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I. Introduction générale : de la survie en milieu hostile ! 

 

Dans leur environnement naturel les plantes doivent faire face à de multiples 

agressions. Elles peuvent être d’origines nutritionnelles (carence ou excès de nutriments, 

stress hydrique), environnementales (sécheresse, froid) ou toxiques (pesticides, métaux 

lourds, hydrocarbures aromatiques polycycliques). On parle alors de stress abiotiques, par 

opposition aux stress biotiques qui font intervenir un second être vivant. Il peut s’agir 

d’un herbivore (insecte), ou d’un agent infectieux (champignons, virus, bactéries). Les 

interactions hôte/pathogène chez les plantes ont largement été documentées toutes ces 

dernières années, même si les réactions complexes aboutissant à la mise en place des 

résistances ne sont pas encore complètement élucidées. 

 

Les interactions plante/pathogène peuvent suivre deux schémas. Les réactions 

compatibles aboutissent au succès de l’infection et à la maladie de la plante pouvant 

entraîner sa mort. Pour être infectieux le micro-organisme doit alors être capable à la fois 

de surmonter les défenses mécaniques passives de l’hôte (barrière cuticulaire) et posséder 

les armes nécessaires à l’agression (enzymes hydrolytiques, toxines) (Klarzynski et Fritig, 

2001). La plante est alors dite sensible et le micro-organisme virulent. Mais la maladie est 

un processus plutôt rare chez une plante donnée, et la plupart des interactions appartiennent 

au groupe des réactions incompatibles, aboutissant au non développement de la maladie 

ou à la résistance de la plante au processus infectieux (Figure 1).  

 

Les réactions incompatibles peuvent être de trois types, le cas le plus fréquent étant 

celui d’une résistance naturelle de la plante car considérée comme « non-hôte » par le 

micro-organisme. Lorsqu’un processus infectieux est déclenché, on distingue deux cas de 

réactions incompatibles. On assiste à la mise en place par la plante soit d’une résistance 

générale (également dénommée horizontale ou non-spécifique), polygénique et qui peut 

être induite par un large spectre de micro-organismes, soit d’une résistance spécifique 

(verticale) illustrée par le modèle de type gène-à-gène, où un gène R chez la plante code un 

récepteur interagissant avec un effecteur produit d’un gène avr chez le pathogène, et 

permet l’activation des réponses de défense. Dans ce dernier cas le micro-organisme 

contient lui-même l’information qui va conduire à sa propre perte. La plante est dite 

résistante et le micro-organisme avirulent. Si ni le pathogène ni l’hôte ne possèdent les 
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gènes avr et R correspondants, l’interaction aboutit généralement à la maladie (Cohn et 

coll., 2001 ; Lateur, 2002).  

 

 

Maladie (réaction compatible)
Propagation du pathogène dans la plante
Défenses passives et induites insuffisantes

Résistance non-hôte
Pas de différenciation du pathogène du fait de 
sa présence sur la plante
Défenses passives suffisantes

Résistance générale
Pas de propagation du pathogène dans la plante
Défenses induites suffisantes

Résistance spécifique
Pas de propagation du pathogène dans la plante
Résistance de type race/cultivar basée sur le 
modèle gène-à-gène

Maladie (réaction compatible)
Propagation du pathogène dans la plante
Défenses passives et induites insuffisantes

Résistance non-hôte
Pas de différenciation du pathogène du fait de 
sa présence sur la plante
Défenses passives suffisantes

Résistance générale
Pas de propagation du pathogène dans la plante
Défenses induites suffisantes

Résistance spécifique
Pas de propagation du pathogène dans la plante
Résistance de type race/cultivar basée sur le 
modèle gène-à-gène

 

Figure 1 : Vue générale des différents types d’interactions hôte/pathogène chez les plantes supérieures 
(d’après Nurnberger et coll., 2004). 

 

La mise en place de la résistance active chez la plante implique la reconnaissance 

du pathogène, soit de façon spécifique (résistance gène-à-gène), soit par l’intermédiaire 

d’un de ces composants décrit en tant qu’éliciteur des voies de défense de l’hôte. Les 

éliciteurs sont définis comme des composés chimiques pouvant induire des 

changements physiologiques chez l’organisme cible incriminé ; ils n’ont pas d’activité 

antimicrobienne par eux-mêmes ou par un de leurs métabolites dérivés (Gozzo, 2003 ; 

Zhao et coll., 2005). Au sens large ils peuvent également inclure les éliciteurs abiotiques 

tels que des ions métalliques, des composés organiques, mais ils trouvent généralement une 

origine biotique. Ils sont alors soit relargués par les herbivores, les bactéries, les virus ou 
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les champignons infectieux qui attaquent la plante (éliciteur exogène), soit issus de la 

dégradation pariétale où ils constituent des composés chimiques libérés par la plante au 

cours de l’attaque au niveau du lieu d’infection (éliciteur endogène) (Zhao et coll., 2005). 

De nombreuses études reportent l’utilisation de différents composants qui peuvent se 

substituer totalement aux éliciteurs biotiques par les effets qu’ils induisent chez l’hôte. Ils 

sont de nature diverse : oligo- ou poly-saccharide (chitine, xyloglucane, laminarine), 

peptidiques ou protéiques (harpine, élicitines), dérivés lipidiques (Klarzynski et Fritig, 

2001 ; Lateur, 2002 ; Nurnberger et coll., 2004).  

 

La reconnaissance du pathogène et l’élicitation induisent une cascade de réactions 

qui va permettre la mise en place de lignes de défense impliquées dans la résistance de la 

plante à l’infection. La transduction du signal de reconnaissance va provoquer des 

changements physiologiques majeurs chez l’hôte, nécessaires à la protection : émission 

massive de formes actives de l’oxygène (burst oxydatif), flux d’ions et modification du pH 

intracellulaire, renforcement des barrières mécaniques, stimulation d’enzymes de défense 

et relargage de métabolites secondaires dont des composés anti-microbiens (phytoalexines, 

protéine PR), induction de l’expression de certains gènes (Cohn et coll., 2001 ; Klarzynski 

et Fritig, 2001 ; Heil et Bostock, 2002 ; Lateur, 2002). Ces mécanismes de défense sont 

induits lors de l’infection. L’acide salicylique joue un rôle important dans la 

« prémunition » de la plante à l’infection (capacité à résister spécifiquement au micro-

organisme incriminé au-delà de la zone d’infection) et dans la mise en place de la 

résistance systémique acquise, c'est-à-dire la capacité de la plante à résister aux attaques 

ultérieures de divers micro-organismes (Lateur, 2002). La voie de biosynthèse de l’acide 

salicylique interagit de façon étroite avec les voies de biosynthèse de l’acide jasmonique et 

de l’éthylène. Le processus de reconnaissance de l’agent infectieux, les cascades 

métaboliques stimulées, et la mise en place d’une résistance durable et généralisée chez la 

plante comportent des similitudes frappantes avec l’immunité innée chez les animaux 

(Cohn et coll., 2001 ; Nurnberger et coll., 2004).  

 

Les évènements précoces de défense, tels que le burst oxydatif, font partie des 

signatures les plus faciles à détecter et ils ont été mis en évidence chez d’autres organismes 

que les plantes supérieures et les animaux. Ainsi la production de formes actives de 

l’oxygène a été démontrée chez les macroalgues au cours de l’infection par des bactéries 

(Weinberger et Friedlander, 2000 ; Kupper et coll., 2001 ; Weinberger et coll., 2001) ou 



Chapitre I –Introduction 

___________________________________ 

Page 4 

des algues filamenteuses endophytes (Bouarab et coll., 1999 ; Kupper et coll., 2001 ; 

Kupper et coll., 2002). Des éliciteurs issus d’une dégradation pariétale, et mimant ainsi 

l’attaque d’un pathogène tels que les oligoguluronates, induisent un burst oxydatif chez 

l’algue brune Laminaria digitata (Kupper et coll., 2001). Les oligoagars provoquent une 

réponse similaire chez l’algue rouge Gracilaria conferta (Weinberger et coll., 2001). 

Enfin, l’émission d’un burst oxydatif est également observée chez les gamétophytes de 

l’algue rouge Chondrus crispus lors de l’élicitation par des extraits acellulaires de son 

algue verte endophyte Acrochaete operculata (Bouarab et coll., 1999). Si des études 

biochimiques et pharmacologiques sur ce dernier modèle ont permis de montrer 

l’activation de certaines voies de défenses, les données biochimiques et moléculaires des 

mécanismes mis en jeu restent globalement très fragmentaires chez les macroalgues, ou de 

nombreuses voies sont encore à explorer. 

 

Au cours de cette introduction le rôle du burst oxydatif dans la réponse cellulaire et 

sa production seront présentés. Je poursuivrai sur les voies précoces de défense chez les 

plantes et la détoxication active de composés xénobiotiques. Je baserai mon étude 

essentiellement sur les systèmes végétaux, mais lorsque cela sera nécessaire pour étayer 

l’analyse où faciliter la compréhension du manuscrit, je ferai parfois référence aux 

systèmes animaux. L’étude bibliographique introduit la problématique de ce travail de 

thèse.  
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II. Rôle du burst oxydatif dans la réponse cellulaire 

 

La génération d’un burst oxydatif est une des réponses de défense les plus précoces 

suivant l’infection. L’intensification d’une production latente des formes actives de 

l’oxygène (FAO) est une caractéristique importante des interactions hôte/pathogène. Ces 

composés vont avoir un effet toxique sur l’agent infectieux, mais vont également induire 

une cascade signalitique chez la plante.  

 

II.1 Métabolisme des formes actives de l’oxygène 

 

II.1.1 Les formes actives de l’oxygène 

 

Les formes actives de l’oxygène regroupent l’ensemble des composés issus de la 

réduction de l’oxygène moléculaire, ainsi que les radicaux libres oxygénés.  

 

II.1.1.1 Nature 
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Figure 2 : Formes actives de l’oxygène dérivées de l’oxygène moléculaire et générées lors de réactions 
ayant lieu dans les cellules végétales 
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 L’oxygène singulet 

L’oxygène moléculaire peut être transformé en formes actives de l’oxygène par 

transferts d’électrons ou transferts d’énergie (Figure 2). Une transformation par transfert 

d’énergie du dioxygène permet la production de l’oxygène singulet. Sa formation résulte 

généralement d’une excitation photochimique de l’oxygène. Si sa présence a été démontrée 

chez les plantes, il ne semble pas être un produit majoritairement formé au cours des 

réactions présentées en Figure 2. Son implication dans la production de FAO au cours 

d’interactions hôte/pathogène n’a pas été démontrée (Baker et Orlandi, 1995).  

 
 L’anion superoxyde O2·- 

Le premier produit issu de la réduction de l’oxygène moléculaire est l’anion 

superoxyde O2·- : 

O2 + e-  O2·- 

Cette réduction à un électron nécessite un léger apport d’énergie, souvent fourni par des 

systèmes enzymatiques à NAD(P)H. Les étapes de réduction ultérieures ne nécessitent pas 

d’énergie et peuvent intervenir spontanément (Baker et Orlandi, 1995). Au pH 

physiologique l’anion superoxyde est peu réactif en milieu aqueux, ce qui lui permet de se 

déplacer assez loin de son lieu de production. En revanche sa charge électrique le rend 

incapable de diffuser à travers les membranes biologiques (Lamb et Dixon, 1997). Il 

est produit à l’extérieur de la membrane plasmique par les systèmes enzymatiques tels que 

les NADPH oxydases. 

A pH acide il est en équilibre avec sa forme protonée HO2·, plus lipophile et donc 

capable de peroxyder les lipides (Baker et Orlandi, 1995) : 

H+ + O2·-  HO2· 

En solution aqueuse et à pH neutre où légèrement acide, tel qu’on le rencontre au niveau 

des parois cellulaires chez les végétaux, ces deux formes se dismutent spontanément en 

peroxyde d’hydrogène :  

O2·- + 2H+  H2O2 

HO2· + H+ + e-  H2O2 

A pH neutre cette réaction est catalysée par des superoxyde dismutases au niveau du 

cytosol, des chloroplastes et des mitochondries.  

Du fait de ces réactions, la production d’ions superoxyde s’accompagne toujours 

d’une production de peroxyde d’hydrogène. L’anion superoxyde est probablement peu 

toxique par lui-même et intervient surtout comme générateur du radical hydroxyle. 
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 Le peroxyde d’hydrogène 

Le peroxyde d’hydrogène est une forme active de l’oxygène plus stable et moins 

réactive que l’ion superoxyde. Il se forme soit par réduction divalente de l’oxygène 

moléculaire, soit par dismutation de l’anion superoxyde.  

O2 + 2H+ + 2e-  H2O2 

O2·- + 2H+  H2O2 

L’absence de charges électriques à sa surface le rend très lipophile et donc capable de 

traverser les membranes biologiques. Il peut donc atteindre des zones éloignées de son 

lieu de production (Wojtaszek, 1997).  

 Le peroxyde d’hydrogène est soit dégradé en eau et dioxygène, spontanément ou 

par l’intermédiaire de catalases, soit utilisé par des peroxydases telles que l’ascorbate 

peroxydase ou la glutathion peroxydase. Dans ce dernier cas il peut engendrer la 

production de radicaux, dont des radicaux hydroxyles très réactifs. 

H2O2  H2O + ½ O2 

H2O2 + R-H2O2  2H2O + R-O2 

En présence de chlorure, le peroxyde d’hydrogène est transformé par des 

chloroperoxydases, telles que les myéloperoxydases chez les mammifères, en hypochlorite 

HOCl. Celui-ci, sous l’influence de l’ion superoxyde, est transformé en radical hydroxyle 

(Arnhold, 2004).  

H2O2 + Cl-  HClO + HO- 

HClO + O2·-  HO· + O2 + Cl- 

 
 Le radical hydroxyle 

Le radical hydroxyle représente le plus puissant oxydant à un électron connu. Il est 

extrêmement réactif et interagit instantanément avec les sucres, les acides aminés, les 

acides nucléiques, les lipides et en particulier les phospholipides. De part sa capacité à 

initier des réactions radicalaires en chaîne, il est un responsable majeur de modifications 

irréversibles de macromolécules et de dommages aux organites (Wojtaszek, 1997). Son 

temps de demie vie est extrêmement court (10-9 seconde), il n’interagit donc qu’avec des 

molécules présentes dans son voisinage immédiat (Wojtaszek, 1997). 

Il peut être formé directement à partir d’ions superoxyde ou de peroxyde 

d’hydrogène, mais en conditions normales ces réactions sont très lentes et inefficaces pour 

produire des quantités suffisantes de radicaux hydroxyles. En revanche des quantités 

MPO 
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significatives peuvent être produites dans un environnement contenant des métaux tels que 

le fer Fe2+ ou le cuivre Cu+.  

O2·- + Fe3+  Fe2+ + O2 

H2O2 + Fe2+  Fe3+ + HO· + HO- (reaction de Fenton) 

O2·- + H2O2  O2 + HO· + HO- (reaction d’Haber-Weiss) 

Les métaux agissant alors comme catalyseurs, leurs localisations et accessibilités sont 

probablement les facteurs déterminant la formation de radicaux hydroxyles à un site donné.  

 

 Le monoxyde d’azote 

Le monoxyde d’azote est un radical produit à partir de l’arginine par la NO-

synthase chez les animaux. Chez les plantes les voies de biosynthèse restent en revanche 

non élucidées (Neill et coll., 2002). En présence de l’ion superoxyde il donne l’anion 

peroxynitrite ONOO- qui en milieu acide génère deux radicaux NO2· et HO· :  

NO· + O2·-  ONOO- 

ONOO- + H+  NO2· + HO· 

Le peroxynitrite est relativement stable et capable de traverser la membrane plasmique.  

 Il est désormais évident que l’oxyde nitrique NO, au même titre que le peroxyde 

d’hydrogène, joue des rôles signalitiques d’importance dans différents processus 

physiologiques chez les plantes supérieures, tels que l’induction de réponses de défense, la 

reproduction, la croissance et le développement (Grun et coll., 2006).  

 

 Radicaux libres organiques 

Les radicaux libres sont caractérisés par une grande réactivité chimique et une 

courte durée de vie. L’oxygène est à l’origine de la plupart des radicaux libres formés dans 

l’organisme. Les radicaux libres de l’oxygène comportent un ou plusieurs atomes 

d’oxygène et se trouvent soit sous forme de radical libre, soit sous forme protonée.  

Les radicaux peroxyles ROO· sont formés par l’addition d’oxygène moléculaire sur des 

radicaux libres de carbone. Ils sont peu réactifs mais capables de diffuser à travers les 

membranes biologiques. Les hydroperoxydes organiques ROOH sont les formes 

protonées des radicaux peroxyles. Ils sont très réactifs et se redécomposent en radicaux 

peroxyles ou en radicaux alcoxyles. Les radicaux alcoxyles RO· sont formés lors de la 

dégradation des peroxydes organiques. Ils sont très réactifs avec une demie vie de 10-6 

seconde. 
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II.1.1.2 Production basale des FAO 

 

Les formes actives de l’oxygène sont produites de façon continue à l’intérieur de la 

cellule, en tant que sous-produits du métabolisme cellulaire (Figure 3). 

 

 Les chloroplastes 

Les métabolismes aérobies tels que la respiration et la photosynthèse conduisent 

inévitablement à la production de FAO, au niveau des chloroplastes, des mitochondries et 

des peroxisomes. Chez les plantes supérieures, les FAO sont produites de façon 

continue, majoritairement dans les chloroplastes. Les différents types de processus liés 

à cette production sont étroitement associés à la photosynthèse. Ils font intervenir le 

photosystème I qui permet la photoréduction directe de l’oxygène moléculaire, ainsi que 

les réactions liées au cycle photorespiratoire et faisant intervenir la Rubisco. Les radicaux 

superoxyde ainsi générés au niveau du chloroplaste sont rapidement convertis en peroxyde 

d’hydrogène par les CuZn-superoxyde dismutases. Enfin durant la photosynthèse, 

l’oxygène singulet est continuellement produit par le photosystème II. Au cours de stress 

lumineux entraînant la photoinhibition du photosystème II, la production de l’oxygène 

singulet augmente de façon drastique (Apel et Hirt, 2004).  

 

 Respiration mitochondriale 

La réduction de l’oxygène moléculaire par les cytochromes respiratoires 

s’accompagne d’une formation parallèle d’environ 2 % d’ions superoxyde, de peroxyde 

d’hydrogène et éventuellement de radicaux HO·. La production mitochondriale de FAO 

dépend fort logiquement de la disponibilité en oxygène. Chez les mammifères les 

mitochondries sont la source majeure de FAO dans la cellule. Leur contribution chez les 

plantes supérieures est très faible, sans doute grâce à la présence de l’alternative oxydase 

(AOX). Celle-ci catalyse la réduction de l’oxygène moléculaire par l’ubiquinone, et entre 

de ce fait en compétition avec les cytochromes pour la consommation d’électrons. 

L’hypothèse de l’implication de l’alternative oxydase dans la réduction de la 

production de FAO par les mitochondries est notamment supportée par le fait que le 

peroxyde d’hydrogène induit l’expression de ces enzymes (Apel et Hirt, 2004).  
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 Métabolisme cytosolique 

Diverses réactions enzymatiques peuvent produire des radicaux superoxyde et du 

peroxyde d’hydrogène. Chez les organismes aérobies, l’anion superoxyde et le peroxyde 

d’hydrogène sont formés par la voie des pentoses phosphates, ainsi que dans le catabolisme 

des acides aminés et des acides gras. Le monoxyde d’azote est lui synthétisé à partir de 

l’arginine. D’une manière générale toute réaction biochimique faisant intervenir de 

l’oxygène moléculaire est susceptible d’être à l’origine d’une production de FAO. 

Chez les mammifères les peroxydes organiques sont des intermédiaires dans la synthèse 

des prostaglandines, des leucotriènes et des thromboxanes. 

 

 Interaction avec des agents étrangers 

Au-delà du métabolisme cellulaire normal, l’organisme doit faire face aux 

agressions présentes dans son environnement, qu’elles soient d’ordre biologique, chimique 

ou physique. Les biotransformations enzymatiques de composés xénobiotiques, qui 

impliquent généralement des cytochromes P450 situées au niveau des microsomes, vont 

s’accompagner d’une production de radicaux libres par activation de l’oxygène. De la 

même façon d’autres enzymes vont produire des radicaux libres lors de processus de 

défense tels que la phagocytose chez les mammifères. Dans ce cadre la NADPH oxydase 

membranaire joue un rôle majeur dans la propriété bactéricide des neutrophiles par la 

génération d’un burst oxydatif. 

 

 

II.1.1.3 Rupture de l’équilibre : burst oxydatif 

 

Le métabolisme cellulaire normal produit en permanence des formes actives de 

l’oxygène à un niveau basal. Le contrôle de leur formation et de leur élimination préserve 

les cellules de leurs effets nuisibles. Parfois sous l’influence de facteurs extérieurs comme 

des agents pathogènes, des produits polluants, des radiations ionisantes, de fortes 

températures ou divers stress biotiques et abiotiques, la production de ces molécules 

s’intensifie et les systèmes naturels de défense ou de réparation sont saturés. Lorsque 

l’équilibre est rompu entre la capacité anti-oxydante de la cellule et la quantité produite en 

formes actives de l’oxygène, on observe une accumulation de ces composés. 
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Le burst oxydatif se traduit par une augmentation forte et rapide de la teneur 

en FAO en réponse à un stimulus extérieur. Chez les mammifères il est également 

dénommé burst respiratoire, en référence à la forte consommation en oxygène 

accompagnant le phénomène (Wojtaszek, 1997). Chez les plantes un phénomène similaire 

peut être observé, atteignant une quantité accumulée en peroxyde d’hydrogène comparable 

à celle observée chez les neutrophiles de mammifères (1,2 mM) (Lamb et Dixon, 1997). 

 

II.1.2 Effets sur les systèmes biologiques 

 

II.1.2.1 Toxicité directe 

 

Les radicaux libres sont extrêmement réactifs et peuvent réagir avec l’ensemble des 

molécules biologiques qu’ils rencontrent. Dans le cas d’une infection, leur toxicité vise 

directement à tuer le pathogène ou restreindre sa propagation ; les FAO inhibent dans ce 

cadre la germination des spores chez de nombreux pathogènes (Mehdy, 1994).  

 

 Peroxydation des lipides 

La peroxydation des lipides résulte en une désorganisation des structures 

membranaires entraînant le dysfonctionnement des protéines qui y sont imbriquées, 

ainsi que la libération de pentanes et d’aldéhydes qui à fortes concentrations sont toxiques 

pour la cellule. Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont les principaux constituants de la 

membrane lipidique et les plus sujets aux attaques radicalaires. Les radicaux hydroxyles et 

l’oxygène singulet peuvent réagir avec les groupements méthyles des AGPI, formant des 

radicaux peroxyles et hydroperoxyles (Figure 4). Le radical peroxyle (AGPI-OO·) formé 

est très réactif et capable de propager une réaction en chaîne. Les hydroperoxydes de 

lipides (AGPI-OOH) produits peuvent subir un clivage réducteur par des métaux réduits et 

produire des radicaux lipidiques alkoxyles (AGPI-O·) pouvant initier à leur tour d’autres 

réactions en chaîne. 

La composition et l’organisation des lipides au niveau de la membrane va 

influencer l’ampleur de la peroxydation lipidique (degré d’insaturation des AGPI, mobilité 

des lipides dans la bicouche lipidique, etc.) (Blokhina et coll., 2003). 
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Depuis ces dix dernières années la peroxydation des lipides n’est plus perçue 

uniquement comme un processus destructif, mais pouvant également participer à la 

transduction de signaux dans la cellule via des hydroperoxydes lipidiques ou autres dérivés 

lipidiques oxygénés. 

 

 Dénaturation oxydative des acides aminés 

La dénaturation oxydative des acides aminés conduit à la déstabilisation des 

structures secondaires et tertiaires des protéines, ainsi qu’à l’inactivation des 

enzymes. Les acides aminés peuvent subir des phénomènes de carbonylation, rendant les 

protéines ainsi modifiées sensibles aux protéases.  

L’anion superoxyde réagit également avec les protéines contenant un cluster fer-

soufre ou des groupements hémiques. Le peroxyde d’hydrogène peut quant à lui attaquer 

les groupements thiols des protéines ou du glutathion (Mehdy, 1994 ; Gozzo, 2003).  

 

 Modification des bases azotées 

L’oxydation des bases azotées peut provoquer un arrêt ou une aberration de 

l’expression du message génétique des cellules. Elle favorise l’apparition de mutations. 

Les cinq bases azotées (thymine, cytosine, adénine, guanine, uracile) peuvent être 

soumises à des phénomènes d’oxydation. L’ADN mitochondrial est le plus sensible aux 

FAO de part sa présence à proximité de la chaîne respiratoire, l’absence d’histones le 

stabilisant, ainsi qu’une capacité de réparation moindre de l’ADN polymérase 

mitochondriale par rapport aux enzymes nucléaires. Globalement on observe dix fois plus 

de mutations sur l’ADN mitochondrial que sur l’ADN nucléaire. L’apparition de mutations 

au niveau de l’ADN mitochondrial peut introduire des perturbations dans le 

fonctionnement de la mitochondrie.  
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Alors que les organismes eucaryotes sont sur-équipés de mécanismes pour 

combattre l’augmentation des niveaux de FAO durant divers épisodes de stress, dans 

d’autres circonstances ils semblent volontairement les générer en tant que molécules de 

signalisation pour contrôler différents procédés tels que la défense contre les pathogènes ou 

la mort cellulaire programmée.  

 

 

II.1.2.2 Effets protecteurs des FAO produits par la plante 

 

La Figure 5A illustre de façon schématique les réactions séquentielles stimulées à 

la suite de la perception de l’éliciteur ou du pathogène. Seule une partie de ces réponses 

sera évoquée ici. Une entrée importante d’ions calcium et l’alcalinisation extracellulaire 

précède le burst oxydatif. A faibles doses la production de formes actives de l’oxygène par 

la plante hôte peut avoir des effets protecteurs sur ses propres cellules. Selon les doses en 

peroxyde d’hydrogène produites par l’hôte, on arrive à un système où le burst oxydatif 

stimule à la fois la mort et la protection cellulaire. Le renforcement des barrières 

mécaniques et l’activation de voies de défense latentes vont permettre de limiter la 

propagation de l’agent infectieux. Selon la teneur en peroxyde d’hydrogène produite, celui-

ci va à la fois agir comme catalyseur de mort cellulaire chez le pathogène et les cellules 

infectées de la plante, et comme signal diffusible pour l’induction de défenses dans les 

cellules environnantes. 

 

 Densification pariétale 

La production de formes actives de l’oxygène stimule le pontage pariétal (Figure 

5B) : la rapide réticulation oxydative de la paroi cellulaire de l’hôte ressemble à un 

mécanisme auto-scellant permettant de ralentir la progression et l’invasion du 

pathogène pendant la mise en place de défenses nécessitant des phénomènes de 

transcription. 

La cinétique de densification pariétale suit celle du burst oxydatif : dans des 

suspensions cellulaires de haricot et de soja, elle est observée 2 minutes après le début de 

l’élicitation et est terminée après 20-30 minutes (Wojtaszek, 1997). Le peroxyde 

d’hydrogène provoque l’insolubilisation de protéines pariétales, riches en tyrosine et en 

proline. Ce pontage isodityrosine est catalysé par des peroxydases et met en jeu des 
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liaisons covalentes. Cette réaction est H2O2 et pH dépendante. Un second mécanisme plus 

tardif serait pH indépendant et gouverné par les lipides (Wojtaszek, 1997). Les éliciteurs 

fongiques et les dommages mécaniques induiraient l’expression de gènes codant des 

protéines structurales de la paroi riche en tyrosine, tout en inhibant les gènes codant les 

versions pauvres en tyrosine (Lamb et Dixon, 1997). 

 
 Modification de la perméabilité membranaire 

La modification de la perméabilité membranaire et des flux d’ions résultants, est 

l’une des réponses les plus rapides suivant l’élicitation : chez des cellules de persil ces flux 

sont initiés 2 à 5 min après le début de l’élicitation et une alcalinisation transitoire 

extracellulaire est constatée. Les transferts affectés activent majoritairement les influx de 

Ca2+ et H+ et les efflux de K+ et Cl- (Wojtaszek, 1997). Les modifications de pH 

résultantes, dans les différents compartiments cellulaires, jouent un rôle important dans 

la régulation des réponses de défense, et notamment sur la production de FAO. Le burst 

NADPH-dépendant serait ainsi induit par l’accumulation de calcium Ca2+.  

 

 Activation de voies de défense 

Chez les plantes supérieures, le peroxyde d’hydrogène peut provoquer une 

augmentation de la production en acide salicylique. Celui-ci agit en retour en inhibant la 

catalase, ce qui a pour effet de renforcer l’accumulation du H2O2 dans la cellule. Un tel 

effet n’est observé qu’au site d’infection. L’acide salicylique a la propriété d’être impliqué 

dans la mise en place d’une résistance locale et d’une réponse systémique acquise (RSA). 

Il engendre notamment la synthèse des protéines-PR. Le peroxyde d’hydrogène induit 

également la synthèse de ces protéines dans des proportions plus faibles (Lamb et Dixon, 

1997). 

Le peroxyde d’hydrogène a la propriété de stimuler la production de 

phytoalexines. Ces molécules de faibles poids moléculaires ont une activité anti-

microbienne. Leur accumulation est activée par les FAO, même si celles-ci ne sont pas 

indispensables à leur production (Wojtaszek, 1997). Dans des suspensions cellulaires de 

tubercules de pomme de terre, le burst oxydatif précède en moyenne de 1 et 6 heures la 

mort cellulaire et la production de phytoalexines (Doke et coll., 1996).  

Par ailleurs la formation d’ions superoxyde précède l’augmentation des teneurs en 

glutathion et éthylène, ainsi que l’induction des lipoxygénases et de la mort cellulaire 
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(Lamb et Dixon, 1997). Les FAO conduisent à la libération de peroxydes d’acides gras, qui 

servent de précurseurs à la synthèse de l’acide jasmonique chez les plantes (Mehdy, 1994).  

 

 Stimulation de l’expression de gènes de défense 

Le peroxyde d’hydrogène induit l’expression de gènes de défense. Ainsi il 

provoque une faible accumulation des transcrits codant la phénylalanine ammonia-lyase 

et la chalcone synthase, tandis qu’il provoque une rapide induction de ceux codants les 

glutathion S-transférases, glutathion peroxydases, et polyubiquitine. L’induction de 

gènes de défense tels que ceux codants les glutathion peroxydases, va permettre de 

diminuer les teneurs en H2O2 à des doses inférieures à celles provoquant la mort cellulaire. 

Le système est donc régulé de telle façon que le burst induise la mort cellulaire dans les 

cellules infectées ou stimulées, tandis qu’il constitue un signal diffusible provoquant la 

transcription d’agents empêchant la mise en place de la mort cellulaire dans les cellules 

avoisinantes (Lamb et Dixon, 1997). 

Les molécules oxydées et réduites du glutathion, GSSG et GSH, sont également affectées 

par l’augmentation des teneurs en FAO. Elles sont connues pour être des molécules 

régulatrices d’expression de gènes : le GSH induit l’expression de la phénylalanine 

ammonia-lyase et de la chalcone synthase, tandis que la modification de l’équilibre 

GSH/GSSG stimule l’activité phénylalanine ammonia-lyase et l’accumulation de 

phytoalexines (Mehdy, 1994).  

 

II.1.2.3 La réaction hypersensible 

 

La réaction d’hypersensibilité est la réponse de défense la plus extrême mise en 

place par la plante suite à l’agression, au cours de laquelle la mort de quelques cellules est 

observée au profit de la survie de l’organisme entier. Elle est caractérisée par une nécrose 

rapide et localisée des tissus envahis par le pathogène, conduisant au confinement de 

ce dernier au niveau des sites d’infection. Chez les végétaux supérieurs l’infection de 

tissus par des agents pathogènes conduit à des morts cellulaires comportant une grande 

similitude avec le phénomène d’apoptose observé chez les animaux (mort cellulaire 

génétiquement programmée), notamment une fragmentation de l’ADN nucléaire, et 

l’induction d’enzymes spécifiques. La réaction hypersensible est par ailleurs l’expression 

la plus visible de la reconnaissance par la plante hôte de son pathogène (réactions 

incompatibles) (Lamb et Dixon, 1997). 
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La production de FAO est un des évènements indispensables conduisant à la 

réaction hypersensible, même si le burst oxydatif n’est pas capable d’induire seul une telle 

réaction. Il semble exister une relation de cause à effet entre le burst oxydatif et la mort 

cellulaire, basée sur le dépassement de seuils endogènes de teneurs en radicaux oxygénés. 

L’induction de l’expression de gènes de défense en réponse à des doses en H2O2 plus 

faibles que celles nécessaires à l’induction de la mort cellulaire, tend à prouver l’existence 

d’un système finement régulé.  

 

II.1.3 Enzymes impliquées dans la production de formes actives 

de l’oxygène 

 

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la production des formes actives de 

l’oxygène, notamment les NAD(P)H oxydases, certaines peroxydases et lipoxygénases, et 

dans une moindre mesure diverses oxydases apoplastiques ou extracellulaires (xanthine 

oxydases, glucose oxydases, germine-like oxydases).  

Le burst oxydatif est majoritairement attribué à l’activation d’une NADPH oxydase 

située dans la membrane plasmique. En présence de dioxygène et de NADPH 

cytoplasmique, elle libère des ions superoxyde dans le milieu extérieur, qui vont 

rapidement se dismuter en peroxyde d’hydrogène. Si le rôle de la NADPH oxydase dans la 

génération du burst oxydatif est connu depuis longtemps chez les animaux, la première 

mise en évidence de cas similaires chez les végétaux date seulement de 1983 (Doke, 1983).  

Les peroxydases semblent également catalyser l’oxydation du NAD(P)H pour 

permettre la formation d’ions superoxyde, puis du peroxyde d’hydrogène nécessaire à la 

lignification. De nombreuses peroxydases sont localisées au niveau de l’espace 

apoplastique, et sont liées de façon covalente ou anionique aux polymères de la paroi 

(Apel et Hirt, 2004). Une telle localisation conforte le rôle majeur de la NADPH oxydase 

dans la génération du burst oxydatif au détriment des peroxydases : en effet si la 

production de FAO est généralement abolie par des inhibiteurs spécifiques de la NADPH 

oxydase, des protoplastes dépourvus de paroi sont également capables de générer un burst 

(Lamb et Dixon, 1997). L’acidification transitoire de la cellule induirait l’activation de ces 

peroxydases.  
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Les lipoxygénases sont quant à elles souvent à l’origine de la synthèse de radicaux 

libres et libèrent des formes actives de l’oxygène par hydroperoxydation d’acides gras tels 

que l’acide linoléique et l’acide linolénique. Les peroxydes lipidiques libérés lors de ces 

réactions serviraient de précurseurs à la synthèse de l’acide jasmonique. Toutefois 

l’implication des lipoxygénases dans le déroulement du burst oxydatif n’apparaît pas aussi 

clairement que celles de la NADPH oxydase et des peroxydases. En effet la production de 

FAO précède généralement la peroxydation des lipides et les réactions de type 

lipoxygénase seraient sans doute davantage déterminées par la disponibilité en acides gras 

libres qu’une réelle stimulation de l’activité (Baker et Orlandi, 1995).  

 



Chapitre I –Introduction 

___________________________________ 

Page 22 

II.2 La NADPH oxydase 

 

La NADPH oxydase possède un rôle majeur dans la mise en place du burst oxydatif 

chez les plantes. 

 

II.2.1 Mécanisme du burst oxydatif 

 

II.2.1.1 Réaction catalysée 

 

La NADPH oxydase membranaire catalyse l’oxydation du NADPH selon la 

réaction : 

NADPH + 2O2  NADP+, H+ + 2O2·- 

Les électrons sont transférés du NADPH cellulaire à l’oxygène extracellulaire. L’anion 

superoxyde relargué à l’extérieur de la cellule est rapidement dismuté en peroxyde 

d’hydrogène.  

 

II.2.1.2 Cinétique du burst oxydatif 

 

Le burst oxydatif suit une cinétique à 2 phases (Figure 6). La phase I a lieu 

immédiatement après le début de l’élicitation et se traduit par une accumulation modérée et 

transitoire de FAO. Cette phase est dite non spécifique car elle est observée dans des 

réactions de type compatible et incompatible. La phase II se traduit par une production 

massive et prolongée de FAO, et s’observe uniquement dans le cas de réactions 

incompatibles. La mise en place de cette 2ème phase fait appel à des protéines nouvellement 

synthétisées (Yoshioka et coll., 2001) ; l’expression de gènes de la NADPH oxydase serait 

par ailleurs indispensable à l’élaboration de ce second burst et nécessaire à l’établissement 

de la réaction hypersensible (Yoshioka et coll., 2003). 
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Figure 6 : Cinétique d’accumulation du peroxyde d’hydrogène au niveau de la cellule au cours 
d’interactions plante/pathogène 

Les réactions incompatibles comprennent les interactions avec des pathogènes avirulents ; les réactions 
compatibles font référence aux pathogènes virulents qui provoquent la maladie chez la plante.  
 

 

II.2.2 Structure de la NADPH oxydase 

 

Avant d’être mis en évidence chez les plantes supérieures, le complexe NADPH 

oxydase a largement été étudié chez les mammifères, notamment chez les neutrophiles. 

Pour mieux comprendre les particularités du système chez les végétaux, il est tout d’abord 

nécessaire de connaître le complexe et son mode d’activation chez les mammifères.  
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II.2.2.1 Structure du complexe actif chez les neutrophiles 

 

La NADPH oxydase des neutrophiles de mammifères est un complexe 

enzymatique constitué d’un flavocytochrome b558 enchâssé dans la membrane. Cet 

hétérodimère comprend la glycoprotéine gp91phox (sous-unité β, également nommée 

Nox2) et la protéine p22phox (sous-unité α). Des protéines cytosoliques de régulation 

s’associent à ce cytochrome pour générer un complexe actif (Figure 7). Chez les 

neutrophiles, le cytochrome b558 au repos est majoritairement localisé au niveau de la 

membrane de granules spécifiques, une petite fraction seulement (10-20 %) étant présente 

au niveau de la membrane plasmique cellulaire. Lors de l’activation du complexe les 

granules migrent au niveau de la membrane cellulaire et fusionnent avec elle, de telle façon 

qu’elle se trouve alors enrichie en cytochromes b558. Lorsque le pathogène est phagocyté 

par le neutrophile, les flavocytochromes se concentrent au niveau de la membrane 

vacuolaire. Dans le cas de macrophages les NADPH oxydases sont déjà essentiellement 

présentes au niveau de la membrane cellulaire car ils ne contiennent pas de granules 

(Vignais, 2002).  

 

 La sous-unité β : gp91phox 

La sous-unité β, ou gp91phox (phox pour phagocyte oxidase), conserve toute la 

machinerie catalytique nécessaire à l’oxydation du NADPH et à la production des ions 

superoxyde : le site de fixation du FAD, les deux sites de fixation du NADPH et les deux 

centres hémiques. Elle possède 6 domaines transmembranaires, dont deux possèdent les 

couples d’histidine nécessaires à la fixation des hèmes. Les sites de fixation du FAD et du 

NADPH seraient cytosoliques. Les électrons seraient tout d’abord transférés du NADPH 

cytosolique vers le FAD, puis vers les centres hémiques avant d’atteindre l’oxygène 

extracellulaire. Chez l’homme cette sous-unité contient 570 acides aminés pour une masse 

moléculaire d’environ 91 kDa. La gp91phox est fortement glycosylée, la masse des 

oligosaccharides représentant près d’un tiers de la masse totale (Vignais, 2002).  
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A. Complexe NADPH oxydase au repos 
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B. Complexe NADPH oxydase à l’état activé 
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Figure 7 : Modèle structural du complexe NADPH oxydase chez les cellules humaines de neutrophiles 

A. Complexe NADPH oxydase dans des cellules au repos.  
Les facteurs de régulation sont déjà présents et assemblés dans le cytosol, mais non fixés aux deux 
sous-unités membranaires essentielles du complexe. Les deux protéines G sont liées au GDP.  

B. Complexe NADPH oxydase dans des cellules stimulées, conduisant à l’assemblage de l’oxydase et à 
la production d’ions superoxyde. 
Les protéines cytosoliques de régulation sont liées au cytochrome membranaire. Cette fixation fait 
intervenir des phosphorylations au niveau des différentes protéines, ainsi que l’intervention des 
protéines G liées au GTP.  
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 La sous-unité α : p22phox 

La sous-unité α, ou p22phox contient 195 acides aminés avec des domaines 

hydrophobes en N-terminal. Elle contient en C-terminal une région riche en proline, 

représentant un site potentiel de fixation de domaines SH3 (Src homology domain 3), tels 

qu’ils sont rencontrés au niveau des facteurs cytosoliques.  

 

 Les protéines cytosoliques de régulation 

Les protéines cytosoliques de régulation agissent en tant qu’activatrices de la 

NADPH oxydase ; la capacité à produire des ions superoxyde étant régie par le 

flavocytochrome (Leusen et coll., 1996). Elles se transloquent à la membrane après 

stimulation pour former le complexe actif. Les trois protéines cytosoliques majeures 

p40phox, p47phox et p67phox (de poids moléculaires respectifs de 40, 47 et 67 kDa) seraient 

déjà liées entre elles dans le cytoplasme puis subiraient une réorganisation et diverses 

phosphorylations avant de s’associer au cytochrome membranaire. Chaque séquence 

protéique contient au moins un motif SH3 et une région riche en proline. Ces domaines 

jouent un rôle notable dans les interactions entre composants cytosoliques et dans 

l’assemblage du complexe enzymatique.  

L’unité p67phox contient 526 acides aminés et serait liée à la sous-unité β du 

flavocytochrome via un premier domaine SH3. La présence de p47phox au niveau du 

complexe membranaire serait indispensable à la fixation de p67phox. La fixation de cette 

dernière sous-unité faciliterait le flux d’électrons du NADPH vers le centre flavinique. 

L’unité p47phox contient 390 acides aminés et au moins six sites potentiels de 

phosphorylation pour la protéine kinase C. Elle se lierait à une région polyproline de la 

sous-unité α, via deux domaines SH3. Elle permet le transfert des électrons du FAD réduit 

vers les deux centres hémiques du flavocytochrome jusqu’à l’oxygène. 

L’unité p40phox contient 339 acides aminés et fut mise en évidence plus tardivement. Son 

rôle dans l’activation du complexe est plus subtil : sa présence permettrait en effet 

d’augmenter l’affinité de p47phox pour le flavocytochrome, mais de trop fortes 

concentrations en p40phox auraient un effet inhibiteur (Cross, 2000). Son domaine SH3 est 

lié à la région polyproline de p47phox, tandis que sa région N-terminale est elle-même liée à 

p67phox.  

 Deux protéines G jouent également un rôle important dans l’activation du 

complexe : Rap1A et rac, de poids moléculaires respectifs de 26 et 21 kDa. Au repos elles 
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sont toutes deux liées au GDP, puis sous leur forme active liée au GTP lors de l’activation 

du complexe. Rap1A s’associerait au flavocytochrome tandis que rac permettrait la 

fixation de p47phox à la membrane, suivie de p67phox (Leusen et coll., 1996).  

 

II.2.2.2 Homologues à la NADPH oxydase chez les cellules 

non-phagocytaires 

 

Chez les cellules phagocytaires de mammifères telles que les neutrophiles, la 

production d’anions superoxyde fait partie intégrante des mécanismes bactéricides. Cette 

fonction est largement assumée par la NADPH oxydase membranaire. 

Des études plus récentes ont montré que les cellules non-phagocytaires possèdent 

également des homologues à la sous-unité catalytique de la NADPH oxydase. Ils 

définissent ce que l’on nomme communément la famille « Nox ». Nox1, localisée dans le 

colon et la barrière intestinale, jouerait un rôle dans la défense immunitaire innée (Bokoch 

et Knaus, 2003) ainsi que dans la croissance et la régulation cellulaire (Banfi et coll., 

2001). L’expression de Nox3 est limitée aux tissus fœtaux où elle semble jouer un rôle 

dans la transduction du signal lié au développement (Bokoch et Knaus, 2003). Nox4 est, en 

revanche, exprimée dans des tissus bien spécifiques : on la rencontre dans le rein, l’utérus 

(Edens et coll., 2001), les ostéoclastes (Yang et coll., 2001) et les cellules adipeuses 

sensibles à l’insuline (Mahadev et coll., 2004). Il s’agit également de l’isoforme la plus 

fréquemment rencontrée dans les cellules cancéreuses (Cheng et coll., 2001). Nox1 et 

Nox4 ont la particularité d’être exprimées de façon constitutive (Edens et coll., 2001). En 

revanche la présence de facteurs cytosoliques ou de sous-unités membranaires associées à 

ces différentes isoformes est assez peu documentée dans la littérature. Si certaines 

protéines cytosoliques semblent être nécessaires à l’activité NADPH oxydase de Nox1, en 

revanche dans le cas de Nox4 il est très probable que de tels facteurs ne soient pas 

indispensables à son activité (Banfi et coll., 2001 ; Bokoch et Knaus, 2003).  

Nox5 est l’homologue le plus divergent de cette famille, de part son extension 

caractéristique en N-terminal contenant 3 motifs EF-hands pour la fixation du calcium. 

En terme d’activité Nox5 se rapproche de la gp91phox, puisqu’elle nécessite une stimulation 

pour être active. De plus, tout comme la gp91phox et contrairement à Nox1 ou Nox4, elle 

peut produire de grandes quantités d’anions superoxyde (Banfi et coll., 2001). Elle serait 

essentiellement exprimée dans les spermatocystes d’une part, où elle jouerait un rôle dans 

les premiers stades de la spermatogénèse impliquant des phénomènes de division cellulaire 
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et de compaction de l’ADN, et dans les régions riches en lymphocytes B et T d’autre part, 

où elle pourrait permettre l’activation, la prolifération et la différenciation de ces cellules. 

Confirmant sa particularité, Nox5 semble être strictement régulée par la disponibilité en 

calcium, et ne génère pas d’anions superoxyde lorsqu’elle est dépourvue de ses motifs de 

fixation du calcium. Elle peut également fonctionner comme une pompe à protons, mais 

contrairement à la gp91phox, uniquement lorsque la concentration cellulaire en Ca2+ 

augmente (Banfi et coll., 2001). 

Les membres de la famille « Duox » (pour Dual oxidases) possèdent des 

caractéristiques structurales communes à Nox5 puisqu’ils disposent également d’une 

extension en N-terminal, contenant 2 sites EF-hands pour la fixation du calcium, un 

domaine transmembranaire supplémentaire suivi d’un domaine peroxydase (Banfi et 

coll., 2001 ; Edens et coll., 2001 ; Bokoch et Knaus, 2003). Chez ces enzymes, le peroxyde 

d’hydrogène généré suite à l’activité du domaine NADPH oxydase, pourrait servir de 

substrat au domaine peroxydase (Edens et coll., 2001). Des homologues aux Duox 

humaines ont par ailleurs été identifiés chez le porc, la drosophile et les nématodes (Banfi 

et coll., 2001 ; Edens et coll., 2001). Chez Caenorhabditis elegans, les Duox auraient un 

rôle dans la génèse de la cuticule par pontage de résidus tyrosine (Edens et coll., 2001).  

 

II.2.2.3 Structure de la NADPH oxydase chez les plantes 

 

Un burst oxydatif similaire à celui constaté chez les mammifères est observé chez 

les plantes supérieures après élicitation par des extraits de pathogènes. Cette production de 

FAO s’observe au niveau des fractions membranaires des cellules et est inhibée par le DPI 

(diphenylene ionodium), un inhibiteur classique de flavocytochromes tels que les NADPH 

oxydases chez les mammifères. L’existence d’homologues à la NADPH oxydase de 

neutrophiles a donc été suspectée chez les plantes supérieures, puis confirmée au 

début des années 1990 avec l’identification d’une série de transcrits présentant de 

fortes homologies à la gp91phox humaine. Ces homologues alors dénommés rboh pour 

respiratory burst oxidase homologue, sont rencontrés chez le riz (Groom et coll., 1996 ; 

Torres et coll., 1998), Arabidopsis thaliana (Desikan et coll., 1998 ; Keller et coll., 1998 ; 

Torres et coll., 1998), la tomate (Amicucci et coll., 1999), la pomme de terre (Yoshioka et 

coll., 2001) et le tabac (Simon-Plas et coll., 2002 ; Yoshioka et coll., 2003). Il a été montré 

que la plupart de ces homologues sont impliqués dans l’accumulation de formes actives de 

l’oxygène lors d’interactions incompatibles entre plantes résistantes et pathogènes 
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avirulents. Ces enzymes seraient donc impliquées dans l’activation de réponses de défense 

chez la plante. 

Des anticorps dirigés contre les composants humains p22phox, p47phox et p67phox, 

détectent des protéines de tailles similaires dans des extraits de plantes (Desikan et coll., 

1996). Pourtant, aucun gène codant pour ces sous-unités n’a depuis été identifié chez les 

plantes supérieures, et leur présence n’a pas été révélée dans le génome entièrement 

séquencé d’Arabidopsis thaliana. Par ailleurs, Sagi et Fluhr (2001) ont montré que le 

composant membranaire de la NADPH oxydase chez la tomate était capable de produire 

des ions superoxyde en absence de composants cytosoliques additionnels. De ce fait la 

large sous-unité homologue à la gp91phox, semble être le seul élément requis pour la 

mise en place d’une activité NADPH oxydase chez les plantes. En revanche les 

isoformes végétales ont toutes la particularité de posséder une extension N-terminale 

d’environ 350 acides aminés et située dans le cytosol, au niveau de laquelle on retrouve 

deux motifs de fixation du calcium (motifs EF-hands). La fixation des ions Ca2+ au niveau 

de ces sites à été démontrée chez l’isoforme AtrbohF d’Arabidopsis thaliana (dénommée 

AtrbohA par l’auteur) par Keller et coll. (1998), suggérant une régulation directe de 

l’enzyme par le calcium chez les plantes supérieures.  

 

II.2.3 Parenté avec les ferriques réductases membranaires 

 

Des ferrique réductases membranaires, identifiées chez les levures et les plantes 

supérieures, possèdent des ressemblances frappantes avec les NADPH oxydases.  

 

II.2.3.1 Nature des ferriques réductases membranaires 

 

Les ferriques réductases membranaires permettent la réduction extracellulaire des 

ions ferriques Fe3+ en ions ferreux Fe2+, avant leur absorption à l’intérieur de la cellule via 

des transporteurs membranaires. Elles jouent un rôle important dans l’alimentation de la 

plante en augmentant la disponibilité du fer du sol, présent essentiellement sous forme 

Fe3+-chélaté souvent insoluble. Ces enzymes sont généralement induites lors de périodes 

de carence. On les rencontre chez les levures et les plantes à stratégies I, par opposition aux 

plantes à stratégies II (graminées) qui réduisent le fer dans le cytoplasme après importation 

d’un complexe Fe3+-sidérophore (Schmidt, 2003 ; Cohen et coll., 2004).  
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Le génome d’Arabidopsis thaliana contiendrait au moins cinq membres de 

ferriques réductases membranaires (FRO), dont FRO1 et FRO2 qui ont été étudiées plus 

précisément (Robinson et coll., 1999 ; Waters et coll., 2002). Sept gènes ont été identifiés 

chez Saccharomyces cerevisiae (FRE1 à 7) où les enzymes Fre1 et Fre2 sont responsables 

de plus de 99 % de l’activité ferrique réductase in vivo (Schroder et coll., 2003).  

 

II.2.3.2 Homologie de séquence 

 

Les ferriques réductases membranaires présentent une structure topologique 

et catalytique conservée par rapport aux NADPH oxydases. Les six domaines 

transmembranaires identifiés chez la gp91phox sont conservés chez l’ensemble des ferriques 

réductases membranaires. Chez la levure, la séquence légèrement plus longue possède un 

domaine hydrophobe N-terminal supplémentaire. La machinerie catalytique est également 

conservée : les deux sites de fixation du NADPH, le site de fixation du FAD ainsi que les 

deux centres hémiques. 

 

II.2.3.3 Homologie catalytique 

 

Le mécanisme catalytique de la réduction des ions Fe3+ est extrêmement similaire au 

mécanisme catalytique de réduction de l’oxygène cytosolique par les NADPH oxydases : 

l’enzyme utilise également le NADPH cytosolique comme donneur d’électrons, puis le 

transfert a lieu du NADPH vers le FAD, avant d’atteindre les centres hémiques et le fer 

extracellulaire. Shinyashiki et coll. (2004) ont pu montrer que la FRE1 de S. cerevisiae 

était, tout comme la NADPH oxydase, inhibée par le NO et, de ce fait, faisait de cette 

enzyme un bon modèle d’étude de l’interaction du NO avec la NADPH oxydase. Fineglod 

et coll. (1996) ont également montré que l’intégrité des deux hèmes est indispensable au 

bon fonctionnement des deux enzymes. 

Par analogie à la NADPH oxydase, il est probable que l’anion superoxyde soit 

généré par la ferrique réductase membranaire, comme produit intermédiaire avant la 

réduction du fer (Schroder et coll., 2003). En revanche il n’existe pas d’homologie de 

régulation de ces deux enzymes, les ferriques réductases membranaires étant 

spécifiquement induites dans le cas de carences en fer ou en cuivre.  
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II.3 Les peroxydases 

 

Les peroxydases apoplastiques chez les plantes supérieures ont un rôle moindre que 

celui de la NADPH oxydase dans la génération du burst oxydatif. En revanche chez 

certains organismes d’autres peroxydases ont un rôle plus important. C’est le cas des 

myeloperoxydases chez les neutrophiles de mammifères, dont le rôle est considéré d’égale 

importance à celui des NADPH oxydases, dans l’activité bactéricide de ces cellules. La 

production de composés halogénés toxiques par les haloperoxydases chez les algues 

marines vient s’ajouter à la production des FAO du burst oxydatif dans la lutte contre 

l’agent infectieux.  

 

II.3.1 Le groupe très diversifié des peroxydases 

 

D’une façon générale les peroxydases catalysent la réduction du peroxyde 

d’hydrogène en utilisant divers donneurs d’électrons organiques ou inorganiques. La 

diversité des substrats utilisés et donc des réactions catalysées, expliquent leur implication 

dans de nombreux processus physiologiques tels que la croissance cellulaire, la 

lignification chez les plantes supérieures, mais également la synthèse hormonale, 

l’oxydation de certains xénobiotiques chez les mammifères et la participation aux voies de 

défense contre les pathogènes. Dans ce dernier cas les haloperoxydases génèrent, à partir 

du peroxyde d’hydrogène, des composés halogénés toxiques pour les micro-organismes. 

Les peroxydases sont présentes chez la plupart des organismes vivants, la grande majorité 

d’entre elles étant des enzymes à hèmes, présentant une protoporphyrine IX comme 

groupement prosthétique. 

 

Les peroxydases à hèmes sont généralement divisées en deux grandes familles qui 

souvent sont dénommées par extension, et de façon contestable, les peroxydases animales 

et les peroxydases végétales. Elles illustrent deux origines ancestrales différentes. La 

première grande famille (peroxydases animales) est essentiellement rencontrée chez les 

mammifères, et fait référence à l’ensemble de la famille des myéloperoxydases et de ses 

plus proches homologues. Les peroxydases de la seconde grande famille (peroxydases 

végétales) sont réparties en trois classes selon leur localisation cellulaire et leur fonction. 

La classe I regroupe des peroxydases intracellulaires, elles sont rencontrées chez les 



Chapitre I –Introduction 

___________________________________ 

Page 32 

plantes supérieures et les champignons. Certains membres de cette classe ont une activité 

catalase-peroxydase, les autres membres ayant une forte spécificité de substrat 

(cytochrome c oxydase, ascorbate peroxydase, etc.). La classe II fait référence à des 

peroxydases fongiques extracellulaires, dont certaines sont impliquées dans des processus 

de dégradation de la lignine. Les peroxydases de classe III sont des enzymes 

extracellulaires, représentées chez les animaux, les plantes supérieures et les micro-

organismes. 

 

Parmi les enzymes non répertoriées dans ces deux grandes familles il y a 

notamment d’autres haloperoxydases, essentiellement rencontrées chez les champignons, 

les bactéries et les algues. Elles peuvent ne posséder aucun groupement prosthétique tel 

qu’on le rencontre chez les bactéries, ou utiliser le vanadate en tant que co-facteur comme 

dans le cas des eucaryotes marins (Conesa et coll., 2002 ; Zamocky, 2004). Les 

peroxydases thiol-dépendantes forment une dernière famille de peroxydases rencontrées 

chez les mammifères, les plantes supérieures, les champignons et les bactéries. Elles ne 

possèdent pas d’hèmes mais une cystéine catalytique (glutathion peroxydases et 

peroxiredoxines).  

 

II.3.2 Les peroxydases animales à hème 

 

Les myéloperoxydases appartiennent à la famille des peroxydases de 

mammifères, étendue depuis quelques années à la famille des peroxydases animales après 

la découverte de nouveaux homologues chez les invertébrés. Les myéloperoxydases font 

donc partie d’une large famille de peroxydases animales incluant également les 

peroxydases d’éosinophiles (eosinophil peroxidases), les lactoperoxydases 

(lactoperoxidases), les peroxydases de la thyroïde (thyroid peroxidases), les 

ovoperoxydases (ovoperoxidases) et les peroxydases salivaires (salivary peroxidases). Au-

delà de leur dénomination courante et discutable de « peroxydases animales », on rencontre 

ces enzymes non seulement chez les mammifères, les insectes, les nématodes, mais 

également chez les champignons, certaines bactéries et cyanobactéries. En revanche aucun 

homologue n’a jamais été répertorié chez les plantes supérieures.  
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II.3.2.1 Structure et biosynthèse des myéloperoxydases 

 

Les peroxydases animales sont des enzymes homodimériques à hème, d’environ 

140-200 kDa. Les monomères sont constitués d’environ 600-700 acides aminés, avec une 

fixation covalente à l’hème, contrairement aux peroxydases végétales, qui en plus des 

différences au niveau du site catalytique, sont souvent plus courtes (environ 300 acides 

aminés) et où l’hème est fixé de façon non-covalente. Chaque monomère est par ailleurs 

composé de deux chaînes polypeptidiques : une chaîne légère d’environ 100 acides 

aminés, et une chaîne lourde d’environ 500 acides aminés. Ces deux chaînes résultent de 

l’excision post-transcriptionnelle d’un seul polypeptide précurseur. Les deux sous-unités 

d’un même monomère sont liées de façon covalente par des ponts disulfures (Figure 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Structure dimérique de la 
myéloperoxydase humaine (HsMPO) 

Les chaînes lourdes des deux monomères sont 
représentées en rouge et bleu, avec les chaînes 
légères représentées dans une tonalité plus claire de 
la même couleur. Les autres couleurs font référence 
aux hèmes (vert), carbohydrates (orange), calcium 
(rose) et chlorure (jaune). Au centre de la molécule 
le pont disulfure est représenté en noir (d’après 
Fiedler et coll., 2000). 
 

 

 



Chapitre I –Introduction 

___________________________________ 

Page 34 

 

II.3.2.2 Rôle des myéloperoxydases dans le burst oxydatif 

 

Avec la NADPH oxydase membranaire, la myéloperoxydase est impliquée dans la 

formation de formes actives de l’oxygène et dans l’oxydation du matériel biologique. Elle 

constitue la protéine la plus abondante des granules de neutrophiles. Les peroxydases 

animales oxydent les halogénures (haloperoxydases). La myéloperoxydase oxyde 

préférentiellement le chlore (chloroperoxydase), tandis que les peroxydases 

d’éosinophiles et lactoperoxydases oxydent préférentiellement le brome 

(bromoperoxydase). Les concentrations physiologiques des différents halogènes sont par 

ailleurs largement en faveur de l’ion chlorure  (140  mM Cl-, 20-100 µM Br-, 100-500 nM 

I-) (O'Brien, 2000). Quand les neutrophiles sont activés, les myéloperoxydases utilisent le 

peroxyde d’hydrogène issu du burst oxydatif pour oxyder le chlore et produire de 

l’hypochlorite HOCl, cinquante fois plus toxique pour les micro-organismes.  

 

H2O2 + Cl-  HClO + HO- 

Cette enzyme intervient donc directement en aval du burst oxydatif, après la production par 

la NADPH oxydase d’ions superoxyde, rapidement dismutés en peroxyde d’hydrogène : 

certaines études ont ainsi montré les rôles d’égale importance des myéloperoxydases et 

NADPH oxydases dans certains mécanismes de réponse à l’infection.  

 La myéloperoxydase peut également oxyder d’autres composés biologiques que le 

peroxyde d’hydrogène pour donner des radicaux libres très réactifs : thiocyanate, oxyde 

nitrique, ascorbate, urate, tyrosine. Elle aurait chez certains organismes d’autres fonctions, 

notamment la peroxydation des lipides par les produits libérés et l’adhésion à certaines 

protéines de surface cellulaire (Arnhold, 2004).  

MPO 
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II.3.3 Les haloperoxydases chez les algues 

 

D’autres organismes possèdent également des peroxydases impliquées dans la 

production de composés toxiques lors de la lutte contre l’agent infectieux. Les macroalgues 

marines ont ainsi mis à profit leur environnement et les teneurs élevées en halogènes du 

milieu marin (140 mM Cl-, 0,84 µM Br-, 0,47 nM I-) pour développer des activités 

haloperoxydases conduisant à la production de composés halogénés volatils toxiques. Dans 

le cas des algues se sont des haloperoxydases à vanadate (Figure 9).  

 

 

 

Figure 9 : Structure dimérique de la 
bromoperoxydase de l’algue rouge Corallina 
officilanis (CoBPO) 

Les deux monomères sont représentés en rouge et 
vert. L’ion magnésium et le phosphate 
inorganique sont représentés en jaune et rouge 
respectivement (d’après Isupov et coll., 2000). 
 

 

 

 

II.3.3.1 Les composés halogénés 

 

Le fluor, le chlore, le brome, l’iode, forment le groupe des halogènes 

communément rencontrés dans le milieu naturel. Ils entrent dans la composition des 

composés inorganiques ou organiques halogénés. Dans le cas des composés inorganiques, 

le fluor est l’élément le plus rencontré, essentiellement dans la croûte terrestre. Le chlore 

est majoritairement retrouvé dans les océans sous forme de chlorure NaCl. Le brome et 

l’iode sont présents à de plus faibles quantités, essentiellement dans l’océan sous forme 

d’ions. La plupart des composés organiques halogénés contiennent du chlore. Ils sont 

formés à partir des halogènes inorganiques, soit par des processus abiotiques (feux de 

forêts, éruptions volcaniques), soit par divers organismes vivants (bactéries, champignons, 

algues, etc.), d’autres composés ont une origine anthropique (la majorité des métabolites 

chlorés et fluorés). Les métabolites bromés et iodés qui prédominent dans l’environnement 
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marin ont majoritairement des sources naturelles de production. Enfin les composés 

halogénés constitués d’un à trois carbones peuvent être volatils : ce sont les composés 

halogénés volatils ou VOHC (Volatile Halogenated Organic Compounds). Dans le cycle 

biogéochimique de production des halogènes, les algues constituent un compartiment 

d’importance pour la production naturelle de VOHC, réémis ensuite vers l’atmosphère 

(Colin, 2004).  

 

 

II.3.3.2 Les haloperoxydases 

 

Les haloperoxydases (HPO) présentes chez la plupart des règnes du vivant, sont 

impliquées dans l’halogénation d’un nombre important de composés organiques. Elles 

sont capables, en présence de peroxyde d’hydrogène, d’oxyder les halogénures (X- 

pour Cl-, Br- ou I-), et éventuellement de produire des composés organiques halogénés. 

 

H2O2 + X- + H+  HOX + H2O 

RH + HOX  RX + H2O 

H2O2 + RH + X- + H+  RX + 2H2O 

L’acide hypohalogéneux HOX peut également être réduit par un second peroxyde 

d’hydrogène pour conduire à la formation de l’halogénure :  

HOX + H2O2  X- + O2 + H2O + H+ 

 

Les haloperoxydases sont nommées suivant l’halogénure le plus électronégatif 

qu’elles sont capables d’oxyder : une chloroperoxydase (CPO) oxyde le chlorure, le 

bromure et l’iodure, une bromoperoxydase (BPO) oxyde le bromure et l’iodure, tandis 

qu’une iodoperoxydase (IPO) oxyde spécifiquement l’iodure. Un très grand nombre 

d’activités CPO, BPO et IPO ont pu être mises en évidence chez des bactéries, des lichens, 

des champignons, des algues marines, des invertébrés marins, et des animaux terrestres 

(Colin, 2004). Les haloperoxydases ne présentant aucun groupement prosthétique sont 

présentes chez de nombreuses bactéries. Les organismes terrestres possèdent 

essentiellement des haloperoxydases à hème (cas des myéloperoxydases chez les 

mammifères). Les activités haloperoxydases utilisant le vanadate VO4
3- comme 

cofacteur (vHPO) sont majoritairement retrouvées chez les eucaryotes marins, et sont 

HPO 

HPO 

HPO
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soient des bromoperoxydases, soient des iodoperoxydases. La première activité vBPO a été 

caractérisée chez l’algue brune Ascophyllum nodosum, depuis de nombreuses activités 

vBPO ont été identifiées chez les algues vertes, les algues brunes et les algues rouges. Les 

haloperoxydases de l’algue brune Laminaria digitata et de l’algue rouge Chondrus crispus, 

font l’objet d’études plus approfondies au niveau moléculaire et biochimique, au sein du 

laboratoire, par l’équipe « Biochimie des défense des algues » dirigée par Philippe Potin.  

 

 

II.3.3.3 Rôles biologiques des vHPO 

 

 Absorption d’halogénures 

La majorité des macroalgues a la capacité de concentrer soit le brome soit 

l’iode. En particulier les algues brunes appartenant à l’ordre des Laminariales représentent 

le plus grand réservoir d’iode parmi les organismes vivants. Ces algues ont d’ailleurs été 

longtemps exploitées comme source d’iode. L’absorption des halogénures ferait intervenir 

des processus de diffusion facilitée, mettant en jeu des enzymes extracellulaires de type 

haloperoxydases (Colin, 2004). 

 

 Détoxication du peroxyde d’hydrogène 

De la même façon que chez les mammifères ou les plantes supérieures, lorsque les 

algues marines sont soumises à des stress biotiques ou abiotiques, elles génèrent des 

quantités massives de formes actives de l’oxygène. Si elles possèdent des systèmes anti-

oxydants similaires à ceux rencontrés chez les mammifères ou les plantes supérieures 

(molécules anti-oxydantes telles que le glutathion, l’acide ascorbique, ou enzymes à 

activité anti-oxydante telles que les superoxyde dismutases, les catalases), les 

haloperoxydases pourraient également avoir un rôle dans la détoxification du 

peroxyde d’hydrogène, tout en produisant des VHOC.  
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 Production de composés halogénés toxiques 

Chez les algues marines la production de composés halogénés, et en particulier de 

composés halogénés volatils (bromoforme, chloroforme, bromométhane, etc.) semblent 

faire partie des stratégies mises en place par l’algue pour se protéger contre les épiphytes, 

ou faire face à l’attaque de pathogènes. Ces composés ont des propriétés antimicrobiennes 

et agissent également contre les herbivores. Chez l’algue brune Laminaria digitata, 

l’application de fragments de sa propre paroi, les oligoalginates, mime l’attaque d’un 

pathogène et provoque l’émission d’un burst oxydatif. Un efflux d’iodures est simultané au 

burst oxydatif et est suivi par une augmentation de l’émission de composés organiques 

volatils iodés (Kupper et coll., 2001). L’élicitation par des oligoagars de l’algue rouge 

Gracilaria conferta provoque une émission massive de peroxyde d’hydrogène, précédant 

la stimulation immédiate d’une activité haloperoxydase. Chez l’algue rouge Chondrus 

crispus des extraits acellulaires de son algue verte endophyte A. operculata induit la 

génération d’un burst oxydatif suivi par l’émission de VOHC potentiellement toxiques 

pour l’endophyte (Bouarab, 2000). 
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III. Les voies précoces de défense 

 

Les formes actives de l’oxygène utilisées par l’organisme pour tuer des micro-

organismes envahissants, peuvent au même moment endommager les cellules 

environnantes de l’hôte. La cellule doit savoir se prémunir des effets néfastes d’une telle 

production. 

 

III.1 Mécanisme de prévention 

 

Les systèmes anti-oxydants de la cellule comprennent (Figure 10) des molécules 

susceptibles de piéger les métaux réducteurs catalyseurs de la production de FAO, des 

antioxydants de faible poids moléculaires, et enfin des enzymes capturant les FAO ou 

ayant un rôle dans la détoxification des produits issus de la peroxydation des lipides 

(Blokhina et coll., 2003).  
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III.1.1 Piégeage des métaux 

 

Les métaux à l’état réduit sont susceptibles de faciliter la production de formes 

actives de l’oxygène, et en particulier du radical hydroxyle très réactif (réaction de Fenton 

et d’Habeir-Weiss). Les molécules réduisant la disponibilité en métaux préviennent 

ainsi la surproduction de radicaux libres de l’oxygène. Cette ligne de défense comprend 

des protéines chélatrice et/ou de stockage des métaux : métallothionines, ferritine, 

siderophores (cas des graminées). La ferritine est une protéine capable de stocker jusqu’à 

4500 atomes de fer, et est généralement utilisée par la plante pour augmenter la teneur 

cellulaire en fer dans le cas de carences nutritionnelles (Grotz et Guerinot, 2002). Ainsi 

l’oxydation du cuivre de leur état cuivreux Cu+ et ferreux Fe2+, vers leur état cuivrique 

Cu2+ et ferrique Fe3+, diminue leur toxicité. 

 

III.1.2 Molécules anti-oxydantes 

 

Un certain nombre de substances anti-oxydantes s’opposent à la propagation 

des réactions radicalaires, très souvent en formant à partir d’un radical très réactif, 

un autre radical beaucoup moins réactif. Les anti-oxydants liposolubles sont présents 

surtout au niveau des membranes : vitamine E (tocotriénols), vitamine A (caroténoïdes), 

quinones. Les anti-oxydants hydrosolubles sont l’acide ascorbique, le glutathion. 

Les tocophérols et tocotriénols sont des composés regroupés sous le terme de 

vitamine E. Ils sont capables de réparer directement des radicaux oxydés, prévenant ainsi 

la propagation de réactions en chaîne durant l’auto-oxydation des lipides. Les tocophérols 

et tocotriénols sont des constituants essentiels des membranes ; ils sont synthétisés 

uniquement par les organismes photosynthétiques (Blokhina et coll., 2003).  

L’acide ascorbique est un anti-oxydant très puissant, mais il possède également un 

rôle pro-oxydant. Il est oxydé en monodehydroascorbate (MDA) et déhydroascorbate 

(DHA). Il retourne sous forme d’ascorbate à travers le cycle ascorbate-glutathion 

(Blokhina et coll., 2003 ; Apel et Hirt, 2004).  

Le glutathion est un tripeptide abondant dans tous les tissus et présent au niveau de 

tous les compartiments cellulaires (cytosol, réticulum endoplasmique, vacuole, 

mitochondrie). Le glutathion est la forme majeure de stockage du sulfure dans la cellule. 

Le glutathion réduit GSH est oxydé par les FAO pour former le glutathion oxydé GSSG. 
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En plus de pouvoir interagir directement avec certains radicaux libres, il est nécessaire à 

l’activité de la glutathion peroxydase et de la glutathion S-transférase qui catalyse la 

conjugaison de composés électrophiles potentiellement toxiques pour la cellule (Blokhina 

et coll., 2003 ; Apel et Hirt, 2004). 

 

III.1.3 Réactions enzymatiques 

 

Les enzymes à activité anti-oxydante permettent une réduction directe de la 

concentration en ions superoxyde et en peroxyde d’hydrogène. Il s’agit d’enzymes 

telles que les superoxyde dismutases, les catalases, les glutathion peroxydases et les 

ascorbate peroxydases. 

 

Les superoxyde dismutases (SOD) constituent la première ligne de défense contre 

les FAO en catalysant la transformation des ions superoxyde en peroxyde d’hydrogène. 

Elles accélèrent jusqu’à 1010 fois la réaction spontanée de dismutation (Lamb et Dixon, 

1997). 

O2·- + 2H+  H2O2 

Elles sont présentes dans tous les compartiments cellulaires. Contrairement à la plupart des 

organismes, les plantes ont de multiples gènes codant des superoxyde dismutases et 

ascorbate peroxydases. Différentes isoformes sont spécifiquement dédiées aux 

chloroplastes, mitochondries, peroxysomes (Apel et Hirt, 2004). Les trois types d’enzymes 

sont classifiées suivant leur cofacteur métallique : les deux premières, FeSOD chez les 

chloroplastes et MnSOD chez les mitochondries, possèdent une structure similaire, la 

troisième, Cu/Zn-SOD est retrouvée dans le cytosol et le chloroplaste. La superoxyde 

dismutase est inductible : sa biosynthèse est augmentée par l’hyperoxygénation et par 

certains toxiques, tel que le pesticide paraquat.  

 

La catalase est présente dans le cytosol et dans les peroxysomes. Elle fonctionne 

par formation d’un complexe intermédiaire catalase-H2O2. Son activité aboutit à la 

destruction du peroxyde d’hydrogène.  

 

H2O2  H2O + ½ O2 

Cependant en présence d’un substrat approprié elle peut néanmoins agir en tant que 

peroxydase et produire des radicaux hydroxyles (Blokhina et coll., 2003). 

SOD 

catalase 
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La glutathion peroxydase (GPx) est présente dans le cytosol et la mitochondrie. 

Elle détruit le peroxyde d’hydrogène et les hydroperoxydes en utilisant le glutathion 

comme substrat. 

H2O2 + 2 GSH  GSSG + 2 H2O 

ROOH + 2 GSH  GSSG + ROH + H2O 

Le maintien de l’activité de la glutathion peroxydase nécessite la régénération du 

glutathion réduit GSH, assurée par la glutathion réductase à partir du NADPH. Certaines 

glutathion S-transférases possèdent également une activité glutathion peroxydase, et ne 

transforment que les hydroperoxydes organiques.  

 

La superoxyde dismutase a un effet protecteur contre les réactions radicalaires dans 

la mesure où la catalase et la glutathion peroxydase sont suffisantes pour détruire le 

peroxyde d’hydrogène libéré. Dans le cas contraire, surtout en présence de métaux, cela 

conduit à la formation des radicaux hydroxyles extrêmement toxiques.  

 

III.1.3.1 La glutathion peroxydase 

 

La glutathion peroxydase assure la dégradation du peroxyde d’hydrogène ainsi que 

celle des hydroperoxydes organiques formés par oxydation des acides gras en alcools. 

C’est une peroxydase GSH-dépendante et enzyme à sélénium. Le glutathion réduit est 

oxydé au cours de la réaction, puis régénéré grâce à l’intervention de la glutathion 

réductase. 

 

  GSSG + 2 NADPH,H+  2 GSH + 2 NADP+ 

 

Le rôle de la glutathion peroxydase est très important dans la plupart des tissus où 

elle réalise la quasi totalité de l’élimination du peroxyde d’hydrogène. Chez les 

mammifères elle participe pour 70 % à la réduction des peroxydes organiques et à plus de 

94 % du peroxyde d’hydrogène au niveau du foie. Plusieurs études suggèrent que la baisse 

des teneurs cellulaires en glutathion peroxydase et superoxyde dismutase seraient 

impliquées dans les processus de vieillissement et de ses maladies associées.  

 

GPx 

GPx 

GR 
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Actuellement toutes les glutathion peroxydases connues sont des enzymes à 

sélénium. Ces enzymes ont le plus souvent une structure homotétramérique, chaque 

monomère possédant un atome de sélénium dans son site actif, très fortement lié à la 

chaîne peptidique puisque incorporé sous forme de sélénocystéine dans la séquence 

primaire : le soufre de la cystéine (groupement thiol SH) est remplacé par le sélénium 

(groupement sélénol SeH) selon un processus complexe où un codon habituellement non-

sens va permettre l’incorporation de cet acide aminé à un endroit strictement déterminé.  

 

Il existe quatre isoformes de glutathion peroxydases rencontrées chez les  

eucaryotes : la GPx1 est retrouvée au niveau du cytoplasme et de la mitochondrie, la GPx2 

est une forme cytosolique, la GPx3 est extracellulaire, la GPx4 (ou HPGPx pour 

hydroperoxide glutathione peroxidase) est en contact étroit avec les membranes 

intercellulaires. Cette dernière catalyse la régénération des hydroperoxydes de 

phospholipides présents dans les membranes et serait monomérique (Brigelius-Flohe et 

coll., 1994). 

 

III.1.3.2 La peroxiredoxine : glutathion peroxydase 

sélénium-indépendante 

 

Les peroxiredoxines sont des protéines ayant une activité de type glutathion 

peroxydase mais avec la particularité de ne pas utiliser de métaux au niveau de leur 

site actif (ni hème, ni sélénium). La cystéine du site actif de la peroxiredoxine et la 

sélénocystéine du site actif de la glutathion peroxydase sont structuralement équivalentes. 

De même que les glutathion peroxydases, les peroxiredoxines sont capables de réduire le 

peroxyde d’hydrogène et les hydroperoxydes organiques (ROOH) respectivement en eau et 

en l’alcool correspondant (ROH). Même si leurs séquences primaires sont assez 

différentes, peroxiredoxines et glutathion peroxydases à sélénium ont une structure tertiaire 

extrêmement similaire. Les peroxiredoxines ont été identifiées dans tous les organismes et 

constituent un groupe phylogénétique ancien avec une fonction dans la détoxication des 

peroxydes cellulaires toxiques. Cette famille comprend six membres chez les mammifères 

et neuf chez Arabidopsis thaliana (Knoops et coll., 1999 ; Dietz et coll., 2002). 

 

Toutes les peroxiredoxines sont caractérisées par un ou deux résidus cystéine, 

situés dans des zones structurales conservées de la protéine et sont indispensables à la 
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réaction catalytique. Les peroxiredoxines sont directement substrat de la réaction 

d’oxydo-réduction : la cystéine du site actif est oxydée, soit en disulfure soit en acide 

sulfénique (-SOH), par le peroxyde qui est alors détruit. L’enzyme oxydée à alors besoin 

d’être régénérée sous sa forme réduite active, en général par la thiorédoxine. La 

thiorédoxine étant elle-même réduite par la thiorédoxine réductase. La réaction globale 

aboutit à la réduction des peroxydes au détriment du NADPH (Figure 11). Pour être 

fonctionnel, le système peroxiredoxine à donc besoin à la fois de la peroxiredoxine, de la 

thiorédoxine et de la thioredoxine réductase. Les peroxiredoxines, du fait de leur système 

de régénération, sont également appelées des peroxydases thiorédoxine-dépendantes. 
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Figure 11 : Schéma de la réaction de type glutathion-peroxydase de la peroxiredoxine, en coordination 
avec les systèmes thiorédoxine/thiorédoxine réductase et glutathion/glutathion réductase (d’après Fujii 
et Ikeda, 2002) 

 

L’enzyme peut réduire en présence de glutathion le peroxyde d’hydrogène, de 

courtes chaînes organiques, des acides gras et des hydroperoxydes de phospholipides. 

Certaines formes de peroxiredoxines sont des enzymes bifonctionnelles avec deux sites 

actifs distincts et possèdent ainsi une activité de type phospholipase A2 Ca2+-indépendante, 

en plus de leur activité glutathion peroxydase. Cette propriété catalytique bifonctionnelle 

est compatible avec un rôle simultané de la protéine dans la régulation du turn-over des 

phospholipides et dans la protection contre les dommages oxydatifs (Chen et coll., 2000). 
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III.2 La voie des phénylpropanoïdes chez les plantes supérieures 

 

L’acide salicylique est un composé phénolique naturel, dont l’aspirine est le dérivé 

acétylé. Chez les plantes supérieures, les taux d’acide salicylique et de ses conjugués 

augmentent de façon significative lors d’épisodes infectieux, s’accumulant rapidement au 

site d’infection avant de se répandre dans les autres parties de la plante. On lui attribue un 

rôle important dans la transduction du signal aboutissant à la mise en place des 

résistances locales et systémiques (Gozzo, 2003 ; Yang et coll., 2004). La résistance 

systémique acquise (RSA) confère à la plante la capacité de réagir et de résister plus 

facilement à des infections ultérieures, qu’elles aient lieu au niveau du premier site 

d’infection ou ailleurs dans la plante. Une fois établie la RSA peut durer assez longtemps, 

de quelques semaines à quelques mois (Yang et coll., 2004). Des études récentes 

attribueraient un rôle majeur à un dérivé lipidique dans la mise en place de la RSA, dont la 

structure exacte et l’implication réelle dans la RSA restent à déterminer (Durrant et Dong, 

2004). 

La mise en place de cette résistance est caractérisée par l’augmentation de 

l’expression de nombreux gènes-PR (pathogenesis-related), la majorité des protéines-PR 

ayant des propriétés anti-microbiennes. Par ailleurs l’acide salicylique aurait la capacité 

d’activer l’expression des gènes régulant sa propre biosynthèse, ainsi que de gènes 

impliqués dans la biosynthèse de certaines classes de métabolites secondaires tels que les 

alcaloïdes (Zhao et coll., 2005). Il peut également se fixer à différentes protéines et 

modifier leur activité, mais également influencer d’autres mécanismes de défense telle que 

la voie de signalisation de l’acide jasmonique.  

La biosynthèse de l’acide salicylique, longtemps attribuée de façon quasi-exclusive 

à la voie des phénylpropanoïdes impliquant la phénylalanine ammonia-lyase, serait en 

réalité régulée plus finement. La voie des phénylpropanoïdes, conduisant par ailleurs à la 

biosynthèse de phytoalexines, de flavonoïdes, de pigments, de lignine et de composés 

phénoliques, serait stimulée dès le début de l’infection pour une production rapide de 

l’acide salicylique. Par la suite le maintien de cette production serait assuré par une voie de 

synthèse similaire à celle rencontrée chez certaines bactéries, avec à partir du chorismate 

et via l’isochorismate, synthèse de l’acide salicylique (Shah, 2003). Les deux voies de 

biosynthèse utilisent comme substrat précurseur le shikimate et font intervenir la shikimate 

déshydrogénase (Figure 12). 
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Figure 12 : Voies de biosynthèse de l’acide salicylique chez les plantes supérieures 
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III.3 Les voie des oxylipines : jasmonates et prostaglandines 

 

III.3.1 Définition 

 

Les oxylipines sont des composés biologiquement actifs libérés durant le 

métabolisme des acides gras polyinsaturés, par oxydation d’un, deux ou quatre atomes 

d’oxygène. Elles sont synthétisées de novo en réponse à des stress biotiques ou abiotiques, 

par l’action coordonnée de lipases, lipoxygénases et certains cytochromes P450. Chez les 

mammifères, les oxylipines sont majoritairement formées par la voie des acides gras 

en C20 (éicosanoïdes), faisant intervenir l’acide arachidonique (C20:4). Elles jouent un 

rôle majeur dans les processus inflammatoires, et d’une façon générale dans les réponses 

aux infections, suite à des allergies, exposition aux médicaments et xénobiotiques. Les 

prostaglandines, thromboxanes et leucotriènes font partie des oxylipines les plus étudiées 

chez les mammifères. Chez les plantes supérieures le métabolisme des oxylipines fait 

intervenir des acides gras en C18 (octadécanoïdes) : les acides linoléique (C18:2), 

linolénique (C18:3) et dans une moindre mesure un acide gras en C16, l’acide 

palmitoléique (C16:3). Elles jouent un rôle essentiel dans la défense en agissant en tant que 

molécules signal et/ou composés protecteurs ayant une activité anti-microbienne ou 

cicatrisante. Parmi les composés les plus étudiés, l’acide jasmonique et son méthyle ester, 

le méthyle jasmonate, ont focalisé les attentions. La famille des jasmonates, regroupant les 

précurseurs et dérivés de l’acide jasmonique, en plus d’avoir un rôle majeur dans les 

réponses de défense chez la plante, interviennent également au cours de son 

développement, et notamment lors de la formation des organes reproducteurs.  

 

III.3.2 Biosynthèse des oxylipines chez les mammifères 

 

Chez les animaux, l’acide arachidonique (C20:4) est synthétisé à partir des acides 

linoléique (C18:2) et linolénique (C18:3) issu du régime alimentaire, ou à partir des acides 

stéarique (C18:0) et oléique (C18:1). Il est le précurseur de la synthèse des oxylipines, 

suivant trois voies enzymatiques principales faisant intervenir des cytochromes P450, 

des lipoxygénases, et des cyclooxygénases. Les isoprostanes sont, quant à eux, synthétisés 

de façon spontanée à partir de l’acide arachidonique, et sont des isomères de 

prostaglandines (Figure 13A). 
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Figure 13 : Biosynthèse des oxylipines chez les animaux et plantes supérieures 

Cette biosynthèse met en jeu le métabolisme d’acides gras polyinsaturés, par oxydation d’un (cytochromes 
P450), deux (lipoxygénases) ou quatre (cyclooxygénases et homologues) atomes d’oxygène (d’après Blee, 
2002). 

A. Chez les animaux, l’acide arachidonique est le substrat préférentiel à la biosynthèse d’oxylipines. 
L’acide linoléique peut également être substrat de certaines lipoxygénases. 

B. Chez les plantes supérieures, les acides linoléique et linolénique sont utilisés préférentiellement ; 
l’acide palmitoléique (C16:3) peut également être métabolisé par l’allène oxyde synthase.  
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Les cytochromes P450 jouent un rôle mineur dans la formation des oxylipines 

chez les animaux. Ils conduisent à la formation d’époxydes et d’acides époxy-

éicosatriénoïques (EETs) qui sont ensuite hydrolysés en acides dihydro-éicosatriénoïques 

(DHETs).  

La voie des lipoxygénases est à l’origine de la synthèse des acides hydroperoxy-

éicosatétraénoïques (HpETEs), des acides hydroxy-éicosatétraénoïques (HETEs) et des 

leucotriènes. Elles catalysent l’insertion d’une molécule d’oxygène O2 au niveau de l’acide 

arachidonique, préférentiellement en positions 5, 12 et 15. Ainsi la fixation d’une molécule 

d’oxygène sur le carbone 12 de l’acide arachidonique donne l’acide 12-hydroperoxy-

5,8,11,14-éicosatétraénoïque (12-HpETE), rapidement réduit en acide 12-hydroxy-

éicosatétraénoïque (12-HETE) par une glutathion peroxydase cytosolique (Bacot, 2004). 

Les hépoxilines sont également issus d’une activité 12-lipoxygénase. Les leucotriènes et 

les lipoxines dérivent quant à eux respectivement des activités 5-lipoxygénase et 15-

lipoxygénase.  

La voie des cyclooxygénases conduit à la formation des prostaglandines avec 

formation d’un cycle pentanique. Les thromboxanes et les prostacyclines sont synthétisés 

par la suite à partir des prostaglandines. Selon les molécules mises en jeu ces oxylipines 

peuvent avoir des effets anti-inflammatoires ou pro-inflammatoires chez les animaux.  

 

 

III.3.3 Biosynthèse des oxylipines chez les plantes supérieures 

 

Les oxylipines chez les plantes supérieures sont synthétisées suivant trois voies 

enzymatiques majeures, faisant également intervenir d’autres types de cytochromes 

P450 et de lipoxygénases, ainsi que des oxygénases spécifiques. Une dernière voie de 

biosynthèse non-enzymatique conduit à la production de phytoprostanes qui évoque les 

isoprostanes synthétisés de façon analogue chez les mammifères à partir de l’acide 

arachidonique (Figure 13B). 

 

L’oxydation des acides gras polyinsaturés par un oxygène est due à l’action de 

cytochromes P450 qui catalysent, à l’intérieur ou à l’extrémité de la chaîne carbonée, 

l’hydroxylation d’acides gras saturés ou insaturés de C10 à C18 (Blee, 2002 ; La Camera et 

coll., 2004).  
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Les lipoxygénases (LOX) catalysent l’insertion d’une molécule d’oxygène O2 dans 

les acides gras contenant un motif 1,4-pentadiène, tels que les acides linoléique et 

linolénique. La position 9 ou 13 de ces acides gras est oxydée. Les produits obtenus sont à 

nouveau transformés en une série d’autres oxylipines par diverses enzymes dont des 

lipoxygénases et une famille particulière de cytochromes P450 (CYP74). Selon l’activité 

enzymatique de départ on parlera de voies de biosynthèse de la 9-LOX et 13-LOX. La voie 

de biosynthèse de la 13-lipoxygénase permet notamment la production des acides 13-

hydroperoxy-octadecadiènoïque (13-HpODE) et 13-hydroperoxy-octadecatriènoïque (13-

HpOTE) à partir respectivement des acides linoléique et linolénique. Contrairement aux 

autres cytochromes P450, les CYP74 ne nécessitent pas de NADPH réductase et 

d’oxygène moléculaire pour la catalyse. Parmi ces enzymes, l’allène oxyde synthase (AOS, 

CYP74A) joue un rôle important dans la biosynthèse de l’acide jasmonique. Les 

différentes étapes de cette synthèse ont d’abord lieu dans le chloroplaste puis dans les 

peroxysomes. La voie de biosynthèse de l’acide jasmonique est généralement appréhendée 

comme une voie signalitique impliquée dans la biosynthèse de nombreux composés 

secondaires chez la plante. L’acide jasmonique et ses métabolites sont des régulateurs des 

réponses de défenses et activateurs de l’expression de gènes. Ils sont également impliqués 

dans des processus du développement (germination, croissance racinaire, fertilité).  

L’hydroxylation du carbone α des groupements carboxyliques est catalysée par des 

oxygénases nommée PIOX (pathogen-induced oxygenase) qui possèdent une activité 

similaire aux cyclooxygénases de mammifères. Les α-hydroperoxydes d’acides gras libérés 

sont rapidement réduits en leurs alcools correspondants. Cette réaction est catalysée par 

une réductase et entre en compétition avec la décarboxylation spontanée de ces 

hydroperoxydes en aldéhydes.  
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IV. Détoxication active de composés xénobiotiques 

 

Nous avons vu au cours de ce chapitre que la plante était capable de mettre en 

œuvre toute une série de réactions précoces de défense pour lutter contre l’invasion d’un 

agent infectieux : production de formes actives de l’oxygène par la NADPH oxydase et 

peroxydases, simultanément limitation des effets toxiques de ces composants chez la 

cellule hôte et induction de réponses de défense telles que la voie des phénylpropanoïdes 

(acide salicylique, phytoalexines, protéines-PR) et celle de biosynthèse des oxylipines 

(acide jasmonique). L’organisme pathogène peut également synthétiser des toxines que la 

plante va devoir éliminer, au même titre que d’autres produits de nature abiotique présents 

dans son environnement et potentiellement toxiques (pesticides, métaux lourds, 

hydrocarbures aromatiques polycycliques). 

 

Lorsque la cellule détecte la présence d’un corps étranger (xénobiotique), 

biologique ou chimique, elle met en place des processus de détoxication. La détoxication 

active va permettre à la fois de convertir les molécules toxiques en métabolites 

biologiquement moins actifs (biotransformation) pour favoriser leur élimination, mais 

également de limiter l’extension des réactions radicalaires générées suite au stress oxydatif. 

Ce processus de détoxication se décompose en trois phases (Figure 14). 
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IV.1 Le métabolisme de phase I 

 

IV.1.1 Réactions mises en jeu 

 

Les réactions de phase I permettent l’inactivation des substrats et comprennent 

majoritairement des réactions d’oxydation, mais également des réactions de réduction, et 

d’hydrolyse (Tableau 1). 

 

IV.1.1.1 Les réactions d’oxydation 

 

La biotransformation de nombreux produits chimiques implique des processus 

oxydatifs. Un très grand nombre de réactions d’oxydation sont catalysées par des 

cytochromes P450. D’autres oxydations de toxiques sont catalysées par des 

oxydoréductases non microsomales localisées dans les mitochondries ou le cytosol 

(monoamine oxydase, aldéhyde déshydrogénase). 

L’oxydation peut correspondre à plusieurs types de réactions (oxydation 

aliphatique, oxydation aromatique, époxydation, désamination oxydative, S-désalkylation, 

oxydation d’amines, déshydrogénation d’aldéhydes) et il y le plus souvent formation de 

plusieurs métabolites.  

 

IV.1.1.2 Réactions de réduction et d’hydrolyse 

 

Les toxiques peuvent être réduits par des réductases (réduction des dérivés nitrés, 

réaction réverse de l’alcool déshydrogénase). De nombreux toxiques contiennent par 

ailleurs des liaisons sensibles à l’hydrolyse : ce sont essentiellement des esters, des amides 

et des composés phosphorés. Ces hydrolyses sont généralement catalysées par des 

estérases non-spécifiques et des amidases.  
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Réactions Enzymes Localisation Substrats 

Réactions de phase I   

Oxydations alcool déshydrogénases 

aldéhydes déshydrogénases 

monoamine oxydases 

flavine monooxygénases 

cytochromes P450 

cytosol 

cytosol 

mitochondries 

microsomes 

microsomes  

alcools 

aldéhydes 

amines 

amines tertiaires 

Réductions cytochromes P450 

carbonyl réductases 

alcool déshydrogénases 

microsomes 

 

cytosol  

 

aldéhydes, cétones 

aldéhydes, cétones 

Hydrolyses estérases  cytosol  

microsomes, 

mitochondries 

esters 

Réactions de phase II   

Conjugaisons UDP-glucuronyl transférases 

 

glutathion S-transférases 

sulfotransférases 

méthyle transférases 

N-acétyl transférases 

aminoacyl transférases 

microsomes 

 

cytosol, microsomes 

cytosol 

cytosol, microsomes 

cytosol 

microsomes  

phénols, thiols, amines, 

acides carboxyliques 

électrophiles 

phénols, thiols, amines 

phénols, amines 

amines 

acides carboxyliques 

Tableau 1 : Principales réactions de biotransformations de phase I et II 
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IV.1.2 Les cytochromes P450 

 

IV.1.2.1 Fonction biologique  

 

L’oxydation des substrats est quantitativement la plus importante réaction de 

phase I et elle est principalement catalysée par la famille des cytochromes P450. Les 

cytochromes représentent le système enzymatique oxydatif le plus puissant in vivo. Les 

différentes familles de cytochromes P450 peuvent être subdivisées en deux grands groupes, 

soit celles qui interviennent dans la synthèse des substances endogènes (cas des stéroïdes, 

leucotriènes ou prostaglandines chez les mammifères), et celles qui interviennent dans le 

métabolisme des xénobiotiques. 

 

Dans ces réactions d’oxydations un atome d’oxygène moléculaire est réduit en une 

molécule d’eau et l’autre est incorporé dans le substrat. 

R-CH + O2 + 2H+ + 2e-  R-COH + H2O 

R1-NH-R2 + O2 + 2H+ + 2e-  R1-NOH-R2 + H2O 

 

IV.1.2.2 Localisation cellulaire et structure du complexe 

 

Les enzymes à cytochrome P450 sont généralement localisées dans le réticulum 

endoplasmique lisse (animaux et végétaux). Il semble que ces enzymes aient une structure 

globulaire et qu’elles soient fortement ancrées dans la couche bilipidique du réticulum. 

Cette configuration leur permet d’avoir accès autant aux substrats lipophiles qu’aux 

composés hydrophiles. Certains cytochromes P450 sont également localisés dans les 

membranes internes des mitochondries (mammifères, insectes) ou dans l’enveloppe 

nucléaire (animaux) et seraient impliqués uniquement dans la synthèse des stéroïdes. Chez 

les bactéries, on rencontre également des formes solubles de cytochromes P450.  

 

Les cytochromes P450 sont associés à des chaînes de transfert d’électrons, 

distinctes suivant leurs localisations cellulaires mais qui utilisent toutes les deux le 

NADPH comme source d’électrons. La NADPH cytochrome P450 réductase est rencontrée 

dans le réticulum endoplasmique, elle possède deux domaines contenant chacun une 
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flavine (FAD et FMN). Le cytochrome b5 peut également jouer le rôle de donneur 

d’électrons. Pour les cytochromes P450 mitochondriaux, la chaîne de transport d’électrons 

comporte, outre une réductase à flavine, une protéine fer-soufre qui joue le rôle du donneur 

d’électrons. 

 

IV.1.2.3 Nomenclature 

 

La nomenclature actuelle des cytochromes P450 dépend strictement de la séquence 

en acides aminés. Deux séquences possédant plus de 55 % d’identité appartiennent à 

la même famille, tandis que moins de 40 % d’identité les placent dans des familles 

différentes. La famille est représentée par un chiffre, puis la lettre correspond à la sous-

famille, et enfin le dernier chiffre indique la protéine spécifique : ainsi la CYP3A4 

correspond à l’isoenzyme 4 de la sous-famille A de la famille 3. Ce n’est donc pas une 

classification fonctionnelle ; cela va de pair avec leur faible spécificité de substrats, même 

si elles sont en revanche souvent très spécifiques en ce qui concerne la réaction catalysée.  

 

 

L’ensemble de ces réactions de phase I produit des composés hydrosolubles qui 

peuvent être directement excrétables. Cependant, certains métabolites issus de ces 

réactions sont des intermédiaires très réactifs (radicaux libres, peroxydes, carbocations, 

radicaux hydroxyles) qui peuvent créer des dommages à la cellule. Ils sont donc pris en 

charge par des enzymes du métabolisme de phase II.  
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IV.2 Le métabolisme de phase II : conjugaisons 

 

IV.2.1 Réactions et enzymes mises en jeu 

 

Lors de la phase II les molécules toxiques ou les métabolites intermédiaires de 

la phase I subissent une conjugaison. L’association de ces toxiques ou métabolites avec 

un transporteur polaire endogène permet la génération de conjugués généralement plus 

hydrosolubles et donc plus facilement excrétables. Ces réactions sont réalisées sur des 

molécules possédant des fonctions alcools ou acides (Tableau 1). 

 

On distingue plusieurs types de réactions suivant le type de molécule polaire à 

laquelle est associé le métabolite à désactiver : glutathion, acétate, cystéine, sulfate, 

glycine, glucuronates (Tableau 2). 

La glucuronoconjugaison, catalysée par des UDP-glucuronyltransférases, est la 

forme de conjugaison la plus courante et la plus importante. L’enzyme, localisée dans le 

réticulum endoplasmique, utilise l’acide UDP-β-glucuronique comme substrat de 

conjugaison. Quatre classes de produits chimiques sont capables de former des conjugués 

avec l’acide glucuronique : les alcools aliphatiques ou aromatiques, les acides 

carboxyliques, les composés soufrés et les amines.  

La mercaptoconjugaison est catalysée par des glutathion S-transférases ; elles 

utilisent le glutathion comme substrat de conjugaison. L’enzyme catalyse l’addition du 

groupement thiol du glutathion sur les électrophiles hydrophobes à éliminer. Le système 

est très impliqué dans la détoxication des radicaux libres, des époxydes et des halogénés. 

L’acétylation implique le transfert de groupements acétyles sur des amines 

aromatiques primaires, des hydrazines, des hydrazides, des sulfonamides et certaines 

amines aliphatiques primaires. La réaction est catalysée par des N-acétyltransférases en 

présence d’acétylCoA. Il peut également y avoir conjugaison avec des acides aminés déjà 

conjugués et l’acétylCoA, généralement avec des conjugués de la glycine ou de la 

glutamine. 

Les réactions de méthylations sont catalysées par des méthyltransférases, le 

substrat de conjugaison étant la S-adénosylméthionine. La méthylation n’est pas la voie 

majoritaire de biotransformation des toxiques, en raison à la fois de la plus grande 
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disponibilité en acide UDP-β-glucuronique pour former des glucuronides et également du 

fait que les produits méthylés ne sont pas nécessairement plus hydrosolubles. 

Enfin la sulfoconjugaison est catalysée par des sulfotransférases en présence de 3-

phosphoadénosine-5’-phosphosulfates (PAPS). Les groupements fonctionnels nécessaires 

pour la formation des sulfates sont les phénols, les alcools aliphatiques et les amines 

aromatiques. 

 

O

COOH

UDP

O

COOH

R- O
R-OH UDP+ +

UDP-glucuronate

UGT
• glucurunoconjugaison
enzyme : UDP-glucuronyltransférase
substrat de conjugaison : 
UDP-glucuronate

GSH R-X XH+ +R-SG
GST

glutathion

• mercaptoconjugaison
enzyme : glutathion S-transférase
substrat de conjugaison : 
glutathion

• acétylation
enzyme : N-acétyltransférase
substrat de conjugaison : 
acétyl-CoA

R-NH2
CH3 – C – CoA

O

= CoA-SH+ +
NAT

R-N
H

C = O
CH3

acétylCoA

• conjugaison aux acides aminés
enzyme : amino acid transférase
substrat de conjugaison : 
glycine, glutamine

R-COOH H2O+ +
amino acid transférase

NH2-CH2-COOH R-CO-NH-CH2-COOH

glycine

• sulfoconjugaison
enzyme : sulfotransférase
substrat de conjugaison : 
3-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate 
(PAPS)

R-OH PAP+ +
sulfotransférase

PAP-SO3H R-O-SO3H

PAPS

• méthylation
enzymes : O-, N-, S-méthylases
substrat de conjugaison : 
S-adénosylméthionine (SAM)

R-OH S-adénosyl cystéine+ +
O-MT

R’-CH3 R-O-CH3

SAM

principales réactions de 
conjugaison exemple de réaction
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GSH R-X XH+ +R-SG
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enzyme : glutathion S-transférase
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glutathion

• acétylation
enzyme : N-acétyltransférase
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glycine, glutamine

R-COOH H2O+ +
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NH2-CH2-COOH R-CO-NH-CH2-COOH
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R-OH PAP+ +
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PAP-SO3H R-O-SO3H

PAPS

R-OH PAP+ +
sulfotransférase

PAP-SO3H R-O-SO3H

PAPS

• méthylation
enzymes : O-, N-, S-méthylases
substrat de conjugaison : 
S-adénosylméthionine (SAM)

R-OH S-adénosyl cystéine+ +
O-MT

R’-CH3 R-O-CH3

SAM

R-OH S-adénosyl cystéine+ +
O-MT

R’-CH3 R-O-CH3

SAM

principales réactions de 
conjugaison exemple de réaction

 
 

Tableau 2 : Principales réactions de conjugaison du métabolisme de phase II 
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IV.2.2 Les glutathion S-transférases 

 

IV.2.2.1 Nature et fonctions biologiques 

 

Les glutathion S-transférases constituent un groupe comprenant un très grand 

nombre d’isoenzymes. Elles peuvent être très abondantes dans les cellules suivant les 

localisations tissulaires (jusqu’à 20 % des protéines hépatiques du rat). 

 

Ces enzymes possèdent de nombreuses 

fonctions, la plupart étant en relation 

directe avec les mécanismes de protection 

cellulaire. Un de leur rôle majeur est la 

détoxification d’un très grand nombre 

de composés électrophiles lors du 

métabolisme de phase II du processus de 

détoxication cellulaire. Ainsi elles 

catalysent l’addition du groupement thiol 

du glutathion (Figure 15) sur les 

groupements électrophiles hydrophobes à 

éliminer.  

 

 

 

 

 
 

Figure 15 : Structure du glutathion (γ-
glutamyl-cysteinyl-glycine) 

 

 

 

G-SH + X-R  GS-R + HX 

Les conjugués du glutathion formés sont ensuite métabolisés par coupure du glutamate et 

du glycocolle, libérant ainsi la cystéine liée à la molécule étrangère. Le groupement thiol 

de cette cystéine sera ensuite acétylé par la N-acétyltransférase pour former un acide 

mercapturique très soluble, qui sera excrété de la cellule avant d’être éliminé. 

 

Les activités glutathion S-transférases sont impliquées dans la détoxication des 

radicaux libres, des époxydes, des halogénés, des aromatiques hétérocycliques, des dérivés 

nitrés, des hydroxylamines, etc. 

Il a été démontré que ces enzymes, notamment chez les mammifères, sont impliquées dans 

le métabolisme de médicaments anticancéreux (cyclophosphamide, cisplatine, thiotépa) et 

de cancérogènes (aflatoxines, hydrocarbures aromatiques polycycliques, amines 

aromatiques). Les GST d’insectes et de plantes sont également impliquées dans la 

GST 
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détoxication de xénobiotiques et peuvent être responsables, respectivement, de 

phénomènes de résistance aux insecticides (DTT, organophosphorés) ou aux herbicides 

(triazines, thiocarbamates) et aux polluants organiques. Chez la bactérie, les GST sont à 

l’origine de résistances aux antibiotiques. 

 

Quelques isoformes de GST possèdent également une activité peroxydase et 

jouent un rôle dans l’élimination d’hydroperoxydes d’acides gras générés lors d’un stress 

oxydant. En plus de leur rôle de détoxication certaines GST interviennent dans le 

métabolisme de molécules endogènes. Citons de manière non exhaustive le cas des GST 

de la classe sigma chez les mammifères. Ces enzymes sont décrites dans la littérature 

comme possédant une activité prostaglandine synthase, catalysant la réaction 

d’isomérisation de la prostaglandine H2 (PGH2) en prostaglandine D2 (PGD2) (Urade 

et coll., 1987 ; Thomson et coll., 1998). Ces composés ont des rôles majeurs dans le 

maintien de l’homéostasie chez l’organisme (douleur, fièvre, vasoconstriction et/ou 

vasodilatation). Les GST de la classe zêta possèdent des activités de type maleyloaceto-

acetate, et de ce fait catalysent une des dernières étapes de la synthèse de la phénylalanine 

et de la tyrosine (Hayes et coll., 2005). Certaines GST des classes thêta, phi et tau 

possèdent une activité glutathion peroxydase : elles utilisent le GSH pour réduire les 

hydroperoxydes organiques ou d’acides gras en l’alcool correspondant (Dixon et coll., 

2002). Certaines GST possèdent également des rôles non-enzymatiques, comme la capacité 

à se lier à des ligands non substrats, ou à inhiber l’activité de protéines kinases en formant 

des complexes avec elles. 

 

IV.2.2.2 Classification 

 

Les GST appartiennent à une grande famille d’enzymes exprimées de façon 

ubiquiste des procaryotes aux eucaryotes. Elles sont regroupées en différentes classes 

suivant leurs similitudes de séquences. Les GST appartenant à une même classe 

partagent plus de 60 % d’identité de séquence alors que moins de 30 % d’identité les 

placent dans des familles différentes. Ces enzymes, majoritairement présentes dans le 

cytosol, mais également dans les microsomes (famille des membrane-associated proteins 

in eicosanoid and glutathione metabolism MAPEG) et les mitochondries (GST kappa), 

sont actives sous la forme d’homodimères ou d’hétérodimères par association de sous-

unités appartenant à une même classe. 
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La plupart des gènes codant des GST de mammifères ont été bien caractérisés ; ils 

sont classiquement répartis en huit classes (alpha, mu, pi, thêta, zêta, sigma, oméga et 

kappa). L’étude de GST de plantes, de bactéries, de champignons ou d’insectes, ont révélé 

l’existence de nouvelles classes et permis d’étendre les connaissances sur la diversité 

structurale et fonctionnelle de ces enzymes. Alors que certaines classes de GST sont 

communes aux mammifères, insectes et plantes (thêta, zêta), d’autres ne sont retrouvées 

que chez les plantes (tau, phi), les bactéries (beta) ou les insectes (delta, epsilon) 

(Tableau 3). 

 

Classe  Symbole Représentation majeure 

Alpha 

Mu 

Pi 

Sigma 

Omega 

Kappa 

Rhô 

α 

µ 

π 

σ 

ω 

κ 

ρ 

Mammifères 

Mammifères 

Mammifères 

Mammifères 

Mammifères 

Mammifères 

Poissons 

Tau 

Phi 

Lambda  

τ 

φ 

λ 

Plantes terrestres  

Plantes terrestres 

Plantes terrestres 

Zêta 

Thêta  

ζ 

θ 

Mammifères et plantes terrestres 

Mammifères et plantes terrestres 

Delta 

Epsilon  

δ 

ε 

Insectes 

Insectes  

Beta  β Bactéries  

Gamma 

Nu  

γ 

ν 

Champignons 

Nématodes  

Tableau 3 : Les différentes classes de glutathion S-transférases et leur répartition majeure dans les 
différentes lignées du vivant 
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IV.2.2.3 Régulation de l’expression des gènes 

 

Les GST, comme la plupart des enzymes de détoxication, ont la particularité 

d’être inductibles par de nombreux composés possédant des structures très diverses 

(médicaments, hydrocarbures aromatiques polycycliques, flavonoïdes, polyphénols, 

isothiocyanates). Chez les animaux ces phénomènes sont essentiellement transcriptionnels. 

Chez les plantes une induction des GST tau et phi a été décrite lors de stress biotiques ou 

abiotiques. Certains gènes sont ainsi induits par l’auxine (Dixon et coll., 2002), les 

métaux lourds (Moons, 2003), les pesticides (DeRidder et coll., 2002), l’acide 

salicylique (Sappl et coll., 2004), l’acide jasmonique (Wagner et coll., 2002), l’acide 

abscissique. Certains gènes de GST seraient spécifiquement induits lors d’un stress 

oxydatif (Dixon et coll., 2002). 
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IV.3 Le métabolisme de phase III : élimination 

 

Les conjugués générés lors du métabolisme de phase II sont généralement plus 

polaires et plus hydrosolubles que les métabolites de départ, et donc plus facilement 

excrétables. Les métabolites hydrosolubles issus de la phase I ou II sont ensuite soit 

stockés dans la vacuole ou éliminés de la cellule chez les plantes supérieures, tandis qu’ils 

sont excrétés par voie biliaire ou urinaire en fonction de leur taille chez les mammifères. 

L’expulsion des produits de détoxication à l’extérieur de la cellule peut se faire par 

l’intermédiaire de transporteurs membranaires. 

Parmi ces transporteurs, la famille multigénique des protéines ABC constitue 

l’une des plus importantes familles de protéines impliquées dans le transport de 

nombreux substrats à travers les membranes biologiques. Ses membres peuvent être 

retrouvés chez les bactéries, les champignons, les plantes et les animaux (Sanchez-

Fernandez et coll., 2001 ; Martinoia et coll., 2002). La plupart de ces protéines ABC sont 

des transporteurs actifs qui utilisent l’hydrolyse de l’ATP comme source d’énergie pour 

permettre la translocation des solutés à travers les membranes. Certaines protéines ABC 

sont des systèmes d’import, c’est à dire qu’elles assurent l’accumulation de substrat à 

l’intérieur de la cellule alors que d’autres servent pour l’export ou l’excrétion (Theodoulou, 

2000). Les protéines ABC sont ainsi impliquées dans la résistance aux herbicides, aux 

pesticides, aux pathogènes et aux métaux lourds mais aussi dans la croissance et le 

développement de la plante (Martinoia et coll., 2002). 
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En résumé. 

 

Nous avons brièvement vu au début de ce chapitre que l’interaction hôte/pathogène 

chez les plantes n’a rien d’anodin et peut revêtir plusieurs formes qui vont déterminer la 

capacité ou non de la plante à se protéger. 

 

L’exposé des données de la littérature nous montre tout d’abord que le processus de 

résistance à l’infection est complexe :  

(1) Il débute avec la reconnaissance du pathogène ou d’un de ces composant et la 

génération d’un burst oxydatif par la NADPH oxydase membranaire. Si la sous-

unité catalytique est conservée chez les systèmes végétaux et animaux, les 

mécanismes de régulation sont différents. 

(2) Des peroxydases participent également à la production du burst oxydatif ou de 

composés toxiques. Leur nature est variable suivant les organismes mais leurs 

stratégies ont pu converger : c’est le cas des haloperoxydases animales (MPO) et 

des algues marines (vHPO). 

(3) L’émission des FAO par la plante est un processus finement régulé. Il permet à la 

fois de limiter la propagation du pathogène en induisant la mort des cellules des 

deux acteurs, tout en permettant l’induction de voies de défense dans les cellules 

saines. La plante possède par ailleurs un arsenal de systèmes anti-oxydants pour 

limiter les effets néfastes des FAO sur ses propres cellules. 

(4) Les réactions de défense induites par l’infection sont multiples et forment un réseau 

complexe ; cependant deux voies majeurs peuvent être discernées chez les plantes : 

la voie des phénylpropanoïdes et la voie des oxylipines. La 1ère conduit à la 

synthèse de l’acide salicylique impliqué dans l’acquisition d’une résistance 

systémique acquise chez la plante, ainsi qu’à l’émission de divers composés anti-

microbiens. La 2nde conduit à la synthèse de dérivés lipidiques variés dont l’acide 

jasmonique est le représentant majeur. La structure en cycle cyclopentanone 

rappelle les prostaglandines de mammifères.  
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Au-delà des agressions biotiques la plante doit aussi être capable de réagir à la 

présence de composés toxiques dans son milieu de vie. Un mécanisme ordonné de 

biotransformation permet d’inactiver ces composés. L’étape majeure de ce processus est la 

conjugaison du toxique à une molécule endogène qui va faciliter son élimination ultérieure. 

 

A la différence des plantes supérieures, les processus de défense sont encore très 

mal connus chez les macroalgues. Des données préliminaires sur l’interaction 

hôte/pathogène de l’algue rouge Chondrus crispus avec son algue verte Acrochaete 

operculata, nous a permis d’élaborer les premières pistes sur le mécanisme de résistance à 

l’infection chez cette algue.  
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I. Modèle d’étude : Chondrus crispus 

 

I.1 Position phylogénétique 

 

Les algues sont des eucaryotes photosynthétiques non vascularisés ; contrairement 

à l’unicité que suppose ce terme, elles appartiennent en réalité à des lignées 

phylogénétiques indépendantes. Aussi une classification des algues basée uniquement 

sur la composition pigmentaire ne reflète pas l’arbre phylogénétique réel du vivant. Une 

endosymbiose primaire entre une cyanobactérie photosynthétique et un hôte eucaryote, 

aurait donné naissance aux algues rouges (Rhodophyta) et à la lignée verte, comprenant les 

algues vertes (Chlorophyta) et les plantes terrestres (Streptophyta). Algues rouges et lignée 

verte sont donc deux groupes issus d’un même parent eucaryotique. Les algues brunes 

(Phaeophyta) sont elles issues d’une endosymbiose secondaire entre un protiste sans plaste 

et un ancêtre unicellulaire d’algue rouge ; les diatomées et oomycètes appartiennent 

également au groupe des hétérokontes (Boyen, 2001 ; Baldauf, 2003) (Figure 16). 

 

 

Figure 16 : Arbre phylogénétique consensus des eucaryotes (d’après Baldauf, 2003). 
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Les algues possèdent, en plus de propriétés propres à l’adaptation au milieu marin, 

certaines caractéristiques conservées par rapport aux autres eucaryotes, notamment des 

mécanismes de mise en place de l’immunité naturelle (reconnaissance de pathogènes et 

signalisation). La capacité à produire du peroxyde d’hydrogène suite à l’infection par 

des pathogènes, ou par élicitation, a été démontrée chez un certain nombre d’algues rouges 

(Bouarab et coll., 1999 ; Weinberger et Friedlander, 2000 ; Weinberger et coll., 2001) et 

brunes (Kupper et coll., 2001 ; Kupper et coll., 2002). La biosynthèse de composés 

halogénés volatils catalysée par certaines haloperoxydases a été décrite chez ces deux 

lignées et certaines structures cristallographiques ont également été obtenues 

(Messerschmidt et Wever, 1996 ; Weyand et coll., 1999 ; Isupov et coll., 2000 ; Colin et 

coll., 2003). D’autres activités enzymatiques de défense ou de biosynthèse de composés 

secondaires sont également connues chez ces algues, même si les enzymes incriminées 

n’ont pas toujours été isolées (shikimate deshydrogénase, phénylalanine ammonia-lyase, 

lipoxygénase) (Liu et Reith, 1994 ; Nunez et coll., 2002 ; Bouarab et coll., 2004). En 

terme d’oxylipines un nombre important de structures est maintenant décrit chez les 

algues marines mais leurs rôles biologiques restent en grande partie inconnus. Plusieurs de 

ces métabolites sont proches voire identiques à ceux caractérisés non seulement chez les 

plantes supérieures (acide jasmonique) (Krupina et Dathe, 1991 ; Fujii et coll., 1997) mais 

aussi chez les mammifères (prostaglandines, leucotriènes) (Todd et coll., 1994 ; Sajiki et 

Kakimi, 1998 ; Gerwick et coll., 1999). Les algues marines auraient ainsi conservé les 

deux voies de signalisation lipidique.  
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I.2 Cycle biologique 

 

Chondrus crispus est une algue rouge appartenant à la classe des Florideophyceae 

et à l’ordre des Gigartinales. Elle occupe les zones intertidales et subtidales de l’océan 

Atlantique européen et nord américain. Le cycle biologique de l’algue est de type haplo-

diplophasique trigénétique avec succession d’une génération gamétophytique haploïde, 

d’une génération carposporophytique diploïde qui se développe sur les gamétophytes 

femelles et d’une phase tétrasporophytique diploïde (Figure 17). Le cycle est 

isomorphe, gamétophytes et sporophytes étant identiques sur le plan morphologique. La 

paroi cellulaire de C. crispus est constituée de cellulose et de polysaccharides sulfatés 

appelés carraghénanes. Le sporophyte contient des carraghénanes de type lambda (3 

sulfates par motif disaccharidique), tandis que le gamétophyte femelle contient 

exclusivement des carraghénanes de type kappa (1 sulfate par motif disaccharidique et 1 

pont anhydro) et iota (2 sulfates par motif disaccharidique et 1 pont anhydro) (Bouarab, 

2000). Le gamétophyte mâle est peu représenté dans son milieu naturel, et les données de 

structures pariétales le concernant sont inexistantes (ref, Christophe Destombe, William 

Helbert, communication personnelle). 
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Figure 17 : Cycle biologique de l’algue rouge Chondrus crispus 

 

Acrochaete operculata est une algue verte filamenteuse appartenant à l’ordre des 

Ulvales. La plupart des espèces de cette famille vivent généralement sous forme 

d’épiphytes ou d’endophytes d’algues rouges ou dans des coquillages. L’algue verte 

Acrochaete operculata partage généralement le même biotope que C. crispus et on la 

rencontre ainsi dans les eaux de l’Atlantique Nord ; il s’agit d’un pathogène endophyte très 

spécifique qui est capable d’envahir complètement les sporophytes de l’algue rouge 

tandis que les gamétophytes femelles sont très peu endommagés.  
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I.3 Valorisations  

 

L’industrie des algues représente un marché mondial annuel d’environ 4,5-5,0 

milliards d’euros pour environ 7,5-8,0 millions de tonnes d’algues fraîches utilisées chaque 

année. L’utilisation des algues dans l’alimentation représente le plus large débouché, avec 

près de 4,2 milliards d’euros. Les substances hydrocolloïdes extraites de la paroi des algues 

représentent le second débouché majeur. Les alginates sont extraits d’algues brunes, tandis 

que les agars et les carraghénanes sont extraits d’algues rouges. Les genres Euchema et 

Kappaphycus représentent la majorité des algues carraghénophytes exploitées (88,5 %). C. 

crispus représente 2,3 % de ce marché avec 3 900 tonnes sèches. Elle est exploitée pour 

ces carraghénanes du type kappa, iota et lambda. Le Canada constitue le principal pays 

exploitant, suivi de la France, de l’Espagne et du Portugal.  
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II. Stress oxydatif et protection cellulaire chez C. crispus 

 

Seuls certains points marquants, permettant de se représenter l’importance de 

certaines voies métaboliques de défense chez C. crispus, seront évoqués. Ils sont issus 

essentiellement des travaux de thèse de Kamal Bouarab (Bouarab, 2000) et d’Emmanuel 

Gaquerel (Gaquerel, 2005).  

 

II.1 Burst oxydatif chez C. crispus 

 

Le modèle bipartite constitué d’une part par l’algue verte A. operculata et d’autre 

part par l’algue rouge hôte C. crispus, représente un modèle singulier d’étude de 

reconnaissance et de mises en place de cascades de signalisation entre deux organismes. 

L’interaction biologique entre ces deux acteurs a été particulièrement étudiée ces dernières 

années au sein de l’équipe «Biochimie de défense des algues » dirigée par Philippe Potin. 

Il a ainsi été démontré que la composition qualitative en carraghénanes de la paroi de 

l’hôte joue un rôle majeur dans l’interaction des deux acteurs et dans la potentialisation 

(sporophyte) ou l’inhibition (gamétophyte) de la virulence du pathogène (Bouarab et coll., 

1999 ; Bouarab, 2000) (Figure 18).  

 

 

Figure 18 : Planches photographiques de l’interaction C. crispus-A. operculata 

Le gamétophyte est très peu infecté (A, C) tandis que le sporophyte est complètement envahi (B, D). 
(A, B) : vues de surface. (C, D) : coupes transversales. D’après Bouarab, 2000. 
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Par ailleurs des extraits acellulaires du pathogène sont capables d’induire chez 

l’algue rouge l’émission d’un burst oxydatif, similaire à ce qui peut être observé chez 

des cellules végétales ou animales élicitées (Bouarab et coll., 1999). Ce burst oxydatif est 

inhibé par le diphénylène iodonium (DPI), un inhibiteur de flavocytochromes tels que la 

NADPH oxydase, classiquement utilisé chez les mammifères (Figure 19). Par ailleurs, 

l’azide de sodium (NaN3) et le cyanure de potassium (KCN), deux inhibiteurs de 

peroxydases, ne bloquent pas la génération du burst. Ces résultats suggèrent l’implication 

d’une enzyme de type NADPH oxydase dans la production de formes actives de 

l’oxygène au cours de l’élicitation de l’algue rouge. D’autre part ce burst oxydatif serait 

indispensable à la mise en place de la résistance contre le pathogène chez les gamétophytes 

de C. crispus. En effet les thalles traités par le DPI se font complètement envahir par le 

pathogène, montrant ainsi que la production de formes actives de l’oxygène est 

indispensable à la mise en place de la résistance à l’infection chez les gamétophytes de 

l’algue rouge.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Emission d’un burst 
oxydatif par les gamétophytes de C. 
crispus élicités par des extraits 
acellulaires d’A. operculata 

Le burst oxydatif est inhibé par le DPI. 
D’après Bouarab, 2000.  
 

 

Burst 
oxydatif 



Chapitre II –Problématique 

___________________________________ 

Page 74 

II.2 Les haloperoxydases 

 

Lorsqu’il est élicité par les extraits acellulaires d’A. operculata, le gamétophyte de 

C. crispus montre également une augmentation de l’émission de composés halogénés 

volatils. Cette production serait dépendante du burst oxydatif (Bouarab, 2000). Certains de 

ces composés, tels que l’iodioéthane CH3CH2I, le bromofore CHBr3 et le chloroforme 

CHCl3, sont toxiques pour les spores du pathogène à des doses similaires à celles émises 

par le gamétophyte. 

Parallèlement à cette émission de composés halogénés volatils, l’élicitation des 

gamétophytes induit l’apparition d’une nouvelle activité enzymatique de type 

bromoperoxydase (Figure 20).  

 

12     24      48     72       12      24      48     DPI  n-PG

témoins      élicités

12     24      48     72       12      24      48     DPI  n-PG

témoins      élicités

 

Figure 20 : Induction d’une nouvelle isoforme de bromoperoxydase en réponse à l’élicitation par des 
extraits acellulaires du pathogène A. operculata chez le gamétophyte de C. crispus 

L’induction de cette nouvelle activité est inhibée par le DPI, un inhibiteur de NADPH oxydases, et le n-
propylgalate (n-PG), un inhibiteur de lipoxygénases. 
 

Par la suite, les caractérisations au niveau moléculaire et biochimique des différentes 

isoformes de bromoperoxydases chez C. crispus ont fait l’objet d’une étude préliminaire 

plus spécifique par Audrey Cosse au cours de son stage de DEA (Cosse, 2003 –rapport de 

DEA).  
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II.3 La voie des phénylpropanoïdes 

 

Lorsque les spores de l’algue verte A. operculata pénètrent les premières couches 

de cellules des gamétophytes de l’algue rouge C. crispus, des composés autofluorescents 

dans l’UV s’accumulent fortement autour des zones de pénétration. Cet anneau de 

fluorescence n’est pas observé chez les sporophytes. Chez les plantes supérieures cette 

accumulation de composés autofluorescents dans l’UV correspond à des composés 

phénoliques, issus de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. Ils sont toxiques et 

également supposés participer aux processus de densification pariétale par pontages 

oxydatifs, permettant ainsi de bloquer la propagation du pathogène (Bouarab et coll., 

2004).  

La mise en place préalable d’un burst oxydatif serait indispensable à la synthèse de 

ces composés fluorescents. D’autre part l’inhibition de la voie de l’acide shikimique 

bloquerait non seulement l’accumulation de ces composés mais également la résistance à 

l’infection. Ces résultats montreraient que la voie de l’acide shikimique serait 

indispensable à la production de composés secondaires fluorescents indispensables à la 

mise en place d’une protection efficace contre les agresseurs chez C. crispus (Bouarab, 

2000). 

Par ailleurs les extraits acellulaires d’A. operculata sont capables d’induire une 

nouvelle activité shikimate déshydrogénase chez les gamétophytes de C. crispus, ainsi 

que de stimuler l’activité phénylalanine ammonia-lyase, alors qu’une telle élicitation est 

sans effet sur ces enzymes dans le cas des sporophytes (Figure 21). 
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Figure 21 : Activités shikimate déshydrogénase et phénylalanine ammonia-lyase chez C. crispus 

(A, B) : activités shikimate deshydrogénase. (C, D) : activités phénylalanine ammonia-lyase 
(A, C) : gamétophytes. (C, D) : sporophytes 
Les extraits acellulaires d’A. operculata stimulent une nouvelle activité shikimate déshydrogénase ainsi que 
l’activité phénylalanine ammonia-lyase chez les gamétophytes de C. crispus, alors qu’un tel effet n’est pas 
observé chez les sporophytes. En revanche les oxylipines 12-HpETE, 13-HpODE et le méthyle jasmonate, 
induisent ces activités chez les deux phases génétiques (d’après Bouarab et coll., 2004). 
 

En revanche la mise en place d’une résistance systémique acquise telle qu’elle est 

observée chez les plantes supérieures n’est pas observée chez C. crispus dans le cadre 

d’une interaction avec son pathogène. La production de peroxyde d’hydrogène et la mise 

en place de la résistance sont notamment confinées aux lieux d’infection (Bouarab, 2000). 

D’une manière générale l’acquisition d’une systémie n’a jamais été démontrée chez les 

algues, et leur environnement marin leur permet sans doute de les en dispenser car il est un 

véhiculant idéal pour de nombreux composés secondaires libérés par l’algue infectée. Ainsi 

Toth et Pavia (2000) ont pu montrer pour la première fois que des signaux émis dans l’eau 

par l’algue brune Ascophyllum nodosum, attaquée par des herbivores, induisaient la 

production de phlorotannins chez ses voisines, les rendant impropres à la consommation.  
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II.4 Coexistence des deux voies de synthèse d’oxylipines 

 

 

Les algues marines présentent la particularité de synthétiser des acides gras 

polyinsaturés en C18 et en C20, tels que les acides arachidonique et linolénique, 

conduisant respectivement à la synthèse de prostaglandines chez les animaux et de 

jasmonates chez les plantes supérieures. Lors de la mise en place de son métabolisme de 

défense contre l’attaque de pathogènes, l’algue rouge C. crispus aurait la capacité 

d’utiliser à la fois des oxylipines de type animal (éicosanoïdes) et végétal 

(octadécanoïdes). Cette particularité rappelle le cas des mammifères qui, au-delà des 

dérivés de l’acide arachidonique, pourraient également mobiliser des dérivés de l’acide 

linoléique pour leurs réponses de défense. Le schéma le plus probable expliquant la 

présence des deux cascades d’oxydation des AGPI, en C20 et C18, chez ces deux lignées 

phylogénétiques, seraient que ces deux catégories de dérivés lipidiques préexistaient avant 

la séparation des lignées eucaryotiques, avec perte des voies de biosynthèse de l’acide 

arachidonique chez les plantes supérieures (Figure 22) (Bouarab et coll., 2004). Les voies 

de biosynthèse de ces deux types de dérivés lipidiques chez les algues marines, avec 

l’identification des enzymes incriminées, restent encore à élucider. 
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Figure 22 : Représentation spéculative de la distribution des acides gras polyinsaturés et de leurs 
dérivés cyclopentanones chez les eucaryotes 

Les différents groupes animaux, champignons, plantes supérieures, mousses, algues vertes et algues rouges 
sont représentés. L’endosymbiose entre un hôte eucaryote et une cyanobactérie a donné lieu à la lignée des 
Rhodophytes, de laquelle la lignée verte (algues vertes et plantes terrestres) a divergée. Compte tenu de la 
large distribution des voies de biosynthèse des acides gras en C20 et C18, les règles de la parcimonie font 
supposer que l’ancêtre commun possédait ces deux voies. Les prostaglandines, telles que la prostaglandine J2 
(PGJ2), sont retrouvées dans la plupart des lignées eucaryotes avec l’exception des plantes supérieures. La 
présence de l’acide jasmonique à la fois chez les algues rouges et les plantes supérieures dérive sans doute de 
l’endosymbiose chloroplastique. Les spermaphytes ne possèdent pas de voies de biosynthèse des oxylipines 
en C20 (d’après Bouarab et coll., 2004). 
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L’élicitation des gamétophytes de C. crispus par des extraits acellulaires d’A. 

operculata provoque un changement du profil en acides gras libres de l’algue rouge. 

Ainsi en complément de l’acide linoléique C18:2 et l’acide éicosapentaènoïque C20:5 déjà 

présents dans l’algue témoin, les acides oléique C18:1, linolénique C18:3, stéaridonique 

C18:4 et arachidonique C20:4 sont nouvellement formés (Gaquerel, 2005). 

Par ailleurs les profils métaboliques démontrent l’induction d’une production 

d’oxylipines en C18 et C20 suite à l’élicitation, avec une majorité de dérivés issus d’une 

activité de type 13-lipoxygénase (13-HODE, 13-oxo-ODE, 13-HOTE). L’unique 

éicosanoïde détecté en proportion importante suite à l’élicitation est le 12-HETE, 

métabolite typiquement issu du métabolisme de l’acide arachidonique par une 12-

lipoxygénase chez les mammifères. Des études in vitro du métabolisme oxydatif des acides 

gras polyinsaturés font supposer la mise en place d’activité de type lipoxygénase pour 

l’obtention de ces composés (Gaquerel, 2005). 

Des études complémentaires in vitro sur les fractions acellulaires de C. crispus 

préalablement élicités par les extraits du pathogène, ont montré la biosynthèse de 

composés présentant de fortes homologies avec le méthyle jasmonate, dans le cas 

d’incubation avec l’acide linolénique d’une part, et avec les prostaglandines B1 et B2 

dans le cas d’incubation avec l’acide arachidonique d’autre part (Bouarab et coll., 2004). 

Emmanuel Gaquerel a également montré lors de son doctorat que des prostaglandines de 

type A2 et E2 étaient détectées dans des extraits de l’algue préalablement élicitée par le 

méthyle jasmonate (Gaquerel, 2005).  

 

Enfin les oxylipines auraient la capacité de stimuler la voie de biosynthèse des 

phénylpropanoïdes. Il a ainsi été montré que le SHAM, un inhibiteur de lipoxygénase, 

inhibait l’accumulation des composés autofluorescents autour des zones d’infection par A. 

operculata, ainsi que la mise en place de la résistance chez les gamétophytes de C. crispus 

(Bouarab, 2000). Par ailleurs, si les oxylipines n’induisent pas la production d’un burst 

oxydatif chez l’algue rouge, certaines isoformes en C18 (13-HpODE et méthyle jasmonate) 

et C20 (12-HpETE) stimuleraient l’activité shikimate déshydrogénase et phénylalanine 

ammonia-lyase à la fois chez les gamétophytes et les sporophytes (Figure 21) (Bouarab et 

coll., 2004). Enfin le traitement d’une heure des sporophytes par ces oxylipines, les rend 

plus résistants à l’infection par les spores d’A. operculata.   
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III. Vers une meilleure compréhension des voies de défense 

chez C. crispus 

 

Les données concernant l’activation de voies de défenses données chez les algues, 

dans le cas d’élicitation ou d’interaction hôte/pathogène, sont très fragmentaires. Les 

enzymes potentiellement incriminées, ou le rôle physiologique des métabolites isolés, sont 

rarement caractérisés. La plupart des voies métaboliques de défense reste à définir 

entièrement. L’algue rouge C. crispus est particulièrement intéressante car elle nous 

fournit, pour un même pathogène, une phase sensible et une phase résistante. Elle fait par 

ailleurs partie des modèles pour lesquels on dispose le plus d’informations accumulées et 

détaillées. La variété des résultats obtenus nous permettent d’ores et déjà de repérer 

certains points clés de la résistance à l’infection chez les gamétophytes. Une partie de ces 

résultats a été présentée précédemment. L’état de nos connaissances sur ce modèle nous 

permet d’établir les points suivants : 

 

(1) La production du burst oxydatif est générée par une activité de type NADPH 

oxydase et est indispensable à la résistance. Le traitement des gamétophytes par des 

inhibiteurs de phospholipases inhibe cette production, suggérant l’implication 

d’acides gras libres ou de leurs métabolites dans l’établissement du burst. Les 

canaux ioniques seraient également indispensables à son activation. Certaines 

protéines kinases interviendraient en amont du burst, d’autres en aval ou dans 

d’autres procédés de défense (Bouarab et coll., 1999). 

(2) Certaines enzymes déjà bien décrites chez les algues marines voient leur activité 

stimulée chez C. crispus au cours de l’infection, c’est le cas des haloperoxydases 

dont certaines sont induites. La production des composés halogénés volatils est 

dépendante du burst oxydatif et est toxique pour les spores du pathogène. 

(3) La voie de l’acide shikimique est également indispensable au processus de défense 

de l’algue. Elle aboutit à la génération de composés fluorescents toxiques autour 

des zones d’infection. Une nouvelle activité shikimate déshydrogénase est induite 

au cours de l’élicitation, et l’activité phénylalanine ammonia-lyase est stimulée. Il 

s’agit de deux enzymes clés de la voie des phénylpropanoïdes chez les plantes 

supérieures. Les effets sur ces activités sont reproduits lors d’élicitations par des 

oxylipines, à la fois chez les gamétophytes et les sporophytes.  
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(4) Les oxylipines dérivent d’acides gras en C18 et C20 chez C. crispus et semblent 

également avoir un rôle important dans la défense. L’élicitation par des extraits du 

pathogène modifie le profil en acides gras libres de l’hôte et stimule un 

métabolisme oxydatif des acides gras, essentiellement représenté par une activité de 

type 13-lipoxygénase. Certaines oxylipines en C18 (13-HpODE, méthyle 

jasmonate) et C20 (12-HpETE) sont capables de protéger efficacement les 

sporophytes contre l’infection et induisent des activités des deux voies de défense 

(voie des phénylpropanoïdes, voie des oxylipines). Les extraits d’algues élicitées, 

par le méthyle jasmonate où des fractions acellulaires du pathogène, ont la capacité 

de synthétiser du méthyle jasmonate et des prostaglandines. Ces deux types de 

molécules ont des rôles signalitiques dans le maintien de l’homéostasie ou le 

développement, largement décrits respectivement chez les plantes et les 

mammifères.  

 

Face à ces informations enzymatiques et métaboliques, l’état des connaissances 

liées aux bases moléculaires des réponses de défense chez C. crispus demeure très partiel. 

L’identification dans les banques EST (Etiquettes de Séquences Transcrites) de l’algue 

rouge Porphyra yezoensis d’un transcrit ayant un fort taux de similitude avec des NADPH 

oxydases, nous a tout d’abord fait supposer que l’isolement du gène codant la protéine 

responsable du burst oxydatif chez C. crispus était possible. Par la suite la génération de 

banques EST au sein de l’équipe sur l’algue rouge C. crispus, nous permettait d’envisager 

l’identification de gènes impliqués dans des voies métaboliques de défense.  

 

 

Dans ce contexte, la problématique d’étude a été définie autour de l’identification 

de marqueurs moléculaires du stress oxydatif et de la défense chez C. crispus. 

(1) Le 1er objectif de ce travail a porté sur l’identification et l’analyse du transcrit 

codant la NADPH oxydase chez C. crispus. Des expériences biochimiques sur 

l’enzyme native devaient compléter cette étude. 

 

Par ailleurs, au cours du développement de ce 1er axe de recherche il nous a fallu malgré 

nous admettre que les fractions acellulaires du pathogène n’étaient plus capables d’induire 

l’émission du burst oxydatif chez les gamétophytes de C. crispus, même si certaines voies 

de défense continuaient à être induites. Une perte de virulence du pathogène est 
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l’hypothèse la plus facile à évoquer même si l’explication réelle est sans doute bien plus 

complexe. Nos efforts pour retrouver un extrait éliciteur sont restés vains malgré les 

nombreuses voies explorées. L’élucidation des causes incriminées dans la perte de ce 

signal nous est apparue comme une analyse sans doute bien plus coûteuse en temps et en 

énergie que l’utilisation d’autres métabolites éliciteurs. Contre toute attente, il nous a fallu 

admettre que les extraits du pathogène ne nous permettaient plus d’étudier plus avant et de 

façon fiable les voies de défense chez C. crispus.  

 

(2) Au-delà de l’étude sur la NADPH oxydase, les programmes EST sur les thalles et 

les protoplastes de gamétophytes de C. crispus amorcés au sein de l’équipe, étaient 

une source de gènes potentiellement induits au cours de réponses au stress et à la 

défense. Je me suis attachée à identifier et isoler parmi ces gènes des candidats à 

l’élucidation des voies moléculaires de défense chez C. crispus.  

(3) Les oxylipines en C18 et C20 jouent visiblement un rôle important dans la défense 

chez C. crispus. L’algue synthétise ces composés au cours de réactions de défenses 

liées à l’infection et ils semblent avoir un rôle dans la mise en place de la 

résistance. L’effet de ces oxylipines au niveau moléculaire était à explorer chez 

l’algue. 

(4) D’un ordre plus général, l’identification de nouveaux composés capables de 

provoquer l’expression de ces gènes de défense, au-delà de potentiels changements 

physiologiques, restait à élucider afin de disposer de nouveaux outils nous 

permettant d’étudier les cascades signalitiques activées chez l’algue.  

(5) Dans la mesure du possible nous devions pouvoir assigner une fonction aux 

enzymes codées par les gènes étudiés, ou émettre des hypothèses sur leur 

implication dans les voies de défense chez C. crispus. 
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I. Préparation du matériel végétal et traitement 

 

I.1 Matières premières 

 

I.1.1 Matériel végétal 

 

Les gamétophytes de l’algue rouge Chondrus crispus issus de cultures unialgales 

(souche canadienne JC 001 PC-G) sont cultivés au laboratoire (Figure 23) en eau de mer 

stérilisée enrichie en nutriments (milieu SFC) selon (Correa et coll., 1988). Le milieu de 

culture est renouvelé chaque semaine. Les cultures sont maintenues à 13°C avec une 

photopériode de 10 heures de lumière et 14 heures d’obscurité, sous un flux lumineux de 

40 µmol.m-2.s-1. La majorité des expériences a été menée avec cette souche, en revanche 

les premières expériences de biologie moléculaire (analyse des profils d’expression de la 

NADPH oxydase) ont été réalisées avec des gamétophytes de C. crispus issus de cultures 

unialgales de Innovalg (Bouin, France). Certaines expériences nécessitant de grandes 

quantités de matières premières (Northern blotting, analyses biochimiques de la NADPH 

oxydase) ont été réalisées à partir de gamétophytes sauvages récoltés sur l’estran de 

Roscoff et préalablement acclimatés au laboratoire selon les méthodes de culture décrites 

précédemment.  

 

 

Figure 23 : Gamétophytes de C. crispus cultivés au laboratoire (JC 001 PC-G) et exemple d’un plan 
d’élicitation 
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L’algue verte Acrochaete operculata (souche KH 060487-1-1) est également 

cultivée en milieu SFC (Figure 24) selon une photopériode de 16 heures de lumière et 8 

heures d’obscurité, et sous un flux lumineux de 40 µmol.m-2.s-1. Les cultures sont 

maintenues à 15 °C et le milieu est renouvelé chaque semaine.  

 

 

Figure 24 : Planche photographique de l’algue verte A. operculata 

 

I.1.2 Réactifs 

 

Les solutions stocks, utilisées pour les traitements de l’algue rouge, de CdCl2 

(Sigma), CuSO4 (Prolabo), ZnCl2 (Prolabo), et AlCl3 (Sigma) à 10 mM, ainsi que les 

solutions stocks de H2O2 (Sigma) à 500 mM, dichlorvos (Sigma), glyphosate (Sigma) et 

paraquat (Sigma) à 25 mM, et la solution stock de Messenger® (EDEN Bioscience) à 10 

g.l-1, ont toutes été préparées dans l’eau de mer. Les solutions à 100 mM d’acide 

salicylique (Sigma), métolachlor (Sigma), atrazine (Sigma) et 2,4-D (Sigma), ont été 

préparées dans l’acétone. Une solution à 10 mM de méthyle jasmonate (Sigma) a été 

préparée dans le DMSO. Toutes les solutions sont ensuite stockées à -80°C. Des solutions 

à 5 mM des oxylipines 13(S)-HpODE (acide 13S-hydropéroxy-9Z,11E-

octadecadiénoïque), 13(S)-HpOTE (acide 13S-hydropéroxy-9Z,11E,15Z-

octadecatriénoïque), 12(+/-)-HpETE (acide 12-hydropéroxy-5Z,8Z,10E,14Z-

éicosatétraénoïque) et 15(S)-HETE (acide 15S-hydroxy-5Z,8Z,11Z,13E-

éicosatétraénoïque) (Cayman Chemicals, SpiBio, France) ont été préparés dans le DMSO 

extemporanément. 
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I.2 Elicitation des gamétophytes de C. crispus 

 

I.2.1 Expériences d’infection 

 

Pour les expériences d’infection, 200 mg de l’algue verte A. operculata sont 

préalablement incubés en boîte de Pétri dans 100 mL de milieu SFC, pendant 18 heures à 

4°C et dans l’obscurité afin de provoquer la sporulation. Lorsque les zoospores sont 

libérées dans le milieu, l’inoculation est réalisée en introduisant dans chaque boîte de Pétri, 

10 fragments de 200 mg chacun, de gamétophytes de C. crispus. L’activité des spores, du 

relargage par le pathogène jusqu’à leur fixation au niveau des thalles de l’hôte, est 

contrôlée par observation au microscope optique. Des thalles d’algue rouge cultivés en 

milieu SFC selon des conditions identiques sont utilisés comme témoins. Les échantillons 

sont récoltés après 0, 6, 12, 24, 48 et 96 heures d’inoculation. 

 

I.2.2 Traitements chimiques 

 

Pour réaliser les traitements chimiques des algues, 100 mg de gamétophytes de C. 

crispus sont d’abord maintenus au moins 18 heures en boîtes de Pétri contenant de l’eau de 

mer fraîche. Les produits sont ensuite ajoutés à une concentration finale de 10 mM pour 

H2O2, 200 µg.mL-1 pour le Messenger® (pour obtenir une concentration théorique finale 

en harpine de 6 µg.mL-1), 500 µM pour l’acide salicylique et l’ensemble des pesticides 

testés, 200 µM pour tous les métaux lourds, 100 µM pour le méthyle jasmonate et 50 µM 

pour les autres oxylipines testées. Un volume équivalent de solvant est utilisé pour chaque 

traitement témoin correspondant. Après trois heures d’incubation, les thalles sont récoltés, 

congelés dans l’azote liquide et stockés à -80°C jusqu’à utilisation.  

 



Chapitre III –Matériel et méthodes 

___________________________________ 

Page 86 

I.3 Mesure du burst oxydatif 

 

Des fragments de 500 mg de gamétophytes de C. crispus sont placés en boîtes de 

Pétri dans 10 mL d’eau de mer. La cinétique d’émission du peroxyde d’hydrogène par les 

gamétophytes de C. crispus élicités est mesurée en utilisant un luminomètre (Berthold, 

Lumat LB 9507, EG&G Berthold, Evry, France). Cet appareil est doté de deux injecteurs 

reliés aux solutions de réactifs : le luminol (injection de 50 µL à 0,3 mM) et la peroxydase 

HRP (injection de 100 µL à 20 U.mL-1 dans du tampon phosphate pH7,8). La mesure de la 

luminescence, issue de l’oxydation du luminol par le peroxyde d’hydrogène en présence de 

peroxydase, est mesurée sur des aliquotes de 300 µL du milieu d’élicitation. Une gamme 

étalon est réalisée et permet de déduire la quantité de peroxyde d’hydrogène produite au 

cours de l’élicitation. 
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II. Analyses de biologie moléculaire 

 

II.1 Extraction des ARN et de l’ADN génomique 

 

II.1.1 Extraction des ARN 

 

Pour l’extraction de l’ARN total, un protocole en tubes eppendorf pour des 

quantités inférieures ou égales à 100 mg de masse fraîche, a été optimisé. Les tissus de 

gamétophytes congelés sont broyés en une fine poudre dans l’azote liquide puis repris dans 

un tampon d’extraction contenant 100 mM Tris-HCl pH 7,5, 2 % CTAB, 1,5 M NaCl, 50 

mM EDTA, 50 mM DTT à raison de 9 mL.g-1 de masse fraîche. Les ARN sont extraits par 

séparation de phase en présence de chloroforme puis la phase aqueuse est collectée avant 

précipitation au chlorure de lithium. Dans le cas des expériences de RT-PCR quantitative, 

les échantillons sont traités par la DNase I selon les instructions du fournisseur 

(Stratagène), afin d’éliminer toute contamination résiduelle par de l’ADN génomique. Les 

ARN sont ensuite extraits par deux étapes de phénol-chloroforme et une dernière étape de 

chloroforme avant d’être précipités par 2,5 volumes d’éthanol 100 % en présence de 0,1 

volume d’acétate de sodium 3 M.  

 

II.1.2 Extraction de l’ADN génomique 

 

Pour l’extraction de l’ADN génomique les tissus congelés sont broyés en une fine 

poudre dans l’azote liquide, reprise dans du tampon d’extraction contenant 100 mM Tris-

HCl pH 8, 2 % CTAB, 1,5 M NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM DTT à raison de 10 mL.g-1 de 

masse fraîche. L’ADN est ensuite extrait par séparation de phases en présence de 

chloroforme puis précipité avec 0,6 volume d’isopropanol. Le culot est resuspendu avant 

purification sur gradient au chlorure de césium. 

 

Les échantillons d’ARN et d’ADN sont ensuite dosés par spectrophotométrie et 

contrôlé qualitativement par électrophorèse en gel d’agarose.  

 



Chapitre III –Matériel et méthodes 

___________________________________ 

Page 88 

II.2 Clonage et séquençage des acides nucléiques d’intérêt 

 

II.2.1 Clonage et séquençage de la NADPH oxydase 

 

L’alignement des séquences protéiques de la NADPH oxydase gp91phox humaine 

avec des homologues rboh de plantes supérieures et d’algues, dont les premières EST de 

Porphyra yezoensis, a permis de désigner des amorces dégénérées : NOX1 (sens), 5’-

CA(A/C)TGGCA(C/T)CCNTT(C/T)ACNAT(A/C/T)-3’ et NOX2 (antisens), 5’-

NGCNGG(A/G)CTNCC(A/G)TANGG-3’. L’utilisation de ces amorces sur de l’ADN 

génomique de gamétophytes de C. crispus a permis l’amplification d’un fragment 

nucléotidique de 165 pb, cloné dans le vecteur pCR2.1®-TOPO (Invitrogen) puis 

séquencé. Ce fragment, montrant des taux de similitudes importants avec la gp91phox, a 

ensuite été radio-marqué avec du [α-32P]-dCTP, en utilisant le kit ReadyPrimeTM 

Random Primed DNA Labelling kit (Amersham-Biosciences). La banque EST de thalles 

(Collén et coll., 2006) a ensuite été criblée en utilisant cette sonde. Les clones positifs 

furent séquencés et les inserts respectifs correspondaient au même ADNc, codant un cadre 

de lecture incomplet.  

 La séquence de l’ADNc pleine longueur à été obtenue par des expériences de 5’-

RACE PCR, en utilisant le kit SMART™ RACE cDNA amplification kit (BD 

Biosciences) et l’amorce spécifique NOX3 (sens), 5’-

CCACCGGAGATGAGAACGACTCGC-3’. Les fragments positifs obtenus furent à 

nouveau clonés et séquencés. L’assemblage de ces deux séquences a permis de déterminer 

la séquence nucléotidique complète du transcrit de la NADPH oxydase chez C. crispus 

(Ccrboh).  

 

L’insert du clone AV429771 de la banque d’EST de P. yezoensis (généreusement 

fourni par N. Kusuhara du Kazusa DNA Research Institute, Japon) fut également 

entièrement séquencé. La nouvelle information de séquence a permis de déterminer la 

séquence nucléotidique complète du transcrit de la NADPH oxydase chez P. yezoensis 

(Pyrboh), par assemblage avec les différentes séquences d’EST. 
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II.2.2 Identification des séquences génomiques des glutathion 

S-transférases 

 

Afin d’obtenir les séquences génomiques correspondantes des transcrits de 

glutathion S-transférases Ccgst1, Ccgst2 et Ccgst7, des expériences de PCR ont été 

réalisées sur de l’ADN génomique de C. crispus, en utilisant des amorces encadrant 

chaque partie codante. La séquence génomique de Ccgst1 a été déterminée en utilisant les 

amorces Ccgst1-1 (sens) : 5’-CCTCGTATTTCCGTCACTAT-3’ et Ccgst1-2 (antisens) : 

5’-CGGGCACAGCACGTGTTGTTA-3. La séquence génomique de Ccgst2 a été 

déterminée en utilisant les amorces Ccgst2-1 (sens) : 5’-

GCTCAGCCACACTCGCACAAT-3’ et Ccgst2-2 (antisens) : 5’-

ACGCTGACATCGCTACGAAAACA-3’. La séquence génomique de Ccgst7 a été 

déterminée en utilisant les amorces Ccgst7-1 (sens) : 5’-CACACAACTCGCCTTCACAA-

3’ et Ccgst7-2 (antisens) : 5’-CACTCTCCCACATGGTGCACATT-3’. Les produits de 

PCR obtenus ont été purifiés après électrophorèse en gel d’agarose en utilisant le kit 

MiniElute PCR Purification kit (Qiagen) puis séquencés dans les deux directions.  

 

 

 

Par ailleurs l’ensemble des clones de la banque EST composant les séquences 

d’intérêt présentées dans le rapport, ont fait l’objet d’un re-séquençage systématique.  
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II.3 Southern blotting 

 

L’ADN génomique (5 µg) des gamétophytes de C. crispus a été digéré par 

plusieurs enzymes de restrictions, utilisées seules ou en couple (EcoRI, HindIII et XhoI), 

puis séparé par électrophorèse sur un gel d’agarose à 0,8 %. L’ADN présent dans le gel est 

dénaturé puis transféré sur une membrane de nylon Hybond N+ (Amersham Pharmacia 

Biotech) par la méthode de Southern (Southern, 1975).  

 

Dans le cas de la NADPH oxydase, un fragment de 556 bp correspondant à la partie 

N-terminale de Ccrboh, incluant la zone codant pour les sites de fixation du FAD et du 

NADPH-ribose, a été amplifié à partir d’un clone positif de la banque en utilisant les 

amorces NOX4 (sens, 5’-TCAGTACGCAGAGGTCCAGGT-3’) et NOX5 (antisens, 5’-

GGCATCGACCATCTCCACTTC-3’). Cette sonde spécifique a ensuite été marquée par la 

fluorescéine-11-dUTP en utilisant le kit GeneImagesTM Random Primed Labelling kit 

(Amersham-Biosciences). L’hybridation a été réalisée en conditions stringentes, sur la nuit 

à 60°C. Les lavages ont également été réalisés à 60°C avec un premier lavage de 15 min 

avec une solution de 1 × SSC (citrate de sodium), 0,1 % SDS (dodécyl sulfate de sodium), 

puis un second de 15 min avec une solution de 0,5 × SSC, 0,1 % SDS. La détection de la 

luminescence émise a été réalisée selon les instructions du fournisseur et à l’aide du 

STORM840 (Molecular Dynamics). 

 

Dans le cas des glutathion S-transférases, une sonde de 692 pb pour Ccgst1 a été 

amplifiée en utilisant les amorces Ccgst1-3 (sens, 5’-CCTCGTATTTCCGTCACTAT-3’) 

et Ccgst1-4 (antisens, 5’-CGGGCACAGCACGTGTTGTTA-3’). Une sonde de 354 pb 

pour Ccgst2 a été amplifiée en utilisant les amorces Ccgst2-3 (sens, 5’-

TGACGTCACCCACGCCATGTA-3’) et Ccgst2-4 (antisens, 5’-

ACGCTGACATCGCTACGAAAACA-3’). Une sonde de 545 pb pour Ccgst7 a été 

amplifiée en utilisant les amorces Ccgst7-3 (sens, 5’-

CCTTGCTCTGTCTGACGCACAAA-3’) et Ccgst7-4 (antisens, 5’-

CACTCTCCCACATGGTGCACATT-3’). L’amplification a porté sur les clones positifs 

correspondants. Ces sondes spécifiques ont ensuite été marquées à la phosphatase alcaline 

en utilisant le kit Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection system 

(Amersham-Biosciences). Les hybridations ont été réalisées en conditions stringentes, sur 
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la nuit à 65°C. Le premier lavage a également été réalisé à 65°C. Les deux solutions de 

lavage sont fournies par le kit ; la détection de la fluorescence émise a été réalisée selon les 

instructions du fournisseur et à l’aide du STORM840 (Molecular Dynamics). 
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II.4 Analyses transcriptionnelles 

 

II.4.1 Northern blotting 

 

Les échantillons d’ARN totaux (15 µg) sont déposés pour migration sur un gel 

dénaturant agarose-formaldéhyde à 1,2 %. Le gel est ensuite transféré sur une membrane 

de nylon Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech). Les mêmes fragments 

nucléotidiques que ceux présentés pour les analyses par Southern blotting furent utilisés 

pour la synthèse de sondes de Ccrboh, Ccgst1, Ccgst2 et Ccgst7. Dans le cas des 

myéloperoxydases, une sonde de 396 pb pour CcMPO1 a été amplifiée en utilisant les 

amorces CcMPO1-1 (sens, 5’-CCATCGCCAAGACGCATTTCTAA-3’) et CcMPO1-2 

(antisens, 5’-TGAGGCGAGCGTTGTTGAGGAT-3’), une sonde de 558 pb pour 

CcMPO2 a été amplifiée en utilisant les amorces CcMPO2-1 (sens, 5’-

GCCATGGCCCACTCCTCTATTCTA-3’) et CcMPO2-2 (antisens, 5’-

GAAGCGAAGCTGTCCTCCCGTTAT-3’), une sonde de 458 pb pour CcMPO3 a été 

amplifiée en utilisant les amorces CcMPO3-1 (sens, 5’-

CGGGCGTTGATATCGAGAGACCTA-3’) et CcMPO3-2 (antisens, 5’-

CCAGAACATCAGGTCGCGTCGTA-3’). Dans le cas de la peroxiredoxine CcPrx1, une 

sonde de 596 pb a été amplifiée en utilisant les amorces CcPrx1-1 (sens, 5’-

TGGTACCGAGGCATACAGCAAGTT-3’) et CcPrx1-2 (antisens, 5’-

CCTTGTGCTTGGGGAAGTGCTT-3’). Dans le cas des cytochromes P450, une sonde de 

502 pb pour CcCYPt1 a été amplifiée en utilisant les amorces CcCYPt1-1 (sens, 5’-

CAGCTTTCTAGTCGCGGGTCAA-3’) et CcCYPt1-2 (antisens, 5’-

GGTTCCGCACGACAATAACATGTT-3’), une sonde de 579 pb pour CcCYPp1 a été 

amplifiée en utilisant les amorces CcCYPp1-1 (sens, 5’-

CGTCGAGACCGTCATTGACAAGA-3’) et CcCYPp1-2 (antisens, 5’-

CACTTCCTCGAGCTCCTGCTGAA-3’). Une sonde spécifique de l’actine de C. crispus 

fut également utilisée à la fois comme témoin de charge et contrôle de l’intégrité des 

échantillons : une sonde de 275 pb a été amplifiée en utilisant les amorces Act1 (sens, 5’-

AATCATCATGTCGAAGCCC-3’) et Act2 (antisens, 5’-AGTAGAAGGCATGGGACC-

3’). 

Ces sondes ont ensuite été radio-marquées par du [α-32P]-dCTP en utilisant le kit 

ReadyPrimeTM Random Primed DNA Labelling kit (Amersham-Biosciences). 
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L’hybridation est réalisée sur la nuit à 42°C, puis les membranes sont lavées quatre fois à 

42°C avec un premier lavage avec du 2 × SSC, 0,5 % SDS pendant 30 min, puis deux fois 

avec du 1 × SSC, 0,1 % SDS pendant 20 min, puis un dernier lavage avec du 0,2 × SSC, 

0,1 % SDS pendant 15 min.  

 

II.4.2 RT-PCR quantitative 

 

L’ARN total, extrait comme décrit précédemment, est quantifié en moyennant les 

résultats de trois dosages spectrophotométriques puis est soumis à électrophorèse en gel 

d’agarose pour vérifier son intégrité et l’absence de contaminants d’ADN génomique. 

L’ARN total (4,2 µg) est ensuite rétro-transcrit en ADNc en utilisant le kit Superscript II 

RT kit (Invitrogen) et selon les recommandations du fournisseur. La qualité des ADNc est 

ensuite contrôlée par électrophorèse en gel d’agarose.  

Les expériences de PCR quantitative sont réalisées avec un système de détection GeneAmp 

5700 (Applied Biosystems) en utilisant le kit SYBR Green PCR master kit (Applied 

Biosystems) et selon les recommandations du fournisseur.  

La pertinence des amorces, utilisées pour les réactions, a été contrôlée en utilisant 

le logiciel Primers Express 1.0 (Applied Biosystems). Les amorces spécifiques du gène 

Ccrboh sont les suivantes : NOX6 (sens, 5’-CCCCAAGGCTTTCAGTTACCA-3’) et 

NOX7 (antisens, 5’-GGTGCCACTCACGGTTAATGA-3’), permettant la génération d’un 

amplicon de 73 pb. Dans le cas des glutathion S-transférases, un amplicon de 70 pb est 

généré pour Ccgst1 en utilisant les amorces Ccgst1-5 (sens, 5’-

GGACTACCATCCCACCTCGTATT-3’) et Ccgst1-6 (antisens, 5’-

AGCTTAAGTTCAGAAGACGGCATTT-3’), un amplicon de 68 pb est généré pour 

Ccgst2 en utilisant les amorces Ccgst2-5 (sens, 5’-GCCGTCGGAGGTAACATGAC -3’) 

et Ccgst2-6 (antisens, 5’-CCGCACCTGATATTAGTGACCAA -3’), un amplicon de 67 

pb est généré pour Ccgst7 en utilisant les amorces Ccgst7-5 (sens, 5’-

CCAGTCCTGCTGGCTTATGTAGA-3’) et Ccgst7-6 (antisens, 5’- 

CGTCGCCAAACACCCTCTTA-3’). L’actine est utilisé comme gène de normalisation, 

les amorces utilisées sont les suivantes : Act3 (sens, 5’-CCGCCGTGGTGTTCTCAT -3’) 

et Act4 (antisens, 5’-ATCTTCTCCATGTCGTCCCAGTT -3’), permettant la génération 

d’un amplicon de 75 pb. La qualité des amorces est vérifiée au préalable en réalisant une 

amplification par PCR classique sur les ADNc et l’ADN génomique, afin de vérifier à la 
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fois leur capacité à amplifier les fragments aux tailles attendues et l’absence 

d’amplification d’une zone intronique sur l’ADN génomique. 

 Les 40 cycles de PCR qui suivent la première étape de 10 min de dénaturation à 

95°C, se décomposent en une étape de 15 s de dénaturation à 95°C et une étape 

d’hybridation-élongation de 60 s à 60°C. Afin de générer une courbe de standardisation, 

nous utilisons l’ADN génomique de C. crispus en tant que matrice de référence. Des 

aliquotes de 5 dilutions en série de l’ADN génomique sont utilisées comme standard à 

chaque étape de la PCR quantitative. Connaissant la masse du génome des gamétophytes 

de C. crispus (0,16 pg) et en considérant qu’il n’existe qu’une copie de gène par génome, il 

est possible de déterminer le nombre de copies de gène, en équivalents génome, présent 

dans chaque dilutions. Ces valeurs sont ensuite utilisées comme référence pour déterminer 

le nombre de copies présentes dans chaque échantillon d’ADNc testé (Tableau 4) (Charrier 

et coll., 2002).  

 

Quantité d’ADN par puits  0,16 pg 0,1 ng 0,4 ng 1,6 ng 6,3 ng 25 ng 

Nombre de copies simple 

brin (équivalents génome) 
1 610 2441 9766 39063 156250 

Tableau 4 : Gamme d’étalonnage réalisée pour les expériences de PCR quantitative 

 

Le système GeneAmp 5700 mesure la fluorescence émise et détermine pour chaque 

gène étudié et d’après les droites étalon obtenues, le nombre de copies en équivalents 

génome dans les échantillons testés. Une réaction sans matrice est réalisée pour 

déterminer le bruit de fond résiduel. L’actine est utilisée en tant que standard interne et 

gène de normalisation. La spécificité de l’hybridation des amorces est vérifiée en 

déterminant la courbe de dissociation en fin de PCR, leur efficacité est calculée d’après la 

pente des droites étalons. 

 Chaque traitement chimique est répété au moins deux fois de façon indépendante. 

Pour chaque expérience, les valeurs d’au moins deux mesures sont moyennées pour chaque 

échantillon. Pour standardiser les données, dans un premier temps le rapport entre le 

niveau d’expression du gène considéré et celui de l’actine est calculé pour chaque 

échantillon (rapport r). Dans un deuxième temps le rapport r de l’échantillon est rapporté 

au rapport r du témoin non traité correspondant (rapport R). Le changement du niveau 

d’expression des gènes est exprimé en x-fois de variation par rapport au contrôle 

correspondant pour chaque échantillon.  
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III. Analyses bioinformatiques des séquences 

 

III.1 Banques de données publiques 

 

Les homologues des séquences obtenues chez Chondrus crispus ont été recherchés 

dans diverses banques de données publiques, et tout d’abord chez les algues avec 

notamment la macroalgue rouge Porphyra yezoensis (banque EST disponible à 

http://www.kazusa.or.jp/en/plant/porphyra/EST/), l’algue rouge unicellulaire 

Cyanidioschyzon merolae (génome accessible à http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp/), les 

diatomées Phaeodactylum tricornutum et Thalassiosira pseudonana (respectivement 

banque EST et génome accessibles à http://avesthagen.sznbowler.com/ et 

http://genome.jgi-psf.org/thaps1/thaps1.home.html), et l’algue verte unicellulaire 

Chlamydomonas reinhardtii (banque EST disponible à 

http://www.kazusa.or.jp/en/plant/chlamy/EST/index.html et génome accessible à 

http://genome.jgi-psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html). En interne nous avons également 

plusieurs banques EST disponibles sur les algues brunes Laminaria digitata, Laminaria 

japonica et Fucus distichus ; sur les algues rouges Gracilaria gracilis et Gracilaria 

lemaneiformis, sur la diatomée Fragilariopsis cylindrus. Nous avons également accès au 

génome de l’algue verte unicellulaire Ostreococcus tauri. 

En dehors des algues, les banques généralistes ont également été interrogées 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.rcsb.org/pdb/Welcome.do). 

 

III.2 Alignements 

 

Pour un nombre de séquences restreint les alignements de séquences protéiques ont 

été réalisés en utilisant le programme Mafft (Katoh et coll., 2002) qui peut être interrogé en 

ligne à l’adresse http://bioinformatics.uams.edu/mafft/. Pour un nombre plus important de 

séquences (cas des études phylogénétiques des glutathion S-transférases), le logiciel 

Muscle (Edgar, 2004) a été utilisé. Les différents alignements ainsi générés sont ensuite 

systématiquement retravaillés à la main. 

Les différents alignements présentés dans le manuscrit ont été édités avec le 

programme ESPrit 2.2-ENDscript 1.0 qui est disponible en ligne à l’adresse 

http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi (Gouet et coll., 1999). 



Chapitre III –Matériel et méthodes 

___________________________________ 

Page 96 

III.3 Profils d’hydropathie 

 

Les profils d’hydropathie déterminés pour les différents homologues de la NADPH 

oxydase ont été réalisés en utilisant l’algorithme Kyte-Doolittle (Kyte et Doolittle, 1982), 

avec une fenêtre de 19, à l’adresse :  

http://occawlonline.pearsoned.com/bookbind/pubbooks/bc_mcampbell_genomics_1 

/medialib/activities/kd/kyte-doolittle.htm. 

 

 

III.4 Phylogénie 

 

Les analyses phylogénétiques en Neighbor Joining et parcimonie ont été réalisées à 

l’aide du logiciel Phylowin (Galtier N et coll., 1996). Les analyses en maximum de 

vraisemblance ont été réalisées avec le programme Phylm (Guindon et coll., 2005) 

exécutable en ligne à l’adresse http://atgc.lirmm.fr/phyml/. Les arbres ont ensuite été édités 

dans ATV (Zmasek et Eddy, 2001) et/ou TreeView (Page, 1996). 

Concernant la NADPH oxydase et ses homologues, des analyses phylogénétiques 

portant sur les séquences pleine longueur ou uniquement sur les sites catalytiques de 42 

séquences ont été réalisées. Les analyses phylogénétiques par neighbor joning et maximum 

de parcimonie ont été réalisées en utilisant la matrice PAM et le mode de gestion des gaps 

global gap removal (retrait total des gaps). Dans le cas des séquences pleine longueur avec 

la méthode du Neighbor Joining, 292 sites ont été identifiés comme informatifs. L’arbre 

consensus obtenu a été réalisé en utilisant 1 000 valeurs de bootstraps. Dans le cas d’un 

alignement portant uniquement sur les sites catalytiques (domaines transmembranaires 3 et 

5 impliqués dans la fixation de l’hème, sites de fixation du FAD, du NADPH-ribose et du 

NADPH-adénine) avec la méthode du neighbor joning, 215 sites informatifs ont été 

répertoriés ; l’arbre consensus obtenu a été réalisé avec 500 valeurs de bootstraps. En 

parcimonie, à partir des sites catalytiques, 199 sites informatifs ont été répertoriés et 

l’analyse a portée sur 500 valeurs de bootstraps. L’arbre consensus obtenu avec la méthode 

du maximum de vraisemblance a été réalisé en utilisant l’alignement des sites catalytiques, 

avec la matrice JTT et 100 valeurs de bootstraps.  

Concernant les glutathion S-transférases, 76 séquences pleine longueur ont été 

alignées en utilisant le programme Muscle (Edgar, 2004). Des membres représentatifs de 



Chapitre III –Matériel et méthodes 

___________________________________ 

Page 97 

chaque classe connue de GST ont été sélectionnés à partir des banques de données 

publiques, excepté ceux de la classe microsomale et ceux de la classe kappa. Ces deux 

classes sont déjà connues pour être extrêmement divergentes : les GST microsomales sont 

désormais classées dans une autre super-famille de protéines dénommée MAPEG pour 

membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism, tandis que les 

enzymes mitochondriales de la classe kappa représentent un type distinct de GST avec une 

hélice α supplémentaire à la suite du motif βαβ (Hayes et coll., 2005). De ce fait ces deux 

classes d’enzymes ont été exclues de l’analyse. En revanche des membres des classes 

récemment identifiées Gamma (Cha et coll., 2002), Rho (Konishi et coll., 2005) et Nu 

(Schuller et coll., 2005) ont été pris en compte dans cette étude. L’alignement complet a 

ensuite été analysé par les méthodes du neignhbor joining et du maximum de parcimonie, 

en utilisant la matrice PAM, et le mode global gap removal et 500 valeurs de bootstraps. 

Les séquences utilisées pour générer les arbres sont les suivantes (organisme, numéro 

d’accession dans GeneBank) : RnGSTA2 (Rattus norvegicus, P04903), MmGSTA3 (Mus 

musculus, NP_034486), HsGSTA1 (Homo sapiens, NP_665683), DrGSTA2 (Danio rerio, 

NP_998559), GgGSTA4 (Gallus gallus, NP_990149), GgGSTS1 (Gallus gallus, 

CAA07005), MmGSTS1 (Mus musculus, NP_062328), RnGSTS1 (Rattus norvegicus, 

NP_113832), CfGSTS1 (Canis familiaris, XP_535659), HsGSTS1 (Homo sapiens, 

CAG46480), HcGSTN (Haemonchus contortus, AAF81283), AcGSTN (Ancylostoma 

caninum, AAT37718), HpGSTN (Heligmosomoides Polygyrus, pdb accession number 

1TW9), NdGSTN (Nematospiroides dubius, AAF36480), CeGSTG1 (Cunninghamella 

elegans, AAL02368), CeGSTG2 (Cunninghamella elegans, AAL02369), MmGSTM4 

(Mus musculus, AAH30444), MfGSTM2 (Macaca fascicularis, AAF08540), MmGSTM3 

(Mus musculus, AAH44927), BtGSTM1 (Bos taurus, AAI02051), HsGSTM5 (Homo 

sapiens, NP_000842), BtGSTP (Bos Taurus, AAI02705), HsGSTP1 (Homo sapiens, 

NP_000843), MmGSTP2 (Mus musculus, AAH64781), RnGSTP (Rattus norvegicus, 

NP_036709), MmGSTP1 (Mus musculus, AAH61109), HiGSTB (Haemophilus influenzae, 

AAC21788), OaGSTB (Ochrobactrum anthropi, CAA76728), PmGSTB (Proteus 

mirabilis, P15214), EcGSTB (Escherichia coli, AAC74707), AgGSTD2 (Anopheles 

gambiae, CAA96104), AgGSTD1-5 (Anopheles gambiae, CAB03592), DmGSTD4423 

(Drosophila melanogaster, AAF54791), DmGSTD1 (Drosophila melanogaster, 

AAB26519), SsGSTD (Sarcoptes scabiei, AAV65948), AgGSTE1 (Anopheles gambiae, 

AAL59658), AaGSTE2 (Aedes aegypti, AAV68398), DmGSTE17534 (Drosophila 

melanogaster, AAF57693), DmGSTE17522 (Drosophila melanogaster, AAF57702), 
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PpGSTR (Pleuronectes platessa, CAA45293), PmGSTR1 (Pagrus major, BAD98443), 

MsGSTR (Micropterus salmoides, AAQ91198), EeGSTT1 (Euphorbia esula, AAF64449), 

OsGSTT1 (Oryza sativa, AAK98534), AtGSTT10 (Arabidopsis thaliana, CAA10457), 

HsGSTT2 (Homo sapiens, NP_000845), RnGSTT2 (Rattus norvegicus, AAH61856), 

MmGSTT1 (Mus musculus, CAA66665), MmGSTT3 (Mus musculus, NP_598755), 

HsGSTT1 (Homo sapiens, AAL31549), ZmGSTF3 (Zea mays, CAA29929), AtGSTF4 

(Arabidopsis thaliana, CAB80745), NtGSTF1 (Nicotiana tabacum, A41789), NtGSTF2 

(Nicotiana tabacum, P46440), MmGSTZ1 (Mus musculus, AAH31777), GgGSTZ1 

(Gallus gallus, XP_421288), HsGSTZ1 (Homo sapiens, NP_665877), BnGSTZ (Brassica 

napus, AAO60042), OsGSTZ1 (Oryza sativa, AAG32474), OsGSTZ2 (Oryza sativa, 

AAK98533), TtGSTL (Triticum aestivum, CAA76758), OsGSTL (Oryza sativa, 

XP_493844), AtGSTL (Arabidopsis thaliana, CAB86032), PsGSTL (Pisum sativum, 

BAC81649), GmGSTL (Glycine max, AAG34872), CeGSTO1 (Caenorhabditis elegans, 

AAA27959), TrGSTO (Takifugu rubripes, AAL08414), HsGSTO1 (Homo sapiens, 

CAD97673), MmGSTO1 (Mus musculus, NP_034492), PtGSTU (Pinus tabuliformis, 

AAY64044), TaGSTU4 (Aegilops tauschii, AAM89393), OsGSTU3 (Oryza sativa, 

AAQ02687), OsGSTU17 (Oryza sativa, XP_450940), CmGSTU3 (Cucurbita maxima, 

BAC21263). 

 

 

III.5 Prédiction de la structure tridimensionnelle de CcGST1 

 

La structure tridimensionnelle de CcGST1 a été prédite en utilisant le programme 

Swiss-Model (Peitsch, 1996), accessible en ligne à l’adresse : 

http://swissmodel.expasy.org/ et en utilisant comme modèle la structure connue de la GST 

sigma humaine à activité prostaglandine synthase HsGSTS, de numéro pdb 1IYI. L’image 

tri-dimensionnelle est ensuite éditée dans Swiss-Pdb viewer version 3.7 (Guex et Peitsch, 

1997). 
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IV. Analyses biochimiques 

 

IV.1 Analyse de protéines sauvages 

 

IV.1.1 Extraction des protéines de C. crispus 

 

Pour l’extraction des protéines totales de C. crispus les tissus congelés sont broyés 

en une fine poudre dans l’azote liquide reprise dans un tampon d’extraction à raison de 0,5 

g d’algue.mL-1, contenant 50 mM Tris-HCl pH9,5, 500 mM KCl, 10 mM β-

mercaptoéthanol et les anti-protéases suivantes : 2 mM PMSF, 1 µg.mL-1 aprotinine, 0,5 

µg.mL-1 leupeptine. L’extrait est homogénéisé par agitation à 4°C pendant une heure, puis 

centrifugé 30 min à 10 000 g à 4°C. Le surnageant récupéré constitue l’extrait protéique 

total. 

Pour l’extraction des protéines membranaires de C. crispus les tissus congelés sont 

broyés en une fine poudre dans l’azote liquide reprise dans un tampon d’extraction à raison 

de 0,5 mL.g-1, contenant 50 mM Tris-HCl pH9,5, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 1 mM 

DTT et un les anti-protéases suivantes : 2 mM PMSF, 1 µg.mL-1 aprotinine, 0,5 µg.mL-1 

leupeptine. L’extrait est homogénéisé par agitation à 4°C pendant 30 min, puis filtré sur un 

filtre stérile d’une porosité de 100 µm avant d’être centrifugé 10 min à 10 000 g à 4°C. Le 

surnageant récupéré est centrifugé à nouveau 45 min à 45 000 g puis le culot est 

resuspendu à l’aide d’un pinceau fin dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl pH7,5, 

250 mM sucrose, 20 mM KCl, 15 mM MgCl2, 1 mM DTT et les anti-protéases suivantes : 

2 mM PMSF, 1 µg.mL-1 aprotinine, 0,5 µg.mL-1 leupeptine. L’extrait obtenu constitue 

l’extrait membranaire.  

 

IV.1.2 Dosage de protéines 

 

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976) 

par mesure de l’absorbance à 595 nm. Le réactif de dosage est une forme anionique du 

bleu de Coomassie qui se fixe préférentiellement aux protéines par interactions avec leurs 

groupements cationiques. Une gamme étalon est réalisée au préalable sur de la sérum 

albumine bovine. 
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IV.1.3 Electrophorèses PAGE et PAGE-SDS 

 

Les tests d’activité NADPH oxydase sont réalisés après électrophorèse des extraits 

protéiques en gel d’acrylamide PAGE à 9 %. La détection des activités NADPH oxydase 

utilise une méthode de réduction du NBT (nitro-blue tétrazolium) selon la méthode publiée 

par Sagi et Fluhr (2001). 

 

Pour l’analyse d’extraits protéiques totaux et coloration au bleu de Coomassie, la 

migration est réalisée sur un gel d’acrylamide PAGE-SDS à 9 %. Les échantillons sont 

préalablement incubés dans un tampon de charge dénaturant 5 min à 100°C.  

 

IV.1.4 Immunodétection de la NADPH oxydase chez C. crispus 

 

IV.1.4.1 Obtention des anticorps primaires 

 

Connaissant la séquence protéique putative de Ccrboh, deux peptides spécifiques de 

cette séquence furent synthétisés pour l’obtention d’anticorps primaires spécifiques 

(Eurogentec). Le premier anti-peptide est dirigé contre un fragment compris entre les 

acides aminés 280 et 295 qui correspond au site de fixation du FAD, de séquence H2N-

WHPFTIASAPQDKTMC-COOH. Le second anti-peptide est dirigé contre un fragment 

compris entre les acides aminés 489 et 504 situé au niveau de la zone d’insertion 

cytosolique des algues rouges, de séquence H2N-DIKNSANARRGNRERL-COOH. Ces 

peptides ont été inoculés à des lapins pour l’obtention d’anticorps spécifiques qui ont 

ensuite été purifiés (Eurogentec).  

 

IV.1.4.2 Obtention des protoplastes 

 

A l’aide d’une lame de rasoir, les gamétophytes de C. crispus sont réduits en 

multiples fragments de moins d’1 mm puis incubés à 20°C sous légère agitation dans une 

solution de pré-incubation contenant un chélateur de potassium. Après 20 min, le milieu 

est éliminé et remplacé par le milieu de digestion contenant de la cellulase et des ι- et κ-
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carraghénases. La digestion se fait sur la nuit à 13°C et sous légère agitation. Les 

protoplastes sont récupérés par filtrations successives sur filtres de nylon, repris avec un 

volume d’eau de mer contenant 0,35 M de sorbitol, puis centrifugés 10 min à 4°C à 150 g. 

Le culot de protoplastes est repris dans un tampon d’extraction de protéines totales.  

 

IV.1.4.3 Western-blotting et détection 

 

Les protéines des différents extraits sont séparées sur un gel dénaturant PAGE-SDS 

comme décrit précédemment. Après la migration le gel est démoulé et immergé dans le 

tampon de transfert contenant 25 mM Tris-HCl, 0,2 M glycine, 20 % méthanol, avec la 

membrane Hybond™-ECL (Amersham) pendant 20 min. Le transfert des protéines 

présentes dans le gel vers la membrane est réalisé ensuite pendant 2 heures à 300 mA. 

La membrane est ensuite incubée 1 heure à température ambiante dans du tampon 

TBS-Tween contenant 20 mM Tris-HCl pH7,5, 14 mM NaCl, 0,1 % Tween 20 et enrichi 

avec 5 % de lait écrémé qui joue le rôle d’agent bloquant. Les anticorps primaires sont 

dilués dans ce même tampon du 1/100ème au 1/500ème pour les anticorps purifiés, et du 

1/2500ème au 1/5000ème pour les anticorps non purifiés, puis incubés avec la membrane sur 

la nuit à 4°C et sous agitation. Le lendemain, la membrane est rincée brièvement puis lavée 

4 fois 15 min avec ce même tampon. Elle est ensuite incubée 1 heure à température 

ambiante dans l’anticorps secondaire, couplé à la peroxydase HRP, dilué au 1/5000ème dans 

le tampon TBS-Tween-lait. La membrane est ensuite rincée brièvement et lavée 4 fois 15 

min dans du tampon TBS-Tween. 

La détection est réalisée à l’aide du kit ECL™ (Amersham). Le luminol et le H2O2 

utilisés permettent, en présence de la peroxydase, la production d’une émission lumineuse 

qui va excitée les films photographiques. Ceux-ci sont ensuite développés de façon 

classique. 
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IV.2 Expression hétérologue et caractérisation de protéines 

recombinantes 

 

IV.2.1 Expression hétérologue 

 

Les séquences nucléotidiques contenant les parties codantes des transcrits Ccgst2 et 

Ccgst7 ont été amplifiées par PCR en utilisant les amorces suivantes (les sites de restriction 

sont soulignés) : Ccgst2-7 5’-

GGGGGGGGATCCCCGGAAATCAAGCTCACCTACTTC-3’ et Ccgst2-8 5’-

CCCCCCGAATTCTTACGAAAACATCTTCACCGGCTTCTT-3’ pour CcGST2, 

Ccgst7-7 5’-GGGGGGGGATCCGCTTCGTCCACCCTCCTCACC-3’ et Ccgst7-8 5’-

CCCCCCGAATTCTTACAACTTTCCGTCGCCAAACACCC-3’ pour CcGST7. Ces 

amorces possèdent la même température d’hydridation (70°C) et incorporent un site de 

restriction BamHI/EcoRI au niveau respectivement des parties 5’ et 3’ non-codantes. Les 

conditions d’amplification par PCR se décomposent en une dénaturation initiale de 5 min à 

94°C, suivie de 30 cycles de 30 s à 94°C, 30 s à 50°C et 6 min à 72°C, puis d’une étape 

finale d’élongation de 10 min à 72°C. Les fragments de PCR résultants sont ensuite 

purifiés, digérés par les enzymes appropriées et clonés dans le vecteur d’expression pFO4, 

qui est un vecteur pET15 (Novagen) modifié contenant également la séquence codant le 

tag histidine en N-terminal.  

Les plasmides recombinants sont utilisés pour transformer une souche BL21(DE3) 

d’Escherichia coli. Les colonies transformées sont cultivées dans 2 mL de milieu Luria-

Bertani contenant de l’ampicilline (100 µg.mL-1), sous agitation et à 37°C. La culture est 

ensuite diluée au 1/100ème dans le milieu auto-inductif ZYP (Studier, 2005) contenant de 

l’ampicilline (100 µg.mL-1), puis remise a incubée à 20°C sous agitation, jusqu’à la phase 

plateau de la courbe de croissance (densité stable).  

 

IV.2.2 Purification sur colonne de nickel et dialyse 

 

Les bactéries, contenant le plasmide recombinant, sont récoltées après culture, puis 

centrifugées 10 min à 5 000 g pendant 10 min. Le culot bactérien issu de 200 mL de 

culture est repris dans 40 mL de tampon Tris-HCl pH7,5, 300 mM NaCl, 60 mM imidazole 

(tampon A). Les cellules sont lysées par une presse de French. La fraction insoluble est 
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culottée par centrifugation à 20 000 g pendant 90 min à 4°C. Les protéines du surnageant 

sont chargées sur une colonne de sépharose (10 mL) préalablement activée avec 100 mM 

de NiSO4 et équilibrée dans du tampon A, selon les instructions du fournisseur, et en 

utilisant un système ÄKTA-FPLC (Amersham Biosciences). Après un premier lavage au 

tampon A, l’élution est réalisée à raison de 1 mL.min-1, et selon un gradient linéaire de 60 

mM à 300 mM d’imidazole, en utilisant un mélange du tampon A et d’un tampon Tris-HCl 

pH7,5, 300 mM NaCl, 300 mM imidazole (tampon B). La protéine purifiée et éluée est 

collectée puis dialysée 18 heures à 4°C contre un tampon C contenant 20 mM Tris-HCl 

pH7,5, 100 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 mM DTT. Du glycérol est ensuite ajouté à la 

fraction protéique purifiée à raison d’une concentration finale de 20 % (v/v) avant le 

stockage a -80°C.  

A chaque étape de purification le profil en protéines totales est vérifié sur gel 

dénaturant SDS-PAGE à 12 % coloré au bleu de Coomassie. La concentration finale de la 

protéine purifiée est déterminée selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976).  

 

IV.2.3 Chromatographie d’exclusion de taille 

 

La masse moléculaire apparente de la protéine recombinante purifiée est évaluée 

par chromatographie d’exclusion de taille en utilisant une colonne Superdex 200 avec le 

système ÄKTA (Amersham). La colonne est équilibrée avec un tampon 50 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 100 mM NaCl. Les échantillons sont élués à raison de 0,5 mL.min-1. Les masses 

moléculaires des standards utilisés pour la calibration sont : l’anhydrase carbonique, 29 

kDa, la sérum albumine bovine, 66 kDa, l’alcool déshydrogénase, 150 kDa, la β-amylase, 

200 kDa, l’apoferritine, 443 kDa, la thyroglobuline, 669 kDa et le bleu dextran, 2 000 kDa.  

 

IV.2.4 Tests enzymatiques pour les activités transférases et 

peroxydases 

 

Les dosages enzymatiques des glutathion S-transférases recombinantes sont réalisés 

en utilisant un lecteur de microplaques Saphire (Tecan). Les réactions spontanées sont 

systématiquement mesurées et soustraites des réactions enzymatiques correspondantes. Les 

activités sont déterminées à 30°C. Le glutathion est dissous dans l’eau distillée, les autres 

substrats sont dissous dans l’éthanol. La concentration finale en éthanol dans le milieu 
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réactionnel est de 2 % (v/v). L’enzyme purifiée est diluée à une concentration finale de 8 à 

40 µg.mL-1 dans un tampon 20 mM Tris-HCl pH7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 

DTT, additionné de glycérol à une concentration finale de 20 % (v/v). Les essais sont donc 

réalisés en présence de 2 % de glycérol (v/v).  

 Sauf indications contraires, le dosage de l’activité glutathion transférase est 

classiquement réalisé dans une solution contenant 100 mM de tampon phosphate, 1 mM de 

glutathion (GSH) et 1 mM du second substrat. Les mesures sont réalisées aux longueurs 

d’onde et aux pH suivants : 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (Sigma), 340 nm (∆ε = 9 600 M-

1.cm-1) et pH6,5 ; 1-bromo-2,4-dinitrobenzene (Sigma), 340 nm (∆ε = 9 600 M-1.cm-1) et 

pH6,5 ; 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (Sigma), 340 nm (∆ε = 9 600 M-1.cm-1) et pH6,5 ; 1-

iodo-2,4-dinitrobenzene (Sigma), 340 nm (∆ε = 9 600 M-1.cm-1) et pH6,5 ; para-

nitrobenzoyl chloride (Sigma), 310 nm (∆ε = 1 900 M-1.cm-1) et pH6,5 ; acide éthacrinique 

à 0,2 mM avec 0,2 mM de GSH, 270 nm (∆ε = 5 000 M-1.cm-1) et pH6,5 ; trans-4-phenyl-

3-buten-2-one à 0,2 mM avec 0,2 mM de GSH, 290 nm (∆ε = -24 800 M-1.cm-1) et pH6,5 ; 

para-nitrophenyl acetate à 0,3 mM avec 0,5 mM de GSH, 400 nm et pH7,0. 

L’enzyme (0,2-1 µg) est préalablement incubée 2 min dans le mélange réactionnel 

(240 µL) et les mesures sont relevées toutes les 20 s pendant 10 min après l’addition du 

second substrat. 

 

L’activité peroxydase dépendante du glutathion de la protéine recombinante est 

mesurée avec 1 mM de cumene hydroperoxide, 1 mM de t-butyl hydroperoxide (Sigma), et 

0,1 mM de chaque hydroperoxyde d’acides gras polyinsaturés testés : l’acide 13S-

hydroperoxy-9Z,11E-octadecadiénoïque, 13(S)-HpODE ; l’acide 13S-hydroperoxy-

9Z,11E,15Z-octadecatriénoïque, 13(S)-HpOTE ; l’acide 12-hydroperoxy-5Z,8Z,10E,14Z-

éicosatétraénoïc, 12(+/-)-HpETE ; et l’acide 15S-hydroperoxy-5Z,8Z,11Z,13E-

éicosatétraénoïque, 15(S)-HpETE (Cayman Chemicals). Le milieu réactionnel contient 0,2 

mM de NADPH, 1 mM de GSH et 0,25 unités de glutathion réductase dans 100 mM de 

tampon phosphate pH7,0. La réaction est amorcée par l’ajout simultané du NADPH et du 

second substrat, et suivie par la diminution de l’absorbance à 340 nm. Le coefficient 

d’absorption utilisé pour l’oxydation du NADPH à 340 nm est de 6 220 M-1.cm-1.  

 Une unité d’activité enzymatique est définie comme la quantité d’enzyme capable 

de catalyser la disparition d’une micromole de substrat par minute. L’activité spécifique est 

exprimée en µmol.min-1 par mg d’enzyme. L’acide étacrinique, le trans-4-phenyl-3-buten-
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2-one, le para-nitrophenyl acetate et le cumene hydroperoxide nous ont généreusement été 

fournis par Fabrice Morel (U620 Inserm, Rennes, France). 

 

IV.2.5 Effets du pH et de la température 

 

Le pH optimal de l’enzyme recombinante a été déterminé selon le dosage 

spectrophotométrique décrit précédemment en utilisant le CDNB comme substrat. Pour les 

différentes valeurs de pH, les 100 mM de tampon phosphate pH6,5 classiquement utilisés 

ont été remplacés par 100 mM des tampons suivants : acétate de sodium, pH 4,0 à 5,5 ; 

phosphate de potassium, pH 6,0 à 8,0 ; Tris-HCl, pH 8,5 à 9,0 ; glycine-NaOH, pH 9,5 à 

10,5.  

 Pour les tests d’inactivation par la chaleur, l’enzyme a préalablement été incubée 10 

min à chaque température testée, à une concentration de 24 µg.mL-1 dans un tampon 20 

mM Tris-HCl pH7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT contenant du glycérol à 

une concentration finale de 20 % (v/v), puis incubée sur glace. L’activité résiduelle a par la 

suite été mesurée selon le dosage spectrophotométrique classique au CDNB décrit 

précédemment. 

 

IV.2.6 Détermination des paramètres cinétiques 

 

Le Km apparent pour le glutathion à été déterminé en utilisant une concentration en 

GSH de 0,02 mM à 2 mM en présence d’une concentration fixe de 2 mM de CDNB. Les 

paramètres cinétiques ont été calculés selon la méthode de Lineweaver et Burk.  
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IV.3 Etudes cristallographiques de la protéine CcGST2 

recombinante 

 

Les micro-cristaux de CcGST2 ont été obtenus par la méthode de diffusion en 

phase vapeur utilisant la technique des gouttes suspendues. Les gouttes sont constituées de 

1 µL de tampon de cristallisation avec 1 à 3 µL d’enzyme CcGST2, concentrée à 1,6 

mg.mL-1 dans un tampon 20 mM Tris-HCl pH7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 

DTT, 5 % (v/v) glycérol. L’enzyme est déposée seule ou en présence de 0,3 mM de GSH, 

ou en présence de GSH et CDNB à 0,3 mM chacun. 

Les PEG 8000 et MME 5000 ont été utilisés comme précipitants à raison de 16 % à 

34 %, dans un tampon 0,1 M Mes pH6,0, Mes pH6,5 ou Caco pH6,5, et en présence de 0,2 

M de sulfate d’ammonium. La présence d’additifs tels que le glycérol et l’isopropanol, à 

raison de 3 %, a également été testée. Des volumes de 200 à 500 µL de tampon de 

cristallisation ont été testés.  

Les boites d’échantillonnage sont équilibrées à une température constante de 20°C ; 

les premiers cristaux apparaissent après 2 à 3 semaines.  
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I. Identification et caractérisation de gènes homologues à 

la NADPH oxydase chez les algues 

 

Au cours de son travail de thèse, Kamal Bouarab (Bouarab, 2000) a pu montrer que 

l’élicitation de l’algue rouge Chondrus crispus par des extraits acellulaires de l’algue verte 

endophyte Acrochaete operculata, conduisait à la génération d’un burst oxydatif. Cette 

production rapide et massive de formes actives de l’oxygène est similaire à ce que l’on 

peut observer chez les mammifères et les plantes supérieures. Chez les gamétophytes, 

l’inhibition de ce burst oxydant par le DPI faisait supposer l’implication d’une enzyme de 

type NADPH oxydase. Par la suite l’analyse d’une banque d’ADNc d’une autre 

macroalgue rouge, Porphyra yezoensis (Nikaido et coll., 2000 ; Asamizu et coll., 2003) a 

permis l’identification de 11 EST formant un contig unique et codant visiblement pour une 

NADPH oxydase. La découverte de ce transcrit dans les banques de données, 

apportait la preuve que les macroalgues rouges pouvaient également posséder ces 

enzymes. La séquence du transcrit était en revanche incomplète. Compte tenu des 

précédents résultats obtenus sur le burst oxydatif chez C. crispus, la présence 

d’homologues éventuels au transcrit de P. yezoensis chez C. crispus a été recherchée. Pour 

cela le clone de P. yezoensis présentant les plus fortes similitudes avec la gp91phox a été 

entièrement séquencé. Des amorces dégénérées ont ensuite été déterminées par analyse 

d’alignements multiples. L’utilisation de ces amorces a permis l’obtention d’un fragment 

de 165 pb par amplification sur de l’ADN génomique de C. crispus. Ce fragment présentait 

également des similitudes de séquences avec des NADPH oxydases. Au cours de son stage 

post-doctoral, Jonas Collén a entrepris l’amplification et le radio-marquage de ce fragment 

pour cribler une banque d’ADNc de gamétophytes de C. crispus. Au final, ce travail de 

longue haleine a permis l’identification de 4 clones identiques, dont l’ADNc de 2 513 pb, 

codant pour une séquence partielle, présentait de fortes homologies avec la gp91phox 

de neutrophiles. Mon travail de thèse a donc débuté par l’obtention et le séquençage de 

l’ADNc pleine longueur de la NADPH oxydase de C. crispus, ainsi que par l’étude du 

gène et de sa séquence protéique putative. Ce premier chapitre de travail de thèse, présenté 

ci-après, a donné lieu à la publication d’un article (Hervé et coll., 2006).  
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I.1 Séquençage de l’ADNc pleine longueur Ccrboh chez 

Chondrus crispus 

 

Malgré la présence d’un codon initiateur en amont de la séquence de 2 513 pb 

préalablement isolée, l’analyse des alignements avec d’autres homologues de NADPH 

oxydases faisait suspecter que le transcrit était incomplet. D’après ces alignements et en 

assumant que la séquence de C. crispus possède une région N-terminale similaire à ces 

homologues, une quarantaine d’acides aminés manquaient. De plus aucun codon stop 

n’était présent sur la partie 5’ non-codante, ne nous permettant pas d’affirmer que nous 

possédions la séquence codante complète. L’ADNc pleine longueur a été obtenu par la 

méthode de 5’-RACE PCR. Le clone isolé par cette méthode possède un insert de 1 014 

pb, dont la séquence traduite contient un codon initiateur suivi d’un cadre ouvert de lecture 

de 702 pb. La région N-terminale nouvellement déterminée s’aligne désormais à celles des 

homologues de NADPH oxydases. Si aucun codon stop n’est détecté au niveau de la partie 

5’ non-codante, la présence d’une région promotrice est soupçonnée à ce niveau, avec 

également un motif de 4 nucléotides (ACTC) répété 13 fois. Cette séquence fut assemblée 

avec la précédente pour former une séquence nucléotidique finale de 2 708 pb. L’ADNc 

pleine longueur ainsi obtenu contient un cadre ouvert de lecture de 2 478 pb, avec une 

extrémité 5’ de 76 pb, et une extrémité 3’ de 154 pb. Ce transcrit code une protéine 

putative de 825 acides aminés, ayant une masse moléculaire théorique de 93 kDa. Par 

analogie à la nomenclature déjà utilisée pour répertorier les séquences de NADPH 

oxydases présentes dans les banques de données ou décrites dans la littérature, ce transcrit 

fut dénommé Ccrboh pour Chondrus crispus respiratory burst oxidase homologue 

(Figure 25). 
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1         CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGACACTCACTCATCTACTCATTCACTCACTCACTCACT 

 

121       CACTCACTCACTCACTCAATCCTCACACCCAACTCACAATGATTCCCAGATCCAAGCCCGACGTCGCCCGTCCCAGCGCCCGCATCGAGGCATACCTCTCCACCCACGCATTCAAAGTCC 

1                                                M  I  P  R  S  K  P  D  V  A  R  P  S  A  R  I  E  A  Y  L  S  T  H  A  F  K  V    

 

241       TCTTCTTTGCTTTCTATGGCGCCGCCGTCACCCTCATGTTCGCTTGGGGTTTCAAGGCCGAGTTCACCTTCGAGGACAACTTCGACATGCCCCACTTCAACACCGTCCGTTGGTTCATCG 

28        L  F  F  A  F  Y  G  A  A  V  T  L  M  F  A  W  G  F  K  A  E  F  T  F  E  D  N  F  D  M  P  H  F  N  T  V  R  W  F  I    

 

361       GCATTGCCCGTGGCATGGGCTACACCCTTAACCTCAACACCGCTTTCGTGATCCTCCTCGCCTCGCGCCTGCTTTTCACCAAGCTTCGCGACTCACCCCTTCAGCTCGTCCTGCCGTTCG 

68        G  I  A  R  G  M  G  Y  T  L  N  L  N  T  A  F  V  I  L  L  A  S  R  L  L  F  T  K  L  R  D  S  P  L  Q  L  V  L  P  F    

 

481       ATGCAGCTTTCCCGGCCCTCCACATCGTCGTCGGCTACACCATCTTCTTTGCCGTTCTCGTCCATGGTTCCTTCCATTTCGTCTGGCTCATTACCTGGGATGCCTGGACTTGGGGCCTCT 

108       D  A  A  F  P  A  L  H  I  V  V  G  Y  T  I  F  F  A  V  L  V  H  G  S  F  H  F  V  W  L  I  T  W  D  A  W  T  W  G  L    

 

601       GGAGCTTCAACATGAGCGTCATCACTGGCTTCTTGCTCGCCATCGTCTTCGGTACCATGCTCGTTCTTGCTCGCCCGTCCGTCCGTAAGAACAACTTCCGCCTCTTCTATGCGGTTCATA 

148       W  S  F  N  M  S  V  I  T  G  F  L  L  A  I  V  F  G  T  M  L  V  L  A  R  P  S  V  R  K  N  N  F  R  L  F  Y  A  V  H    

 

721       TCATCGGCGCCACTCTTTTCTTCGGCCTCCTCATCATCCACGGTATGTTCCGGCAGGTTCCGTATACCTACAAGTGGGTCATTCCCCCGCTCATCCTCTACGCCATCGACAGGTTCCTCC 

188       I  I  G  A  T  L  F  F  G  L  L  I  I  H  G  M  F  R  Q  V  P  Y  T  Y  K  W  V  I  P  P  L  I  L  Y  A  I  D  R  F  L    

 

841       GCCGCAGGAAGGTATCCGCTGTCGAACTCTTCCTCTCCGCTGAGAACGCAGTCCTCAAGGACGGTGACATCCTCGAACTCCGAGTCCCCAAGGCTTTCAGTTACCAAGCCGGTCAGTACG 

228       R  R  R  K  V  S  A  V  E  L  F  L  S  A  E  N  A  V  L  K  D  G  D  I  L  E  L  R  V  P  K  A  F  S  Y  Q  A  G  Q  Y    

 

961       CAGAGGTCCAGGTCCCCTTCATTAACCGTGAGTGGCACCCCTTCACCATTGCTTCGGCTCCTCAGGACAAGACTATGTGCTTCTACATCAAGGCCCTCGGTGACTGGACCAAGGAGCTCC 

268       A  E  V  Q  V  P  F  I  N  R  E  W  H  P  F  T  I  A  S  A  P  Q  D  K  T  M  C  F  Y  I  K  A  L  G  D  W  T  K  E  L    

 

1081      GCGGCGCCTTCCAAGCGCGTGTTGACGGTGCCGTCACCGATTCCCTCCAAGTCAATATTCGCGGCCCGTACGGCGCCCCCGCTCAGCACGTCGGCCTCTACGAGCGAGTCGTTCTCATCT 

308       R  G  A  F  Q  A  R  V  D  G  A  V  T  D  S  L  Q  V  N  I  R  G  P  Y  G  A  P  A  Q  H  V  G  L  Y  E  R  V  V  L  I    

 

1201      CCGGTGGTATTGGCTCTACTCCATTCACCTCTATCTGCAAGGACTTGCACCACCGCAAGGTCAAGGAGAACGCTACCAGCGCCACCGGCTTCGAGCCCTCTACCTCCACTCTGCTCAAGC 

348       S  G  G  I  G  S  T  P  F  T  S  I  C  K  D  L  H  H  R  K  V  K  E  N  A  T  S  A  T  G  F  E  P  S  T  S  T  L  L  K    

 

1321      GCATTGAATCCCGCGTCAGTACTGCTATCTCTACTTTGTACGGTGTGGACATTTCTAATGCCAAGGACATCAATCAGGAAGAGGAGGAGAAGAGGGTCTACCTCGCCAACATGCTCAACT 

388       R  I  E  S  R  V  S  T  A  I  S  T  L  Y  G  V  D  I  S  N  A  K  D  I  N  Q  E  E  E  E  K  R  V  Y  L  A  N  M  L  N    

 

1441      TGACTGCTCCTGGCTCCGGCTCCAGCTCAGGTGAAACCACCGAGCTCGAAGTGGAGATGGTCGATGCCTCCAAGCAAGCTGACGAGTCTTCTTCCGACTCTGACCGCAGCACCTCGATGG 

428       L  T  A  P  G  S  G  S  S  S  G  E  T  T  E  L  E  V  E  M  V  D  A  S  K  Q  A  D  E  S  S  S  D  S  D  R  S  T  S  M    

 

1561      AGTCTTACAACGTCAAGAACATGCTCCGTAAAGAACAGGATGAGGAATACATTCTCGATGACATCAAGAATTCTGCCAACGCACGCCGTGGAAACCGTGAACGTCTCTCCCACTTGTATG 

468       E  S  Y  N  V  K  N  M  L  R  K  E  Q  D  E  E  Y  I  L  D  D  I  K  N  S  A  N  A  R  R  G  N  R  E  R  L  S  H  L  Y    

 

1681      AAGGCCGCTCCAAGGTGCTGGAGTTCCTCCATACCTCCCGCGTCAACCTGCTGCTCCTCTTTGTGCTCATTGCCCGCATCTTCTTCATTTGCATCTCCTCCATCATCAAGGCTGACTACA 

508       E  G  R  S  K  V  L  E  F  L  H  T  S  R  V  N  L  L  L  L  F  V  L  I  A  R  I  F  F  I  C  I  S  S  I  I  K  A  D  Y    

 

1801      TCATGATCAACGCCGAGCCGCACGCTATCGAGTCTGGCCTCTGGATTGTGATTGTCGACACTGTACTCAGCATCATCTTCGCCATTGTGCTCCCGCTCACCATCTTCCTCGAGCTGAGCT 

548       I  M  I  N  A  E  P  H  A  I  E  S  G  L  W  I  V  I  V  D  T  V  L  S  I  I  F  A  I  V  L  P  L  T  I  F  L  E  L  S    

 

1921      ACATGGGCTCTCGTTTCTTCCGCACCGTCGGTCGCACACTCGACTTCTTCGTCTTCCTCCCGCTCACCATCACTAGTGCCAGCCTTGGCATCAAGGCTCTCGTCACCGAGCGCACTGACG 

588       Y  M  G  S  R  F  F  R  T  V  G  R  T  L  D  F  F  V  F  L  P  L  T  I  T  S  A  S  L  G  I  K  A  L  V  T  E  R  T  D    

 

2041      AACAAATCGTGCTCTTCCTGCACTACATCGTCTTCCTGCCGACGCTTTTCGTCCTCCTTGCTGTTCGCATGTACCGCGCCCTTGGCAAGAGGACGCTCCTCACTGACGCTCCCTGCCATT 

628       E  Q  I  V  L  F  L  H  Y  I  V  F  L  P  T  L  F  V  L  L  A  V  R  M  Y  R  A  L  G  K  R  T  L  L  T  D  A  P  C  H    

 

2161      GCTCGCATCGCGATATCGTCCCCAACGTCGACTTTGTTTGGACTGTCCCGCACGAGAATGACGACGAGTGGCTACGCTCCGAACTCGAACCGCTCGCCGACGGTACTGAGCTCAAGCTCC 

668       C  S  H  R  D  I  V  P  N  V  D  F  V  W  T  V  P  H  E  N  D  D  E  W  L  R  S  E  L  E  P  L  A  D  G  T  E  L  K  L    

 

2281      ACCGCTACGTCACTCGCGCTAAGGAAGTCGACATGGAAGCCGGCTCTGAATTCATCACCAGCTCCAACACTGGTCGCCCCGAATGGGATGAGATCTTTGGCAAGATTGCCGCCGAAGCTC 

708       H  R  Y  V  T  R  A  K  E  V  D  M  E  A  G  S  E  F  I  T  S  S  N  T  G  R  P  E  W  D  E  I  F  G  K  I  A  A  E  A    

 

2401      CCTCCAACTCTGTAGTGGGCGTGTTCTTCTGCGGACCTCACAAGATGGGCGATTCTGTGCAATCAGCGATGCGCAGGGCTGAGATTAACAGCAACTTGAGAGGTGCCTACTTGAGGAGTA 

748       P  S  N  S  V  V  G  V  F  F  C  G  P  H  K  M  G  D  S  V  Q  S  A  M  R  R  A  E  I  N  S  N  L  R  G  A  Y  L  R  S    

 

2521      CTAAGGAGAAGACCTTGATGAAGGACCTCGGTCTGCCTCAGCGAGGGCTTATTAAGATGCTGATGGGAACCGGTTGCAGTGTGCGCTTCGTGTTCCGGGAGGAAAACTTCGGCTAAGGTG 

788       T  K  E  K  T  L  M  K  D  L  G  L  P  Q  R  G  L  I  K  M  L  M  G  T  G  C  S  V  R  F  V  F  R  E  E  N  F  G  

 

2641      CTACACCACCGAGAAGCCCACTTTAGATTTTGGCTAACTCACTCACCCTAGCTTGATAGAGAGTCCCGCAAACACAACAACTTTGACAAGAAAATAATAATTTTAGATGAGACATATACC 

 

2761      AACATTGAGATGTAAATTATTCTGACATTC 

 

Figure 25 : Séquence nucléotidique de Ccrboh et sa séquence protéique déduite 

Le codon start et le codon stop sont indiqués en gras. Les sites de restriction des enzymes EcoRI 
(G/AATTC), HindIII (A/AGCTT) et XhoI (C/TCGAG) sont soulignés et indiqués en gras. La zone grisée 
représente la sonde utilisée pour les expériences de Northern blotting et Southern blotting. 
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I.2 Identification de séquences homologues dans les banques 

de données d’algues 

 

Le séquençage du clone de la macroalgue rouge P. yezoensis, et l’assemblage de 

la séquence obtenue avec les différents EST présents dans la banque, a permis d’identifier 

un ADNc pleine longueur de 3 294 pb, dénommé suivant le même principe Pyrboh. Celui-

ci contient un cadre ouvert de lecture de 2 712 pb, avec des extrémités 3’ et 5’non-codantes 

respectivement de 220 et 362 pb. Il code une protéine putative de 903 acides aminés, ayant 

une masse moléculaire théorique de 98 kDa. 

Ccrboh et Pyrboh furent ensuite utilisés pour identifier des séquences homologues chez les 

microalgues, dans les banques de données publiques. Ceci a permis l’identification de 2 

homologues dans le génome de l’algue rouge unicellulaire Cyanidioschyzon merolae 

(Matsuzaki et coll., 2004), dénommés arbitrairement Cmrboh1 (locus CMG089C) et 

Cmrboh2 (locus CMR353C). Le gène Cmrboh1 contient 2 595 pb, avec un intron de 141 

pb localisé entre les bases 1 975 et 2 115. Le transcrit Cmrboh1 correspondant contient un 

cadre ouvert de lecture de 2 454 pb, codant une protéine de 817 acides aminés. La 

séquence protéique putative de Cmrboh1 partage 31 % d’identité et 50 % de similitude 

avec celle de Cmrboh2. Cette dernière contient un cadre ouvert de lecture de 2 808 pb, et 

code une protéine de 935 acides aminés (Figure 26).  

 

En suivant le même protocole, quatre séquences homologues et pleine longueur 

furent identifiées dans les génomes ou banques d’EST de deux diatomées. Dans la 

banque d’EST de Phaeodactylum tricornutum (Maheswari et coll., 2005), deux gènes 

homologues à des NADPH oxydases furent identifiés et nommés Ptrboh1 et Ptrboh2. Ils 

codent respectivement des protéines de 592 et 522 acides aminés (cadres ouverts de lecture 

de 1 779 et 1 569 pb). Dans le génome de Thalassiosira pseudonana (Armbrust et coll., 

2004) deux autres isoformes furent identifiées et nommées Tprboh1 (TPFRO96211) et 

Tprboh2 (TP93FRO). Elles codent respectivement des protéines de 601 et 622 acides 

aminés (cadres ouverts de lecture de 1 806 et 1 869 pb). En revanche aucun homologue ne 

fut identifié dans les banques locales d’EST de la macroalgue brune Laminaria digitata 

(Crepineau et coll., 2000 ; Roeder et coll., 2005), ni parmi les séquences publiques 

disponibles à Genebank de Laminaria japonica. 
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Chez l’algue verte unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii, deux séquences 

présentant des similitudes avec des NADPH oxydases furent identifiées dans la banque 

génomique (C_30094 et C_30095 sur le site du JGI genome portal) (Asamizu et coll., 

1999). Cependant elles sont très divergentes par rapport aux séquences de NADPH 

oxydases précédemment citées ou déjà connues, y compris les homologues de végétaux 

supérieurs. L’absence de transcrits correspondants dans la banque d’EST, pourtant 

largement fournie (169 316 EST), peut nous faire supposer que ces gènes ne sont pas 

exprimés dans les conditions testées (absence de stress), voire non fonctionnels 

(pseudogènes). 
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Ccrboh       1 M                                                                                                       D                                                                                          IPRSKP VA................................................................................RPSARIE
Pyrboh       1 M                                                                                                 GDDKPPPPK................................................................................SRVSRVE
Cmrboh1      1 M                                                                                                       E                                                                                          NKAKQN SN.......................................................LDPSLT...................ERTQIWN
Cmrboh2      1 M                                                                                                       D                                                                                          QRRAAV AQECHDTRFSPNSGGAFGRAPNLAAAAAIQSTPRHRRLSHVRIALVPRSFCFLDEVWMKPSLPPVPLGACAITTMRPRNRIRAQLDLWN
gp91phox     1 M                                                                                                       E                                                                                          GNWAVN .........................................................................................

Ccrboh      18                        F                                     R                  R     L            L          A Y  A     AW  K            H                 IA G G  LN N A V L A   L T    SPL  V  AY STHAFKVLFF F GA VTLM   GF AEFTFEDNFDMP FNTVRWFIG........    M YT  L T F I L S L F K RD   QL LP
Pyrboh      18                        F                                     R                  R     L            L   G     L LY  A      F                                 VA G G  INFN AVI L       S    TPL  V  SY STN FVLTF G  IL NVIL F AATPERRL.............WPVGHYRRNLTP    A NL    S   L VSA KFM W RN   NM VP
Cmrboh1     24                        F                                     R                  R     L            L   G     VLLF  A     AY  R            R                 IA G G   TF  LVL L I   L T    TPL  L  IH VEN LWYSI    FC MSWF   GV YVIVDLRPSGIL YAGS.............    M FAC  CS   P T N T A V YR   YD LC
Cmrboh2     98                        F                                     R                  R     L            V   G     LVAY        VY  K            R                    G G  ATFN LLL I V   L N     PL  I  ER GES LFFSL    WCSQAWF   GV YALSLALPSDWS YMLI.............FG  F YV    A   P T N T T I YRL  YD FS
gp91phox     9                        F                                     R                  R     L                G     ILVW  L     VW  R            K                 LA      LNFN MLI L V   L S    S A     ...... LSIFV    LG NVFL   YY VYDIPPKFFYTR LLGSALA..........   APAAC    C   L P C N L F RG S CCSTR

Ccrboh     107            H             H                                                              TG               P    VV         V               W  G   F                                   NM  I   LLAI  FDAAF... AL I  GYTIFFAVL  GSFHFVWLITWD.A TW LWS ...................................  SV   F    VF
Pyrboh     102            H             H                                                              TG         K M   P    LV     A   V               W  G   F                                   T L I   MLVA  FD A ... AF M  GRVFL ASV  VGFHLPVYVVSK.P GP YNG ................................... Q F   S    LF
Cmrboh1    108            H             H                                                              TG         R I   P    IV     A   I               F  G                                       TML V   VLMV  VE W ... DM T  GTSLA TGW  GIAQIVNYAASVFV RG LFTGPAALP.............................A   F   V    LL
Cmrboh2    182            H             H                                                              TG         R L   P    II     I   I               F  G   F                                   TMV V   ALMA  VA W ... DL A  ARWFT AGW  GILLSVAYGVGTLP RG FLP SNTIP.............................T   F   C    FL
gp91phox    90            H             H                                                              TG         R L        MV     L   I                      Y                                    LA I   VI L  VR Q DRNLTF K  AWMIA HSA  TIAHLFNVEWCVNARVNNSDP SVALSELGDRQNESYLNFARKRIKNPEGGLYLAVTL  G   V  T CL

Ccrboh     165            R      F   H          L  HG                                                    P   Y    ML     SV K  F L Y      A L F   I                                         M     YT  W IP L L AIGT  VLARP    NN R   AV IIG T F GL  I  ...................................... FRQVP  YK V    I    
Pyrboh     160            R      F   H          L  HG                                                    P   Y  A L            Y L W S    A L FV  M                                         L     WT  W AG M V II I FVTSVRVN SKR E   Y  AIC S G  L  I  ...................................... HYGVY  YR A    A    
Cmrboh1    173            R      F   H          L  HG                                                    P   Y  V LL     TV R  F L W T    A L YI  V                                         L     WT  F AG V L II P  GFGVE    KW R   W  RPI V V  C  F  ...................................... RGGRP  VY F    F    
Cmrboh2    247            R      F   H          L  HG                                                    P   Y  L IV     SV R  Y V W S    A L YA  V                                         L     WS  F    V L IL A  LLSLG    RV R   A  VPL I T  A  F  ...................................... RGGRL  VY FGL  V    
gp91phox   187            R      F   H          L  HG                                                    P   Y  I II     TI R  F V W T    V   FI  A                                                T  W VG M L L  L  TSSTK    SY E   Y  HLF IF.  G  I  AERIVRGQTAESLAVHNITVCEQKISEWGKIKECPIPQFAGNPPM WK I    F   C

Ccrboh     224  R                            L           GQY                  WHPFT  S P          I   G WT  L   D   R          L    AV K   IL   V  K   Y       V          I         IA A       M FY  A        R A  FL RRKVSAVELF SAEN  L DGD  E R .P AFS QA   AE ......QVPF NR.E          ..QDKT C   K L D  KE  G 
Pyrboh     219  R                            L           GQY                  WHPFT  S P          I   G WT  L   D L R          V     A K   ML   L  R   Y       V          I         IA A       L FY           H M   M RVEQKEVRME SRDVG I GNS  C R .P SFT EP   AE ......KVPA SSVQ          ..HEPE V   KKS D  TN  A 
Cmrboh1    232  R                            L           GQY                  WHPFT  S P          I   G WT  L   D L            I    LA     IV   V  R   Y       I          M         AA A       I FY  A        H L   YQLSRATVTPRR LVLS  QANSN  K S ER NAV LP   FK MIIDTRKGCG PADA          SCDSDR T   A V K  RR  S 
Cmrboh2    306  R                            L           GQY                  WHPFT  S P          I   G WT  L   D L H          V    L  K   VV   L  R   F       L          A         VA         I FF  A        R L   Y SFAAAFTPHR LSVE SH NSN  R V ER GRK VA   FK AWKFHVCSHL VAGE        S LLDKDR I   A T K  NA  A 
gp91phox   283  R                            L           GQY                  WHPFT  S P          I   G WT  L   E L R          V    VV H    I   M  K           V          V         L  A             I          A   V FWR...SQQK VITK  T PFKT E Q KK GFKMEV   IF ......KCPK SKLE      T   ..EEDFFSIH R V D  EG FN 

Ccrboh     311                                                       GP G             L   G G  P  S                                                               V I   Y  PAQ    Y   V I   I  T    I K L        ...............FQARVDGAVTDSLQ..................... N R    A   HVGL ERV   SG   S  FT  C D HHRKVKEN
Pyrboh     307                                                       GP G             L   G G  P  S                                                               I V   Y  PAQ    F   V IG  V  T    VVK A        ...............FAS....TDPTQVE..................... K R    S   HVGQ ENV    G   S  FA    S HNWMAASS
Cmrboh1    329                                                       GP G             L   G G  P  S                                                               V L   Y  PAQ    F   L IG  V  T    ILR I        ...............AEAAVAEAATTTADGLDLAPERICMTT...IEAYR L A    A   SHLH PYQ    S   A  MV    E CSARAPAK
Cmrboh2    403                                                       GP G             L   G G  P  S                                                               I L   Y  PAQ    F   L IG  V  S    IV  L        ALQQHQQQHDENLEHASSTSPTPKSLATEAMPHAVDKSSITTCLPINRRW L S    A   SHQN AHQ    T   A  MF   QE CGRATPCD
gp91phox   369                                                       GP G             L   G G  P  S                                                               I V   F         Y   M VG  I  T    ILK V        CGCDKQE........FQDAWKLPK.......................... A D    TASEDVFS EVV    A   V  FA    S ........

Ccrboh     372 A.....TSATGFE...................PSTSTLLKRIESRVSTAISTL.....................YGVDISNAK..............
Pyrboh     364 TRGPEMSPSSSFNAAAGQVSVPAATARDATTVPASASLSARLTMQHSTSAATVTAQARMPTVDSLADMDEDLSSNGSRIPAARLSDDAALRPPQAPS
Cmrboh1    408 L................................................................................................
Cmrboh2    500 N................................................................................................
gp91phox .................................................................................................

Ccrboh     410                                                           A                                      ..................DINQEEEEKRVYLANMLNLTAPGSGSSSGETTELEVEMVD SKQADESSSDSD................RSTSMESYNV
Pyrboh     461                                                           L                                      SFTSDVLERRVAELDRLYSIADKEDNDRVFPPPS.SVQSVVEQDMTGHAVDMDGEDGA SDDDDSSRLDEEEEDQLQSQQSIGRVLRHSAFINSTAG
Cmrboh1    409                                                           L                                      ...................................AGIADAS.DDDIRGIRAGTQHGT DTLS......KQETSAQLLDRIRKSGI...........
Cmrboh2    501                                                           L                                      ...................................NNNKDASLECSDVSTGGDLENGT ASVSDTTSPTRESTDLPNFEKLKASTTANDSSSEVVPS
gp91phox .................................................................................................

Ccrboh     473    L                             L                               L       VN L LF LI     I I   I  KNM RKEQDEEYILDDIKNSANARRGNRER... SHLYEG.....................RSKV EFLHTSR  L L  V  ARIFF C SSI KA
Pyrboh     557    I                             L                               L       VS A LW MV     V L   M  QQL GLALDAD..ADVVKQRAAAKEGANRRTSV GAFFGGLKGGDDRRGTLPSEVVRARTKRVAV QILHSVS  L L  A  ARFAI A ASI RG
Cmrboh1    453    L                             V                               I       LS L LF LL     I L   V  ... SMYMKER...................... GIFQTE.......................TR DRLRAFV  S W  S  .WMLY S TIY IA
Cmrboh2    563    L                             L                               L       LS L LF IL     A L   I  VQA PPVLAAR...................... GTLRGD.......................TF DRFSAAV  N W  S  .WICL D TVS CA
gp91phox   424                                                                                               L  ....................................................................................WYKYCNNATN K.

Ccrboh     546                    I       I A     TI  EL        FR                         L I                  DYIMINAEPHAIESGLWIV VDTVLSI F IVLPL  FL  SYMG.SRF  TVGRTLDFFVFL............P T TSASLGIKALVTERTDEQ
Pyrboh     652                    V       A A     SL  EA        FR                         L L                  ..FSPSTAGLAMFNTRGLV ADLVLAS C VPLAV  GC  SILGVSVY  QRGSLVDTLFLL............P L AGVITDALALAGHGRSAA
Cmrboh1    501                    V       V L     TI  DM        WR                         L V                  NAFDANVA..........L ADFTSSA L FLFSF  AS  LVTLDPPR  YVGTPRGFVSL..........SVCG L ADLVVGATLFGIEQHSSH
Cmrboh2    614                    I       V L     TV  DM        WH                         L I                  SAFSHIVA..........F GSLALFV I TMICL  IA  RLSVNPPR  YVLLLRGILLLLWFAVALTNAVLCS L VEYFLAS........NDR
gp91phox .................................................................................................

Ccrboh     630                                                                                              F W                   L   V    L    A R                                                     V NV  V  ..............IVLF HYI FLPT FVLL V MYRALGKR..............................TLLTDAPCHCSHRDI P  D   T
Pyrboh     735                                                                                              F W                   V   V    L    L R                                                     L SL  V  ..............WFAS NLL LWPL LFAL F LTRVVGSR..............................LVLAQNL.QSSHS.. R  D   T
Cmrboh1    578                                                                                              F W                   I   M    L    L R                                                     V SL  V  YMDGAGNAMRIIALVLFC KSI FALT RIFY P PWRIQLRRVRHLGRKASALLSRRGNGLGTAVAQQRC..VQSDDKVSHVRLYAN F  T   V
Cmrboh2    693                                                                                              F W                   V   I    L    L R                                                     I TV  V  MASISKSSEWLFVMVVTP HIT FVLL FFFF P SWTWRTTVTAKVFRRCLQ.........GSWDHQQRSNKVVSDARNAEWNAFSH R  T   V
gp91phox   436                                                                                              F W                                                                                         L  I     ........................................................................................ KK Y Y L

Ccrboh     683         W    L                       T                               RP                                D         LA            LKLH  V R     A      M      I         G   W      IA                VPHEND E LRSE EP  ........DGTE    RY   ..... KEVD.. EAGSEF T....SSNT   E DEIFGK  ...........AEAPS
Pyrboh     785         W    L                       T                               RP                                D         I           G VRLH  I R     A      M                    W      I                 SPSPEH A LVEE LP S........RS T    RH   ....S AEVEPW LDYDEVPL....KTTYK  D AAIFAG T...........ERSRS
Cmrboh1    673         W    L                       T                               RP                                D         LA          P VRVH  L R     I      A      I         G   F      LL                VREYA. L GIQG FD  ..QTWTPDLI R    IF   ...GE PASILE GQSTKS L....QFHQ   R ETFIED  ....DLRDPYEFERLF
Cmrboh2    781         W    L                       T                               RP                                D         LA          P LRIH  I R     A      L      I         G   F      LV                VRYVE. L FLEK YE  SQQDASDPCR R    VH   LGHDD DPVSSR PANCGE L....QFHC   D GEYVAE  NEDHDTTTPLAGRGKP
gp91phox   445         W    L                       T                               RP                                          LL          G L     L       A             I         G   W      IA                CRDTHAFE F.AD LQ  ESQMQERNNA F SYNIY  GWDESQ NHFAVHHDEEKDV TGLKQKTLY   N DNEFKT  ............SQHP

Ccrboh     750                      G F CG                                                                       S V                  V F  P  M  SV   M  A           R                                F  E F     N V .................       HK GD  QSA RR EINSNLRGAYL STKEKTLMKDLGLPQRGLIKMLMGTGCSVRFV RE N G    
Pyrboh     855                      G F CG                                                                       S V                  V F  P  M  SI   I  A           R A                                         G V .................       HP SK  QDG AR .TALSLARGYR G IGLDGSREMR..........................T    
Cmrboh1    756                      G F CG                                                                       N I                  I F     L  SV   M  V           K I                              F  E F     G I QVKQFNRVSGFSNDVQR      NPA GA  RRA HK .QRQPERLGTK P .............................L IQ R .    
Cmrboh2    873                      G F CG                                                                         A                  I F  G  V  SV   I  V           R V                              F  E F     GAP SIRRFQRTRAFSNKVHH       RS VR  HQS RA AAARAARGLPQ N .............................F MK N .    
gp91phox   529                      G F CG                                                                       T I                  V    P  L  TL                  R V                              F  E F     N R .................   L   EA AE  SK......QSISNSESGP G ...........................HFI NK N .    
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Hsgp91phox     92           H              H           D  L  F K VA  IAL    I     L   RQL RN T.   M  WM   HS.A  TIAH FNV
HsNox1         92           H              H           D  L  F K VA  I L    I     L   KQL HN T.   L  YM C HT.A  IIAH FNF
HsNox3         92           H              H           D  L  F K VA  IAV    I         RQL KN R.   L  YG   NA.T  IVAHFFNL
HsNox5_alpha  278           H              H           D  I  F   M   VV     V         .PL QN Q.  QL GYV  GLS.L  TVAHTVNF
MmNox1         92           H              H           D  L  F K VA  I I    I     L   KPL HN T.   L  YM C FT.V  IIAH FNF
MmNox2         92           H              H           D  L  F K VA  IAL    I     L   RQL RN T.   M  WM   HT.A  TIAH FNV
Rngp91_beta    92           H              H           D  L  F K VA  IAL    I     L   RQL RN T.   M  WM   HT.A  TIAH FNV
RnNox1         93           H              H           D  L  F K VA  I I    I     L   KPL HN T.   L  YM C FT.A  IIAH FNF
BtNox2         92           H              H           D  L  F K VA  IAL    I     L   RQL RN T.   M  WM   HT.A  TIAH FNV
HsDuox1      1122           H              H           D  V  F R IA  AIV    L     V   .PF AA D.   L  ST   LT.V  SVGH VNV
HsDuox2      1119           H              H           D  V  F R IA  AVV    L     A   .PF AA D.   W  MA   LA.I  SAGH VNV
MmDuox1      1122           H              H           D  V  F R IA  AII    L     V   .PF AA D.   L  ST   LT.V  SAGH VNV
CeDuox1      1065           H              H           D  I  F K VA  AA     L         .PF SA A.   I  LF  FWA.T  TVGHCVN.
AtrbohA       418           H              H           D  L  F K IA  I V    I     L   .PF DS N.   V  IG S GV.G  ATSH AC.
AtrbohB       373           H              H           D  I  F K VA  IAV    L     L   .PF DN N.   V  FG   GI.G  AISH AC.
AtrbohC       388           H              H           D  L  F K IA  IIV    M     L   .PF DN N.   V  VG   GV.T  AGAH AC.
AtrbohD       451           H              H           D  L  F K IA  IVV    L     L   .PF DS N.   V  SG   GV.L  AGAH TC.
AtrbohF       461           H              H           D  I  F K IA  IVV    L     L   .PF DN N.   T  GA   AV.I  IGDH AC.
OsrbohA       258           H              H           D  I  F K IA  IVV    L     L   .PF DN N.   T  AA   GI.I  AGNH VC.
StrbohA       473           H              H           D  I  F K VA  IV     L     L   .PF DN N.   T  AA  TGI.I  AGNH VC.
StrbohB       397           H              H           D  I  F K IA  IAV    L     L   .PF DN N.   V  FG   GV.G  AISH TC.
StrbohF       461           H              H           D  I  F K IA  IVV    L     L   .PL DN N.   T  GA   AV.I  IGDH AC.
Lerboh1       499           H              H           D  I  F K VA  IV     L     L   .PF DN N.   T  AA  TGI.I  AGNH VC.
NbrbohA       472           H              H           D  I  F K VA  IVI    L     L   .PF DN N.   T  AA   GI.I  AGNH VC.
NbrbohB       445           H              H           D  L  F K IA  IAL    V     L   .PF DN N.   V  VA   GV.G  GLAH TC.
NtrbohD       444           H              H           D  L  F K IA  IAL    I     L   .PF DN N.   V  VA   GV.G  GLSH TC.
NtrbohF       472           H              H           D  I  F K VA  IV     L     L   .PF DN N.   T  AA  TGI.I  AGNH VC.
ScFRE1        289           H              H                 Y K  A    M    V         .....TFNF   WS YVCF LA.V  SIVMTASG
ScFRE2        308           H              H              I  F K L   M L    I         .KYTSF M.   W GRM F DA.M  GSAYTSYT
SpFRP1        147           H              H              M    R L   AIM    I     I   ISSHEK NYV  R SQY   IG.A  GFAY GLA
CaCFL1        358           H              H              I  Y R I    VL    V         .DFATF M.   W SRVD  LI.I  AITFSVSD
AtFRO1        200           H              H           E  I  Y   L   VMI              LTS SS K.  IW GHL   IF.TS GLCYFIY.
AtFRO2        210           H              H           E  I  Y   L   VMA    V     I   LTS SS K.  IW GHM   LF.T  GLCY IY.
PsFRO1        201           H              H           E  I  Y   L   LM     L     I   LTS GS K.  IW GHV  TIF.T  GVCY IY.
Tprboh1       217           H              H           E  L  Y R I    VV    I     I   .TF HV V.   F GRLT  VS.L  SVFY DQI
Tprboh2       244           H              H           D  L  Y R I    IA    I     I   .TF QV V.   F GRLT  LS.L  SIFY DHI
Ptrboh1        71           H              H           D  M  Y K IA  II     V     V   .PI NV PY   M  WT  FMGCV  TIPQ IN.
Ptrboh2        71           H              H           D  M  Y K  A  MI     V     I   .PM NI PY   IF WT  FMGCV  TIPQ IN.
Ccrboh        106           H              H           D         V   I      V         .PF AAFPAL IV GYT FFAV.L  GSFHFVWL
Pyrboh        101           H              H           D  M  F   V    LA    V     L   .PF KA PA  ML GRVF  AS.V  VGFH PV.
Cmrboh1       107           H              H           E  I      V   LAA    I     I   .CV RW PDM TI GTS   TG.W  GIAQ VN.
Cmrboh2       181           H              H              L      IA    I    I         .SVARW PDL AI  RWFT AG.W  GILLSVA.

...d.....fH..va..........H........

Hsgp91phox    202     F   H             H     F V WYT  L VI   I LAI G   . E      H F  F.F G     AER
HsNox1        201     F   H             H     F V WYT  L I    L L I G   . E      H F FY.I G G   IGG
HsNox3        199     F   H             H     Y L WYT  V IV   L LAI G   . E      H F  F.F S     TGR
HsNox5_alpha  367     F   H             H     F V YWT    LL   L LI  G   . E      LSY  V.W L  F  ...
MmNox1        200     F   H             H     F L WYT  L IV   I L I G   . E      H F  Y.I C G   LGG
MmNox2        202     F   H             H     F V WYT  L VI   I LAI G   . E      H F  F.F G     AER
Rngp91_beta   202     F   H             H     F V WYT  L VI   I LAI G   . E      H F  F.F G     AER
RnNox1        201     F   H             H     F L WYT  L II   I L I G   . E      H F  Y.I C G   LGG
BtNox2        202     F   H             H     F V WYT  L VI   I LAI G   . E      H F  F.F G     AQR
HsDuox1      1218     F   H             H     F   W T  L IL   V LII G   . RG  L  H Y  L.Y L     SFA
HsDuox2      1215     F   H             H     F   W T  L IL   A LII G   . RG  L  H Y  L.Y L     SYA
MmDuox1      1218     F   H             H     F   W T  L I    I LII G   . RG  L  H Y FL.Y L     SFA
CeDuox1      1159     F   H             H     Y A   T  L IA   A  LL G   . H  RL  L N  F.Y LT    LPK
AtrbohA       520     F   H             H     F A WYS  L VI     LVV G   G N      H F  V.YSL     F..
AtrbohB       476     F   H             H     F A WYS  L VI   V LIV G   G N      H F  V.Y L     Y..
AtrbohC       492     F   H             H     F A WYT  L VI   I LVA G   S N      H F  V.Y L     Y..
AtrbohD       553     F   H             H     F A WYT  L II   A LIV G   G N      H F  V.Y L     I..
AtrbohF       564     F   H             H     F A WYS  L VI   I LIL G   G N      H F  V.Y L     I..
OsrbohA       360     F   H             H     F A WYS  L II   I LIV G   G N      H F  V.Y A     E..
StrbohA       576     F   H             H     F A WYS  L II   I LII G   G N      H L  V.Y V     T..
StrbohB       500     F   H             H     F A WYS  L VI   V  II G   G N      H F  V.Y LF    Y..
StrbohF       564     F   H             H     F A WYS  L VI   I LIL G   G N      H F  D.Y L     I..
Lerboh1       602     F   H             H     F A WYS  L II   I LII G   G N      H L  V.Y V     T..
NbrbohA       575     F   H             H     F A WYS  L VI   I LII G   G N      H L  V.Y L     T..
NbrbohB       547     F   H             H     F A WYS  L VI      IV G   G N      H F  V.YTLF    E..
NtrbohD       546     F   H             H       A WYS  L VI      IV G   GXN      H F  V.YTLF    E..
NtrbohF       575     F   H             H     F A WYS  L VI   I LII G   G N      H L  V.Y L     T..
ScFRE1        357     F   H             H     Y I      A  I   I M       . E  LLI K MN MFI A YY CH..
ScFRE2        379     F   H             H     Y A  F   V  A             . E  L L I LG MFFYACWE VVSL
SpFRP1        218     F   H             H     Y   F    M  I   I I L     . EW  VL H CS GFL T W  HRRC
CaCFL1        429     F   H             H     Y V F    V VV   V         . E   LI I L  FFV GGYY LESQ
AtFRO1        277     F   H             H     F V FYS  L IV   L  V      . E      Y Y  F.M FF F VGIS
AtFRO2        286     F   H             H     F V FYT  L IV   L  VL     . E      Y Y  F.M FF   VGIS
PsFRO1        277     F   H             H     F L FYT  L II   I  V      . E      N Y  F.V FF F VGIS
Tprboh1       282     F   H             H     F I FWS    V    I M L     . N      FSF GF.I G Y  APAS
Tprboh2       309     F   H             H     F V FWS    L    V M L     . N      YSF GF.I G Y  APGA
Ptrboh1       156     F   H             H     F L W    I I      LII G   . R   VA M S TCVLPL     TIR
Ptrboh2       156     F   H             H     F L W T  A I      LII G   . R   I  V C TCVLPL     TIN
Ccrboh        180     F   H             H     F L Y    I A      LII G   . R   AV I G TLFFGL     MFR
Pyrboh        175     F   H             H     Y L WYS  I A    V LMI G   . E      A C SLGF L     LHY
Cmrboh1       188     F   H             H     F L WWT    AV   I LV  G   . R      RPI  LVY C  F  LRG
Cmrboh2       262     F   H             H     Y V W S    AI   A LV  G   . R   A  VPL  LTY A  F  LRG

.fe.Fw..H...i......l..Hg...

DTM3 DTM5

Hsgp91phox    318                            H F                                      GQYIFV        VS    EW P TLTSAP  E    D  SI IR VG WT  L  A.KMEV      ....KCPK  KL..           .E .... FF  H  I  D  EG FN 
HsNox1        318                            H F                                      GQYIFV    N   IS    EW P TLTSAP  E    D  SI IR AG WT  L  A.SMEV      .... CPS  LL..           .E .... FF  H  A  D  EN IR 
HsNox3        315                            H F                                      GQYI V    Q   IS    EW P TLTSAP  E    D  SV IR AG WT  L  A.KMAP    L .... CPA  SL..           .Q .... FF  H  A  D  AA LE 
HsNox5_alpha  442                            H F                                   Y  G YLYL    N   I     EW P TISSAP       D I L IR  G WT  L   .H RP D    .... IPT ARY..           EQK.... T W H  SQ Q  NR YES
MmNox1        317                            H F                                      GQYIFV    N   IS    EW P TLTSAP  E    E  SV IR AG WT  L   .SMEV      .... CPS  FL..           .E .... FF  H  A  D  RN IRT
MmNox2        318                            H F                                      GQYIFV        VS    EW P TLTSAP  E    D  SI IR VG WT  L  A.KMEV      ....KCPK  KL..           .E .... FF  H  I  D  EG FN 
Rngp91_beta   318                            H F                                      GQYIFV        VS    EW P TLTSAP  E    D  SI IR VG WT  L  A.KMEV      ....KCPQ  KL..           .E .... FF  H  I  D  EG FN 
RnNox1        318                            H F                                      GQYIFV    N   IS    EW P TLTSAP  E    E  SI IR AG WT  L   .TMGI      .... CPS  FL..           .E .... FF  H  A  D  EN IRT
BtNox2        318                            H F                                      GQYIFV        VS    EW P TLTSAP  E    D  SI IR VG WT  L  A.KMEV      ....KCPV  KL..           .E .... FF  H  I  D  EG FK 
HsDuox1      1299                            H F                                   Y  GQWV I        L     EY P TLTSAP  E    D LSL IR AG WT  L  I.E KS    R ....ACLA GTT..           .H .... T   H  A  P  TR RE 
HsDuox2      1296                            H F                                   Y  GQWV I        L     EY P TLTSAP  E    D LSL IR VG WT  L  I.E KS    R ....ACLA GTT..           .H .... T   H  A  P  TR RE 
MmDuox1      1299                            H F                                   Y  GQWV I        L     EY P TLTSAP  E    D LSL IR AG WT  L  I.E KS    R ....ACLA GTT..           .H .... T   H  A  P  TR RE 
CeDuox1      1240                            H F                                   Y  GQWV V    S   IS    E    SI S P  D    E M L IK VG WT  L   .K KS    T .... SPS  CTFN S A   A S .Q .... N K Y  A  P  WK RSE
AtrbohA       608                            H F                                   Y  GQYMYL    N   VS    EW P SITSAP  D    D LSV IR LG WT  L  L.R KS      .... CSA  TL..           .G .... Y   H  V  D  KQ RS 
AtrbohB       563                            H F                                   Y  GQYIYI    N   VS     W P SITSA   D    D LSV IR LG WT  L  L.K TS      .... CSD  PL..Q         S.G .... Y   H  T  D  SQ KS 
AtrbohC       579                            H F                                   Y  GQYMFV    N   VS    EW P SITSAP  D    D LSV IR LG WT  L  V.K KS      .... CAA  PF..           .Q .... Y   H  V  D  RA KG 
AtrbohD       640                            H F                                   Y  GQFM V    N   VS    EW P SITSAP  D    D LSV IR LG WT  L  V.K KS    L .... CRA  PF..           .G .... Y   H  T  D  RK RT 
AtrbohF       651                            H F                                   Y  GQYMFV    Q   VS    EW P SITSAP  D    D ISI IR LG WT  L  V.R KS      .... CPA  PF..           .E .... Y   H  Q  D  QE KR 
OsrbohA       447                            H F                                   Y  GQYMFV    Q   VS    EW P SITSAP  D    D LSI VR LG WT  L  V.R KS      .... CPA  PF..           .G .... Y   H  Q  D  RE KR 
StrbohA       663                            H F                                   Y  GQYMFV    Q   VS    EW P SITSAP  D    D LSI IR LG WT  L  V.R KS      .... CPA  PF..           .G .... Y   H  Q  D  QE KR 
StrbohB       587                            H F                                   Y  GQYIFV    N   VS     W P TISSAP  D    D LSM IR LG WT  L  L.K TS      .... CSD  SF..Q          .G .... Y   H  T  D  SQ KT 
StrbohF       651                            H F                                   Y  GQYMFV    Q   VS    EW P SITSAP  D    D ISI IR LG WT  L  V.R KS      .... CPA  PF..           .E .... Y   H  Q  D  QE KR 
Lerboh1       689                            H F                                   Y  GQYMFV    Q   VS    EW P SITSAP  D    D LSI IR LG WT  L  V.R KS      .... CPA  PF..           .G .... Y   H  Q  D  QE KR 
NbrbohA       662                            H F                                   Y  GQYMFV    Q   VS    EW P SITSAP  D    D LSI IR LG WT  L  V.R KS      .... CPA  PF..           .G .... Y   H  Q  D  QE KR 
NbrbohB       634                            H F                                   Y  GQYMFV    N   VS    EW P SITSAP  D    D LSV IR LG WT  L  V.K KS      .... CAA  PF..           .G .... Y   H  T  D  RQ KT 
NtrbohD       634                            H F                                   Y  GQYMFV    N   VS    EW P SITSAP  D    D LSV IR LG WT  L  V.K KS      .... CAA  PF..           .G .... Y   H  T  D  RQ KT 
NtrbohF       662                            H F                                   Y  GQYMFV    Q   VS    EW P SITSAP  D    D LSI IR LG WT  L  V.R KS      .... CPA  PF..           .G .... Y   H  Q  D  QE KR 
ScFRE1        437                            H F                                   Y  G FAYM    S   A        P TV S    D    D LTM VK     T  L   .K QV A    YFL. PKS WFYSFQS     L ERHR PNNP Q   Y  ANKGI RV LSK
ScFRE2        457                            H F                                      GQYVFV    S            P TV             L I LK     T  V   WRAKP      .... FLHPLYFW.QS     LDSVSKN....GE V I  EKKGV RL KKY
SpFRP1        296                            H F                                   W  GN MYI    N   LS       P TI SVP  D    D I L V     FT  L   LP GA  H   .... IPS  YW..QI     A   .S .... F E F AVRAG  KR AKK
CaCFL1        507                            H F                                      G  AFI         T       P T TT         D I L AK     T  I   .KSVA GH   ....HFLKP LFL.QS    F  TE.SN.... K V Y  IKNGI SN AKY
AtFRO1        352                            H F                                   Y   S MFV    N   IS     W P TI S    E    E LSV IK  G WS  L  M.M SPT T   .... IPS  KL..Q      I SSKL ...P T   M  SQ K  TK YD 
AtFRO2        361                            H F                                   Y   S MFV    N   IS     W P TITS    E    E LSI IK  G WS  L   .V SPT I   .... IPS  KL..Q        SSKL ...P K   V  KE K  TK HQR
PsFRO1        352                            H F                                   Y   S MFI    N   IS     W P TITS    E    D LSV IK  G WT  L  L.S NPT V   .... VPS  KL..Q        NSNL ...Q K   V  SE T  KK YK 
Tprboh1       359                            H F                                      GQYVFV    N   LS    EW P SV S P  D      I L IR LG  T  I   ARQKV      .... FPE  LN..       A S .C ....TK E Y  A  DH HK VEY
Tprboh2       386                            H F                                      GQYVFV    N   LS    EW P SV SA   D      I L IR LG  T  I   GRHKV      .... FPE  LN..       A  S.N ....PH D Y  A  DH KK VEY
Ptrboh1       243                            H F                                   Y  GQYA I    Q   LS    EW P TI SAP  D      VS  IK LG WT  L  L.K RP    E .... IPE  RY..       A   NS ....NT  FC  A  R  NG FD 
Ptrboh2       243                            H F                                   Y  GQYA I    Q   LS    EW P SISSAP  E      VS  IK MG WT  L  L.K RP    E .... IPE  KH..           SN ....NT  FY  A  R  NG YD 
Ccrboh        261                            H F                                   Y  GQYA V    Q   IN    EW P TI SAP  D      M   IK LG WT  L  A.S QA    E .... VPF  R...       A   .Q ....KT CFY  A  D  KE RG 
Pyrboh        256                            H F                                   Y  GQYA V        IS     W P TI SAP  E      L   IK  G WT  L  M.T EP    E ....KVPA  SV..Q      A   .H ....PE VFY  KS D  TN HA 
Cmrboh1       270                            H F                                   Y  GQY  I    T          W P TA SAP  D    D IT  I  VG WT  L  L.V LP   FK MIID RKGCGMPADA      A   SC ...S R  FY AA  K  RR HS 
Cmrboh2       344                            H F                                   F  GQY  L              EW P TV S P  D    D I   I   G WT  L  L.K VA   FK AWKFHVCSHLAVAG       A S LL ...K R IFF AAT K  NA RA 

.....gqy.fv.........s....ewHpF...sap..d....d..s..i...g.wt..l...

site de fixation du FAD

Hsgp91phox    526        IGVF CG   L   L       SQHPNTR.    L  PEA AET SKQSISN 
HsNox1        520        VGVF CG   L   L       SSHPKSV.    L  PRT AKS RKCCHRY 
HsNox3        523        IGVF CG   L   L       SNHPSSS.    F  PKA SRT QKMCHLY 
HsNox5_alpha  702        V VF CG   L   L        EKKGK.. Q  F  SPA AKV KGHCEKFG
MmNox1        519        VGVF CG   L   L       SAHPKSA.    L  PRT AKS RKRCQRY 
MmNox2        526        IGVF CG   L   L       SEHPNTT.    L  PEA AET SKQSISN 
Rngp91_beta   526        IGVF CG   L   L       SQHPNTR.    L  PEA AKT SKQSISN 
RnNox1        520        VGVF CG   L   L       SAHPKSV.    L  PPT AKS RKCCRRY 
BtNox2        526        IGVF CG   L   L       SQHPNTR.    L  PEA ADT NKQCISN 
HsDuox1      1508        IGVF CG   M   V       NVHPQVRK    S  PPG TKN EKACQLI 
HsDuox2      1505        IGVF CG   M   V       NVHPQVRK    S  PPG TKN EKACQLV 
MmDuox1      1508        IGVF CG   M   V       NVHPQVRK    S  PPG TKN EKACQLI 
CeDuox1      1453        IGVF CG   L   I       NEHKEQSK    S  PVN NES AEGCADA 
AtrbohA       859        VGVF CG   L   L       SNHPKTR.    Y  AAG VKE RHLSLDF 
AtrbohB       801        VGVF CG   I   L       SNHVNQR.    Y  NTC IGE KRLAQDF 
AtrbohC       825        VGVF CG   L   L       TDHPNTK.    Y  APA TKE RHLALDF 
AtrbohD       879        IGVF CG   M   L       SQHPGKR.    Y  MPG IKE KNLALDF 
AtrbohF       902         GVF CG   L   L       NKHCNAR.T   Y  VPV GKE SKLCNTF 
OsrbohA       704        IGVF CG   L   L       NKHPYAK.    Y  APV AQE SKLCHEF 
StrbohA       921        IGVF CG   L   L       NKHANAR.    Y  API AKE SKLCKEF 
StrbohB       825        IGVF CG   L   L       SNHPDQR.    Y  PQG VGE RHLSQDF 
StrbohF       902         GVF C    L   L       NKHCNAR.T   F EVPV GKE SKLCNTF 
Lerboh1       947        IGVF CG   L   L       NKHANAR.    Y  API AKE SQLCKEF 
NbrbohA       920        IGVF CG   L   L       NKHANAR.    Y  API AKE SKLCKEY 
NbrbohB       897        VGVF CG   L   L       SNHPEAK.    Y  APA TKE RQHALDF 
NtrbohD       897        VGVF CG   L   L       SNHPEAK.    Y  APA TKE RQHALDF 
NtrbohF       920        IGVF CG   L   L       NKHANAR.    Y  APV AKE SKLCKEY 
ScFRE1        640        I  Y CG                SELENNN TF S  PATFNDDFRNAVVQGI
ScFRE2        668        L V  CG       V        LSGS... S VC  PPIFVDK RNETAKIV
SpFRP1        523        A L  CG   L   L       SATGTQT. A AS  SDK LRH KSCVNTH 
CaCFL1        716        IG   CG   M   L        QADGA..  FVT  HPA VDE RFAVTSNL
AtFRO1        663        VGI  CG   M   V       SGLKGSS.   LV  PKK RQK AKICSFG 
AtFRO2        684        VGV  CG   M   V        DVEGSS.   LV  PKK RQK AEICSSGL
PsFRO1        671        VGVF  G   L   V        EIKGSS.    AS PKQ RQN ATICSSGL
Tprboh1       557        I VY CG   M   L       NMTDGSRS L  C  PAR VNQ WDASTKK 
Tprboh2       578        I  Y CG   M   L       NRAEGSRS LC A  PER VHQ WDASTKK 
Ptrboh1       495        MGI       L   V        FALE...   VLLDGAA ATA STRHSPSK
Ptrboh2       494        AGI                    FALE...   VALDFSSFA...........
Ccrboh        746        VGVF CG   M   V        EAPSNSV    F  PHK GDS QSAMRRAE
Pyrboh        851        VGVF CG   M   I       TRSRSGSV    F  PHP SKS QDGIARA 
Cmrboh1       770         GIF CG   L   V        FSNDVQ.R   F  NPA GAS RRAMHKV.
Cmrboh2       887         GIF CG   V   V        FSNKVH.H   F  GRS VRS HQSIRAVA

.......igvf.cg...l............

Hsgp91phox    385         GP G                    G                 I VD  F         YE VML VG GI VTP ASILK    .... A      TASEDVFS  V   .  A      F     ....
HsNox1        379         GP G                    G                 I VD  F         YE AVL VG GI VTP ASILK    .... E      TASEDVFQ  V   .  A      F     ....
HsNox3        382         GP G                    G                 L VD  F         Y   V  V  GI VTP A LLK    .... A      TALTDVFH PVC C. AA      F A   ....
HsNox5_alpha  533         GP G                    G                   ID  Y          E AVL IG GI ITP ASIL     CNIKCY      TPTRRIFAS H   .  A      F    Q....
MmNox1        378         GP G                    G                 I VD  F         YE AVL VG GI VTP ASILK    .... E      TVSEDVFQ  V   .  A      F     ....
MmNox2        385         GP G                    G                 I VD  F         YE VML VG GI VTP ASILK    .... A      TASEDVFS  V   .  A      F     ....
Rngp91_beta   385         GP G                    G                 I VD  F         YE VML VG GI VTP ASILK    .... A      TASEDVFS  V   .  A      F     ....
RnNox1        379         GP G                    G                 I VD  F         YE AVL VG GI VTP AS LK    .... E      TVSEDVFQ  V   .  A      F  F  ....
BtNox2        385         GP G                    G                 I VD  F         YE VML VG GI VTP ASILK    .... A      TASEDVFS  V   .  A      F     ....
HsDuox1      1364         GP G                    G                 L LD  F         FE  VL VG GI VTP ASILK    .... Y      EGHQEWHK  VS  .  G      F     ....
HsDuox2      1361         GP G                    G                 L LD  F         FE  VL VG GI VTP ASILK    .... Y      EGHQEWHK  VS  .  G      F     ....
MmDuox1      1364         GP G                    G                 L LD  F         FE  VL VG GI VTP ASILK    .... Y      EGHQEWHK  VS  .  G      F     ....
CeDuox1      1306         GP G                    G                 I M   Y         YE AIM VG GI VTP AS L     .... H K    DGNQEWMD  V   .  A      Y  T VD...
AtrbohA       690         GP G                    G                 I ID  Y         FE VLL VG GI ATP ISIV     .... L      APAQDYKK  V   .  L      M    SD...
AtrbohB       649         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISIIR    .... L      APAQDYRN  V   .  L      L     D...
AtrbohC       661         GP G                    G                 V ID  Y         YE VLL VG GI ATP ISIVK    .... L      APAQDYKK  V   .  L      M     D...
AtrbohD       720         GP G                    G                 V ID  Y         YD VLL VG GI ATP ISILK    .... L      APAQDYKK  V   .  L      M     D...
AtrbohF       730         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISILK    .... L      APAQDYRK  V   .  L      F     D...
OsrbohA       526         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISILK    .... L      SPAQDYSK  V   .  L      F     D...
StrbohA       742         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISILK    .... L      APAQDYRK  V   .  L      F     D...
StrbohB       669         GP G                    G                 L ID  Y         YD VLL VG GI ATP ISIVK    .... L      APAQDYKK  V   .  L      L     D...
StrbohF       730         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISILK    .... L      APKGDCRL  V   .  L      F     D...
Lerboh1       768         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISILK    .... L      APAQDYRK  V   .  L      F     D...
NbrbohA       741         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISILK    .... L      APAQDYRK  V   .  L      F     D...
NbrbohB       716         GP G                    G                 V ID  Y         YE VLL VG GI ATP ISIVK    .... L      APAQDYKK  V   .  L      M     D...
NtrbohD       716         GP G                    G                 V ID  Y         YE VLL VG GI ATP ISIVK    .... L      APAQDYKK  V   .  L      M     D...
NtrbohF       741         GP G                    G                 L ID  Y         YD LLL VG GI ATP ISILK    .... L      APAQDYRK  V   .  L      F     D...
ScFRE1        510         GP G                    G                 I LE  Y             LV V  GL V            .... F      VTVPHIAKLKRN  G AA    AAIYPHFVECLR
ScFRE2        522         GP G                    G                 L IE  Y         Y  VLL L  G  L G I  A     .... A      SSSP.VNN NN   . TG T  P P AH IKLGK
SpFRP1        394         GP G                    G                 V MD  Y         Y  L L    GV VS  L II     AKVS L      PVSNPYKD SY F .FAG     YI P  LDTIK
CaCFL1        571         GP G                    G                 V VE  Y            VV  V  G  I G  S       .... L      EPSSAGRNCKN  F. AG N  P IY ECVDLAK
AtFRO1        415         GP G                    G                 V VE  Y          E LVM V     ITP ISIVR    .RLA S      PSSTDFLRH S   . SGAS    F     DLFY
AtFRO2        422         GP G                    G                 V VE  Y          E LVM V  G  ITP ISVIR    .RLA S      PASADFLRH A   . CG S    F     DLIA
PsFRO1        413         GP G                    G                 I VE  Y          D LVM I  G  ITP ISIIR    .RLQ S      PASTNYLRH T   . SG S    F     ELIY
Tprboh1       425         GP G                    G                    D  Y         Y  IIL VG GI ITP MSVLR    ......S     DLSFNYRR GS   .  G      I     DIYE
Tprboh2       452         GP G                    G                    D  Y         Y  LVL VG GI ITP ISILK    ......S     DLSFNYRR GS   .  G      L     DIYS
Ptrboh1       311         GP G                    G                 V L   F         Y  LVV IG GI VTP LSV      .SLT N R    APAQNYLN RH   .  S      L   WAY...
Ptrboh2       310         GP G                    G                 V L   F         Y  LVV IG GI VTP LSL      .HVT K R    APSQDYRK RH   .  S      L   WEY...
Ccrboh        322         GP G                    G                 V I   Y         YE VVL I  GI  TP  SI K    .SLQ N R    APAQHVGL  R   . SG   S  FT  C D...
Pyrboh        314         GP G                    G                 I V   Y         FE VVL IG GV  TP ASVVK    .QVE K R    SPAQHVGQ  N   .  G   S  F     SAHN
Cmrboh1       358         GP G                    G                 V L   Y         F   LL IG GV ATP VSILR    .AYR L A    APAQSHLH PYQ  .  S      M     EICS
Cmrboh2       450         GP G                    G                 I L   Y         F   LL IG GV ASP  SIV     .RRW L S    APAQSHQN AHQ  .  T      MF   QELCG

......idGP%G...qd...ye...l.vg.giG.tp..si......

site de fixation du NADPH-ribose site de fixation du NADPH-adenine

B
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I.3 Mise en évidence d’une famille monogénique de NADPH 

oxydases chez Chondrus crispus 

 

Une première analyse par Southern blotting, restreinte à une seule enzyme de 

restriction, semblait indiquer qu’une seule copie du gène de la NADPH oxydase était 

présente chez Chondrus crispus. Une analyse plus complète a permis de confirmer ce 

résultat. Un nouveau Southern blotting a été réalisé sur de l’ADN génomique de 

gamétophytes de C. crispus, en conditions stringentes. La sonde de 556 pb utilisée est 

située entre les positions 953 et 1 509 pb du transcrit. Elle correspond à la partie N-

terminale de la protéine théorique, incluant les sites de fixation du FAD et du NADPH-

ribose. Cette sonde marquée à la fluorescéine-11-dUTP a ensuite été hybridée à de l’ADN 

génomique digéré par six enzymes ou couples d’enzymes différents. Dans chaque 

condition testée, une seule bande majeure est observée (Figure 27). D’après l’analyse de 

séquence, aucune des trois enzymes utilisées ne possède de site de coupure au coeur de la 

sonde. Les tailles des bandes obtenues sont également en accord avec la carte de restriction 

attendue pour le transcrit, avec deux sites de coupure r EcoRI aux positions 1 628 et 2 328 

pb, un site de coupure HindIII à la position 441, et un site de coupure XhoI à la position 

1 908. Ces résultats suggèrent la présence d’une seule copie d’un gène homologue à la 

NADPH oxydase chez les gamétophytes de C. crispus. 
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Figure 27 : Analyse par Southern blotting du nombre de copies de gènes de NADPH oxydases chez C. 
crispus 

L’ADN génomique a été digéré par les enzymes de restrictions indiquées : HindIII, HindIII/EcoRI, EcoRI, 
EcoRI/XhoI, XhoI, puis hybridé par une sonde de 556 pb spécifique de Ccrboh et marquée à la fluorescéine. 
Le résultat de la migration du marqueur de taille est illustré par les valeurs indiquées à gauche de la 
membrane.  

 



Chapitre IV –Résultats et discussion 

___________________________________ 

Page 116 

 

 

Compte tenu de l’état actuel de nos connaissances, cette monogénie, effective chez 

C. crispus, pourrait également être supposée chez P. yezoensis, car pour l’instant un seul 

transcrit a été identifié dans les banques d’EST (20 779 EST). Seule une analyse plus 

poussée permettrait de le confirmer. En revanche deux copies de gènes ont d’ores et déjà 

été identifiées chez l’algue rouge unicellulaire C. merolae et les deux diatomées P. 

tricornutum et T. pseudonana. 

Les NADPH oxydases représentent souvent des familles multigéniques chez divers 

organismes. Chez les mammifères, des homologues sont désormais bien connus au niveau 

des cellules non-phagocytaires, au-delà de la gp91phox caractéristique des neutrophiles. Les 

profils d’expression de ces différents gènes sont souvent spécifiques d’une distribution 

tissulaire (Banfi et coll., 2001 ; Cheng et coll., 2001). Le taux d’anions superoxyde généré 

ainsi que les modalités de production, peuvent également être variables d’une isoforme à 

l’autre (Banfi et coll., 2001). Ces variabilités reflèteraient des spécificités fonctionnelles, 

même si on dispose aujourd’hui de données concrètes assez restreintes à ce sujet. Chez les 

plantes supérieures plusieurs gènes de NADPH oxydases peuvent être identifiés dans un 

même organisme. Ainsi le génome d’Arabidopsis thaliana contiendrait au moins 8 gènes 

homologues à la NADPH oxydase (Torres et coll., 2002), communément dénommés rboh 

pour respiratory burst oxidase homologue. Certaines de ces isoformes sont exprimées de 

façon constitutive dans la plante, tandis que d’autres seraient spécifiquement induites lors 

de stress biotiques ou abiotiques, suggérant également une diversité fonctionnelle ou 

l’implication dans des voies de signalisation distinctes. Ainsi StrbohA et NbrbohA, 

respectivement chez la pomme de terre et le tabac, sont exprimés de façon constitutive, 

tandis que StrbohB et NbrbohB sont induits par des éliciteurs fongiques, l’acide salicylique 

ou l’acide arachidonique (Yoshioka et coll., 2001 ; Yoshioka et coll., 2003). Chez A. 

thaliana, le gène AtrbohD est induit par le peroxyde d’hydrogène et l’harpine (Desikan et 

coll., 1998).  
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I.4 Organisations structurales et topologiques des homologues 

à la NADPH oxydase chez les algues 

 

La comparaison de la séquence protéique de Ccrboh avec la gp91phox humaine et 

d’autres homologues provenant d’organismes variés, montre que l’organisation 

structurale nécessaire à la mise en place de l’activité catalytique, ainsi que 

l’organisation topologique, sont conservées. En revanche les algues rouges 

possèderaient également des spécificités structurales propres à cette lignée.  

 

I.4.1 Etude des séquences primaires 

 

Les séquences homologues nouvellement identifiées chez les algues rouges et 

brunes ont été alignées avec la gp91phox et des isoformes de NADPH oxydases provenant 

d’organismes variés (Figure 26). Cette comparaison montre que les séquences d’algues 

rouges contiennent l’ensemble des sites catalytiques nécessaires à l’activité : les deux 

paires d’histidine impliquées dans la fixation de l’hème, le site de fixation du FAD, et les 

deux sites de fixation du NADPH. Ces sites sont également présents chez les NADPH 

oxydases de mammifères, de plantes, ainsi que chez les ferriques réductases membranaires 

et les diatomées. En revanche les deux sites de fixation du NADPH sont séparés par une 

zone d’insertion de près de 300 acides aminés chez les quatre algues rouges. Ce 

fragment n’est rencontré dans aucune autre lignée. L’éloignement des deux sites de 

fixation du NADPH influence probablement le repliement de la protéine au sein de la 

membrane pour permettre leur rapprochement. Par ailleurs aucun site de fixation du 

calcium n’a été identifié chez les enzymes d’algues.  
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Figure 28 : Profils d’hydropathie de la gp91phox et de ses homologues chez les algues rouges : Ccrboh, 
Pyrboh, Cmrboh1 et Cmrboh2. 

Les profils ont été générés en utilisant l’algorithme Kyte-Doolittle avec un pas de 19. Les chiffres romains 
au-dessus des profils décomptent les domaines transmembranaires putatifs. Les deux domaines contenant les 
paires d’histidine potentiellement impliquées dans la fixation de l’hème sont présentés en noir.  
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Les profils d’hydropathies (Figure 28) montrent que les six domaines 

transmembranaires habituellement décrits chez la gp91phox ou ses homologues, sont 

également retrouvés au niveau des séquences d’algues, avec les domaines 3 et 5 contenant 

les paires d’histidines. La zone d’insertion préalablement décrite chez les algues rouges est 

également figurée sur ces profils, avec tout d’abord une zone cytosolique, suivie de quatre 

nouveaux domaines transmembranaires. Malgré le faible niveau de similitude entre les 

quatre séquences au niveau de ce fragment, cette topologie est strictement conservée. En 

revanche la partie cytosolique de ce fragment ne semble pas avoir de fonction catalytique 

propre lorsqu’elle est étudiée de façon isolée. En définitive, les séquences d’algues rouges 

possèderaient dix domaines transmembranaires : les six premiers correspondants à ceux 

déjà identifiés chez les homologues décrits dans la littérature, les quatre derniers étant 

situés dans la zone d’insertion spécifique aux algues rouges. 

 

I.4.2 Modèles structuraux 

 

Les six domaines transmembranaires rencontrés chez la gp91phox, tout comme les 

sites catalytiques impliqués dans l’activité, peuvent être considérés comme une trame 

commune partagée par l’ensemble des homologues, y compris les ferriques réductases de 

levures ou de plantes supérieures. Malgré une telle homologie, un système commun de 

régulation de ces différentes enzymes est peu probable. Pour illustrer l’ensemble de ces 

caractéristiques, un modèle structural est proposé pour chacune des isoformes (Figure 29). 

La sous-unité gp91phox du complexe NADPH oxydase rencontré chez les cellules 

phagocytaires, telles que les neutrophiles, est représentée ; sont également figurées les 

représentations schématiques des membres de la famille Nox et de la famille Duox, les 

ferrique réductases membranaires qui partagent des similitudes fortes avec les NADPH 

oxydases, et enfin le modèle consensus obtenu pour les algues rouges à partir des études de 

séquences précédemment décrites.  
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A. gp91phox des cellules phagocytaires 
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E. Ferrique réductase membranaire 

cytoplasmecytoplasme

 
F. Respiratory burst oxidase homologue (rboh) des algues rouges 

cytoplasmecytoplasme

 
 

 

Figure 29 : Schémas structuraux de la sous-unité gp91phox de la NADPH oxydase de neutrophiles et de 
ces homologues chez divers organismes. 

Les domaines transmembranaires sont représentés enchâssés dans la membrane. Les paires d’histidine 
impliquées dans la fixation des hèmes et les sites de fixation du FAD et du NADPH sont figurés 
respectivement par un losange et deux étoiles. Les sites de fixation du calcium sont figurés par des ovales 
noirs.  

 
A. La gp91phox des cellules phagocytaires. La NADPH oxydase chez les cellules phagocytaires est un 

complexe enzymatique dont l’unité catalytique est la gp91phox (ou Nox2). La sous-unité 
membranaire p22phox et l’association de facteurs cytosoliques sont nécessaires à l’activation du 
complexe.  

B. Homologues à la gp91phox des cellules non-phagocytaires. Ce sont les membres de la famille 
Nox : Nox1, 3 et 4, similaires à la gp91phox, et Nox5, séquence la plus divergente et ayant la 
particularité de posséder 3 sites de fixation du calcium sur son extension N-terminale. 

C. Dual oxidases chez les mammifères et les nématodes. Elles possèdent un domaine peroxydase et 
des sites de fixation du calcium en N-terminal, en plus du domaine homologue à la gp91phox.  

D. Homologues à la NADPH oxydase des plantes supérieures, ou rboh. Deux sites de fixation du 
calcium sont systématiquement présents sur une extension N-terminale. 

E. Ferriques réductases membranaires, rencontrées chez les levures et plantes supérieures. La 
présence d’un domaine transmembranaire supplémentaire en N-terminal par rapport à la gp91phox est 
probable. 

F. Homologues à la NADPH oxydase chez les algues rouges : Ccrboh, Pyrboh, Cmrboh1 et 
Cmrboh2. Quatre domaines transmembranaires supplémentaires sont présents entre les 2 sites de 
fixation du NADPH par rapport à la gp91phox.  
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Chez les algues rouges de fortes homologies ont été identifiées entre les séquences 

étudiées : Ccrboh chez C. crispus, Pyrboh chez P. yezoensis, Cmrboh1 et Cmrboh2 chez 

l’unicellulaire C. merolae. L’analyse de ces séquences et leurs particularités nous 

permet de proposer un nouveau modèle structural de NADPH oxydase spécifique à 

cette lignée. Les six domaines transmembranaires identifiés chez la gp91phox et ses 

homologues sont conservés, tout comme les sites catalytiques. En revanche la zone 

d’insertion d’environ 300 acides aminés, présente entre les deux sites de fixation du 

NADPH, influence vraisemblablement le repliement de la protéine à travers la membrane. 

La première partie de ce fragment est cytosolique, la seconde portant probablement quatre 

domaines transmembranaires additionnels.  

De telles particularités sont absentes au niveau des séquences homologues de 

diatomées : Tprboh1 et Tprboh2 chez T. pseudonana et Ptrboh1 et Ptrboh2 chez P. 

tricornutum. D’un point de vue structural, elles ressembleraient davantage aux membres de 

la famille Nox qu’aux isoformes d’algues rouges. 

Par ailleurs, aucun homologue à la sous-unité membranaire p22phox, ou aux facteurs 

cytosoliques de régulation p47phox, p60phox et p67phox, n’a été identifié dans les banques de 

données chez ces mêmes algues.  

 

Les processus de régulation des homologues de NADPH oxydases chez l’ensemble 

des organismes vivants sont très probablement différents. Chez les mammifères, seul la 

mise en place du complexe actif de la NADPH oxydase phagocytaire est particulièrement 

bien documentée. Chez les membres de la famille Nox, l’intervention d’unités cytosoliques 

ou membranaires est certainement requise mais peu documentée (Bokoch et Knaus, 2003), 

excepté pour Nox4 qui semble être active en absence de tels composés (Banfi et coll., 

2001). La régulation directe de Nox5 par le calcium a clairement été établie (Banfi et coll., 

2001), ainsi que chez les homologues de plantes supérieures (Keller et coll., 1998) qui 

possèdent également des domaines de fixation du calcium en N-terminal. 

L’alcalinisation extracellulaire et l’influx de calcium accompagnent généralement la 

production de FAO, à la fois chez les mammifères et les plantes supérieures (Simon-Plas et 

coll., 2002 ; Yoshioka et coll., 2003 ; Zhao et coll., 2005). Chez la tomate, Sagi et Fluhr 

(2001) ont montré que l’activité NADPH oxydase était stimulée par le calcium d’une 

manière dose-dépendante. Chez la pomme de terre des chélateurs du calcium bloquent 

partiellement l’accumulation du transcrit StrbohB, tandis que des inhibiteurs de canaux 
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calciques l’inhibent totalement (Yoshioka et coll., 2001). Chez l’algue brune Fucus 

serratus le calcium semble détenir un rôle important dans la mise en place du burst 

oxydatif par des rhizoïdes soumis à un stress hyper-osmotique (Coelho et coll., 2002). 

Chez l’algue rouge C. crispus la production de formes actives de l’oxygène est abolie en 

présence d’inhibiteurs de canaux calciques, tandis qu’elle est stimulée par des ionophores 

de calcium, suggérant également un rôle majeur du calcium dans la mise en place du 

burst oxydatif chez l’algue rouge (Bouarab, 2000).  

Des processus de phosphorylation et de déphosphorylation, au même titre que 

les influx calciques, semblent être indispensables à la stimulation des activités de type 

NADPH oxydase chez l’ensemble des organismes vivants. En effet les phosphorylations 

directes des composés cytosoliques dans l’activation du complexe NADPH oxydase sont 

avérées chez les cellules phagocytaires (Leusen et coll., 1996 ; Vignais, 2002). Chez les 

plantes supérieures, plusieurs sites potentiels de phosphorylation par la protéine kinase C 

ont été identifiés sur la séquence AtrbohD d’A. thaliana. Chez ce modèle l’activité 

NADPH oxydase est par ailleurs stimulée par des activateurs de protéines kinases (Desikan 

et coll., 1998). Chez la pomme de terre, des inhibiteurs de protéines kinases bloquent 

l’accumulation du transcrit StrbohB (Yoshioka et coll., 2001), et de la même façon 

l’expression du gène NbrbohB chez le tabac est induite par des protéines kinases 

(Yoshioka et coll., 2003). Chez l’algue rouge C. crispus le burst oxydatif est également 

aboli par la staurosporine, un inhibiteur général de protéines kinases, tandis que des 

inhibiteurs spécifiques (PD98059, apigénine), sont sans effets sur la production de FAO, 

tout en inhibant la mise en place de la résistance à l’infection chez les gamétophytes 

(Bouarab, 2000). Un tel comportement suggère que des étapes de phosphorylation et 

déphosphorylation de protéines sont également indispensables à la production du 

burst oxydatif chez l’algue rouge, mais également au niveau de la mise en place d’autres 

processus de défense.  
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I.5 Analyses phylogénétiques de la NADPH oxydase et de ces 

homologues 

 

Pour compléter ces analyses structurales, et positionner les séquences nouvellement 

identifiées chez les algues, j’ai entrepris une analyse phylogénétique exhaustive des 

NADPH oxydases. Les séquences pleine longueur furent alignées avec des homologues 

provenant des divers organismes ou familles : gp91phox, représentants des Nox et Duox, 

rboh de plantes supérieures, ferriques réductases membranaires de levures et de plantes. 

L’alignement complet de ces 42 protéines a mené à l’identification de 292 sites informatifs 

pour la construction d’arbres phylogénétiques. L’arbre consensus obtenu avec la méthode 

du Neighbor Joining permet de distinguer trois grands groupes de séquences (Figure 30). 

 

Le premier groupe contient les séquences de ferriques réductases membranaires de 

levures et de plantes supérieures. Les séquences Tprboh1 et Tprboh2 de la diatomée T. 

pseudonana semblent appartenir à ce groupe. Cette configuration laisse à penser que les 

séquences de T. pseudonana, préalablement identifiées en tant que NADPH oxydases, 

seraient vraisemblablement des ferriques réductases. 

 

 

 

Figure 30 (ci-contre) : Phylogénie de la NADPH oxydase et de ses homologues, obtenue avec la 
méthode du Neighbor Joining sur les séquences complètes. 

L’analyse phylogénétique a été réalisée sur des membres des familles Nox et Duox, des rboh de plantes 
supérieures, des ferriques réductases membranaires, ainsi que des homologues d’algues rouges et brunes. Les 
différentes familles d’enzymes sont indiquées par des accolades. Le numéro d’accession est indiqué entre 
parenthèses pour chaque séquence. L’arbre consensus non raciné a été obtenu avec la méthode du Neighbor 
Joining et 1000 valeurs de bootstraps sur les séquences complètes (292 sites informatifs). Seules les valeurs 
de bootstrap supérieures à 50 % sont indiquées. L’échelle donne une mesure relative des longueurs de 
branches. Les séquences de T. pseudonana (a) sont disponibles sur le site du JGI à l’adresse http://genome.jgi-
psf.org/. Les séquences de T. tricornutum (b) proviennent de la banque EST dont l’accès nous a 
généreusement été autorisée par C. Bowler.  

Les espèces représentées sont : Tp Thalassiosira pseudonana, Sp Schizosaccharomyces pombe, Sc 
Saccharomyces cerevisiae, Ca Candida albicans, Ps Pisum sativum, At Arabidopsis thaliana, Hs Homo 
sapiens, Cc Chondrus crispus, Py Porphyra yezoensis, Pt Phaeodactylum tricornutum, Cm Cyanidioschyzon 
merolae, Ce Caenorhabditis elegans, Mm Mus musculus, Rn Rattus norvegicus, Bt Bos taurus, St Solanum 
tuberosum, Nb Nicotiana benthamiana, Nt Nicotiana tabacum, Os Oryza sativa, Le Lycopersicon 
esculentum. 
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Le second groupe comprend la Nox5 et les 4 séquences d’algues rouges, Ccrboh, 

Pyrboh, Cmrboh1 et Cmrboh2, ainsi que les deux autres séquences de diatomées, Ptrboh1 

et Ptrboh2 de P. tricornutum. Le regroupement de ces six dernières séquences est soutenu 

par une forte valeur de bootstrap (95 %), indépendamment des appartenances aux 

différentes lignées phylogénétiques. Les isoformes Cmrboh1 et Cmrboh2 de l’algue rouge 

unicellulaire C. merolae semblent plus proches des séquences Ptrboh1 et Ptrboh2 de la 

diatomée P. tricornutum, que des deux autres séquences d’algues rouges, et notamment de 

P. yezoensis qui appartient pourtant à la même famille des Bangiophycidae. La topologie 

de l’arbre suggère que l’ensemble de ces séquences est plus proche de Nox5 ou des Duox 

que des ferriques réductases ou des NADPH oxydases végétales et animales. Les analyses 

de parenté déjà réalisées sur Nox5 ont montré la grande divergence de cette isoforme par 

rapport aux Duox ou aux autres membres de la famille Nox (Cheng et coll., 2001). Ces 

études suggèrent que cet homologue est sans doute le plus proche représentant de la 

NADPH oxydase primitive. Il semble y avoir une très grande distance évolutive entre 

Nox5 d’une part et les membres des familles Nox et Duox d’autre part (Banfi et coll., 

2001). Ces observations, combinées à celle de l’arbre obtenu, laissent supposer que les 

séquences d’algues rouges et de P. tricornutum auraient moins divergé au cours de 

l’évolution par rapport aux autres NADPH oxydases. 

Le dernier groupe se décompose également en trois clusters : les Duox forment le 

premier cluster, avec les isoformes humaines distinctes de celles des nématodes. Le second 

cluster inclus l’ensemble des représentants de la famille Nox, y compris la gp91phox. Le 

troisième cluster regroupe les homologues rboh végétaux, avec deux sous-groupes. Le 

premier sous-groupe contient notamment les séquences NbrbohA, StrbohA, Lerboh1, qui 

sont exprimées de façon constitutive respectivement chez le tabac, la pomme de terre et la 

tomate (Desikan et coll., 1998 ; Yoshioka et coll., 2001 ; Yoshioka et coll., 2003). Le 

second groupe contient des séquences comme NbrbohB, StrbohB et AtrbohD, dont 

l’expression est induite lors d’élicitation par des extraits de pathogènes respectivement 

chez le tabac, la pomme de terre et A. thaliana.  
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Pour confirmer cette analyse, la même étude a été réalisée en ciblant uniquement les 

sites catalytiques, c’est-à-dire les domaines transmembranaires 3 et 5 contenant les paires 

d’histidines, le site de fixation du FAD et les deux sites de fixation du NADPH. Cette 

analyse a permis de retenir 215 sites informatifs. L’arbre, obtenu également avec la 

méthode du Neighbor Joining, conserve la même topologie que le précédent (Figure 31). 

Le nœud groupant la Nox5 avec les six séquences d’algues est plus robuste, avec une 

valeur de bootstrap passant à 87 %, contre 51 % dans le cas précédent. 

De la même façon, les arbres générés à partir des sites catalytiques avec d’autres méthodes 

de phylogénie telles que le Maximum de Vraisemblance (Figure 32) et le Maximum de 

Parcimonie (Figure 33), montrent une topologie comparable. Dans le premier, cas Nox5 et 

les six séquences d’algues forment toujours un cluster ; en revanche la position du groupe 

des ferriques réductases est plus ambiguë sur cet arbre. Dans le second cas, la topologie est 

strictement conservée par rapport aux premiers arbres, obtenus avec la méthode du 

Neighbor Joining.  
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Figure 31 : Phylogénie de la NADPH oxydase et de ses homologues, obtenue avec la méthode du 
Neighbor Joining sur les sites catalytiques. 

Les séquences utilisées sont les mêmes que celles de la Figure 30. Les différentes familles d’enzymes sont 
indiquées par des accolades. Le numéro d’accession est indiqué entre parenthèses pour chaque séquence. 
L’arbre consensus non raciné a été obtenu cette fois avec la méthode la méthode du Neighbor Joining et 1000 
valeurs de bootstraps sur les sites catalytiques uniquement (215 sites informatifs). Seules les valeurs de 
bootstrap supérieures à 50 % sont indiquées. 
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Figure 32 : Phylogénie de la NADPH oxydase et de ses homologues, obtenue avec la méthode du 
Maximum de Vraisemblance sur les sites catalytiques. 

Les séquences utilisées sont les mêmes que celles de la Figure 30. Les différentes familles d’enzymes sont 
indiquées par des accolades. L’arbre consensus non raciné a été obtenu avec la méthode du Maximum de 
Vraisemblance et 100 valeurs de bootstraps sur les sites catalytiques uniquement.  

 



Chapitre IV –Résultats et discussion 

___________________________________ 

Page 130 

N
A

D
PH

 oxydases chez les 
algues rouges et les 

diatom
ées

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

100

100

81

88

91

100

100

87

57

74

92

100

96

100

54

100

100

83

99

57

100

51

84

100

96

59

96

98

100

100

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

100

100

81

88

91

100

100

87

57

74

92

100

96

100

54

100

100

83

99

57

100

51

84

100

96

59

96

98

100

100

N
A

D
PH

 oxydases chez les 
anim

aux
N

A
D

PH
 oxydases chez les 

plantes

Ferriques réductases 
chez les levures et les 

plantes

N
A

D
PH

 oxydases chez les 
algues rouges et les 

diatom
ées

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

100

100

81

88

91

100

100

87

57

74

92

100

96

100

54

100

100

83

99

57

100

51

84

100

96

59

96

98

100

100

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

100

100

81

88

91

100

100

87

57

74

92

100

96

100

54

100

100

83

99

57

100

51

84

100

96

59

96

98

100

100

N
A

D
PH

 oxydases chez les 
anim

aux
N

A
D

PH
 oxydases chez les 

plantes

Ferriques réductases 
chez les levures et les 

plantes

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

100

100

81

88

91

100

100

87

57

74

92

100

96

100

54

100

100

83

99

57

100

51

84

100

96

59

96

98

100

100

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

Cmrboh1

Cmrboh2

Ptrboh1

Ptrboh2

HsNox5 alpha

Ccrboh

Pyrboh

PsFRO1

AtFRO1

AtFRO2

Tprboh1

Tprboh2

SpFRP1

ScFRE2

ScFRE1

CaCFL1

CeDuox1

HsDuox2

HsDuox1

MmDuox1

HsNox3

HsNox1

MmNox1

RnNox1

BtNox2

Hsgp91phox

MmNox2

Rngp91

AtrbohD

AtrbohB

StrbohB

AtrbohA

AtrbohC

NbrbohB

NtrbohD

OsrbohA

AtrbohF

StrbohF

NbrbohA

NtrbohF

StrbohA

Lerboh1

100

100

81

88

91

100

100

87

57

74

92

100

96

100

54

100

100

83

99

57

100

51

84

100

96

59

96

98

100

100

N
A

D
PH

 oxydases chez les 
anim

aux
N

A
D

PH
 oxydases chez les 

plantes

Ferriques réductases 
chez les levures et les 

plantes

 
 

Figure 33 : Phylogénie de la NADPH oxydase et de ses homologues, obtenue avec la méthode du 
Maximum de Parcimonie sur les sites catalytiques. 

Les séquences utilisées sont les mêmes que celles de la Figure 30. Les différentes familles d’enzymes sont 
indiquées par des accolades. L’arbre consensus non raciné a été obtenu avec la méthode du Maximum de 
Parcimonie et 500 valeurs de bootstraps sur les sites catalytiques uniquement (199 sites informatifs).  
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L’ensemble des analyses phylogénétiques réalisées tend à montrer que les 

séquences de T. pseudonana appartiennent au groupe des ferriques réductases, tandis 

que les séquences d’algues rouges et de P. tricornutum se positionnent avec Nox5. 

 

Le génome de la diatomée T. pseudonana ne semble pas contenir d’enzymes de type 

NADPH oxydases, alors que dans les banques EST de la seconde diatomée P. tricornutum, 

deux enzymes homologues aux NADPH oxydases ont été identifiées. Ces dernières 

séquences semblent plus proches de Nox5 que des ferriques réductases. Toutefois, compte 

tenu du fait que les analyses ont été réalisées à partir d’une banque EST, nous ne pouvons 

par exclure que des homologues aux ferriques réductases soient retrouvées chez cette 

diatomée à l’avenir ; le génome de P. tricornutum devrait par ailleurs être prochainement 

disponible. En revanche cela ne permet pas d’expliquer pourquoi aucune séquence de 

NADPH oxydases n’a été retrouvée chez la diatomée T. pseudonana. 

 

De façon assez surprenante les séquences de l’algue rouge unicellulaire C. merolae, 

semblent plus proches des séquences de NADPH oxydases de la diatomée P. tricornutum 

que des séquences de NADPH oxydases des deux macroalgues rouges. Cela n’est pas 

représentatif de la monophylie effective des algues rouges. En outre il est intéressant de 

noter à nouveau que dans le génome entièrement séquencé de C. merolae, des homologues 

de ferriques réductases membranaires n’ont pas été identifiées. 

 

Par ailleurs Lalucque et Silar (2003) ont suggéré que les NADPH oxydases étaient 

spécifiquement présentes chez les organismes capables de développer une multicellularité 

et qu’elles étaient donc absentes des organismes unicellulaires. Ils émettaient alors 

l’hypothèse que ces enzymes, en jouant un rôle dans l’établissement d’un signal redox, 

auraient permis l’apparition de la multicellularité au cours de l’évolution. Seules cinq 

lignées eucaryotiques indépendantes ont développé une multicellularité : les animaux, les 

champignons, les végétaux, les algues rouges et les algues brunes. Nos résultats montrent 

ici que des homologues aux NADPH oxydases sont également présents chez les eucaryotes 

unicellulaires tels que les diatomées et l’algue rouge C. merolae, remettant en cause 

l’hypothèse précédemment émise. 



Chapitre IV –Résultats et discussion 

___________________________________ 

Page 132 

I.6 Analyses transcriptionnelles de Ccrboh 

 

La présence d’une séquence de NADPH oxydase chez C. crispus a d’abord été mise 

en évidence à partir d’une banque d’ADNc de gamétophytes non stressés. Ce résultat 

suggérait l’expression constitutive du gène, ce qui a ensuite été confirmé par des 

expériences de RT-PCR et de Northern blotting sur des thalles témoins (Figures 34). En 

revanche le niveau d’expression restait très faible, le transcrit étant difficilement détectable 

par Northern blotting. Dans le même ordre d’idée, 1 seul ADNc a été détecté dans les 

banques de 2 052 EST de thalles et de 2 002 EST de protoplastes de C. crispus, illustrant le 

faible taux d’expression du gène dans ces conditions. 

 

Afin de déterminer l’implication du transcrit Ccrboh dans la mise en place de 

réactions de défense chez l’algue rouge, son profil d’expression a été étudié au cours de 

stress d’origine biotique et de stress abiotiques.  
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Figure 34 : Analyse de l’expression du gène Ccrboh chez les gamétophytes de C. crispus. 

A. Ccrboh est exprimé de façon constitutive dans les thalles de C. crispus. 
Les amorces spécifiques utilisées pour les expériences de PCR permettent l’amplification du même 
fragment sur le contrôle positif de l’ADN génomique, et sur un échantillon d’ADNc d’algues en 
conditions physiologiques normales. L’absence de bande dans le cas de l’ARN montre qu’il n’y a 
pas eu de contamination par de l’ADN génomique dans l’échantillon. 

B. Analyse par Northern blotting de l’expression de Ccrboh lors d’une cinétique d’infection par des 
gamétophytes de C. crispus par l’algue verte endophyte A. operculata. 
Le gène est exprimé de façon constitutive dans l’algue ; il est difficilement détectable par Northern 
blotting. Une induction de l’expression est observée à 12 et 24 heures après le début de l’infection.  
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Kamal Bouarab avait préalablement montré que l’élicitation des thalles par des 

extraits du pathogène, induisait la génération d’un burst oxydant inhibé par le DPI chez les 

gamétophytes. L’abolition du burst par le DPI supprimait également la mise en place de la 

résistance chez les gamétophytes (Bouarab, 2000). Il s’agissait ici de vérifier si 

l’expression du gène Ccrboh pouvait être induite lors d’un phénomène infectieux. La 

première série d’expériences a porté sur la mise en présence de gamétophytes de C. 

crispus, avec des spores de son pathogène endophyte A. operculata. La cinétique 

d’infection a duré 96 heures, avec des prélèvements de thalles effectués à 0, 6, 12, 24 et 96 

heures. Compte tenu de la difficulté à détecter le transcrit par Northern blotting, la PCR 

quantitative fut par la suite utilisée pour étudier le niveau d’expression de Ccrboh au cours 

de différents types d’élicitation ou de stress. Cette technique a par ailleurs confirmé le 

faible niveau d’expression du gène au niveau constitutif, avec une moyenne de 150 

copies de transcrits dans les échantillons témoins. Ce nombre de copies est exprimé en 

nombre d’équivalents génomes par nanogramme d’ARN total (la méthode de calcul et 

d’expression est détaillée dans la partie Matériel et méthodes relative à la PCR 

quantitative). Durant les six premières heures de l’expérience, des observations 

microscopiques ont montré que les zoospores d’A. operculata étaient très mobiles, nageant 

librement dans le milieu de culture, et donc potentiellement infectieuses. Le profil 

d’expression de Ccrboh montre sur cette même période une répression du transcrit, 

suggérant que tant que le pathogène n’est pas activement fixé au thalle, le gène n’est 

pas induit (Figure 35). Après 12 heures de cinétique, plus de 70 % des zoospores étaient 

fixées à la surface des gamétophytes. Après 24 heures toutes les spores étaient fixées et 

immobiles, soit au niveau des thalles où elles entamaient leur pénétration, soit sur les 

boites de Pétri. Dans le même temps, le gène Ccrboh est quatre fois plus exprimé par 

rapport aux témoins, et ce niveau d’expression est maintenu pendant douze heures. 

Une telle induction peut révéler une réponse suite à la perception du pathogène par 

l’algue rouge. Après 48 heures d’infection, le transcrit retrouve un niveau basal 

d’expression.  

L’induction de l’expression du gène Ccrboh débute lorsque les spores du pathogène 

germent au niveau du thalle de C. crispus, et commencent à pénétrer dans les premières 

couches cellulaires. Ces observations suggèrent que le pathogène est reconnu par son hôte, 

ce qui provoque l’accumulation des transcrits. Des produits de dégradation de sa propre 

paroi, ou bien des composés propres à A. operculata, pourraient être la base de cette 
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reconnaissance par C. crispus. Par ailleurs ce profil d’induction est observé au cours des 

premières heures suivant l’infection, suggérant un rôle du gène Ccrboh dans des réponses 

précoces de défense. 
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Figure 35 : Analyse par RT-PCR quantitative du niveau d’expression du transcrit Ccrboh lors d’une 
cinétique d’infection des gamétophytes de C. crispus par l’algue endophyte A. operculata. 

L’induction d’expression est confirmée à 12 et 24 heures avec en moyenne 4 fois plus d’expression dans les 
échantillons infectés par rapport aux témoins.  

 

 

Une seconde série d’expériences a porté sur l’analyse du comportement du gène 

Ccrboh suite au traitement des algues par divers produits chimiques, avec un seul 

point de cinétique à trois heures afin de cibler des réponses précoces de défense (Figure 

36). Dans le cadre d’une analyse sans a priori, différentes catégories de produits ont été 

testées, dont le peroxyde d’hydrogène, l’harpine sous la forme d’émulsion commerciale, 

l’acide salicylique, puis des métaux lourds, des pesticides et des dérivés oxydés d’acides 

gras en C18 et en C20.  
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L’harpine est une protéine isolée de bactéries pathogènes de végétaux supérieurs. 

Après formulation elle est commercialisée pour la protection de culture céréalière sous le 

nom déposé de Messenger® (EDEN Bioscience). L’harpine est connue pour stimuler la 

production d’une large gamme de molécules de défense chez la plante et de lui conférer 

ainsi une résistance non-spécifique contre des agents pathogènes ; elle est donc utilisée 

dans ce sens pour stimuler la mise en place de réponses de défense chez les plantes traitées. 

Trois heures de traitement par une concentration équivalente à 6 µg.mL-1 d’harpine, 

provoquent une légère induction de l’expression du gène Ccrboh. Une induction similaire 

est observée dans le cas d’un traitement par le peroxyde d’hydrogène, tandis que l’acide 

salicylique provoque une légère répression du gène. Ces trois produits semblent donc 

n’avoir que peu d’effets sur l’expression du gène Ccrboh chez C. crispus. Cela 

contraste avec ce qui a été observé chez les plantes supérieures ou le peroxyde 

d’hydrogène et l’harpine provoquent à la fois la production de formes actives de l’oxygène 

et une induction du gène AtrbohD chez des suspensions cellulaires d’A. thaliana (Desikan 

et coll., 1998). De même, l’acide salicylique provoque une sur-expression des gènes 

NbrbohA et NbrbohB de 9 à 24 heures après injection dans des feuilles de tabac ; le niveau 

d’accumulation serait par ailleurs suffisant pour induire la génération d’un burst oxydatif 

chez ces suspensions cellulaires (Yoshioka et coll., 2003). 

Les métaux testés sont le cadmium, le cuivre, le zinc et l’aluminium à des 

concentrations finales de 200 µM. Ils ont peu d’effets sur le niveau d’expression du 

transcrit ; seuls le cuivre et le zinc semblent provoquer une légère induction. Les 

pesticides testés ont été utilisés à des concentrations finales de 500 µM. La plupart ont 

peu d’effets (dichlorvos, glyphosate, paraquat, 2,4-D), excepté le métolachlor et 

l’atrazine qui induisent respectivement des taux d’expressions 2,5 et 14 fois plus élevés 

que dans les thalles témoins. 

Les effets les plus marquants sur le niveau d’expression du transcrit Ccrboh, ont été 

obtenus lors des traitements par les dérivés d’acides gras. Kamal Bouarab avait 

préalablement montré que C. crispus était capable d’utiliser à la fois des oxylipines en C18 

et en C20 pour mettre en place des mécanismes de défense vis-à-vis du pathogène 

(Bouarab et coll., 2004). Pour vérifier si de telles molécules pouvaient induire un 

changement du profil d’expression de Ccrboh, les algues ont été incubées en présence de 

dérivés d’acides gras en C18 (méthyle jasmonate, 13(S)-HpODE, 13(S)-HpOTE) et en 

C20 (12(+/-)-HpETE, 15(S)-HETE). Toutes ces molécules induisent l’expression du 

gène mais à des niveaux différents. L’effet le plus important est observé avec le 



Chapitre IV –Résultats et discussion 

___________________________________ 

Page 137 

méthyle jasmonate où le niveau d’expression du transcrit est 21 fois plus élevé par rapport 

aux échantillons témoins. Les résultats obtenus sont en accord avec les observations 

précédentes qui suggéraient que ces oxylipines pouvaient agir en tant qu’intermédiaires 

dans la mise en place de l’immunité innée chez les gamétophytes de C. crispus (Bouarab et 

coll., 2004).  
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Figure 36 : Analyse par RT-PCR quantitative du niveau d’expression du transcrit Ccrboh après 3 
heures de divers traitements chimiques. 

Des métaux lourds, des pesticides et des dérivés oxydés d’acides gras furent testés. 
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I.7 Etudes immunologiques et enzymatiques 

 

Pour compléter les données de biologie moléculaire, nous avons également 

entrepris des études biochimiques et immunologiques de l’enzyme native. La détection de 

bandes d’activité de type NADPH oxydase et/ou l’utilisation d’anticorps spécifiquement 

dirigés contre la protéine déduite sur des extraits protéiques de l’algue nous auraient 

permis d’assigner la présence de la (des) protéine(s) de type NADPH oxydase dans ces 

extraits. Le microséquençage des bandes d’intérêt issues des études sur gels aurait pu nous 

permettre d’établir une correspondance entre le gène Ccrboh identifié et les protéines 

isolées dans les extraits, avec éventuellement assignation d’une activité de type NADPH 

oxydase. 

 

Dans un premier temps j’ai essayé d’identifier la protéine Ccrboh dans des extraits 

bruts ou membranaires, à l’aide d’anticorps spécifiques. Connaissant la séquence déduite 

de Ccrboh, nous avons fait synthétiser des peptides caractéristiques de cette séquence, pour 

permettre l’obtention d’anticorps spécifiques (le protocole d’obtention est décrit dans la 

section Matériel et méthodes et a été réalisé par Eurogentec). Le premier anticorps est 

dirigé contre la zone comprise entre les acides aminés 280 et 295, qui correspond au site de 

fixation du FAD. Le second anticorps est dirigé contre la partie soluble de la zone 

d’insertion présente entre les deux sites de fixation du NADPH et entre les acides aminés 

489 et 504. Malheureusement les expériences de western blotting menées par la suite ne 

nous ont pas permis d’identifier l’enzyme Ccrboh dans les extraits protéiques de 

l’algue rouge. Aucune bande majeure n’est détectée dans les extraits de thalles. Certaines 

bandes discrètes sont détectées dans quelques extraits mais le fort bruit de fond fait 

suspecté une détection de bandes aspécifiques. Les extraits membranaires ne permettent 

pas un enrichissement de ces protéines, les bandes n’étant plus détectées. Pour remédier à 

ce problème nous avons fait l’hypothèse que l’expression de l’enzyme était induite au 

cours d’épisodes de stress tels que la génération de protoplastes. Les cellules produisent 

alors de grandes quantités de FAO, certaines d’entre elles pouvant être relarguées suite à 

des activités de type NADPH oxydase. J’ai donc par la suite effectué ces mêmes analyses 

sur des extraits protéiques de protoplastes de gamétophytes. Si aucune bande n’est 

observée dans le culot de protoplastes, assez curieusement deux bandes de faible taille (35 

et 40 kDa) sont détectées dans le milieu de digestion, a priori essentiellement constitué de 
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fragments pariétaux (Figure 37A). La taille des bandes ainsi que leur détection 

systématique avec les deux anticorps est en désaccord avec les données de séquences dont 

nous disposons par ailleurs. En effet la séquence code une protéine putative de 93 kDa. La 

taille réelle peut être plus importante si des modifications post-traductionnelles, telles que 

des glycosylations, ont lieu. Dans le cas où la protéine aurait été clivée spécifiquement à un 

endroit au cours de l’extraction, la somme des deux bandes (75 kDa) reste malgré tout 

inférieure à la taille attendue. Par ailleurs, additionner la taille des deux bandes est un 

processus logique uniquement si chaque anticorps, dirigé contre deux zones distinctes, ne 

détecte qu’une seule des deux bandes ; or, pris individuellement, la détection des deux 

bandes est systématique. 

L’absence de détection dans des extraits protéiques totaux ou membranaires, la 

mise en évidence de deux bandes dans le compartiment apoplastique, à des tailles non-

conformes avec celles attendues, nous amène à émettre des réserves sur le fait que ces 

bandes correspondent à la Ccrboh de C. crispus. L’utilisation d’anticorps anti-peptides 

explique sans doute la difficulté à détecter la protéine cible, dont les fragments sont peut-

être masqués par le repliement.  

 

Par la suite les résultats d’activité sur gel n’ont ni confirmé ceux du western 

blotting, ni permis de fournir une réponse claire sur la mise en évidence de l’enzyme. 

Le protocole de détection de l’activité NADPH oxydase sur gel a été adapté de la méthode 

décrite par Sagi et Fluhr (2001). Tout comme dans le cas du western blotting, je me suis 

confrontée à la difficulté d’extraire des protéines membranaires chez un organisme riche en 

polysaccharides tel que l’algue rouge. Les composés sont certainement mal séparés, les 

protéines membranaires pénétrant alors difficilement dans les gels natifs d’acrylamide. Si 

les tests d’activités sur gel natif permettent la détection d’une bande plus au moins nette, ils 

nous apparaissent peu convaincants (Figure 37B). Le protocole de détection des activités 

sur gel dénaturant après régénération des protéines ne nous a pas permis de mettre en 

évidence une activité du même type à partir des mêmes extraits. De plus, la réalisation 

d’un western blotting à partir des gels d’activités n’a pas donné lieu à la détection de 

bandes, que ce soit dans le cas des gels natifs ou dénaturants.  
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Figure 37 : Etudes immunologiques et biochimiques de l’enzyme native. 

A. Analyse par Western blotting du milieu de digestion de protoplastes de C. crispus. 
Des anticorps spécifiques de Ccrboh furent utilisés. Le marqueur de taille (M) indique la taille des 
bandes obtenues. 

B. Analyse sur gel, d’activités de type NADPH oxydase dans des extraits protéiques de C. crispus. 
Le protocole utilise la précipitation du NBT présentée par Sagi et Fluhr (2001). L’activité est inhibée 
par la superoxyde dismutase et le DPI.  

 

 

 

 

Au final les études immunologiques et biochimiques ne nous ont pas permis ni de 

mettre en évidence la présence de l’enzyme Ccrboh dans les extraits, ni celle de protéines 

ayant une activité de type NADPH oxydase. Actuellement nous ne pouvons pas établir de 

correspondance entre le transcrit Ccrboh de C. crispus et sa protéine dans les extraits de 

l’algue.  
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I.8 Bilan NADPH oxydase chez C. crispus 

 

Au cours de cette étude j’ai pu caractériser au niveau moléculaire l’enzyme 

suspectée d’être impliquée dans la génération du burst oxydatif chez l’algue rouge C. 

crispus. Ces résultats indiquent l’existence d’un homologue à la NADPH oxydase chez ce 

modèle, ainsi que chez d’autres algues rouges, unicellulaires ou non, et la diatomée P. 

tricornutum. L’étude phylogénétique de ces séquences semble indiquer l’appartenance à un 

groupe distinct de celui des ferriques réductases et des homologues animaux ou végétaux 

des familles Duox ou Nox. Elles apparaissent par ailleurs être proches de la séquence 

Nox5, malgré des différences structurales. De part ses particularités, Nox5 est supposée 

être le représentant le plus proche de la séquence primitive. Si la sous-unité catalytique de 

la NADPH oxydase est conservée chez bien des organismes (mammifères, plantes 

supérieures, champignons, algues rouges et algues brunes), les processus de régulation de 

l’activité de l’enzyme sont différents. En revanche, les processus de phosphorylation et 

déphosphorylation des protéines, ainsi que les flux calciques impliqués dans cette 

activation, sont rencontrés chez ces organismes. 

Les études transcriptionnelles menées sur l’algue rouge C. crispus, ont montré que 

l’expression du gène Ccrboh était visiblement impliquée dans des réponses précoces de 

défense, que se soit lors de l’attaque d’un pathogène ou suite à des traitements chimiques 

divers. La perception du pathogène A. operculata par l’algue rouge provoque une 

accumulation du transcrit dans les douze heures suivant l’infection. Si globalement les 

métaux lourds et les pesticides, excepté l’atrazine, ont peu d’effets sur l’expression du 

gène, les oxylipines en C18 et C20, et plus spécialement le méthyle jasmonate, induisent 

son expression. Un traitement d’une heure de C. crispus par le méthyle jasmonate est par 

ailleurs connu pour induire une résistance à l’infection par A. operculata (Bouarab, 2000). 

L’induction de l’expression de Ccrboh pourrait avoir un rôle à jouer dans la mise en place 

de cette résistance, avec à la fois production par l’enzyme de FAO toxiques pour le 

pathogène, et stimulation de réponses de défense par le peroxyde d’hydrogène produit. Des 

effets protecteurs sont également observés avec l’oxylipine 12-HpETE, qui induit une 

expression plus modérée du transcrit.  

D’une manière générale les évènements mis en place dans la transduction du signal 

chez les plantes où les animaux, sont connus pour mettre en jeu des dérivés du 

métabolisme oxydatif d’acides gras. Chez les animaux, les dérivés des acides gras en C20 
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(éicosanoïdes) régulent des processus de différenciation cellulaire, de réponses 

immunitaires et d’homéostasie (Funk, 2001). Chez les plantes, les dérivés d’acides gras en 

C16 et en C18 (octadécanoïdes), tels que le méthyle jasmonate, agissent en tant 

qu’hormones de défense ou du développement (Weber, 2002 ; Cheong et Choi, 2003). Nos 

résultats chez l’algue rouge montrent que les deux voies de signalisation des éicosanoïdes 

et des octadécanoïdes, induisent l’expression du gène Ccrboh, en plus de la mise en place 

de voies de défense et de résistance à l’infection déjà établie par ailleurs (Bouarab, 2000 ; 

Bouarab et coll., 2004). Ces résultats suggèrent non seulement une perception de ces 

molécules par l’algue, mais également leur rôle dans la transduction d’un signal, 

conduisant à l’activation de voies de défense ; ces observations pouvant être attribuées aux 

oxylipines issues des deux voies de biosynthèse. L’élucidation du rôle de ces composés 

chez l’algue, des voies métaboliques conduisant à leur biosynthèse et leurs 

interconnexions, serait une source d’informations vers une meilleure compréhension des 

mécanismes régulés par les signaux lipidiques chez l’algue et les eucaryotes en général. 

Elle justifie d’autant plus l’étude de ces modèles plus au moins éloignés 

phylogénétiquement de l’homme ou des végétaux supérieurs. Chez les plantes, les voies 

signalitiques impliquant l’acide jasmonique ou ses dérivés, jouent un rôle majeur dans la 

régulation de la synthèse de métabolites secondaires et l’activation de voies métaboliques 

du développement et de la défense. Dans ce dernier cas le rôle des jasmonates fait 

intervenir l’activation de l’expression de gènes de défense ou  de gènes impliqués dans leur 

propre biosynthèse. L’étude au niveau moléculaire de l’effet du méthyle jasmonate chez C. 

crispus pourrait nous apporter des informations sur les voies métaboliques conduisant à la 

mise en place de la protection chez l’algue.  
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II. Identification moléculaire d’enzymes du stress oxydatif 

et de la défense chez C. crispus 

 

Au début de mon travail de doctorat nous disposions d’un certain nombre 

d’informations concernant l’activation des différentes voies de défense chez l’algue rouge 

C. crispus au cours de l’élicitation par des extraits acellulaires de pathogène ou par des 

dérivés lipidiques. Les études menées par Kamal Bouarab et Emmanuel Gaquerel ont 

montré le rôle du burst oxydatif dans la mise en place de la résistance, la stimulation des 

voies de biosynthèse des phénylpropanoïdes et des oxylipines chez l’algue, ainsi que la 

stimulation d’activités mettant en jeu le métabolisme des acides gras par le méthyle 

jasmonate. En revanche nous ne disposions d’aucune information moléculaire nous 

permettant d’étudier plus finement la succession des réactions de défense mise en place 

dans l’algue et aboutissant à la protection globale et/où à la synthèse de composés 

déterminés. L’identification de marqueurs moléculaires associés aux réponses induites 

nous était devenue nécessaire afin d’approfondir l’étude de la réponse au stress et à la 

défense chez C. crispus. Dans ce contexte le gène Ccrboh de la NADPH oxydase chez 

l’algue rouge constituait le premier marqueur moléculaire de réponses précoces à un 

stimulus extérieur. Le rôle de la protéine codée par ce gène, dans la génération de FAO, 

n’a pas pu être mise en évidence ; mais la production in vivo du peroxyde d’hydrogène à 

certainement un rôle d’importance dans l’activation de gènes de défense. Le méthyle 

jasmonate, qui induit la protection chez l’algue, a sans doute un rôle similaire au niveau 

moléculaire. L’analyse des banques EST mise en place au laboratoire chez C. crispus 

pouvait nous fournir les premières pistes conduisant à l’identification de nouveaux 

marqueurs reliés à différentes voies de stress ou de défense chez l’algue.  
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II.1 Présentation du projet EST et analyse 

 

Une première étape à la découverte de gènes jouant un rôle au cours d’un 

mécanisme physiologique donné est l’étude des changements transcriptionnels survenant 

au cours de ce processus. L’identification des gènes induits peut fournir les outils 

moléculaires pour des investigations futures. La réalisation de banques EST fait partie des 

méthodes performantes pour isoler des gènes induits au cours de divers processus 

biologiques par rapport à une condition initiale, tels que la réponse au stress où à la 

défense. Si ces outils sont également accessibles pour les macroalgues, ils n’ont été utilisés 

que très récemment chez certains modèles. Au cours de mon doctorat un programme de 

séquençage de banques EST était mis en place dans l’équipe sur C. crispus. Une première 

banque a été réalisée à partir de thalles de gamétophytes non stressés, afin d’avoir une vue 

générale des gènes exprimés dans l’algue dans des conditions physiologiques normales. 

Une seconde banque a été réalisée à partir de protoplastes du même modèle. Les 

protoplastes sont générés par fragmentation des thalles et digestion enzymatique de la 

paroi. Ils représentent un stade ultime de blessure, les cellules se retrouvant désolidarisées 

de leurs tissus, dans un milieu riche en molécules radicalaires : elles font face à des stress 

multiples de types mécaniques, osmotiques et oxydants. Nous faisions le postulat que pour 

réagir à ces conditions extrêmes les cellules allaient exprimer de nombreux gènes de 

défense et des gènes impliqués dans la synthèse pariétale. 

La mise en place de cette stratégie EST, en utilisant des conditions ciblées, 

nous permettait d’obtenir sans a priori des banques d’ADNc enrichies en gènes sur-

exprimés au cours de la production de protoplastes. Cette approche était une étape 

préliminaire indispensable vers une meilleure compréhension des mécanismes mis en place 

par l’algue rouge pour répondre au stress. Le projet a permis de séquencer 2 052 EST de 

thalles et 2 002 EST de protoplastes (Collén et coll., 2006). Les redondances obtenues pour 

les banques de thalles (43 %) et de protoplastes (58 %) indiquent une représentativité 

correcte des gènes exprimés dans ces conditions.  

De nombreux gènes de stress sont présents dans la banque de protoplastes (18 %) 

par rapport à la banque de thalles (3,5 %). Une grande majorité d’entre eux est constituée 

de chaperonnes et de protéines Heat Shock. Des gènes connus pour être impliqués dans les 

mécanismes de défense et de réponse au stress ont également été identifiés, tels que les 

peroxydases (bromoperoxydases, myéloperoxydases) et la NADPH oxydase. Une autre 



Chapitre IV –Résultats et discussion 

___________________________________ 

Page 145 

catégorie importante comprend des enzymes impliquées dans le métabolisme antioxydatif 

ou de détoxication de xénobiotiques (catalases, ascorbate peroxydases, oxydoréductases, 

glutathion S-transférases). L’obtention de ces banques EST nous fournit un outil essentiel 

pour l’identification des gènes impliqués dans les réponses au stress et à la défense chez C. 

crispus. Afin de poursuivre le travail d’analyse de ces réponses au niveau moléculaire, je 

me suis plus particulièrement intéressée aux EST présentant des homologies de séquences 

avec des enzymes du stress oxydatif et de la détoxication. Un certain nombre de cibles a 

retenu mon attention, à la fois de part leur fonction putative, et de part leur forte 

représentativité dans les banques (Tableau 5). Le re-séquençage systématique des clones a 

permis l’obtention de plusieurs séquences pleine-longueur. Chaque gène a été comparé et 

caractérisé de façon plus précise par rapport aux séquences déjà présentes dans les banques 

de données publiques et en fonction des éléments de la littérature. Ce travail d’analyse a 

par la suite aboutit à une étude transcriptionnelle plus spécifique de ces gènes au cours de 

divers traitements, et plus particulièrement suite à une élicitation par le méthyle jasmonate, 

déjà connu pour induire des réactions de défense et l’expression du gène Ccrboh chez 

l’algue.  

 

Protéine putative Nom de la 

séquence 

Nombre d’EST Banque d’origine 

NADPH oxydase Ccrboh 1 Protoplastes  

Bromoperoxydase CcBPO1 

CcBPO2 

15 

4 

Protoplastes 

Protoplastes 

Myéloperoxydase CcMPO1 

CcMPO2 

CcMPO3 

12 

10 

5 

Thalles 

Protoplastes 

Protoplastes 

Peroxiredoxine CcPrx1 

CcPrx2 

5 

1 

Thalles/protoplastes 

Thalles 

Cytochromes P450 CcCYPt1 

CcCYPt2 

CcCYPp1 

1 

1 

1 

Thalles 

Thalles 

Protoplastes  

Glutathion S-transférase CcGST1 

CcGST2 

CcGST7 

41 

12 

2 

Protoplastes 

Protoplastes 

Protoplastes 

Tableau 5 : Exemples de transcrits isolés des banques EST, codant des enzymes du stress oxydatif, de 
la défense et de la détoxication 
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II.2 Enzymes du stress oxydatif : NADPH oxydase et 

haloperoxydases 

 

II.2.1 La NADPH oxydase 

 

Le cas de la NADPH oxydase a déjà été traité dans le chapitre précédent. La 

séquence du gène Ccrboh préalablement identifiée est également représentée par un 

transcrit dans la banque EST de protoplastes.  

 

II.2.2 Les bromoperoxydases à vanadium 

 

Les haloperoxydases sont communément rencontrées chez les algues marines. Elles 

catalysent l’absorption des halogénures puis leur relargage sous formes de composés 

halogénés lors d’épisodes de stress. Ces enzymes ont fait l’objet d’études plus spécifiques 

au sein du laboratoire. Les deux clusters CcBPO1 et CcBPO2 identifiés dans les 

banques de C. crispus présentent de fortes homologies avec des bromoperoxydases et 

partagent entre eux 85 % d’identité (Cosse, 2003 –rapport de DEA). Le re-séquençage de 

ces séquences faisait supposer l’existence d’autres gènes potentiels, certains EST 

présentant des variations de séquences par rapport aux clusters. Des expériences de 5’-

RACE PCR ont permis l’obtention de l’ADNc pleine longueur de CcBPO1. 

La séquence nucléotidique de CcBPO1 compte 2 193 pb et code une protéine pleine 

longueur de 631 acides aminés. La séquence nucléotidique de CcBPO2 compte 1 433 pb et 

code une protéine incomplète de 411 acides aminés. Ces deux séquences présentent de 

fortes homologies avec des bromoperoxydases à vanadium d’autres algues rouges (algues 

calcaires telles que les corallines) et d’algues brunes (genres Fucus, Ascophyllum et 

Laminaria). La forte similitude des séquences de bromoperoxydases de C. crispus avec 

celles d’algues rouges calcaires est présentée sous forme d’alignement à la Figure 38. En 

outre CcBPO1 et CcBPO2 partagent un taux  de  similarité  extrême  avec  97 % d’identité 

et 99 % de similitude sur les séquences alignables. 
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                                             TTT       TT   TT    TT                  CoBPO 

CoBPO     1 M      LQ R    FD RVAAA LAL R        G     R         SFI SFTKGLPH  N AII  P  FL FV AI  GIPADN  S AKAS  T     E   A GAVPSFAN EELLY NSETG..DP   G        DD G   .D DD  A  R  N
CpBPO     1 M      LQ R    FD RVAAA LAL R        G     R         SFI SFTKGLPH  N AII  P  FL FV AI  GIPADN  S AKAS  T     E   N GVVPSFAN EELLY NPDPDNTDP   A        DD G   .D DD  A  R  N
CcBPO1    1 M      IS R    YD RVAAA LAL R        P     R         SYL SYTKGLPH  S ALV  P  FV FV AI  SDMSTE  P QQEA  I     T   A DRKRKVFE NGEED YFRPNSQIL   G        NR T   TS NH  R  Q  D
CcBPO2 ......................................................................................

                 TT.......T                                                           CoBPO 

CoBPO    84 SGD  E A L LGP    E         L IWRS LAN  D    L VR WEN  AGL FDLEGPDAQ V MPPAP L S ELIAE   EK I A T   ARDP .......TG P    D   SL .... E  G   SS   T         S A     V T P     
CpBPO    86 SGD  E A L LGP    E         L IWRS LAN  E    L VR WEN  AGL FDLEGPDAQ I MPPAP L S ELVAE   EK I D T   ARDP .......TG P    D   SL .... E  G   SS   T         S A     V T P     
CcBPO1   87 SGE  D I V LGP    E         A LFKS IAT  D    A LR WES  AGL FDLEGPDAQ V MPPAP L S ELVAE   PA F K P   RPAL FTTEEECIA N    G   RN SFDP C  A   MG   V         A G     T D D     
CcBPO2 ......................................................................................

                                             TT                                       CoBPO 

CoBPO   159                                                    P E  R RG       FRG LPG  VGPYLSQ   M ELY MAL RDI FSEF SP     I  AI  LN   W       GD              T  NL        E       FII A   L   G   E    D  KNAAF RS  ER  GLE FNTPAKL  P.. A IR R  EV VG     I   S           
CpBPO   161                                                    P E  R RG       FRG LPG  VGPYLSQ   I ELY MAL REI FSEF SP     I  AI  LN   W       GD              T  NL        E       YII A   L   G   E    D  KNAEY QF  DQ  GLE FNTPAKL  P.. A IR R  EV VG     I   S           
CcBPO1  173                                                    P E  R RG       FRG LPG  VGPYLSQ   I ELY MAL RDV FTDF NP     I  AI  LN   W       PD              N  SI        D       FLL S   W   L   R    T  GP... RR  NT  RTT IRAARDP  SLT Q RA L  PF PS     T   D           
CcBPO2    1                                                    P E  R RG       FRG LPG  VGPYLSQ                                                                 N  NI        D       FLL................................................... Q RA L  PF PS     T   D           

     TT    TT                  TT           TT                   TT        ...        CoBPO 

CoBPO   243 VG    G             A D  DG I YG   I QRVR AT   D MT    FLDVQ  AD  G    E G    R I T RD  S  I                       A                  F     V             ESY                  KQ  SATVGNKTLVSPN A EF  E    SIT S    I  PGR    DLK      DA  FR F    P A... L R I  
CpBPO   245 VG    G             A D  DG I YG   I QRVR AT   D MT    FLDVQ  AD  G    E G    R I T RD  S  I                       A                  F     V             ESY                  KQ  SATVGNKTLVSPN A EF  E    SIT S    I  PGR    DLK      DA  FR F    P A... L R I  
CcBPO1  256 VG    G             A D  DG I YG   I QRVR AT   D MT    FLDVQ  AD  G    E G    R I T RD  T  I                                          Y     A             DTF                  EG  ............G Q RA  F S  AHR D    H  KEL    SWE      NG  VA R    S SDAF F T P  
CcBPO2   36 VG    G             A D  DG I YG   I QRVR AT   D MT    FLDVQ  AD  G    E G    R I T RD  T  A                       A                  Y     A             DTF                  EG  ............K H RR  F    AQR D    H  KEL    SWE      NG  VA R    S SDAF F T P  

                                          TT TT                                       CoBPO 

CoBPO   326 LAT VHFD LY AYLNACLILL N V FD                PFQ  D  D Q  F  FG  H LSLVTEVATRALKAVR QK   W                                        L              V      V                Y          S  E          A G P  .............PN    QE KL N DV  N  SA                     
CpBPO   328 LAT VHFD LY AYLNACLILL N V FD                PFQ  D  D Q  F  FG  H LSLVTEVATRALKAVR QK   W    A                                   L              V      V                Y             E          A G P  .............PN    QE KL N DV  N  SA                     
CcBPO1  330 LAT VHFD LY AYLNACLILL N V FD                PFQ  D  D Q  F  FG  H LSLVTEVATRALKAVR QK   Y    A                                   I              A      I                F             Q          D K K  QGIPMGEPDFNGNQG    DP FK H RG  H  GP                     
CcBPO2  110 LAT VHFD LY AYLNACLILL N V FD                PFQ  D  D Q  F  FG  H LSLVTEVATRALKAVR QK   Y    A                                   I              A      I                F             Q          D K K  QGIPMGEPDFNGNQG    DP FK H RG  H  GP                     

                                         .              .......                      TCoBPO 

CoBPO   399 FN HRRLRPEA GGLI             F  V    E L           N  QN           D  P        LLPMAF                    K      E    E   L       IL   AS                   S       S          I        T    SVN NAFLKS SV P  DV V E S.S  DDS  S EK  .......IADG V  G....K F      A
CpBPO   401 FN HRRLRPEA GGLI             F  V    E L           N  QN           D  P        LLPMAF                    K   Q  E    E   A       IL KA    R                        S          I        T    SVN IAA KG SI P  DL V E G.D  E  EIS  K  .......IADG PD D....P F      A
CcBPO1  416 FN HRRLRPEA GGLI             F  V    E L           N  QN           D  P        LLPMAF                    R   N  D    D   L       ML RVAS  R                N       T          T        V    ..E FNS PD PQ Q  KP F A DED  R    H  E  ERSDFGMPRAD F  AGDTLE M      P
CcBPO2  196 FN HRRLRPEA GGLI             F  V    E L           N  QN           D  P        LLPMAF                    R   N  D    D   L       MM RVAS  R                N       T          T        V    ..E FNS PD PQ Q  KP F A DEN  R    H  E  ERSDFGMPRAD F  AGDTLE M      P

T                                                                                     CoBPO 

CoBPO   473 EGSP HPSYG GHA VAGACVT LKAFF      D       D   L   S      LTV GELNK   N  IGRN AGVHYF D                       I         QI   F       K                    L   V            S      F     S   V             DANF   QV EVDT ED  VKS ..FPGP   A      AD  A    M        Q
CpBPO   475 EGSP HPSYG GHA VAGACVT LKAFF      D       D   L   S      LTV GELNK   N  IGRN AGVHYF D                       I        I I   F       K                    L   I            S      F     S   V             DSG E  QV EVDK ED  VKS ..FKGT   A      AD  A    M        Q
CcBPO1  500 EGSP HPSYG GHA VAGACVT LKAFF      D       D   L   S      LTV GELNK   N  IGRN AGVHYF D                       V        ATL   Y       R                    V   I            T      M     A   T             QHD    FC VPSD GS  DDA HTLNKK   E      CS  S    W        Y
CcBPO2  280 EGSP HPSYG GHA VAGACVT LKAFF      D       D   L   S      LTV GELNK   N  IGRN AGVHYF D                       V        ATL   Y       R                    V   I            T      M     A   T             QHD    FC VPSD GS  DDA HTLNKK   E      CS  S    W        Y

                                TT                                                    CoBPO 

CoBPO   557  ES LLGEQ A GILEEQ LT  E F    P F G       T                                              L     I I         YG N   NL           T                                            F                 S       FF   K D ......  IQI                                        
CpBPO   559  ES LLGEQ A GILEEQ LT  E F    P F G       T                                              L     V I         YG N   NL           T                                            F                 S       FF   K D ......  IQI                                        
CcBPO1  586  ES LLGEQ A GILEEQ LT  E F    P F G       T                                              I     I L         FP T   TV           S                                            I                 M       TM   L S GFRTLI  SDP                                        
CcBPO2  366  ES LLGEQ A GILEEQ LT  E F    P F G       T                                              I     I L         FP T   TV           S                                            I                 M       TM   L S GFRTLI  SDP                                        

  

    

       

        

     

    

      

    

His
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Les résidus impliqués dans la fixation du vanadate par des liaisons hydrogène sont 

conservés chez les séquences de C. crispus : Arg412, Lys415, Arg423, Gly511, Arg574 

pour CcBPO1 et Arg192, Lys195, Arg204, Gly291, Arg354 pour CcBPO2. En revanche la 

sérine identifiée chez les séquences de corallines, est remplacée par une alanine chez les 

séquences de C. crispus : respectivement Ala510 et Ala290 pour CcBPO1 et CcBPO2. Elle 

engendre une modification de la conformation spatiale de la poche abritant le site actif, et 

pourrait de ce fait influencer la spécificité de substrat. En effet une telle différence est 

également rencontrée chez une iodoperoxydase de Laminaria digitata, où l’alanine est 

impliquée dans la spécificité pour l’iode (Colin et coll., 2005). Le résidu histidine lié de 

façon covalente au vanadate est conservé chez les séquences de C. crispus (His580 et 

His360 respectivement chez CcBPO1 et CcBPO2), tout comme l’histidine catalytique 

(His512 et His292 respectivement chez CcBPO1 et CcBPO2). 

 

II.2.3 Les myéloperoxydases 

 

Les myéloperoxydases, tout comme les peroxydases d’éosinophiles, 

ovoperoxydases, ou autres peroxydases de type animal, sont rencontrées chez les 

mammifères, les insectes, les nématodes et certaines bactéries. Elles sont impliquées dans 

la formation de formes actives halogénées de l’oxygène en utilisant les ions superoxyde 

libérés par la NADPH oxydase pour produire de l’hypochlorite HOCl, cinquante fois plus 

toxique que le peroxyde d’hydrogène. Les 3 clusters identifiés dans les banques d’EST 

de C. crispus présentent de très fortes similitudes avec les peroxydases animales et 

possèdent notamment les sites strictement conservés chez ces enzymes. Les gènes de 

myéloperoxydases chez C. crispus font partie des gènes les plus moyennement à fortement 

exprimés dans les banques d’EST.  

 

Le 1er cluster (CcMPO1) est constitué de 12 EST provenant de la banque de thalles 

de gamétophytes, contrairement aux deux autres clusters construits à partir d’EST de la 

banque de protoplastes. La séquence de 910 pb est incomplète. La 1ère méthionine est 

rencontrée au 25ème codon, et il n’y a pas de codon stop. La séquence protéique putative est 

incomplète en C-terminal et serait complète en N-terminal avec 278 acides aminés. Elle 

possède entre 25 et 30 % d’identité avec des séquences de myéloperoxydases de 

mammifères et des peroxydases de la bactérie marine Rhodopirellula baltica. 
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Le second cluster (CcMPO2) est constitué de 10 EST provenant de la banque de 

protoplastes. La séquence de 1 675 pb est incomplète. La 1ère méthionine est rencontrée au 

11ème codon, et il n’y a pas de codon stop. La séquence protéique putative est pratiquement 

complète en C-terminal et complète en N-terminal avec 548 acides aminés. Elle possède 

entre 30 et 40 % d’identité avec les myéloperoxydases de mammifères et des peroxydases 

de la bactérie marine Rhodopirellula baltica. Considérant les parties alignables, CcMPO2 

partage 47 % d’identité et 60 % de similitude avec CcMPO1. 

Le dernier cluster (CcMPO3) est constitué de 5 EST provenant de la banque de 

protoplastes. La séquence de 1 316 pb est incomplète. La 1ère méthionine est rencontrée au 

63ème codon, et il y a 6 codons stop sur la partie 5’. Il y aurait des incertitudes de 

séquençage sur les 1ères bases de la séquence, compte tenu que le 1er codon est un stop 

alors que la séquence protéique putative est largement incomplète en N-terminal. En 

revanche elle serait complète en C-terminal, avec 392 acides aminés. Elle possède entre 30 

et 35 % d’identité avec les peroxydases d’éosinophiles, les myéloperoxydases de 

mammifères et des peroxydases de la bactérie marine Rhodopirellula baltica. Considérant 

les parties alignables, CcMPO2 partage 48 % d’identité et 65 % de similitude avec 

CcMPO1, contre 49 % et 68 % respectivement avec CcMPO2. 

Trois singletons présentant des variations de séquences ont également été identifiés 

dans la banque de protoplastes. Les séquences sont beaucoup plus courtes car largement 

incomplètes, avec 870, 474 et 877 pb, avec des cadres ouverts de lecture de 289, 147 et 

247 acides aminés respectivement. Ces séquences présentent entre 25 et 40 % d’identité 

avec des myéloperoxydases présentes dans les banques de données publiques, et entre 25 et 

65 % d’identité avec les 3 clusters déjà identifiés chez C. crispus.  
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CHAINE LEGERE

CHAINE LOURDE

PEPTIDE SIGNAL POLYPEPTIDE EXCISE LORS DE LA MATURATION

PEPTIDE EXCISEGln
His distale

Asp Asp

Arg Glu

His proximale

Asn

site de fixation du calcium

                                                                                      HsMPO 

HsMPO     1                           M    AL  L   LA         P   G                               MGVPFFSSLRCMVDLGPCWAGGLTAE KLLL  AG LAI  TPQPSEGAA AVL EVDTSLVLSSMEEAKQLVDKAYKERRESIKQ
HsEPO     1                           M    AL  V   LV         P   G                               .......................... HLLP  AG LAT  LAQPCEGTD ASP AVETSVLRDCIAEAKLLVDAAYNWTQKSIKQ
CcMPO1    1                           M    LV  A   LV         P   G                               .......................... KSFI  AC TFL  VPTIY.AQA RPN D..............................
CcMPO2    1                           M    IL  I   LL         P   G                               .......................... AHSS  RF ALI  LIALSQAQP AGN R..............................
CcMPO3 ......................................................................................

                                                                                      

                                                                                      HsMPO 

HsMPO    87 RLRSGSASPMELLSYFKQPVAATRTAVRAADYLHVALDLLERKLRSLWRRPFNVTDVLTPAQLNVLSKSSGCAYQDVGVTCPEQDK
HsEPO    61 RLRSGSASPMDLLSYFKQPVAATRTVVRAADYMHVALGLLEEKLQPQRSGPFNVTDVLTEPQLRLLSQASGCALRDQAERCS..DK
CcMPO1   30 ...........................................................DADELNPIEPNSPEFIDRERRNC.RIE
CcMPO2   31 ...........................................................DGEDQGPVDAGTAVFDGRMGLNCAEEE
CcMPO3 ......................................................................................

      TT                          TT     TT  TT   TT                                  HsMPO 

HsMPO   173 YR   G CNN   P     G S      W                P  K             N IV   T  L        M   W  TIT M   RRS ...TL A NRAFVR LPAEYEDGFSLPYGWT GV RNGFPVALARAVS E  RFP DQ TPDQERSL FMQ 
HsEPO   145 YR   G CNN   P     G S      W                P  R             N IV   N  L        M   W  TIT R   KRR ...LL A NQALAR LPAEYEDGLSLPFGWT SR RNGFLLPLVRAVS Q  RFP ER TSDRGRAL FMQ 
CcMPO1   56 FR   G CTN   P     G T      Y                P  R             S IL   T  I        M   F  RVD A   IGS KRQLW S NRPHFT FNGLSS..VVATGKNL SP R...........I N  CKQ RN FDRRSLNE TTI 
CcMPO2   58 FR   G CTN   P     G T      Y                P  R             S IV   T  V        L   F  RFD A   RAT LRQLF S RLPQFS FGRRSSDRIRDNVRSL SP L...........I N  AKQ MD RERRGLNE VTF 
CcMPO3 ......................................................................................

                                                                                      HsMPO 

HsMPO   256                                                            S               N   S  D   GQ LDH L  TP              E   V  P   PL I  N   IK       FFR           I   I  LT  V A    L   D DF  EPAARASFVTGVNC TSC QQ PCF  K PP DPR  NQADCIP    CPACPGSNIT RNQ  A   F   SM
HsEPO   228                                                            S               N   S  D   GQ IDH L  SP              E   A  P   PI I  N   IK       FFR           V   I  LT  V A    F   D DF  ESPARVAFTAGVDC RTC QL PCF  K PP DPR  NQRDCIP    APSCPQNKNR RNQ  A   F   SM
CcMPO1  129                                                            S               N   S  D   GQ IDH L  TP              E   I  P   PL A  T   LK       FFR           V      LT  L L    F   T VA  VNDD.......... PMF KM END  F NM ..E  .......    ERVKVVRGSR ERPQ S   A   VS
CcMPO2  133                                                            S               N   S  D   GQ IDH L  TP              E   I  P   PM A  T   LR       FFR               I  LT  L L    F   T VA  VNNGASEDGETVPR PFF DV EDD  L NI GGQ  .......    RRATVEERSTEVRP  S   L   DS
CcMPO3    1                                                            S               N   S  D                                                                         I   I   S  L L  ......................................................GAAGG RPPPGVD... ERP  AH  V   AA

                                                                                      HsMPO 

HsMPO   342 VYG        LR                      L          L          F  GD R  E P L   H    REHN                N  N L            G  L P  NLH      T         LA     S     T M TL L     LA   SEEPLARN   MS Q GLLAVNQRFQDN RA   FD   DDPC L NRSARIPC     T S  M E  S    L     R  
HsEPO   314 VYG        LR                      L          L          F  GD R  E P L   H    REHN                N  N L            G  L P  NLH      T         LA     T       M TLFM     LA   SEVSLSLR   RT Y GLLAINQRFQDN RA   FD   DDPC L NRSARIPC     T S  T K AA          R  
CcMPO1  196 VYG        LR                      L          L          F  GD R  E P L   H    REHN                S  N L            P  L    NAR      N         I      N     T V TLFL     IA   PNEGRLKV   FR G ........METG GN  ILN   .... N APQNRKSF  T  H A  H V  S          S  
CcMPO2  212 VYG        LR                      L          L          F  GD R  E P L   H    REHN                T    L               L P  SMR      N         VA     N     T I TIFL     IA   ASEERAGF   NSGG ........MRVGRNN   QN   .... S EPRLDRKF     L S  H M  S          D  
CcMPO3   30 VYG        LR                      L          L          F  GD R  E P L   H    REHN                   S              P  I P   M       N         VA           T L  VFL     L    SNQIRQDV  EPG CK........LRTG GD   VNF D.... S VPLPSDQF     V PA N V  A  V       D C

                                                                                      HsMPO 

HsMPO   428  EL    P                                                                                   L      E LYQ AR I  A  Q I   DY PLV G     K LP YR    S  P I  VF T AFR GHTLI   M R T  KS N RWDG R   E  K VG MV I TYR  L   L PTAMR Y  T  SYND VD R AN  . N   Y     QPF F L
HsEPO   400  EL    P                                                                                   L      D LYN AR I  A  Q I   DF PLV G     R LG YR    N  P V  VF T AFR GHTML   M R T  RR N RWNG K   E  K MG MV I TYR  L   L KARAR T  H  GYCS VD R AN  . L   F     QPF F L
CcMPO1  270  EL    P                                                                                   A                                                                                K  QA F G.............................................................................
CcMPO2  286  EL    P                                                                                          E LYQ AR I  A  Q I   EW PAI G     R LP WR    N  P V  LF T AFR GHTLV   V R T  QTTF DFND R   T  Q NI QF K VFD  Y   T ..... R  L  RFQA VD A SV  S A   I     NNV S Q
CcMPO3  104  EL    P                                                                                   A      D LFQ AR I  A  Q I   EY PAI G     K LP FR    T  P V  VF T AFR GHTMV   I R D  EA F DMGQ E   N  K NG QF K VLE  Y   V ..... D  R  RVSI TR D LD  S A   V     GNV A R

                                                                                      HsMPO 

HsMPO   513             V LS  FF         GID  LRG  A   KLN    IA   IR  LF QV  I  G DL A NMQRSRDH LDNRYQPMEPNPR P  RV  ASWRVVLEG   PI   LM TPA   RQNQ  VDE  ER  E  MR .. L  P L        G 
HsEPO   485             V LS  FF         GID  LRG  A   KLN    ML   LR  LF QV  I  G DL A NMQRSRDH LDSQYRASAPNSH P  SA  ASWRIVYEG   PI   LM TPA   RQDA  VDE  DR  R  RR .. L  A L        G 
CcMPO1 ......................................................................................
CcMPO2  367             L LQ  FF         GID  LRG  A   RAQ    MV   LR  LF NV  A  G DL A NLQRSRDH VRSGNRNMRP... T  DT  SNVNLILNT   SF   .. ANT   EVDL  VDA  NF  T  NG D. L  I L        G 
CcMPO3  185             I MT  FF         GAE  IRG  A   KAQ    MV   LR  LF NV  I  G DL A NLQRSRDH LGPGNSVLPS... P  DT  RVASRF..E   EF   .. TQI   EIDL  NNN  NF  T  PA NF F  I F        A 

                                                                                      HsMPO 

HsMPO   597 P YN             V Q   V     L       YGT   IDIWMG V E       VGP L  I    F  LRDGD FWW   G  AWRRFCGLPQPET G LGT LRNLK ARKLMEQ   PNN      G S PLKRKGR   L AC IGTQ RK     R   EN
HsEPO   569 P YN             L Q   V     L       YGT   IDIWIG I E       VGP L  L    F  ARDGD FWW   G  AWRRFCGLSQPRN A LSR LKNQD ARKFLNL   PDN      A A PLLPGAR   L AC FENQ RR     R   QK
CcMPO1 ......................................................................................
CcMPO2  447 P YN             A T   I     V       YGS   VEAWIG M E       MGP M  I    F  IRDGD FYY   F  DVR..ARFRRGNR R FAD TRNTN QSALQTA   VDN      L A DKPRVSS   T LA WVRE IR     S   EN
CcMPO3  264 P FT             A S   I     V       YGT   VEAWIG V E       MGP M  I    F  LRDGD FFF   S  EIQ...ELMGMRK T FAD SSVAN QSGLQNV   VDR      L A DHESGSS   T NA WERQ SV     R   RN

                                                                                      

                                                                                      HsMPO 

HsMPO   683    F       L  I                   I                                                   EGV SMQQRQA AQ SLPRIICDNTGITTVSKNN FMSNSYPRDFVNCSTLPALNLASWREAS                       
HsEPO   655    F       L  I                   I                                                   RGV TKRQRKA SR SLSRIICDNTGITTVSR.D FRANIYPRGFVNCSRIPRLNLSAWR.GT                       
CcMPO1 ...............................................................                       
CcMPO2  531    Y       V  L                   I                                                   MSQ DPEVLAN PR R.................A ............................                       
CcMPO3  347    F       I  V                   L                                                   RNV SSQMRSA PR N.................A FTESEIFRSLILRNTNIASSELPNRIFF                       

                                                                                      

A A A B

B

                                                                                      HsMPO 

                                                                                      

                                                                                      HsMPO 

                                                                                      HsMPO 

                                 TT       TT      TT            TT                    HsMPO 

                              TT         TT       TTT                                 HsMPO 

                                                        TT         .                  HsMPO 

 TT                                            TT                                     HsMPO 

                                        TT              TT                      TT    HsMPO 

                                                                                      HsMPO 
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L’alignement présenté en Figure 39 permet d’apprécier les similitudes des 

séquences les plus complètes identifiées chez C. crispus avec celles d’une 

myéloperoxydase et d’une peroxydase éosinophile humaines, ainsi qu’avec celle d’une 

peroxydase de Rhodopirellula baltica. Ces enzymes sont des homodimères où chaque 

monomère est lui même constitué d’une chaîne lourde et d’une chaîne légère. La structure 

secondaire du monomère est majoritairement composée d’hélices α. Le cœur central 

contenant les hèmes est constitué de 5 hélices α, quatre provenant de la chaîne lourde et la 

dernière de la chaîne légère (Furtmuller et coll., 2006). Les deux chaînes sont codées par 

un même polypeptide précurseur qui est ensuite excisé. Le monomère de la 

myéloperoxydase mature est obtenu après le clivage du peptide signal et excision du 

polypeptide précédant la chaîne légère en N-terminal, ainsi que d’un court fragment 

peptidique situé entre les deux chaînes (Figure 39). Les séquences du monomère avant 

maturation seraient plus courtes chez l’algue rouge (environ 590 acides aminés contre 745 

pour HsMPO), en raison de la présence d’un domaine N-terminal restreint : le polypeptide 

excisé lors de la maturation est ainsi beaucoup plus court que celui rencontré chez la 

myéloperoxydase humaine (en moyenne 45 acides aminés contre 125). En revanche les 

deux chaînes légères et lourdes seraient de tailles équivalentes. 

Les résidus histidine impliqués dans la fixation covalente de l’hème sont conservés 

chez les séquences de C. crispus : l’histidine distale située sur la chaîne légère (His134 et 

His138 respectivement pour CcMPO1 et CcMPO2), ainsi que l’histidine proximale située 

sur la chaîne lourde (His356 et His174 respectivement pour CcMPO2 et CcMPO3). 

L’asparagine située en C-terminal de la chaîne lourde (Asn437 et Asn254 pour 

respectivement CcMPO2 et CcMPO3) est reliée à l’histidine proximale par une liaison 

hydrogène et interviendrait dans la stabilisation du dimère. La glutamine située à proximité 

de l’histidine distale est typiquement rencontrée chez les peroxydases de type animale et 

absente de la cavité distale des peroxydases des plantes supérieures (Furtmuller et coll., 

2006), or un tel résidu est également présent chez les séquences de C. crispus CcMPO1 

(Gln130) et CcMPO2 (Gln134). L’arginine située sur la chaîne lourde est également 

importante pour l’établissement de cette cavité et est absolument conservée chez les 3 

séquences de l’algue rouge (Arg247, Arg263 et Arg81 respectivement pour CcMPO1, 

CcMPO2 et CcMPO3), de même pour le résidu glutamate situé en aval (Glu250, Glu266 et 

Glu384 respectivement pour CcMPO1, CcMPO2 et CcMPO3). En revanche au niveau du 

site de fixation du calcium seuls 4 résidus sont conservés chez CcMPO1 (Leu187, Thr188, 
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Ser189, Asp192) et CcMPO2 (Leu203, Thr204, Ser205, Asp208) contre les huit 

habituellement rencontrés (Leu, Thr, Ser, Phe, Val, Asp, Ala, Ser). La conservation pour ce 

site est encore plus faible pour CcMPO3 avec deux résidus conservés (Ser23, Asp26), mais 

l’information de séquence étant incomplète en N-terminal, l’alignement pourrait être 

amené à changer avec la séquence pleine longueur. Au niveau de la chaîne légère le résidu 

aspartate situé en amont de l’histidine distale est conservé chez CcMPO1 (Asp133) et 

CcMPO2 (Asp137). Il jouerait également un rôle de ligand du calcium tout en facilitant les 

interactions entre les deux chaînes du monomère. Le résidu aspartate suivant est quant à lui 

remplacé par un résidu thréonine chez CcMPO1 (Thr135) et CcMPO3 (Thr139).  

 

L’identification de myéloperoxydases chez C. crispus constitue la première mise en 

évidence de ces enzymes chez les végétaux. Elles pourraient avoir une activité de défense 

par production de composés toxiques. Outre leur rôle d’oxydation des halogénures et de 

génération de formes actives de l’oxygène, les myéloperoxydases ont également un rôle 

dans la peroxydation des lipides chez les mammifères, essentiellement à partir d’acides 

gras en C18 et C20 (acides linoléique et arachidonique). Elles pourraient être impliquées 

dans de telles fonctions chez l’algue rouge C. crispus, compte tenu que de tels précurseurs 

y sont naturellement présents.  
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II.3 Enzymes à activités anti-oxydantes : cas de la 

peroxiredoxine 

 

La glutathion peroxydase assure la réduction du peroxyde d’hydrogène et des 

hydroperoxydes d’acides gras en utilisant le glutathion comme cofacteur. Chez les 

mammifères son rôle est très important dans la plupart des tissus où elle réalise 

l’élimination de la quasi-totalité du peroxyde d’hydrogène. Les peroxiredoxines ont une 

activité de type glutathion peroxydase mais avec la particularité de ne pas utiliser de 

sélénium au niveau de leur site actif. Elles appartiennent à une super-famille d’enzymes 

contenant toutes un motif de type thiorédoxine et interagissent avec des substrats contenant 

des groupements thiols ou disulfides. Ces enzymes peuvent être divisées en plusieurs 

classes telles que : les peroxiredoxines Prx, les glutathion peroxydases GPx, les glutathion 

S-transférases GST, les thiorédoxines Trx, les glutaredoxines Grx. 
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Deux séquences de peroxiredoxines ont été identifiées dans les banques de C. 

crispus. Elles se caractérisent toutes deux par des forts taux d’identité avec des 

séquences de mammifères (de 45 à 50 %). La 1ère séquence (CcPrx1) est celle d’un 

cluster constitué de 5 EST, provenant indifféremment de la banque de thalles ou de celle de 

protoplastes. La séquence d’ADNc de 928 pb serait complète et code une protéine de 249 

acides aminés, avec un poids moléculaire théorique de 27,6 kDa. La 2ème séquence 

(CcPrx2) est celle d’un singleton provenant de la banque de thalle. La séquence d’ADNc 

de 841 pb serait complète et code une protéine de 246 acides aminés. CcPrx2 partage 38 % 

d’identité et 54 % de similitude avec CcPrx1. 

Les peroxiredoxines sont des enzymes fortement conservées à la fois chez les 

eucaryotes et les procaryotes. Elles sont généralement présentes dans l’organisme sous 

forme d’homodimères ou d’hétérodimères. Le monomère est constitué d’un premier 

domaine en N-terminal contenant le motif thiorédoxine (β3α2β4α4β6β7), le second 

domaine en C-terminal est majoritairement constitué d’hélices α (Figure 40). La 

dimérisation est majoritairement stabilisée par des interactions entre des résidus du 1er 

domaine avec ceux du 2nd domaine de l’autre monomère. Les résidus du 1er domaine 

impliqués dans cette interaction sont strictement conservés chez C. crispus : Phe64, Thr65, 

Pro66, Val67, Thr69, Thr70, Glu71 chez CcPrx1 et Phe41, Thr42, Pro43, Val44, Thr46, 

Thr47, Glu48 chez CcPrx2. En revanche la conservation est moindre pour les résidus du 

2nd domaine impliqués dans ces interactions, avec uniquement conservation stricte des 

résidus proline et tyrosine chez les deux séquences : Ala197, Phe213, Pro216, Tyr241, 

Met242 chez CcPRx1 contre Val180, Val189, Pro192, Tyr218, Leu219 chez CcPrx2. En 

plus de ces liaisons hydrogène, deux résidus impliqués dans des interactions hydrophobes 

sont conservés à la fin du 1er domaine : Leu165 et Tyr169 pour CcPrx1 et Leu146 et 

Tyr150 pour CcPrx2. Le résidu catalytique majeur, la cystéine située au niveau du 1er 

domaine, est conservé chez les séquences de l’algue rouge CcPrx1 (Cys68) et CcPrx2 

(Cys45). Ce résidu est remplacé par une sélénocystéine chez les glutathion peroxydases à 

sélénium. Les résidus histidine et arginine du 1er domaine ont également un rôle primordial 

dans l’activité en interagissant avec ce résidu : His60 et Arg152 chez CcPrx1 et His37 et 

Arg133 chez CcPrx2 (Choi et coll., 1998). 

 

 



                          TT          TT                                              HsPrx 

HsPrx     1 M                          G   PNF A T  G I F       W  LFSHP DFTPVCTTE  R       F    V                        L L DVA       T  R   HDFL  S  I               L  AA LAPE   R   PGG.................... L        E N  V   R     GD  G      R          G   K     AK N 
DmPrx     1 M                          G   PNF A T  G I F       W  LFSHP DFTPVCTTE  R       F    V                        L I D         S  R    DWM  S AI               L  VA LIPE   R   SGKA................... N   QF   T E  E   D Y   QD         A          S   A     QK G 
CcPrx1    1 M                          G   PNF A T  G I F       W  LFSHP DFTPVCTTE  R       F    V                        L L DVV       T  K   HDWL    AI               I  MA        K   AAAPVPSGTEAYSKLYFPSTDGL R        E N  H   V     DGK        D          G   LKYDS KA G 
CcPrx2    1 M                          G   PNF A T  G I F       W  LFSHP DFTPVCTTE  R       F    V                          L EIA       T      H YI  S AV               L  V  LLPE   R   ...A...................PL        S E  H P D  T  ES         A          A  SQ     EA N 

                                                      TT         TT        TT         HsPrx 

HsPrx    67 K  ALS      H  W  D                 P I D  R  A    M            P T R VF     KK  LS  Y LI    D V         I AY            F I    N EL I  G LD     D  GM V A    V G D  LK  I        I S ED LA SK  N  NSEEPTEKL..P    D R      LL    PAE.K EK       V   F P        L 
DmPrx    68 K  ALS      H  W  D                 P I D  R  A    M            P T R VF     KK  LS  Y  I   CD V S    I  I  F            Y I A    EL L F  LD        GI L      VV     LR  I   P      P E  KG  E  KS GKLSSF.....D      DK     K N   KDE.INAE     C A    DDK       L 
CcPrx1   87 K  ALS      H  W  D                 P I D  R  A    M            P T R VF     KK  LS  Y VV   C  I S    L  V A             F M A  T EI I FG LD     D   M L A    IIG D  LK  I         ND S  NV  K  V HCD....NKIGID      P      K     PTN.K TGS      S     P        N 
CcPrx2   65 K  ALS      H  W  D                 P I D  R  A    M            P T R VF     KK  LS  Y VL   CD L S    L  I AY            F I A  S DV   YG I      D  GM M V    VVG D  IK  L          D Q  TG  A  S  GKGCPMGPKGEG      A     RL    PADHPV DK       S     L        T 

 TT                          TT  TT             TT                   TT               HsPrx 

HsPrx   150 PA  GR  DEI RV   L L      ATP  W               LP          FP        PSGK Y R TP        TT  NF   L  V S Q T  K V   VD   G          MV  TI  EEA KL  KGV   EL      L    QP                   I     AE R       KD DS.......V      PE   K       FTK      K   Y    ....
DmPrx   148 PA  GR  DEI RV   L L      ATP  W               LP          FP        PSGK Y R TP        TT  NF   L  IDS Q T  K V   AD   G          MV  TV  EDV KL   GI  IEL      L I  QP                         QT S       KQ GK.......C      KA   P    D  ET       S        ....
CcPrx1  168 PA  GR  DEI RV   L L      ATP  W               LP          FP        PSGK Y R TP        S   N       VD    S  K I   A                L  TV  DDA K   K    LDM      M L  SG       V   M   E    A M  WE S     N PHNHKDQGMEGWVF     TK   D H   HKE.       P        Q...
CcPrx2  151 PA  GR  DEI RV   L L      ATP  W               LP          FP        PSGK Y R TP        ST  SF   L  IDS Q    H V   VD   G          VV  SV  D A  L  KGI  AEL      L M  QP                        AVS K       TK KD.......C      SN K QE      QP       Q        DLLE

                                                                                      HsPrx 

HsPrx .................                                                                     
DmPrx .................                                                                     
CcPrx1 .................                                                                     
CcPrx2  230 SCYVLRHLLRRTACIAS                                                                     

     

      

      

His Cys

Arg
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Certaines peroxiredoxines (2-Cys-Prx) possèdent une seconde cystéine dans leur 

région C-terminale. Ce résidu interagit au cours de la réaction de réduction du H2O2 avec la 

cystéine catalytique, pour former un pont disulfide intermoléculaire (Choi et coll., 1998). 

Ce résidu est remplacé respectivement par une alanine et une valine chez CcPrx1 (Ala197) 

et CcPrx2 (Val180). Les isoformes identifiées font partie du groupe 1-Cys-

peroxiredoxines. Des homologues aux 2-Cys-Prx chloroplastiques de plantes supérieures 

ont également été identifiées chez l’algue rouge Porphyra purpurea et la cyanobactérie 

Synechocystis. Les forts taux de similitudes entre ces isoformes font suggérer 

l’introduction de peroxiredoxines plastidiales chez les plantes suite au processus 

d’endosymbiose primaire qui a permis le développement des chloroplastes (Dietz et coll., 

2002).  

 D’autres peroxiredoxines sont bifonctionnelles, possédant une activité de type 

phospholipase A2 en plus de leur activité de glutathion peroxydase (Chen et coll., 2000). 

Le résidu sérine, remplacé par une lysine chez CcPrx1 (Lys 52) mais conservé chez 

CcPrx2 (Ser30) constituerait le résidu catalytique impliqué dans l’activité hydrolase de 

type phospholipase A2 Ca-indépendante. Outre leur rôle dans des processus anti-oxydatifs 

de protection de la cellule, certaines isoformes de peroxiredoxines pourraient avoir un rôle 

dans la libération d’acides gras membranaires.  
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II.4 Enzymes de détoxication active : cytochromes P450 et 

glutathion S-transférases 

 

II.4.1 Les cytochromes P450 

 

L’oxydation des substrats est quantitativement la réaction de phase I la plus 

importante et elle est essentiellement catalysée par la famille des cytochromes P450. Chez 

l’homme les différentes familles du cytochrome P450 peuvent être subdivisées en deux 

grands groupes : celles qui interviennent dans la synthèse des substances endogènes telles 

que les stéroïdes, les leucotriènes ou les prostaglandines, et celles qui interviennent dans le 

métabolisme des xénobiotiques.  

 

 Trois séquences homologues à des cytochromes P450 ont été identifiées chez C. 

crispus, mais elles sont largement incomplètes. Deux singletons ont été isolés à partir de 

la banque de thalles (CcCYPt1 et CcCYPt2) et un singleton à partir de la banque de 

protoplastes (CcCYPp1). La séquence codée par l’ADNc de 697 pb de CcCYPt1 est 

complète en C-terminal avec 199 acides aminés, les deux autres séquences sont 

incomplètes aux deux extrémités avec des ADNc de 1 595 pb et 372 pb codant 284 et 124 

acides aminés pour respectivement CcCYPp1 et CcCYPt2. 

Les séquences sont trop courtes pour l’obtention de taux de similitudes entre les séquences. 

Les recherches d’homologues dans les banques de données montrent que CcCYPt1 et 

CcCYPp1 sont plus proches de cytochromes P450 de plantes supérieures, mais ces 

analyses ne permettent pas de déterminer l’appartenance à une famille donnée. En 

revanche CcCYPt2 présente un fort taux de similitude avec des cytochromes P450 de la 

famille 51, qui ont la particularité d’être impliqué dans des voies endogènes de biosynthèse 

des stérols. 

Les stérols 14α-déméthylases (CYP51) constituent l’unique famille de 

cytochromes P450 représentée parmi tous les règnes de l’arbre du vivant, des eucaryotes 

aux procaryotes. Elles sont considérées comme les membres les plus anciens de cette large 

famille. Elles ont par ailleurs une spécificité de substrat bien définie, qui illustre sans doute 

le maintien au cours de l’évolution de voies de biosynthèses endogènes essentielles. Seuls 

quatre substrats sont connus actuellement sur l’ensemble des CYP51 étudiées jusqu’à 

présent ; ce sont tous des stérols et on peut fortement supposer que l’enzyme homologue 
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CcCYPt2 chez C. crispus soit également impliquée dans le métabolisme endogène de telles 

molécules (Bellamine et coll., 2001 ; Lepesheva et Waterman, 2004). 

Les trois résidus Glu, Arg et Cys conservés chez toutes les isoformes de 

cytochromes P450 sont indiqués sur les alignements de la Figure 41. Ils sont conservés 

chez les séquences de l’algue rouge pour lesquelles on dispose de l’information de 

séquence : CcCYPt1 (Glu66, Arg69, Cys147) et CcCYPp1 (Glu237, Arg240). Pour 

CcCYPt2 les résidus Tyr46 et Asp60 sont également conservés, intervenant respectivement 

dans le maintien du site actif dans sa conformation fonctionnelle et dans l’interaction avec 

le stérol. Les résidus Phe53, Gln54 également conservés joueraient un rôle structural 

indispensable au maintient de l’activité (Lepesheva et Waterman, 2004).  
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A

B

AtCYP        1 MEISVASVTISVVLAVVSWWIWRTLQWVWFKPKMLEHYLRRQGLAGTPYTPLVGDLKKNFTMLSEARSKPLKLTDDISPRVVPYPL
CcCYPt1 ......................................................................................
CcCYPp1 ......................................................................................

AtCYP       87 QMFKTYGRTYFTWFGPIPTITIMDPEQIKEVFNKVYDFQKPHTFPLATIIAKGLANYDGDKWAKHRRIINPAFHIEKIKNMVPAFH
CcCYPt1 ......................................................................................
CcCYPp1      1 ..............................................ARGRKVVGSVFRSPDFLNHYVETVIDKTAFLIHRLWQPKA

AtCYP      173 QSCREVVGEWDQLVSDKGSSCEVDVWPGLVSMTADVISRTAFGSSYKEGQRIFELQAELAQLIIQAFRKAFIPGYSYLPTKSNRRM
CcCYPt1 ......................................................................................
CcCYPp1     41 GTVLNVHQEMRMLTLDII.........GAAAFGTEFGAMTSTDGTHEIETCLSNILHGVLDVITSPVPLWRVMRTPGRAAIENDLN

AtCYP      259                                                                AG  TT         L                                                            L                  L   M  L      KAAAREIQVILRGIVNKRLRAREAGEAPSDDLLGILLESNLRQTEGNGMSTED MEECKLFYF  QE  SVL VWT V  SQHQDW
CcCYPt1      1                                                                AG  TT         L                                                            V                  I   L  L      ..................................................TR. DTVLS.FLV  QI  SAS CWT S  GREPQW
CcCYPp1    118                                                                AG  TT         L                                                            L                  L   L  I      RLQQIELRLIQKRREELRREGTQPEDTSKKDLLGLLLRAR.DSSRSANFKDED MWDVHDVIF  HE  ASA AAA F  AGKPRV

AtCYP      345       E             E    L        E  RLYPP     R             P G                WG       A   V           A  L     M  IL   L        L         L    L   V          H          QAR RE  KQVFGD.KEPD  G NQ KV TM  Y V      VTQ T AIHKELK GDLT  G  QISLPILLVQ DIEL  NDAA
CcCYPt1     35       E             E    L        E  RLYPP     R             P G                WG       L   L           L  L     L  VV   I        V         I    I   I          R          QER FQ  QT..WR.EEDG  R DA PI DR  K S      LSN T ISMKPVN DGYL  A  AVRMPITSMQ DEEI  NDAD
CcCYPp1    203       E             E    L        E  RLYPP     R             P G                WG       I   L           I  I     L  VL   L        I         I    I   A          R          LRN QQ  EEVLPEGRTPT  D SK KY DM  N S      TAL G CAKAEDT AGYD  A  T.....SSCR MS..  RLEA

AtCYP      430 EFNPDRFKDGLSKATKSQVSFFPFAWGPRICIGQNFALLEAKMAMALILRRFSFEISPSYVHAPYTVITIHPQFGAQLIMHKL   
CcCYPt1    118 KFNPDRFLDE.DLVVKSRMFWSAFLFGRRSCIGQRFALLEIKALISIVMLQHVIVVRNPEVPQPSCRGCFAVPKDMKIYFKRR   
CcCYPp1    282 AVG................................................................................   

Cys

Glu Arg

                                             TT                         TT            MtCYP51   

MtCYP51      1                                    E G V T  L  K      G  A E FF A D  LDQ   Y F TP FG                                  V     D      A   V  L     N    R    D            I    MSAVALPRVSGGHDEHGHLEEFRTDPIGLMQR RD C   G FQ  G Q VL S SH   F    G D    AKA P M     EG
CcCYPt2      1                                    E G V T  L  K      G  A E FF A D  LDQ   Y F TP FG                                  A     E      L   L  V     S    K    E            V    ..............................AP YA K   F LR  H R TF I PD   T    S T    NEP K S     KD

                                                                                      MtCYP51   

MtCYP51     87 VV DA  E R          LR                     WG  GE DLL     L I T S C                     F  S        H  NA      M   A  I   V            I                 L                        P R KEML ..  A  GEQ KGH AT EDQ RRMIAD  EA      DFFAE T Y S A  IGKKFRDQLDGRFAKLYH
CcCYPt2     57 VV DA  E R          LR                     WG  GE DLL     L I T S C                     Y  T        R  SM      L   V  M   A            L                 I                        L N LQHF IL  T  VNM ETY PL IKE GDFFKG  NE      KELSN I L G R  ..................

                                                                TT                    MtCYP51   

MtCYP51    171 ELERGTDPLAYVDPYLPIESFRRRDEARNGLVALVADIMNGRIANPPTDKSDRDMLDVLIAVKAETGTPRFSADEITGMFISMMFA
CcCYPt2 ......................................................................................

                                                                              TT    TTMtCYP51   

MtCYP51    257 GHHTSSGTASWTLIELMRHRDAYAAVIDELDELYGDGRSVSFHALRQIPQLENVLKETLRLHPPLIILMRVAKGEFEVQGHRIHEG
CcCYPt2 ......................................................................................

                   TT                      TT                                         MtCYP51   

MtCYP51    343 DLVAASPAISNRIPEDFPDPHDFVPARYEQPRQEDLLNRWTWIPFGAGRHRCVGAAFAIMQIKAIFSVLLREYEFEMAQPPESYRN
CcCYPt2 ......................................................................................

                                                                                      MtCYP51   

MtCYP51    429 DHSKMVVQLAQPACVRYRRRTGVHHHH                                                           
CcCYPt2 ...........................                                                           

        

      

   

       

         

  
Cys

Glu Arg
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II.4.2 Les glutathion S-transférases 

 

Les glutathion S-transférases constituent une famille formée d’un très grand 

nombre d’isoenzymes. Elles possèdent de nombreuses fonctions, la plupart étant en 

relation directe avec les mécanismes de protection cellulaire. Un de leur rôle majeur est la 

détoxification de composés électrophiles lors du métabolisme de Phase II du processus de 

détoxication cellulaire.  

 

Trois clusters de glutathion S-transférase ont été identifiés dans la banque de 

protoplastes, ils font partie des gènes les plus fortement à moyennement exprimés dans 

le protoplaste. Ils sont représentés par 41, 12 et 2 EST pour respectivement CcGST1, 

CcGST2 et CcGST7. Les trois séquences sont pleine longueur. 

La séquence nucléotidique de CcGST1 compte 854 pb et code une protéine de 210 

acides aminés. La séquence nucléotidique de CcGST2 compte 958 pb et code une protéine 

de 209 acides aminés. CcGST2 partage 52 % d’identité avec CcGST1 ; elles 

appartiendraient donc à la même famille de glutathion S-transférases. CcGST1 et CcGST2 

présentent les meilleurs taux de similitude avec des glutathion S-transférases de la 

classe sigma, avec des taux d’identité allant jusqu’à 32 %. Ce taux est en revanche trop 

faible pour assigner à ces séquences l’appartenance à une classe.  

La séquence nucléotidique de CcGST7 compte 1 036 pb et code une protéine de 

230 acides aminés. Cette séquence est différente des deux autres, et ne partage que 17 et 20 

% d’identité avec respectivement CcGST1 et CcGST2, faisant supposer l’appartenance à 

une famille distincte de glutathion S-transférases. Les meilleurs taux d’identité partagés 

avec les séquences présentes dans les banques de données  publiques  ne  dépassent  pas  

27 %, et ce avec des glutathion S-transférases des classes beta, epsilon, delta et zêta. 
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A

B
                 TT                               TT                       TT          EcGSTB 

EcGSTB     1 M                                           L              NP    P L              E  AI              F                     D T   V               V     V              LL       ...........KL YKPGACSLASHITLRESG..K F LVS D MKKRLENGDDYFA   KGQ  A LL.....DDGT  T GV  
DmGSTD1    1 M                                           L              NP    P L              E  AI              Y                     E N   L               I     I              AL       ..........VDF YLPGSSPCRSVIMTAKAVG.V L KKL N QAGEHLKPEFMLK   QHT  T V......DNGF  W SR  
CcGST7     1 M                                           L              NP    P L              E  AI              Y                     D T   V               L     V              LV       ASSTLLTEYAVTL EMTITRSLRVKWLAAELGILD I LRP A LNRE.QYQAPFKA   MSA  L CLTHKETKEDT  T SA  

         .                 .              .......                   .............      EcGSTB 

EcGSTB    70    L                                                     PE                       E         D  P                     L Y A  L             L         K                   L     MQY A SV .DRQLLAPVNSISRYKTI.EW N I TE HKGF.......TP FRPDT  EY PTVRAQ.............  KKLQ
DmGSTD1   71    L                                                     PE                       E         E  G                     L F M  L             A         K                   I     QVY V KY KTDSLYPKCPK..KRAVINQR Y D GT YQSFANYYYPQVF KAPAD  AF K..................  AAFE
CcGST7    87    L                                                     PE                       E         D  P                     I F A  M             L         R                   L     CHL T QI TGSDFKPPATDIPAYAAYHRW A A AS DSILW.....QIR NEQLL  KM SATAAKVARNTFLKKVVPT  QVFE

                            .................   ..                                     EcGSTB 

EcGSTB   135                    AD                        RW                                             L    WI     T   A L                                         F    A                YVNEA KDEH  CGQRF I   Y FTVL.................  A..YAVKLNLEGLEHIAA MQRM ERPEVQDALSAEGLK 
DmGSTD1  138                    AD                        RW                                             L    YA     T   I L                                         W    A                FLNTF EGQD  AGDSL V   A VATVSTFEVAKFEISKYANVN  Y........ENAKKVTPG EENW GCLEFKKYFE..... 
CcGST7   169                    AD                        RW                                             V    WA     S   I V                                         Y    M                GGAEF CEPH  ...GF T   M GYAC.................  SMWYGL...LDDSPVLLA VERV ARKQFKRVFGDGKL. 

       

      

   

                                                TT        TT                 TT       HsGSTS1

HsGSTS1    1 MP    KL YF   GR E  R          E        W   K   P    P   V G    QS AI RY      L               T   MR  A II  I A  DI Y D RI   D   I  T  FG I IL  D LTL      A    K     G   ME  ..NY     N         Y F YL  Q   H  EQA  PE  S L   K    E      H  L     LT NTD A NTE  
RnGSTS1    1 MP    KL YF   GR E  R          E        W   K   P    P   V G    QS AI RY      L                   MR  A II  I A  DI Y D RI   D   I PT  FG I VL  E LTL      A    K     G   LE  ..NY  L  N         Y F YL  K   H  EQA  PK    L   K    E      H  L     LT NTD A KTE  
CcGST1     1 MP    KL YF   GR E  R          E        W   K   P    P   V G    QS AI RY      L               S   V     AA  A A  DV F        E     PN  YG V V   D M        L    R     P       SSEL     G S  G    L L IG  E  NDTFGFG  AAR   T   S   FY    VHA  N     CG VAG Y GCVKH
CcGST2     1 MP    KL YF   GR E  R          E        W   K   P    P   V G    QS AI RY      L               T   MR  A A   A V  EI F D RV       A P   Y  L ML  D MQV      L    K     P   LE  ..EI     D       S L L VG  P   E  VFDH KE   KT  AA    T      A  D     CG LAG Y SDP  

                   T.....T                                     TT       .....         HsGSTS1

HsGSTS1   85    VD       D                                      L    G          T AD              L  H   IVDTLD  MS  P       EK  D KE      L   AP L    DTY     WLIG SV          Y  I S   QC   A       F  CF W.....A  KQ V  QMFNEL TYN  H MQD    L GRE    N   W  F..... WE C TT 
RnGSTS1   85    VD       D                                      L    G          T AD              L      VVDTLD  MSL P       E   D KER     L R AP L K  DTY  D  W IG  V          Y  I S   QCQ  A       F   F W.....A ENQ L   TFNDL T Q  H L D    L  KE F  NY  W  F..... WD C TT 
CcGST1    87    VD       D                                      L    G          T AD              L  K   LMDT    ITI G       EK    R K     I R  G I K  EQF  D  YAV  NL          Y  L S   AL   E    TS V   S RGSGEGE  LRAE K FVDVE P YC G E R    .  GP   TE   V  LAIYAM LM T GY 
CcGST2    85    VD       D                                      L    G          T AD              L  K   V   ID    A         DK  E RDK     V R VG L K  E F  D  WAVG NM             I     AA   E GGV   VTH MYRYRGDDK  LR E   FSKVD P Y  A E R  A .  GP    G   I  LHICHLVTN RCGM 

                               .                                                      HsGSTS1

HsGSTS1  161      D L    R       V   P    W                                                              L D    LV L         V     KR                                                    LVFKP    NHP   T RKK QAI A AN I.  RPQTKL                                              
RnGSTS1  161      D L    R       V   P    W                                                          L   L   Y  LV L N       I      K                                                    LV KP   GI P   S R K QAI A SA I.L RPQTKL                                              
CcGST1   172      D L    R       V   P    W                                                          V   V D Y  L  V N       V     KK                                                    DH PK    K T  TK C T KEH K VE Y.  QAEAQN                                              
CcGST2   170      D L    R       V   P    W                                                          V   L E Y  IV   S       V     KK                                                    DF DK    G V   KSY A MEH K TE YE  PVKMFS                                              
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La Figure 42 présente les séquences de C. crispus alignées avec les homologues des 

classes les plus proches. La région la plus conservée parmi les glutathion S-transférases 

cytosoliques est le domaine N-terminal responsable de la fixation du glutathion. Il 

représente un tiers de la protéine et possède le motif thiorédoxine βαβαββα.  

CcGST1 et CcGST2 sont comparées avec des membres de la classe sigma. Neuf 

des onze résidus potentiellement impliqués dans la fixation du glutathion sont conservés 

chez CcGST1 (Tyr10, Phe11, Arg16, Trp41, Lys45, Pro54, Gln65, Ser66, Asp99) et 

CcGST2 (Tyr8, Phe9, Arg14, Trp39, Lys43, Pro53, Gln63, Ser64, Asp97). Le résidu lysine 

est remplacé par une sérine chez CcGST1 (Ser52) et une alanine chez CcGST2 (Ala50) ; le 

résidu isoleucine est remplacé par une valine chez CcGST1 (Val53) et une alanine chez 

CcGST2 (Ala51). Le résidu tyrosine essentiel pour la catalyse chez les enzymes des classes 

alpha, mu, pi et sigma est conservé chez CcGST1 (Tyr10) et CcGST2 (Tyr8). Chez les 

enzymes des classes thêta, tau, phi et zêta, ce résidu est remplacé par une sérine jouant le 

même rôle catalytique (Armstrong, 1997 ; Dixon et coll., 2002 ; Soranzo et coll., 2004). 

L’interaction avec le glutathion implique d’autres résidus catalytiques majeurs tels que la 

glutamine ou le glutamate, suivie par une sérine ou une thréonine, juste avant l’hélice α3. 

Les enzymes de la classe sigma mettent en jeu un résidu glutamine suivi d’une sérine, 

conservés chez CcGST1 (Gln65, Ser67) et CcGST2 (Gln63, Ser65). La proline conservée 

juste avant le feuillet β3, et également présente chez CcGST1 (Pro54) et CcGST2 (Pro52) 

est supposée avoir un rôle crucial dans la reconnaissance et la fixation du glutathion, tout 

comme la conservation de la structure ββα au niveau du domaine N-terminal (Zeng et coll., 

2005).  

Chez l’enzyme RnGSTS1de la classe sigma, 15 résidus sont identifiés comme étant 

potentiellement impliqués dans la fixation de prostaglandines (Met11, Arg12, Gly13, 

Arg14, Glu16, Ile17, Asp96, Met99, Ser100, Trp104, Tyr152, Ile155, Cys156, Thr159, 

Leu199) (Kanaoka et coll., 1997 ; Thomson et coll., 1998). Quatre de ces résidus sont 

conservés chez CcGST1 (Gly15, Arg16, Glu18, Tyr163) et 7 chez CcGST2 (Met11, 

Arg12, Gly13, Arg14, Glu16, Asp96, Ile164). Seuls trois changements conservatifs sont 

répertoriés chez CcGST1 (Ile101, Arg106, Leu166 au lieu des résidus Met, Trp et Ile 

respectivement), et un seul chez CcGST2 (Arg104 contre Trp). Les domaines C-terminal 

de CcGST1 et CcGST2 partagent ainsi une identité de séquence substantielle avec les 

enzymes membres de la classe sigma présentant une activité de type prostaglandine-
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synthase. Les divergences peuvent indiquer les spécificités de substrats des glutathion S-

transférases de C. crispus.  

 CcGST7 est comparée avec des séquences des classes beta et delta, avec lesquelles 

elle partage 25 et 27 % d’identité (Figure 42B). Ces taux d’identité sont trop faibles pour 

permettre une étude approfondie de l’alignement. Cependant des suppositions peuvent être 

émises sur certains résidus. Chez les eucaryotes un résidu tyrosine situé en amont du 

domaine N-terminal est impliqué dans la fixation du glutathion ; il pourrait s’agir de Tyr10 

ou Tyr15 chez CcGST7. Chez les bactéries, ce rôle est attribué à une cystéine. De la même 

façon un résidu glutamate (Glu82) ainsi que le résidu sérine suivant (Ser83) pourraient 

avoir un rôle catalytique important. Ils sont conservés chez le représentant DmGSTD1 de 

la classe delta, mais la sérine est remplacée par une glycine chez le représentant EcGSTB 

de la classe beta. 
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II.5 Profils d’expression des gènes identifiés 

 

II.5.1 Le MeJA : une substance vitale chez les plantes 

supérieures 

 

L’acide jasmonique, le méthyle jasmonate, ainsi que leurs métabolites dérivés ou 

précurseurs, sont communément dénommés jasmonates. Les jasmonates font partie d’une 

famille de cyclopenténones ou cyclopentanones biologiquement actifs, de structure 

similaire et provenant du métabolisme des acides gras en C16 et C18 (Farmer et coll., 

1998). En terme de biogenèse et de structure, ces molécules sont proches des 

prostaglandines, au caractère anti-inflammatoire, rencontrées chez les mammifères. Ce 

sont des substances vitales chez les plantes supérieures ; elles interviennent en tant que 

régulateurs de divers processus du développement et de réponses de défense. En jouant un 

rôle majeur dans la fertilité, ces composés sont nécessaires à l’accomplissement du cycle 

biologique chez les plantes. Ils influent également sur le processus de germination des 

graines, sur la croissance racinaire et la maturation des fruits (Cheong et Choi, 2003). Ils 

permettent également l’acquisition d’une résistance à l’herbivorie ou toute autre agression 

extérieure, biotique ou abiotique. Certains gènes impliqués dans la synthèse de ces 

molécules sont induits dans le cas d’attaque par des pathogènes. L’acide jasmonique est 

alors accumulé à la fois dans les feuilles infectées et non-infectées, faisant de la voie de 

synthèse des jasmonates une voie parallèle à celle de l’acide salicylique. Cette dernière est 

déjà définie comme conduisant à l’établissement de la résistance systémique acquise chez 

les plantes supérieures (Farmer et coll., 1998). La synthèse du méthyle jasmonate induit à 

son tour l’expression de certains gènes de défense : à la fois ceux codant des enzymes 

impliquées dans son propre métabolisme, comme ceux codant des enzymes du 

métabolisme secondaire, la formation de la paroi cellulaire, et autres protéines de défense.  
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II.5.2 Le MeJA élicite des voies de défense chez C. crispus 

 

Les connaissances sur les voies de production d’oxylipines chez les algues sont 

encore diffuses. Il est généralement admis qu’il y a une coexistence des acides gras en C18 

et en C20 chez de nombreuses algues marines, faisant supposer la possibilité de synthèse 

chez ces organismes des oxylipines communément rencontrées chez les plantes supérieures 

et les animaux. Au cours de son doctorat, Kamal Bouarab a largement étudié les 

interactions entre l’algue rouge C. crispus et son algue verte pathogène A. operculata 

(Bouarab, 2000). Il a ainsi pu montrer que le traitement des sporophytes par le méthyle 

jasmonate, ou les oxylipines 12-HpETE et 13-HpODE, augmentait leur résistance à 

l’infection d’une manière dose-dépendante (Bouarab et coll., 2004). D’autre part le 

traitement des algues pas des inhibiteurs des voies d’oxydation des acides gras, tels que le 

n-propylgallate et le SHAM, réduit la résistance des gamétophytes à l’infection par leur 

pathogène A. operculata. Il a également été montré que ces trois dérivés lipidiques 

induisaient des activités enzymatiques clés du métabolisme de défense chez les plantes 

supérieures : la shikimate déshydrogénase et la phénylalanine ammnioa-lyase, toutes deux 

impliquées dans la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes.  

Le méthyle jasmonate est également connu chez les gamétophytes de C. crispus 

pour induire une cascade oxydative des acides gras. Les extraits protéiques d’algues 

préalablement élicitées par le méthyle jasmonate, montrent une capacité à synthétiser des 

oxylipines en présence d’acides gras en C18 et C20. Récemment, Emmanuel Gaquerel a pu 

montrer lors de son travail de thèse que du méthyle jasmonate était néo-synthétisé dans des 

extraits de gamétophytes de C. crispus à partir d’acide linolénique (Bouarab et coll., 2004 ; 

Gaquerel, 2005). L’ensemble des résultats antérieurs sur l’étude des effets du méthyle 

jasmonate montrant que ce composé induisait des réponses de défense chez l’algue rouge 

C. crispus, fait supposé qu’il constitue un métabolite actif sans doute essentiel chez 

l’algue (Bouarab et coll., 2004). D’autre part Emmanuel Gaquerel a également montré la 

capacité de C. crispus à synthétiser des prostaglandines de type E2 et A2 après traitement 

par le méthyle jasmonate. 
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II.5.3 Effets du MeJA sur l’induction de gènes chez C. crispus 

 

Compte tenu de la capacité du méthyle jasmonate à stimuler la mise en place de 

réactions de défense chez les gamétophytes de C. crispus, ainsi que l’observation de sa 

néosynthèse in vitro, nous avons voulu connaître l’effet d’un tel traitement sur l’induction 

des gènes présentés précédemment. Nous avons donc réalisé une cinétique de traitement 

des algues par 100 µM de méthyle jasmonate pendant 48 heures, avec des prélèvements 

après 0, 1, 6, 12, 24 et 48 heures. Nous avons également testé l’effet de l’oxylipine dérivée 

de l’acide linoléique (C18:2), le 13-oxo-ODE, dont la synthèse in vivo est également 

attribuée à une activité de type 13-lipoxygénase. 

 

L’analyse par Northern blotting à porté sur les différents gènes candidats présentés 

précédemment (à l’exclusion des bromoperoxydases) et dont les enzymes sont 

potentiellement impliquées dans des voies de métabolisme des acides gras ou de leurs 

dérivés. Ainsi l’effet de ces traitements a été étudié sur 7 gènes : la myéloperoxydase 

CcMPO3, la peroxiredoxine CcPrx1, les cytochromes P450 CcCYPt1 et CcCYPp1, les 

glutathion S-transférases CcGST1, CcGST2 et CcGST7. L’actine a été utilisée en tant que 

gène contrôle de l’expression. La Figure 43 présente les résultats obtenus pour l’ensemble 

des 7 gènes. L’observation des profils d’expression des témoins non traités montre que les 

algues étaient sans doute stressées au moment du traitement (temps 0 heure), puis à partir 

de 24 heures, ceci du fait que les algues n’ont sans doute pas été pré-incubées assez 

longtemps dans leur milieu de culture avant traitement d’une part, puis du fait qu’elles 

aient dû faire face à une diminution du volume d’eau de mer par évaporation à la fin de la 

cinétique d’autre part. L’observation des différents profils entre eux permet néanmoins de 

tirer quelques conclusions. 

Sur les 3 clusters codant des myéloperoxydases chez C. crispus, seule l’expression 

de CcMPO3 a pu être étudiée. Le gène CcMPO1 n’a pas été détecté dans aucune des 

conditions testées, malgré un témoin positif correct. La sonde spécifique du gène CcMPO2 

ne s’est quant à elle pas hybridée ni sur les filtres, ni sur le témoin. La sonde spécifique de 

CcMPO3 a permis d’identifier un transcrit d’environ 2 300 pb, confirmant que la 

séquence de 1 316 pb que nous possédons est largement incomplète. L’expression de 

CcMPO3 est visiblement induite après 1 à 12 heures de traitement par le méthyle 

jasmonate, et après 6 à 48 heures de traitement par le 13-oxo-ODE.  
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Le gène de la peroxiredoxine CcPrx1 est assez fortement exprimé de façon 

constitutive, et semble être légèrement induit dans le cas d’un traitement par le méthyle 

jasmonate alors que le 13-oxo-ODE semble sans effet. L’analyse par Northern blotting a 

permis l’identification d’un transcrit d’environ 1 000 pb, ce qui est en accord avec la 

séquence pleine-longueur de 928 pb que nous avons déjà identifiée.  

Les résultats obtenus pour les deux gènes de cytochromes P450, CcCYPt1 et 

CcCYPp1 sont plus difficiles à interpréter, l’induction des deux gènes étant difficile à 

corréler au stress provoqué par les traitements chimiques. En effet les deux gènes sont déjà 

fortement exprimés dans les témoins en début de cinétique (0 heures), ainsi qu’en fin de 

cinétique (24 et 48 heures). Ces fortes expressions sont retrouvées dans les algues traitées, 

excepté à 48 heures pour CcCYPp1 dans le cas du méthyle jasmonate. La forte expression 

à 6 heures pour CcCYPt1 dans les algues témoins n’est en revanche pas retrouvée dans les 

traitements par les oxylipines. La forte expression du gène CcCYPt1 à 1 et 12 heures de 

traitement par le méthyle jasmonate pourrait en revanche être assimilée à une réponse au 

traitement. Lorsqu’il est induit le gène CcCYPt1 est toujours plus fortement exprimé 

que le gène CcCYPp1. Les séquences nucléiques dont nous disposons par ailleurs sont 

largement incomplètes par rapport aux transcrits de 1 700 et 2 600 pb observés au niveau 

des Northern blottings pour respectivement CcCYPt1 et CcCYPp1. L’expression du 

troisième gène de cytochrome P450 CcCYPt2, caractéristique de la famille des stérols 14α-

déméthylases, n’a malheureusement pas pu être étudiée au cours de ces analyses, compte 

tenu de problèmes technique liés à la banque d’EST.  

L’expression des 3 clusters de glutathion S-transférases a également été étudiée par 

Northern blotting. Les transcrits de CcGST1 et CcGST2 ont une taille d’environ 900 pb, ce 

qui est en accord avec la taille des séquences de 854 et 958 pb dont nous disposons par 

ailleurs. D’autre part les sondes utilisées ne permettent pas d’hybridation croisée des 2 

transcrits. Le transcrit CcGST7 a une taille plus importante d’environ 1 100 pb, ce qui est 

en accord avec la séquence isolée de 1 036 pb. Les deux premiers gènes CcGST1 et 

CcGST2 sont déjà assez fortement exprimés de façon constitutive dans l’algue 

(témoins à 1, 6 et 12 heures). CcGST7 est quant à lui plus faiblement exprimé. En revanche 

les trois gènes sont fortement induits par un traitement au méthyle jasmonate, et plus 

faiblement dans le cas du 13-oxo-ODE. L’effet du méthyle jasmonate est particulièrement 

important dans le cas de CcGST2 après 6 et 12 heures.  
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Figure 43 : Profils d’expression de 7 gènes de défense chez C. crispus, après traitement par deux 
oxylipines en C18 

Les gamétophytes de C. crispus ont été incubés avec du méthyle jasmonate et du 13-oxo-ODE et prélevés 
après différentes périodes de traitement. Les gamétophytes laissés dans l’eau de mer constituent les témoins 
d’expression au cours de la cinétique. Des sondes spécifiques ont été utilisées pour la myéloperoxydase 
CcMPO3, la peroxiredoxine CcPrx1, les deux cytochromes P450 CcCYPt1 et CcCYPp1, ainsi que pour les 
trois glutathion S-transférases CcGST1, CcGST2 et CcGST7. L’actine a été utilisée comme gène constitutif.  
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II.6  Bilan de l’identification moléculaire de gènes de défense 

chez C. crispus 

 

L’analyse des banques EST de C. crispus a permis de mettre en évidence un certain 

nombre de gènes sur-exprimés chez le protoplaste, et potentiellement impliqués dans des 

réponses liées au stress et à la défense chez l’algue rouge. La Figure 44 replace dans son 

contexte cellulaire l’ensemble des gènes étudiés au cours de ce manuscrit : enzymes du 

stress oxydatif et impliquées dans la production de composés toxiques (NADPH oxydase 

Ccrboh ; bromoperoxydases CcBPO1, CcBPO2 ; myéloperoxydases CcMPO1, CcMPO2, 

CcMPO3), enzymes à activité antioxydantes (peroxiredoxines CcPrx1, CcPrx2), enzymes 

impliquées dans la biotransformation de composés toxiques et dans des métabolismes 

endogènes potentiels (cytochromes P450 CcCYPt1, CcCYPt2, CcCYPp1 ; glutathion S-

transférases CcGST1, CcGST2, CcGST7).  

 

Parmi ces gènes plusieurs d’entre eux codent des enzymes liées à la production de 

FAO ou de molécules toxiques pour un pathogène potentiel. La NADPH oxydase (Ccrboh) 

a ainsi été retrouvée dans les banques, mais très faiblement exprimée puisque représentée 

par un unique transcrit. Deux gènes de bromoperoxydases dépendantes du vanadate 

(CcBPO1, CcBPO2) et typiques des organismes marins ont également été isolés. De façon 

plus remarquable, plusieurs transcrits de myéloperoxydases ont été retrouvés chez l’algue, 

dont trois d’entre eux (CcMPO1, CcMPO2, CcMPO3) sont fortement représentés dans les 

deux banques d’EST. Ces enzymes sont habituellement rencontrées chez les neutrophiles 

de mammifères et elles pourraient également être impliquées dans la production de 

composés halogénés toxiques, au même titre que les haloperoxydases dépendantes du 

vanadate (vHPO). Les transcrits des MPO sont par ailleurs mieux représentés dans les 

banques par rapport aux vHPO, il n’est donc pas exclu qu’elles jouent un rôle prépondérant 

dans cette production.  

L’expression d’un gène de peroxiredoxine (CcPrx1), enzyme à activité anti-

oxydante, a été étudiée au cours d’un traitement par le méthyle jasmonate. Si son 

expression semble légèrement plus importante au cours de l’élicitation, elle est déjà 

conséquente dans l’algue témoin, et l’induction du gène est sans doute davantage le produit 

d’une réaction à un stress oxydatif global plutôt qu’au traitement lui-même.  
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 Plusieurs gènes potentiellement impliqués dans la détoxication de produits 

xénobiotiques et/ou dans un métabolisme endogène de dérivés lipidiques ont également été 

isolés. L’expression de deux cytochromes P450 a été étudiée au cours du traitement par le 

méthyle jasmonate. Si la première isoforme présente dans la banque EST de thalles 

(CcCYPt1) est globalement plus fortement exprimée que celle retrouvée dans la banque 

EST de protoplastes (CcCYPp1), l’analyse par Northern blotting ne permet pas de faire 

ressortir un profil particulier de ces deux gènes suite au traitement. En revanche les trois 

transcrits de glutathion S-transférases (CcGST1, CcGST2, CcGST7), qui font partie des 

gènes les plus moyennement a fortement exprimés chez le protoplaste, voient leur 

expression augmentée au cours du traitement par le méthyle jasmonate. Ces enzymes qui 

sont classiquement impliquées dans la détoxication de composés xénobiotiques 

électrophiles, peuvent posséder dans certains cas des rôles dans le métabolisme endogène 

de dérivés d’acides gras (activité peroxydase, activité d’isomérisation de prostaglandines). 

Les deux premiers clusters sont déjà assez fortement exprimés dans l’algue à l’état 

constitutif (respectivement CcGST2 puis CcGST1) mais le traitement par le méthyle 

jasmonate à un effet très marqué sur leur expression. L’activation de ces gènes par le 

méthyle jasmonate pourrait avoir un effet protecteur soit directement en induisant 

l’expression de ces enzymes, soit par la génération de molécules actives par les enzymes 

nouvellement traduites.  

 

Les glutathion S-transférases semblent être une cible de choix pour appréhender au 

niveau moléculaire les réponses au stress et à la défense chez C. crispus. En effet elles font 

partie des enzymes dont les gènes sont les plus moyennement à fortement exprimés chez le 

protoplaste, qui doit faire face à une situation extrême de stress. Ils sont également 

fortement induits au cours d’un traitement par le méthyle jasmonate, connu pour stimuler 

des réactions de défense chez l’algue et la mise en place chez le sporophyte d’une 

résistance à l’infection par le pathogène A. operculata. D’autres oxylipines en C18 (13-

HpODE) et C20 (12-HpETE) sont capables d’induire cette protection (Bouarab, 2000). Le 

méthyle jasmonate stimule également chez l’algue la synthèse d’oxylipines variées, 

majoritairement en C18 via une voie de type 13-lipoxygénase. Par ailleurs il a été montré 

in vitro que C. crispus était capable de synthétiser du méthyle jasmonate, démontrant que 

cette molécule à certainement un rôle endogène dans des processus métaboliques qui 

restent à déterminer (Gaquerel, 2005). Les glutathion S-transférases pourraient avoir 
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un rôle dans le catabolisme ou la biosynthèse des oxylipines chez C. crispus, avec un 

rôle plus général dans les réponses de défense et de protection.  

 Outre leur rôle potentiel dans la défense chez C. crispus, les séquences de GST 

isolées présentent des traits remarquables qui ne permettent pas de les affilier de façon 

certaine à une seule des nombreuses classes déjà identifiées. Elles pourraient être les 

premiers représentants isolés de nouvelles classes de GST qui restent à caractériser. 

Parmi les trois gènes identifiés, deux d’entre eux partagent des similitudes plus fortes avec 

des GST de la classe sigma rencontrée chez les mammifères. Les membres de cette classe 

possèdent une activité prostaglandine synthase caractéristique. Certaines isoformes sont 

ainsi capables de catalyser la réaction d’isomérisation de la prostaglandine H2 en 

prostaglandine D2 (Shimizu et coll., 1979 ; Thomson et coll., 1998 ; Jowsey et coll., 2001). 

Un rôle des glutathion S-transférases dans le métabolisme de ces molécules n’est pas exclu 

chez C. crispus, d’autant plus que divers types de prostaglandines ont été isolés chez cet 

organisme. Des prostaglandines B1 et B2 sont synthétisées par l’algue élicitée par des 

extraits du pathogène A. operculata (Bouarab et coll., 2004). Des prostaglandines de type 

A2 et E2 sont synthétisées par l’algue au cours d’un traitement par le méthyle 

jasmonate. Les GST dont la transcription est induite par ce traitement pourraient 

avoir un rôle à jouer dans la synthèse de ces métabolites, d’autant plus que des 

inhibiteurs des voies classiques des prostaglandines par les cyclooxygénases chez les 

mammifères ne bloquent pas la synthèse de ces composés chez l’algue (Emmanuel 

Gaquerel, communication personnelle). Un tel résultat, même s’il reste à confirmer, 

suggère l’implication d’enzymes en marge des voies habituellement rencontrées dans la 

biosynthèse des prostaglandines chez C. crispus. Le rôle des GST dans le métabolisme des 

prostaglandines chez l’algue rouge est à explorer.  

Au-delà d’un rôle potentiel dans le métabolisme endogène d’acides gras, il est très 

probable que les GST de C. crispus, tout comme l’ensemble des enzymes de cette famille, 

soient également impliquées dans la détoxication de produits xénobiotiques. Elles 

constituent pour cela des marqueurs moléculaires potentiels de choix dans la réponse 

à des stress abiotiques. Le comportement de ces gènes au cours de tels stress devra être 

étudié. 
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Je me suis plus particulièrement attachée dans la suite de mon travail à l’analyse 

des gènes de GST chez C. crispus, de leur comportement au cours de divers stress 

abiotiques incluant des traitements par des dérivés lipidiques, des métaux lourds et des 

pesticides, ainsi qu’a la caractérisation de leurs enzymes associées, et plus particulièrement 

CcGST2. Il s’agissait d’une part d’avoir une meilleure connaissance de ces enzymes au 

niveau du génome, d’analyser leurs positions phylogénétiques au sein de la famille des 

GST afin d’étayer notre hypothèse d’appartenance à de nouvelles classes d’isoformes. 

D’autre part il s’agissait également d’appréhender le rôle global de ces enzymes dans la 

défense chez l’algue, en élucidant, à partir du comportement des gènes et des 

caractéristiques propres à l’enzyme, à la fois leur rôle dans le métabolisme endogène de 

composés actifs, ainsi que dans celui de la détoxication de composés xénobiotiques 

potentiellement toxiques. 
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III. Les glutathion S-transférases chez C. crispus 

 

III.1 Identification et étude des gènes de glutathion S-

transférases chez C. crispus 

 

III.1.1 Analyse des séquences génomiques 

 

Les ADNc des trois clusters de glutathion S-transférases CcGST1 et CcGST2 et 

CcGST7 et leurs séquences protéiques putatives, ont déjà été décrits dans la section 

précédente. Afin de mieux examiner l’homologie des deux transcrits CcGST1 et CcGST2, 

et de comparer l’organisation des trois gènes par rapport à ceux des différentes classes de 

glutathion S-transférases, j’ai entrepris de caractériser leur structure intron/exon. Les 

séquences des trois gènes, obtenues par amplification sur de l’ADN génomique à l’aide 

d’amorces spécifiques, ont été comparées aux séquences transcrites.  
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Figure 45 : Structure en intron/exon des gènes de glutathion S-transférases chez C. crispus 

Les séquences génomiques de CcGST1, CcGST2 et CcGST7 sont présentées. Les blocs noirs et gris 
représentent respectivement les exons et les introns. Une échelle de taille est figurée. 
Un site de coupure de l’enzyme XhoI est identifié chez CcGST1 et CcGST2. Les enzymes HindIII et EcoRI 
ne possèdent pas de sites de coupure sur aucune des trois séquences. Les sondes utilisées pour les analyses de 
Northern et Southern blotting sont indiquées. 
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Les gènes CcGST1 et CcGST2 contiennent tous deux un intron unique d’environ 

100 pb, situé en amont de la partie codante. Le gène CcGST7 serait sans intron. La Figure 

45 résume les résultats obtenus.  

La séquence nucléotidique du transcrit CcGST1 est composée d’un cadre ouvert de lecture 

de 630 pb, d’une partie 5’ non traduite de 65 pb et d’une partie 3’ non traduite de 159 pb. 

Ce transcrit code une protéine de 210 acides aminés, au poids moléculaire théorique de 

23,27 kDa. Le point isoélectrique de CcGST1 est estimé à 6,47. La séquence génomique de 

CcGST1 est de 946 pb et contient un intron de 93 pb qui sépare le gène en deux exons de 

respectivement 108 et 746 pb.  

La séquence nucléotidique du transcrit CcGST2 est composée d’un cadre ouvert de lecture 

de 627 pb, d’une partie 5’ non traduite de 59 pb et d’une partie 3’ non traduite de 272 pb. 

Ce transcrit code une protéine de 209 acides aminés, au poids moléculaire théorique de 

23,68 kDa. Le point isoélectrique de CcGST2 est assez similaire de celui de CcGST1 et est 

estimé à 6,10. La séquence génomique de CcGST2 est de 1 058 pb et conserve la même 

structure intron/exon que CcGST1 ; elle contient un intron de 100 pb qui sépare le gène en 

deux exons de respectivement 96 et 862 pb. La séquence nucléotidique codante de CcGST2 

partage 59 % d’identité avec la séquence équivalente de CcGST1, avec également un fort 

taux d’identité au niveau de la séquence intronique (59 %). 

La dernière séquence de glutathion S-transférase CcGST7 possède des caractéristiques 

propres manifestes par rapport aux deux séquences CcGST1 et CcGST2. La séquence 

nucléotidique du transcrit CcGST7 est composée d’un cadre ouvert de lecture de 690 pb, 

d’une partie 5’ non traduite de 39 pb et partie 3’ non traduite de 307 pb. Ce transcrit code 

une protéine de 230 acides aminés, au poids moléculaire théorique de 25,79 kDa. La 

composition en acides aminés de CcGST7 aboutit à un point isoélectrique calculé différent 

de ceux de CcGST1 et CcGST2, à 7,20. La séquence génomique du gène CcGST7 est de 

1 036 pb et ne contient pas d’intron.  

 

Pour déterminer le nombre de copies de chaque gène de glutathion S-transférase 

étudié, une analyse par Southern blotting a été réalisée (Figure 46). Les expériences 

d’hybridation ont été menées pour chaque gène sous des conditions de forte stringence. Les 

profils obtenus nous font suggérer la présence d’une seule copie des gènes CcGST1 et 

CcGST2 dans le génome de C. crispus. L’hypothèse d’une seule copie de gène dans le cas 
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de CcGST7 est très probable mais la présence de bandes additionnelles de faible intensité 

nous amène à émettre des réserves. 

 

La séquence nucléotidique de CcGST1 ne possède pas de sites de coupures pour les 

enzymes HindIII et EcoRI. Aucune bande n’est observée dans le cas d’une digestion avec 

HindIII. Aucun site de coupure n’est sans doute présent dans l’environnement immédiat du 

gène et la sonde à peut-être du mal à détecter un fragment très long qui pénètre peu dans le 

gel et qui est donc mal séparé d’autres fragments. Une bande unique d’environ 5 kb est 

observée dans le cas d’une digestion avec HindIII et EcoRI. La génération de ces 

fragments serait due à la présence de deux sites de coupures EcoRI de part et d’autre du 

gène CcGST1 et séparés par environ 5 kb. La séquence nucléotidique de CcGST1 possède 

un site de coupure XhoI à la position 570, qui sépare la sonde en 2 fragments de 537 et 155 

pb. La digestion par EcoRI et XhoI permet la génération de deux bandes d’environ 2,5 et 2 

kb. Cette observation est conforme avec la présence d’un site de coupure par EcoRI de part 

et d’autre du gène CcGST1. La digestion par l’enzyme XhoI seule permet la génération 

d’un premier fragment d’environ 2,5 kb et d’un second fragment d’intensité plus faible 

d’environ 4 kb. Des sites de coupure XhoI seraient également présents de part et d’autres 

du gène CcGST1 et séparés par environ 6,5 kb. 

L’obtention d’une bande unique dans le cas de digestion à une enzyme sans site de 

coupure au niveau de la sonde, d’une ou deux bandes dans le cas de digestion à deux 

enzymes respectivement avec ou sans site de coupure an niveau de la sonde, et de deux 

bandes dans le cas d’une digestion à une enzyme avec un site de coupure au niveau de la 

sonde, est conforme avec la présence d’une seule copie de gène CcGST1 chez C. crispus.  

 

Une démarche similaire pour l’analyse du Southern blotting de CcGST2 nous 

permet d’arriver à la même conclusion pour ce gène. La séquence nucléotidique de 

CcGST2 ne possède pas de sites de coupure pour les enzymes HindIII et EcoRI. Deux 

bandes de faible intensité et de très grande taille sont observées dans le cas de la digestion 

par HindIII. Cette coupure pourrait être expliquée par une mauvaise digestion et un 

fractionnement efficace uniquement sur une partie des fragments. Une bande unique 

d’environ 5 kb est observée dans le cas d’une digestion par HindIII et EcoRI. La génération 

de ces fragments est due à la présence de sites de coupure EcoRI de part et d’autre du gène 

CcGST2 et séparés par environ 5 kb. La séquence nucléotidique de CcGST1 possède un 

site de coupure XhoI à la position 565, qui sépare la sonde en deux fragments de 118 et 236 



Chapitre IV –Résultats et discussion 

___________________________________ 

Page 177 

pb. La digestion par EcoRI et XhoI permet la génération d’une première bande à 2,5 kb et 

d’une seconde bande d’intensité plus faible à 0,6 kb. Cette observation est conforme avec 

la présence d’un site de coupure EcoRI de part et d’autre du gène CcGST2. La digestion 

par l’enzyme XhoI seule permet la génération d’un premier fragment d’environ 7 kb et 

d’un second fragment d’intensité plus faible d’environ 2,5 kb. Des sites de coupure par 

XhoI seraient également présents de part et d’autres du gène CcGST2 et séparés par 

environ 9,5 kb. 

L’obtention d’une bande unique dans le cas de digestion à une enzyme sans site de 

coupure au niveau de la sonde, d’une ou deux bandes dans le cas de digestion à deux 

enzymes respectivement avec ou sans site de coupure an niveau de la sonde, et de deux 

bandes dans le cas d’une digestion à une enzyme avec un site de coupure au niveau de la 

sonde, est conforme avec la présence d’une seule copie de gène CcGST2 chez C. crispus.  

 

 La séquence nucléotidique de CcGST7 ne présente aucun site de coupure pour les 

trois enzymes testées. Dans tous les cas présentés (digestion simple/digestion double) une 

bande unique de forte intensité est observée, faisant supposer l’existence d’une seule copie 

du gène CcGST7 dans le génome de C. crispus. Pourtant des bandes d’intensité plus faible 

sont observées dans le cas des digestions par HindIII/EcoRI, EcoRI et EcoRI/XhoI. La 

présence de ces bandes additionnelles d’intensité plus faible peut faire penser à la présence 

de gènes apparentés à CcGST7 dans le génome de l’algue rouge. 
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Figure 46 : Analyse par Southern blotting du nombre de copies de gènes de glutathion S-transférases 
chez C. crispus 

L’ADN génomique a été digéré par les enzymes de restrictions indiquées : HindIII, HindIII/EcoRI, EcoRI, 
EcoRI/XhoI, XhoI, puis hybridé par des sondes spécifiques, marquées à la fluorescéine, de chaque gène de 
glutathion S-transférase : CcGST1 (692 pb), CcGST2 (354 pb) et CcGST7 (545 pb). Le résultat de la 
migration du marqueur de taille est illustré par les valeurs indiquées à gauche des trois membranes.  

 

 

III.1.2 Analyses phylogénétiques des GST d’algues 

 

Afin de déterminer si les séquences identifiées chez C. crispus appartiennent ou 

non à des classes déjà existantes de glutathion S-transférases, j’ai réalisé une analyse 

phylogénétique avec la méthode du Neighbor Joining. Pour cela j’ai aligné les trois 

séquences protéiques déduites CcGST1, CcGST2 et CcGST7 avec différents membres de 

chaque classe de glutathion S-transférases, excepté les groupes divergents des glutathion S-
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transférases microsomales et de la classe kappa des enzymes mitochondriales. En effet les 

glutathion S-transférases microsomales sont maintenant inclues dans une autre 

superfamille dénommée MAPEG pour membrane-associated proteins in eicosanoid and 

glutathione metabolism. La classe kappa quant à elle regroupe des enzymes 

mitochondriales qui possèdent toutes une hélice α additionnelle après le motif βαβ. 

 

L’arbre consensus obtenu avec la méthode du Neighbor Joining sur les séquences 

pleine longueur, montre que deux groupes majeurs de glutathion S-transférases peuvent 

être établis (Figure 47), conformément à ce qui est déjà connu dans la littérature (Snyder et 

Maddison, 1997 ; Marco et coll., 2004). 

Un premier groupe de glutathion S-transférases contiendrait les enzymes des 

classes alpha, pi, mu, gamma, nu et sigma. Les classes alpha, pi, mu et sigma sont 

majoritairement rencontrées chez les mammifères, avec quelques représentants 

occasionnels chez les insectes, les hélminthes et les céphalopodes, respectivement pour les 

classes pi, mu et sigma (Hayes et McLellan, 1999). Chez les vertébrés la classe sigma a la 

particularité de comprendre des enzymes ayant une double activité : certaines isoformes, 

en plus d’être impliquées dans des processus de détoxification, possèdent également une 

activité de type prostaglandine synthase (Shimizu et coll., 1979 ; Thomson et coll., 1998 ; 

Jowsey et coll., 2001). Les classes récemment élucidées gamma et nu, comprennent des 

protéines rencontrées chez les champignons et les nématodes (Cha et coll., 2002 ; Schuller 

et coll., 2005). Le lien de parenté entre les classes nu et sigma est confirmé au niveau de 

l’arbre par une forte valeur de bootstrap (85 %).  

Le deuxième groupe majoritaire regroupe les classes beta, oméga, thêta, zêta, phi, 

tau, lambda, delta, epsilon et rhô. Ce second groupe contient des protéines d’organismes 

très variés, à la fois eucaryotes avec des animaux, des plantes supérieures, des 

champignons, mais également procaryotes avec la classe beta, spécifique des bactéries. Les 

membres de la classe oméga sont majoritairement rencontrés chez les mammifères, mais 

également chez les hélminthes (Girardini et coll., 2002). Les glutathion S-transférases des 

classes thêta et zêta sont rencontrées chez les animaux et les plantes supérieures, tandis que 

les classes phi, tau et lambda sont spécifiques des plantes supérieures (Sheehan et coll., 

2001 ; Dixon et coll., 2002). Les classes delta et epsilon sont spécifiques des insectes 

(Ranson et coll., 2001 ; Sawicki et coll., 2003) et la classe rhô récemment décrite est 

visiblement spécifique des poissons (Konishi et coll., 2005). 
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Les résultats de cette analyse phylogénétique montrent très clairement que les 

protéines CcGST1 et CcGST2 de C. crispus, n’appartiennent à aucune des classes de 

glutathion S-transférases présentées. L’arbre confirme par ailleurs les déductions faites à 

partir des taux d’identité, c'est-à-dire le fait que ces deux séquences partagent un ancêtre 

commun avec des glutathion S-transférases de la classe sigma et nu. Les branches 

inférieures reliant le groupe des classes nu et sigma avec celui de CcGST1 et CcGST2 sont 

supportées au nœud correspondant par une valeur de bootstrap significative (69 %). 

Néanmoins certaines branches inférieures de l’arbre font quant à elles intervenir des 

valeurs plus faibles de bootstraps, rendant difficile l’établissement de liens de parenté 

précis entre les différentes classes. La particularité de CcGST7 par rapport aux deux autres 

séquences de C. crispus est à nouveau illustrée par sa position particulière dans l’arbre, au 

niveau de la classe beta. La longueur de cette branche démontre la divergence de cette 

protéine par rapport aux autres glutathion S-transférases. Cette position au niveau de 

l’arbre ne peut toutefois pas être considérée comme fiable car aucune valeur de bootstrap 

n’est attribuée pour ce noeud, suggérant qu’il est donc peu robuste.  

 

Pour confirmer la topologie de l’arbre obtenu avec la méthode du Neighbor Joining, 

la même analyse a été réalisée avec la méthode du Maximum de Parcimonie (Figure 48). 

L’arbre consensus obtenu confirme la distribution des enzymes dans leurs classes 

respectives avec des nœuds supportés par de fortes valeurs de bootstraps, ainsi que le 

clivage en deux grands groupes tels qu’ils ont été présentés précédemment. Il confirme 

également l’assignation des séquences CcGST1 et CcGST2 dans une nouvelle classe de 

glutathion S-transférases. En revanche elle n’est plus perçue comme un embranchement 

frère des classes nu et sigma, mais comme une classe antérieure aux glutathion S-

transférases des classes gamma, puis nu et sigma. Cependant aucune valeur de bootstrap 

n’est attribuée pour ce nœud, suggérant qu’il est très faiblement supporté. De même que 

pour la méthode du Neighbor Joining, certains nœuds de branches inférieures sont 

supportés par de faibles valeurs de bootstraps, rendant difficile l’affiliation précise des 

différentes classes entre elles. La méthode du Maximum de Parcimonie montre cette fois 

clairement que CcGST7 n’appartient à aucune des classes de glutathion S-transférases 

présentées, et la positionne en tant qu’un nouveau groupe constitué de cette unique 

séquence. Cet arbre supporte par ailleurs l’hypothèse que CcGST7 est plus proche d’une 

part de la classe lambda, et d’autre part des classes rhô, delta et thêta.  
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Pour compléter ces analyses, des séquences de glutathion S-transférases identifiées 

au laboratoire et provenant des macroalgues brunes Laminaria digitata et Ectocarpus 

siliculosus ont également été prises en compte. Les quatre séquences isolées chez L. 

digitata sont pleine longueur et proviennent d’une banque EST de protoplastes et 

comprennent respectivement 21 EST (LdGST8), 10 EST (LdGST19), 8 EST (LdGST54) et 

4 EST (LdGST78) ; elles font également partie des gènes les plus moyennement à 

fortement exprimés chez le protoplaste (Roeder et coll., 2005). Au moins onze séquences 

différentes de GST ont été identifiées dans les banques d’EST d’E. siliculosus, six d’entre 

elles étant constituées respectivement de 3 EST (EsGSTc657), 3 EST (EsGSTc824), 2 EST 

(EsGSTc1930), 2 EST (EsGSTc1895), 2 EST (EsGSTc1801), 2 EST (EsGSTc1074) les 5 

dernières étant représentées par des singletons (Defranco, non publié). Seules les quatre 

séquences EsGSTc657, EsGSTc824, EsGSTc1895 et EsGSTs2106 sont pleines longueurs et 

ont été utilisées pour les analyses phylogénétiques. 

D’après les comparaisons de séquences protéiques l’existence d’au moins trois 

nouvelles classes de GST est supposée. Les séquences LdGST8, LdGST78, LdGST54 et 

EsGSTc657 formeraient une première classe et partagent entre elles de 47 à 67 % 

d’identité. Les séquences LdGST19, EsGSTc1895 et EsGSTs2106 formeraient une 

seconde classe et partagent entre elles de 46 à 67 % d’identité. Les séquences de l’algue 

rouge CcGST1 et CcGST2 forment une troisième classe et partagent entre elles 52 % 

d’identité. L’affiliation de la séquence EsGSTc824 à cette dernière classe est incertaine car 

si elle partage 39 % d’identité avec CcGST2, elle ne partage que 31 % d’identité avec 

CcGST1. Les taux d’identité entre chacune de ces classes sont environ de 30 % et les 

résultats de blasts indiquent toujours des similitudes plus élevées avec des GST de la classe 

sigma (en moyenne 30 % d’identité) même si des similitudes sont également observées 

avec des GST de bactéries et d’insectes.  
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 Une première étude phylogénétique en utilisant la méthode du Neighbor Joining a 

été réalisée en incluant ces huit nouvelles séquences dans l’analyse (Figure 49). L’arbre 

consensus obtenu par rapport à la précédente analyse en Neigbor Joining, confirme la 

distribution des enzymes dans leurs classes respectives ainsi que le clivage des deux grands 

groupes déjà identifiés. Si la structure du premier groupe, contenant les classes alpha, pi, 

mu, gamma, nu et sigma, est strictement conservée, celle du second groupe est modifiée 

pour certaines classes. Cependant la position de certaines classes entre elles est confirmée : 

les deux classes delta et epsilon partagent un ancêtre commun avec la classe thêta, de 

même pour les classes tau, oméga, lambda et zêta ; les positions des classes rhô et phi au 

sein de ce groupe sont par contre plus ambiguës et faiblement supportées (26 %). 

Etonnamment les dix séquences d’algues rouges et brunes utilisées dans l’analyse se 

positionnent toutes ensembles, en dehors des classes déjà identifiées de GST, et partagent 

un ancêtre commun avec les classes nu et sigma. Cependant ce regroupement ne semble 

pas refléter la présence d’une classe unique car des divergences semble exister au sein de 

ce groupe « GST d’algues » avec l’apparition d’au moins trois classes, telles qu’elles 

avaient déjà été précédemment suspectées avec les analyses de séquences. On aurait ainsi à 

faire à trois, voire quatre, nouvelles classes de glutathion S-transférases, non encore 

décrites jusqu’à présent.  

 

Une seconde analyse phylogénétique par la méthode du Maximum de Parcimonie a 

également été réalisée et confirme la présence d’un groupe de « GST d’algues » (Figure 

50). En revanche, outre le clivage entre les deux groupes habituels, la topologie change par 

rapport à l’arbre consensus précédent réalisé avec la même méthode. Sur ce point, ce 

nouvel arbre révèle une structure en accord avec ceux obtenus avec la méthode du 

Neighbor Joining. Ainsi la présence d’un ancêtre commun entre les classes delta, epsilon et 

thêta semble confirmée, ainsi que pour les classes tau, lambda, zêta et oméga. La classe 

gamma retrouve sa position de lignée sœur aux classes mu et pi. Le groupe « GST 

d’algues » se retrouve à nouveaux dans le premier groupe de GST, et semble plus proche 

des classes gamma, mu et pi, que des classes sigma, nu et alpha. De même, il n’est pas non 

plus évident que ce groupe d’enzymes forme une classe unique. Un regroupement similaire 

des différentes séquences d’algues est observé par rapport à celui déjà obtenu avec la 

méthode du Neighbor Joining. A nouveau cette analyse tend à montrer l’identification de 

trois, voire quatre nouvelles classes de GST à partir des macroalgues. 
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L’ensemble des analyses phylogénétiques réalisées illustre le caractère particulier 

des GST de macroalgues nouvellement identifiées. Elles n’appartiennent à aucune classe 

connue et seraient plus proches des classes GST de type mammifère, avec visiblement un 

ancêtre commun partagé avec les classes nu et sigma. Les onze séquences d’algues rouges 

et brunes forment un groupe unique entre ces différentes classes mais son hétérogénéité 

interne pourrait refléter l’identification de trois voire quatre nouvelles classes de GST 

encore non caractérisées. Si toutes ces enzymes ont un rôle dans la détoxication de produits 

xénobiotiques, certaines classes ont parfois des spécificités fonctionnelles. Il serait 

intéressant de déterminer si les GST de macroalgues possèdent des propriétés propres, et 

notamment si des différences fonctionnelles existent entre les différentes classes suspectées 

de GST de macroalgues.  

 

 

III.1.3 Analyses transcriptionnelles des GST de C. crispus 

 

Le stress oxydatif, les pesticides et les métaux lourds sont connus pour provoquer 

l’induction des gènes de glutathion S-transférases chez les plantes supérieures (DeRidder 

et coll., 2002 ; Dixon et coll., 2002 ; Moons, 2003). Chez l’algue rouge C. crispus, les 

analyses par Northern blotting ont montré qu’un traitement par le méthyle jasmonate 

induisait l’expression des 3 gènes, avec un effet marqué pour CcGST2 après 12 heures. Par 

ailleurs les dérivés oxydés d’acides gras en C18 et C20 sont visiblement utilisés en tant 

qu’hormones de défense chez les gamétophytes de C. crispus (Bouarab et coll., 2004 ; 

Gaquerel et coll., soumis). Afin d’examiner plus en détail les profils d’expression des 

différents gènes de glutathion S-transférases chez C. crispus, j’ai réalisé des expériences de 

RT-PCR quantitative sur des algues traitées pendant 3 heures avec différents produits 

chimiques, dont 6 pesticides, 4 métaux lourds et 5 oxylipines. Les amorces utilisées ont été 

déterminées pour amplifier de façon sélective chacun des trois gènes. Tout comme 

l’analyse par Northern blotting, l’actine a été utilisée comme contrôle interne pour les 

expériences de RT-PCR quantitative. 
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Figure 51 : Analyse par RT-PCR quantitative du niveau d’expression des transcrits de glutathion S-
transférases après 3 heures de divers traitements chimiques 

Les gamétophytes de C. crispus furent incubés pendant 3 heures avec les différents produits indiqués, dont 4 
métaux lourds, 6 pesticides et 5 oxylipines. Le profil d’expression des différents transcrits sont normalisés 
par rapport à l’actine avant d’être rapporté à la valeur du témoin correspondant. Les résultats sont présentés 
en 2n d’induction ou de répression par rapport à la valeur des témoins.  
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En absence de traitement (conditions contrôles), environ 150 copies de CcGST7 

sont détectées dans les gamétophytes, exprimées en nombre d’équivalents génomes par 

nanogramme d’ARN total. Ce résultat confirme la faible expression du gène dans l’algue 

au niveau constitutif. Dans les mêmes conditions, CcGST1 et CcGST2 sont plus fortement 

exprimés avec 5 000 et 30 000 copies respectivement, confirmant également les résultats 

obtenus par Northern blotting. 

Comme le montre la Figure 51, les trois gènes de glutathion S-transférases de C. 

crispus possèdent des profils d’expression très similaires. 

Le traitement par le Messenger, à une concentration équivalente de 6 µg.mL-1 d’harpine, a 

un effet inducteur modeste sur les 3 gènes, du même ordre que celui du peroxyde 

d’hydrogène (10 mM) : entre 1 à 2 fois plus d’expression par rapport au témoin. L’acide 

salicylique (500 µM) qui contrôle la résistance systémique acquise chez les plantes 

supérieures n’a quant à lui aucun effet après 3 heures de traitement. 

Un traitement par le 2,4-D (500 µM) et par le glyphosate (500 µM), provoque une faible 

augmentation de l’expression des gènes (moins de deux fois plus) et même une légère 

inhibition de CcGST2 dans le cas du glyphosate. Le paraquat (500 µM) n’a pas d’effet sur 

CcGST2 mais réprime modestement CcGST1 et CcGST7 (deux fois moins exprimés que 

dans les témoins). Les incubations de C. crispus avec le métolachlor (500 µM), 

l’atrazine (500 µM) et le dichlorvos (500 µM), induisent quant à elles très fortement 

l’expression des 3 gènes. Les effets majeurs sont observés pour CcGST1 avec une 

expression 23 fois plus importante dans le cas du métolachlor et 18 fois plus importante 

dans le cas du dichlorvos. L’atrazine n’a qu’un faible effet sur CcGST2, avec une 

expression 2 fois plus forte par rapport aux témoins. 

Les métaux lourds ont de modestes effets, mais répriment globalement l’expression 

des 3 gènes. Contrairement aux inductions observées chez les plantes supérieures, le 

traitement des algues par le cadmium (200 µM), le cuivre (200 µM), le zinc (200 µM) et 

l’aluminium (200 µM), provoque une expression des 3 gènes jusqu’à 2 fois moins 

importantes pour les algues traitées par rapport aux témoins, dans le cas des répressions les 

plus fortes. 

Les expériences de RT-PCR quantitative chez C. crispus ont non seulement confirmé 

l’induction des gènes de glutathion S-transférases par un traitement de 3 heures au méthyle 

jasmonate, mais ont également montrées que toutes les oxylipines testées induisaient 

fortement l’expression de ces gènes. Lors du traitement par le méthyle jasmonate (100 
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µM), les transcrits CcGST1, CcGST2 et CcGST7 ont montré des augmentations respectives 

de l’expression de 20, 6 et 43 fois. Le même ordre de grandeur pour les inductions est 

observé dans le cas des traitements avec les autres oxylipines (50 µM). Les effets les plus 

remarquables sont ceux obtenus pour le 13(S)-HpODE sur CcGST2 (12 fois plus exprimé) 

dans le cas des dérivés en C18, et pour le 15(S)-HETE sur CcGST7 (80 fois plus exprimé) 

pour les dérivés en C20.  

 

 Les résultats obtenus sur l’expression des gènes de GST chez C. crispus tendent à 

montrer que les trois enzymes jouent des rôles dans des processus métaboliques très 

similaires, puisque les trois transcrits ont globalement les mêmes profils d’expression. Ils 

ne sont que très peu affectés par des traitements aux métaux lourds, voire légèrement 

inhibés, ce qui fait supposer un rôle peu probable de ces enzymes dans la réponse aux 

stress de type métallique. En revanche les gènes sont induits par certains produits 

pesticides, alors que d’autres n’ont pas d’effet. Ces enzymes pourraient être impliquées 

chez l’algue rouge dans la détoxication de produits tels que le métolachlor, l’atrazine ou le 

dichlorvos.  

L’induction systématique relativement importante, des trois gènes de GST par des 

dérivés lipidiques, est remarquable. Ces résultats renforcent notre hypothèse de départ du 

rôle probable de ces enzymes dans le catabolisme ou la biosynthèse d’oxylipines en C18 

ou en C20 chez C. crispus. De telles hypothèses restent à confirmer au niveau des enzymes 

CcGST1, CcGST2 et CcGST7 correspondantes. D’une manière générale les GST chez C. 

crispus pourraient jouer un rôle dans des réponses de défense et plus 

particulièrement par la détoxication de produits étrangers toxiques et la génération 

de métabolites lipidiques endogènes actifs.  
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III.2 Etude d’une glutathion S-transférase recombinante de C. 

crispus 

 

III.2.1 Expression hétérologue de CcGST2 et purification 

 

Afin de caractériser les GST de C. crispus et dans un premier temps d’étudier leurs 

comportements vis-à-vis d’hydroperoxydes d’acides gras en C18 et C20, la séquence 

nucléotidique de CcGST2 a été clonée dans le vecteur d’expression pFO4, puis exprimée 

dans la souche BL21 d’Escherichia coli. La réalisation des constructions a été prise en 

charge par Gurvan Michel au sein de l’équipe « Glycobiologie des protéines », dans le 

cadre d’une procédure systématique d’expression hétérologue de protéines d’algues ou de 

bactéries. La procédure d’obtention des plasmides recombinants et de transformation est 

décrite dans le chapitre Matériel et méthodes. J’ai par la suite entrepris la culture en gros 

volumes de la souche recombinante, exprimant le gène CcGST2 de C. crispus. Après 

obtention et préparation des lysats bactériens, la protéine CcGST2 produite est purifiée par 

affinité sur une colonne de nickel, en utilisant le Tag histidine greffée à la protéine. 

L’expression en milieu auto-inductif, et les étapes de purifications qui ont suivi, ont permis 

l’obtention d’un grand rendement en protéines recombinantes (15 mg pour 200 mL de 

milieu de culture), pratiquement pures, comme le montre le gel dénaturant (Figure 52). 

La protéine purifiée apparaît sous forme d’une simple bande dans le gel, avec une 

masse moléculaire d’environ 26 kDa. La protéine CcGST2 recombinante est plus grande 

que la protéine théorique de 2 kDa ; une partie de cette différence peut s’expliquer par le 

Tag additionnel placé en N-terminal et constitué de 6 histidines. La chromatographie par 

exclusion de taille de CcGST2 montre la présence d’un pic à environ 52 kDa, indiquant la 

formation d’un homodimère (Figure 53).  
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Figure 52 : Analyse sur gel dénaturant de l’expression hétérologue de CcGST2 

L’expression hétérologue de CcGST2 dans E. coli a été examinée sur gel PAGE-SDS. La protéine 
recombinante a ensuite été purifiée par chromatographie d’affinité en utilisant une colonne de nickel. 
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Figure 53 : Profil d’élution de la CcGST2 recombinante par chromatographie d’exclusion de taille 

Un pic majeur est observé à 52 kDa, indiquant une structure en homodimère de l’enzyme. Cent soixante-dix 
µg d’enzyme ont été injectés. Des agrégats sont également présents, apparus certainement suite aux étapes de 
concentration de l’échantillon en vue des expériences de cristallographie. 
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 Une approche similaire a été réalisée pour le gène CcGST7 de C. crispus. Le 

rendement d’expression est beaucoup plus faible : moins de 1 mg de protéine pour 200 mL 

de milieu de culture (700 µg). En revanche CcGST7 est également pratiquement pure 

en sortie de colonne, avec une simple bande observée à 31 kDa (Figure 54). La protéine 

CcGST7 recombinante a une masse moléculaire plus importante de 5 kDa par rapport à la 

protéine théorique. La chromatographie par exclusion de taille de CcGST7 montre cette 

fois que la protéine est soit présente sous forme d’agrégats très lourds, soit dégradée 

(Figure 55). Un tel comportement peut illustrer un mauvais repliement de l’enzyme lors de 

l’expression, et de ce fait expliquer également le faible rendement obtenu. Ce défaut de 

repliement aura par ailleurs des conséquences sur l’activité catalytique de l’enzyme.  
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Figure 54 : Analyse sur gel dénaturant de l’expression hétérologue de CcGST7 

L’expression hétérologue de CcGST7 dans E. coli a été examinée sur gel PAGE-SDS. La protéine 
recombinante a ensuite été purifiée par chromatographie d’affinité en utilisant une colonne de nickel. 
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Figure 55 : Profil d’élution de la CcGST7 recombinante par chromatographie d’exclusion de taille 

Seuls de lourds agrégats et un peu de contamination ou de dégradation sont présents. Ni le dimère ni le 
monomère ne sont détectés. Douze µg d’enzymes ont été injectés.  
 

III.2.2 Spécificité de substrat 

 

 La spécificité catalytique de CcGST2 a été étudiée en utilisant une gamme de 

substrats communément utilisés pour tester les activités de type glutathion S-transférases. 

Parmi eux le mécanisme catalytique de la conjugaison du CDNB (ou 1-chloro-2,4-

dinitrobenzène) au glutathion à fait l’objet de nombreuses études ; il s’agit du test le plus 

largement utilisé pour tester une activité glutathion S-transférase. La protéine 

recombinante CcGST2 présente une activité spécifique de 1,05 µmol.min-1.mg-1 

contre le CDNB (Tableau 6), et également de bonnes activités transférases contre d’autres 

substrats halogénés tels que le 1-iodo-2,4-dinitrobenzène (3,84 µmol.min-1.mg-1) et le 1-

fluoro-2,4-dinitrobenzène (20,34 µmol.min-1.mg-1). Aucune activité transférase n’est 

détectée ni avec les substrats carbonés α,β-insaturés testés, ni avec le substrat para-

nitrophényl acétate. 
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 Par ailleurs la protéine CcGST2 présente une activité glutathion peroxydase 

et est capable de réduire de façon assez importante l’hydroperoxyde de cumène (5,50 

µmol.min-1.mg-1). Des activités plus modestes sont observées dans le cas des 

hydroperoxydes d’acides gras tels que le 13-HpODE (0,71 µmol.min-1.mg-1) et 13-HpOTE 

(1,36 µmol.min-1.mg-1). Les activités d’hydroxylation des hydroperoxydes d’acides gras en 

C20 n’ont techniquement pas pu être déterminées. Il est intéressant de noter que CcGST2 

possède un profil d’activité assez similaire à celui de la glutathion S-transférase HsGSTS1 

de la classe sigma décrite par Jowsey et coll. (2001), qui possède une activité 

prostaglandine synthase (Tableau 6). 

 Dans le cas de CcGST7 l’absence d’activité avec tous les substrats testés 

confirme notre précédente hypothèse d’un mauvais repliement de l’enzyme ou d’un 

problème de dimérisation, rendant impossible la catalyse des différentes réactions.  
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Activité spécifique 

(µmol.min-1.mg-1 de protéine) Substrat 

CcGST2  HsGSTS 

Activité transférase 
 

Aryl halides 

1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) 

1-bromo-2,4-dinitrobenzene 

1-fluoro-2,4-dinitrobenzene 

1-iodo-2,4-dinitrobenzene 

para-nitrobenzoyl chloride 

α, β-unsaturated carbonyls 

Acide éthacrinique  

trans-4-phenyl-3-buten-2-one 

Divers 

para-nitrophenyl acetate 

 

 
 

 

1,05 ± 0,07 

1,56 ± 0,08 

20,34 ± 0,59 

3,84 ± 0,12 

non détecté 

 

non détecté 

non détecté 

 

non détecté 

 
 

 

5,06 ± 0,01 

8,60 ± 0,02 

44,26 ± 1,56 

10,70 ± 0,16 

- 

 

- 

- 

 

- 

Activité peroxydase 
 

Hydroperoxydes organiques 

Cumene hydroperoxide 

t-butyl hydroperoxide 

13-HpODE 

13-HpOTE 

 
 

 

5,50 ± 0,21 

0,70 ± 0,13 

0,71 ± 1,36 

1,36 ± 0,69 

 
 

 

0,052 ± 0,007 

non détecté 

- 

- 

 

Tableau 6 : Activités spécifiques de CcGST2 de C. crispus et de la glutathion S-transférase de la classe 
sigma HsGSTS envers différents substrats 

Les activités glutathion S-transférases et glutathion peroxydases furent testées pour la CcGST2 de C. crispus. 
Dans ce cas les résultats correspondent à la moyenne et l’écart-type de quatre réplicats. Les données 
concernant l’isoforme humaine HsGSTS ont été déterminées à 25°C et publiées par Jowsey et coll. (2001).  
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III.2.3 Effet de la température et du pH sur l’activité 

enzymatique de CcGST2 

 

L’activité enzymatique reste stable sur une gamme de pH plus au moins large, 

allant de pH7 (80 % de l’activité) à pH9 (83 % de l’activité), suggérant que le changement 

de pH n’a qu’un effet modeste sur l’activité de l’enzyme CcGST2 en utilisant le CDNB 

comme substrat (Figure 56). L’enzyme semble préférer des pH légèrement alcalins. Le pH 

optimal apparent est évalué à pH 8,0. 
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Figure 56 : Détermination du pH optimal de la CcGST2 recombinante 

L’activité résiduelle de l’enzyme est mesurée selon un test classique au CDNB, dans différents tampons aux 
pH indiqués.  

 

 

La thermostabilité de l’enzyme a été étudiée en incubant CcGST2 à différentes 

températures pendant 10 min, puis en mesurant l’activité résiduelle en utilisant le CDNB 

comme substrat (Figure 57). L’enzyme est relativement stable jusqu’à 35°C, mais est 

rapidement inactivée de façon irréversible au-delà de cette température.  
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Figure 57 : Thermostabilité de la CcGST2 recombinante 

L’activité résiduelle de l’enzyme a été mesurée après une incubation de 10 min aux différentes températures 
indiquées.  
 

 

III.2.4 Etudes cinétiques 

 

Les mesures des activités de type glutathion peroxydase et les paramètres 

cinétiques du glutathion de la CcGST2 ont été réalisés par Pierre-Olivier Defranco 

(doctorant). 

 

Les valeurs du Km et de Vmax pour CcGST2 dans le cas du glutathion sont 

respectivement de 361 µM et 1,55 µmol.min-1.mg-1 (Figure 58). L’ordre de grandeur du 

Km obtenu illustre une affinité modérée de CcGST2 vis-à-vis du glutathion.  
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Figure 58 : Détermination des paramètres cinétiques de CcGST2 pour le glutathion par analyse de 
Lineweaver-Burk 
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III.3 Etudes cristallographiques de CcGST2 

 

III.3.1 Prédiction de la structure tridimensionnelle de CcGST1 

 

Afin d’avoir une idée a priori de la structure tridimensionnelle des glutathion S-

transférases chez C. crispus, des prédictions ont été réalisées pour CcGST1 à l’aide de 

Swiss-Model et en utilisant comme modèle la structure connue de la GST sigma humaine à 

activité prostaglandine synthase HsGSTS. Une telle prédiction doit être analysée avec 

prudence car le taux d’identité est faible (25 %) et peut conduire à des mauvaises 

interprétations. De telles prédictions n’ont d’ailleurs pas pu être obtenues pour CcGST7 et 

CcGST2.  

Les images tridimensionnelles ont été éditées dans Swiss-Pdb viewer par Gurvan Michel 

(Figure 59). 

 

 L’analyse des repliements protéiques met en avant les différences déjà observées au 

niveau des séquences primaires et notamment la zone d’insertion présente entre les hélices 

α4 et α5 , figurée par un brin beta. Cette zone surplomble le site de fixation du glutathion et 

pourrait avoir une influence sur la nature du second substrat accepté par l’enzyme. Cette 

représentation permet de visualiser la présence du motif thioredoxine β1α1β2α2β3β4α3 au 

niveau de la région N-terminale ; la région C-terminale étant quant à elle constituée 

exclusivement d’hélices α. 

La représentation des surfaces moléculaires montre clairement que si la GST sigma 

humaine est massivement acide, CcGST1 a un état de charges plutôt neutre. Notamment le 

dessus de la boucle fixant le glutathion est plus basique chez l’algue rouge ; une telle 

propriété peut avoir une influence sur le type de substrat pris en charge. Par ailleurs sur ces 

représentations, le groupement thiol du glutathion est dirigé vers l’intérieur du site actif et 

est donc masqué par les chaînes latérales de l’enzyme. Dans le cas de CcGST1 le 

glutathion est quasiment recouvert par ces avancées et la gorge pourrait avoir une 

topologie plus resserrée que celle de HsGSTS. Une telle structure pourrait indiquer que les 

seconds substrats pris en charge pour une activité transférase sont sans doute différents de 

ceux acceptés par HsGSTS, voire probablement d’encombrements moindres. 
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Figure 59 : Représentation de la structure établie de HsGSTS et de la structure prédite de CcGST1 

La structure dimérique prédite de CcGST1 est comparée à la structure dimérique établie de HsGSTs (pdb : 
1IYI) 
(A, C) : HsGSTS. (B, D) : CcGST1 
(A, B) : représentations en rubans. Les hélices alpha sont représentées en rouge et les brins beta en jaune. La 
molécule de glutathion est figurée dans le site actif. 
(C, D) : représentations des surfaces électrostatiques. Les zones rouges indiquent des charges acides, les 
zones bleues les charges basiques.  
 

 

Les zones d’insertions présentes entre les hélices α4 et α5 d’une part et au niveau 

de l’hélice α7 d’autre part, sont conservées dans le cas de CcGST2. Une structure 

tridimensionnelle identique à celle de CcGST1 pourrait être supposée dans ce dernier cas. 

Cependant les taux d’identité avec la GST sigma utilisée comme modèle sont relativement 

faibles (30 %) et les prédictions de structures tri-dimensionnelles ainsi réalisées doivent 

être interprétées avec prudence. Elles ne peuvent en aucun cas se substituer à la résolution 

de la structure réelle. 
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III.3.2 Cristallisation de la protéine recombinante CcGST2 

 

 

Des essais préliminaires de 

cristallisation, réalisés avec l’aide de 

Mirjam Czjzek, ont permis l’obtention 

de micro-cristaux de la protéine 

recombinante CcGST2. Les cristaux 

apparaissent sous la forme de bâtonnets 

(Figure 60).  

 

 

 

Figure 60 : Micro-cristaux de la protéine CcGST2 
recombinante 

Les cristaux ont une longueur moyenne de 30 à 40 µm 
sur 6 à 10 µm de hauteur et de largeur. 

 

Les meilleurs résultats ont été obtenus en présence de PEG MME 5000 dans un 

tampon 0,1 M MES pH6,5, contenant 0,2 M de sulfate d’ammonium et 3 % de glycérol, 

avec un rapport de volume de gouttes de 3 µL d’enzyme sans substrat et 1 µL de tampon, 

équilibré en présence de 500 µL de tampon de cristallisation. 

 

Les analyses réalisées au cours de cette étude ont montré une meilleure 

cristallisation de l’enzyme à pH6,5 et en présence de 0,2 M de sulfate d’ammonium. 

Cependant les cristaux ne dépassent pas une taille limite de 40 µm. Un tel constat peut sans 

doute s’expliquer par l’hétérogénéité de l’échantillon CcGST2 utilisé ; en effet des 

contaminants ont visiblement été entraînés au cours de la concentration de la protéine 

(Mirjam Czjzek, communication personnelle) et perturbent certainement la cristallisation. 

Une concentration plus drastique de la protéine (~ 10 mg.L-1), à partir d’échantillons 

nouvellement sur-exprimés et purifiés, devrait permettre d’obtenir assez facilement des 

cristaux d’une taille satisfaisante. Par ailleurs nous disposons désormais de suffisamment 

d’information sur les conditions de cristallisation de la protéine CcGST2 pour améliorer le 

protocole d’obtention. 
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III.4 Bilan de l’étude des GST chez C. crispus 

 

L’étude moléculaire des gènes de GST chez C. crispus a aboutit à l’expression en 

système hétérologue d’au moins un de ces représentants et à la caractérisation enzymatique 

de la protéine recombinante. 

 

L’organisation de la structure en intron/exon des trois gènes de GST chez C. 

crispus soutient l’idée d’un lien de parenté de CcGST1 et CcGST2, ainsi que la divergence 

de CcGST7. L’étude des séquences protéiques déduites ne permet pas d’affilier ces 

séquences à aucune des classes de GST connues. Un constat similaire peut également être 

attribué aux GST nouvellement identifiées des algues brunes Laminaria digitata et 

Ectocarpus siliculosus. Les analyses phylogénétiques confirment la particularité de ces 

enzymes puisqu’elles semblent former un groupe à part entière parmis toutes les classes de 

GST déjà caractérisées. Celui-ci posséderait un ancêtre commun avec les GST des classes 

nu et sigma, cette dernière classe contenant des membres possédant également une activité 

de type prostaglandine synthase. Ce groupe reste hétérogène avec visiblement plusieurs 

nouvelles classes de GST ainsi identifiées. Seule CcGST7 diverge par rapport à toutes ces 

séquences d’algues et est difficilement positionnable dans l’arbre des GST. 

 

Malgré le caractère particulier de CcGST7, le profil d’expression du gène est très 

similaire à ceux de CcGST1 et CcGST2. Ces trois transcrits adoptent un profil remarquable 

suite à divers traitements de l’algue. Contre toute attente ils semblent légèrement réprimés 

par les métaux, et seuls quelques pesticides particuliers tels que le métolachlor et le 

dichlorvos, stimulent leur expression, tandis que le glyphosate est sans effet. Le trait le 

plus marquant est la forte activation unanime de l’expression suite à des traitements par des 

oxylipines en C18 (méthyle jasmonate, 13-HpODE, 13-HpOTE) et C20 (12-HpETE, 15-

HETE). Un tel comportement suggère l’implication des enzymes correspondantes dans des 

voies métaboliques mettant en jeu des substrats dérivés d’acides gras. Elles pourraient ainsi 

détenir un rôle dans la synthèse de métabolites endogènes lipidiques actifs chez l’algue. 

Connaissant l’importance des deux voies de biosynthèse des oxylipines dans la mise en 

place de réponses de défense chez C. crispus (aboutissant notamment à la synthèse de 

cyclopenté(a)nones rappelant ceux synthétisés chez les plantes supérieures ou les 
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animaux), il devient particulièrement intéressant de déterminer si ces enzymes ont un rôle 

potentiel dans ces métabolismes.  

 

Le gène CcGST2 a pu être sur-exprimé en système hétérologue et a permis 

l’obtention d’une protéine soluble active. L’activité transférase de cette enzyme a été 

déterminée sur des substrats génériques, mais nous avons également montré qu’elle est 

capable d’hydroxyler des hydroperoxydes d’acides gras en C18, substrats qui induisent par 

ailleurs l’expression de son gène. Son rôle in vivo dans le métabolisme des dérivés 

lipidiques reste à déterminer. Elle pourrait par ailleurs également posséder d’autres types 

d’activités, telle qu’on le rencontre chez les GST sigma, qui catalysent l’isomérisation de 

la prostaglandine H2 chez les animaux. L’obtention de cristaux de taille suffisante de la 

protéine CcGST2 et la résolution de sa structure, pourraient nous apporter des informations 

sur les caractéristiques de la gorge et la nature des substrats potentiels pouvant s’y 

positionner. Ces résultats seraient autant d’indices pouvant nous orienter sur 

l’identification du rôle de ces enzymes chez l’algue.  
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L’étude de ce travail de thèse sur l’élucidation des voies de défense mises en  place 

chez C. crispus, initialement prévue au niveau moléculaire, a permis de mettre en avant 

quatre résultats principaux. 

(1) La NADPH oxydase potentiellement impliquée dans la génération du burst oxydatif 

chez C. crispus a été caractérisée au niveau moléculaire et constitue le premier 

marqueur de défense chez l’algue. 

(2) L’analyse des banques EST a permis de dessiner une carte sans a priori des gènes 

d’importance dans le métabolisme du protoplaste. Plusieurs gènes dont les enzymes 

ont un rôle à jouer dans la défense ont été appréhendés : production de composés 

toxiques pour un pathogène potentiel, activité anti-oxydante, détoxication de 

produits étrangers toxiques et métabolisme potentiel de composés endogènes actifs. 

(3) De nouvelles classes de GST ont été mises en évidence à partir des macroalgues, 

soulignant l’intérêt d’étudier des modèles dits exotiques.  

(4) Ces classes d’enzymes restent à caractériser et sur ce point des premiers éléments 

de réponse ont été apportés sur les GST de l’algue rouge C. crispus, pour lesquelles 

je propose, et ce par analogie à la nomenclature en vigueur, d’attribuer la 

dénomination de GST de la classe iota (CcGST1, CcGST2).  

Les réflexions suscitées à la suite de ce travail sont multiples et offrent plusieurs 

perspectives d’étude. Au-delà des considérations propres au modèle d’étude, elles nous 

amènent notamment à nous interroger sur la convergence des systèmes de transduction des 

signaux mis en place chez les organismes eucaryotes et sur l’idée plus générale d’une 

immunité innée non inféodée uniquement aux systèmes animaux.  

 

 

1) Elucider le rôle des GST chez C. crispus 

 

Les analyses moléculaires des GST chez C. crispus nous apportent des indices sur 

leurs rôles dans la détoxication de composés étrangers et dans un métabolisme potentiel de 

dérivés lipidiques endogènes.  

Au-delà du cadre de l’étude, l’obtention de la protéine CcGST2 recombinante représente 

un premier succès pour le laboratoire car elle constitue la première protéine d’algue sur-

exprimée de façon soluble et active dans notre unité. Tous nos essais antérieurs 

d’expression de protéines recombinantes de macroalgues étaient jusqu’alors restés vains ; 
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ce résultat démontre non seulement les possibilités techniques d’une telle réalisation mais 

ouvre également des perspectives futures au laboratoire pour l’expression de protéines 

d’algues en système hétérologue. Les premières études enzymatiques menées sur la 

protéine CcGST2 recombinante ont montré que l’enzyme était capable d’hydroxyler des 

hydroperoxydes d’acides gras en C18. Le groupement -OH de la fonction carboxylique est 

vraisemblablement la cible de l’enzyme, mais la nature des produits libérés suite au 

réarrangement moléculaire de ces molécules est inconnue. Le type de résidus impliqués 

dans le site catalytique de l’enzyme et la conformation de la gorge, déterminent la façon 

dont se positionne le substrat et la nature des produits formés. Les produits libérés au cours 

de la réaction catalysée par CcGST2 devront être analysés par LC/MS et GC/MS afin 

d’identifier leur nature exacte. Des études similaires devront être réalisées à partir des 

hydroperoxydes d’acides gras en C20 comme substrats, afin de déterminer si CcGST2 a la 

capacité de les hydroxyler ou non, ainsi que la nature des produits libérés s’ils existent. 

Une telle analyse pourrait nous apporter des éléments de réponse sur la façon dont sont 

synthétisés ces produits in vivo dans l’algue.  

 

D’autre part il devient essentiel de confirmer que la synthèse des prostaglandines, 

chez des gamétophytes de C. crispus incubés avec méthyle jasmonate, n’est pas abolie par 

des inhibiteurs de cyclooxygénases (COX) et d’allène oxyde synthase (AOS). Des tests 

préliminaires suggéraient que l’aspirine (inhibiteur des COX et AOS) et l’indométacine 

(inhibiteur des AOS) n’inhibent pas la synthèse de prostaglandines chez C. crispus ; si un 

tel résultat est confirmé il permettra d’établir que des cyclopenté(a)nones chez C. crispus 

sont synthétisées par d’autres voies que celles rencontrées chez les mammifères et les 

plantes supérieures. Afin d’étayer ces analyses, des inhibiteurs de GST de mammifères 

pourront être testés sur la protéine recombinante CcGST2. L’identification in vitro 

d’inhibiteurs de cette enzyme pourrait alors nous permettre d’établir in vivo si la synthèse 

méthyle jasmonate-dépendante des prostaglandines chez C. crispus est inhibée ou non par 

les inhibiteurs de CcGST2. Ces résultats nous permettraient d’appréhender le rôle de cette 

enzyme dans la synthèse des cyclopenté(a)nones chez C. crispus. Ces tests sont 

relativement simples à mettre en place et vont être réalisés prochainement.  

 

Enfin, et d’une manière assez exploratoire, la possibilité que l’enzyme 

recombinante détienne une activité prostaglandine synthase devra être démontrée. Les 

expériences préliminaires que j’ai réalisées sur ce point avec Emmanuel Gaquerel ont 
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montré qu’elles n’avaient rien de trivial. Les méthodes de dosage sont en soi relativement 

simples et font appel à des techniques que nous avons à notre disposition (UMR7139, 

EA948, Faculté de Médecine de Brest) ; néanmoins des mises au point sont nécessaires 

avant la réalisation des réactions. Elles utilisent généralement des méthodes de CCM ou de 

séparation des produits de la réaction sur colonne HPLC avec détection des produits libérés 

avant leur identification par LC/MS et GC/MS. La détection peut se réaliser dans l’UV et 

en utilisant des étalons internes dans le cas de substrats non marqués, mais elle fait appel le 

plus fréquemment à des substrats radiomarqués au 14C. Certains kits de dosage d’activités 

prostaglandines synthases sont également disponibles dans le commerce, mais ciblent 

d’une manière générale des activités déjà bien caractérisées. 

Dans notre cas, une telle démarche est assez ambitieuse car nous ne connaissons ni 

les substrats pris en charge par l’enzyme, ni les produits libérés. C’est pourquoi 

l’utilisation d’acides gras radiomarqués (acide arachidonique, acide linoléique, acide 

linolénique), en présence d’une cyclooxygénase ou d’une lipoxygénase pour permettre la 

génération d’un mélange de dérivés lipidiques marqués, constitueraient notre support de 

départ. Le différentiel entre la réaction avec et sans CcGST2 serait alors analysé. Ce 

protocole est à préférer à celui d’une détection réalisée dans l’UV avec des substrats non 

marqués, malgré les contraintes de travail qu’imposent le 14C. En effet la méthode à froid 

impose de nombreuses mises au point préalables, nécessitant notamment l’analyse de 

standards pouvant être potentiellement produits au cours de la réaction. La méthode doit 

permettre à la fois une bonne séparation de tous ces produits, y compris les produits issus 

d’une dégradation spontanée (choix de la colonne et de la phase mobile), et une bonne 

détection de chacun d’entre eux (choix des longueurs d’onde). Une telle réaction implique 

notamment l’utilisation de la prostaglandine H2, qui est extrêmement instable et nécessite 

préférentiellement de travailler à des basses températures (0 à 4°C). Toutes ces mises au 

point et l’utilisation de standards parfois coûteux, pour la mise en évidence d’une activité 

prostaglandine synthase qui n’est encore qu’hypothétique, me font préférer l’utilisation du 

protocole au 14C précédemment décrit. Une réflexion de fond sur la démarche à adopter 

s’impose d’elle-même et justifie la chronologie à suivre concernant les différents tests à 

réaliser. 

 

Au-delà des tests enzymatiques in vivo et in vitro, l’analyse de la protéine 

recombinante par une méthode bien plus robuste pourrait également nous apporter des 

indices. En effet j’ai également eut la chance au cours des derniers mois de mon doctorat, 
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de tirer parti du développement d’une équipe de cristallographie des protéines dans le 

laboratoire. Des expériences préliminaires ont permis l’obtention de microcristaux de 

CcGST2. Les conditions de cristallisation sont à améliorer pour obtenir des cristaux d’une 

taille suffisante, mais des étapes supplémentaires de purification et de concentration de 

l’enzyme pourraient sans conteste suffire à les obtenir. Et quand bien même, nous avons 

désormais suffisamment d’informations sur les conditions de cristallisation pour également 

améliorer le protocole (composition des tampons, ensemencement). La résolution de la 

structure de CcGST2 nous apportera des informations sur la topologie du site actif. Des 

expériences de positionnement du substrat (molecular docking) pourraient nous indiquer 

quel type de molécule peut être pris en charge ou non par l’enzyme. Les modélisations 

avec les oxylipines en C18 (13-HpODE, 13-HpOTE) et en C20 (12-HpETE, 15-HpETE) 

sont à envisager. Une modélisation avec la prostaglandine H2 pourrait nous indiquer si le 

substrat à la capacité de s’engager et de se fixer dans la gorge, et nous fournir ainsi des 

informations justifiant ou non le dosage d’une réaction de type prostaglandine synthase. 

L’enzyme seule peut être cristallisée, mais la résolution du complexe ternaire peut 

également être envisagé. Dans un premier temps le complexe enzyme/GSH/CDNB peut 

être résolu, mais un complexe incriminant une oxylipine en C18 est également réalisable 

(ajout des substrats avant ou après cristallisation).  

 

Toutes les perspectives présentées jusqu’alors concernent essentiellement CcGST2. 

Les séquences CcGST1 et CcGST7 devront également être sur-exprimées en système 

hétérologue. L’expression de CcGST7 est visiblement plus difficile que CcGST2 et 

d’autres constructions devront être testées. Les séquences des plasmides recombinants 

devront être reséquencées afin de vérifier le maintien de leurs intégrités ; le cas contraire 

pouvant conduire à des défauts d’expression. Dans le cas de CcGST7, la modification du 

tampon de dialyse pourrait peut-être améliorer la stabilité du monomère et permettre la 

dimérisation. L’obtention et la caractérisation enzymatique d’une protéine CcGST7 

recombinante seraient particulièrement intéressantes. En effet les trois gènes isolés 

CcGST1, CcGST2 et CcGST7 ont tous un profil d’expression très similaire. Serait-il 

possible que l’enzyme CcGST7, si éloignée phylogénétiquement de ses congénères, 

possède malgré tout la même activité ? Inversement elle pourrait également être impliquée 

dans des voies différentes de biosynthèse d’oxylipines chez C. crispus.  
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D’autres gènes de GST ont été identifiés chez les algues brunes L. digitata et E. 

siliculosus. Tout comme les gènes de l’algue rouge C. crispus, ils ne semblent appartenir à 

aucune des classes de GST déjà décrites. Malgré des taux d’identité entre ces séquences 

parfois inférieurs à 30 %, elles semblent former un large groupe contenant également les 

séquences de C. crispus. De façon assez surprenante, des études préliminaires ont montré 

que les profils d’expressions de deux de ces gènes (LdGST8, LdGST78) étaient sans doute 

très différents des profils des gènes de C. crispus. En effet leur expression est fortement 

induite par les oligoguluronates (respectivement 16 et 8 fois) et le cuivre (respectivement 5 

et 22 fois), alors qu’elle est inhibée lors d’un traitement par le méthyle jasmonate 

(respectivement 8 et 4 fois) et le 15-HETE (respectivement 3 et 4 fois) (Defranco, 2005 –

rapport de Master). Ainsi l’expression des gènes de GST de l’algue rouge C. crispus serait 

légèrement réprimée par les métaux et fortement induite par les oxylipines, tandis que 

l’effet inverse est observé sur deux des gènes de l’algue brune L. digitata. Les deux 

protéines LdGST8 et LdGST78 partagent 58 % d’identité entre elles et appartiennent 

vraisemblablement à la même classe d’isoformes. Elles partagent moins de 30 % d’identité 

avec les séquences CcGST1 et CcGST2 de C. crispus, qui malgré leur proximité dans les 

arbres phylogénétiques présentés, formeraient une autre classe d’isoformes. Il serait 

intéressant d’étudier le comportement transcriptionnel des autres gènes d’algues brunes 

identifiés, suite à des traitements par les pesticides, les métaux et les oxylipines, afin de 

vérifier si nous pouvons assigner à chaque classe un profil de transcription spécifique. Par 

ailleurs, compte tenu des analyses de profils, ces enzymes jouent très certainement un rôle 

différent chez l’algue brune L. digitata, et en particulier elles pourraient être impliquées 

dans des processus de détoxication des métaux lourds. Afin d’étudier plus précisément les 

GST de L. digitata, le gène LdGST54 a dores et déjà été sur-exprimé en système 

hétérologue et des tests d’activité sur l’enzyme recombinante ont été réalisés (Defranco, 

non publié).  

 

 

2) Les oxylipines et autres métabolites d’intérêt 

chez C. crispus 

 

D’une manière générale toutes les études menées jusqu’alors chez C. crispus 

tendent à montrer le rôle majeur que jouent les deux voies métaboliques des oxylipines 
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chez ce modèle : l’algue est capable de les synthétiser, elles sont perçues par l’algue et 

induisent la mise en place d’une résistance à l’infection, elles sont sans doute essentielles à 

la transduction d’un signal aboutissant à l’activation de voies de défense. Des gènes codant 

des enzymes potentiellement impliquées à différents niveaux de ces voies métaboliques ont 

été identifiés et devront être étudiés plus précisément. Notamment les cytochromes P450 

sont d’un intérêt tout particulier à cet égard. Les trois séquences isolées devront être 

reséquencées entièrement ; des expériences de 5’-RACE PCR pourront permettre 

l’obtention des séquences complètes et ainsi nous donner des indications sur l’affiliation à 

une famille pour les séquences CcCYPp1 et CcCYPt1. La séquence CcCYPt2 est 

particulièrement intéressante car elle appartiendrait à la famille 51, impliquée dans la 

synthèse des stérols. Un métabolisme de ce type reste à caractériser in vivo.  

Concernant les autres gènes identifiés, la peroxiredoxine serait impliquée dans 

l’hydroxylation d’hydroperoxydes d’acides gras libérés au cours d’un stress oxydatif. De la 

même manière que pour CcGST2, le gène CcPrx1 a été sur-exprimé en système 

hétérologue et les premiers résultats d’activité montrent que l’enzyme est également 

capable d’hydroxyler les oxylipines 13-HpODE et 13-HpOTE (Cécile Hervé, Pierre-

Olivier Defranco, communication personnelle). 

L’étude du comportement de chacun de ces marqueurs moléculaires au cours de 

traitements lipidiques pourrait nous donner des indices sur le rôle qu’ils ont à tenir dans les 

voies de biosynthèse des oxylipines chez l’algue. Des études biochimiques menées par 

Emmanuel Gaquerel ont également permis d’identifier une enzyme d’un intérêt tout 

particulier : il a ainsi isolé et caractérisé une (ω-7) hydroxylase, très certainement 

impliquée dans la biosynthèse du 11-HODE chez l’algue (Gaquerel, 2005 ; Gaquerel et 

coll., soumis). Les substrats de l’enzyme ont été identifiés (acides gras de longueur de 

chaîne variable, possédant au moins un motif 1,4-pentadiène centré autour du carbone ω-

7), et la forte régio-sélectivité de l’oxydation constitue une définition inédite au regard de 

la littérature. La caractérisation de cette enzyme, inductible par le méthyle jasmonate, 

pourrait apporter un éclairage nouveau d’ordre évolutif sur le métabolisme des oxylipines.  

 

Les oxylipines de C. crispus pourraient détenir des intérêts phytosanitaire et 

pharmaceutique, justifiant à nouveau l’élucidation de leurs voies de biosynthèse chez 

l’algue et l’isolement d’enzymes impliquées dans leur métabolisme. L’intérêt 

phytosanitaire résiderait dans le renforcement de la protection des grandes cultures contre 

les pathogènes, déjà obtenu avec des oligosaccharides d’algues marines, par application 
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d’extraits lipidiques bioactifs stimulant les défenses (brevet N°02 099 11). L’autre intérêt 

résiderait dans la propriété des produits issus d’algues élicitées à provoquer des effets 

physiologiques chez les mammifères. Leurs capacités à provoquer la différenciation du 

fibroblaste en adipocyte ont été étudiées sur des lignées murines et humaines (brevet 

N°02 099 12). Le rôle biologique majeur des oxylipines chez les plantes, et a fortiori chez 

les algues, est sans doute comparable au rôle des éicosanoïdes en tant que médiateurs 

lipidiques chez les animaux (Howe et Schilmiller, 2002). 

Chez les plantes ces composés biologiques actifs sont synthétisés de novo dans 

l’organisme, en réponse à un dommage mécanique, l’attaque d’un pathogène, où à la suite 

d’une modification environnementale ou du développement. La majorité des efforts a porté 

jusqu’à présent sur l’étude de la famille des jasmonates. Les voies de biosynthèse d’autres 

types d’oxylipines (aldéhydes, cétoles, époxydes, divinyl-éthers, hydroxydes) ainsi que 

leurs rôles dans la plante, restent à élucider. D’autre part l’identification de nouveaux 

dérivés lipidiques à cycle pentènone constitue une priorité car ils ont très certainement des 

fonctions signalitiques multiples, tels que les jasmonates chez les plantes supérieures et les 

prostaglandines chez les animaux (Farmer et coll., 2003). L’étude des oxylipines étendue à 

d’autres types d’organismes tels que les macroalgues est également essentielle pour 

l’acquisition d’une vue générale sur le métabolisme des oxylipines et leur fonction dans 

l’arbre du vivant.  

 

Au-delà des dérivés lipidiques, il est connu que les plantes sont capables de 

synthétiser une extraordinaire variété de composés dont nombre d’entre eux sont impliqués 

dans des réponses de défense. La stimulation du métabolisme secondaire des plantes à 

partir de suspensions cellulaires est parfois la seule façon d’obtenir une quantité 

satisfaisante de ces produits à haute valeur ajoutée, trouvant des débouchés dans les 

domaines pharmaceutiques, alimentaires et industriels (Zhao et coll., 2005). Le nombre de 

produits naturels retrouvés dans les plantes est estimé entre plusieurs centaines ou plusieurs 

milliers, mais seule une fraction a été entièrement caractérisée (La Camera et coll., 2004). 

Malgré l’importance de ces composés dans le métabolisme végétal et leur impact sur la 

santé humaine, notre connaissance sur leurs voies de biosynthèse et leurs rôles, reste 

fragmentaire. Ce potentiel de composés d’intérêts est également présent chez les 

macroalgues ou pourtant ce métabolisme reste encore largement inexploré.  

Parmi les molécules d’importance contenues dans les plantes, certaines d’entre elles 

sont issues de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. Elles ont des propriétés anti-
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microbiennes, anti-oxydantes, vasodilatatrices, anti-inflammatoires ou encore un rôle dans 

la prévention de développements cancéreux (La Camera et coll., 2004). Si certaines 

activités enzymatiques typiques de cette voie métabolique ont été mises en évidence chez 

C. crispus, les produits libérés restent inconnus.  

Certains métabolites d’intérêts sont, comme évoqué précédemment, utilisés en tant 

qu’éliciteurs naturels des voies de défense chez les plantes pour la protection des cultures. 

C’est le cas également de la laminarine, le glucane de réserve des algues brunes, de 

structure similaire à celle d’éliciteurs glucaniques fongiques, et capable de stimuler les 

défenses des plantes, les protégeant ainsi des infections. Cette nouvelle voie de protection 

est intéressante car elle exploite la possibilité d’utiliser des substances élicitrices d’origines 

naturelles, qui sont généralement des composés relativement simples, non coûteux et non 

toxiques. Elle offre la possibilité de lutter contre des maladies bactériennes ou virales 

contre lesquelles nous disposons de peu de moyens de protection, tout en combinant un 

large spectre d’action, un effet systémique ainsi qu’une action de type multi-sites, non-

spécifique et donc durable (Lateur, 2002). De plus ces éliciteurs ne devraient pas être sujets 

à générer des résistances chez les pathogènes, contrairement aux produits fongicides 

systémiques. De part leur nature, ces produits devraient pouvoir être agrémentés plus 

rapidement que les produits pesticides classiques. En outre leurs utilisations offrent la 

possibilité de limiter l’emploi de traitements pesticides traditionnels, en faveur de produits 

non toxiques et au coût amoindri. Leur agrémentation devrait pouvoir en être facilitée. 

Enfin un aspect essentiel qui devrait intensifier leur utilisation est leur meilleure 

acceptation par les agriculteurs et l’opinion publique par rapport aux produits pesticides 

classiques, ces derniers étant souvent accusés d’être rapidement contrés par les pathogènes, 

tout en conservant une forte rémanence dans leur environnement (Gozzo, 2003).  

 

 

3) Outils génomiques, protéomiques, 

métabolomiques 

 

Les banques EST ont été un précieux outil pour identifier des gènes d’intérêt chez 

C. crispus. Certains d’entre eux ont été présentés au cours de ce manuscrit. Les gènes de 

glutathion S-transférases font partie des gènes les plus moyennement à fortement exprimés 

dans le protoplaste : les séquences CcGST1 et CcGST2 sont constituées d’un nombre 
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importants d’EST (respectivement 41 et 12 EST), la séquence CcGST7 est divergente par 

rapport aux deux premières et constituée d’un nombre plus restreint d’EST (2 EST). Deux 

autres séquences codent potentiellement des glutathion S-transférases dans la banque EST 

de protoplastes, et appartiendraient toutes deux à la famille désormais nommée MAPEG 

(membrane-associated proteins in eicosanoid ans glutathione metabolism). Ces enzymes 

microsomales sont généralement impliquées dans le métabolisme des éicosanoïdes, avec 

des rôles dans la synthèse du leucotriène C4 (leukotriene C4 synthase, LTC4S), dans 

l’activation des activités 5-lipoxygénases (5-lipoxygenase activating protein, FLAP), dans 

la synthèse de la prostaglandine E2 (prostaglandin E2 synthase 1, PGES1) et également 

dans la réduction du 5-HpETE (Hayes et coll., 2005). Les deux séquences identifiées chez 

C. crispus sont incomplètes en N-terminal avec 490 et 677 pb pour respectivement des 

cadres ouverts de lecture de 140 et 137 acides aminés. Compte tenu de l’importance du 

métabolisme lipidique chez C. crispus, il est très probable que ces enzymes jouent un rôle 

dans la biosynthèse d’éicosanoïdes dans l’algue. L’obtention des séquences complètes 

serait une information intéressante, pouvant nous apporter des indices sur leur fonction. En 

effet la division de cette famille suivant les similitudes de séquences en quatre sous-

groupes, reflète des spécificités fonctionnelles. 

 

 Avec le développement de la génomique fonctionnelle, de la protéomique et de la 

métabolomique, des outils nouveaux et performants peuvent être appliqués à l’étude du 

métabolisme secondaire chez les plantes, et améliorer notre compréhension globale des 

processus impliqués (Zhao et coll., 2005). De tels outils, actuellement maîtrisés chez les 

plantes supérieures, sont en voie de développement chez les macroalgues. 

L’analyse de profils transcriptionnels au cours de différents traitements peut nous 

apporter des informations sur la régulation différentielle de gènes impliqués dans le 

métabolisme secondaire. Les banques d’EST et les puces à ADN sont des outils 

performants pour une telle approche. En dehors des EST de C. crispus, citons également le 

cas de l’algue brune Ectocarpus siliculosus pour laquelle nous disposons pour le moment 

d’environ 26 000 EST au laboratoire, et dont le génome est également en cours de 

séquençage au Génoscope. L’analyse de ces banques a montré la présence d’un gène 

d’AOS chez l’algue brune, enzyme participant à la synthèse du méthyle jasmonate chez les 

plantes (Cock, non publié). Un tel gène n’a jusqu’à présent pas été mis en évidence chez C. 

crispus et les enzymes conduisant à la biosynthèse de cyclopenté(a)nones dont le méthyle 

jasmonate restent inconnues. 
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Des puces à ADN à partir de gamétophytes de C. crispus, ont également été 

réalisées au laboratoire par Jonas Collén (Collén et coll., en préparation). Sur les puces 

ainsi produites, 1 920 ADNc issus des banques d’EST ont été déposés ; ils représentent 

1 205 gènes uniques. Les premières analyses ont montré que 6 % des gènes étudiés 

voyaient leurs profils d’expression modifiés au cours d’un traitement par le méthyle 

jasmonate. Parmi les gènes induits, les glutathion S-transférases sont retrouvées, mais 

également les protéines Heat Shock, des métalohydrolases et phycocyanin lyases. Certains 

gènes sont également réprimés comme ceux codant des glucose kinases et des 

phosphoglucose isomérases. De nombreux gènes de fonction inconnue sont également 

induits ou réprimés. Une analyse plus approfondie de ces résultats pourrait nous permettre 

de réaliser des groupes de gènes ayant des profils d’expression identiques. A défaut de 

pouvoir assigner une fonction à tous ces gènes, une telle démarche pourrait nous permettre 

d’avoir une vue a priori sur leur régulation au cours du traitement, et de les comparer à des 

profils similaires de gènes dont la fonction est déjà assignée. Le développement de ces 

outils, combiné à des analyses de bioinformatique, nous offre désormais des points de 

départ précieux pour étudier de façon ciblée la localisation, la régulation et la fonction de 

métabolites spécifiques (Howe et Schilmiller, 2002).  

 

Le séquençage de génomes entiers nous permet d’avoir également accès aux 

séquences d’enzymes difficiles à isoler par des analyses biochimiques, présentes en faible 

abondance dans l’organisme, instables, ou liées aux membranes. La recherche de gènes 

candidats est alors facilitée à bien des égards. Le génome d’E. siliculosus est en cours de 

séquençage, et nous espérons dans l’avenir pouvoir avoir également accès au génome 

d’une macroalgue rouge telle que C. crispus. Si un tel projet est réalisé, il nous permettra 

d’avoir accès aux gènes des enzymes dont les activités sont détectées chez ce modèle et 

pour lesquelles nous n’avons encore isolé aucun candidat, et notamment les enzymes 

potentiellement impliquées dans la voie de type 13-lipoxygénase, d’importance chez 

l’algue.  
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4) Eliciteurs et reconnaissance 

 

L’algue rouge C. crispus est un modèle particulièrement intéressant en soi car les 

deux phases du cycle de vie ont des comportements très différents suite à des élicitations 

où à l’attaque du pathogène A. operculata, aboutissant à l’activation de réactions de 

défense et à la résistance, ou à l’infection, selon la phase considérée. Des différences 

pariétales et dans le métabolisme de défense sont connues entre le sporophyte et les 

gamétophytes femelles. Les mécanismes de reconnaissance et de transduction des signaux 

sont sans doute très différents, malgré une composition génétique très similaire. 

Comprendre comment ces différences peuvent être régulées au niveau des génomes et/ou 

au-delà reste énigmatique. De même les données concernant les gamétophytes mâles sont 

inexistantes ; leur faible représentativité dans leur milieu naturel est reliée à ce constat. 

 

 Plusieurs éliciteurs d’origines biotique ou abiotique ont été identifiés chez les 

gamétophytes de C. crispus. Le cas d’A. operculata et les raisons de la perte du signal 

inducteur du burst oxydatif chez l’hôte restent obscures. Si bien des pistes ont été 

explorées pour essayer de l’expliquer, elles sont restées vaines. Malgré tout je reste 

persuadée que cette explication existe, même si elle nécessite un investissement certain en 

temps et en énergie pour être mise à jour. Elle passe sans doute par une meilleure 

connaissance du cycle de vie, recréé au laboratoire, d’A. operculata. La molécule élicitrice 

reconnue par les gamétophytes de C. crispus n’est peut-être présente qu’au moment de la 

sporulation. De même les variabilités saisonnières ont un impact sur les populations de 

l’algue rouge qui peuvent peut être expliquer une variabilité dans cette réponse au cours 

des premiers tests réalisés. 

 

L’utilisation d’éliciteurs de type abiotiques nous a permis de nous affranchir des 

variabilités de réponse, tout en nous permettant d’induire et donc d’étudier un nombre plus 

limité de réponses. Une fois de telles molécules clairement établies, leur utilisation est tout 

aussi pertinente et efficace pour analyser les voies métaboliques stimulées. Il est désormais 

reconnu que les éliciteurs biotiques, tels que l’agression par un herbivore ou un pathogène, 

et les éliciteurs abiotiques tels que le métaux lourds et les composés inorganiques, au 

même titre que les stress salins et osmotiques, induisent souvent la synthèse et 

l’accumulation des mêmes métabolites secondaires de défense (Zhao et coll., 2005). Si 
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nous avons ces dernières années concentré nos efforts sur l’étude de l’effet du méthyle 

jasmonate ou des oxylipines sur le métabolisme de défense de C. crispus, des études 

biochimiques sont à réaliser pour compléter les données moléculaires des éliciteurs 

nouvellement identifiés. Aucun de ces nouveaux composés, induisant fortement 

l’expression des gènes Ccrboh ou CcGST, n’induit un burst oxydatif chez C. crispus 

(Audrey Cosse, communication personnelle), mais leurs effets sur les activités 

haloperoxydases, shikimate déshydrogénase, phénylalanine ammonia-lyase ou sur le 

métabolisme oxydatif des acides gras restent inconnus. Les cas de l’atrazine, du 

métolachlor et du dichlorvos sont à considérer en premier lieu car ils induisent déjà 

fortement les gènes de glutathion S-transférases. Disposer d’une batterie de molécules 

induisant des réponses de défense différentes dans l’algue pourrait constituer un outil utile 

pour une meilleure analyse de ces réponses.  

 Trois intérêts majeurs résident dans l’utilisation de tels éliciteurs : ils nous 

permettent d’étudier les défenses mises en place dans l’algue suite à un stress abiotique 

défini (nous assurant par la même la reproductibilité des résultats), ces études peuvent 

aboutir à l’identification de métabolites d’intérêt nouvellement synthétisés, et dans certains 

cas à la mise en évidence d’enzymes impliquées dans des métabolismes endogènes et 

d’activités inédites.  

 

 

5) Transduction du signal 

 

La première idée forte qui ressort de ces analyses est l’extrême complexité des 

systèmes de défense chez les plantes, et a fortiori chez les macroalgues. Il est difficile 

d’envisager étudier les processus de défense chez un organisme de façon linéaire, en 

analysant séparément chaque voie impliquée. En effet les interactions sont multiples entre 

ces voies et cette complexité rend la défense possible. De fait, elle rend également d’autant 

plus ardue son analyse dans sa globalité. 

 

Une deuxième idée frappante est celle de la grande similitude des systèmes de 

transduction des signaux chez les animaux, les plantes supérieures et visiblement chez les 

macroalgues. En effet les séquences d’évènements suivant la perception d’un éliciteur ou 

d’un pathogène sont extrêmement similaires chez les plantes supérieures et les animaux, et 
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dans certains cas ces observations ont également été faites chez les algues : 

phosphorylation et déphosphorylation de protéines, influx calciques, dépolarisation 

membranaire, reflux de chlore Cl- et potassium K+, flux de protons H+, alcalinisation 

extracellulaire et acidification cytoplasmique, production de FAO, expression précoce de 

gènes de défense, production et accumulation de métabolites secondaires. Malgré 

l’éloignement phylogénétique de tous ces organismes, force est de constater qu’ils 

possèdent malgré tout de nombreux points communs. Les enzymes impliquées peuvent être 

très différentes, ou homologues mais mettre en oeuvre des systèmes de régulation 

différents. On peut s’interroger sur la convergence des systèmes de transduction des 

signaux vers un résultat commun. 

Néanmoins les macroalgues possèdent une différence de taille par rapport aux 

plantes supérieures et aux animaux : l’absence de tout système conducteur (respectivement 

phloème, xylème et vaisseaux) permettant de véhiculer des signaux rapidement vers des 

zones éloignées de leur lieu de production. Il n’est pas dit que l’absence de ces structures 

chez les algues les prive d’une telle capacité. En effet il est tout à fait possible qu’elles 

aient su au cours de l’évolution tirer parti de leur milieu environnant, le milieu marin 

constituant l’un des meilleur véhiculant de métabolites hydrophiles. Des études ont 

abordées ce point et ont confirmé le relargage par des algues attaquées, de composés 

stimulants la mise en place de réactions de défense chez les algues voisines (Toth et Pavia, 

2000). Il s’agit peut-être là d’un système tout aussi efficace dans la protection et à moindre 

coût énergétique pour l’organisme, le transport des métabolites étant assuré par l’élément 

extérieur. 

 

6) Immunité innée 

 

Tout comme les animaux, les plantes supérieures ont acquis la capacité de se 

défendre contre des pathogènes infectieux. Les similitudes vont sans doute au-delà des 

réponses impliquées, vers l’existence chez les plantes d’une immunité innée, qui possède 

des différences évidentes mais des similitudes toutes aussi frappantes avec les mécanismes 

de l’immunité innée bien décrits chez les animaux.  

 

Comme dans le cas de l’activation de l’immunité innée chez les animaux, la mise 

en place de la résistance systémique acquise chez les plantes supérieures, aboutit à la 
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protection de la plante entière. En revanche les réponses sont généralement plus faibles en 

dehors des zones d’infection ; on assiste par exemple à la production de ce que l’on nomme 

des « micro-bursts », qui sont des bursts oxydatifs d’intensité moindre que ceux observés 

au niveau du lieu d’infection. Seul un nombre limité de réponses de défense est donc activé 

en dehors de ce lieu, et elles sont de plus faible intensité par rapport aux réponses locales. 

Cela permet en réalité à la plante de se maintenir en « état de veille » dans le cas d’attaques 

ultérieures, tout en minimisant son coût énergétique.  

En revanche le processus de résistance chez la plante met en jeu des réponses de 

défense très spécifiques à cette lignée. Chez les mammifères l’immunité repose notamment 

sur des cellules spécialisées dans la destruction des pathogènes (cellules phagocytaires) et 

sur des molécules capables de reconnaître spécifiquement des molécules de surface du 

pathogène (anticorps). Les plantes quant à elles vont produire une grande diversité de 

métabolites qui vont permettre la protection, soit directement grâce à leurs propriétés 

antimicrobiennes, soit de part leur capacité à  stimuler des processus de défense (acide 

salicylique, éthylène, acide jasmonique). Ces activations et production de métabolites vont 

permettre de protéger la plante contre des attaques ultérieures, qui peut s’inscrire dans la 

durée (quelques semaines à quelques mois) tout en n’étant pas définitive. Par ailleurs 

lorsque la plante met en place un processus de résistance, elle se protège ainsi contre un 

large spectre de micro-organismes, et pas uniquement contre le micro-organisme 

spécifiquement incriminé.  

Tout comme chez les animaux, une réaction extrême de défense chez les plantes 

supérieures va être l’induction de la mort cellulaire au cours de réactions hypersensibles, 

pouvant aboutir à des nécroses ; un phénomène qui rappelle l’apoptose chez les cellules de 

mammifères. Une telle réponse chez ces organismes a pour but de priver les agents 

pathogènes de tout accès aux nutriments, de limiter leur propagation en les cloisonnant 

dans des cellules destinées à mourir, tout en émettant des signaux induisant des réponses 

de défense dans les cellules environnantes. Il est intéressant de constater que chez ces 

différentes lignées multicellulaires, les êtres vivants sacrifient en dernier recours une partie 

de leurs cellules au cours d’un processus infectieux, au profit de la survie de l’organisme 

entier.  

 Si les plantes ne disposent pas de gènes ayant une structure en mosaïque 

aboutissant à la production d’anticorps chez les animaux, dans le cas de résistances 

spécifiques, l’information de reconnaissance du pathogène est malgré tout contenue dans le 

génome. La plante possède en effet, dans le cas de réactions incompatibles suivant le 
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modèle gène-à-gène, un gène codant un récepteur R spécifique du produit d’avirulence avr 

de l’agent infectieux. Ainsi ce dernier contient lui-même l’information qui va conduire à sa 

propre perte. Si des interactions directes entre les protéines R et avr ont été démontrées 

chez certains modèles, la situation semble être plus complexe dans de nombreuses 

interactions plante/pathogène. Les protéines avr agiraient alors comme des facteurs de 

virulence, stimulant par leur action la protéine R en tant que complexe de perception, ayant 

une fonction signalitique dans la plante (Nurnberger et coll., 2004). Les phénomènes de 

l’immunité ont largement été étudiés chez les mammifères et les insectes. Si les 

mécanismes signalitiques initiés au cours des interactions plante/pathogène commencent 

tout juste à être identifiés, des avancées significatives ont été faites ces dernières années 

sur les principes moléculaires de la résistance des plantes aux maladies, et semblent très 

proches de ceux déjà identifiés chez les animaux. Ainsi les motifs structuraux 

prédominants de type LRR (Leucine Rich Repeats) des protéines R chez les plantes 

rappellent de façon assez intrigante, l’architecture des récepteurs TLR (Toll-like receptor) 

interagissant avec des molécules PAMP (pathogen-associated molecular patterns) dérivés 

de pathogènes chez les mammifères, et qui ont la capacité d’activer la reconnaissance et de 

stimuler l’immunité (Cohn et coll., 2001 ; Nurnberger et coll., 2004). Les similitudes 

frappantes entre les différentes lignées suggèrent que l’immunité innée est sans doute issue 

d’un système ancien de défense qui a perduré au cours de l’évolution et dont certains traits 

caractéristiques de reconnaissance ont été conservés chez ces différents organismes. 

 Certains traits caractéristiques de l’immunité sont conservés chez les algues 

marines. Le fait que des mécanismes basiques de reconnaissance de pathogènes et de 

signalisation, soient communs aux algues marines, aux plantes terrestres et aux animaux, 

suggère que l’apparition de ces fonctions cellulaires essentielles a eut lieu dans le milieu 

marin. En revanche certaines propriétés sont également spécifiques des lignées incriminées 

ou issues d’adaptations environnementales. L’étude à différents niveaux biologiques 

(moléculaire, cellulaire et entre individus) des réponses mises en place par les algues 

marines, pour lutter contre des infections ou des attaques, est certainement nécessaire à la 

détermination des règles spécifiques gouvernant les interactions biotiques des végétaux 

dans l’environnement marin, et au-delà permettra sans doute d’apporter des réponses à des 

questions d’ordre plus général sur la façon dont l’immunité à évolué chez les eucaryotes 

(Potin et coll., 2002).  
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Abstract The red macro-alga Chondrus crispus is known
to produce superoxide radicals in response to cell-free
extracts of its green algal pathogenic endophyte Acro-
chaete operculata. So far, no enzymes involved in this
metabolism have been isolated from red algae. We re-
port here the isolation of a gene encoding a homologue
of the respiratory burst oxidase gp91phox in C. crispus,
named Ccrboh. This single copy gene encodes a poly-
peptide of 825 amino acids. Search performed in avail-
able genome and EST algal databases identified
sequences showing common features of NADPH oxid-
ases in other algae such as the red unicellular Cyani-
dioschyzon merolae, the economically valuable red
macro-alga Porphyra yezoensis and the two diatoms
Phaeodactylum tricornutum and Thalassiosira pseudo-
nana. Domain organization and phylogenetic relation-
ships with plant, animal, fungal and algal NADPH
oxidase homologues were analyzed. Transcription
analysis of the C. crispus gene revealed that it was over-
transcribed during infection of C. crispus gametophyte
by the endophyte A. operculata, and after incubation in
presence of atrazine, methyl jasmonate and hydroxy-
peroxides derived from C20 polyunsaturated fatty acids
(PUFAs). These results also illustrate the interest of
exploring the red algal lineage for gaining insight into
the deep evolution of NADPH oxidases in Eukaryotes.

Keywords Chondrus crispus Æ NADPH oxidase Æ
Acrochaete operculata Æ Real-time PCR Æ Methyl
jasmonate

Introduction

Rapid generation and accumulation of reactive oxygen
species (ROS), also named oxidative burst, represents an
early characteristic feature of the response following
perception of pathogen signals in plants (Baker and
Orlandi 1995; Lamb and Dixon 1997; Wojtaszek 1997),
animals (Wientjes and Segal 1995; Segal 2005) and algae
(Potin et al. 2002).

NADPH oxidase is assumed to be the key enzyme
involved in the antipathogen action by triggering the
generation of the oxidative burst. The membrane-bound
enzyme catalyses the production of superoxide anions
O2
� from oxidation of intracellular NADPH, O2

� being
subsequently dismutated to H2O2 and other ROS used
for host defense (Sutherland 1991). It is admitted that
rapid electron flow takes place from the cytosolic
NADPH electron donor to the extracellular O2 electron
acceptor via FAD and the two independent hemes
(Vignais 2002). This cellular process is well described
and understood in phagocytic cells. The leukocyte
NADPH oxidase is composed of two main subunits
anchored in the membrane: the glycoprotein gp91phox

(phox for phagocyte oxidase), also known as Nox2,
which conserved all the catalytic machinery, and the
p22phox. The others components are cytosolic and
assemble to the complex upon stimulation. All of them
are needed for the NADPH oxidase activity in mammals
neutrophils (Leusen et al. 1996; Vignais 2002).

In recent years, it has become clear that non-phago-
cytic cells also generate superoxide at lower levels. The
subsequent search for gp91phox homologues in mammals
led to the identification of two additional families:
NADPH oxidase family members (Nox) which have
approximately the same length as gp91phox, and Dual
oxidase family members (Duox) which contain an N-
terminal extension consisting of two Ca2+-binding EF-
hand motifs, an additional transmembrane helix, and a
peroxidase domain (Banfi et al. 2001). The Nox family
includes Nox1, also known as Mox1 (Suh et al. 1999),
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Nox3, Nox4, also designated Renox (Geiszt et al. 2000;
Shiose et al. 2001), and Nox5. Among the Nox family
members, Nox3 is the most similar to gp91phox and
Nox5 the most divergent (Cheng et al. 2001). Nox5 is
different from all other members by its unique N-ter-
minal extension that contains three EF-hand motifs. The
Duox family includes the Duox1 and Duox2 isoforms,
also termed ThOX1 and ThOX2 (Dupuy et al. 1999),
identified in humans. Homologues have also been found
beyond mammal group in Caenorhabditis elegans and
Drosophila melanogaster.

Since the late 1990, a number of homologues of
gp91phox, named respiratory burst oxidase homologues
(rboh), have been discovered in higher plants. Plant
homologues have been isolated from rice (Groom et al.
1996; Torres et al. 1998), Arabidopsis thaliana (Desikan
et al. 1998; Keller et al. 1998; Torres et al. 1998), tomato
(Amicucci et al. 1999), potato (Yoshioka et al. 2001) and
tobacco (Simon-Plas et al. 2002; Yoshioka et al. 2003).
Antibodies to either p22phox enzymatic component, or
the regulatory ones p47phox and p67phox, have detected
cross-reacting plant proteins of similar molecular mass
(Desikan et al. 1996). However, plant genes that encode
any of these components have never been reported. In
addition, no significant evidence for their existence has
been identified in the complete A. thaliana genome.
Furthermore, Sagi and Fluhr (2001) have shown that the
plant plasma membrane NADPH oxidase in tomato can
produce O2

� in absence of additional cytosolic compo-
nents. The large subunit homologue to gp91phox seems
thus to be the unique protein required for NADPH
oxidase activity in plants.

In organisms where several NADPH oxidases have
been isolated, each isoform may have distinct implica-
tion in generation of defence reactions. Gp91phox ho-
mologues encoded by genes constitutively expressed
contribute to phase I of the oxidative burst whereas
gp91phox homologues genes which are specifically in-
duced by elicitors are responsible of de novo proteins
synthesis required for phase II of the burst (Yoshioka
et al. 2001). StrbohA and NbrbohA in potato and
tobacco respectively, are constitutively expressed, while
StrbohB and NbrbohB genes are induced by pathogenic
elicitors, by salicylic acid and arachidonic acid (Yo-
shioka et al. 2001, 2003). In A. thaliana, the AtrbohD
gene is induced by H2O2 and harpin (Desikan et al.
1998). In mammals, the expression patterns of NADPH
oxidase genes are tissue specific and do not correspond
to the expression profile of gp91phox (Banfi et al. 2001;
Cheng et al. 2001). Differences in gene expression
mechanisms and rates may reflect functional specificities,
which in some cases go beyond implications in defence
immunity. New insights attribute additional roles to
NADPH oxidase isoforms as cellular growth regulation.
ROS generated by NADPH oxidase isoforms have role
in development and sexual differentiation in fungi (Lara-
Ortı́z et al. 2003; Aguirre et al. 2005). In mammals,
Nox5 is likely to be involved in cell division during
spermatogenesis (Banfi et al. 2001). In recent years, it

has been shown that ROS produced by NADPH oxidase
homologues in plants were implicated in a wide range of
plant responses, such as plant cell expansion through the
activation of Ca2+ channels (Foreman et al. 2003),
stomatal closure (Kwak et al. 2003), accumulation of
stress hormones (Vranová et al. 2002) and induction of a
large set of defence-related genes (Hancock et al. 2001;
Neill et al. 2002). Complexity in specific roles and in
regulation of these enzymes are supported by different
tissue distribution, variation in gene expression and
amounts of superoxide produced by all NADPH oxidase
isoforms.

Ferric reductases have been identified in yeasts,
higher plants, and share striking similarities with
NADPH oxidases homologues. Topology and catalytic
machinery are conserved. Six transmembrane domains
identified in gp91phox are conserved in ferric reductases
from yeast and the N-terminal region slightly longer can
carry one additional hydrophobic stretch (Martins et al.
1998; Waters et al. 2002). These enzymes are responsible
for reducing extracellular Fe3+ by one electron before
high-affinity uptake and use cytosolic NADPH as elec-
tron donor. Transfer takes place through FAD and he-
mes to the extracellular Fe3+ electron acceptor (Grotz
and Guerinot 2002; Schroder et al. 2003). By analogy to
gp91phox, superoxide might be generated as a transient
intermediate to reduce Fe3+ (Schroder et al. 2003).
However, ferric reductases and NADPH oxidases
homologues in yeast and higher plants exhibit major
different regulation traits as ferric reductase genes
are usually induced under iron or copper deficiencies
(Waters et al. 2002; Schroder et al. 2003).

Generation of H2O2 has been demonstrated during
infection of marine macro-algae by pathogens including
bacteria (Weinberger and Friedlander 2000; Kupper
et al. 2001; Weinberger et al. 2001) and endophytic fil-
amentous algae (Bouarab et al. 1999; Kupper et al. 2001,
2002). Elicitors released from wounding such as oli-
goguluronates also induce an oxidative burst in the
brown alga Laminaria digitata (Kupper et al. 2001). In
Gracilaria conferta, oligoagars gave a similar response
(Weinberger et al. 2001). Gametophytes of the red alga
Chondrus crispus, when triggered with cell-free extracts
of its green alga endophyte Acrochaete operculata, gen-
erate an oxidative burst, which is inhibited by diphen-
ylene inodium (DPI), an inhibitor of flavoenzymes like
NADPH oxidases. Moreover, when inoculated with DPI
the gametophytes lost their resistance to A. operculata
infection (Bouarab et al. 1999), suggesting the involve-
ment of a NADPH oxidase homologue in the generation
of oxidative stress and subsequent protective metabo-
lisms in the red alga.

We report here the first identification of genes
encoding homologues of the respiratory burst oxidase in
two independent eukaryotic lineages, the Rhodophyta
(red algae) and the diatoms. The term algae actually
encompasses several distinct photosynthetic eukaryotes
lineages, which emerged independently in the course of
evolution. Green algae are the ancestor of the terrestrial



plants and belong to the so-called green lineage. Red
algae are considered as a sister group to green plants,
which are derived from a primary endosymbiosis event
(Baldauf 2003). Diatoms belong to the major mono-
phyletic group of Heteronkonta also comprising the
Phaeophyta (brown algae), which acquired their plastids
through a secondary endosymbiosis event (Falkowski
et al. 2004). Protein sequences deduced from theses
genes were compared with previously characterized
NADPH oxidases and ferric reductases in order to gain
insight into the phylogenetic relationships of eukaryotic
NADPH oxidases and homologues. We also investi-
gated changes in Ccrboh transcription during infection
of C. crispus by A. operculata and after different chem-
ical treatments.

Materials and methods

Plant material, infection experiments and chemical
treatments

Experiments were performed with gametophytic C. crispus
unialgal isolates (strain JC 001 PC-G). Cultivation
was carried out at 13�C in enriched seawater medium
SFC (Correa et al. 1988), using a photoperiod of 10 h of
light and 14 h of darkness. Photon flux density was
40 lmol/m2/s, and the culture medium was changed
weekly. Large-scale unialgal cultures of A. operculata
(isolate KH 040687-1-1) were grown in enriched sea-
water medium SFC by using a photoperiod of 16 h of
light and 8 h of darkness at a photon flux density of
40 lmol/m2/s. The culture medium was changed weekly.

For infection trials, 200 mg of fresh weight green alga
was first incubated in 100 ml SFC medium in Petri
dishes during 18 h at 4�C in darkness to induce release
of zoospores. At maximum sporulation, inoculation was
performed by culturing ten 200 mg fragments of C.
crispus gametophytes, first maintained in fresh seawater
during at least 18 h, each in 100 ml A. operculata spor-
ulation medium. Zoospores states, from release until
fixation at the surface of C. crispus fronds and germ-
lings, were verified with a light microscope during the
96-hour periods of infection trials. Thallus in seawater
SFC medium were used as controls. Samples were har-
vested after different times of incubation.

Ten mM stock solutions of CdCl2 (Sigma, Deis-
enhofen, Germany), CuSO4 (Prolabo), ZnCl2 (Prolabo),
AlCl3 (Sigma), stock solution of H2O2 (Sigma) at
500 mM, dichlorvos (Sigma), glyphosate (Sigma),
paraquat (Sigma) at 25 mM, stock solution of Messen-
ger� (EDEN Bioscience, USA) at 10 g/l, were prepared
in seawater. One hundred mM stock solutions of sali-
cylic acid (Sigma), metolachlor (Sigma), atrazine (Sig-
ma) and 2,4-D (Sigma) were prepared in acetone. Ten
mM stock solution of methyl jasmonate (Sigma) was
prepared in DMSO. All stocks were stored at �80�C.
Five mM solution of hydroxyperoxides of polyunsatu-
rated fatty acids (PUFAs) [13S-hydroperoxy-9Z,11E-

octadecadienoic acid: 13(S)-HpODE; 13S-hydroperoxy-
9Z,11E,15Z-octadecatrienoic acid: 13(S)-HpOTE; 12-
hydroperoxy-5Z,8Z,10E,14Z-eicosatetraenoic acid:
12(±)-HpETE; and 15S-hydroxy-5Z,8Z,11Z,13E-eico-
satetraenoic acid: 15(S)-HETE] (Cayman Chemicals,
MI, USA) were prepared in DMSO immediately before
used. To perform chemical treatment, 100 mg of C.
crispus gametophytes were first maintained in Petri
dishes with seawater during at least 18 h. Chemicals
were then added at a final concentration of 10 mM for
H2O2, 200 lg/ml for Messenger (to have an estimated
final harpin concentration of 6 lg/ml), 500 lM for
salicylic acid and for all the pesticides tested, 200 lM for
all the heavy metals, 100 lM for methyl jasmonate and
50 lM for each oxygenated derivatives of PUFAs. An
equal volume of solvent was used in each corresponding
control treatment. After 3 h of incubation, plants were
harvested, frozen in liquid nitrogen and stored at �80�C
until use.

DNA and RNA isolation

For extraction of genomic DNA, frozen gametophyte
tissues were first ground to a fine powder in liquid
nitrogen and homogenized in extraction buffer con-
taining 100 mM Tris–HCl pH 8.0, 2% CTAB, 1.5 M
NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM DTT. DNA was then
extracted by two phases partitioning with chloroform
and finally precipitated with isopropanol. The pellet was
re-suspended in 10 mM Tris–HCl pH 7.5, 1 mM EDTA
(TE) before purification by cesium chloride gradient.

For total RNA extraction, frozen gametophyte tissue
was ground to a fine powder in liquid nitrogen and
homogenized in extraction buffer, containing 100 mM
Tris–HCl pH 7.5, 2% CTAB, 1.5 M NaCl, 50 mM
EDTA, 50 mM DTT. Total RNA was then extracted by
two phase partitioning with chloroform and precipitated
with lithium chloride. To eliminate the residual genomic
DNA present in the preparation, the extracts were
treated by an RNAse-free DNAse I (Stratagene)
according to the manufacturer’s instructions.

Cloning and sequencing

Alignment of human gp91phox, plant rbohs and algal
NADPH oxidase homologues permitted the design of
degenerated primers. One was NOX1, 5¢-CA(A/
C)TGGCA(C/T)CCNTT(C/T)ACNAT(A/C/T)-3¢ and
the other NOX2, 5¢-NGCNGG(A/G)CTNCC(A/
G)TANGG-3¢. Using genomic DNA as template, these
primers amplified a fragment that was cloned in the
pCR2.1�-TOPO (Invitrogen) and subsequently se-
quenced. This 165-bp fragment was labelled with [a-
32P]-dCTP using the ReadyPrimeTM Random Primed
DNA Labelling kit (Amersham-Biosciences, USA). A C.
crispus cDNA thallus library (Collén et al. 2006, in
Press) was then screened using this probe. Hybridization



and signal detection were carried out according to the
manufacturer’s protocol. Positive clones were sequenced
and they were all corresponding to the same cDNA,
which contained an incomplete ORF. The full-length
cDNA was obtained by 5¢-RACE PCR, using the
SMARTTM RACE cDNA amplification kit (BD Bio-
sciences, USA) and a specific primer NOX3, 5¢-CCA
CCGGAGATGAGAACGACTCGC-3¢. Positive DNA
fragments were additionally sub-cloned and sequenced.

The cDNA inserted in the clone AV429771 ordered
from the Porphyra yezoensis EST resource was fully
sequenced. This sequence was assembled with overlap-
ping EST of the P. yezoensis showing high similarity
to NADPH oxidases from mammals, to obtain the
full-length sequence Pyrboh.

Southern blot analysis

Genomic DNA (5 lg) was digested with several
restriction endonucleases (EcoRI,HindIII and XhoI) and
then separated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel.
The gel was denatured and blotted onto a Hybond N+
nylon membrane (Amersham Pharmacia Biotech,
Chalfont, USA) by the method of Southern (Southern
1975). A fragment of 556-bp corresponding to the N-
terminal portion of Ccrboh, including FAD and
NADPH-ribose binding sites, was amplified with the
primers NOX4 (5¢-TCAGTACGCAGAGGTCCAG
GT-3¢) and NOX5 (5¢-GGCATCGACCATCTCCAC
TTC-3¢) using one of the positive clones mentioned
above as template. This specific probe was then labelled
with fluorescein-11-dUTP using the GeneImagesTM

Random Primed Labelling kit (Amersham-Biosciences)
to hybridized the blot under high stringency condition:
hybridization was performed overnight at 60�C, and the
membrane filter was washed at 60�C once with 1·SSC,
0.1% SDS for 15 min, and then washed once with
0.5·SSC, 0.1% SDS for 15 min. Chemiluminescence
detection was carried out according to the manufac-
turer’s instructions.

DNA and amino acid sequence analysis

Amino acid sequence of red algal and diatom NADPH
oxidases homologues were aligned with previously
characterized rboh, Duox, Nox and ferric reductase se-
quences using the Mafft program at http://bioinfor-
matics.uams.edu/mafft/ and alignments were edited in
ESPrit 2.2-ENDscript 1.0 at http://espript.ibcp.fr/
ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi.

Alignment performed on the full-length sequences
was used for phylogenetic analyses. By the global gap
removal mode, 292 informative sites were recognized on
such alignment using the Phylowin program. Consensus
tree presented was then made using the neighbour
joining method with the PAM matrix and 1,000
bootstraps replicates. Trees obtained by the Phylowin
program were then edited in TreeView.

Hydropathy analyses were performed using the
Kyte–Doolittle algorithm with a window screen of 19 at
http://occawlonline.pearsoned.com/bookbind/pubbooks/
bc_mcampbell_genomics_1 /medialib/activities/kd/kyte-
doolittle.htm.

Real-time PCR

Total RNA was extracted as previously described,
quantified by spectrophotometry, and loaded on an
agarose gel to check their integrity. Total RNA (4.2 lg)
was reverse transcribed using the Superscript II RT kit
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instruc-
tions.

Real-time PCR was performed in a GeneAmp 5700
sequence detection system (Applied Biosystems, Wash-
ington, UK) using the SYBR Green PCR master kit
(Applied Biosystems) according to the manufacturer’s
instructions. The primers used in the reaction were rec-
ommended by Primers Express 1.0 software (Applied
Biosystems). They are targeted against sequences of the
Ccrboh gene. The primers had the following sequence:
NOX6 was 5¢-CCCCAAGGCTTTCAGTTACCA-3¢;
and NOX7 was 5¢-GGTGCCACTCACGGTTAAT
GA-3¢, enclosing an amplicon of 73 bp covering nucle-
otides 844–917 according to the Ccrboh gene. All 40
PCR cycles were performed according to the following
temperature regimen: 95�C for 15 s, 60�C for 60 s. To
generate a standard curve, genomic DNA of C. crispus
was used as a reference matrix. Aliquots of fivefold serial
dilution of this genomic DNA were used as a standard
during each real-time PCR setup. Knowing the mass of
the genome of C. crispus gametophyte (0.16 pg) permit
to determine the number of genomes presents in this
dilution range, and these values were used as reference
for the calculation of the number of cDNA molecules
present in each sample tested. This quantity in unknown
samples was calculated by the GeneAmp 5700 system
according to the generated standard curve and expressed
as a number of C. crispus genomes per nanogram of
total RNA. The same conditions were used with the
actin gene as the internal control. In this case, the
primers ACT1 (5¢-CCGCCGTGGTGTTCTCAT-3¢)
and ACT2 (5¢-ATCTTCTCCATGTCGTCCCAGTT-3¢)
were used for the real-time PCR. These primers were
deduced from the C. crispus mRNA actin sequence
published in Genbank (U03676). The suitability of the
primers in term of specificity and efficiency of annealing
has been verified by determining the dissociation curve
at the end of the experiment and the rate of amplifica-
tion at each cycle for each couple.

Each chemical treatment was repeated at least two
times independently, and inoculation of C. crispus
gametophytes with A. operculata was repeated twice.
Within each experiment, at least two data were aver-
aged for each sample. To standardize the data, the
ratio of the absolute transcript level of the NADPH
oxidase homologue to the absolute transcript level of



actin was calculated for each sample. The relative
changes in Ccrboh mRNA expression were calculated
as x-fold changes relative to the appropriate control
experiment for the different chemical treatments. For
the infection experiment, the relative changes in
Ccrboh mRNA expression were calculated as x-fold
changes relative to the expression in non-infected
thallus.

Results

Isolation of NADPH oxidase homologue genes
from C. crispus and other algae

Search of the first large-scale red algae database publicly
available, i.e. the P. yezoensis EST database (Nikaido
et al. 2000; Asamizu et al. 2003) for gp91phox homo-
logues revealed the presence of eleven ESTs presenting
high similarity to previously isolated mammals NADPH
oxidases. Assembling of these ESTs did not permit to
obtain the full-length sequence of a Porphyra gp91phox

protein. However, the EST AV429771, giving the high-
est score in the search analysis, was aligned with previ-
ously characterized plant and mammalian gp91phox

homologues to design degenerated primers. Using C.
crispus genomic DNA as template, a fragment of 165 bp
was amplified, labelled and utilized to screen a C. crispus
thallus cDNA library. Hybridization on 4·105 pfu lead
to the identification of four positive clones correspond-
ing to the same cDNA of 2,513-bp encoding a partial
peptide showing high similarity to gp91phox protein. The
5¢-end of this cDNA was isolated by 5¢-RACE PCR. A
1,014-bp long fragment containing a translation start
codon followed by an open reading frame with a coding
capacity of 234 aa was isolated. Both sequences were
assembled to form a contiguous sequence of 2,708 bp.
Assuming that the coding region within this cDNA is
full-length, Ccrboh is a 2,478-bp ORF, with 5¢-UTR and
3¢-UTR of 76 and 154 bp respectively. It encodes a
protein of 825 amino acids with a predicted molecular
mass of 93 kDa. Ccrboh amino acid sequence exhibited
21% of similarity to the human gp91phox, with highest
identity in the conserved motifs such as the FAD and
NADPH binding sites (Fig. 1).

To establish the copy number of Ccrboh, Southern
blot hybridization was performed on C. crispus game-
tophyte genomic DNA in high stringency conditions. A
cDNA probe of 556-bp corresponding to the N-termi-
nal portion of Ccrboh, including FAD and NADPH-
ribose sites and thus covering positions 871–1,426 of
the 2,708-bp cDNA fragment, was used to probe
genomic DNA restricted by one or two restriction en-
zymes. It revealed one major band for each condition
tested (Fig. 2). Two minor bands were detected in the
EcoRI lane. Size of the major bands revealed in the
different restriction conditions was in agreement with

what was expected from the restriction map of the
2,708-bp cDNA sequence, where two EcoRI sites were
identified at position 1,546 and 2,446, one HindIII site
at position 359 and one site for XhoI at position 1,826.
These results suggest that a single copy of Ccrboh gene
is present in the C. crispus genome.

In addition, total RNA from C. crispus gameto-
phytes, was fractionated on denaturing agarose gel and
used for Northern blotting. Hybridization was carried
out with the probe mentioned above. The size of the
transcript was estimated at 3,000-bp, in the same range
that the length expected from the cDNA sequence (data
not shown).

In parallel with the cloning of Ccrboh, the P. yezo-
ensis clone AV429771 was fully sequenced to obtain a
cDNA sequence of 3,294 bp, named Pyrboh, containing
an ORF of 2,712 bp, with 5¢-UTR and 3¢-UTR of 220
and 362 bp, respectively. It encodes a protein of 903 aa
with a predicted molecular weight of 98 kDa. Pyrboh
showed 33% of similarity with Ccrboh and 19% with
human gp91phox. The two red macro-algal NADPH
oxidase related sequences, Ccrboh and Pyrboh, were
used to identify homologues by blast analysis in
available micro-algal EST and genome databases.
Two homologues, called arbitrarily Cmrboh1 (locus
CMG089C) and Cmrboh2 (locus CMR353C), were
identified in the genome of the primitive red unicellular
Cyanidioschyzon merolae (Matsuzaki et al. 2004).
Cmrboh1 was 2,595 bp long, with an intron of 141 bp
between the nucleic acid 1,975 and 2,115 of this locus.
After in silico splicing of the intron, Cmrboh1 display a
2,454-bp ORF and Cmrboh2 a 2,808-bp ORF, encod-
ing protein of 817 and 935 amino acids, respectively.
These two amino acid sequences were 50% similar and
31% identical. Data mining allowed identifying four
full-length cDNA homologues from diatom genomes.
From the Phaeodactylum tricornutum EST database
(Maheswari et al. 2005), two putative rboh genes,
named respectively Ptrboh1 (ORF of 1,779 bp) and
Ptrboh2 (ORF of 1,569 bp) were isolated, encoding for
proteins of 592 and 522 amino acids, respectively. In
the Thalassiosira pseudonana genome (Armbrust et al.
2004) other putative isoforms, called Tprboh1
(TPFRO96211, ORF of 1,806 bp) and Tprboh2
(TP93FRO, ORF of 1,869 bp) and encoding for pro-
tein of 601 and 622 amino acids, respectively, were also
identified by blast analysis. It is interesting to note that
the length of the diatoms amino acid sequences was
approximately of the same size than the human
gp91phox protein (570 aa), whereas the red algal
NADPH oxidase homologues were at least 200 amino
acids longer than these sequences. Percentage of
similarity determined between the two T. pseudonana
sequences and between both P. tricornutum ones, i.e.
75 and 71% respectively, were higher that the value
observed for the comparison of the two C. merolae
sequences (50%).



Sequence analysis and domain organization in the red
algal NADPH oxidases homologues

The red algal NADPH oxidase homologues were aligned
with the human gp91phox sequence (Fig. 1a). This com-
parison showed that the red algal sequences contained

two pairs of conserved histidine, a FAD and a NADPH-
ribose binding site in the N-terminal region. These fea-
tures are conserved not only in plant and animal
NADPH oxidases, but also in ferric reductases from
diverse origins and in diatoms gp91phox homologues.
Moreover, a NADPH-adenine binding site was identi-

a

b

Fig. 1 Alignment of the C. crispus Ccrboh amino acid sequence
with those of P. yezoensis (Pyrboh), C. merolae (Cmrboh1 and
Cmrboh2) and the human gp91phox. Perfectly conserved and well-
conserved positions in the alignment are boxed in dark and grey
scale respectively. a FAD conserved binding site is indicated by
stripes and NADPH conserved binding site by solid stars. Histidine

residues involved in heme binding are indicated by H. Ten potential
transmembrane-spanning domains (TDM1 to TMD10) are pre-
dicted in the Ccrboh sequence. b Alignment of motifs conserved in
Nox, Duox, plant rboh, plant and yeast ferric reductases, diatoms
and red algae NADPH oxidase homologues



fied in the C-terminal part of the four new red algal
sequences (Fig. 1b). The hydropathy profiles show that
the six hydrophobic stretches, usually identified in the
C-terminal region from gp91phox and plants homo-
logues, are conserved in the algal sequences, with the
transmembrane domains 3 and 5 containing the two
pairs of histidine. However, the red algal sequences
exhibit a singular extended sequence of nearly 300 amino
acids inserted between the two NADPH binding sites.
One part was suspected to be cytosolic but did not seem
to have a catalytic function when studied apart from the
overall sequence. Hydropathy analysis of this insert
showed that the second half of the red algal sequences
carried four additional transmembrane domains
(Fig. 3a). Despite the low degree of sequence similarity
on this fragment, the same topology is conserved in the
four red algal sequences. This insert can be considered as
an evolutionary signature, typical of red algal NADPH
oxidase related sequences and strongly suggesting that
they all display the same function. Such an insertion in
the sequence remote the two NADPH binding sites one
from each other, which will need to be brought closer in
the active enzyme, as shown in the schematic represen-
tation of the red algal NADPH oxidase homologues
topology (Fig. 3b). This feature will probably influence
the folding of the protein through the membrane. No
putative calcium-binding domain was identified in the
algal sequences. Thus, the red algal sequences are

predicted to have ten transmembrane-spanning domains
where the six firsts correspond to those identified in
gp91phox or homologues and the last ones are situated in
the insert.

Phylogenetic analyses

Using Mafft program, algal sequences were compared to
a set of 34 sequences including Nox, Duox, rboh and
ferric reductases from diverse origins. Based on the
amino acid sequence alignment, a portion of 292 infor-
mative residues was used to construct a consensus phy-
logenetic tree by the neighbour joining method in order
to estimate the evolutionary relationships between the 42
proteins (Fig. 4). Trees revealing the same topology were
also obtained using independently fraction of sequence
containing the common catalytic sites identified in each
type of enzyme, i.e. the transmembrane domains 3 and 5,
and binding sites for the FAD, the NADPH-ribose and
the NADPH-adenine. Results obtained with the maxi-
mum likelihood method were in agreement with those
generated by the neighbour-joining algorithm. Addi-
tional phylogenetic analyses were also performed using
others distance-based methods and gave mainly the
same results (electronic supplementary material). From
these trees, three main clusters could be distinguished.
The first contained the yeast ferric reductases and the T.
pseudonana sequences. Three sequences representing
plant ferric reductases were found to be closely linked to
this cluster. The second major cluster included the Nox5
alpha and the newly identified red algal sequences.
Bangiophycidae (Cmrboh1, Cmrboh2 and Pyrboh) and
Florideophycidae (Ccrboh) rboh homologues group to-
gether. P. tricornutum sequences were closely related to
theses sequences, and thus, group separately from the T.
pseudonana proteins. The third major cluster contains
three strongly supported sub-groups. Duox sequences
grouped together, with two branches, one corresponding
to the mammal enzymes, the other to the C. elegans
sequence. The second sub-group included the mamma-
lian Nox isoforms. The third sub-group consisted in 14
plant rboh, forming two main clades, independent of the
source of the sequences. One group contains NbrbohA,
StrbohA and Lerboh1 sequences, which are constitu-
tively expressed in tobacco, potato and tomato, respec-
tively. The second group contains NbrbohB, StrbohB
and AtrbohD proteins whose transcription has been
shown to be induced by pathogen extract (Desikan et al.
1998; Yoshioka et al. 2001, 2003).

Analysis of Ccrboh expression

The absolute steady-state transcript level of Ccrboh was
monitored by quantitative RT-PCR. An average of 150
copies of transcripts (expressed as number of genome
equivalents per nanogram of total RNA) was calculated
in the gametophyte, showing that the Ccrboh gene was

Fig. 2 Southern blot analysis of C. crispus genomic DNA, with a
Ccrboh specific probe. Genomic DNA was restricted with HindIII,
HindIII/EcoRI, EcoRI, EcoRI/XhoI, XhoI and hybridized with a
specific fluorescein-11-dUTP labeled Ccrboh probe. Numbers to the
left are sizes of the molecular markers



constitutively expressed at low level at this stage of the
life cycle (data not shown), and confirming the results of
a Northern blot analysis. To monitor the potential

variation of Ccrboh mRNA transcript accumulation
during the interaction red alga-pathogen, C. crispus
thallus were infected with A. operculata spores during

Fig. 3 Topology analyses of the
neutrophile gp91phox and the
red algae homologues. a
Hydropathy analyses of human
gp91phox, Ccrboh, Cmrboh1,
Cmrboh2 and Pyrboh were
performed using the Kyte–
Doolittle algorithm with a
window-screen of 19. Roman
numerals indicate the putative
transmembrane spans.
Hydrophobic domains
containing the two pairs of
conserved histidine residues are
blackened. b Schematic
representation of human
gp91phox and red algae
homologues. Indicated are the
orientation of the protein in the
membrane with the
transmembrane domains
(barrels), the putative position
of the two Histidine residues
(H), the FAD and the NADPH
binding sites. Model for the
gp91phox is adapted from Cheng
et al. (2001)
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Fig. 4 Unrooted phylogenetic tree of Nox, Duox, rboh and ferric
reductases homologues from yeast, plant, animal and algal origin.
Accession number of each sequence used for the alignment is
indicated between brackets. Only boostrap values >50% are
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96 h. After the first 6 h of experiment, light microscopic
controls revealed that zoospores were highly actives,
freely swimming in the culture medium, and thus not
fixed on C. crispus thallus. Simultaneously, a twofold
decrease of Ccrboh mRNA transcript level was percep-
tible, suggesting that since the pathogen is not actively
fixed at the thallus surface, no defense response involv-
ing Ccrboh gene activation is induced (Fig. 5a). After
12 h, more than 70% of the zoospores were fixed at
surface of C. crispus fronds. After 24 h, all zoospores
were fixed at surfaces of the Petri dish or to the ga-
metophytes fronds and germlings start to penetrate
through the host cell wall. At same time, the transcript
level of Ccrboh showed a 4-fold induction compared to
the control, and a high level of transcription was
maintained during at least 12 h, which may be an indi-
cation of a response following signal pathogen percep-
tion. After 48 h of infection, the quantity of Ccrboh
mRNA decreased to a basal level. Induction of Ccrboh
mRNA expression during the interaction with A. op-
erculata is thus the result of pathogen attack, occurring
when germling zoospores start to penetrate through the
host cell wall. Such enhancement takes place during first
hours of A. operculata attack and may revealed a role of
Ccrboh mRNA expression in early defense responses.

Variation of transcription of the Ccrboh under incu-
bation in presence of diverse chemicals was then ana-
lyzed, after 3 h of treatment in order to focus on early
response. Changes of Ccrboh mRNA expression are
presented in Fig. 5b. Messenger is a developed com-
mercial product containing harpin, a protein isolated
from gram-negative plant-pathogenic bacteria. It is
known to induce a hypersensitive reaction in non-host
plants and is therefore used to stimulate growth and
stress-defense pathways. Three hours treatment of ga-
metophytes in presence of an equivalent concentration
of 6 lg/ml harpin caused a twofold increase in the level
of Ccrboh transcript. Variation in the same range was
observed in presence of H2O2, whereas a slight decrease
was monitored during incubation with salicylic acid.
Metals only induced slight variation in the transcription
of the Ccrboh gene. Among the pesticides tested, no
significant enhancement was observed, except for met-
olachlor and atrazine. Atrazine, a member of the triazine
class of herbicides and one of the most widely used in the
world, caused a 14-fold increase in the level of tran-
scription of Ccrboh.

Bouarab et al. (2004) have shown that C. crispus was
likely to use both animal-like (eicosanoid, C20) and
higher plant-like (octadecanoid, C18) oxylipins in the
regulation of its metabolism toward protection against
pathogen. To test if this type of molecules could induce
change in the Ccrboh mRNA level, incubations of red
algal gametophytes were performed in presence of hy-
droperoxides derived from either C18 PUFAs [methyl
jasmonate, 13(S)-HpODE, 13(S)-HpOTE] or C20 PU-
FAs [12(±)-HpETE, 15(S)-HETE]. All these molecules
enhanced the transcription of Ccrboh. The main effects
were observed in presence of methyl jasmonate and

12(±)-HpETE where levels of Ccrboh transcripts were
21 and 4-fold higher, respectively, than in the control
condition. Smaller effects were monitored from incuba-
tion with 15(S)-HETE (2.5 times induction), 13(S)-
HpODE and 13(S)-HpOTE.

Discussion

In most plant-pathogen interactions, a DPI-sensitive
(O’Donnell et al. 1993), membrane-located, and
receptor-activated NADPH-oxidase generates superox-
ide (Levine et al. 1994; Doke et al. 1996; Lamb and
Dixon 1997; Bolwell et al. 2002). NADPH oxidase
activity has been reported in C. crispus (Bouarab et al.
1999) and other red algae (Weinberger et al. 1999), as
well as in brown algae (Kupper et al. 2001; Coelho
et al. 2002). Even though more evidence for induced
defense reactions of algae upon pathogen recognition is
emerging (for reviews, see Potin et al. 2002; Steinberg
et al. 2002), the host-microbe interactions of most
marine algae remain poorly understood at the molec-
ular level.

cDNA sequences of NADPH oxidase homologues
were identified by analysis in the P. yezoensis EST re-
source; this allowed for the identification of a complete
ORF of 2,478-bp encoding a protein of 825 amino acids
in C. crispus. DNA blot analysis showed that only one
copy of the Ccrboh gene was present on the C. crispus
genome. However, we cannot exclude the possibility that
more Ccrboh genes exist. Various isoforms are encoun-
tered in mammals (Banfi et al. 2001; Edens et al. 2001;
Bokoch and Knaus 2003) and several genes have been
identified in higher plants. For instance, the A. thaliana
genome contains eight rboh genes, suggesting that indi-
vidual isoforms have different functions and participate
in multiple distinct signalling pathways (Torres et al.
2002).

Search in the genome of the unicellular red alga
C. merolae revealed the presence of two genes annotated
as encoding proteins similar to respiratory burst oxidase.
In addition, two isoforms were also found in the
P. tricornutum EST database and two genes in the
T. pseudonana genome. We did not find homologues in
the brown algae L. digitata EST catalogues (Crepineau
et al. 2000; Roeder et al. 2006).

Although, the topology and functions of rboh pro-
teins from algae have not been tested experimentally,
several features common to NADPH oxidases and
contributing to the catalytic activity of these enzymes are
conserved. These enzymes are generally roughly divided
in two large domains: an N-terminal cluster of hydro-
phobic membrane-spanning sequences, and a C-terminal
flavoprotein domain. In the first half of the sequence, six
transmembrane-spanning domains (TMD1 to TMD6)
correspond to those identified in gp91phox and can be
considered as a common skeleton shared by all isoforms,
including ferric reductases from yeast and higher plants.
Red algal and diatom sequences TMD3 and TMD5



contain pairs of invariant His residues that have been
shown to be important for heme binding in the human
NADPH oxidase (Finegold et al. 1996). However, no
calcium binding-EF hand motif was found as an exten-
sion of the N-terminal end of algal enzymes. This is in
contrast with the Duox and the plant rboh proteins,
where calcium-binding activity of these domains, sug-
gesting direct regulation of the plant enzymes by Ca2+,
was found experimentally by Keller et al. (1998).
Moreover, Duox enzyme features an N-terminal per-
oxidase domain separated from dual EF-hands by an
additional transmembrane segment.

The C-terminal regions of each NADPH oxidase
homologue contain conserved FAD, NADPH-ribose,
and NADPH-adenine binding sites, which are likely to
be located in the cytoplasm. In all the Nox forms, the
first NADPH-ribose binding domain (GXGXXP) is
followed by an F, which is typical of NADPH-rather

than NADH-specific enzymes (Cheng et al. 2001). In the
red algal sequences, this phenyalanine residue was found
in the Chondrus and Porphyra sequences, and was
replaced by a methionine in the C. merolae ones. In
addition, in the red algal sequences, four additional
transmembrane domains were predicted in an insertion
zone between the two NADPH binding sites. This zone
probably influences the folding of the protein through
the membrane. The topology model proposed for the red
algal sequences denotes that the first part of this frag-
ment is cytosolic, the second probably carries the four
additional transmembrane domains.

To complete these topological data, trees were con-
structed for establishing phylogenetic relationships be-
tween the different types of enzymes. Since their
structure and activity exhibit some homology to the
gp91phox subunit of mammalian NADPH complex,
sequences of membrane-bound Fe3+-chelate reductase
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were also considered for this comparison. Membrane-
bound ferric reductases have been very well described in
Saccharomyces cerevisiae. Homologues have also been
found in plants: the A. thaliana genome contains at least
five ferric reductase members, each of which may carry
out specific functions in different organs or cell types
(Robinson et al. 1999; Waters et al. 2002).

All ferric reductase sequences group into a single
cluster used as an outgroup to facilitate tree display.
This result is in agreement with the hypothesis that
NADPH oxidases and ferric reductases genes are a
closely related protein family (Finegold et al. 1996).
Since both enzymes can be found in plants and fungi, we
can postulate that two genes were present in the
eukaryotic common ancestor and that subsequent loss of
one of the two genes occurred in mammalians eukary-
otic lineages. The topology of the tree also suggests that
the T. pseudonana sequences first identified as NADPH
oxidase genes by blast searches are more probably ferric
reductase genes.

Another striking group identified from this phyloge-
netic analysis contained the four red algal sequences and
the P. tricornutum sequences which are branching to-
gether to form a cluster that is strongly supported by a
bootstrap value of 95 and that is more closely related to
Duox and Nox enzymes than to plant and yeast ferric
reductases. Interestingly, this cluster also groups with
the human Nox5 sequence that appears quite distantly
related to other Duox and Nox isoforms. Based on se-
quence relationships analysis among Nox family mem-
bers, Cheng et al. (2001) showed that Nox5 was quite
divergent, and based on its position on the family tree,
may represent the gene which is closest to the primordial
Nox. Studies of genomic organization of human Nox
gene showed that the exon-intron of the gene Nox5 is
very different from members of the Nox and Duox
families. Thus, it appears to be a considerable evolu-
tionary distance between Nox5 and other member of the
Nox and Duox families (Banfi et al. 2001). Taken to-
gether these results suggest that diatom and red algae
NADPH oxidases have less diverged from the primitive
Nox compared to other Nox representatives.

Lalucque and Silar (2003) postulated that NADPH
oxidases were specifically present in organisms that dif-
ferentiate multicellular structures during their life cycle
and were absent from unicellular life forms. Their
hypothesis was that NADPH oxidases constitute the
redox signalling system that allows the gaining of mul-
ticellularity in the course of evolution. Only five inde-
pendent eukaryotic lineages have evolved
multicellularity: animals, fungi, green plants, red algae
and brown algae. However, our results show that
NADPH oxidases homologues are also present in
eukaryotic unicellular algae such as diatoms and the red
alga C. merolae and thus question the assumption
mentioned above. No NADPH oxidase homologue was
identified in Chlamydomonas reinhardtii by these au-
thors. However, new search in the completed genome of
this organism identified two sequences showing similar-

ities to NADPH oxidase and ferric reductase homo-
logues (C_30094; C_30095 at the JGI genome portal).
However, green algal sequences look quite divergent
from others and no corresponding EST can be identified
for these predicted genes (Asamizu et al. 2004). There-
fore, expression of these genes has to be checked and if
corresponding transcripts are isolated, it will suggest
that NADPH oxidase homologues may have also been
present in eukaryotic unicellular organism belonging to
the green lineage.

Nothing is known about the regulation of the algal
NADPH oxidases homologues, except that no direct
calcium-dependent regulation is suspected, since no
Ca2+-binding EF-hands motif was found in sequences
analyzed in this study. In mammals gp91phox, regulation
involved its associated membrane-bound subunit and
cytosolic factors. However Banfi et al. (2001) have
reported that in non-phagocytic cells Nox4 do not need
regulation factors to be active. In the same way, no
genes encoding homologues of p22phox, p47phox, p60phox

and p67phox have been identified by blast analysis in
algal genomes or EST databases. In plants, no genomic
sequences corresponding to these proteins have been
isolated, even if antibodies against p22phox, p47phox and
p67phox have detected cross-reacting proteins of similar
molecular mass (Desikan et al. 1996). Some genes can be
constitutively expressed at a low level and induced when
needed to participate in signalling or defense responses,
whereas others genes can be expressed only in some
tissues. Such variation of expression may be linked to
specific functions of each isoform encountered, such as
cell development or defense reactions.

Analyses of accumulation of Ccrboh mRNA were
monitored by real time PCR experiments. This showed
that the Ccrboh gene was expressed at a basal low level
in the algal gametophyte. Changes in Ccrboh transcript
level were then monitored during infection of C. crispus
gametophyte by spores of A. operculata. The level of
Ccrboh mRNA decreased before showing a significant
induction during at least 24 h, where the quantity of
transcript was maintained at high level. A net decrease in
expression was then observed. Induction of Ccrboh
mRNA accumulation occurred when germling zoosp-
ores started to penetrate through the host cell wall.
These observations suggest that the pathogen is recog-
nized by C. crispus gametophytes, resulting in the in-
crease of Ccrboh transcript level. Compounds generated
by invasive filaments or oligocarrageenans released from
pathogen degradation of the host cell-wall matrix can be
detected as infection signals by the red alga gameto-
phytes.

To complete this analysis, treatment with different
substances were carried out on C. crispus gametophytes.
H2O2, harpin and salicylic acid induced slight effects on
Ccrboh transcription. This is in contrast with observa-
tions in higher plants where harpin and H2O2 have been
shown to increase the expression level of AtrbohD and to
elicit a DPI-sensitive production of ROS in A. thaliana
suspension cells (Desikan et al. 1998). Salicylic acid also



increased the expression level of NbrbohA and NbrbohB
9–24 h after injection in Nicotiana benthamiana leaves,
were such accumulation of transcripts is sufficient to
induce the oxidative burst in plant cell suspensions
(Yoshioka et al. 2003). Main changes on Ccrboh tran-
script level were observed in response to the pesticide
atrazine, and the hydroperoxides of PUFA, methyl
jasmonate and 15(S)-HETE. Such results with lipid hy-
droxyperoxides are in agreement with previous obser-
vation demonstrating that such oxylipins act as essential
intermediates in the innate immunity of C. crispus ga-
metophytes (Bouarab et al. 2004). Signalling cascades
involving compounds derived from the oxidative
metabolism of PUFAs are known to operate in response
to external stimuli. In animal systems, eicosanoids, i.e.
hydroperoxides derived from 23 carbons PUFAs, regu-
late cell differentiation, immune response and homeo-
stasis (Funk 2001). In contrast, terrestrial plants use
derivatives of 16 and 18 carbons PUFAs as develop-
mental or defenses hormones (Weber 2002). In most of
plants methyl jasmonate is involved in completion of the
life-cycle as cellular regulators, in various developmental
processes, and is known to activate biosynthetic path-
ways recruited during inducible defense against patho-
gens or in response to wounding or environmental
stresses (Cheong and Choi 2003). However, methyl
jasmonate has been shown to have no effect on tran-
script level in tomato and tobacco and therefore do not
appear to play a role in the oxidative burst (Amicucci
et al. 1999; Yoshioka et al. 2003). Altogether, these
transcription data indicate that Cccrboh gene exhibits
expression features, which are similar to higher plants
NADPH oxidases genes.

Conclusion

In this study, we described the characterization at the
molecular level of the enzyme suspected being involved
in ROS production during pathogen attack in C. crispus.
Generation of an oxidative burst when triggered by
pathogen extracts or elicitors appears to be a common
defense feature shares by eukaryotes as it is referenced in
animals, plants, red algae and diatoms. The phylogenetic
analysis revealed that NADPH oxidases homologues in
red algae and diatoms constitute an independent cluster,
which emerged early in evolution from a common
ancestor of the ferric reductases and NADPH oxidases.
Moreover, expression pattern provide clear evidences
that Ccrboh gene encodes a NADPH oxidase homologue
and not a ferric reductase homologue. The presence of a
conserved insertion in all red algal NADPH oxidase
related sequences thus allow to infer that these sequences
also encode NADPH oxidase homologues. Conse-
quently, the hypothesis put forward by Lalucque and
Silar (2003) is not valid for the red algal lineage, which
include both unicellular and multicellular species fea-
turing NADPH oxidase homologues. Our results also
indicate that red algae and diatoms contain only a few

NADPH oxidase-homologues genes compared to the
large families that have been described in plants and
animals. We cannot completely exclude that additional
isoforms might be identified in the future. Contrary to
Nox5, NADPH oxidases isoforms from red algae and
diatoms do not contain EF-hands motifs in the N-ter-
minal region. It would thus be too speculative at this
stage to infer more specific functional properties from
the evolutionary affiliation among red algae and diatoms
NADPH oxidases and Nox5.

If mechanism of ROS production is conserved in
NADPH oxidase homologues, various regulation pro-
cesses could be documented, as enzyme structure seems
to have evolved through evolution. Identification of
such diverse homologues goes with attribution of new
extended functions to these enzymes, as novel roles
distinct from host defense such as sensing and growth,
are attributed to ROS. Our results also show that
NADPH oxidase-homologue gene expression in C.
crispus is related to both the eicosanoid and octa-
decanoid signalling pathways, a striking feature, which
has not been observed so far in other eukaryotic
phyla. Others enzymes are involved in the rapid
defensive reaction of algae, such as the recently char-
acterized L-asparagine oxidase from C. crispus impli-
cated in the control of its endophytic pathogen
(Weinberger et al. 2005). In this organism, current
research is underway to identify others components
involved in the defense mechanism activated during
infection by A. operculata.
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SO IF YOU’VE GOT NOTHING LEFT TO SAY 
JUST SAY GOODBYE 
TURN YOUR FACE AWAY 
AND SAY GOODBYE 
YOU KNOW WE’VE REACHED THE END 
YOU JUST DON’T KNOW WHY 
AND YOU KNOW WE CAN’T PRETEND 
AFTER ALL THIS TIME 
SO JUST LET IT ALL GO 
NOTHING EVER STAYS THE SAME 
SO WHY DOES IT HURT ME LIKE THIS 
TO SAY THAT I’VE CHANGED? 
TO SAY THAT I’VE AGED? 
SAY I’M AFRAID… 
 
BUT THERE ARE LONG LONG NIGHTS WHEN I LAY AWAKE 
AND I THINK OF WHAT I’VE DONE 
OF HOW I’VE THROWN MY SWEETEST DREAMS AWAY 
AND WHAT I’VE REALLY BECOME 
AND HOWEVER HARD I TRY 
I WILL NEVER FORGET 
 
I WILL NEVER FORGET 
 
I WILL NEVER FORGET 
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Résumé 
L’algue rouge Chondrus crispus a la capacité de générer un burst oxydatif en réponse à une élicitation par 
des extraits acellulaires de son algue verte endophyte Achrochaete operculata. Nous avons isolé chez C. 
crispus, un gène codant pour un homologue de l’oxydase gp91phox (Ccrboh). Des analyses des bases de 
données de génomes et d’EST ont permis d’identifier des séquences présentant également des homologies 
avec les NADPH oxydases chez d’autres algues rouges, unicellulaires ou multicellulaires, et des diatomées. 
La topologie des protéines putatives a été analysée, ainsi que les relations phylogénétiques de ces séquences 
avec des homologues de NADPH oxydases chez les animaux, les plantes et les champignons. L’analyse des 
profils d’expression du gène de C. crispus a montré que celui-ci était induit au cours de l’infection de l’algue 
par A. operculata, et par des traitements à l’atrazine et au méthyle jasmonate. Le gène Ccrboh constitue le 
premier marqueur moléculaire des réponses au stress et à la défense chez notre modèle. Pour compléter cette 
approche moléculaire, j’ai également analysé deux banques d’EST de C. crispus : l’une obtenue à partir des 
gamétophytes (2052 EST), l’autre à partir de protoplastes (2002 EST). Plusieurs gènes présentant un intérêt 
particulier dans le cadre de l’étude des réponses au stress et à la défense ont été appréhendés. Ils codent pour 
des enzymes impliquées dans la génération d’un stress oxydatif ou dans la production de composés halogénés 
toxiques (bromoperoxydases, myeloperoxydases), des enzymes ayant une activité anti-oxydante 
(peroxiredoxines), et des enzymes impliquées dans la biotransformation de composés toxiques et dans des 
métabolismes endogènes potentiels (cytochromes P450, glutathion S-transférases). L’analyse des profils 
d’expression de ces gènes a montré la forte induction des trois transcrits de glutathion S-transférases 
(CcGST1, CcGST2, CcGST7) par le méthyle jasmonate. Ces enzymes sont d’un intérêt particulier car leurs 
gènes sont fortement exprimés dans le protoplaste. Les séquences CcGST1 et CcGST2 sont très proches des 
GST de la classe sigma qui comprend des enzymes ayant une activité prostaglandine synthase. La séquence 
CcGST7 présente les similitudes les plus fortes avec des GST des classes beta, epsilon et delta. Les analyses 
phylogénétiques ont confirmé la distribution singulière de nos enzymes parmis les classes de GST ; elles 
formeraient de nouvelles classes de GST qui n’ont pas été décrites jusqu’à présent. Les profils d’expression 
ont été complétés par des traitements incluant des métaux lourds, des pesticides et des dérivés d’acides gras. 
Les plus fortes inductions sont observées avec les oxylipines, dont le méthyle jasmonate. La séquence 
CcGST2 a été exprimée chez Escherichia coli, et ses propriétés enzymatiques ont été étudiées.  
Mots clés : Chondrus crispus ~ algue rouge ~ NADPH oxydase ~ burst oxydatif ~ Acrochaete operculata 
~ méthyle jasmonate ~ réponses de défense ~ glutathion S-transférase ~ PCR quantitative 
 
Abstract 
The red macro-alga Chondrus crispus is known to produce an oxidative burst in response to cell-free extracts 
of its green algal endophyte Achrochaete operculata. I report here the isolation of a gene encoding a 
homologue of the respiratory burst oxidase gp91phox in C. crispus, named Ccrboh. Search performed in 
genome and EST databases identified sequences showing common features of NADPH oxidases in other 
multicellular or unicellular red algae and diatoms. Domain organisation and phylogenetic relationships with 
animal, plant, fungal and algal NADPH oxidase homologues were analysed. Transcription analysis of the C. 
crispus gene revealed that it was over-transcribed during infection of gametophytes by A. operculata, and 
after incubation in presence of atrazine and methyl jasmonate. The Ccrboh gene is the first molecular marker 
set out in a global stress and defence responses context. To complete this molecular approach, I have 
analysed two EST databases from C. crispus: one obtained from thallus (2052 EST) and one constructed 
from protoplasts (2002 EST). Several genes were of particular interest to elucidate stress and defense 
responses in the red algae. They encoded enzymes involved in oxidative stress and toxic halogenated 
compounds generation (bromoperoxydases, myeloperoxydases), enzymes with anti-oxidative activities 
(peroxiredoxines) and enzymes involved in biotransformation of toxic compounds and putative endogenous 
metabolisms (cytochromes P450, glutathione S-transferases). Transcriptions analyses of these genes revealed 
a significant induction of three glutathione S-transferase transcripts (CcGST1, CcGST2, CcGST7) during a 
methyl jasmonate treatment. These enzymes are of particular interest as they belong to highly expressed 
genes in protoplasts. The CcGST1 and CcGST2 sequences are very similar to GST belonging to the sigma 
class, which includes prostaglandin synthase enzymes. The CcGST7 sequence shows best identities with 
enzymes from the beta, delta and epsilon classes. Phylogenetic analyses confirmed the singular distribution 
of these enzymes among all the GST classes; they are supposed to form new GST classes would have not 
been described so far. Expression profiles were completed after metals, pesticides and fatty acids derivatives 
treatments, and the highest inductions were observed with oxylipines, including methyl jasmonate. The 
CcGST2 sequence has been expressed in Escherichia coli, and enzymatic properties have been  studied. 
Key words: Chondrus crispus ~ red alga ~ NADPH oxidase ~ oxidative burst ~ Acrochaete operculata ~ 
methyl jasmonate ~ defense responses ~ glutathione S-transférase ~ real-time PCR 
 

 




