues a 300
umol de photons.m?s™ en milieu de Conway classique pendant deux semaines. Suite & une
erreur de manipulation au cours de laquelle les souches ont été échangées, T-4cl3 et T-5cl6
ont été cultivées chacune aux deux intensités de 250 et 500 umol de photons.m®s™. Nous
avons donc obtenu des données supplémentaires. Dans ces PBRs, ni le pH ni la température
n‘ont pu étre contrdlés. Le thermostat de la salle de culture a cependant été réglé de sorte a
se rapprocher des conditions de I'expérience du banc de phénotypage, et 2% de CO; est injecté
continuellement dans les cultures (similaire au taux de CO, dans les productions de
microalgues de la station de Bouin). Les analyses du C intracellulaire, par analyseur élémentaire
de particules (Flash 2000, Thermofisher), et des pigments, par HPLC, sont effectuées au jour 7

de culture.

2.1.4. Scobalites : cultures de 300 L

Pour la derniére étape de la montée en échelle des cultures, les scobalites de la station IFREMER
de Bouin ont été utilisés afin de cultiver les souches T-4cl3, T-5cl6 et CCAP 927/14 en triplicats
de culture. Les scobalites sont des colonnes de 300 L de 60 cm de diamétre. A leur base, un
robinet permet la récolte de la culture. Contrairement aux trois précédents systemes de culture

en batch, les scobalites possedent des couvercles et ne sont donc pas des systemes totalement
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clos et étanches. Avant le lancement des cultures, ils ont été stérilisés avec de I'eau de javel
diluée (CINaONaClO) pendant 24 heures et rincés plusieurs fois avant une premiére mise en
eau de mer ultrafiltrée (0.2 um). La pression positive qu’exerce le bullage réduit théoriquement
les risques de contamination extérieure par le couvercle. Les scobalites ont ensuite été vidés
puis remplis d’eau de mer ultrafiltrée jusqu’a 295 L. Les mémes proportions de N et de P ont
été utilisées pour le milieu d'enrichissement et ajoutées dans les scobalites, qui ont ensuite été
ensemencés a hauteur de 250 000 cellules.mL™ a partir des ballons de I'expérience précédente.

Leur volume total a atteint 300 L.

Figure 54. Photo des triplicats de culture de T-4cl3 dans des scobalites de 300 L aprés 3 jours
(@ gauche) et 7 jours (a droite) de culture. Le méme systéeme a été mis en place pour les
cultures de T-5cl6 et de la souche CCAP 927/14.

La disposition et le matériel de la salle nous ont permis d'avoir, au maximum, une lumiere
incidente de 320 pmol de photons.m?s™ pour les cultures de T-5cl6 et non 500 pmol de
photons.m2.s™' comme dans les autres expériences. La puissance des néons ne nous permettait
pas d'atteindre une intensité lumineuse de 500 umol de photons.m?.s™'. Afin d'appliquer tout
de méme une différence d'intensité lumineuse, la souche T-4cl3 a été cultivée a 200 umol de
photons.m?s™" et non 250 umol de photons.m®s™". La souche CCAP 927/14 a été cultivée a 320
umol de photons.m?s™ pour comparer I'accumulation et la production de Fx avec les deux

souches clonales et également afin d’obtenir de la biomasse pour les futures expériences
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d’extraction (Chapitre 5). La lumiére blanche était fournie de maniére homogene par quatre
tubes fluorescents situés en amont de chaque scobalite, et monitorée par une sonde LI-COR®
en mesurant manuellement l'intensité au niveau de la paroi externe des scobalites. Les analyses

pigmentaires sont effectuées aprés 7 jours de culture.

La biomasse de chaque PBR a été récoltée en acheminant la culture jusqu’'a une centrifugeuse
a assiette grace a une pompe péristaltique (Figure 55). La récolte d'un scobalite s'est effectuée
en trois heures, environ. La biomasse humide récoltée a ensuite été stockée a -80°C avant

d'étre lyophilisée.

Figure 55. Centrifugeuse a assiette (a gauche) et pompe péristaltique (a droite) permettant
d’acheminer la culture.

2.2. Extraction et analyse HPLC des pigments
Selon la concentration cellulaire déterminée au Counter Multisizer (Beckman Coulter ®), entre
1 et 5 mL de culture de T-4cl3 et de T-5cl6 ont été filtrés sur un filtre en fibre de verre de 0.7

um (GF/F, Whatman®) afin de récupérer la biomasse. Le filtre a été immédiatement stocké a -

80 °C. A la fin de chaque expérience, tous les filtres ont été décongelés, immergés dans 2 mL
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d'acétone a 95%, soumis a un bain a ultrasons pendant 10 minutes, et laissés a macérer
pendant une nuit a -20 °C. Le lendemain, les extraits a I'acétone 95% ont été filtrés sur un filtre
PTFE (polytétrafluoréthylene) de 0.2 um avant d'étre injectés sur la colonne de
chromatographie. L'appareil utilisé était une HPLC-UV-DAD (Agilent Technologies series 1200
HPLC-UV-DAD), composée d'une colonne C8 en phase inverse (Eclipse XDB-C8, 150 x 4,6 mm,
granulométrie 3,5 um, Agilent) suivant la méthode décrite par Van Heukelem & Thomas (2001)
[430] légérement modifiée. Brievement, le solvant A était composé de MeOH :H,O en
proportions 70 :30 avec 28mM d’acétate d'ammonium et le solvant B était composé de MeOH
pur (Merck France) Le gradient d'élution était le méme que celui décrit dans Van Heukelem &
Thomas (2001) [430]. La quantification des pigments a été réalisée a l'aide d'un étalonnage
externe effectué avec des gammes de différentes concentrations de standards de pigments

(DHI, Danemark).
2.3. Traitement statistique

Pour les analyses de densité cellulaire, de taille de cellule et de contenu en Fx, la moyenne des
duplicats ou triplicats biologiques de culture a été calculée. La valeur obtenue a été nuancée

par le calcul de I'écart-type, caractérisé par des barres d’erreur sur les graphiques.
3. Résultats et Discussion
3.1. Influence du N et du P : cultures de 350 mL

3.1.1. Le choix des ratios N/P

Les souches clonales T-4clI3 et T-5cl6 ont été choisies pour leur différence d'accumulation de
Fx dans des conditions de limitation en azote ou en phosphore. Aussi, I'objectif est de vérifier
s'il est possible d'avoir une différence significative d’accumulation de Fx entre les deux souches
clonales dans une seule et méme condition de limitation (N ou P). En effet, la préparation d'un
seul et méme milieu d'enrichissement faciliterait la mise en place des futures cultures a grande

échelle.

Quatre ratios N/P ont été testés (4.5, 9, 90 et 140) pour chacune des trois souches de 7. lutea.
Le ratio N/P de 9 correspond au ratio du milieu de Conway classique, habituellement utilisé
pour cultiver 7. Jutea. Il induit une légere limitation en N car il est inférieur au ratio de Redfield

qui est de 16 [46]. Le ratio de 4.5 correspond donc a une proportion plus importante de P, et
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une limitation plus importante du N pour les cellules. Le ratio de 90 correspond a dix fois le
ratio du milieu de Conway classique, il induit une forte limitation en P car il est plus de cinq
fois supérieur au ratio de Redfield [46]. Enfin, le ratio de 140 correspond a une concentration
minimale en P et induit donc une trés forte limitation en P. Il a été testé suite aux résultats
obtenus durant la thése de Gaél Bougaran [42], qui avait observé une forte sécrétion de N
organique dans ces conditions. 7. /utea (souche CCAP 927/14) adapte sa réponse
physiologique lorsque sa culture est limitée en P. Cette adaptation est corroborée par une
intense coloration orange vif des cultures de 7. /utea (souche CCAP 927/14) au ratio 140.
L'analyse des pigments n'avait pas été effectuée, mais cette observation suggérait la présence

d'un caroténoide en plus grande concentration, probablement la Fx.

3.1.2. Le suivi de la biomasse et |'assimilation de N
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Figure 56. Suivi de la densité optique (DO) a 680 nm en fonction du temps des cultures de
T-4cl3 (vert), T-5cl6 (rouge) et CCAP 927/14 (jaune) cultivées aux ratios N/P 4.5, 9, 90 et 140
sur le banc de phénotypage.

Tout au long des 11 jours de culture, la turbidité de la biomasse (mesurée par densité optique)
a évolué de maniere similaire chez les trois souches de 7. /utea (Figure 56) respectivement pour
chaque ratio testé. Les cultures aux ratios N/P de 4.5 et de 9 ont par ailleurs atteint un niveau
similaire de densité optique, alors que les cultures ne contenaient pas la méme concentration
cellulaire (Tableau 12). On remarque que les cellules de T-4cl3 présentaient un diametre plus
important et donc un volume plus important que les cellules de T-5cl6 (Tableau 12). Ainsi,
malgré leur différence de taille et de concentration, les cellules ont atteint une méme fraction
volumique de la biomasse dans les cultures aux ratios 4.5 et 9 (Tableau 12). De plus, les cultures
aux deux ratios N/P de 4.5 et 9 ont connu les mémes phases de croissance, soit une phase de
latence de 24 heures, puis une phase exponentielle de croissance jusqu’au jour 4, une phase
stationnaire jusqu'au jour 8, puis une phase de déclin jusqu’au jour 11. Ces résultats suggerent
que les trois souches ont utilisé les nutriments disponibles (et notamment le N et le P) dans les
mémes proportions relatives a leur taille.

Tableau 12. Calcul de la fraction volumique de la biomasse dans les cultures de T-4cl3, T-

5cl6 et CCAP 927/14 aux ratios N/P de 4.5, 9, 90 et 140 au jour 6 de culture. Fraction
volumique (mm? de biomasse.mL™) = 43*nt*(diamétre/;)**Concentration cellulaire.

Diamétre moyen d’une cellule Concentration cellulaire Fraction volumique
(um) (cellules.mL™) (mm?3 de biomasse.mL™)
CCAP CCAP CCAP
T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6
927/14 927/14 927/14
4.5 4.20 3.61 3.90 1.55+07 2.685+07 2.08%+07 0.60 0.66 0.65
9 4.23 3.59 3.82 1708407 2.57¢+07 2.23%F+07 0.67 0.62 0.65
90 5.22 3.88 4.84 9.21+06 4.34+06 8.85°+06 0.50 0.13 0.53
140 5.42 3.69 4.79 3.125+06 5.90°+06 5.35f+06 0.26 0.16 0.31
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Les cultures correspondant aux ratios N/P de 90 et 140 ont atteint une concentration de
biomasse moins élevée qu’aux ratios de 4.5 et 9. Une phase stationnaire de croissance a semblé
se dessiner au jour 6 pour les deux ratios, soit deux jours plus tard que les cultures aux ratios
de 4.5 et 9. Comme la concentration initiale en N était similaire pour les quatre ratios, cela
signifie que le développement de la biomasse a été limité par le P. Un apport insuffisant en P
dans les cellules a pu avoir limité la synthése d’ATP, ce qui a ralenti I'action des canaux
membranaires permettant I'assimilation de N dans les cellules [42,477]. Sur la Figure 57, on
observe en effet qu'apres cing jours de culture, I'assimilation de N est presque totale dans les
cultures aux ratios de 4.5 et 9. De 390 pmol initialement il ne reste que 40 umol de N dans le
milieu de culture. En revanche, au ratio 90 il reste entre 250 et 330 pmol de N apres cing jours

et il reste pratiquement la totalité de N initial dans le milieu des cultures au ratio de 140.
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Figure 57. Evolution sur cinq jours de la quantité d’'azote (N) dans le milieu de culture de T-
4clI3 (vert), T-5cl6 (rouge) et CCAP 927/14 (jaune) cultivées aux ratios N/P 4.5, 9, 90 et 140
sur le banc de phénotypage.
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3.1.3. L'accumulation de fucoxanthine dans les cellules

De la biomasse a été prélevée aux jours 6, 8 et 10 pour I'analyse des pigments intracellulaires.
Pour les quatre ratios N/P, et pour les trois souches, on observe que la quantité de Fx par cellule
était plus élevée au jour 6 de culture qu'aux jours 8 et 10 (Figure 58). Le jour 6 coincide
également avec le maximum de densité cellulaire des cultures. Dans le cadre du projet
TINAQUA, le début de la phase stationnaire semble donc étre une période idéale pour

optimiser I'apport de biomasse et de Fx en nutrition aquacole.

Parmi les trois souches, c'est la souche clonale T-4cl3 qui a présenté les valeurs les plus élevées
de Fx par cellule pour les quatre ratios N/P (Figure 58). A l'inverse, la souche clonale T-5cl6 a
présenté les valeurs les plus faibles. La valeur maximale de Fx par cellule a été observée dans
les cultures de T-4cl3 au ratio N/P de 140 (76 fg.cell”"). Les valeurs obtenues pour T-4cl3 aux
ratios N/P de 4.5 et 90 étaient relativement proches (65 et 66 fg.cell" de Fx respectivement).
Par ailleurs, la densité cellulaire au jour 6 était cinq fois supérieure au ratio N/P de 4.5 par
rapport au ratio 140 (Tableau 12). Le ratio 4.5 était également celui ou avec le plus grand écart
de Fx par cellule entre les deux souches clonales T-4cl3 et T-5cl6, soit le double (Figure 58). La

souche témoin CCAP 927/14 a présenté des valeurs intermédiaires de Fx par cellule a ce ratio.
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Figure 58. Concentration de fucoxanthine par cellule (fg.cell”) dans les cultures de T-4cl3
(vert), T-5cl6 (rouge) et CCAP 927/14 (jaune) cultivées aux ratios N/P 4.5, 9, 90 et 140 sur le
banc de phénotypage.

En conclusion, les cellules de T-4cl3 ont accumulé plus de Fx lorsqu’elles étaient fortement
limitées en P (ratio N/P de 140), mais cette condition impacte fortement leur croissance en
comparaison a une proportion supérieure de P. Il n'était donc pas envisageable de cultiver T-
4cl3 au ratio N/P de 140 a plus grande échelle pour la nutrition aquacole. Le ratio de 4.5 et les
concentrations de N et de P associées (1200 uM et 267 uM respectivement), a semblé au
contraire étre le plus adapté pour (i) obtenir une culture riche en Fx avec T-4cl3 et une culture
pauvre en Fx avec T-5cl6, (ii) obtenir une quantité de biomasse importante en quelques jours
de culture afin de nourrir les huitres et naissains d'huitres dans le cadre d'une production

aquacole.

Nous avions choisi la souche T-5cl6 pour sa capacité a accumuler plus de Fx en limitation en P,

contrairement a la souche T-4cl3. Cependant, nos résultats ont montré l'inverse. Cela est
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surtout d{i au fait que nous avons considéré les mesures de Fx en fg.cellule™ et non en mg.g™
de C intracellulaire. En réalité, nous avons observé au cours de I'expérience que la souche T-
4cl3 sécrétait une grande quantité de ce que nous avons supposé étre des exopolysaccharides
(EPS). Un mucus visqueux s'accumulait effectivement au fond des PBRs de T-4cl3 a partir de la
phase stationnaire de culture. Ainsi, il est probable que des EPS aient été retenus sur les filtres
ayant servis aux mesures de C intracellulaire, faussant ainsi les valeurs obtenues. Par exemple,
en condition de limitation en P, soit au ratio N/P de 140, si I'on considere les mesures de Fx de
notre expérience en mg.g' de C intracellulaire, on obtient une valeur plus élevée pour la
souche T-5cl6 par rapport a T-4cl3 (4.31 et 2.03 mg.g™' de C respectivement, Figure 59). On
remarque alors que la concentration de C intracellulaire était jusqu’a deux fois plus élevée pour
les cultures de T-4cl3, probablement pour les raisons décrites précédemment, expliquant alors

cet écart.

La mesure de l'accumulation de Fx dans les cellules en mg.g™" de C intracellulaire ne peut donc
pas étre fiable dans ces conditions, soit pour nos expériences, contrairement a la mesure en

fg.cellule”’ combinée a la densité cellulaire.

La souche T-4cl3 a donc été considérée comme la souche sur-productrice de Fx et la souche

T-5cl6 comme la souche sous-productrice de Fx.
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Figure 59. Concentration de fucoxanthine par C intracellulaire (mg.g™ de C) dans les cultures
de T-4cl3 (vert), T-5cl6 (rouge) et CCAP 927/14 (jaune) cultivées au ratio N/P 140 sur le banc
de phénotypage.
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Chapitre 4 — La production de fucoxanthine par 7isochrysis lutea

3.2. Influence de l'intensité lumineuse : cultures de 1L

Suite a I'expérience en cultures de 350 mL sur le banc de phénotypage, le ratio N/P de 4.5 avec
des concentrations de 1200 uM en N et 267 uM en P a été choisi pour la suite des expériences
du projet TINAQUA. Le double objectif de I'expérience suivante était de cultiver T-4cl3 et T-
5¢l6 (et la souche témoin CCAP 927/14) en augmentant le volume de culture et en accentuant
I"écart d'accumulation de Fx des cellules entre les deux souches clonales. Comme expliqué dans
le Chapitre 1, section 3.6.2 (la fucoxanthine ; les paramétres de culture ; la lumiere), l'intensité
lumineuse joue un réle primordial dans la synthese et I'accumulation de Fx dans les cellules.
Une intensité plus faible favorise la production de pigments photosynthétiques, comme la Fx.
Ainsi, T-4cl3 a été cultivée a 250 umol de photons.m?s™" tandis que T-5cl6 a été cultivée a une
intensité deux fois plus élevée soit 500 pmol de photons.m?s™'. Nous avons constaté que les
cultures de T-4cl3 étaient plus orangées que les cultures de T-5cl6 qui étaient verdatres
jusqu’au jour 3 puis jaune foncé jusqu'au jour 7 (Figure 60). La souche CCAP 927/14 a été

cultivée aux deux intensités lumineuses pour pouvoir comparer les résultats.

JourO Jourl Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 7

Figure 60. Photo des cultures en bouteilles de 1 L des souches T-4cl3 (photos supérieures)
et T-5cl6 (photos inférieures) entre le jour O et le jour 7.

En premier lieu, nous avons observé que les valeurs de Fx par cellule de la souche CCAP 927/14
cultivée & 250 et 500 umol de photons.m?.s™ étaient respectivement plus faibles et plus élevées

que celles des souches T-4cl3 et T-5c¢l6 apres trois jours de culture, et ce jusqu’au jour 8 (Figure
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61). La souche CCAP 927/14 ne s'est donc pas substituée aux deux autres souches clonales en

tant que sur-productrice ou sous-productrice de Fx.
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Figure 61. Concentration de fucoxanthine par cellule (fg.cell”) dans les cultures de T-4cl3
(vert : intensité de 250 umol de photons.m?s™), T-5cl6 (rouge : intensité de 500 umol de
photons.m?.s™) et CCAP 927/14 (jaune : intensité de 250 umol de photons.m?s™; orange :
intensité de 500 ymol de photons.m?s™). Toutes les souches ont été cultivées au ratio N/P
de 4.5 en bouteilles de 1L.

Au deuxiéme jour de culture, les cellules de T-4cl3 contenaient 160 fg.cellule™’ de Fx tandis que
les cellules de T-5cl6 en contenaient 100 fg.cellule™. T-4cI3 a donc accumulé 1.6 fois plus de Fx
que T-5cl6 au jour 2. Apres 8 jours de culture, cet écart s'est creusé, T-4cl3 a accumulé 127
fg.cellule™ de Fx soit 2.9 fois plus que T-5cl6 qui en a accumulé 44 fg.cellule'. Cependant, ce
résultat est contrasté par une forte variabilité biologique traduite par un écart-type de la valeur
de Fx par cellule chez T-4cl3 au jour 8 plus élevé. De maniere générale, les deux souches
clonales ont accumulé plus de Fx dans les cultures en bouteille de 1 L que dans les cultures de
350 mL du banc de phénotypage. Si ce résultat est cohérent pour la souche T-4cl3, qui a été
cultivée a une intensité moins élevée, il est plus étonnant pour T-5cl6 ayant été cultivée a une
intensité plus élevée que celle du banc de phénotypage. Cela peut s'expliquer par le fait que
le diametre des bouteilles de 1 L était plus élevé que celui des PBRs du banc de phénotypage,
ce qui a pu limiter I'acces a la lumiere des cellules malgré I'agitation par bullage. Au final, le fait
de cultiver les souches a des intensités lumineuses différentes a donc bien permis d'accentuer

la sur-production de Fx chez T-4cl3.

193



L'écart entre la concentration cellulaire des deux souches clonales T-4cl3 et T-5cl6 était réduit
par rapport aux cultures du banc de phénotypage (Tableau 13), tandis que la différence de
diamétre moyen d'une cellule était toujours importante (Tableau 13). Par conséquent, la
fraction volumique de la biomasse dans les bouteilles de culture était différente entre les deux
souches (Tableau 13) contrairement a I'expérience précédente ou elle était similaire.

Tableau 13. Calcul de la fraction volumique de la biomasse dans les cultures de T-4cl3 et T-

5cl6 au ratio N/P de 4.5 dans des bouteilles de 1 L aux jours 6, 7 et 8. Fraction volumique
(mm?3 de biomasse.mL™") = 4,3*t*(diamétre,z)**Concentration cellulaire.

Diamétre moyen ) )
, Concentration cellulaire Fraction volumique
d’une cellule
(cellules.mL™) (mm? de biomasse.mL™)
(um)

Jour T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6
6 422 3.52 1.378+07 1.548+07 0.54 0.35
7 432 3.67 1.408+07 1.528+07 0.59 0.39
8 4.35 3.69 1.408+07 1.538+07 0.60 0.40

Pour le projet TINAQUA, il était donc également intéressant de considérer, dans le cas de
cultures en plus grand volume, la différence de production de Fx en mg par litre de culture
(mg.L™") entre les deux souches (Figure 62). On observe que la concentration en Fx a
progressivement augmenté dans les culture de la souche T-4cl3 entre le jour 2 et le jour 8,
passant de de 0,22 mg.L"" a4 1,75 mg.L™". Dans les cultures de la souche T-5cl6 I'augmentation
a été moins importante, avec 0,16 mg.L"' de Fx au jour 2 4 0,67 mg.L" au jour 8. Ces données
ont confirmé la pertinence dans le choix de la souche T-4clI3 en tant que sur-productrice de Fx

et de la souche T-5c¢l6 en tant que sous-productrice de Fx.
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Figure 62. Concentration de fucoxanthine (mg.L") dans les cultures de T-4cl3 (vert : intensité
de 250 pmol de photons.m?.s™), T-5cl6 (rouge : intensité de 500 umol de photons.m?s™).
Toutes les souches ont été cultivées au ratio N/P de 4.5 en bouteilles de 1 L.

3.3. Une plus grande échelle pour la production de fucoxanthine : cultures

de6L

La culture des souches T-4cl3 et T-5cl6 en volume de 1 L a montre qu'accentuer respectivement
la sur-production ou la sous-production de Fx était possible en ajustant I'intensité lumineuse.
L'objectif était ensuite de cultiver ces deux souches en volume plus élevé, en conservant les
différentes intensités lumineuses incidentes définies dans I'expérience précédente. Considérant
les méthodes de culture de la station IFREMER de Bouin, il a été décidé de cultiver les
microalgues dans des ballons de culture de 6 L. Ces mémes ballons ont été utilisés par la suite
a ensemencer des scobalites de 300 L prélevés pour nourrir les huitres. Pour des raisons
pratiques, la souche CCAP 927/14 a été cultivée en ballons de 6 L a 350 umol de photons.m?.s’
! dans le seul but d’ensemencer des scobalites pour obtenir de la biomasse utilisée dans la
suite de la these (Chapitre 5). Les résultats obtenus pour cette souche seront tout de méme

présentés en parallele de T-4cl3 et T-5cl6 et pourront étre discutés.

Une nette différence de coloration est observée entre les deux souches en fin de culture, au
jour 7 (Figure 63). Les cultures de T-4cl3 apparaissaient orange tandis que les cultures de T-

5¢l6 étaient verdatres. De plus, en fin de culture, le fond des ballons de T-4cl3 était tapissé d'un
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Chapitre 4 — La production de fucoxanthine par 7isochrysis lutea

mucus visqueux, supposé étre des EPS comme dans les deux expériences précédentes (Figure

63).

Figure 63. Photo des triplicats de culture en ballons de 6 L de T-4clI3 (A, intensité de 250
umol de photons.m?s™) et de T-5cl6 (B, intensité de 500 umol de photons.m?s™), aprés 7
jours de culture. Photo d’un ballon de 6 L de T-4clI3 vidé en fin de culture, et contenant un
épais mucus visqueux probablement composé d’EPS (C).

Les analyses pigmentaires ont indiqué qu'il y avait 1.7 fois plus de Fx dans les cultures de T-
4cl3 & 250 pymol de photons.m?s™ par rapport aux cultures de T-5cl6 a 500 umol de
photons.m2.s™" (Figure 64). C'est le méme rapport que lors de la premiére expérience en banc
de phénotypage dans les cultures de 350 mL, lorsque I'intensité lumineuse était similaire pour
les deux souches (350 umol de photons.m®s™). Par conséquent, la différence d'intensité
lumineuse incidente ne semble pas avoir accentué la différence d’accumulation de Fx entre les
deux souches clonales dans les cultures en ballons de 6 L. Elle n'a pas permis de compenser
I'effet du diametre important des ballons, qui a pu limiter I'accés a la lumiere des cellules et qui

a probablement réduit I'écart d’accumulation de Fx entre les deux souches.
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Figure 64. Concentration de fucoxanthine par cellule (fg.cell) dans les cultures de T-4clI3

(vert : intensité de 250 umol de photons.m?.s™), T-5cl6 (rouge : intensité de 500 pmol de

photons.m?s™) et CCAP 927/14 (jaune : intensité de 350 pmol de photons.m?s™) aprés 7
jours de culture. Toutes les souches ont été cultivées au ratio N/P de 4.5 en ballons de 6 L.

La concentration cellulaire des cultures des souches T-4cl3 et CCAP 927/14 au jour 7 était
similaire aux deux précédentes expériences en plus faible volume de culture, tandis que celle
de la souche T-5cl6 était plus faible (Tableau 14). Le taux de croissance de la souche T-5cl6 a
donc diminué dans les cultures en ballon de 6 L. Nous avons remarqué par ailleurs que le
diameétre des cellules de T-5cl6 (4.50 um, Tableau 14) était beaucoup plus élevé que dans
I'expérience précédente en bouteille de 1 L (3.67 um, Tableau 13). Il est connu que lorsque la
lumiere est transmise uniformément a travers une culture de microalgues, la taille de I'antenne
collectrice de lumiere diminue tandis que lorsque la lumiere devient moins accessible par les
cellules, elle augmente [478]. La taille élevée des cellules de T-5cl6 pourrait donc étre une
conséquence de la limitation par la lumiere, qui aurait généré une augmentation de la taille
des chloroplastes. Ce phénomeéne entraine ainsi I'augmentation de la fraction volumique de la
biomasse dans les cultures de T-5cl6 (0.48 mm3.mL™, Tableau 14), pourtant moins concentrées
en cellules par rapport a l'expérience précédente (fraction volumique de 0.40 mm3mL™,
Tableau 13). Ces résultats amenent a s'interroger sur le fait que la disponibilité de la lumiere
pourrait étre un facteur plus impactant que la variabilité intra-spécifique des souches sur

I'accumulation de Fx dans les cellules.
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Tableau 14. Calcul de la fraction volumique de la biomasse dans les cultures de T-4cl3, T-
5cl6 et CCAP 927/14 dans les ballons de 6 L au jour 7 de culture. Fraction volumique (uL.mL
) = 45*n*(diamétre,z)**Concentration cellulaire.

Diameétre moyen d’une cellule Concentration cellulaire Fraction volumique
(um) (cellules.mL™ (mm? de biomasse.mL™)
CCAP CCAP CCAP
T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6
927/14 927/14 927/14
4.24 450 4.01 1.898+07 9.97+06 2.055+07 0.75 0.48 0.69

Lors d'une erreur de manipulation avec d'autres ballons de culture de 6 L, les deux souches
clonales T-4cl3 et T-5cl6 ont été échangées. Ainsi, la souche T-4cl3 a été cultivée a l'intensité
la plus faible soit 250 pmol de photons.m®s™ et la souche T-5cl6 a été cultivée a l'intensité la
plus forte soit 500 pymol de photons.m?s™. Pour cette expérience, un suivi quotidien de
I'accumulation de Fx a été effectué (Figure 65) dont les résultats ont montré une quasi-absence
de différence d'accumulation de Fx entre les deux souches. A partir du jour 6 de culture, la
tendance s'est méme inversée par rapport aux résultats des expériences précédentes,
I'accumulation de Fx dans les cellules de T-5cl6 était devenue supérieure a celle dans les cellules
T-4cl3 (Figure 65). Au jour 7 de cette expérience (Figure 65), T-5cl6 a accumulé autant de Fx
que T-4cl3 au jour 7 de I'expérience précédente (Figure 64), soit 110 fg.cell”". L'écart entre les
deux souches n’était cependant pas aussi marqué que dans I'expérience précédente, lorsque
T-4cl3 était cultivée a la plus faible intensité et T-5cl6 a la plus forte. Au maximum, T-5cl6
accumulait seulement 1.3 fois plus de Fx que T-4cl3 (jour 7). Ce résultat est a nuancer en raison

d'une importante variabilité biologique sur la valeur de Fx de T-5cl6.
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Figure 65. Concentration de fucoxanthine par cellule (fg.cell) dans les cultures de T-4cl3
(vert : intensité de 500 umol de photons.m?s™), T-5cl6 (rouge : intensité de 250 pmol de
photons.m?.s™) aprés 7 jours de culture. Les deux souches ont été cultivées au ratio N/P de
4.5 en ballons de 6 L.

Cette expérience menée par erreur aura permis de valider que l'intensité de la lumiere
incidente, combinée a la disponibilité de la lumiere dans la culture, est réellement un facteur
majeur pour I'accumulation de Fx dans les cellules, au-dela de la différence entre les souches.
La synthese de Fx est donc favorisée lorsque la lumiere incidente est faible et que la géométrie

du PBR est telle qu’elle limite fortement I'accés a la lumiere des cellules.
3.4. Influence d'un photobioréacteur de type scobalite : cultures de 300 L

Les ballons de culture de I'expérience précédente (avec T-4cl3 cultivée a 250 pmol de
photons.m?s™” et T-5cl6 cultivée & 500 umol de photons.m?s™) ont été utilisés pour
ensemencer les scobalites de 300 L & hauteur de 250 000 cellules.mL™". Pour cette expérience,
la souche T-5cl6 a été cultivée a une intensité inférieure par rapport aux deux précédentes
expériences, les tubes fluorescents étant au maximum de leurs capacités. Le protocole a donc

été adapté en diminuant en paralléle I'intensité lumineuse pour les cultures de T-4cl3.

Etonnamment, on observe que la souche T-4cl3 est celle dont les cellules ont accumulé le
moins de Fx soit 113 fg.cellules(Figure 66), cette valeur étant similaire a celle obtenue en
cultures en ballons de 6 L (110 fg.cellules™). La souche T-5c¢l6, pourtant cultivée a une intensité

lumineuse plus élevée, a accumulé 1.5 fois plus de Fx que la souche T-4cl3 cultivée a une
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intensité lumineuse plus faible, soit 170 fg.cellules™. De plus, cette valeur est 2.6 fois plus élevée
que dans les cultures en ballons de 6 L de T-5cl6. En premier lieu, nous savons que T-5cl6 a été
cultivée a une intensité inférieure aux expériences précédentes, il est donc cohérent que les
cellules aient synthétisé plus de Fx. En paralléle, on observe également que la souche CCAP
927/14 a accumulé 271 fg.cellules™ de Fx dans les cultures en scobalites (Figure 66), ce qui est
2.8 fois plus élevé que dans les cultures en ballons de 6 L. Contrairement a T-5cl6, la souche
CCAP 927/14 a été cultivée a une intensité lumineuse similaire a celle appliquée aux ballons de
6 L. Ainsi, d'autres facteurs que I'intensité incidente doivent étre pris en compte afin de justifier
d'une telle différence entre les cultures en ballons et les cultures en scobalites pour les souches

T-5cl6 et CCAP 927/14.
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Figure 66. Concentration de fucoxanthine par cellule (fg.cell”) dans les cultures de T-4cl3
(vert : intensité de 200 pmol de photons.m2.s™), T-5cl6 (rouge : intensité de 320 pmol de
photons.m2.s7) et CCAP 927/14 (jaune : intensité de 320 pmol de photons.m2.s™) aprés 7
jours de culture. Toutes les souches ont été cultivées au ratio N/P de 4.5 en scobalites de
300 L.

Il existe plusieurs manieres d'obtenir une culture plus concentrée en Fx : (i) Avoir un maximum
de biomasse en optimisant I'acces a la lumiere. Apres quelques jours de culture, I'auto-
ombrage des cellules entraine une augmentation de la synthese de Fx. Ce phénomene est
obtenu, par exemple, dans les PBRs plans [314]. A grande échelle de production cependant, ce
systeme peut étre problématique car il nécessite beaucoup d'espace pour peu de volume de
culture. (ii) Avoir une faible disponibilité¢ de la lumiere incidente dans les cultures. La

disponibilité de la lumiére étant limitante pour la croissance, la concentration en biomasse est
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minimisée [479], mais les cellules synthétisent rapidement plus de Fx. Dans notre expérience,
la concentration cellulaire des cultures des trois souches au jour 7 était plus faible que dans les
trois expériences précédentes en plus faible volume de culture, le taux de croissance a donc
diminué en augmentant le volume de culture (Tableau 15). Le diametre important du scobalite
(60 cm) a limité I'accessibilité de la lumiere dans la culture, ce qui a limité la croissance cellulaire.
Ce phénomeéne est par ailleurs visible a I'ceil nu car au jour 7, les scobalites ont une couleur
tres foncée alors qu'ils ne sont que peu concentrés en cellules (Figure 54). De plus, la taille des
cellules de T-5cl6 était, contrairement aux deux premieres expériences en volume de 350 mL
et 1 L, plus importante que celle des cellules de T-4cl3 (Tableau 15). De ce fait, la fraction
volumique de la biomasse dans les cultures de T-5cl6 et de la souche CCAP 927/14 était
supérieure a celle de T-4clI3, ce qui a réduit d'autant plus la disponibilité de la lumiere en
comparaison. L'accumulation de Fx dans les cultures de T-5cl6 et de CCAP 927/14 correspond

donc au cas (ii).

La souche T-4cl3 semble cependant ne pas avoir été affectée par la disponibilité réduite de
lumiere dans les scobalites. Ce résultat est étonnant, bien que I'expérience précédente en
ballons de 6 L ait déja conduit a reconsidérer la notion de souche sur-productrice et sous-
productrice.

Tableau 15. Calcul de la fraction volumique de la biomasse dans les cultures de T-4cl3, T-

5cl6 et CCAP 927/14 dans les scobalites de 300 L au jour 7 de culture. Fraction volumique
(mm? de biomasse.mL™) = 4,3*rnt*(diamétre,;)>*Concentration cellulaire.

Diametre moyen d'une cellule Concentration cellulaire Fraction volumique
(um) (cellules.mL™) (mm? de biomasse.mL™)
CCAP CCAP CCAP
T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6 T-4cl3 T-5cl6
927/14 927/14 927/14
3.80 4.19 443 8.055+06 8.29°+06 7.07°+06 0.23 0.32 0.32
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3.5. Présence d'échinénone dans les cultures de T-4cl3

Tout au long des quatre expériences, nous avons remarqué la présence d'échinénone
principalement dans les cultures de la souche T-4cl3 tandis que la souche T-5cl6 en a, a
I'inverse, accumulé tres peu (Figure 67). Dans les cultures du banc de phénotypage, plus les
cellules étaient limitées en phosphore, plus la concentration d'échinénone augmentait jusqu’a
atteindre 112 fg.cellule™ pour T-4cl3 au ratio N/P de 140 au jour 8, soit la valeur maximale des
quatre expériences confondues (Figure 67, A). On remarque également que plus le volume de
culture augmentait, plus la concentration d'échinénone dans les cellules diminuait. Ces
résultats suggerent qu'avec I'augmentation du diametre des PBRs engendrant une diminution
de la disponibilité de la lumiére en plus grand volume de culture, il n'était alors pas nécessaire
pour les cellules d'activer leurs mécanismes de photoprotection dont fait partie I'échinénone,
comme expliqué au Chapitre 3. De plus, a partir des cultures en bouteilles de 1 L, I'intensité
lumineuse incidente était plus faible pour la souche T-4cl3. Ainsi, en scobalite de 300 L, la
concentration d'échinénone pour la souche T-4cl3 était de 1 fg.cellule™, soit 50 fois moins

gu’en culture de 350 mL au méme ratio N/P.
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Figure 67. Concentration d'échinénone par cellule (fg.cell) dans les cultures de T-4cl3 (vert),
T-5c¢l6 (rouge) et CCAP 927/14 (jaune) au jour 8. A : cultures de 350 mL aux ratios N/P de
4.5, 9, 90 et 140 sur le banc de phénotypage, a une intensité de 350 umol de photons.m?s
1. B : cultures en bouteilles de 1L au ratio N/P de 4.5, avec T-4cl3 cultivée a 250 pmol de
photons.m?.s™, T-5¢l6 cultivée a 500 pmol de photons.m?.s™, CCAP 927/14 cultivée aux deux
intensités. C : cultures en ballons de 6 L au ratio N/P de 4.5 aux mémes intensités que les
bouteilles (sauf la souche CCAP 927/14, cultivée a 300 pmol de photons.m?s™). D : cultures
en scobalites de 300 L au ratio N/P de 4.5 avec T-4cl3 cultivée a 200 pmol de photons.m?.s°
1, T-5¢l6 et CCAP 927/14 cultivées a 320 pmol de photons.m?.s™.

4. Conclusion

Apres la premiére expérience sur le banc de phénotypage, nous avons réussi a atteindre un
des objectifs du projet TINAQUA qui était de d'augmenter |'échelle de culture jusqu’aux
scobalites de 300 L pour la souche T-4cl3, caractérisée comme sur-productrice de Fx, et pour
la souche T-5cl6, caractérisée comme sous-productrice de Fx. Au final cependant, la souche
ayant accumulé le plus de Fx en conditions de production en scobalites est la souche CCAP

927/14, déja utiliseée et cultivee en routine a Bouin pour nourrir les huitres. Pour obtenir une
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culture pauvre en Fx, il serait nécessaire de cultiver 7. lutea (souche T-4cl3 ou T-5cl6) avec une
lumiere incidente beaucoup plus élevée sur les scobalites, ou bien de changer de systeme de
culture afin de réduire I'effet de limitation par la disponibilité en lumiere dG au diametre.
Cependant, les résultats de notre expérience en scobalites ont montré un coefficient de 2.4
entre I'accumulation de Fx chez la souche CCAP 927/14 et chez la souche T-4cl3. Il peut donc
étre intéressant de tester dans un premier temps une nutrition riche en Fx avec la souche CCAP

927/14 par rapport a une nutrition pauvre en Fx avec la souche T-4cl3.

En conclusion, malgré les différences importantes observees en faible volume de culture, le
facteur de disponibilité de la lumiere semble, dans notre cas, surpasser l'influence de
I'utilisation de différentes souches de 7. /utea. Les quatre expériences menées nous ont ainsi
permis de mieux comprendre la réponse physiologique des cellules a leur environnement

nutritif et lumineux.
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CHAPITRE 5

Optimisation d'un procédé d’extraction

et de purification de la fucoxanthine
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Chapitre 5 — Optimisation d'un procédé d’extraction et de

purification de la fucoxanthine

Ce chapitre présente un résumé des résultats valorisés dans l'article « /mproving fucoxanthin
extraction and purification from Tisochsysis lutea using centrifugal partition chromatography
» (en phase finale de révision par les co-auteurs pour une soumission dans le journal
Bioresource Technology). Il comporte un résumé du matériel et des méthodes utilisés ainsi

qu’un résumé des résultats principaux décrits dans l'article in prep., présenté en fin de chapitre.
1. Contexte et objectifs

De nombreuses méthodes d'extraction de la Fx et de co-extraction de la Fx et des lipides, a
partir d'algues brunes et de microalgues, existent dans la littérature. Ces extraits sont soit
réalisés a partir de macroalgues brunes soit a partir de microalgues (Chapitre 1, Tableau 2).
L'utilisation de solvants organiques avec macération de la biomasse est trés répandue (voir
Chapitre 1, section 3.7). En particulier, I'éthanol (EtOH) le méthanol (MeOH) et |'acétone (Ac)
permettent d'obtenir des taux d'extraction élevés de pigments dont la Fx. lls remplacent
efficacement un grand nombre de solvants toxiques a la fois pour I'environnement et pour la
santé humaine. Dans un but industriel, en pharmaceutique par exemple, la Fx peut devoir étre
purifiée des autres pigments, métabolites et résidus cellulaires. Plusieurs techniques de
séparation et de purification sont décrites dans la littérature, une des plus innovantes étant la
chromatographie de partage centrifuge (CPC). Ce procédé est basé sur la différence de
partition d'un soluté entre deux phases liquides non miscibles. La CPC est rapide, ne nécessite
pas l|'utilisation de volumes importants de solvants, se déroule a température ambiante et
n'entraine pas de dégradation des solutés. La CPC est donc considérée comme un procédé
efficace et respectueux de I'environnement. Jusqu'ici, seulement deux études ont rapporté
I'utilisation de la CPC pour la séparation de la Fx [79,378]. En particulier, Goncalves de Oliveira-
Junior et al. ont séparé la Fx a partir de biomasse de 7. lutea[79]. s ont conclu que ces premiers
résultats étaient tres encourageants et nécessitaient d'étre optimisés. Notre étude est basée
sur leurs travaux et consiste a séparer la Fx par CPC. L'objectif principal est de développer une
méthode d’extraction et de séparation de la Fx a partir de biomasse de 7. /utea qui soit (i) plus
respectueuse des principes de la chimie verte parmi les douze qui ont été décrits en 2010 [480],

et (i) qui permette de maintenir ou d'améliorer le rendement et la pureté en Fx. Plusieurs
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parameétres ont été sélectionnés pour I'optimisation du procédé, tels que le solvant utilisé pour
extraire la totalité des pigments, et le systeme de solvants de la CPC formant deux phases non-

miscibles.
2. Matériel et méthodes

La biomasse de 7. lutea utilisée pour cette étude a été extraite d'une culture de la souche CCAP
927/14 en scobalite de 300 L (voir Chapitre 4, section 2.1.4.). Brievement, 1 g de biomasse a été
extrait dans 250 mL d’'Ac ou d'EtOH avec une sonde a ultrasons (US) pendant 30 minutes en
mode « pulse » (5 secondes ON / 5 secondes OFF). L'extrait a ensuite été centrifugé et filtré sur
0.2 ym avant d'étre évaporé et stocké a -20°C. Puis, 100 mg de |'extrait ont eté dilués dans un
volume égal de phase stationnaire et de phase mobile, soit les deux phases non-miscibles de
la CPC. L'extrait dilué a été injecté dans la CPC en méme temps que la phase mobile. Nous
avons utilisé une FCPC A 200 (Kromaton) composée d'une colonne de capacité 242 mL
contenant 840 cellules de partage twin-cellsen mode descendant, a 1200 rpm. Dans le systeme
biphasique de solvants, la phase supérieure a été définie comme la phase stationnaire et la
phase inférieure comme la phase mobile. La phase mobile a ensuite été éluée en récoltant des
fractions de 5 mL contenant les pigments. Puis, la phase stationnaire a été extrudée en récoltant
également des fractions de 5 mL. Toutes les fractions ont ensuite été analysées en HPLC et
HPTLC pour déterminer leur concentration en pigments et évaluer leur pureté finale en Fx. La
phase mobile était constituée soit de MeOH et d'H,O soit d'EtOH et d'H,O, la phase

stationnaire était constituée de cyclohexane.
Au total, quatre expériences principales ont été conduites :

e Expérience A : extrait Ac, systéeme de solvant cyclohexane :MeOH :H,O en proportions

6:6:1.

Les résultats de I'expérience A ayant été encourageants, I'objectif suivant était de se rapprocher
des principes de la chimie verte. Le MeOH de la phase mobile a été remplacé par de I'EtOH, un

solvant plus respectueux de |'environnement et possédant une polarité similaire.

e Expérience B: extrait Ac, systeme de solvant cyclohexane :EtOH :H,O en proportions

6:6:1.
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L'objectif principal de I'expérience suivante était d'éliminer les impuretés des fractions de Fx,
soit les Chl c¢7 et ¢2 Considérant que ces derniéres présentaient une polarité supérieure aux
molécules de Fx, nous avons augmenté la polarité de la phase mobile en ajoutant de I'eau en

plus grande proportion que dans I'expérience B.

e Expérience C: extrait Ac, systeme de solvant cyclohexane :EtOH :H,O en proportions

2:2:1.

Une fois le systéme de solvants optimisé, |'objectif était de continuer a développer le procédé
selon les principes de la chimie verte. Ainsi, un extrait éthanolique de pigments totaux a été

testé a la place de I'extrait acétone pour la séparation de la Fx.

e Expérience D : extrait EtOH, systeme de solvant cyclohexane :EtOH :H,O en proportions

2:2:1.
3. Résultats et discussion
3.1. Extraction des pigments totaux

Dans un premier temps, les pigments totaux ont été extraits avec de I'Ac ou de I'EtOH. Pour
I'expérience A, un premier extrait a I'’Ac & 307 mg.g™' de masse séche a été utilisé, contenant
14,38 mg.g™' de masse séche de Fx. Pour les expériences B et C, un second extrait a I'Ac a 295
mg.g' de masse séche a été utilisé, contenant 16,17 mg.g™' de masse séche de Fx. Enfin, pour
I'expérience D, un extrait EtOH a 387 mg.g™' de masse séche a été utilisé, contenant 13,54 mg.g”
' de masse séche de Fx. L'extrait EtOH contenait donc moins de Fx que les extraits Ac et

probablement plus de lipides et/ou de débris cellulaires.
3.2. Séparation de la fucoxanthine

Parmi les fractions de 5 mL de phase mobile récoltées de I'expérience A, trois étaient les plus
enrichies et les plus pures en fucoxanthine, jusqu’'a 79% de pureté HPLC (c'est a dire, de pureté
par rapport aux autres pigments mais sans tenir compte des lipides également présents dans
la fraction). Ce pourcentage est supérieur au pourcentage de 65,7% des fractions enrichies en
Fx de Gongalves de Oliveira-Junior et al. [79]. La majorité des impuretés dans ces fractions
étaient de la Chl ¢ qui a été éluée en méme temps que la Fx. Le systeme
cyclohexane :MeOH :H,O (6:6:1 v:v:v) utilisé était stable, il y eu peu de perte de phase
stationnaire et pas d'émulsion de surface dans les fractions. Cependant, dans le but de favoriser
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I'utilisation de solvants dits verts, le MeOH a été remplacé par de I'EtOH absolu pour les
expériences suivantes. Ce solvant a une polarité similaire au MeOH et n'est pas non plus
miscible dans le cyclohexane. Pour l'instant, il n'a pas été possible de trouver un solvant pour
remplacer le cyclohexane qui soit plus respectueux de |'environnement et tout aussi apolaire.
En effet, I'apolarité du cyclohexane a permis de séparer toute la Chl a qui est présente en
grande quantité dans l'extrait. Prendre le risque de ne pas la séparer entierement avec un

solvant moins apolaire pourrait impacter la pureté des fractions de Fx.

Dans l'expérience B, avec les mémes proportions volumiques de solvants dans le nouveau
systeme cyclohexane :EtOH :H,O (6 :6 :1), trois fractions étaient enrichies en Fx, avec une pureté
HPLC jusqu'a 87%, ce qui est mieux que I'expérience A. L'élution de la Chl ¢ était plus amont
de I'élution de la Fx par rapport a I'expérience A. Le systeme de solvants était également stable,

avec peu de perte de phase stationnaire et pas d'émulsion.

Dans I'expérience C, les proportions volumiques du systéeme cyclohexane :EtOH :H,O ont été
changées de 6 :6 :1 a2 :2 :1 afin d’'optimiser la polarité du systeme. Les Chl cétant plus polaires
que la Fx, augmenter la polarité de la phase mobile en ajoutant de I'H,O pourrait permettre
aux Chl ¢ d'avoir une meilleure affinité avec la phase mobile et ainsi avoir une meilleure
séparation de ces pigments. Neuf fractions enrichies en Fx ont été obtenues, avec une pureté
HPLC jusqu’a 97%. Les Chl c ont été éluées avant la Fx, et la Fx s'est plus partagée entre les
deux phases mobile et stationnaire par rapport aux expériences A et B. Le systeme de solvants
était relativement moins stable car une émulsion a été observée en surface des fractions ainsi

qu'une perte de phase stationnaire. Cependant apres décantation, I'émulsion s’est dissipée.

Dans I'expérience D, I'extrait Ac a été remplacé par un extrait EtOH afin de contribuer a rendre
le procédé plus respectueux de [l'environnement. Le précédent systéeme
cyclohexane :EtOH :H,O (2 :2 :1) a été utilisé. Seize fractions enrichies en Fx ont été obtenues,
dont neuf fractions a 100% de pureté HPLC, et toutes les autres entre 92% et 99%. La stabilité
du systéme était similaire a celle de I'expérience C. La combinaison d'un extrait EtOH avec ce
systeme de solvant s'est révélée plus performante que les précédentes expériences. De plus,
ces résultats démontrent qu'il n'y a pas besoin d'ajouter d'étape supplémentaire apres la CPC

pour séparer la Fx efficacement des autres pigments.
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3.3. Optimisation de la quantité de solvant d'extraction

Jusqu'ici, le volume de solvant d’extraction utilisé était de 250 mL (soit 200 g) pour 1 g de
biomasse séche de 7. /utea. A I'échelle industrielle, ce volume est trés important et serait
difficilement réalisable économiquement. De plus, les grandes quantités d'EtOH utilisées (si le
procédé d'extraction est effectivement basé sur I'EtOH) pourraient contrebalancer le soin
apporté a rendre le procédé plus respectueux de I'environnement. Des quantités plus faibles

d'EtOH ont donc été testées pour I'extraction d'1 g de biomasse seche:99g,49g,199g,9g.

La concentration et la proportion de Fx les plus élevées (16,37 mg.g ' et 4,9 %) ont été obtenues
avec la plus faible quantité d'EtOH (9 g pour 1 g de biomasse séche). Plus de Fx a donc été
obtenue en I'extrayant avec 20 fois moins de solvant. Ce résultat est trés prometteur pour une
montée en échelle de I'ensemble du procédé, notamment parce qu'aucune autre difficulté
supplémentaire n‘a été rencontrée lors des différentes étapes d'extraction a cette forte

concentration de biomasse.
4. Conclusion

Cette étude a montré qu'il était possible d'utiliser la CPC comme méthode fiable pour séparer
efficacement et a un grand degré de pureté la Fx d'un extrait de pigments totaux.
L'optimisation de la méthode développée par Goncalves de Oliveira-Junior et al. [79] s'est
révélée trés encourageante. Le MeOH dans la phase mobile du systeme de solvants a pu étre
remplacé par I'EtOH tout en améliorant la séparation de la Fx des impuretés telles que les Chl
¢. Puis, I'ajout d'H,O a permis de rendre plus polaire la phase mobile et ainsi d'obtenir des
fractions enrichies en Fx a un haut degré de pureté. L'utilisation d'un extrait EtOH dans le
systeme cyclohexane :EtOH :H,O (2 :2 :1) en CPC a permis d'obtenir les meilleurs résultats en
termes de quantité de Fx extraite, et en termes de pureté de la Fx par rapport a |'utilisation
d'un extrait acétone. Ces résultats sont donc extrémement prometteurs pour le développement

d'un processus industriel d'extraction et de séparation de la Fx.

Par ailleurs, ce travail a permis de développer une méthode respectant plus de principes de la

chimie verte, décrits ci-dessous :

o « Prévention » : moins de déchets.
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« Syntheses chimiques moins dangereuses & Solvants et composés auxiliaires plus
sUrs » : utilisation de solvants moins toxiques pour I'environnement.

« Concevoir des produits chimiques plus sirs » : toxicité minimisée tout en maintenant
simultanément la fonction et |'efficacité du procédé.

« Efficacité énergétique du procédé »: procédé effectué a température et pression
ambiantes, courte durée du procédé de CPC.

« Réduire les dérivés » : peu d'étapes depuis I'obtention de biomasse seche jusqu'a la

séparation de la Fx.
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5. Article : Improving the extraction and the purification of fucoxanthin from

Tisochrysis lutea using centrifugal partition chromatography.

Article in prep. : Pajot, A; Chollet, S.; Nicolau, E.; Marchal, L. Improving the extraction and the
purification of fucoxanthin from 7isochrysis lutea using centrifugal partition chromatography.

Bioresource Technology, 2022
5.1. Introduction

Tisochrysis lutea, or [sochrysis affinis galbana, is a well-known golden-brown microalga
belonging to the Chromista group and the division of haptophytes. This species was first
isolated from Tahiti (French Polynesia), a tropical environment [68]. Because of its high content
in polyunsaturated fatty acids, like the docosahexaenoic acid (DHA), and its high amounts of
carotenoid pigments, 7. /utea is of a great value in different application fields. In aquaculture,
this species is commonly used to feed the bivalve hatcheries [19,20]. In the field of
biotechnologies, the numerous properties of several 7. lutea compounds are sought after in
the nutrition and pharmacological industries [427,428]. Xanthophyll pigments in particular are
highly valuable and their production ability is investigated. These carotenoids possess a unique
chemical structure distinct from carotenes as they contain oxygen, an epoxide group, and a
conjugated carbonyl group, which confer them high anti-oxidant properties [481,482]. In 1990,
the molecular structure of fucoxanthin, a xanthophyll, was fully described for the first time [177]
and revealed the presence of an unusual allenic bond This peculiarity is likely to be at the origin
of the wide range of nutraceutical and pharmaceutical properties of fucoxanthin which are anti-
cancerous, anti-inflammatory, anti-microbial, anti-obesity, anti-diabetes, anti-Alzheimer [178-
183]. More recently, fucoxanthin protective effects against neurodegeneration, heart valve

calcification, macular degeneration were also studied [243,248,249].

Currently, the scalable extraction and purification of fucoxanthin is an environmental and
economical challenge. The use of conventional methods with hazardous and toxic organic
solvents has been shown to be very effective, but is no longer in line with the current need for
processes more respectful of green chemistry principles. For instance, a mixture of
tetrahydrofuran and dichloromethane was reported to be the best solvent system for
fucoxanthin separation from the chloroplast membrane [341], but if these solvents are efficient

at lab-scale sample preparation for analysis, they are not recommended for process scale
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extraction or purification [483]. Medium polarity solvents like methanol (MeOH) or ethanol
(EtOH) are usually preferred especially EtOH that is safer to use, more environmental-friendly
and they were demonstrated to have high performance on fucoxanthin extraction [310,337].
Other environmental-friendly methods that efficiently extract fucoxanthin were proposed in
the literature [173], such as the use of edible oils [337], ionic liquids [359], natural deep-eutectic
solvents [361,362,364], subcritical or supercritical fluids [337,340,341,350].

Following extraction and according to further application, fucoxanthin need to be purified from

other pigments and some cell residues co-extracted.

Two methods emerge in the literature for fucoxanthin purification, both of them based on
liquid-liquid partitioning, one on highly selective solvent systems and the other one on highly
efficient extraction technology. The first one uses alcohol-aqueous two-phases systems for
single stages extractions, implying the use of water and non-polluting solvents/salts, with high
fucoxanthin recovery and purification yields [377]. The second one uses Centrifugal Partition
Chromatography (CPC) column, which is a technique based on the partition difference of
solutes such as fucoxanthin between two immiscible liquid phases [79]. This separation process
is here convenient as it minimizes the amount of solvents to be effective. CPC is conducted at
room temperature and provides a complete sample recovery without any degradation of the
separated solutes [79,173]. Two studies reported the use of CPC for fucoxanthin separation so
far [79,378]. Gongalves de Oliveira-Junior et a/. managed to isolate fucoxanthin from 7. /utea
with a purity superior to 65% with a two steps process: one extraction of total pigments with
EtOH and one CPC run with MeOH, H,O and cyclohexane [79]. Coupled with flash

chromatography, they managed to reach >99% HPLC purity.

Through this paper, we aim to develop a green method of fucoxanthin extraction and
purification from 7. /utea, optimizing recovery and purity. We used solid-liquid extraction and
CPC liquid-liquid fractionation for direct fucoxanthin enrichment. We worked especially on the
solvent used for the total pigment extraction, the organic solvent composition of the two

immiscible phases and the process operating conditions of the CPC.
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5.2. Material and methods

5.2.1. Culture of Tisochrysis lutea and biomass harvesting

T. lutea strain CCAP 927/14 was cultivated in batch mode in three 300L scobalites enriched with
Walne's medium at a continuous irradiance of 250pmolphotons.m’2.s'1. Biomass was harvested
when cultures reached 7E+06 cells.mL™" after seven days of culture, using a disc stack centrifuge
(GEA Westfalia Separator Industry) at 10,000rpm during approximately 300L.h™" using a

peristaltic pump. Biomass was then lyophilized and kept at -20°C until further use.

5.2.2. US-assisted extraction of pigments

According to Gongalves de Oliveira-Junior et al. [79], 1g of lyophilized biomass was dispersed
into 250mL of (i) acetone (95% acetone, 5% absolute ethanol) or (ii) ethanol (absolute ethanol,
EtOH). Two acetone extractions and one ethanol extraction were performed for the four

conducted experiments.

Usually, the sonication-assisted extraction is used for diatoms possessing a silica frustule [484].
Despite 7. lutea does not possess one, this species is covered with thin calcified scales forming
a dense layer [68]. Furthermore, because fucoxanthin is attached to proteins and other
pigments such as chlorophylls, the complex being anchored inside the membrane, the
pretreatment of algal biomass can improve the fucoxanthin extraction [301,337,338]. Thus, the

sonication is helpful in the pigment extraction process of this species.

Under constant stirring with a magnetic bar, an ultrasonic (US) probe (BIOBLOCK SCIENTIFIC,
Vibracell™ 75022) was used at 12MHz, 30W, for 5s pulse cycles during 30min. The US generates
heat that can engender the thermal degradation of pigments within the solution. Then, the
extraction was entirely performed with ice around the glass-beaker used for extraction.
Furthermore, to avoid the light degradation of pigments, the laboratory light was switched off
during the entire process. After US extraction, the extract was centrifuged 5min at 8,000g to
remove cellular debris (membranes, proteins, etc). The supernatant, containing the pigments
and most of the lipids, was filtered using a 0.2mm polytetrafluoroethylene (PTFE) filter before
being transferred into a 500mL distillation flask. The flask was partially immersed into a water
bath at 40°C, to favor the evaporation without thermally degrading pigments. The solvent was

evaporated using an evaporator (BUCHI Rotavapor RIl) during 45 to 120min at 70mbar for the
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absolute EtOH and 240mbar for acetone. At the end of the evaporation, 4-5mL of solvent
(acetone or EtOH) were used to re-dilute the extract. 5mL of highly concentrated extract were
then obtained and transferred into an amber vial to evaporate the remaining solvent under

nitrogen during a few hours and then kept at -20°C until further use.

We finally obtained three final extracts, named Ac-extract1, Ac-extract2 and EtOH-extract

(acetone or EtOH solvent), representing 30 to 40% of the initial biomass,

5.2.3. Centrifugal partition chromatography

Pigments separation was performed on a FCPCA 200 (Kromaton, Annonay, France). The
242mL column consists in 840 twin-cells in series, coupled with a Puriflash 5.250 (Interchim).
The CPC method was operated in Descending Mode, /.e. the upper phase of the liquid-liquid
biphasic system was the stationary phase (SP) and the lower phase was the mobile phase

(MP).

The biphasic system was a cyclohexane / alcohol / water one. We compared methanol (MeOH)
and ethanol (EtOH) in different volume proportions with water. Table 16 summarizes the four

experiments with the three solvent systems tested in our work.

Table 16. Type of extract and volume proportions of the three solvent systems used for CPC

Experiment Extract Cyclohexane MeOH EtOH Water
A Ac-extract1 6 6 - 1
B Ac-extract2 6 - 6 1
C Ac-extract2 2 - 2 1
D EtOH-extract 2 - 2 1

The CPC column was filled with stationary phase first, and then equilibrated with mobile phase
at 1,200rpm with a constant flow rate at 10mL.min™". The retention (S;) of the stationary phase
(SP) in the column volume (Vc) was different for each solvent system and each extract, so it

was calculated as follow:
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With:
Vsp = Ve — Vup

Vmp was directly measured as the flushed volume of stationary phase during equilibrium, minus

the dead volume in pipes and pump.

The S¢ of each experiment were:
A. S¢=81% (Vsp = 242-45 = 197+2ml)
B. Sf=71% (Vsp = 242-70 = 172+2mL)
C. Sf=65% (Vsp = 242-85 = 157+2mL)
D. S¢=76% (Vg = 242-59 = 183+2ml)

100mg of extract were solubilized into 10mL composed of equal volumes of upper stationary
phase and lower mobile phase. The solution was manually injected through a 10mL injection
loop. At the column outlet, fractions of 5mL were collected during the DM elution until reaching
V¢, re. approximately 48 fractions. They were numbered from the first fraction containing
pigments. Then, the CPC was set up in AM at the same flow rate for the SP extrusion (the
stationary phase volume is then recovered without mixing and can be fractionated), fractions

were also collected every 5mL.
The equilibrium partitioning coefficient of fucoxanthin (Kp, r) was calculated as follows:

Verx =Vu + Kppx * Vsp

. _ VRFx—VM
LE. KD,Fx = T

With Vi . the retention volume of Fx, ¥, the volume of the mobile phase eluted before the

first fraction was collected, Vsp the volume of the stationary phase within the column.

5.2.4. HPLC analyses

Pigments were analysed by HPLC-UV-DAD (Agilent Technologies series 1200 HPLC-UV-DAD)
using an Eclipse XDB-C8 reverse phase column (150 x 4.6 mm, 3.5 ym particle size, Agilent)

following the method described by Van Heukelem & Thomas (2001). Briefly, solvent A was
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70:30 MeOH: H20 28 mM ammonium acetate and solvent B was pure MeOH. Gradient elution
was the same as described in Van Heukelem & Thomas (2001). Quantification was carried out

using external calibration against pigments standard provided by DHI, Denmark.

Fx content was calculated from HPLC chromatogram after normalization with a calibration
curve obtained with a commercial standard of Fx. The purity of Fx in each fraction was

calculated considering the other pigments analyzed by HPLC and did not include the lipids.
5.3. Results and Discussion

5.3.1. Characterization of the total pigments extract

Extraction yield

First, pigments were directly extracted from the lyophilized biomass with acetone. This solvent
was tested as a reference one as it is widely used in our laboratory and known to be very
efficient in extracting all pigments. The pigment extraction yield of the first acetone extract (Ac-
extract1) was 31%, /.e. 307mg.g 'ow. The pigment extraction yield of the second acetone extract

(Ac-extract2) was 30%, /e. 295mg.g bw showing the reproducibility of the extraction method.

EtOH is evaluated as an environmental-friendly solvent and then a greener substitute to
acetone. The pigment extraction yield of the ethanolic extract was 39%, /e. 387mg.g 'pw. The

global extraction yield was higher with absolute EtOH.

It is known that acetone and ethanol extracts of both 7. luteaand P. tricornutum contain many
pigments and lipids, that they are not very selective solvents and that another step would be
required to purify the pigments ((Ryckebosch et al., 2014, Delbrut et al., 2018; Fajardo et al.,
2007; Kim et al,, 2012).

Pigment concentration of the etxract

HPLC analyses were performed to determine the pigments concentration in each extract (Table
17). In total, pigments represent 4,41% of the biomass in Ac-extract1, 4,21 % in Ac-extract2,
and 4,36% in EtOH-extract. Results include the Chl ¢ MGDG, which represents Chl ¢ residues
linked to the sugar moiety of a monohexosyldiacylglycerol (MGDG), as it was already observed
in Emiliania huxleyi, a haptophyte and close species to 7. lutea [486]. The EtOH-extract contains

the same quantity of pigments than acetone ones (40mg.g” approx). The Fx content is
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13,5mg.g 'ow (13,8mg.g"pw in the duplicate), slightly lower than Ac-extracts (14,4mg.g 'ow and
16,2mg.g 'ow). EtOH is as efficient as acetone for pigment extraction but it seems to be less
selective (pigments represents 11% of extracted DW, vs 14% for acetone), containing then
more impurities.

Table 17. Concentration of chlorophyll c1 + c2 (Chl c), Fucoxanthinol (FxOH), fucoxanthin
(Fx), violaxanthine (Vx), diadinoxanthine (Ddx), diatoxanthine (Dtx),

monohexosylldiacylglycerol Chl c (Chl ¢ MGDG), chlorophyll a (Chl a) and j -carotene (3
car) in (mg.g-1 DW) in the three extracts used for the separation experiments.

Chl c
Extract Chlc FxOH Fx Vx Ddx Dtx Chla PBcar Total
MGDG

(mg.g” ow)

Ac-extractl  3.45 004 1438 0.02 206 053 072 2204 0.87 441
Ac-extract2  3.35 005 1617 0.02 210 057 074 1826 0.79 42.1
EtOH- 43.6

482 0.04 13.54 0.03 2.08 0.52 0.75 21.05 0.76
extract

5.3.2. CPC fractionation of acetone extract

Experiment A

The first CPC experiment was carried out with cyclohexane:MeOH:H,0 after acetone extraction
(experiment A, table 1). After 100 mL elution of mobile phase (Vwp), fractions were collected.
On the Fig 1.B, fractions from n°1 to 40 correspond to the elution of the mobile phase. Fractions
from 1 to 11 contain most of the pigments: Chl ¢ Fx, Ddx, Dtx, FxOH, Vx, Chl c MGDG. Among
them, fractions n°2, 3 and 4 (bold rectangular on Fig 1.A) are the most concentrated in Fx, with
the highest purity of 79% for fraction n°3 and 4 (Table 18). They contained impurities such as
Chl ¢7, Chl ¢2and Ddx. The process did not allow to separate Chl ¢7 and ¢2 (pooled as Chl ¢)
from Fx as the main Chl ¢ fractions were also the n°2, 3 and 4 (Figure 68 B). Fraction n°3 and 4
also contained Ddx (Figure 68 A,B). In comparison, Gongalves de Oliveira-Junior et al. (2020)
obtained Fx-enriched fractions with a maximum purity of 65.7% after a single CPC run, with Chl
c7 and Chl ¢2 being also the major impurities. In our results, the retention volume of Fx,

according to Figure 68 B was 115 mL (Vrf). The next fractions from n°5 to 40 were dark yellow
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to light yellow and were mainly composed of Ddx, Chl ¢ MGDG, and traces of Fx. We noticed a
very little loss of stationary phase in these fractions n°1 to 40 (visually corresponding to a thin
layer of cyclohexane at the surface), and no surface emulsion. The solvent system was thus
relatively stable. Fractions n°42 to 51 were collected during the extrusion of the stationary
phase and contained B-carotene and Chl a. Overall, this first CPC conditions allowed the

separation of the most polar pigments from the non-polar ones.

Kpra was 0.11 (calculated with Vrg = 115 mL, Vyy = 100 mL, Vs = 142 mL, see 5.2.3), which
indicated that Fx was predominantly present in the mobile phase. As all xanthophyll pigments,
and contrary to other carotenoids such as B-carotene, Fx is composed of hydroxyl groups (OH).
Even if Fx is a relatively non-polar metabolite, this characteristic is however responsible for a
higher polarity of this molecule compared with B-carotene and Chl g which are completely
non-polar. Thus, Fx was logically eluted in the most polar phase, ie. the mobile phase,

containing MeOH.
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Chapitre 5 — Optimisation d'un procédé d'extraction et de purification de la fucoxanthine

Acetone extract, cyclohexane:MeOH:H,0 (6:6:1) purification
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Figure 68. Characterization of the fractions collected from an acetone extract of T. lutea (Ac-
extractl), using the cyclohexane:MeOH:H20 CPC solvent system in 6:6:1 v:v:v proportions
(experiment A). (A) Cumulated percentages of pigments in each fraction, (B) Retention of
the pigments in the CPC column, represented by their concentration in each fraction (mg g-
1DW). The black frame highlights the most concentrated and purest fractions in fucoxanthin.
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Table 18. Concentration of pigments in the ten fractions containing fucoxanthin (mg g'ow),
from an acetone extract of T. lutea (Ac-extractl), using the cyclohexane:MeOH:H,O CPC
solvent system in 6:6:1 v:v:v proportions (experiment A). The black frame highlights the most
concentrated and purest fractions in fucoxanthin.

Fraction Chl ¢
Chl ¢ FxOH Fx Vx Ddx Dtx Chla PBcar %Fx

n° MGDG

(mg g™ ow)

1 0.06 000 012 000 000 0.00 000 000 0.00 65%
2 093 002 222 000 000 0.00 004 000 0.00 69%
3 1.07 000 449 000 005 000 010 000 000 79%
4 048 000 323 001 022 000 013 000 0.00 79%
5 0.18 000 128 001 038 000 015 000 0.00 64%
6 0.09 000 053 000 040 0.00 009 000 0.00 47%
7 0.05 0.00 025 0.00 034 0.01 0.11 0.00 000 33%
8 0.03 000 013 000 023 0.02 006 000 0.00 28%
9 0.02 000 0.08 000 014 003 012 000 0.00 20%
10 0.02 000 0.05 000 008 0.04 005 000 0.00 21%

Experiment B

Results obtained in experiment A were encouraging, and the next objective was multiple:
separate the major impurities Chl ¢7 and ¢Z in Fx-enriched fractions and develop a greener

process (etOH in spite of meOH and less solvent consumption).

Several operating conditions were sequentially tested such as modifying the flow rate from 10
to 20mL.min™", or the ascending mode instead of descending mode. These tests resulted in the
destabilization of the system with the appearance of emulsion, the loss of stationary phase,

and above all less purity in Fx-enriched fractions.

Solvent substitution: Cyclohexane has a high logP,: of 3.44. This property is essential for
fractionation as it allowed to efficiently separate the non-polar pigments Chl a and B-carotene.
However, we did not manage to find a solvent which was more environment-friendly with a

close logP,. EtOH replaced MeOH in the mobile phase as it is an environmental-friendly
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solvent which is bio-sourced. Despite EtOH is slightly less polar than MeOH, its partitioning
between cyclohexane and water is lower (logP. EtOH = 0.32, logP,.: MeOH = 0.70), leading to
a different selectivity of the ternary system. The system was cyclohexane:EtOH:H,O in the same

6:6:1 viviv proportions than experiment A.

After 100 mL elution of mobile phase only (Vue), fractions were collected from n°1 to 45.
Fractions n°1 to 20 corresponded to the elution of the mobile phase. Despite the replacement
of MeOH by EtOH, the whole solvent system seemed stable as no significant loss of stationary
phase nor emulsion were observed in these fractions. As for experiment A, mobile phase
fractions between 1 and 11 contained most of the pigments (Chl ¢ Fx, Ddx, Dtx, FxOH, Vx, Chl
¢ MGDG). 3 interesting Fx-enriched fractions were obtained, n°3, 4 and 5 (Figure 69 A, B). The
purity in Fx reached 87% in fraction n°4 (Table 19), which was higher than 79% purity in
fractions n°3 and 4 of experiment A. Chl ¢7 and ¢2 were still the major impurities of these
fractions. However, we observed in Figure 69 B that the retention time of the Chl ¢ pool was
slightly shorter than the one of Fx in experiment B compared with experiment A (Figure 69 B).
Rare traces of Chl a were found in some fractions of the mobile phase (n°1, 2, 7, 8, 9) but not
in the Fx-enriched fractions. Fractions n°21 to 45 corresponded to the elution of the stationary
phase (cyclohexane). Contrary to experiment A, B-carotene was eluted first and distinctly from

Chl a.

Kp,rxs Was 0.19 which indicated that Fx was still predominantly present in the mobile phase but
was slightly more partitioned between the two phases than for experiment A (Kpga = 0.11).
However, as observed in the fractions, the selectivity gain was not sufficient to separate the

major pigment impurities, Chl c7and c2

223



Chapitre 5 — Optimisation d'un procédé d'extraction et de purification de la fucoxanthine

Acetone extract, cyclohexane:EtOH:H,0 (6:6:1) purification
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Figure 69. Characterization of the fractions collected from an acetone extract of T. lutea (Ac-
extract?2), using the cyclohexane:EtOH:H,O CPC solvent system in 6:6:1 v:v:v proportions
(experiment B). (A) Cumulated percentages of pigments in each fraction, (B) Retention of
the pigments in the CPC column, represented by their concentration in each fraction (mg g
' DW). The black frame highlights the most concentrated and purest fractions in fucoxanthin.
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Table 19. Concentration of pigments in the nine fractions containing fucoxanthin (mg g™
DW), from an acetone extract of T. lutea (Ac-extract2), using the cyclohexane:EtOH:H,O CPC
solvent system in 6:6:1 v:v:v proportions (experiment B). The black frame highlights the most
concentrated and purest fractions in fucoxanthin.

Fraction Chl ¢
Chl ¢ FxOH Fx VX Ddx Dtx Chla Bcar % Fx
n° MGDG
(mg g”' DW)
1 0.24 0.00 005 000 0.00 0.00 0.00 001 0.00 17%

0.69 0.01 1.03 000 000 0.00 0.00 0.01 000 59%

0.66 0.01 319 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 83%
0.39 0.00 331 000 0.11 0.00 0.01 0.00 0.00 87%
0.18 0.00 1.56 0.00 029 0.00 0.03 0.00 000 76%

008 000 058 000 039 0.00 0.05 0.00 000 53%
0.02 000 025 000 032 0.01 0.08 0.01 000 36%
0.01 000 011 000 021 0.03 0.09 002 000 24%

O 00 N oojul M o owWwnN

0.00 0.00 005 000 0.12 0.05 0.08 0.02 000 15%

Experiment C

The solvent combination of cyclohexane, EtOH and H,O provided a better synergistic effect on
the Fx separation than the combination of cyclohexane, MeOH and H,O. To optimize the
separation of Fx from other pigments in Ac-extract2, within this new solvent system, the
objective was to adjust the polarity. Indeed, Fx and Chl ¢7and ¢2were eluted at the same time
in experiment B, whereas Chl ¢7and Chl c2are more polar than Fx [487]. With the previous two
experiments, we observed that increasing the polarity of the mobile phase resulted in a better
Fx separation. Thus, we tested an increases polarity of the mobile phase by increasing H,O
proportion from 1:12 (cyclohexane:EtOH:H,0, 6:6:1 v:viv) to 1:4 (cyclohexane:EtOH:H,0, 2:2:1
v:viv). The most polar molecules such as Chl ¢7 and Chl ¢2 might have a better affinity for the
mobile phase which will be more polar, while the less polar molecules such as Fx will probably

partition more with the non-polar phase.
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After 85 mL elution of mobile phase only (Vip), fractions were collected from n°1 to 46.
Fractions n°1 to 24 corresponded to the elution of the mobile phase and the pigments are
present from fraction 1 to 19. In these fractions, an important emulsion was observed with
approximately TmL of stationary phase lost in each 5mL fraction. The solvent system seemed
therefore less stable. However, the emulsion is not stable and dissipated after decantation and
the two phases present in each fraction became distinct. The stationary phase above was
almost colorless, therefore did not contain a high concentration of pigments. Only the mobile
phase of each fraction was collected for further analyses. Mobile phase fractions contained less
pigments than in experiments A and B. We obtained 9 interesting Fx-enriched fractions, from
n°10 to 18 (Figure 70 A, B). The Fx purity reached 100% in fractions n°11 to 14, above 97% in
fractions n°10, 15, 16 and 17, and above 90% in fractions n°9 and 18 (Table 20). Chl c7 and ¢2
were eluted before and distinctly from Fx, within fractions n°4 to 9 (Figure 70 A). Their retention
time was thus lower than Fx, corresponding to the greater affinity of Chl ¢7 and ¢2 with the
mobile phase. The peak of elution of Fx was broader than the ones of experiment A and B
(Figure 70 B), which indicated that Fx partitioned more between the two phases as expected.
The partition of solutes was, in this solvent system, precise enough to allow the distinction

between the two Chl ¢7and ¢2, with two distinct elution peaks (Figure 70 B).

The first fractions from n°1 to 5 contained a combination of all polar and non-polar pigments.
This result was characteristic of the instability of the whole system involving the injected extract
and the solvent system. The injected extract formed a blockage into the CPC column at the
beginning of the mobile phase elution, resulted into a few fractions containing all pigments.
However, the amount of pigments within these fractions was low compared with all other

fractions.

Fractions n°25 to 46 corresponded to the elution of the stationary phase. Contrary to
experiment B and similar to experiment A, B-carotene was eluted at the same time than Chl a.
These fractions were also composed of Dtx and Chl ¢ MGDG contrary to experiments A and B,
where these pigments were eluted in the middle and last fractions of the mobile phase
respectively. This result illustrated even more the influence of the polarity of our solvent system
on the separation of pigments. Indeed, Dtx is less polar than Fx [488], and did not partition

between the two phases as it was entirely eluted with the stationary non-polar phase.

226



Chapitre 5 — Optimisation d'un procédé d'extraction et de purification de la fucoxanthine

Kp,exc was 0.50, which indicated that Fx was still predominantly present in the mobile phase but
was more partitioned between the two phases than for experiments A and B (Kpga = 0.11,
Ko = 0.19). These results were consistent with the Fx being mainly present in nine mobile
phase fractions contrary to three fractions for experiments A and B. Furthermore, Kp chicc was
0.29. Chl ¢7 and ¢2 partitioned less than Fx between the two phases, the ratio Kppc / Kpchice
being 1.7 and the method much more selective. The polarity increase of the mobile phase by

increasing H,O proportion was a successful strategy to separate Fx from Chl ¢7and 2.

Acetone extract, cyclohexane:EtOH:H,0 (2:2:1) purification
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Figure 70. Characterization of the fractions collected from an acetone extract of T. lutea (Ac-
extract2), using the cyclohexane:EtOH:H,O CPC solvent system in 2:2:1 v:v:v proportions
(experiment C). (A) Cumulated percentages of pigments in each fraction, (B) Retention of
the pigments in the CPC column, represented by their concentration in each fraction (mg g
' DW). The black frame highlights the most concentrated and purest fractions in fucoxanthin.
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Table 20. Concentration of pigments in the ten fractions containing fucoxanthin (mg g™
DW), from an acetone extract of T. lutea (Ac-extract2), using the cyclohexane:EtOH:H,0 CPC
solvent system in 2:2:1 v:v:v proportions (experiment C). The black frame highlights the most
concentrated and purest fractions in fucoxanthin.

Fraction Chl ¢
Chl ¢ FxOH Fx Vx Ddx Dtx Chla PBcar % Fx
n° MGDG

(mg g”' DW)

10 012 000 135 000 002 000 000 000 000  90%
11 004 000 250 000 002 000 000 000 000 98%
12 000 000 319 000 001 000 000 000 000 ~100%
13 000 000 297 000 001 000 000 000 000 ~1009%
14 000 000 234 000 001 000 000 000 000 ~1009%
15 000 000 142 000 001 000 000 000 000 ~100%
16 000 000 082 000 001 000 000 000 000 99%
17 000 000 046 000 001 000 000 000 000  99%
19 000 000 013 000 000 000 000 000 000 94%

5.3.3. CPC fractionation of ethanolic extract

Experiment D

The solvent system of experiment C allowed the best separation of Fx. It was evaluated for

ethanolic extract (EtOH-extract) fractionation (experiment D).
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After 80 mL elution of mobile phase only (Vip), fractions were collected from n°1 to 45.
Fractions n°1 to 33 corresponded to the elution of the mobile phase. As for experiment C, an
important emulsion was observed at the surface of these fractions. Between 0.5 and TmL of
stationary phase lost in each fraction. No significant difference between the Ac-extract and the
EtOH-extract. As for experiment C, mobile phase fractions contained Chl ¢ Fx, Ddx, FxOH and
Vx. We obtained 16 interesting Fx-enriched fractions, n°9 to 24 (Figure 71 A, B). All these Fx-
enriched fractions were even more pure than in experiment C. The purity in Fx was 100% in
nine fractions, n°10 to 18 (Figure 72), which were also the most concentrated in Fx (Table 21).
In fractions n°19 to 21, purity was 99% and above 92% in fractions n°9, and 22 to 24 (Table 21).
The few impurities in these fractions were Vx traces (under quantification limits in Table 21).
Chl c7and c2were eluted before and distinctly from Fx, within fractions n°2 to 8 (Figure 71 A).
As for experiment C, their retention time was lower than Fx, which validated the reproducibility
of the CPC solvent system. Contrary to experiment C, the first mobile phase fractions were not
composed of a combination of all pigments, there was no blockage into the CPC column. Thus,
the use of an EtOH-extract improved the stability of the whole system at this level. Fractions
n°33 to 45 corresponded to the elution of the stationary phase (cyclohexane), and were similar

to the ones of experiment C.

Kp,rxp Was 0.40, which confirmed that Fx was partitioned between the two phases, more than
experiments A and B, and less than experiment C. However, even with a lower Kp, Fx-enriched
fractions were purer in experiment D than in experiment C. Indeed, Kp chicp was 0.09 which was
lower than in experiment C (Kpchicc = 0.29). and the ratio Kpgp / Kpchico Was therefore 4.4,
showing an selectivity increase. Then, experiment D was the best extraction and separation
process of Fx from 7. /utea as we obtained the highest purity of fucoxanthin and a very high

final separation efficiency (Table 21).
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Chapitre 5 — Optimisation d'un procédé d'extraction et de purification de la fucoxanthine

EtOH extract, cyclohexane:EtOH:H,0 (2:2:1) purification
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Figure 71. Characterization of the fractions collected from an ethanolic extract of T. lutea
(EtOH-extract), using the cyclohexane:EtOH:H,O CPC solvent system in 2:2:1 viviv
proportions (experiment D). (A) Cumulated percentages of pigments in each fraction, (B)
Retention of the pigments in the CPC column, represented by their concentration in each
fraction (mg g™ DW). The black frame highlights the most concentrated and purest fractions
in fucoxanthin.
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Table 21. Concentration of pigments in the ten fractions containing fucoxanthin (mg g™ DW),
from an ethanolic extract of T. lutea (EtOH-extract), using the cyclohexane:EtOH:H,O CPC
solvent system in 2:2:1 v:v:v proportions (experiment D). The black frame highlights the most
concentrated and purest fractions in fucoxanthin.

Fraction Chl ¢
Chl ¢ FxOH Fx VX Ddx Dtx Chla Bcar % Fx
n° MGDG

(mg g™ DW)

9 004 000 068 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00 94 %
10 0.00 000 126 000 000 000 0.00 0.00 0.00 100 %
11 000 000 175 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100 %

12 000 000 212 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100 %
13 000 000 222 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00 100 %
14 0.00 000 196 000 000 000 0.00 0.00 0.00 100 %
15 000 000 148 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100 %
16 000 000 105 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00 100 %
17 000 000 069 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00 100 %
18 0.00 0.00 045 000 000 000 0.00 0.00 0.00 100 %
19 000 000 030 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 99 %

20 000 000 019 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 99 %
21 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 99 %
22 0.00 0.00 0.08 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 98 %
23 000 000 005 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00 93%
24 0.00 000 004 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00 92 %
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Figure 72. (A) Combined chromatograms of fractions n°10 to n°18, showing peak area (in
mAU = milli arbitrary unit) relative to elution time (min). First peak at 2 min is an analysis
artefact present in all chromatograms. Second peak at 16.4 min is trans-fucoxanthin, third
peak at 19.8 min is cis-fucoxanthin, zoomed in (B).

5.3.1. Is fucoxanthin isolated from the Fucoxanthin Chlorophyll binding Protein?

The light-harvesting system of 7. luteais composed of pigments, including Fx and chlorophylls,
which are bound to the Fucoxanthin Chlorophyll g ¢ binding Protein (FCP) [415]. It is the
combination of the FCP and the pigments which allows cells to capture photons and perform
photosynthesis. FCP belongs to the superfamily of transmembrane light-harvesting complex
proteins and is located in chloroplasts [420]. Then, it is possible that Fx was still attached to the
FCP after the extraction and purification process in our experiments. To verify if we managed
to isolate Fx, we analysed the absorption spectra of the EtOH-extract (containing all pigments)
and of a Fx-enriched fraction highly concentrated in Fx. Proteins absorb at 280 nm, and we did
detect a peak between 270 and 280 nm, both in the EtOH-extract and in the Fx-enriched
fraction (Figure 73 A). However, this peak is also present in the absorption spectra of the Fx
standard (Figure 73 B) in the same proportion relative to the main Fx peak (450 nm) than the
one in the Fx-enriched fraction. Therefore, it is likely there was no FCP co-purified with the Fx

in our Fx-enriched fractions.
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Figure 73. (A) Spectrum of a fucoxanthin-enriched fraction in experiment D. (B) Spectrum of
a fucoxanthin standard.

5.3.2. Optimization of the solvent ratio for ethanol extraction

The method used for pigments extraction from 7. /lutea biomass was based on huge ratio of
extraction solvent per gram of biomass (250mL to extract 1g of lyophilized biomass). In order
to reduce this amount and be more in line with green chemistry principles, extraction were

performed with less EtOH, and monitored by pigment composition and concentration.

The viscosity of the extract before evaporation was increased with less solvent, as the biomass
concentration increased. Therefore, a different beaker was used with wider edges to prevent
the solution from being sprayed and losing biomass during US extraction. Table 22 presents
the different amounts of solvent tested (absolute EtOH) for 1g of biomass, the amount of EtOH-
extract obtained, and the concentration of Fx in each EtOH-extract. With less solvent, the

quantity of EtOH-extract obtained tended to slightly decrease gradually. But the Fx extraction,
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in the contrary, slightly increase from 13.5 to 16.4mg.g ™", and they are then more concentrated.
The highest Fx recovery (16,4mg.g 'ow) and proportion (4.9%) was achieved with the lowest
amount of absolute EtOH (9 g for 1 g of lyophilized biomass). We obtained 21% more Fx per
gram of dried biomass by extracting it with 20 times less solvent.

Table 22. Pigment extraction with five different amount of absolute EtOH, quantity of EtOH-
extract obtained (mg.g™ DW) and Fx concentration obtained (mg.g” DW).

for 1 g of lyophilized biomass
Absolute EtOH (g): 200g 99g 49g 19g 9g
EtOH-extract (mg.g 'ow) 387 410 341 306 331
Fx (mg.gow) 13,54 1569 12,53 14,85 16,37

Fx proportion in the extract 3.5% 38% 3.7% 49% 4.9%
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Chapitre 6 — Discussion générale, conclusions et perspectives

1. La caractérisation de la FCP chez Tisochrysis lutea
1.1. Description générale et nomenclature

Tisochrysis lutea a été choisie comme algue modele de ce travail de thése pour sa capacité a
synthétiser une grande quantité de fucoxanthine (Fx), pour sa facilité a étre cultivée, et pour la
connaissance que possede le laboratoire de I'lfremer de Nantes (laboratoire PBA devenu
ensuite le laboratoire GENALG) sur cette espece, grace a de nombreuses données déja
obtenues [16,36,38,42,79,327,408,421,426,449]. T. lutea est, avec la microalgue Emiliania
huxleyi; un modeéle du phylum des haptophytes car son réle écologique est essentiel en tant
que producteur primaire dans plusieurs océans du globe. Grace aux données de terrain et
d'autres obtenues en laboratoire, nous savons que 7. /utea est capable de s'adapter a des
conditions environnementales diverses comme la limitation en nutriments essentiels tels que
I'azote et le phosphore, la limitation en lumiere ou a l'inverse I'excés de lumiere. Cette espéece
colonise en effet une grande partie de la colonne d'eau de par sa capacité a combiner a la fois
la capture des photons lumineusx, et la dissipation de I'énergie lumineuse en excés. Cet équilibre
est di notamment a I'action de I'antenne collectrice de lumiere, qui centralise les premieres
réactions de la photosynthese (plus précisément : les réactions de photochimie), et de la
photoprotection. Cette structure cellulaire située dans la membrane du chloroplaste est
composée d'un complexe protéique sur lequel viennent se fixer les pigments. Afin de mieux
comprendre les implications de cet équilibre chez 7. /utea, les 52 génes codant pour le
complexe protéique de la Fucoxanthin Chl g, cbinding Protein (la FCP) ont été annotés et leur

expression caractérisée dans les premiers travaux de thése.

Dans la littérature, la nomenclature hétéroclite de la classification des génes et des séquences
protéiques de la FCP a complexifié la sélection de query sequencesissues d'autres microalgues
haptophytes, des diatomées et autres Chromistes, pour effectuer la recherche de similarité avec
T. lutea. Outre les /hct; les /hcret les /hcx; il est possible de trouver parmi les nombreuses études
sur la FCP des appellations telles que les /Acz [110,130,489], les /hcz-like [129], les /hcSR
[114,490], les L/878[129,130], les L/878-like [119,129,130], les /hcc [130], les /hctired) [129], les
Ihcf-group, les Ihcf-group2[129], et plus recemment les /hcg [110]. Ainsi, la classification des

52 genes de T. lutean'est pas irrévocable et pourra si nécessaire étre précisée dans de futures
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études. Bien que cette méthode ne justifie pas a définir a elle seule la fonction de ces genes, il
est courant dans la littérature de recourir a la comparaison par similarité de séquences afin
d'annoter les genes /Ac [491-493]. En complément, I'analyse Interproscan a classé la totalité
des 52 séquences protéiques correspondantes dans la famille des « chlorophyll binding
proteins » avec une fonction moléculaire relative a la photosynthése et au « /ight-harvesting »
(GO:0009765). Des analyses protéomiques seraient complémentaires aux analyses
transcriptomiques afin d'observer si les genes transcrits ont effectivement été traduits en
protéines. Une étude a par exemple montré que I'augmentation de I'expression du gene /hcx7
chez la diatomée 7. pseudonana dans des conditions de forte lumiére n'était pas accompagnée
d'une augmentation de la protéine Lhcx1 [119]. Ces résultats suggerent que le role de la

protéine Lhcx1 serait plutdt structurel au sein de la membrane des thylakoides.
1.2. Vers une étude cristallographique de la FCP

Une étude cristallographique complete de la FCP de 7. /utea, a différentes conditions de
lumiere, a forte et a faible intensité par exemple, permettrait par ailleurs de visualiser la
conformation exacte des sous-unités qui la composent ainsi que les sites de fixation des
pigments sur les acides aminés des protéines Lhc (Lhcf, Lhcr et Lhex). Si les monomeres ou
multimeres Lhc fixent plus de Chl a, de Chl cou de Fx, on pourra émettre I'hypothése qu'ils ont
un role prépondérant dans la photosynthése tandis que les Lhc qui fixent une majorité de Ddx,
Dtx, Vx et Zx auront un role prépondérant dans la photoprotection. Néanmoins, isoler |a totalité
de I'antenne collectrice de lumiére, soit la FCP et les pigments qui y sont fixés, sans la dégrader,
reste un challenge de taille. Il est possible par exemple que la durée et les conditions de
I'extraction de la FCP fassent disparaitre ses caractéristiques spécifiques dues a une intensité

lumineuse faible ou élevée.

L'étude cristallographique permettrait également de constater la proximité, ou non, des
molécules de Chl a et des molécules de Fx comme supposé, suggérant que le transfert et la
dissipation de I'énergie lumineuse sont effectivement tres efficaces [105]. Il serait également
intéressant d'observer si certaines molécules de Fx sont directement liées a des Chl, comme

c'est le cas chez P. tricornutum, facilitant d'autant plus le circuit énergétique.
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1.3. Vers l'utilisation de CRISPR-Cas9 et de la qRT-PCR

La fonction exacte des 52 genes /hct, /hcr et Ihcx de T. Jutea pourrait étre investiguée par
mutagénese et knock outciblé grace, par exemple, a la méthode CRISPR-Cas9. Cette technique
révolutionnaire, inventée en 2017, est dérivée du systéme immunitaire de bactéries qui utilise
une protéine nucléase, la Cas9, et un ARN « guide » complémentaire d'un géne en particulier,
afin d'induire des cassures dans le double brin d’ADN [494]. En biologie moléculaire et en
biotechnologie, la méthode développée permet donc d'inhiber ou de modifier spécifiquement
un gene cible. Dans notre cas, la priorité d'une mutagénese ciblée reposerait sur les génes dont
la classification reste floue comme par exemple les génes /hcré et /hcr10 qui sembleraient
appartenir au sous-groupe des /Acr soit les /hcz, dont la fonction n'est a ce jour pas définie
dans la littérature. Le géne nommé /hcx5 n'a pas pu étre classifié avec certitude, sa séquence
étant proche a la fois des /hcx et des /hcfet ses niveaux d'expression étant proches de ceux de
la majorité des /hcf 1l en est de méme avec le gene /hcf23 dont la séquence est proche des /hcr
et des /hcf Par ailleurs les genes /chr5 et /hcr6 semblent plutdt jouer un role dans la
photoprotection d'apres les résultats des Chapitres 2 et 3, mais ils ne peuvent pas se classer
parmi les /hcx car ils ne sont pas proches phylogénétiquement. On entrevoit donc la nécessité
de ne pas restreindre le role des /Acr a la photochimie. Il subsiste donc des incertitudes dont
certaines seraient difficilement levées par knock out des genes, du fait que les sequences de la
FCP sont nombreuses chez 7. /lutea et pourraient jouer des réles multiples au sein de I'antenne

collectrice de lumiere.

Enfin, nous avons identifié chez 7. /utea plusieurs génes candidats comme facteurs de
transcription des genes /h¢ codant pour des protéines appartenant a la famille des protéines
MYB. Nous avons constaté qu'ils étaient effectivement transcrits chez deux souches clonales et
que leur niveau d'expression variait en fonction des conditions lumineuses. Nous avons émis
des hypothéses quant a leur role dans la régulation de la transcription les différents groupes
et sous-groupes des /Act Ihcr et hex. Afin de préciser cette régulation, il serait nécessaire
d'effectuer un knock out ciblé de ces sept genes, avec la technique de CRISPR-Cas9 par
exemple, et d'analyser par qRT-PCR plutdét que par RNAseq leur niveau d'expression a
différents niveaux d'intensité lumineuse. A ce jour, cet outil n'est pas maitrisé chez I'algue 7.

lutea.

240



La gqRT-PCR, ou « quantitative real-time polymerase chain reaction » est le suivi quantitatif et
en temps réel de I'amplification de fragments d’ADN d'un ou plusieurs genes cibles a partir
d'un échantillon dont la faible quantité d’ADN transcrit (soit d’ARN) ne permet pas de
quantification. Les genes dont on souhaite voir I'expression sont ciblés a I'aide d’amorces, qui
sont de courtes séquences nucléotidiques complémentaires des séquences des genes cibles.
Les étapes de la gRT-PCR sont les suivantes : (i) de I'ARN, soit de I'ADN transcrit, c'est a dire
exprimé par les cellules, est extrait des cellules de microalgues; (i) a I'aide d'une enzyme
transcriptase inverse, les fragments d’ARN cibles sont transformés en ADN complémentaires
(ADNCc) afin d'étre exploitables en PCR; (iii) les fragments d’ADNc sont amplifiés par PCR au
cours de laquelle est incorporée un fluorochrome afin de mesurer la quantité amplifiée. La
détection du fluorochrome n'est possible qu’a partir d'une certaine quantité d’ADNc amplifié.
Ainsi, plus le géne cible a été exprimé, plus il était présent dans I'échantillon sous forme d'ARN,
plus d’ADNc de ce gene a été synthétisé par complémentarité, plus le fluorochrome sera
détecté tot dans les cycles de température de la PCR. Ainsi, a un cycle de température fixe, la
fluorescence du fluorochrome sera différente pour une méme séquence d’ADNc provenant

d'une séquence d'ARN issu de cellules cultivées dans des conditions différentes (Figure 74).
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Figure 74. Exemple de graphique obtenu en gRT-PCR. Soit A, B et C représentant
I'amplification d'un méme géne obtenu dans des cellules cultivées dans trois conditions
différentes respectivement. CT (en rouge) représente de cycle de température choisi pour
comparer |'expression d'un géne dans les trois conditions différentes A, B et C.
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La technique de qRT-PCR est beaucoup plus sensible que I'analyse globale RNAseq qui n'est
pas ciblée. Elle permet d'analyser précisément la différence de niveau d'expression d'un méme
gene. Cependant, il est difficile de comparer I'expression de deux genes car certains genes sont
plus aisément amplifiables que d'autres. L'analyse RNAseq normalise en revanche I'expression
d'un gene en fonction de I'expression de tous les autres genes, on peut donc plus facilement

comparer I'expression de deux génes entre eux.
2. L'identification de génes candidats de la voie de biosynthése des caroténoides

Grace a I'étude des deux souches clonales de 7. /utea présentant des différences dans leur
stratégie de photoprotection, nous avons pu mettre en évidence quatre genes candidats
codant pour des enzymes de la biosynthése des caroténoides : DDE_L (Ddx dé-époxydase like),
VDE_L1 (Vx dé-époxydase like), VDE_L2 et ZE_L (Zx époxydase like). Récemment, les genes
équivalents de VDE_L1 et ZE_L chez P. tricornutum, soit VDL2 et ZEP1 respectivement, ont été
caractérisés comme codant pour des enzymes clés dans la biosynthése de Fx [174]. Cette étude
représente par ailleurs un tournant majeur dans la connaissance de la voie de biosynthese des
caroténoides [174]. Leurs résultats soulignent d'autant plus la pertinence de I'étude des genes
VDE_L1 et ZE_L (entre autres) chez 7. /utea. Apres une premiere approche présentée dans le
Chapitre 3 de cette these, il est évidemment nécessaire d'aller plus loin dans I'analyse de leur
fonction et de leur régulation. Nous avions par exemple considéré les enzymes codées par
VDE_L1 et ZE_L uniquement pour leur role au sein du cycle Vx-Zx, alors qu'il est possible que
VDE_L1 soit impliquée dans une réaction de tautomérisation de la Ddx (isomérisation d'une
fonction moléculaire), indépendante du cycle Ddx-Dtx et du cycle Vx-Zx, et que ZE_L soit

impliquée dans I'époxydation d'une autre molécule que la Zx.

L'étude de Bai et al. souligne I'adéquation de l'utilisation de la technique de CRISPR-Cas9 pour
comprendre I'implication d'une enzyme au sein d'une voie de biosynthese [174]. Il serait
intéressant d'investiguer les quatre genes candidats trouvés chez 7. /utea de la méme maniere
que cela a été fait chez P. tricornutum. De plus, cultiver des souches mutantes de 7. /utea
dépourvues de DDE_L, VDE_L1, VDE_L2 et/ou ZE_L a différentes intensités lumineuses
permettrait d'observer a la fois l'influence de ces genes sur la synthese de Fx, et sur la synthése
de pigments des deux cycles xanthophylles. Certaines des enzymes codées par ces génes
pourraient en effet avoir des réles multiples. Comme pour les génes de la FCP de 7. /utea
présentés précédemment, il pourrait étre intéressant, une fois la fonction des genes mieux
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définie grace a CRISPR-Cas9 par exemple, d'effectuer ensuite une qRT-PCR sur les souches
sauvages, c'est a dire celles qui n‘ont pas subi de modification génétique. L'analyse de
I'évolution de I'expression de ces quatre genes permettra d'apporter des éléments de réponse
supplémentaires et de confirmer, ou non, leur(s) fonction(s) supposées. Par ailleurs, les analyses
Interproscan ont révélé que le gene VDE_L2 chez T. /utea pourrait également avoir de multiples
fonctions dans le processus de photosynthese. L'enzyme correspondante pourrait, d'un coté,
agir dans la régulation du pH du lumen du chloroplaste et ainsi contréler une partie du qE
(energy-dependant quenching) lorsque les cellules mettent en place le NPQ en cas d'exces de
lumiere. De lautre, elle pourrait avoir une activité de dé-époxydation de la Vx et
éventuellement de la Ddx, et éventuellement un réle au sein de la biosynthése de la F,

similairement a VDE_L1.
3. La présence d’échinénone chez Tisochrysis lutea

Dans les travaux présentés au Chapitre 3, en paralléle des variations des pigments des cycles
des xanthophylles Ddx-Dtx et Vx-Zx, nous avons observé la présence du pigment échinénone
dans les cultures de la souche clonale T-4cl3 de 7. /utea, dont la concentration a augmenté
avec l'augmentation de l'intensité lumineuse. Dans les travaux présentés au Chapitre 4, les
cultures de T-4cl3 présentaient également de I'échinénone a partir de la phase stationnaire de
croissance, soit quand les cellules étaient limitées en azote ou en phosphore. Si la synthese
d'échinénone par 7. Jutea avait déja été démontrée pour des cultures limitées en azote [4], c'est

la premiére fois qu’elle est démontrée en réponse a I'augmentation de I'intensité lumineuse.

L'échinénone est un caroténoide spécifique des cyanobactéries qui le synthétisent [495], ou il
joue un role photoprotecteur en cas de forte irradiance [5]. Comme expliqué dans le Chapitre
3, I'échinénone est fixée sur I'Orange Carotenoid Protein (OCP) chez les cyanobactéries et
permet de piéger les espéces réactives oxygénées (les ROS) formées lorsque I'énergie
lumineuse est en exces [5]. Chez T. /utea, I'échinénone semble également avoir un réle dans la
photoprotection. En effectuant une recherche de similarité entre différentes séquences de
I'OCP de cyanobactéries et le génome de 7. /utea, nous n'avons trouvé aucune correspondance.
L'échinénone pourrait étre capable de piéger les ROS sans étre fixée a 'OCP, cependant cela
n'a pas encore été montré dans la littérature ni chez les cyanobactéries, ni chez une autre
espece. Une étude de 2016 décrit une nouvelle famille de protéines permettant la fixation de
caroténoides chez les cyanobactéries (dont I'échinénone), présentant des homologies avec
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I'OCP et nommées « Helical Carotenoid Proteins » (HCP) [496]. De méme que pour I'OCP, une
recherche de similarité entre des séquences HCP déja annotées et le génome de 7. /utea serait
nécessaire pour tenter de trouver une protéine chez 7. /utea qui permettrait la fixation de
I'échinénone et justifierai son réle en tant que pigment photoprotecteur. De I'échinénone a
également été retrouvée chez les microalgues d'eau douce Tetradesmus obliquus,
Haematococcus pluvialis et Scenedesmus obliquus, des chlorophytes (algues vertes), sans pour
autant préciser si sa synthese était liée a un quelconque facteur d'influence spécifique [497-
499]. Chez H. pluvialis et S. obliqguus plus précisément, I'échinénone est métabolisée a partir du
B-carotene et a été caractérisée comme un intermédiaire du pigment astaxanthine [498,500],
connu pour ses propriétés proches de la Fx et actuellement tres recherchées dans les domaines
pharmaceutiques et nutraceutiques. On s'interroge alors sur la possibilité que I'échinénone soit
également synthétisée a partir du B-carotene chez 7. /utea, et si elle est un intermédiaire de la
Fx chez 7. lutea. Pour cette derniére hypothese cependant, les résultats du Chapitre 3 ont
montré que les deux souches clonales de 7. lutea accumulaient la méme concentration de Fx

alors que I'une d'entre elles, la souche T-5cl6, ne produisait pas d’échinénone.

Dans nos expériences, I'échinénone a été quantifiée par HPLC au cours de laquelle son temps
de rétention était de 31 minutes. C'est également le temps de rétention de la Chl ¢ MGDG, un
pigment caractéristique des haptophytes ([486,501,502]), composé d'une molécule de Chl ¢
liée a un monogalactosyl diacylglyceride. Ainsi, nous avons observé pour chaque échantillon
analysé le spectre d'absorption du pic analytique a 31 minutes sur le chromatogramme,
lorsqu'il était présent. Bien que les spectres de I'échinénone et de la Chl ¢ MGDG soient
distincts, il est possible que leur élution se confonde en un seul et méme pic a cause du temps
de rétention similaire, rendant les composés difficiles a quantifier. Il est donc possible que
certaines concentrations d'échinénone aient été surestimées ou sous-estimées dans nos

résultats.
4. La régulation de la photoprotection chez Tisochrysis lutea

En plus d'avoir apporté des preuves du role photoprotecteur de I'échinénone, étudier en
paralléle trois souches de 7. /uteanous a permis de comprendre quelles étaient les implications
de la mise en place du NPQ chez cette espéece. Les résultats du Chapitre 3 ont montré qu’une
augmentation de l'intensité lumineuse incidente impliquait (i) la variation du pH au niveau de
la membrane du thylakoide, qui n'a pas été mesurée dans ces travaux mais qui est suggérée
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par les variations du niveau d'expression de VDE_L2 et par le fait que I'activation des cycles
xanthophylles en dépend ; (ii) I'activation des deux cycles xanthophylles Ddx-Dtx et Vx-Zx grace
aux enzymes de dé-époxydation ; (iii) 'augmentation du niveau d'expression de certains genes
lhex et Iher. Ainsi, le gE (energy-dependent quenching, soit le composant principal du NPQ)
serait controlé chez 7. /lutea de la méme maniere qu'il I'est chez les diatomées. Cependant,
d'apres la littérature, si le réle du cycle Ddx-Dtx est prédominant chez les diatomées [503], le
role du cycle Vx-Zx semble également constitutif du qE chez 7. /utea. Comme discuté
précédemment, le pigment échinénone pourrait étre impliqué dans la photoprotection chez 7.
lutea (chez la souche modele CCAP 927/14 et la souche clonale T-4cl3), il représenterait alors
un quatrieme composant du qE chez 7. /utea, (iv) celui de piéger les ROS si la totalité de

I'énergie lumineuse en exces n'est pas dissipée sous forme de chaleur.

Contrairement aux diatomées, le NPQ était soutenu chez les trois souches de 7. /utea. Apres
avoir été exposées plusieurs jours a forte intensité lumineuse, générant la dé-époxydation de
la Ddx en Dtx pour la photoprotection, les cultures ont été mises a |'obscurité. Cependant,
apres 2 h d'obscurité, les cellules continuaient a accumuler de la Dtx, impliquant que leur
antenne collectrice n'avait pas encore retrouvé tout son potentiel photochimique. Chez les
diatomées au contraire, la rétro-conversion de la Dtx en Ddx par époxydation est connue pour
étre beaucoup plus rapide, le gE se désactivant en quelques dizaines de seconde [120]. Par
conséquent, nos résultats pourraient dans un premier temps suggérer que 7. /utea fait de la
photoinhibition, ou ql (inhibition quenching), qui est un composant du NPQ pouvant étre
complémentaire au qE [166]. Le gl possede plusieurs définitions dans la littérature, la plus
commune étant la détérioration des photosystemes, entrainant une baisse de la photochimie
a forte lumiere et donc un retour tardif de la photochimie, parfois diminuée, a I'obscurité.
Cependant, bien qu'il soit difficile de mesurer la détérioration des PSll et PSI, le gl est en réalité
souvent confondu avec du gE soutenu. Les cellules finissent effectivement par retrouver la
totalité de leur potentiel photochimique, méme tardivement. Un gE soutenu peut d'ailleurs
tout a fait faire partie d'une stratégie de photoprotection, permettant aux cellules de réagir
rapidement en cas de forte lumiere aprés une période d'obscurité. Par ailleurs, nous avions
montré dans le Chapitre 2 que les genes /hcx2 et /hcx5 étaient surexprimés a faible lumiere

chez T. lutea, a l'inverse des autres /hcx, suggérant que les cellules étaient préparées a répondre
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rapidement a une augmentation de l'intensité lumineuse. Ces résultats concordent donc avec

I'hnypothese d'un qE soutenu et non de la photoinhibition chez 7. /utea.
5. La montée en échelle de la production de fucoxanthine
5.1. L'importance de la disponibilité de la lumieére

Etudier les mécanismes de la photosynthése et de la photoprotection s’actionnant au niveau
de l'antenne collectrice de lumiere de 7. /utea a permis d'améliorer notre compréhension
globale de la synthese des pigments chez cette espece. Parmi ces derniers, la Fx est un
caroténoide d'intérét dans de nombreux domaines, dont la nutrition aquacole. Trois souches
différentes de 7. Jutea ont ainsi été cultivées de sorte a (i) obtenir des cultures plus ou moins
riches en Fx pour nourrir des huitres et naissains d’huitres, et (ii) a analyser I'influence de
différents facteurs sur la croissance de la population algale et la capacité des cellules a
synthétiser et accumuler de la Fx. Nous avons montré que la disponibilité en lumiére, et non
I'intensité incidente de la lumiere, était le facteur le plus différenciant pour I'accumulation de
Fx. Bien sOr, I'étude de l'influence de la géométrie des photobioréacteurs (PBRs) sur la
production de Fx est un sujet que l'on retrouve régulierement dans la littérature, comme
expliqué dans le Chapitre 1. Cependant, le parallele avec la physiologie cellulaire, et plus
spécifiguement ce qu'implique intrinsequement la limitation par la lumiére au niveau des
cellules, était jusqu'ici rarement décrit. En cela, les premiers travaux des Chapitres 1, 2 et 3 nous
ont permis de comprendre, a travers les expériences de production de Fx du projet TINAQUA,
I'effet d'auto-ombrage des cellules, d'accessibilité de la lumiere dans un PBR, de I'impact des

nutriments sur la synthése de Fx.
5.2. Vers la maitrise du changement d'échelle

Aprés avoir mené des cultures en volume de 350 mL, 1 L et 6 L, les cultures en scobalites de
300 L ont montré des résultats relativement inverses de ceux auxquels nous nous attendions.
Nous avons montré que le manque de luminosité traversant la colonne du scobalite était tel
gu'il a provoqué une diminution du taux de croissance des trois souches et une sur-production
de Fx dans les cultures des souches CCAP 927/14 et T-5cl6 par rapport aux cultures
précédentes. Au-dela de cette limitation, il est par ailleurs admis que les cultures en scobalites
ne peuvent pas étre autant contrélées que des cultures en plus petits volumes a |'échelle

laboratoire. Notamment, il est probable que I'apport simultané de CO; par tuyaux multicanaux
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dans les trois scobalites n’ait pas été homogeéne entre les cultures d'une méme souche, ni entre
les trois différentes souches. Par exemple, la souche T-5cl6 a semblé étre plus sensible a
I'apport de CO,, donc aux variations de pH, que les deux autres souches. Obtenir un triplicat,
ou bien un duplicat de culture de T-5cl6 a nécessité plusieurs essais. Par ailleurs, compte-tenu
de la largeur d'un scobalite et du matériel a disposition, il n'a pas pu étre possible de cultiver
les souches a une lumiére incidente plus élevée comme dans les expériences précédentes. Bien
que la synthese de Fx n'en ait été qu'améliorée, il serait tout de méme intéressant de tester
une technologie permettant d’augmenter I'intensité incidente sur les scobalites de T-5cl6 par
rapport a ceux de T-4cl3. Cela permettrait de constater d'autant plus lI'impact important de la

disponibilité de la lumiére par rapport a celui de la différence entre les deux souches.
6. La Chromatographie de Partage Centrifuge
6.1. Une approche différente de la purification de fucoxanthine

La technique de chromatographie de partage centrifuge (CPC) a été développée dans les
années 1980 [504] et fait partie, avec la technique High Speed Counter Current
Chromatography (HSCCC), de la catégorie des chromatographies a contre-courant (CCC),
utilisant la force centrifuge pour aider a la décantation des systemes [505]. Les travaux de
Marchal et al [506] et I.A. Sutherland [507] dans les années 2000 ont, depuis, largement
contribué a améliorer la conception des cellules de partage composant les appareils, afin de
rendre optimale la dispersion de la phase mobile et donc le transfert de matiere a partir d'un
extrait. Jusqu'ici, la CPC a été majoritairement utilisée pour séparer des molécules bioactives
d'extraits de plantes [505,508-513], mais de récents travaux, peu nombreux, ont ouvert la voie

au développement de la séparation par CPC de métabolites de microalgues [79,378,514].

Bien que certaines méthodes de purification de la Fx soient décrites au travers de plusieurs
études dans la littérature (voir Chapitre 1, 3.7 L'extraction et la purification de fucoxanthine),
nous nous sommes focalisés des le début de cette these sur I'utilisation de la CPC. Outre son
efficacité pour la séparation de Fx, que nous avons évoquée dans le Chapitre 5, cette technique
présente de nombreux avantages [505]. Travailler en systeme biphasique de solvants et non
avec un support solide permet de s'affranchir des phénomenes d'adsorption irréversibles, et
permet un large choix de solvants pour composer les phases stationnaire et mobile selon la

molécule d'intérét [505]. Par rapport a l'utilisation de I'HPLC (high performance liquid
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chromatography), le volume de la phase stationnaire est moins important en CPC, rendant les
processus plus économiques et faisables a grande échelle [507]. De plus, bien qu'il y ait peu de
CPC en industrie, les développements qui ont conduit a de la production ont été réalisés sur

des colonnes de chromatographie allant jusqu'a 5 L de capacité volumique.
6.2. Une approche d'éco-conception en extraction-purification

Les études par Gongalves de Oliveira-Junior et a/. publiée en 2020, et Kim et a/. publiée en 2011
sont jusqu'ici les seules a avoir décrit I'utilisation de la CPC pour la séparation de Fx a partir
d'un extrait de microalgues [79,378]. L'utilisation de la CPC étant souvent freinée par le choix
du systeme biphasique de solvants qui peut s'avérer difficile, d'autant plus si on souhaite
intégrer la notion de chimie verte au processus, nous nous sommes basés sur I'étude de
Gongalves de Oliveira-Junior et al pour nos travaux. Ce choix fut également motivé par le fait
que les auteurs aient utilisé la méme espece et la méme souche, soit 7. /utea souche CCAP
927/14. En optimisant le systeme de solvants utilisés pour former la phase mobile de la CPC
présenté dans I'étude de Goncalves de Oliveira-Junior et a/, nous avons réussi a augmenter
I'efficacité de la séparation de Fx. Le méthanol a ainsi été remplacé par de I'éthanol, plus
respectueux de I'environnement. Puis, en augmentant la polarité de la phase mobile avec de
I'eau, nous avons réussi a séparer totalement la Fx des autres pigments présents dans I'extrait
de 7. lutea. La phase stationnaire de notre systeme, composée de cyclohexane, est cependant

restée similaire a celle utilisée par de Oliveira-Junior et al.
6.3. Vers une CPC « verte »

Nous n'avons pour le moment pas trouvé de substitut efficace au cyclohexane afin de mieux
correspondre aux principes de la chimie verte. Toutefois, la CPC permet de fonctionner avec
une consommation de solvant (phase mobile et phase stationnaire) réduite vis-a-vis des autres

méthodes de purification.

Les étapes de R&D pour aller vers l'industrialisation du procédé sont : (i) optimiser la quantité
d’extrait injecté sur la colonne CPC, et (ii) transposer la méthode sur une colonne CPC de taille
supérieure, adaptée a la productivité souhaitée. Des expériences sont actuellement en cours
au laboratoire GEPEA a Saint Nazaire sur la transposition d'échelle en passant d'une colonne

de 240 mL a 1400 mL et en injectant non plus 100 mg mais 1 g d'extrait.
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7. Conclusion générale de la thése

Les travaux menés durant cette thése pluridisciplinaire ont permis de répondre a tous les
objectifs fixés. L'étude expérimentale de I'antenne collectrice de lumiere chez Tisochrysis lutea
a, dans un premier temps, permis de comprendre les processus métaboliques inhérents a la
synthese de fucoxanthine. Cinquante-deux genes /Ac codant pour la FCP de 7. /utea ont été
annotés et classés en 3 familles : /Acf Ihcr, Ihcx. Le potentiel de capture de la lumiere de 7. lutea
a été évalué et l'étude d'un cycle photopériodique dynamique et d'une variation de
disponibilité en azote a démontré une dynamique tres sensible des pigments
photosynthétiques et photoprotecteurs ainsi qu'une nette différence dans I'expression des
genes /hc. Grace a I'étude de deux souches clonales de 7. /lutea et a la conjonction des analyses
génomiques et physiologiques, quatre genes candidats des deux cycles de pigments
xanthophylles ont également été annotés, ainsi que sept potentiels facteurs de transcription
des génes /hc Ces travaux ouvrent la voie a des expériences complémentaires qui
permettraient de valider et d'affiner certaines des hypotheses scientifiques proposées dans
cette thése, notamment au niveau de la fonction des génes de I'antenne collectrice de lumiere

(génes /hc et genes des cycles de xanthophylles).

La production de Fx par ces deux souches clonales ainsi que la souche modéle 7. /utea CCAP
927/14 a ensuite été étudiée a différentes échelles laboratoires et pilotes et a montré qu'un
scale-up était possible pour ces trois souches. En scobalites de 300 L, par rapport aux cultures
de 350 mL, la teneur en Fx de la souche modele 7. /utea CCAP 927/14 a été multipliée par 6.6,
passant de 41 & 271 fg.cellule™. Il a été montré que la disponibilité de la lumiére a travers le
photobioréacteur limitait logiquement la croissance des cultures et impliquait une
augmentation drastique de la synthése de fucoxanthine pour deux des trois souches. Enfin,
I'optimisation d'une méthode d'extraction et de purification de la fucoxanthine par
chromatographie de partage centrifuge a dépassé nos attentes. Nous avons réussi a remplacer
le méthanol par de I'éthanol dans le systeme biphasique de solvants, puis a obtenir une
séparation totale de la Fx des autres pigments soit de la Fx a 100% de pureté HPLC pour 10
fractions CPC, soit une concentration en Fx purifiée de 13 mg.g™ de masse séche au total. Enfin,
nous avons réussi a réduire radicalement la consommation spécifique d'éthanol pour la
premiere étape d'extraction a partir de biomasse de 7. /utea, passant de 200 g a 9g de solvant

pour extraire efficacement 1 g de biomasse seche. Ces résultats sont tres encourageants et
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soulignent largement l'avantage de la chromatographie de partage centrifuge pour la

purification de fucoxanthine.
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International Bioenergy & Environment Congress (I-BE-C, Février 2021, webinaire) : E-poster
présenté oralement « First identification of the Fucoxanthin-Chlorophyll a/cbinding Protein in

Tisochrysis lutea ». Prix du meilleur poster.

254



International Phycological Congress (IPC, Mars 2021, webinaire) : Présentation orale « First
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Congrés Gen2Bio (Février 2022, La Baule) : Poster « La Fucoxanthin Chlorophyll a/c binding
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MT180 (Février, Mars 2021, Nantes) : Concours national de présentation vulgarisée de la these

en 180 secondes « Production par une microalgue dorée d'un pigment photosynthétique
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valorisé en pharmacie et en aquaculture ». 2°™ prix du jury de la finale Nantaise, participation

a la finale régionale a Angers.

Séminaire de I'école doctorale SPI (Avril 2021, webinaire) : Présentation du sujet de thése, des

objectifs et avancées.

Podcast Radio Prun’ Labo des Savoirs (Septembre 2021, Nantes) : Enregistrement d'un
podcast « Emosons » sur le ressenti en thése, dans I'émission Le Labo des Savoirs, diffusé sur

la radio Radio Prun’

Séminaire « une theése, et apres I? » (Octobre 2021, Paris) : Organisation et animation d'une

table ronde sur les différents métiers hors recherche académique accessibles apres la these.

Journées des doctorants Ifremer (Septembre 2022) : Organisation et animation de la premiére
édition des Journées Doctorantes [fremer. Présentation orale « The bioactive molecule

fucoxanthin: Development of an extraction and purification method from 7isochrysis lutea. ».
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Annexes

Annexe |. Capteurs de densité optique

Annexe |.1. Schéma général d'un capteur de densité optique et de ses principaux
composants.
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Annexe |.2. Détail des cartes émettrice et réceptrice des demi-cercles du capteur de densité

optique.
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Annexe |.3. Détail de la carte électronique du boitier de connexion reliant les cartes
émettrices et réceptrices (cables gris) a I'embase (double cable noir).
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Annexe |.4. Détail de I'embase et des fils soudés reliant le capteur au systéme d’acquisition
du photobioréacteur.
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Annexe ll. Supplementary Material de I'article “Light-response in two clonal strains of the haptophyte

Tisochrysis lutea: evidence for different photoprotection strategies” (soumis dans Algal Research le

Annexe 11.1. Figure S1, Evolution of lhcx normalized transcripts counts (average * the confidence interval) relatively to growth irradiance (PPF
Photosynthetic Photon Flux = umol m? s™). Note that the Y axis is different from one gene to another. *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.

Normalized transcript counts
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Annexe 1l.2. Figure S2, Evolution of lhcr normalized transcripts counts (average + the confidence interval) relatively to growth irradiance (PPF =
Photosynthetic Photon Flux = umol m? s™). Note that the Y axis is different from one gene to another. *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.
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Annexe 11.3. Figure S3, Evolution of Ihcf normalized transcripts counts (average + the confidence interval) relatively to growth irradiance (PPF =

Photosynthetic Photon Flux = umol m? s™). Note that the Y axis is different from one gene to another. *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.
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Annexe 11.4. Figure S4, Evolution of growth rate (curves, d) and cell concentration (histograms, average * the
confidence interval, cells mL™) relatively to growth irradiance (PPF = Photosynthetic Photon Flux = ymol m? s™).

Growth rates were calculated during the last 24 hours before sampling and are displayed for each replicate.

Annexe I1.5. Figure S5, Evolution of Chl a content (pg cell™) in T-4cI3 during the whole experiment for the

three replicates.

Annexe 11.6. Figure S6, Evolution of Chl a content (pg cell) in T-5cl6 during the whole experiment for the

three replicates.
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Annexe I1.7. Table S1, VDE-DDE diatom:s.

Query Seg-id (ID of your sequence)

Subject Seg-id

Percentage of
identical matches

Expectation value

Bit score

DDE_Thalassiosira_pseudonana_DDE TISO_01606 25.556 1.67E-15 78.2
DDE_Thalassiosira_pseudonana_DDE TISO_02731 21.645 6.18E-07 51.6
DDE_Thalassiosira_pseudonana_DDE TISO_23949 33.48 1.44E-29 117
DDE_Thalassiosira_pseudonana_DDE TISO_37047 39433 3.92E-82 259
VDE_DCP_Fistulifera TISO_01606 41.737 1.28E-86 273
VDE_DCP_Fistulifera TISO_02731 41.837 1.90E-18 88.6
VDE_DCP_Fistulifera TISO_02731 32.584 1.03E-08 57.8
VDE_DCP_Fistulifera TISO_23949 22.5 2.72E-08 55.5
VDE_DCP _Fistulifera TISO_37047 19.551 7.25E-07 51.2
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_10Hh272 TISO_08461 37.197 4.03E-66 221
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_10Hh272 TISO_23949 26.022 1.20E-13 72
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_10Lh272 TISO_08461 36.745 1.26E-66 222
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_10Lh272 TISO_23949 26.568 9.88E-16 78.2
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Hh008 TISO_01606 39 1.56E-57 192
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Hh008 TISO_02731 42.745 1.28E-52 186
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Hh008 TISO_23949 24.125 2.38E-16 79
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Hh008 TISO_37047 22.581 1.16E-10 62.4
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Lh008 TISO_01606 38.667 2.49E-57 192
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Lh008 TISO_02731 41.132 2.12E-52 185
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Lh008 TISO_23949 25.191 1.22E-15 77
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_17Lh008 TISO_37047 21.708 9.35E-10 59.7
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_22Hh163 TISO_01606 42197 1.46E-86 273
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_22Hh163 TISO_02731 41.837 1.52E-18 89
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_22Hh163 TISO_02731 32.927 1.48E-08 57
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_22Hh163 TISO_23949 23.645 8.73E-09 57
VDE_DCP_Fistulifera_solaris_FisN_22Hh163 TISO_37047 20.857 3.50E-07 524
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VDE_DCP_Fragilariopsis_cylindrus_FRACYDRAFT_269417 TISO_08461 46.154 1.63E-21 91.3
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_21914 TISO_01606 42515 1.33E-81 263
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_21914 TISO_02731 35.345 1.22E-14 77
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_21914 TISO_02731 39.024 9.76E-10 61.2
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_21914 TISO_23949 24.39 2.85E-05 46.2
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_21914 TISO_37047 27.778 8.07E-06 48.1
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_31281 TISO_01606 34936 2.41E-50 175
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_31281 TISO_02731 36.071 1.22E-46 170
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_31281 TISO_23949 24.254 1.28E-13 71.2
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_31281 TISO_37047 20.345 1.03E-04 439
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_36204 TISO_01606 25.14 1.48E-05 447
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_36204 TISO_08461 51.546 3.44E-21 90.1
VDE_DCP_Thalassiosira_oceanica_THAOC_36204 TISO_23949 29.167 4.15E-06 46.2
VDE_DCP_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_11707 TISO_01606 41.092 2.12E-80 259
VDE_DCP_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_11707 TISO_02731 36.207 2.85E-16 824
VDE_DCP_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_11707 TISO_02731 39.024 2.69E-10 63.2
VDE_DCP_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_11707 TISO_23949 25.397 2.62E-07 52.8
VDE_DCP_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_11707 TISO_37047 20.645 1.43E-05 474
VDE_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_3 TISO_01606 40443 1.91E-79 255
VDE_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_3 TISO_02731 38.776 1.35E-14 76.6
VDE_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_3 TISO_02731 34.653 3.28E-10 62.4
VDE_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_3 TISO_23949 28.03 1.61E-07 53.1
VDE_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_3 TISO_37047 25.153 1.68E-05 47
VDE_Phaeodactylum_tricornutum_VDE TISO_01606 25373 1.23E-15 782
VDE_Phaeodactylum_tricornutum_VDE TISO_02731 25 2.33E-08 56.2
VDE_Phaeodactylum_tricornutum_VDE TISO_23949 33.188 3.65E-30 119
VDE_Phaeodactylum_tricornutum_VDE TISO_37047 45.211 3.56E-74 238
VDE1_Fistulifera_solaris_FisN_2Hh491 TISO_01606 24.535 3.43E-13 709
VDE1_Fistulifera_solaris_FisN_2Hh491 TISO_02731 25.306 2.31E-10 62.8
VDE1_Fistulifera_solaris_FisN_2Hh491 TISO_23949 30.065 3.76E-31 122
VDE1_Fistulifera_solaris_FisN_2Hh491 TISO_37047 39.2 3.07E-79 252
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VDE1_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_1 TISO_01606 24.269 1.11E-14 75.5
VDE1_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_1 TISO_02731 22.041 1.37E-04 443
VDE1_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_1 TISO_23949 33.48 2.37E-28 114
VDE1_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_1 TISO_37047 37.94 6.29E-75 240
VDE2_Fistulifera_solaris_FisN_2Lh491 TISO_01606 24535 2.23E-13 70.9
VDE2_Fistulifera_solaris_FisN_2Lh491 TISO_02731 25.105 3.89E-10 61.6
VDE2_Fistulifera_solaris_FisN_2Lh491 TISO_23949 30.392 5.72E-32 123
VDE2_Fistulifera_solaris_FisN_2Lh491 TISO_37047 39.2 1.84E-79 251
VDE2_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_2 TISO_01606 34.615 1.98E-50 176
VDE2_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_2 TISO_02731 60.87 6.72E-127 385
VDE2_Fragilariopsis_cylindrus_VDE_2 TISO_23949 25.483 9.24E-20 89.7
VDEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL1 TISO_01606 34.591 1.17E-48 172
VDEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL1 TISO_02731 36.525 1.95E-42 159
VDEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL1 TISO_23949 24.028 2.82E-15 76.6
VDEL _Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL1 TISO_37047 21.246 2.14E-05 46.2
VDEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL2_PHATRDRAFT_45846  TISO_01606 40.483 7.29E-83 265
VDEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL2_PHATRDRAFT 45846  TISO_02731 35.345 4.84E-15 78.2
VDEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL2_PHATRDRAFT_45846 TISO_02731 39.474 1.53E-08 57.4
VDEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_VDL2_PHATRDRAFT 45846 TISO_23949 23.81 1.05E-05 474
VDEL1_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_22076 TISO_01606 35.336 2.78E-46 164
VDEL1_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_22076 TISO_02731 37.778 3.58E-46 169
VDEL1_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_22076 TISO_23949 22.109 2.94E-12 67
VDEL1_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT 22076 TISO_37047 21453 2.04E-05 46.2
VDEL2_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_270211 TISO_08461 39.788 1.89E-74 242
VDEL2_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT 270211 TISO_23949 27.547 1.45E-08 56.2
VDERelated_Phaeodactylum_tricornutum_VDR TISO_01606 24476 3.27E-06 497
VDERelated_Phaeodactylum_tricornutum_VDR TISO_08461 38.346 1.41E-73 241
VDERelated_Phaeodactylum_tricornutum_VDR TISO_23949 23.711 5.68E-09 57.8
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Annexe 11.8. Table S2, VDE haptophytes.

Percentage of

Query Seg-id (ID of your sequence) Subject Seg-id identical matches Alignment length Expectation value Bit score
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_000428 TISO_01606 35.535 318 1.76E-49 171
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_000428 TISO_02731 66.775 307 7.11E-141 418
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_000428 TISO_23949 21.673 263 7.51E-15 74.3
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_000428 TISO_37047 23.043 230 8.62E-10 59.7
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001664 TISO_01606 59.85 401 7.17E-164 469
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001664 TISO_02731 28.326 233 2.56E-24 106
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001664 TISO_23949 28.099 121 1.03E-10 62.8
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004216 TISO_01606 22.727 264 3.81E-17 824
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004216 TISO_02731 22.128 235 7.36E-09 574
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004216 TISO_23949 31.923 260 1.21E-30 119
VDE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004216 TISO_37047 51.225 408 9.64E-129 376
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_200654 TISO_01606 23.86 285 1.67E-11 63.9
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_200654 TISO_23949 25 272 7.11E-13 67.8
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_200654 TISO_37047 31.102 254 3.47E-29 114
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_365129 TISO_01606 21.212 330 9.69E-12 65.9
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_365129 TISO_02731 26.119 268 7.35E-10 60.5
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_365129 TISO_23949 26.715 277 1.29E-19 88.6
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi EMIHUDRAFT_365129 TISO_37047 62.274 387 1.07E-174 493
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_434525 TISO_01606 34.426 305 9.23E-46 163
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_434525 TISO_02731 60.79 329 7.07E-133 400
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_434525 TISO_23949 21.898 274 1.35E-11 65.1
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi EMIHUDRAFT 434525 TISO_37047 21.053 323 2.58E-07 52.4
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi EMIHUDRAFT_445463 TISO_01606 34.426 305 6.11E-46 164
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_445463 TISO_02731 61.094 329 1.28E-132 400
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_445463 TISO_23949 21.898 274 1.31E-11 65.1
VDE_DCP_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_ 445463 TISO_37047 21.362 323 2.18E-07 52.8
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VDE_Emiliania_huxleyi_VDE TISO_01606 21.19 420 3.88E-11 63.9
VDE_Emiliania_huxleyi_VDE TISO_02731 25.182 274 2.27E-08 55.8
VDE_Emiliania_huxleyi_VDE TISO_23949 26.056 284 2.25E-19 88.2
VDE_Emiliania_huxleyi_ VDE TISO_37047 61.168 394 6.74E-172 486
VDE2_Emiliania_huxleyi_VDE2 TISO_01606 69.021 439 0 600
VDE2_Emiliania_huxleyi_VDE2 TISO_02731 30.224 268 6.49E-29 120
VDE2_Emiliania_huxleyi_VDE2 TISO_23949 24.427 262 1.42E-12 68.6
VDE2_Emiliania_huxleyi_VDE2 TISO_37047 22.293 314 1.56E-07 53.1
VDEL2_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_012539 TISO_08461 58.424 368 9.67E-145 423
VDEL2_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_012539 TISO_23949 22.662 278 1.53E-06 50.1

Annexe 11.9. Table S3, ZE diatom:s.

Percentage of

Query Seg-id (ID of your sequence) Subject Seq-id identical matches Alignment length Expectation value  Bit score
ZE_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_261390 TISO_00964 68.772 285 2.05E-129 379
ZE_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_261390 TISO_09094 40.086 464 5.31E-85 271
ZE_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_261390 TISO_11444 25.217 230 7.26E-05 454
ZE_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_261390 TISO_21174 24.838 463 6.66E-13 70.5
ZE_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_261390 TISO_25933 24.494 445 1.00E-11 66.6
ZE_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT_261390 TISO_28055 31.556 450 2.44E-66 226
ZE_Thalassiosira_pseudonana_THAPSDRAFT 261390 TISO_30349 46.585 410 1.54E-116 352
ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_00964 41.98 293 1.16E-59 201
ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_09094 40.547 439 4.65E-90 285
ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_11444 25 224 1.53E-04 44.3
ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_21174 25.823 395 6.74E-11 64.3
ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_25933 24.211 285 2.49E-06 49.7
ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_28055 33.034 445 1.01E-68 233
ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_30349 59.534 472 0 554
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ZE1_Fistulifera_solaris_FisN_16Hh172 TISO_35099 38.961 77 2.48E-05 46.6
ZE1_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_1 TISO_00964 48.387 279 3.35E-64 213
ZE1_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_1 TISO_09094 40.541 407 2.30E-91 289
ZE1_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_1 TISO_11444 26.638 229 4.13E-06 497
ZE1_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_1 TISO_ 21174 24.675 385 5.43E-11 64.7
ZE1_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_1 TISO_28055 31.963 438 7.00E-71 240
ZE1_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_1 TISO_30349 62.864 447 0 556
ZE1_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP1_PHATRDRAFT_45845 TISO_00964 35.333 300 4.98E-30 121
ZE1_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP1_PHATRDRAFT_45845 TISO_09094 31.2 500 7.66E-58 201
ZE1_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP1_PHATRDRAFT_45845 TISO_21174 44,776 67 2.06E-07 53.5
ZE1_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP1_PHATRDRAFT_45845 TISO_28055 67.076 489 0 618
ZE1_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP1_PHATRDRAFT 45845 TISO_30349 34.375 448 2.87E-74 246
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_00964 40.984 305 1.41E-59 201
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_09094 40.774 439 6.40E-91 288
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_11444 25 224 1.22E-04 447
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_21174 25.635 394 1.32E-11 66.6
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_25933 25 284 5.81E-07 52
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_28055 33.034 445 1.08E-67 231
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_30349 59.746 472 0 555
ZE2_Fistulifera_solaris_FisN_16Lh172 TISO_35099 38.961 77 2.54E-05 46.6
ZE2_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_2 TISO_00964 32.566 304 3.16E-31 125
ZE2_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_2 TISO_09094 32.812 448 2.29E-58 204
ZE2_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_2 TISO_ 21174 36.364 66 7.21E-05 454
ZE2_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_2 TISO_28055 79.926 538 0 838
ZE2_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_2 TISO_30349 34.899 447 1.39E-70 237
ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_00964 62.658 316 8.68E-121 361
ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_09094 38.085 470 1.95E-86 278
ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_11444 25.61 246 7.92E-06 48.9
ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_14436 37.179 78 8.31E-04 42
ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_21174 27413 259 1.41E-13 72.8
ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_25933 24.736 473 1.22E-06 51.2
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ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_28055 33.857 446 5.08E-71 241
ZE3_Fistulifera_solaris_FisN_4Hh348 TISO_30349 42704 466 8.03E-112 344
ZE3_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_3 TISO_00964 60.952 315 3.34E-124 370
ZE3_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_3 TISO_09094 37.112 547 9.92E-87 279
ZE3_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_3 TISO_11444 28.235 170 2.53E-05 474
ZE3_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_3 TISO_21174 25.221 452 1.51E-14 76.3
ZE3_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_3 TISO_28055 31.195 452 2.61E-65 226
ZE3_Fragilariopsis_cylindrus_ZEP_3 TISO_30349 43.376 468 1.80E-113 348
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_00964 44375 320 7.92E-66 218
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_09094 38.229 497 5.25E-86 276
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_11444 27.155 232 1.56E-06 50.8
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_21174 24.878 410 1.23E-11 66.6
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_25933 24.723 271 2.03E-07 53.5
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_28055 32.093 430 1.35E-64 223
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_30349 584 500 0 556
ZE3_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP3 TISO_35099 35.065 77 4.20E-04 427
ZEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP2 TISO_00964 64.038 317 7.55E-129 383
ZEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP2 TISO_09094 40.084 474 2.67E-89 286
ZEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP2 TISO_11444 26.642 274 3.60E-07 53.1
ZEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP2 TISO_ 21174 26.027 438 3.49E-14 75.1
ZEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP2 TISO_28055 33.85 452 1.57E-70 241
ZEL_Precursor_Phaeodactylum_tricornutum_ZEP2 TISO_30349 39.961 518 1.52E-108 336
Annexe 11.10. Table S4, ZE haptophytes.
. Percentage . .
Query Seqg-id (ID of your sequence) SUbJeS Seq- of identit?al AI;S:;:M EXp:;t::cm Bit score
matches

ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_00964 34.146 328 2.51E-34 132

ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_06081 22.704 392 1.05E-04 45.1

ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_09094 60 420 2.46E-172 496
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ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_11444 36.842 95 2.02E-06 504
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_14436 33.333 123 5.07E-04 424
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_21174 27.294 425 6.10E-08 547
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_25933 249 249 8.59E-10 60.8
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_28055 37.079 445 2.18E-71 240
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_001129 TISO_30349 43.084 441 3.63E-95 298
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_00964 38.346 266 1.93E-44 159
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_06081 26.791 321 8.40E-07 51.6
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_09094 61.505 465 0 578
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_11444 33.813 139 2.06E-07 535
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_14436 37.647 85 7.71E-05 45.1
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_21174 25.201 373 2.02E-13 71.6
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_25933 24.181 397 4.69E-06 48.5
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_28055 35.294 425 2.71E-72 241
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_002879 TISO_30349 41.201 483 1.02E-97 303
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_003597 TISO_00964 74.39 328 6.62E-168 481
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_003597 TISO_06081 61.765 34 1.79E-04 443
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_003597 TISO_09094 38.866 476 1.62E-80 261
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_003597 TISO_21174 27.248 367 4.89E-09 58.5
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_003597 TISO_28055 31.739 460 5.86E-52 189
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_003597 TISO_30349 43.096 478 1.12E-105 327
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_00964 42.763 304 1.90E-57 196
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_06081 47727 44 3.54E-04 435
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_09094 41.646 401 3.31E-86 276
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_11444 25.725 276 2.08E-06 50.4
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_14436 47.541 61 2.84E-04 435
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_21174 22.338 385 5.62E-07 52
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_28055 34.615 442 9.09E-71 240
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_30349 62.913 515 0 640
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_004214 TISO_35099 25.088 283 2.62E-06 50.1
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_006155 TISO_00964 31.773 299 2.48E-30 122
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ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_006155 TISO_09094 34.521 449 3.66E-61 212
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_006155 TISO_21174 40.909 66 4. 55E-06 49.3
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_006155 TISO_28055 84.432 546 0 889
ZE_Chrysochromulina_tobinii_Ctob_006155 TISO_30349 35.056 445 1.63E-71 239
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_456674 TISO_00964 37.868 272 4.01E-35 134
ZE_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_456674 TISO_04312 34783 115 3.21E-05 46.2
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_456674 TISO_06081 45.455 44 5.72E-04 424
ZE_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_456674 TISO_09094 36.919 409 1.88E-63 215
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_456674 TISO_11444 29.927 137 2.07E-04 43.9
ZE_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_456674 TISO_14436 36.937 111 2.15E-05 47
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_456674 TISO_21174 25.668 374 8.89E-08 543
ZE_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_456674 TISO_28055 36.649 191 1.76E-30 125
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_456674 TISO_28055 38.462 117 2.77E-19 90.9
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_456674 TISO_30349 57.677 508 0 568
ZE_Emiliania_huxleyi EMIHUDRAFT 456674 TISO_35099 32.824 131 2.24E-07 53.1
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_00964 375 272 3.19E-34 131
ZE_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_457120 TISO_04312 33913 115 3.67E-04 42.7
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_06081 45.455 44 6.15E-04 424
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_09094 36.919 409 1.96E-63 214
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_11444 29.927 137 8.56E-05 45.1
ZE_Emiliania_huxleyi_ EMIHUDRAFT_457120 TISO_14436 36.937 111 3.56E-05 45.8
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_21174 25.798 376 1.90E-08 56.2
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_28055 36.126 191 9.58E-30 122
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_28055 37.607 117 4.14E-18 87
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_30349 58.7 477 0 543
ZE_Emiliania_huxleyi_EMIHUDRAFT_457120 TISO_35099 32.824 131 4.99E-07 52
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Annexe I1.11. Table S5, Interproscan.

Source Gene number TISO_  Proposed name Protein family membership Biological process Molecular function Cellular
component
. . . ’ violaxanthin de-epoxidase .
BLAST DDE 37047 DDE_L Violaxanthin de-epoxidase xanthophyll cycle (GO:0010028) activity (GO:0046422) none predicted
' . . ) violaxanthin de-epoxidase .
BLAST VDE 23949 Violaxanthin de-epoxidase xanthophyll cycle (GO:0010028) activity (GO:0046422) none predicted
. . . ! violaxanthin de-epoxidase .
BLAST VDE 1606 VDE_L1 Violaxanthin de-epoxidase xanthophyll cycle (GO:0010028) activity (GO:0046422) none predicted
Voltage-gated potassium - ! voltage-gated potassium .
BLAST VDE 2731 VDE_L2 channel potassium ion transport (GO:0006813) channel activity (GO:0005249) none predicted
. . ion channel
ion transport (GO:0006811) activity (GO:0005216)
] violaxanthin de-epoxidase
transmembrane transport (GO:0055085) activity (GO:0046422)
. . . . violaxanthin de-epoxidase .
BLAST VDEL, VDER 8461 Violaxanthin de-epoxidase xanthophyll cycle (GO:0010028) activity (GO:0046422) none predicted
. . oxidoreductase .
BLAST ZE 9064 none predicted none predicted activity (GO:0016491) none predicted
BLAST ZE 9094 none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
BLAST ZE 11444 none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
protein binding (GO:0005515)
BLAST ZE 14436 none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
BLAST ZE 21174 none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
BLAST ZE 25933 none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
BLAST ZE 28055 none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
BLAST ZE 30349 ZE L none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
BLAST ZE 35099 none predicted none predicted FAD binding (GO:0071949) none predicted
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La photosynthése et la photoprotection chez Tisochrysis lutea, de la synthése a l'extraction de

fucoxanthine.

Mots clés : photosynthése ; photoprotection ; microalgue ; fucoxanthine ; extraction ; purification

Résumé : La fucoxanthine est le caroténoide le
plus abondant dans les océans. Elle est produite
par les algues brunes, les meilleures
productrices étant les microalgues. Parmi eux, la
microalgue haptophyte Tisochrysis lutea est
connue pour sa forte teneur en fucoxanthine.
Dans les cellules de mammiféres, ce pigment a
des propriétés anticancéreuses, antidiabétiques,
anti-inflammatoires, etc. Le potentiel de la
fucoxanthine en tant que nutraceutique et en tant
gque molécule bioactive en pharmacologie est
donc intéressant. Cette thése porte dans un
premier temps sur l'étude expérimentale de
I'antenne collectrice de lumiére et des génes de
la photosynthése et de la photoprotection chez
T. lutea.

Puis, l'influence de l'irradiance et des nutriments
sur la bioproduction de fucoxanthine ont été
étudiés a différentes échelles. Enfin, une
approche des techniques d'extraction et de
purification  pour la  récupération des
biomolécules a été proposée, dans le respect
des principes de la chimie verte et d'éco-
conception. La derniere partie de la thése integre
a la production de biomasse le développement
d'une méthode d'extraction de pigments de T.
lutea avec un solvant vert, suivie du
fractionnement et de la purification de la
fucoxanthine par chromatographie de partage
centrifuge pour atteindre une récupération et une
pureté (>99%) élevées de la fucoxanthine.

Photosynthesis and photoprotection in Tisochrysis Iutea, from synthesis to extraction of

fucoxanthin.

Keywords : photosynthesis ; photoprotection ; microalgae ; fucoxanthin ; extraction ; purification

Abstract: Fucoxanthin is the most abundant
carotenoid in the oceans. It is produced by brown
algae, the best producers being microalgae.
Among them, the haptophyte microalga
Tisochrysis lutea is known for its high
fucoxanthin content. In mammalian cells, this
pigment has anti-cancer, anti-diabetic, anti-
inflammatory, etc. properties. The potential of
fucoxanthin as a nutraceutical and as a bioactive
molecule in pharmacology is therefore
interesting. This thesis initially focuses on the
experimental study of the light-harvesting
antenna and the photosynthesis and
photoprotection genes in T. lutea.

Then, the influence of irradiance and nutrients on
the bioproduction of fucoxanthin were studied at
different scales. Finally, an approach of
extraction and purification techniques for the
recovery of biomolecules has been proposed,
respecting the principles of green chemistry and
eco-design. The last part of the thesis integrates
the production of biomass with the development
of a method for the extraction of pigments from
T. lutea with a green solvent, followed by the
fractionation and purification of fucoxanthin by
centrifugal partition chromatography to achieve a
high recovery and purity (>99%) of fucoxanthin.
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