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INTRODUCTION



Figure 1 : Arbre phylogénétique des eucaryotes, d’apreés Baldauf et al., 2003. La majorité des
eucaryotes peuvent étre répartis en 8 groupes. Le point commun des hétérocontes est
I’existence a au moins un stade de leur vie, de cellules dont les flagelles sont de taille
différente, I’un portant des mastigonemes 1’autre étant lisse. L’arbre est basé sur un consensus
de données moléculaires et structurelles et inclut des données brutes de nouvelles ciPCR
« taxa »(Culture indépendant PCR) indiquées par des lignes pointillées. Cette technique est
utilisée pour détecter des génes chez des organismes non cultivés permettant ainsi un
raccourci vers la reconnaissance de génes spécifiques dans un échantillon contenant différents
organismes. Un astérisque précédant le nom du taxon indique un groupe probablement
paraphylétique

cercozoa

I
a

opisthokonts

Figure 2 : Zone d’habitat de Laminaria digitata. Les champs naturels de L. digitata ne sont
localisés que dans I’hémisphére nord, dans des eaux ne dépassant pas les 18°C en été. Ils sont
situés principalement sur les cotes de I’Europe de I’ouest et du nord, puis au nord et a I’ouest
des cdtes nord-américaines.

16



Introduction

1- Présentation du mod¢le biologique

1-1 Ecologie

Laminaria digitata est une macroalgue marine brune, appartenant a la classe des
Phéophycées, qui se positionne au sein de la lignée des hétérochontes (fig. 1). Cette lignée
constitue un phylum eucaryotique indépendant, au méme titre que les algues rouges ou les
plantes vertes. Elle comprend de nombreuses autres classes d’algues telles que les
Diatomophycées, les Chrysophycées ou les Pelagophycées, ainsi que des protistes
hétérotrophes tels que les Oomycetes (Guillou et al., 1999).

Comme les autres espéces de laminariales, L. digitata est une algue d’eau froide dont
la température ne dépasse pas 18°C en été (Van Den Hoek et al., 1982). Sa répartition
géographique se situe des cotes du Spitzberg aux cotes de Gascogne. Cette algue se développe
dans les étages littoraux inférieurs et infralittoraux, ou elle reste immergée en permanence, a
I’exception des basses mers de fort coefficient (au moins 90) (fig. 2 et 3). De part sa position
sur ’estran, L. digitata est exposée a une intensité lumineuse réduite, comprise entre 10 et 20
% de la lumiére incidente (Liining et al., 1992). De plus, cette algue n’est que trés rarement

exposée a la dessiccation ou aux variations de salinité du milieu liées au marnage.

1-2 Cycle de vie, développement

L. digitata posséde un cycle de vie trés hétéromorphe comportant une phase haploide
filamenteuse microscopique (gamétophyte) et une phase diploide macroscopique
(sporophyte). Le sporophyte produit des spores méiotiques (zoospores) qui vont germer en
gamétophytes males et femelles, la fécondation de ces gamétes permettant la formation de
jeunes plantules (fig. 4). La taille du génome haploide a été estimée a 640 Mpb par la
technique de cytométrie de flux (Le Gall et al., 1993) et le nombre de chromosomes est de 31
(Lewis et al., 1996).

Les sporophytes de laminaires se décomposent en 3 parties principales : le crampon,

servant a la fixation au substrat rocheux, le stipe et la lame. La croissance de celle-ci
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Figure 3 : Schéma de I’estran (source Ifremer). Seules des especes appartenant aux algues
brunes sont présentées dans cette figure. Les plus exposées aux marées sont Ascophyllum
nodosum et les différentes espéces de Fucus, alors qu’Himanthalia elongata et L. digitata sont
situées plus bas sur 1’estran.
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Figure 4 : Cycle de vie hétéromorphe de Laminaria digitata (d’aprés thése F. Crépineau,
2000), caractéris¢é par une alternance de phase: Une phase diploide macroscopique
(sporophyte) et une phase haploide microscopique (gamétophyte).

Phase haploide Phase diploide

(Gamétophytes microscopiques) (Sporophytes macroscopiques)

Meiospores

-
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Figure 5 : Anatomie de L. digitata. A : Sporophyte entier. B : Coupe Transversale au niveau
de la lame.
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Figure 6 : Représentation théorique de la paroi des Phéophycées, d’aprés Kloareg et Quatrano
(1988). Les chaines de cellulose sont organisées en microfibrilles engoncées dans une matrice
tridimensionnelle d’alginate. Les xylo-fuco-glycanes sont liés aux microfibrilles de cellulose
par des liaisons covalentes ou des liaisons hydrogenes. Les Xylo-fuco-glycuronanes sont liés
a I’alginate par une association de conformation entre leur squelette polyglycuronique et les
polyguluronates. Les homofucanes n’apparaissent pas liés de fagon covalente a la structure de
la paroi cellulaire.

Microfibrilles de cellulose

oo -Reseau d'alyinate

TT 77 -NKylo-fuco-glucans
7Yy -Kvlo-fuco-glycuronans
& - Homofucans

@ - Liaison glycoprotéique

Figure 7 : Structure de 1’alginate : G = acide a-L-guluronique, M = acide B-D-mannuronique
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s’effectue a partir du méristéme, zone reliant le stipe a la lame (fig. 5). La structure interne est
différenciée en plusieurs types cellulaires. Les cellules composant la médula sont allongées,
entrecroisées et forment un tissu lache. Les cellules du cortex interne sont volumineuses,
allongées et vacuolisées, tandis que les cellules du cortex externe sont plus petites, d’aspect
cuboide, riches en plastes, et recouvertes d une couche d’alginates et de fucanes.

D’une fagon générale, on observe chez les sporophytes de laminaires un pic de
croissance au printemps et une période de reproduction atteignant son maximum a 1’automne.
Les périodes exactes dépendent des especes et éventuellement de la localisation géographique

de I’algue (Liining, 1982).
1-3 Composition de la paroi cellulaire

Comme pour les plantes terrestres, la paroi des algues brunes peut se diviser en 2
phases : une phase cristalline (le squelette) entourée d’une phase plus amorphe (la matrice).
Cependant, la portion de matrice est beaucoup plus importante chez les algues que chez les
plantes. De plus, la paroi des algues contient des polysaccharides sulfatés, qui sont absents des
parois des plantes terrestres ou d’eau douce.

Le squelette est constitué¢ de cellulose et de différents types de xylanes tandis que la
matrice est composée principalement de fucanes sulfatés et d’alginates. La figure 6 (Kloareg
et al., 1988) présente un mod¢le hypothétique de 1’organisation de la paroi cellulaire des
algues brunes. Chez L. digitata, le constituant principal de la paroi est 1’alginate, qui peut

représenter jusqu’a 45 % de la masse séche de ’algue (Kloareg et al., 1989).

1-3-1 L’alginate, composant principal de la paroi cellulaire

L’alginate est une chaine linéaire constituée par I’enchainement d’acides o-L-
guluroniques (G) et d’acides B-D-manuroniques (M) liés en a-1,4 (fig. 7). Trois types de blocs
peuvent former une chaine d’alginate : les blocs MM, MG et GG. La proportion relative de
ces blocs et la fréquence des sous unités M et G sont exprimées en calculant le rapport M/G
(Grasdalen et al., 1979). En effet, différents types d’alginates peuvent étre rencontrés, avec
des propriétés rhéologiques différentes. Plus une chaine d’alginate sera riche en G, plus elle
sera rigide. L’alginate n’est donc pas de composition uniforme chez L. digitata. En plus de
modifications en fonction des saisons, le rapport M/G varie entre les différentes parties de la

plante (lame, le stipe, le crampon, médula, cortex). Ainsi, la proportion en blocs G est plus
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importante dans le crampon ou le stipe de I’algue, les rendant plus rigides par rapport a la
lame (Haug et al., 1974).

Si I’alginate a été historiquement découvert chez les algues, sa voie de biosynthése a
¢été surtout étudiée chez les bactéries. En effet, Pseudomonas aeruginosa, bactérie associée
aux infections pulmonaires de patients atteints de fibrose cystique (mucovisidose), produit de
I’alginate (Linker et al., 1966, May et al., 1991). De plus, Azotobacter vinelandii synthétise ce
polysaccharide au cours de son processus d’enkystement. Les deux principaux précuseurs de
I’alginate sont le fructose et le glucose qui sont utilisés pour former du mannose 6-phosphate.
Celui-ci est activé sous la forme de GDP-mannose, qui est ensuite oxydé. Ces étapes de
préparation a I’assemblage de la chaine polysaccharadique sont effectuées dans le cytosol. La
polymérisation ainsi que 1’exportation de la chaine d’alginate sont effectuées par un complexe
multienzymatique situé¢ dans le périplasme de la bactérie. Une représentation schématique de
la synthése et de I’assemblage de ’alginate chez P. aeruginosa est présentée en figure 8. Les
geénes responsables de la biosynthése de 1’alginate chez P. aeruginosa sont organisés en 2
opérons. Un premier opéron regroupe les génes codant les enzymes assurant la biosynthése
de l’alginate proprement dite. Un second opéron contient les geénes codant les facteurs de
régulation du premier opéron. AlgU est le premier géne de I’opéron de régulation et régule
positivement le promoteur du géne AlgD du second opéron, permettant ainsi la transcription
des enzymes de biosynthése de 1’alginate. Les mécanismes de régulation de 1’expression des
genes impliqués dans cette voie métabolique sont détaillés a la figure 9. Chez les algues
brunes, les données relatives a la voie de synthése de ’alginate sont beaucoup plus limitées et
sont résumées dans la figure 10. Cette voie est déduite d’analyses biochimiques effectuées sur
Fucus gardneri (Lin et al, 1966) pour les 5 premicres étapes, ainsi que sur L. digitata
(Hellebust et al., 1969) et Pelvetia caniculata (Madgwick et al., 1973) pour la derniére étape.
Celle-ci est réalisée par des mannuronane-C5-épimérases qui catalysent 1’épimérisation des

résidus M en G.

1-3-2 Intérét économique de 1’alginate

L’alginate est un hydrocolloide, c'est-a-dire une substance composée de micro-
particules solubles dans 1’eau. Les premiéres expériences scientifiques menées sur I’extraction
des alginates ont été menées par le chimiste anglais E. C. Stanford, a la fin du 19"™ siécle, le
premier brevet relatif a ’alginate datant du 12 janvier 1881. La production industrielle

d’alginates a débuté en Amérique du Nord dans les années 1930 et est estimée aujourd’hui a
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Figure 9 : Organisation et contrdle des génes de synthése de 1’alginate chez P. aeruginosa,
d’apreés Gacesa (1998). La transcription des genes localisés a 34 min sur le chromosome est
sous contrdle du promoteur algD qui est régulé positivement par AlgU et AlgR. AlgU régule
également de fagon positive les genes algR, algU et rpoH. AlgS (MucA), AlgN (MucB) et
AlgW (MucD) atténuent I’expression, ou I’activité, d’AlgU.
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Figure 10: Voie de synthése de I’alginate chez les algues brunes, déduite d’analyses
biochimiques. Les 5 premicres étapes ont été démontrées chez Fucus gardneri (Lin et al.,
1966), la derniére étape a été démontrée chez L. digitata (Hellebust, 1969).
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environ 30 000 tonnes au niveau mondial. Différents types de produits sont obtenus en
fonction des traitements effectués. L’alginate se présente principalement sous forme d’acide
alginique et de sels d’alginates. Les laminaires constituent la seule source d’alginate
¢conomiquement rentable, en comparaison de la production de ce polysaccharide par des
bactéries. En France, et principalement en Bretagne occidentale, les champs naturels de L.
digitata sont exploités pour fournir la matiére premiére nécessaire a I’extraction des alginates.

La capacité de I’alginate a former différents types de gels résulte de la présence de
blocs G au sein de la chaine polysaccharidique. En présence d’ions divalents, dont le Ca*", les
chaines d’alginates, au niveau uniquement des blocs G, vont se dimériser, puis former des
agrégats si la concentration en sel calcique est élevée (Smidsrod et al., 1996) (fig. 11). On
obtient alors des gels d’alginate calciques qui sont durs, rigides et thermostables. Cette
capacité de gélification a froid est une des différences entre les alginates et I’agar (extrait des
algues rouges). Les alginates sont employés dans les industries agro-alimentaire et textile,
pour la fabrication de papier, dans le traitement des eaux, et enfin en cosmétique, pharmacie
et médecine.

L’industrie agroalimentaire est la principale utilisatrice d’alginate. En tant qu’additif
alimentaire (codés selon les numéros E400 a E405 dans les compositions d’aliments),
I’alginate permet d’améliorer, de modifier, de stabiliser la texture d’aliments pour lesquels la
viscosité, la gélification ainsi que le besoin de stabilisation de composés aqueux sont
d’importants parameétres. Si certaines de ces propriétés sont intrinseques a la molécule
d’alginate, d’autres sont inhérentes a I’interaction de celle-ci avec les composés constituants
I’aliment (tels que les protéines, les acides gras...). Par exemple, 1’alginate interagit avec les
résidus protéiques chargés positivement des protéines dénaturées. Ces propriétés sont
notamment utilisées pour la préparation des aliments pour animaux et des viandes recyclées.

Les alginates sont utilisés dans 1’industrie textile car ils sont inertes par rapports aux
colorants, aux fibres et favorisent la fixation des colorants tout en contrdlant leur migration au
cours de I'impression. Les alginates sont aussi utilisés pour traiter la surface des papiers
(coloration, glacage, couchage des papiers de luxe). Les alginates sont utilisés dans le
traitement des eaux de surface pour éliminer les matiéres en suspension. L’alginate est une
molécule d’intérét pour 1’industrie pharmaceutique ou il est principalement considéré pour ses
propriétés gélifiantes (notamment dans la formulation de composés anti-reflux gastriques).
Plus récemment, I’alginate a été utilisé pour enrober des cellules. Celles-ci sont mises en
suspension dans une solution d’alginate de sodium qui se gélifie aprés ajout d’une solution

contenant des cations multivalents. Les cellules se retrouvent prisonniéres dans une matrice
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Figure 11 : Représentation de 1’organisation type « boite a ceuf » des chaines d’alginate en
présence du cation divalent Ca*". A : Transition sol-gel de 1’alginate en présence de Ca®" ; B :
Structure tri-dimensionnelle d’un gel d’alginate (http://www.Isbu.ac.uk/water/hyalg.html). A
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tridimensionnelle. Ce procédé¢ permet d’envisager une transplantation cellulaire, la paroi
d’alginate agissant comme barriére contre le systéme immunitaire. Les alginates sont
¢galement incorporés dans le latex, les peintures, les platres de moulure, les céramiques, les
colles, les résines, les mines de crayon, certains produits horticoles et certaines bombes

aérosols.

1-4 Polysaccharides de stockage et oligosaccharides stimulants les mécanismes

de défense des plantes

Les polysaccharides de réserve des algues brunes sont la laminarine et le mannitol. Le
mannitol est un sucre a 6 carbones acyclique. Il est synthétisé par divers groupes
d’organismes incluant les bactéries (Wisselink et al., 2002), les champignons (Jennings et al.,
1984), les algues (Ben-Amotz et al., 1983, Kremer et al., 1982), les lichens (Armstrong et al.,
1998) et les plantes supérieures (Bieleski et al., 1982). La fonction supposée du mannitol chez
L. digitata est celle d’un composé de stockage. Les quantités de mannitol présents dans les
lames de L. digitata varient au cours de I’année, atteignant une quantité maximum au mois
d’Octobre et un minimum au mois de Mars (Haug et al., 1956). De plus, il apparait que des
augmentations de 1’accumulation de mannitol soient observées chez diverses algues brunes en
cas d’exposition a un milieu hyper-salin (Reed et al.,1985). Le métabolisme du mannitol chez
les algues brunes est trés peu connu. Cependant, le mannitol apparait comme le principal
produit de la photosynthése chez les algues brunes (Yamaguchi et al., 1966). Il peut composer
jusqu’a 30% de la masse seéche de I’algue, méme si des variations s’observent entre
différentes espéces (Reed et al.,1985).

La laminarine est un polysaccharide constitué de sous-unités de glucanes liées en 3 1-3
(fig. 12). Ce glucane a été décrit par Schmiedeberg en 1885 et il a été observé depuis que sa
présence est ubiquitaire chez les algues brunes (Quillet et al.,1958). La biosynthése de la
laminarine, ainsi que sa dégradation, restent a I’heure actuelle peu étudiées. On peut toutefois
supposer des analogies avec la biosynthése du paramylon chez le protiste Euglena gracilis. 11
apparait probable que la chaine linéaire de B-D-glucoses liés en 1-3 soit formée par transferts
enzymatiques successifs de D-glucose a partir d’UDP-glucose ou un autre nucléoside
diphosphate D-glucose. L’accepteur initial de cette réaction pourrait étre le mannitol ou un
oligosaccharide contenant du mannitol. La dégradation de la laminarine pourrait

théoriquement étre effectuées par des voies métaboliques phosphorolytiques ou hydrolytiques
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Figure 12 : Schéma simplifi¢ d’une chaine de laminarine (B 1,3-glucane).
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(Manners et al.,1982). Cependant, aucune enzyme de ces voies de dégradation n’a été
identifiée chez les algues brunes. Chez L. digitata, la laminarine est présente dans la partie
distale de la fronde et est invariablement absente du stipe et de la partie basale de la fronde
(Black et al.,1954). La fonction généralement attribuée a la laminarine chez L. digitata est
celle d’un polysaccharide de stockage. Sa quantité varie en fonction des saisons et des besoins
de I’algue : celle-ci est quasi absente en hiver et peut atteindre 10 a 20 % de la masse séche de
la fronde en fin d’automne (Johnston et al.,1977). Il a été observé que les quantités d’alginate
évoluent de facon opposée a celles du mannitol et de la laminarine au cours de I’année. Ainsi
les quantités de laminarine et de mannitol sont trés importantes vers octobre, cette période
correspondant a la plus faible quantité d’alginates présente chez 1’algue (Haug et al.,1956).
Lorsque ces observations sont comparées a la croissance de 1’algue, on observe que le pic de
laminarine et de mannitol (automne) correspond a la période de reproduction tandis que le pic
d’alginate (printemps) correspond a la période de croissance.

Des expériences récentes (Klarzynski et al., 2000) ont montré que 1’exposition de
plants de tabacs a de la laminarine entrainait la production rapide et massive de peroxyde
d’hydrogene chez la plante (phénomene appelé burst oxydatif), sans provoquer de mort
cellulaire. De plus, il a été observé qu’apres 5 jours de traitement, la résistance des plants de
tabac a 1’attaque par des pathogénes microbiens est grandement renforcée. La laminarine
apparait donc comme un ¢liciteur effectif chez le tabac, permettant la mise en place de
systémes de défenses efficaces et durables (Klarzynski et al., 2000). D’autres molécules
issues d’algues brunes telles que les fucanes sulfatés ont montré des effets similaires a la
laminarine (Klarzynski et al., 2002). L’utilisation de ces molécules extraites d’algues sur des
cultures économiquement importantes (blé¢, mais, pomme de terre...) permet de limiter
I’utilisation de fongicides en retardant le moment de leur application dans les champs. Ce
phénoméne est généralement comparé de fagon vulgarisatrice a la vaccination chez ’homme.
Une formulation & base de laminarine est disponible dans le commerce depuis le printemps
2003, sous le nom de Iodus 40" (www.goemar.com). Elle est utilisée en tant que stimulateur

des défenses du bl¢, notamment contre la septoriose du blé.

1-5 Intérét économique en quelques chiffres

En 1999, environ 760 077 tonnes séches de laminaires, toutes espeéces confondues, ont

été récoltées dans le monde. Les deux principaux pays producteurs de laminaires sont la
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Chine (644 464 tonnes seches) et le Japon (56 000 tonnes seches) qui pratiquent I’aquaculture
de Laminaria japonica. En 1996, L. japonica était I’espece d’algue la plus cultivée (4,17
millions de tonnes) pour une valeur économique de 2,95 milliards de dollars. Par opposition
aux algues cultivées utilisées en Asie et en Amérique du sud, ce sont principalement des
populations naturelles qui sont utilisées en Europe et en Amérique du Nord. Cet intérét
économique pour les laminaires provient principalement de leur capacité a concentrer 1’iode

et des polysaccharides qu’elles produisent.
1-6 Concentration de 1’iode

La premiere extraction d’iode a partir d’algues marines a été réalisée en 1811 par
Courtois alors qu’il tentait d’extraire du nitrate de potassium a partir de ces organismes. Il a
¢té mis en évidence par la suite que les laminaires possédaient la capacité de concentrer 1’iode
jusqu’a une teneur intracellulaire 30 000 fois supérieures a celle de I’eau de mer (Black et al,
1948 ; Young et al., 1958 ; Saenko et al., 1978), ce qui en faisait une source majeure de cet
¢lément. L’iode posséde des applications diverses, notamment en médecine, ou il est utilisé
comme désinfectant ou encore en photographie. L’iode est également présent dans la
thyroide, 1’absence d’iode dans 1’alimentation menant a 1’apparition de goitres. Sur les cotes
bretonnes, 1’iode était récupéré lors de la combustion de 1’algue dans des fours a goémon (fig.
13). Cette méthode de production d’iode a été utilisée jusque dans les années trente. A 1’heure
actuelle, seule la Chine continue d’extraire de I’iode a partir de laminaires (Wu et al., 1987).
En effet, les méthodes de récupération de d’iode au cours de I’extraction de minéraux ou de

gaz ont évolué, rendant la production d’iode a partir des algues économiquement non rentable.
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2- Le stress : perception, transduction du signal et mécanismes de

réponse

Le mot « stress » est apparu autour de 1940. Il s’agissait d’un mot anglais, employ¢ en
mécanique et en physique, qui voulait dire « force, poids, tension, charge ou effort ». Ce n’est
qu’en 1963 que Hans Seyle utilise ce mot en médecine, ou il définit « des tensions faibles ou
fortes, éprouvées depuis toujours, et déclenchées par des événements futurs désagréables ou
agréables ». C’est cette définition moderne du stress que nous employons couramment
aujourd’hui.

Claude Bernard fut le premier a dégager une notion physiologique du stress en 1868.
Selon lui, les réactions déclenchées par le stress visaient a maintenir 1’équilibre de notre
organisme. L’ensemble de ces réactions internes a ¢été nommé homéostasie par le
physiologiste américain C. W. Bradford (1915), a partir du grec stasis (état, position) et
homoios (égal, semblable a). Il y inclura en outre la notion de stress. Le lien stress-
homéostasie-adaptation va perdurer jusqu'a nos jours et les recherches menées concernant ces
processus sont a la base d’une littérature abondante. L’association de ces trois notions
constitue I'approche biologique du stress et permet notamment d'expliquer I'influence du
stress qui est de permettre, lorsqu’il est appliqué dans certaines limites, l'adaptation a
I'environnement, et donc au maintien de la vie.

D’une fagon plus générale, on peut dire qu’au niveau cellulaire, un stress est causé par
la variation d’un parametre environnemental qui entraine la mise place des mécanismes de
régulation de I’homéostasie. Les organismes sont généralement soumis a deux types de
stress : les stress biotiques (diis @ une agression par autre organisme) et les stress abiotiques
(qui sont principalement dis a des facteurs environnementaux). Les études portant sur les
mécanismes de réponse au stress sont nombreuses et sont menées a différentes échelles. Dans
ce manuscrit, j’ai choisi de présenter les connaissances acquises sur la réponse au stress des
plantes supérieures. Les stress chez les plantes terrestres supérieures est largement étudié et
est source de nombreuses publications. Ces études constituent une base solide pour étudier et
décrire des mécanismes encore inconnus chez les macro-algues, eucaryotes

photosynthétiques soumis a des stress différents du fait de leur habitat marin.
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Figure 14 : Représentation générale de la réponse au stress chez les plantes (D’aprés Wang et
al., 2003).
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2-1 Le stress chez les plantes supérieures.

Les stress abiotiques sont responsables d’une perte de rendement estimée a 50 % pour
les cultures les plus répandues (Bray et al., 2000). Ils constituent donc des facteurs limitant
non négligeables pour I’agriculture mondiale. Ces stress se traduisent par des changements
morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires qui affectent négativement la
croissance de la plante et sa productivité (Wang et al., 2001).

En condition de stress abiotique, les plantes mettent en place un systéme de réponse
complexe, impliquant plusieurs étapes, plus ou moins spécifiques du type de stress (fig. 14).
Dans cette partie, je traiterai donc des différents mécanismes et étapes de réponses au stress
chez les plantes, de la perception des variations du milieu jusqu’a I’expression de protéines

assurant le maintien de I’homéostasie cellulaire.

2-1-1 La perception du stress et les différents types de senseurs

Les conditions de stress abiotique constituent une source de signaux complexes pour
les cellules. Un seul type de stress correspond a des variations physiques et/ou chimiques, ces
composantes représentant pour la plante des informations différentes. Par exemple, une
diminution de température entraine des contraintes mécaniques, un changement dans ’activité
des macro-molécules, ainsi que des modifications des conditions osmotiques du milieu extra-
cellulaire. Les cellules végétales ne possedent pas un récepteur spécifique d’un stress donné,
mais plutdt un ensemble de récepteurs qui vont étre sollicités par les différentes composantes
du stress.

Parmi les récepteurs identifiés, on trouve les canaux Ca’". En condition de stress
thermique ou salin, il a été observé chez les plantes un influx de calcium dans le cytoplasme.
Ce calcium provient soit de I’extérieur de la cellule, soit de stocks internes (Knight et al.,
2000). Cet influx résulterait d’une activation des canaux calciques induite par les
changements structuraux de la cellule. Cette supposition résulte des études de Pieth (1999)
montrant les liens entre les flux de Ca®" et la température, considérant que la réorganisation
du cytosquelette et la fluidit¢ de la membrane plasmique sont les premiers changements
structuraux liés au froid (Orvar et al., 2000 ; Sangwan et al., 2001 ; Wang et al., 2001).

Les histidine kinases (HK) représentent un autre récepteur du stress identifi¢ chez les

bactéries et les plantes. Ces enzymes transmettent un signal externe vers
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Figure 15 : Différents systémes de transduction du signal par phospho-relais (d’aprés Urao et
al., 2000). A : systétme de transduction du signal a 2 composants chez E. coli (I) et
Saccharomyces cerevisiae (II) ; B : histidines kinases chez A. thaliana. Le domaine extra-
cellulaire est marqué en rose, la région transmembranaire en gris, le domaine kinase en bleu,
le domaine récepteur en vert clair, le domaine de réponse en violet. H pour histidine, D pour
aspartate.
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I’intérieur de la cellule par un systéme de phospho-relais a 2 composants. Chez E. Coli, les
réponses osmotiques sont contrélées par le systéme EnvZ-OmpR. Les changements
osmotiques du milieu sont pergus par EnvZ, ce qui a pour effet de moduler les activités
kinases et phosphatases de cette enzyme. En cas d’hyper-osmolarité du milieu, une histidine
du domaine kinase d’EnvZ est phosphorylée. Cette phosphorylation est suivie d’un transfert
du groupe phosphorylé sur le régulateur OmpR. Dans le cas d’une hypo-osmolarité¢ du milieu,
OmpR est déphosphorylé. L’état de phosphorylation de OmpR influence ses propriétés de
liaison & I’ADN, lui permettant de réguler la transcription de génes cibles. Un systéme
analogue, mais comprenant plus de 2 composants a été identifié chez les levures et les plantes.
Ce systeme fonctionne de fagon similaire au systéme a 2 composants mais inclut un ou
plusieurs intermédiaires entre le récepteur membranaire et le facteur de transcription. Ces
¢léments intermédiaires sont nommés HPt (Histidine containing Phosphotransfer) (fig. 15)
(Urao et al., 2000). De tels systémes ont été identifiés notamment chez A. thaliana (fig. 15).
En effet, la protéine AtHK1 est fortement suspectée d’étre un capteur osmosensible chez cet
organisme modele. ATHKI1 possede deux régions hydrophobes trans-membranaires
adjacentes a un domaine extra-cellulaire putatif situ¢ en N-terminal, suggérant une homologie
fonctionnelle avec 1’osmosenseur de levure SLN1. L’expression d’ATHK1 dans des levure
mutantes ne possédant pas 1’osmosenseurs SLN1 permet a ces derniéres de se développer
normalement en conditions hyper-osmotiques (Urao et al., 1999).Cependant, ces protéines
HK interviennent aussi dans la perception d’autres signaux, tels que I’éthyléne et les

cytokines (Urao et al., 2001).

2-1-2 Transduction du signal

Suite a la perception du stress, le signal créé par les récepteurs doit étre transmis a
I’intérieur de la cellule. Cette transduction du signal est assurée par des seconds messagers qui
vont activer des voies enzymatiques assurant le fonctionnement de la cascade de réaction et

permettant a la cellule de répondre au stress percu.
2-1-2-1 Le calcium
L’entrée de Ca®" dans les cellules végétales a été observée en condition de stress

abiotique, mais également lors de stress hormonaux (ABA : acide abscissique), biotiques ou

lors de processus li¢s au développement. Cette augmentation transitoire de la concentration
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Figure 16 : Signaux calciques transitoires aprés perception du signal de stress d’aprés Xiong
et al. (2002).
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interne de calcium est due soit a un influx de calcium extracellulaire soit a une libération des
stock intracellulaires (Knight et al., 2000, Sanders et al., 1999). La libération interne de Ca”"
est contrdlée par des canaux dépendant de ligands. Ces ligands sont les seconds messagers
décrits chez les cellules animales (inositol polyphosphates, ribose ADP cyclique), qui ont une
action similaire chez les plantes (Schroeder et al., 2001). Ainsi la libération primaire de Ca*"
constitue un signal dont I'une des conséquences sera la production d’autres seconds
messagers qui eux-mémes provoqueront la libération interne de Ca2’, chacune de ces
différentes étapes provoquant une cascade de réactions (fig. 16). Un aspect important du Ca*"
en tant que messager est la présence d’oscillations régulieres de concentrations. Ces
oscillations spécifiques sont par exemple responsables de la fermeture des stomates (Allen et
al., 2000). De plus, ces variations dépendent de stress particuliers (Kiegle et al., 2000), de
I’intensité du stress (Plieth et al., 1999) ainsi que de I’exposition précédente aux mémes

conditions de stress (Knight et al., 1997).

2-1-2-2 La voie SOS

Parmi les voies métaboliques activées par le calcium et participant a la transduction du
signal, une des plus ¢tudiées a I’heure actuelle est la voie SOS (Salt Overly Sensitive).
L’analyse de mutants SOS chez A. thaliana a permis I’identification de 3 protéines (SOSI,
SOS2, SOS3), impliquées dans la réponse au stress salin. Le processus impliquant les SOS
débute apres la fixation de calcium sur la protéine SOS3 qui contient 3 sites de fixation du
calcium et un site de N-myristilysation (Ishitani et al., 2000). Les modifications
conformationnelles provoquées par la liaison de Ca*" 4 SOS3 vont permettre sa fixation a
SOS2. Cette serine/thréonine kinase comporte un site catalytique kinase en N-terminal et une
partie régulatrice trés longue en C-terminal (Liu et al., 2000). En condition normale, les sites
régulateurs et catalytiques interagissent entre eux, empéchant la phosphorylation d’un substrat
car il y a blocage de I’accés au site catalytique. La fixation de SOS3 a la partie régulatrice
permet de libérer la partie catalytique (Halfter et al., 2000). L’interaction entre SOS2 et SOS3
se ferait grace a la présence sur la partie régulatrice de SOS2 du motif peptidique FISL, dont
la présence est nécessaire et suffisante pour une activation de cette protéine (Guo et al., 2001).
La premiére cible identifiée est SOS1, un antiport Na'/H" situé dans la membrane plasmique,
qui serait activé suite a la phosphorylation catalysée par la kinase du complexe SOS2-SOS3
(Quintero et al., 2002) (fig. 17). La reconstitution fonctionnelle de cette voie chez

Saccharomyces cerevisiae a permis de vérifier que I’influx de calcium consécutif a un stress
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Figure 17 : Régulation de I’homéostasie ionique suivant un stress salin d’aprés Chinnusamy et
al. (2004). Les fleches indiquent une régulation positive, les traits une régulation négative.
SOS ; Salt Overly Sensitive, NHX ; échangeur Na'/H" vacuolaire, HTK1; Histidine kinase. :
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salin déclenchait la voie SOS (Quintero et al., 2002). D’autres cibles pour la voie SOS ont
depuis été suggérées, notamment AtHK 1 dont 1’activité serait régulée par SOS2-SOS3 (Zhu et
al., 2002). Ce méme systéme serait activateur de 1’antiport Na'/H™ des vacuoles (Qiu et al.,
2003). De méme, d’autres protéines similaires 8 SOS3 (nommées ScaBPs) et SOS2 (nommées
PKSs) ont été identifiées chez A .thaliana (Guo et al., 2001). Des études menées par
inhibition de certains de ces génes indiquent que les protéines ScaBP5 et PKS3 interagiraient
entre elles de facon analogue a SOS2 et SOS3. Le complexe formé permettrait de transmettre
le signal résultant de I’influx de calcium provoqué par la présence d’ABA. On peut donc
supposer que des systémes analogues au systeme SOS sont impliqués dans les mécanismes de

réponses a d’autres stress que les stress salins.

2-1-2-3 Les Protéines kinases dépendantes du calcium (CDPKs)

Au contraire des kinases de type SOS2 et PKS, les CDPK (Proteines kinases
dépendantes du Calcium) interagissent directement avec le calcium. Les CDPKs possedent
une structure caractéristique composée d’un domaine sérine / thréonine protéine kinase qui est
fusionné en C-terminal a un domaine calmoduline-like, contenant des sites de fixation aux
calcium (Cheng et al.,2002 ; Harmon et al.,2001). Le domaine de jonction entre les domaines
kinase et calmoduline-like agit comme un substrat auto-inhibiteur de phosphorylations en
absence de calcium, réduisant ainsi ’activité de la protéine (Harmon et al., 1994). Trente-
quatre génes codants des CDPKs ont été identifiés chez A. thaliana. Si les domaines
catalytiques et régulateurs sont bien conservés, on observe des variations importantes dans la
portion N-terminale, dont la longueur peut varier de 21 a 85 acides aminés et présenter des
pourcentages d’identité variant entre 15 % et 91 % (Harmon et al., 2001 ; Hrabak et al.,
2000). Les recherches menées sur ces enzymes ont montré leur implication dans une variété
de voies de réponses a différents stress. Par exemple, la sur-expression chez le riz (Oryza
sativa) d’OsCPK7 entraine une augmentation de la tolérance au froid, a la sécheresse et au
stress salin (Saijo et al., 2000). La surexpression d’AtCPK1 dans des protoplastes de tomate
(Lycopersicon esculentum) aboutit a une induction de ’activité de la NADPH oxydase et du
burst oxydatif (Xing et al.,2001).

41



Figure 18 : Voies des MAPK kinases activées lors de différents stress chez A. thaliana,
Medicago trunculata et la tomate (.Nakagami et al., 2005). Les fléches en pointillés
représentent des interactions potentielles, les points d’interrogation représentent des

composants/intermédiaires inconnus.
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2-1-2-4 Les voies des MAPKinases

La cascade type de la voie des MAPKinases (mitogen activated proteine kinases) est
constituée du systtme MAPKKK-MAPKK-MAPK (fig. 18). Cette cascade est activée soit par
une interaction physique directe entre le récepteur et une MAPKKK soit par Ia
phosphorylation de médiateurs externes ou de MAPKKKK intermédiaires, provoquée par ces
mémes récepteurs. Les MAPKKK sont des sérine / thréonines kinases qui activent les
MAPKK par la phosphorylation de 2 résidus sérine / thréonine placés au sein d’un motif
conservé ST-X3.5-S/T. Ces MAPKK sont des kinases a spécificité double qui phosphorylent
les thréonine et tyrosine des MAPK sur le motif TXY. Les MAPK sont des serines /
thréonines kinases qui phosphorylent une variété de substrats, parmi lesquels des facteurs de
transcription, d’autres protéines kinases et des protéines associées au cytosquelette. Suite au
séquencage complet du génome d’A. thaliana, 20 MAPK, 10 MAPKK et 60 MAPKKK ont
été identifiées. Des protéines similaires ont été aussi isolées chez d’autres végétaux
(Nakagami et al., 2005). Les MAPKKK, premiéres kinases intervenant dans la cascade de
phosphorylation, forment un groupe trés hétérogéne. L appartenance d’une kinase au groupe
des MAPKKK dépend de sa capacité a phosphoryler des MAPKK. Ainsi, les kinases de type
MEKK sont des kinases dont le role de MAPKKK a été¢ confirmé, tandis que celui-ci reste a
verifier pour les kinases de type RAF (MAPK Group, 2002). Les différentes MAPKK
présentent une conservation du motif N-terminal de fixation aux MAPK. La présence de ce
motif K/R-K/R-K/R-X;4-L-X-L/V/I sur la SIMKK (Stress Induced MAPKK) de Medicago
truncatula est nécessaire mais non suffisante a 1’activation de MAPK (Kiegler et al., 2000).
Les MAPK présentent un motif de phosphorylation soit TEY, soit TDY sur le site actif.
Contrairement aux TEY MAPK, les TDY MAPK possédent de longues extensions C-
terminales. A 1’heure actuelle, les seules données fonctionnelles accessibles sur les TDY
MAPK le sont par 1’étude de la BWMKI1 chez le riz (He et al., 1999 ; Cheong et al., 2003).
Les TEY MAPK ont fait I’objet d’un nombre beaucoup plus important d’études chez divers
organismes (Nakagamy et al., 2005). 11 a été prouvé que les différents membres des voies des
MAPK sont impliqués dans les mécanismes de réponses aux stress abiotiques et biotiques
chez de nombreux organismes, notamment AtMEKK1, AtMKK1 et AtMKK2 en réponse au
froid et au stress salin chez A. thaliana (Teige et al., 2004). OsEDRI1 intervient dans les
mécanismes de réponse au stress et a la défense chez le riz (Kim et al., 2003). Une liste non

exhaustive des différents acteurs des voies des MAPK intervenant dans les mécanismes de
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Figure 19 : Production et effets de I’acide phosphatidique. La phospholipase D catalyse la
formation d’acide phosphatidique, qui a son tour active des effecteurs protéiques impliqués
dans différentes réponses cellulaires. (D’aprés Wang et al., 2005).
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réponse au stress et dans les processus de défense est accessible dans la revue de Nakagami et
al. (2005).

Si le fonctionnement de la voie des MAPKinases est relativement bien documenté, trés
peu de choses sont connues concernant le substrat des derniéres enzymes de cette voie, les
MAPK. Une étude récente (Feilner et al., 2005), utilisant une technique de micro-arrays
protéiques, a permis d’identifier 48 substrats potentiels pour MPK3et 39 pour MPK6, 26 de
ces candidats étant communs aux 2 enzymes. Ces substrats correspondent a des facteurs de
transcription, mais aussi a des facteurs d’épissage, des récepteurs ou des histones.

Considérant les réactions catalysées par ces kinases, le systtme MAPKKK-MAPKK-
MAPK illustre la complexité et I’interdépendance des différentes voies de signalisation visant

a organiser au niveau cellulaire une réponse appropriée a un stress donné.

2-1-2-5 Les phospholipases

Une autre forme de la transduction du signal résulte de 1’action des phospholipases.
Les phospholipases D (PLD) hydrolysent les phospholipides et produisent de 1’acide
phosphatidique (PA). Les PA agissent sur différentes protéines (par exemple des protéines
kinase, des NADPH oxydases) qui a leur tour entrainent une réponse cellulaire (fig. 19).
Douze génes codants des PLDs ont ét¢ identifiés chez A. thaliana, tandis que seulement 2 ont
¢été identifiés chez les mammiféres et un chez S. cerevisiae (Wang et al., 2002, 2004). Si les
mécanismes d’activation de ces protéines ne sont pas connus, leur activité est augmentée
principalement par I’ABA et les EAO. Ainsi, ces enzymes sont plus actives en conditions de
stress tels que 1’exposition au froid et I’absence d’eau (Welti et al., 2002 ; Frank et al., 2000 ;
Katigiri et al., 2001). Les PLD jouent un r6le important dans les mécanismes de la réponse au
stress, mais ce role varie d’une PLD a une autre. Par exemple, la suppression de PLDd chez A.
thaliana entraine une baisse de la tolérance au froid tandis que sa sur-expression entraine une
meilleure tolérance chez ce méme organisme (Li et al., 2004). Par comparaison, la

suppression de PLDal entraine une meilleur résistance au froid (Welti et al., 2002).
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Figure 20 : Régulation de I’expression de CBF/DREBI1 en réponse aux basses températures,
d’aprés Novillo et al. (2004). Les fléches vertes représentent une régulation positive, les

fleches rouges une régulation négative CBR ; C-repeat-binding-factor, DREB ; dehydratation
responsive element binding factor.
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2-1-3 Les modifications transcriptionnelles suite aux signaux de stress : acteurs et régulation

En plus d’activer des voies métaboliques telles que celle des SOS, les signaux transmis
dans la cellule suite a un stress vont activer la transcription de génes permettant a la cellule de
survivre dans des conditions hostiles. L’activation de la transcription de ces génes se fait par
I’intermédiaire de facteurs de transcription. Ces protéines se fixent a ’ADN au niveau de
motifs précis et induisent la transcription du géne en aval de ce motif. Par exemple, les
facteurs de transcription CBF (C-repeat-binding-factor) ou DREB (dehydratation responsive
element binding factor) se lient & I’ADN au niveau de 1I’élément régulateur du froid et de
déshydratation dénommé DRE (aussi appelé CRT pour C-repeat). Cet €élément régulateur
contient la séquence conservée CCGAC. La présence de cette seule séquence est suffisante
pour induire la transcription de génes en cas de stress liés au froid (Baker et al., 1997). Cet
¢lément de régulation est aussi présent dans la région promotrice située en amont de
nombreux geénes activés en réponse aux basses températures (Tomashow et al., 1999). Le
génome des plantes contient un grand nombre de ces facteurs de transcription. Par exemple,
5,9% du génome d’A. thaliana code de telles protéines (soit environ 1500) (Riechmann et al.,
2000). La majorité de ces facteurs appartiennent a de larges familles multigéniques (MYB,
AP2/EREBP, bZIP, WRKY). L’étude du lien existant entre ces facteurs de transcription et un
stress spécifique est rendue particulierement difficile par I’expression de membres différents
d’une méme famille multigénique lors de stress différents. Des expériences de micro-arrays
ont permis d’éclaircir le fonctionnement de ces systemes de régulation complexes. Par
exemple, les facteurs de transcription CBF/DREB, qui appartiennent a la famille des
AP2/EREBP (Apetala 2 / ethylene-responsive element-binding protein), ne sont pas
uniquement régulés par le froid et ses effets secondaires (dont la déshydratation), mais
¢galement par des variations du cycle circadien (Harmer et al., 2005). Pour ajouter a la
complexité du systéme, certains facteurs de régulation de la transcription se régulent entre
eux. C’est le cas notamment de CBF2/DREBI1C qui régule négativement CB1/DREBI1B et
CBF3/DREBIA en cas d’exposition au froid chez A. thaliana (fig. 20) (Novillo et al., 2004).

Une autre famille de facteurs de transcription impliquée dans les mécanismes de
réponse au stress est constituée par les HSF (Heat Shock Factor). Ils sont responsables de
’activation de la transcription des protéines de choc thermique HSP (Heat Shock Proteins). ,

Les HSFs sont trés nombreux et complexes chez les plantes. On compte 21 HSF chez
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Figure 21 : Structure peptidique des 3 classes de HSF chez A. thaliana (Baniwal et al., 2004)
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Figure 22 : Roéles des HSF comme régulateurs de la réponse au stress thermique (Baniwal et
al., 2004). Lors de I’exposition de la cellule a un stress environnemental, les HSF sont activés
et induisent la transcription de genes porteurs du HSE (Heat Shock promoter Element). Ces
genes codent notamment des HSP 70 et des HSP 90 qui assurent le maintien de I’homéostasie
cellulaire.
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A. thaliana, 23 chez Oryza sativa et un nombre supérieur a 18 chez la tomate (The
Arabidopsis Genome initiative, 2000 ; Goff et al., 2002 ; Yu et al., 2002 ; Mishra et al.,
2002). Ces protéines possédent une structure primaire et plusieurs domaines bien conservés.
Le site de fixation a I’ADN (DBD, DNA Binding Domain) est situ¢ prés de la partie N-
terminale, et reconnait les sites HSE (Heat Stress promoter Element) (Cicero et al., 2001). Ces
sites sont formés par la répétition d’un motif palindromique AGAANNTTCT, situé¢ en amont
de la TATA box des geénes inductibles par choc thermique (Nover et al., 1991). Le domaine
d’oligomérisation (HR-A/B, (Hyrophobic Residues) est li¢ au domaine DBD par un linker de
longueur variable (15 a 80 aa) (Peteranderl et al., 1999). Les HSF des plantes sont répartis en
3 catégories principales (A, B et C), en fonction des particularités du linker et du domaine
HR-A/B. Les HSF possédent également un signal de localisation nucléaire (NLS), ainsi que
des motifs activateurs de la traduction (motifs AHA) localisés dans la partie C-terminale (fig.
21). Un schéma de fonctionnement de la régulation de 1’expression des HSFs est présenté en

figure 22.

2-1-4 Expression de protéines responsables de la résistance au stress

A la fin de la cascade de signalisation et suite a 1’activation de facteurs de
transcription, certains geénes vont €tre régulés afin de rétablir 1’homéostasie cellulaire et
contribuer ainsi a la résistance ou a I’adaptation de la cellule & un stress donné. Ces genes
codent généralement des enzymes impliquées dans la production de molécules

osmorégulatrices, des transporteurs, des enzymes de détoxification, des chaperonnes.

2-1-4-1 La production d’osmoprotectants

Le maintien de la pression osmotique cellulaire est assuré par divers métabolites tels
que des acides aminés (proline), des composés quaternaires ou autres amines (glycine bétaine,
polyamines), et plusieurs types de sucres ou alcools (tréhalose, mannitol).

Chez les plantes supérieures, la proline est accumulée en cas de stress, aussi bien suite
a une augmentation de sa production que par une réduction de sa dégradation (Nakashima et
al., 1998). Chez le tabac et A. thaliana, des études décrivant simultanément la sur-expression

du géne codant la delta-pyroline-5-carboxylase, (Konstantinova et al., 2002) et
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I’inactivation du géne codant la proline déshydrogenase (Mani et al., 2002 ; Maggio et al.,
2002) montrent que les plantes ainsi modifiées résistent mieux a un stress salin..

La glycine bétaine est une amine quaternaire qui est présente chez plantes supérieures,
les microorganismes et les animaux (Rhodes et al., 1993). Son réle de protection s’opére par
stabilisation de la structure quaternaire des protéines et par ajustement de 1’équilibre
osmotique du cytoplasme afin d’assurer le maintien de la quantité¢ d’eau a I’intérieur de la
cellule. La synthése de glycine bétaine a lieu en 2 étapes. Elle débute par la conversion d’une
choline en aldéhyde bétaique par la choline monooxygénase (Brouquisse et al., 1989), puis
I’aldéhyde bétaique est transformé en glycine bétaine par une aldéhyde déshydrogénase
(Weigel et al., 1986). Les aldéhydes déshydrogénases forment une famille multigénique chez
A. thaliana. L’étude récente de cette super famille (Kirsh et al., 2005) a montré que
I’expression de certains membres (ALDH3I1, et ALDH7B4) était induite en condition de
stress salin et osmotique.

Les polyamines sont des petites amines aliphatiques qui sont dérivées de I’ornithine et
de I’arginine par décarboxylation et sont notamment impliquées dans la réponse au stress salin
(Friedman et al., 1989). Les trois polyamines les plus représentées chez les plantes sont la
putréscine, la spermidine et la spermine. Toutefois, malgré des corrélations observées entre le
taux de polyamines et 1’exposition au stress osmotique et salin (Watson et al., 1998), leur
fonction exacte reste inconnue (Walters et al., 2003). Cependant, il a ét¢é montré chez
Pringlea antiscorbutica que le géne PAADC2, codant une arginine décarboxylase, enzyme
clef de la biosynthése des polyamines, était induit en cas de stress salin et en condition de
basse température (Hummel et al., 2004).

Le tréhalose est un disaccharide non réducteur constitu¢ de 2 glucoses liés de fagon
glycosidique en 1-1. S’il existe potentiellement 3 types de liaisons 1-1 (o 1-1,B B 1-1 eta B
1-1) seule la premicre a été observée chez des organismes vivants. Le tréhalose est synthétisé
par de nombreux eucaryotes et les procaryotes (Elbein et al., 2003). Plusieurs fonctions de
protection ont ¢été identifiées pour le tréhalose, parmi lesquelles la stabilisation des
membranes et des protéines en cas de déshydratation. Au moins 3 voies de synthéses du
tréhalose ont été identifiées, la principale impliquant la tréhalose phosphate synthase (TPS)
(Elbein et al., 2003). Une étude récente menée sur le coton a mis en évidence 1’induction du
gene codant la TPS lors de I’exposition de plants a des conditions de sécheresse (Kosmas et

al., 2005).
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Figure 23 : Activation et mécanisme d’action concerté des HSP (Wang et al., 2004).
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2-1-4-2 Les protéines chaperones

Les chaperonnes constituent des composants majeurs impliqués dans le maintien de
I’homéostasie cellulaire en conditions normales et de stress. Ces protéines sont responsables
de I’assemblage, du repliement , de la translocation et de la dégradation des protéines au cours
de nombreux procédés cellulaires normaux. Elles permettent le repliement des protéines dans

des conditions de stress, ainsi que de désagréger les protéines dénaturées.

2-1-4-2-1 Les HSP

Les protéines de choc thermique (HSP) sont des chaperonnes référencées selon les
conditions de stress qui ont permis leur identification. Celles-ci se répartissent en 5 classes
majeures, nommées en fonction du poids moléculaire des protéines : les HSP 70 (DnaK), les
chaperonines (GroEL et HSP 60), les HSP 90, les HSP 100 et les sHSP (small heat shock
proteins).

La fonction essentielle des HSP 70 est de limiter 1’agrégation et de participer au
repliement de protéines dénaturées, dans des conditions normales ou de stress (Frydmann et
al., 2001). Elles sont également impliquées dans les processus d’importation et de
translocation, ainsi que dans 1’adressage de protéines instables vers les lysosomes ou le
protéasome (Hartl et al., 1996). Certaines HSP 70 sont exprimées de fagon constitutive (les
HSC70, Heat Shock Cognate), d’autres ne sont exprimées qu’en cas d’exposition de la cellule
a un stress. De plus, certains membres de la famille des HSP 70 interviennent dans le controle
de l’activité biologique de protéines régulatrices, et peuvent servir de régulateurs négatifs de
la transcription des HSF en se fixant a ceux-ci (fig. 22).

Si les HSP 70 sont exprimées en réponse a différents stress (basse température, choc
thermique, sécheresse) (Sung et al., 2001), et leur induction corrélée avec 1’acquisition d’une
tolérance thermique (Lee et al., 1996) ainsi qu’a une résistance accrue a différentes stress
environnementaux (forte température, concentration en sels élevées, stress hydrique) (Sung et
al., 2003), le mécanisme cellulaire de fonctionnement des HSP 70 reste largement inconnu.

Les chaperonines (HSP 60) sont des chaperonnes qui ont été identifiées chez les
procaryotes, puis dans les mitochondries et les plastes des eucaryotes. Leur caractérisation
fonctionnelle chez les plantes est limitée. Il a été rapporté que ces protéines assisteraient les

protéines plastidiales telles que la rubisco (Boston et al., 1996).
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Figure 24 : Interactions supposées des HSP avec d’autres mécanismes de réponse au stress

(Wang et al., 2004).
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Les HSP 90 différent des autres chaperonnes dans la mesure ou leurs substrats
identifiés correspondent a des protéines de transduction du signal tels que des récepteurs
hormonaux et des protéines kinases (Young et al., 2001). Ainsi, bien que leur fonction
principale reste le repliement des protéines (Buchner et al., 1999 ; Frydmann et al., 2001),
elles jouent un réle important dans la transmission du signal, le contrdle du cycle cellulaire, la
dégradation et le transport protéique (Pratt et al., 2001 ; Richter et al., 2001). De plus, elles
seraient impliquées dans le développement cellulaire d’A. thaliana (Queitsch et al., 2002).
Chez cette plante, I’expression des HSP 90 est modulée par des conditions de stress telles que
la chaleur, le froid, les stress salins, I’exposition aux métaux lourds (Krishna et al., 2001).

Les HSP 100 sont membres de la super famille des AAA ATPases (ATPases
possédant un motif hautement conservé AAA) dont les membres interviennent dans de
nombreux processus cellulaires (Patel et al., 1998 ; Agarwal et al., 2001). Contrairement aux
autres HSP dont la fonction principale est le repliement des protéines, les HSP 100 sont
responsables de la désagrégation et de la dégradation de polypeptides potentiellement
dangereux pour la cellule, principalement des agrégats de protéines dénaturées. Une fois les
agrégats démantelés par les HSP 100, les peptides obtenus sont repliés par les HSP 70. Les
HSP 100 sont exprimées de facon constitutive et leur niveau d’expression augmente lors de
variations des conditions environnementales (température, concentration en NaCl) (Agarwal
etal., 2001).

Les sHSP sont des chaperonnes de faible poids moléculaire (compris entre 12 et 40
kDa). Ces protéines n’ont pas la capacité de replier directement les protéines dénaturées, mais
peuvent se lier aux protéines non natives, probablement par des interactions hydrophobes
(Ehrnsperger et al., 1997). Ainsi, ces sHSP stabilisent et empéchent 1’agrégation de protéines
non natives, ce qui facilite I’action des HSP 70 (Mogk et al., 2003). Parmi les 5 classes de
HSP, les sHSP sont les plus répandues chez les plantes (Verling et al., 1991).

L’effet protecteur des chaperonnes résulte de 1’action concertée des différentes HSPs
(fig. 23). Ces protéines interagissent également avec d’autres mécanismes de réponse au stress
(fig. 24). Ainsi, certains osmoprotectants pourraient agir comme « chaperonnes chimiques »
chez E. coli (Diamant et al., 2001). Le tréhalose semble agir de fagon synergique avec la
sHSP p26 pendant et aprés un stress thermique (Viner et al., 2001). De plus, les HSP 70 et 90
interagissent avec d’autres effecteurs impliqués dans la réponse au stress, dont les serine /
thréonine kinases, ce qui suggére leur participation active dans les mécanismes de

transduction du signal (Ellen et al., 2002).
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2-1-4-2-2 Les LEA

Les LEA (Late Embryogenesis Abundant proteins) ont été identifiées chez le coton et
le blé ainsi que chez les animaux et les algues. Elles sont produites en abondance durant le
développement des graines et peuvent représenter jusqu’a 4% des protéines cellulaires totales
(Roberts et al., 1993). Elles sont classées en 6 groupes, numérotés de 1 a 6 en fonction de
leurs conditions d’expression et de leurs séquences (Wise et al., 2003). Les groupes majeurs
sont les groupes 1,2 et 3. Le groupe 1 est constitu¢ de LEA qui ne possedent naturellement
pas de structure tertiaire déterminée en présence d’eau, possédent un motif conservé de 20 aa
(GGQTRREQLGEEGYSQMGRK), et qui n’ont été isolées que chez les plantes. Le groupe 2
contient les LEA également connues sous le nom de déhydrines, et sont présentes aussi bien
chez les plantes que chez les algues (Close et al., 1989). Elles sont caractérisées par la
présence de 3 motifs conservés : le domaine-K (riche en lysine), le domaine-Y (DEYGNP), et
le segment-S (poly-sérine). Elles ne possedent pas de structure tertiaire stable en solution. Le
groupe 3 est caractérisé par un motif répété de 11 aa dont la séquence consensus a été définie
comme étant POE/QXDOKE/QKDXE/D/Q ou @ est un résidu hydrophobe (Dure et al., 2001).
Des homologues de ces protéines ont été identifiés chez d’autres organismes que les plantes,
notamment les nématodes Caenorhabditis elegans, Steinernema feltiae, Aphelenchus avenae,
et les procaryotes Deinococcus radiodurans, Bacillus subtilis et Haemophilus influenzae
(Dure et al., 2001 ; Solomon et al., 2000 ; Browne et al., 2002). Certaines LEA du groupe 3
acquierent une structure tertiaire efficace en absence d’eau.

Les fonctions précises des LEA restent inconnues, mais leur sur-expression en cas
d’exposition au froid est connue chez A. thaliana (Wellin et al., 1994). Suite a des
observations réalisées chez le blé et le mais transgénique, il a été supposé que leur fonction est
de protéger les structures cellulaires et moléculaires en cas d’exposition a la sécheresse et au
froid (Sivamani et al., 2000 ; Xu et al., 1996). Récemment, Goyal et al. (2005) ont montré
que la LEA recombinante AaevLEA1 du nématode Aphelenchus avenae, exprimée chez E.
coli, permet d’éviter 1’agrégation de protéines dénaturées par des hautes ou faible
températures. Cette étude montre également que cette LEA agit conjointement avec le

tréhalose pour empécher I’agrégation.
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2-1-5 Les EAO (Especes Activées de 1’Oxygene)

En cas de stress biotique ou abiotique, on observe chez les plantes une production
rapide et massive d’espéces activées de 1’oxygeéne. De nombreuses études ont été menées,
notamment chez les plantes, afin de préciser quels facteurs entrainent ce phénoméne. De
nombreuses conditions environnementales ont ainsi été définies : la sécheresse, les stress
thermiques (hautes et basses températures), 1’exposition aux métaux lourds, aux ultra-violets,
aux polluants aériens tels que 1’ozone et le SO, , les stress mécaniques, les carences en
nutriments, les attaques de pathogenes, et les fortes expositions a la lumiére (Dat et al., 2000 ;
Asada, 1999 ; Hammond-Kosack, 1996 ; Grant, 2000; Polle, 2001 ; Bowler et al., 1992 ;
Noctor et al., 1998 ; Desikin et al., 2001 ; Allen, 1995). Cette production d’EAO est donc

considérée comme une réponse générale de la plante a un stress.

2-1-5-1 La production d’EAO

Elle est assurée par différents mécanismes, présents dans la cellule de fagon
constitutive ou induits en fonction des conditions d’incubation. Une des principales sources
d’EAO est I’appareil photosynthétique. L’accepteur final d’électrons de la photosynthése est
le CO,. Cependant, la fixation de CO; chez les plantes ne permet pas d’utiliser plus de 50% de
I’énergie lumineuse absorbée (Baker, 1991). D’autres accepteurs que le CO, sont donc
utilisés, parmi eux 1’O,, précurseur (entre autre) de I’H,O,. Des conditions de stress limitant la
fixation du CO; entrainent une surproduction de O, et donc a terme de H,0O,. Les
mitochondries sont aussi productrices de H,O, dans certaines conditions (Elstner, 1982). La
chaine de transport d’électrons au sein de la mitochondrie est constituée d’un certain nombre
de complexes déshydrogénases qui réduisent un pool commun d’ubiquinone (Elstner, 1994).
Cet ubiquinone est ensuite oxydée par la voie des cytochromes ou la voie de 1’oxydation
alternative. Des travaux menés sur la voie alternative d’oxydation ont apporté des preuves
supplémentaires de I’implication des mitochondries dans la production EAO en cas de stress
(Vanlerberghe et al.,1997). De mani¢re générale, les principaux générateurs d’ion
superoxydes dans la mitochondrie sont les radicaux d’ubiquinone et la NADH
déshydrogénase (Richter et al., 1997). Par exemple, on observe une participation des
mitochondries dans la production des EAO lors d’expositions a des faibles températures

(Prasad et al., 1995). Quel que soit le stress abiotique considéré, 1’augmentation de la
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production d’EAO dans la cellule est principalement liée a un déficit en CO, en tant
qu’accepteur d’¢lectrons au sein de la chaine photosynthétique. En cas de stress biotique, la
production des EAO est assurée principalement par des péroxydases de type NAD(P)H
oxydases (Bolwell et al., 2002 ; Desikan et al., 1996). Toutefois, I’implication de cette
enzyme n’est pas liée qu’aux conditions de stress biotiques, car les hautes températures (Dat
et al., 1998) ou des contraintes mécaniques (Orozco-Cardenas, 2001) peuvent aussi induire la

production d’EAO par ce type d’enzyme.

2-1-5-2 Mécanismes de controle de la quantité d’EAO dans la cellule

Les especes activées de 1’oxygene sont toxiques pour la cellule de part leur capacité a
causer des dommages oxydatifs aux protéines, a I’ADN et aux lipides. Ces EAO sont pourtant
continuellement produits par la cellule en tant que dérivés de la photosynthése. La cellule
dispose donc de moyens efficaces pour éliminer ces EAO. Ces mécanismes peuvent étre

divisés en 2 catégories selon qu’ils impliquent des enzymes de facon directe ou indirecte.

2-1-5-2-1 Réactions de détoxication indirectes

La détoxication indirecte met en jeu des molécules et peptides permettant a la cellule
de maintenir son équilibre oxydo-reducteur, principalement I’ascorbate et le glutathion
(GSH), mais aussi le tocophérol, les flavonoides, les alkaloides et les carotenoides. Ainsi, des
mutants d’A. thaliana et de tabac pour lesquels les productions d’acide ascorbique et GSH ont
¢été diminuées sont hypersensibles au stress (Conklin et al., 1996 ; Creissen et al., 1999). Les
EAO oxydent le GSH en glutathion oxydé (GSSQ) et ’ascorbate en monodehydroascorbate
(MDA) et déhydroascorate (DHA). Ces composés sont ensuite réduits au cours du cycle
ascorbate-glutathion. En cas de stress, la cellule a tendance a augmenter la production de GSH
(Noctor et al., 2002). De forts taux de GSH et d’ascorbate reduits sont maintenus par 1’action
de plusieurs enzymes : les glutathion reductases (GR), les monodehydroascorbate reductases
(MDAR) et les dehydroascorate reductases (DHAR), qui utilisent le NADPH comme pouvoir
réducteur (Tsugane et al., 1999).

2-1-5-2-2 Réactions de détoxication directe
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Figure 25 Cycle glutathion-ascorbate (d’aprés Appel et al., 2004). Le glutathion et 1’ascorbate
sont oxydés par les EAO, ce qui diminue la quantité intracellulaire de ces dernicres. Les APX,
MDAR, DHAR et GR permettent de réduire les composés oxydés en utilisant du NA(D)PH.
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Plusieurs enzymes sont impliquées dans ce type de réactions. Ce sont principalement les
superoxyde dismutases (SOD), les ascorbate péroxydases (APX), les glutathion péroxidases
(GPX) et les catalases (CAT). Les SOD constituent la premicre forme de défense en
catalysant la génération d’H,O; a partir d’O,". Les CAT, GPX, et APX agissent ensuite en
¢liminant le peroxyde d’hydrogéne. Pour fonctionner, I’APX nécessite des cofacteurs qui sont
fournis par le cycle ascorbate-glutathion (fig. 25). L’APX permet la détoxification H,O; en
H,O en oxydant I’ascorbate en MDA. Celui-ci peut étre réduit par la MDA réductase
(MDAR) qui utilise du NAD(P)H comme cofacteur. La régénération de 1’ascorbate est
réalisée par la DHAR qui fonctionne en présence de GSH et produit du GSSG. Ce dernier
peut-étre réduit a nouveau en GSH par la glutathion reductase (GR) en présence de NAD(P)H.
Tout comme I’APX, la GPX détoxifie également H,O, en H,O, la réaction se faisant en
présence de GSH et génere du GSSG. La réduction du GSSG se fait également par la GR. Les
plantes possédent un grand nombre de génes codant les SOD et APX (Mittler et al., 2004),
différentes isoformes étant retrouvées dans différents compartiments intracellulaires (Asada et
al., 1987). Contrairement aux GPX et APX, la catalase fonctionne sans cofacteurs et catalyse
directement la réaction H,O, = H,0 + %2 O,. La GPX est cytosolique tandis que la catalase se
trouve principalement dans les péroxysomes.

L’équilibrage des activité SOD, APX, GPX et CAT est primordiale pour le contrdle de
la quantité¢ d’EAO dans la cellule. Toutefois, la suppression de I’activité de ces enzymes peut
avoir des effets surprenants. Par exemple des plants de tabac mutants ne possédant ni CAT, ni
APX sont plus résistants au stress oxydatif que des plants de tabac pour lesquels une seule

catégorie de ces enzymes est inactive (Rizhsky et al., 2004).

2-1-5-3 Role des EAO dans le stress abiotique

Alors que dans le cadre d’une réponse a un stress biotique les EAO ont un role de
défense car ils sont toxiques pour I’organisme agresseur, ces molécules jouent un rdle de
second messager dans la réponse a un stress abiotique. Tres peu de senseurs de ces EAO sont
connus chez les plantes. Ce réle de détection est assuré chez les procaryotes et les
champignons par certaines histidines kinases (Quinn et al., 2002). La présence d’un nombre
¢levé de génes codant ces protéines chez A. thaliana (Hwang et al., 2002) suggere un role des
histidine kinases comme senseurs des EAO chez cet organisme.

Chez A. thaliana, le H,O, active les MAPK MPK3 et MPK6 via la MAPKKK ANP1

(Kovtun et al., 2000). L’expression de cette derniére enzyme a permis d’augmenter la
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Figure 26 : Production et effets des EAO au cours de 1’attaque par un pathogeéne (a) ou en
condition de stress abiotique (b). (Appel et al., 2004).
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résistance aux chocs thermiques, a ’exposition au froid et a la salinité chez des plants de
tabac qui expriment un orthologue d’ANP1 (KNP1) constitutivement actif (Kovtun et al.,
2000). 11 apparaitrait également que les EAO jouent un rdle dans I’activation de facteurs de
transcription. Cette régulation de la transcription s’opérerait grace a des interactions entre des
facteurs de transcription et des ¢léments Cis spécifiquement sensibles au stress oxydatif situés
dans la région promotrice de certains geénes. Cette hypothése a été explorée chez A. thaliana et
a permis d’identifier plusieurs génes pouvant étre régulés de la sorte (Desikan et al., 2001).
De plus, 175 génes dont I’expression était modifiée suite a 1’exposition de la cellule a des
EAO ont été identifiés. Ces génes codent des protéines assurant des fonctions anti-oxydantes,
ou ¢étant associées aux mécanismes de défense et de réponse au stress. Les EAO se retrouvent
donc a I’interface de toutes les étapes des mécanismes de la réponse a un stress abiotique et
biotique. Leur role dans ces 2 situations est différent (fig. 26) ce qui pose la question de savoir
comment la plante régule la quantité d’EAO lors d’une exposition simultanée a ces 2 types de

stress.

En conclusion, la réponse aux stress chez les plantes est un phénomeéne complexe,
dont la cascade de réactions fait intervenir un grand nombre d’enzymes et de composés, qu’il
s’agisse de protéines ou de molécules signal. Si une image des différentes étapes peut étre
déduite d’un grand nombre d’¢études, les connexions existantes entre ces différentes étapes
n’ont pas encore été clairement établies. De plus, les voies de réponse a différents stress
passent souvent par des intermédiaires communs. Il devient alors tres difficile de discerner, de
la perception a I’expression des geénes de réponse, les différents types de réponse de la cellule

en fonction des divers types de stress.
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3- La réponse au stress chez les macro-algues

De par leur milieu de vie, les macro-algues marines sont soumises a des stress de
natures différentes de ceux des plantes terrestres supérieures. Par exemple, les variations de
températures engendrées par les saisons ou les cycles journaliers sont moins importantes dans
I’eau que dans I’air. Dans les zones de forts marnages, telles que les cotes bretonnes, les
macro-algues sont également soumises a la dessiccation liée aux marées. L’intensité de cette
dessiccation varie suivant la position des algues sur I’estran. Les algues situées en haut de
I’estran se retrouvent exposées a I’air libre plusieurs fois par jour tandis que les algues situées
en bas de ’estran ne le sont qu’une fois par mois.

Les études menées sur le stress chez les macro-algues sont diverses et portent
principalement sur les effets du stress sur le développement de I’organisme. Tres peu de
travaux portent sur les mécanismes moléculaires de la réponse aux stress, qu’il s’agisse de la
perception du stress, de la transduction du signal généré au cours de ce stress, ou de la
régulation des différents mécanismes de réponse visant a rétablir ’homéostasie cellulaire. Ce
manque de données disponibles sur la réponse cellulaire du stress chez les algues est
imputable a plusieurs facteurs, tels que 1’absence d’organisme modele ou de données de
génomique a grande ou moyenne échelle (Pearson et al., 1996).

Cependant, certains travaux permettent d’établir un paralléle avec ce qui est déja
connu chez les plantes supérieurs, mais également de distinguer des originalités dans les

mécanismes de rétablissement de I’homéostasie cellulaire chez les macro-algues.
3-1 La perception du stress

Si les travaux sur les mécanismes de la réponse au stress chez les maros-algues sont
limités, plusieurs théories ont été émises pour expliquer les différentes étapes de cette
réponse. Ces études étaient généralement tres descriptives, faisant principalement intervenir
des notions physiologiques. Dans le cas de stress liés a des variations de salinité, les travaux
menés dans les années 1980 suggérent I’intervention de capteurs situés au niveau de la
membrane cellulaire (Kirst et al., 1989). Ces études suggerent 3 hypothéses pour expliquer les
mécanismes de la reconnaissance du stress par des macro-algues. La premiére est basée sur le
modele du changement anisotropique de la membrane plasmique qui implique que celle-ci est

pressée contre la paroi cellulaire par la pression de turgescence, ce qui a pour effet d’activer
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des protéines membranaires inconnues. Une seconde hypothése repose sur le modele de la
compression ¢lectro-mécanique de la membrane et suppose que celle-ci soit considérée
comme un capaciteur ¢lectrique. La pression de turgescence affecte 1’épaisseur de la
membrane, entrainant un changement du champs électrique intrinséque de la membrane ou de
I’activité des canaux et des pompes situés sur la membrane, ce qui aboutit a des modifications
du transports des ions a travers cette membrane. La troisieme hypothése implique des canaux
qui sont activés suite aux déformations de la cellule provoquées par la pression de
turgescence. Ces hypotheses aboutissent toutes a un changement ionique intracellulaire qui
serait responsable de la mise en route des voies de réponse au stress. La derniére hypothése
pourrait suggérer I’implication de canaux Ca®’" comme senseur des stress suite a des
modifications de la forme de la cellule, ce qui se rapproche de ce qui est connu chez les

plantes.

3-2 La transduction du signal

Une fois le stress percu, le signal généré doit étre transmis par la cascade de
signalisation. Comme je 1’ai mentionné précédemment, ces systeémes sont complexes chez les
plantes et font intervenir soit des enzymes (voies des MAPK, SOS) soit des molécules telles
que le Ca*™ ou les EAO. Parmi ces différents mécanismes décrits chez les plantes,
I’implication du Ca”" en tant que second messager est sans doute le processus le plus étudié
chez les algues. Des travaux récents menés sur les embryons de Fucus serratus, en condition
de stress osmotique, ont permis d’observer une corrélation entre la production d’EAO suite a
la perception du stress et les influx de calcium (Coelho et al., 2002). De plus, une
mobilisation du calcium intracellulaire a ét¢ démontrée. Ce type de relation a également été
observé chez le méme organisme en présence de cuivre (Nielsen et al., 2003). Tout comme
chez les plantes, le calcium et les EAO semblent donc jouer le role de second messager dans
la transduction du signal de stress chez F. serratus. Toutefois, les mécanismes par lesquels
cette transduction se fait sont encore inconnus. A ma connaissance, aucun résultat concernant
le réle potentiel de la voie SOS et des MAPkinases chez les macro-algues exposées a un stress

n’est accessible pour I’instant.
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3-3 Réponse des macro-algues en condition de stress

Si les précédentes étapes de la réponse au stress (reconnaissance, transduction et
régulation de la transcription) n’ont pas fait I’objet de nombreuses études chez les macro-
algues, plusieurs genes et protéines exprimées en cas de stress chez ces organismes ont été
¢tudiés. Des travaux réalisés sur Fucus vesiculosus ont permis d’identifier certains génes
induits lors de conditions de dessiccation (Pearson et al., 2001). Ces geénes sont
majoritairement reliés a la photosynthése (Rubisco, protéines de photosystémes, protéines de
liaison a la chlorophylle). De méme, certains mécanismes présents chez les plantes ont été¢ mis
en évidence chez les algues. Par exemple, il apparait que la macro-algue rouge Gracilaria
tenuistipitata synthétise des EAO lorsqu’elle est exposée a des métaux lourds (Collén et al.,
2003). De méme, des variations d’activité des enzymes responsables du contrdle cellulaire de
la quantit¢ d’EAO, corrélées a une baisse de la quantité d’EAO cellulaire, ont été observées
chez 1’algue brune Fucus vesiculosus lors de changement de température (Collén et al., 2001).
Ces changements laissent supposer une participation des EAO dans la réponse a 1’exposition
aux basses températures. S’il apparait que les EAO jouent un réle dans les mécanismes de la
réponse au stress chez différentes algues, les mécanismes de la production de ces EAO ne
sont pas encore clairement établis. Des observations analogues sur les enzymes de contrdle de
la quantit¢ des EAO (SOD, APX, GR) ont été faites chez les algues rouges Mastocarpus
stellatus et Chondrus crispus (Lohrmann et al., 2004). De plus, il apparait que ces enzymes
interviendraient dans les mécanismes assurant la survie de la cellule lors d’un stress de
dessiccation chez une autre algue rouge Stictosiphonia arbuscula (Burritt et al., 2002). Un
autre travail réalisé sur les embryons de Fucus spiralis et de Fucus vesiculosus a montré
I’importance de I’environnement parental sur la survie des embryons exposés a de hautes
températures. Ces travaux ont aussi mis en évidence une forme d’adaptation/tolérance a ce
stress suite a des incubations du méme type d’embryon en condition d’hyper-salinité¢ et de
choc thermique (Li, 2003) Ces acclimatations seraient associées a la présence d’HSP 60 en

plus grande quantité chez les embryons résistants.

3-4 Le stress chez L. digitata

Les connaissances acquises sur les mécanismes de réponse au stress chez L. digitata

sont assez récentes. Les études déja menées sur cet organisme ont porté principalement sur les
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Figure 27 : Les différentes réactions catalysées par les halopéroxidases.

X' +H,0,+H" —  HOX+H,0 équation 1
R-H + HOX —  R-X+H,0 équation 2
X+H0,+H +R-H — R-X+2H,0 équation 3

X" : halogénures (I', Br', CI') ; R-H : substrat organique ; HOX : acide hypohalogéneux.

Figure 28 : Implications présumées des halopéroxydases dans les mécanismes de réponse au
stress, d’apres Colin (2004). X" : Halogénure

Stock cellulaire de X-

Burst oxydatif
H202

Emission de
B composés volatils
X halogenés
Absorption
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effets de stress biotique. L’exposition de I’algue a des oligoguluronates, qui sont des
fragments de ’alginate constituant de la paroi de L. digitata, entraine chez celle-ci un burst
oxydatif (Kupper et al., 2001). En plus de ce burst oxydatif, il a également été observé un
efflux d’iodure dans un premier temps, puis une augmentation de 1’émission de composés
volatiles iodés (Malin et al., 2001). L’iode semble donc jouer un rdle direct dans les
mécanismes de réponse au stress. L. digitata posséde la capacité de concentrer 1’iode jusqu’a
obtenir une concentration 30 000 fois supérieure a celle observée dans 1’eau de mer. Ce
processus d’assimilation de 1’iode s’effectue grace a une famille d’enzyme, les
halopéroxydases (Kupper et al., 1998). Les halopéroxydases catalysent plusieurs réactions
utilisant les halogénures et le peroxyde d’hydrogéne comme substrats (fig. 27). Ces enzymes
sont capables d’oxyder les halogénures en présence de peroxyde d’hydrogéne (équation 1),
mais également de produire de facon directe (équation 2) ou indirecte (équation 3) des
composés volatiles halogénés (Neidleman et Geibert, 1986). Le peroxyde d’hydrogéne étant
par nature nocif pour la cellule, les halopéroxydases joueraient donc un double rdle dans les
mécanismes de réponse au stress (Colin et al., 2003). Elles contribueraient a controler la
quantité d’EAO intracellulaire, tout en produisant des composés volatiles halogénés. Le role
putatif des halopéroxydases dans les mécanismes de réponse au stress est présenté dans la
figure 28. L’ implication de ces enzymes dans les mécanismes de la réponse au stress constitue

une des originalités des macro-algues que I’on ne retrouve pas chez les plantes supérieures.

3-5 Conclusion

Les résultats obtenus chez les macro-algues marines indiquent que celles ci partagent
certains mécanismes de la réponse au stress, notamment 1’implication du calcium comme
second messager mais ¢galement dans I’utilisation des EAO. En revanche, si les grandes
lignes de ces mécanismes sont communes, les intervenants semblent différents. Cela est
illustré par les bromopéroxydases. Les macro-algues marines et les plantes supérieures sont
¢loignées phylogénétiquement, les hétérokontes formant une lignée eucaryotique
indépendante. L’existence de mécanismes communs de réponse au stress suggere la présence
d’un mécanisme analogue chez un ancétre commun. Cependant des divergences dans ces

mécanismes représente une piste évolutive intéressante a explorer.
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4- Introduction du travail de thése

4-1 Contexte scientifique

Les progrés réalisés en matiere d’acquisition de données génomiques ont été tres
importants ces dernieres années. De plus le séquencage du génome d’un organisme permet
d’avoir accés directement a I’information génétique et donc aux genes présents dans cet
organisme. La construction de banques d’ADNc ou la réalisation de banques soustractives
permet a la fois d’obtenir des séquences de geénes, mais aussi d’avoir une vue des geénes qui
sont exprimés dans des conditions de culture bien définies. Les micro-arrays permettent de
déterminer les réseaux de genes impliqués dans les mécanismes de réponse a telle ou telle
condition physiologique, afin d’identifier les acteurs communs ou spécifiques de ces
mécanismes. Les puces protéiques permettent de trouver les substrats de protéines
surexprimées en cas de stress et ainsi de faire le lien entre les différentes étapes de la réponse
au stress. Ces différentes techniques rendent possible I’étude a grande échelle des différents
intervenants dans les mécanismes de la réponse au stress.

Cependant, I'utilisation de ces outils pour 1’étude d’une condition physiologique
déterminée chez les macro algues marines reste trés limitée. A 1’heure actuelle, aucuns
génome d’algue brune n’est encore disponible, et un nombre encore restreint de séquences est
disponible dans les banques de données. L’amélioration des ressources génomiques constitue
la base de toute étude de transcriptomique a moyenne et grande échelle (PCR quantitative,
macro et micro-arrays). Au début de la thése, les seules données disponibles sur les
hétérokontes avaient été obtenues grace aux programmes EST (Etiquettes de Séquences
Transcrites) portant sur la  diatomée Phaeodactylum tricornutum (Bowler,
http://www.szn.it/plant/PhaeodactylumEST/) et ceux menés par notre laboratoire sur L.

digitata (Crepineau et al., 2000), dont les résultats ont été considérés pour cette étude.

4-2 Objectifs de la theése

Les travaux menés au cours de cette thése visaient a isoler et a étudier des marqueurs
moléculaires de la réponse aux stress chez L. digitata afin d’identifier, du moins en partie, les
bases moléculaires des mécanismes de réponse au stress chez cette algue. La comparaison de

ces données avec celles acquises chez d’autres organismes devait permettre de mettre en
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Figure 29 : Le protoplaste : un outil méthodologique pour étudier le stress
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évidence des transcrits particuliers aux végétaux marins. En effet, les algues ne sont pas
soumises aux mémes conditions environnementales que les organismes terrestres. Les algues
subissent des écarts de températures et des variations d’exposition lumineuse moins
importants que les végétaux terrestres. Par contre, les variations liées a la succession des
marées, principalement 1’exposition a 1’air libre et ’absence d’eau a marée basse, sont plus

spécifiques des macro-algues.

4-3 L’outil biologique : le protoplaste

Afin d’étudier le stress chez L. digitata, il fallait tout d’abord définir un stress a
¢tudier. Nous avons choisi d’utiliser le protoplaste comme modele biologique de 1’étude du
stress. Les protoplastes sont des cellules végétales dont la paroi a été complétement digérée
par voie enzymatique. Ces cellules isolées représentent un stade ultime d’explantation, qui
peut étre considéré comme une forme extréme de blessure (fig. 29). La perte de la paroi
cellulaire et I’isolement des cellules soumettent celles-ci @ de nombreuses contraintes,
aboutissant a des conditions de stress osmotique et oxydatif. En effet, la digestion de la paroi
libére des oligoguluronates (GG), qui déclenchent un burst oxydatif chez L. digitata. De plus,

I’isolement des cellules entraine une perte de communication inter-cellulaire.

4-4 Identification de marqueurs moléculaires de la réponse au stress

Afin d’identifier des marqueurs moléculaires de la réponse au stress, nous avons
décidé d’employer une stratégie EST (Expressed Sequence Tags, ou Etiquette de Sequences
Transcrites), que I’on peut définir comme une approche a moyen débit. Cette stratégie est
basée sur la construction de banques d’ADNc représentant les ARNm d’une cellule a un
temps donné, ou des conditions expérimentales et/ou environnementales précises. En partant
du principe que le nombre d’EST isolées représente le niveau de transcription d’un geéne
donné dans une condition expérimentale bien définie, I’emploi de cette stratégie permet
I’identification de transcrits spécifiques d’un tissu ou d’un état physiologique. Ce fut le cas
pour le cerveau ou la prostate chez I’homme (Adams et al., 1992 ; Nelson et al., 1997), pour
I’embryon d’oursin (Lee et al., 1999) ou encore pour la mise en évidence de génes liés a
I’immunité chez la crevette (Gross et al., 2001). Les clones correspondants a différents

fragments d’ADNc sont séquencés partiellement afin de générer des ESTs (fig. 30). Une
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Figure 30 : Représentation schématique d’une EST. Une EST est une séquences provenant du
séquencage systématique en 5’ d’'un ADNCc issu de la transcrption reverse d’ARNm. Suivant
la qualité de la reverse transcription, cet ADNc comporte les différentes parties de I’ARNm
d’origine : les parties 5’ et 3’ non traduites, la zone codante (ou ORF) ainsi que la queue poly
A

ARNmM

| | |
| | i
! ! !
} Reverse transcription l : !
ADNc | | |
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>
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recherche de similitude de ces séquences dans les banques de données protéiques et
nucléiques est ensuite effectuée afin d’identifier quel géne est codé par une EST donnée. Cette
approche s’est révélée trés informative pour divers organismes (mammiferes, plantes,
insectes) et notamment pour la plante modele A. thaliana dont 175000 séquences sont
disponibles actuellement. Plus proche de nos considérations, I’approche EST a déja été
utilisée pour 1’étude de protoplastes de cellules végétales, notamment sur Brassica campestris
(Kwak et al., 1997). Une étude récente menée sur Thellungiella salsuginea est basée sur
I’emploi d’une stratégie EST afin de déterminer quels étaient les transcrits communs a la
réponse de I’organisme dans différentes stress (Wong et al., 2005). Une étude similaire a celle
menée sur les protoplastes de L. digitata a été réalisée au laboratoire sur des protoplastes de
I’algue rouge Chondrus crispus (Collén et al., 2006 (sous presse)). L’un des principaux
avantages de la stratégie EST est de fournir un nombre important d’informations
supplémentaires a celles recherchées initialement. C’est pourquoi [’utilisation de cette
stratégie sur des protoplastes de L. digitata avait également comme objectif d’identifier des
genes impliqués dans les processus de régénération de la paroi cellulaire et de fagon plus
générale accroitre la quantité de données génomiques et transcriptomiques pour cette algue.
De plus les clones générés lors de cette étude pourront étre utilisés pour des études ultérieures
sur des transcrits particuliers, et les banques de données constituées aprés I’analyse des
séquences serviront entre autres pour 1’annotation d’autres séquences d’organismes proche

phylogénétiquement.

4-5 Peut-on distinguer les génes de réponse au stress des génes de défense ?

Bien que le protoplaste semble un outil adapté a I’étude du stress chez L. digitata,
celui-ci présente toutefois des limites. En effet, la digestion enzymatique de la paroi libére des
oligoguluronates, qui agissent comme ¢liciteurs sur L. digitata (Kupper et al., 2001). Les
protoplastes sont donc des cellules en état de stress intense mais également en état de défense
face a une attaque pathogeéne. Il devient alors impossible par la seule analyse des EST issues
de protoplastes de différencier les génes exprimés dans le cadre de la réponse au stress de
ceux exprimés dans le cadre de la défense face a un pathogene. Afin de voir s’il était possible
de différencier ces 2 types de génes, et d’identifier des genes des mécanismes de défense,
nous avons isolé des transcrits spécifiques de sporophytes ¢élicités en présence

d’oligoguluronates grace a I’emploi de la technique d’hybridation suppressive et soustractive
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(suppressive substractive hybridization ou SSH). L’utilisation de cette technique a déja permis
de caractériser des genes impliqués dans la formation des dents chez I’homme, (Buchaille et
al., 2001) ainsi que des genes induits par le nitrate chez le riz (Wang et al., 2002). Plus proche
de notre sujet d’étude, la SSH a été utilisée pour isoler des transcrits correspondant aux genes
responsables de la résistance de certains cultivars de Malus domestica au pathogéne Venturia
inaequalis (Degenhardt et al., 2005), ou pour étudier des génes induits par dessiccation chez
I’algue brune Fucus vesiculosus (Pearson et al., 2001). La comparaison des séquences
obtenues par SSH avec les EST obtenues chez le protoplaste devait permettre d’établir quels

¢taient les génes impliqués dans les mécanismes de réponse au stress chez L. digitata.

4-6 Etude de la famille multigénique des mannuronane-C5-épimérases

La composition de la paroi cellulaire des algues brunes est tres différentes de celle des
plantes. En plus de son rdle protecteur du contenu intracellulaire, la paroi permet de maintenir
la rigidité de la cellule, et la circulation des éléments nutritifs (eau, minéraux). Chez les
plantes, la paroi contient des protéines spécialisées dans la régulation de la croissance et la
protection contre les agressions (Yoshiba et al., 2001 ; Cornels et al., 2000). Elle représente
aussi la premiére barriere de protection contre les stress. Malgré son importance, peu d’études
ont porté sur les modifications de sa composition, notamment au niveau de la matrice
extracellulaire, lors de I’exposition de plantes a différents stress. Il a toutefois été démontré
récemment que certains génes codant la cellulose synthase chez A. thaliana seraient impliqués
dans les mécanismes de réponse a la sécheresse et a la dessiccation (Chen et al., 2005). La
paroi cellulaire de L. digitata est majoritairement constituée d’alginates, ce qui lui confére une
rigidité plus ou moins grande. La derni¢re étape dans la biosynthése de I’alginate est assurée
par différentes mannuronanes-C5-émimérases (Man-C5), qui forment une famille
multigénique comprenant de nombreux membres (Nyvall et al., 2003). L’étude EST menée
sur les sporophytes de L. digitata a permis 1’identification de plusieurs génes de Man-C5
(Crepineau et al., 2000). De plus, des expériences préliminaires menées au laboratoire
indiquent que certains membres de la famille multigénique seraient induits en cas d’¢élicitation
des sporophytes par des oligoguluronates. Au cours de ma thése, des fragments d’ADNc
supplémentaires correspondant a des Man-C5 ont été obtenus par une approche de RT-PCR.
L’analyse de ces nouvelles séquences et de celles disponibles dans les différents types de

banque d’ADNc a permis de grouper les Man-C5 en fonction de leur profil d’expression. Ces
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observations ont été complétées par 1’étude transcriptomique de plusieurs Man-C5,

représentant chacune un groupe, en employant la technique de PCR quantitative.
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RESULTATS



Figure 31 : Protoplastes obtenus a partir de sporophytes de Laminaria digitata.
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Chapitre I: Etude d’une banque orientte d’ADNc de

protoplastes de Laminaria digitata

Au cours de ce chapitre, je présenterai les résultats relatifs a la construction de la
banque d’ADNc issus de protoplastes de L. digitata, du séquencage de ces ADNc et de

I’analyse de ces séquences.
1- Résultats relatifs a la construction de la banque d’ADNc

Les protoplastes sont des cellules végétales dont la paroi a été compleétement digérée par voie
enzymatique (fig. 31). Ces cellules isolées peuvent étre considérées comme un stade ultime
d’explantation, car elles sont soumises a un large éventail de stress (osmotiques, mécaniques
et oxydants) et a I’absence de communication intercellulaire. On peut considérer que les
protoplastes sont confrontés a trois problémes majeurs : ils doivent réagir au stress causé par
la perte de la paroi cellulaire, répondre a 1’action des oligoguluronates qui miment une attaque
pathogene et ils doivent se protéger des especes actives de 1’oxygeéne (EAO) produites lors de
la digestion de la paroi et ensuite. L’utilisation d’une stratégie EST pour analyser au niveau
moléculaire la réponse des protoplastes visait trois objectifs principaux. Tout d’abord, nous
envisagions ainsi identifier des marqueurs moléculaire de la réponse au stress chez L. digitata
pour lesquels nous n’avions que trés peu de données. Ensuite, nous espérions isoler des
transcrits codants des protéines impliquées dans la biosynthése de la paroi cellulaire. En effet
la banque a été construite a partir d’ARN messagers extraits a différents temps de culture, et
nous avons montré qu’au cours de la culture les protoplastes commencent a re-synthétiser une
paroi. Enfin, ce type d’approche permet toujours au minimum de générer des catalogues de

nouvelles données et donc d’enrichir le nombre de séquences disponibles chez L. digitata.
1-1 Préparation des protoplastes

Les protoplastes ont été isolés au cours de 6 manipulations ou nous avons utilisé
environ 20 g de tissus frais prélevés sur la zone méristématique de 1’algue (fig. 5) Au total,

123 g de tissus ont été traités. Nous avons obtenu des rendements variant de 2.3x10” a 3.9x10’

87



Figure 32 : Fractions d’ADNc obtenues a partir des ARNm de protoplastes de L. digitata. La
fraction 8 a été utilisée pour la construction de la banque.
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protoplastes par gramme de tissu frais. Ces résultats sont comparables a ceux observés lors de
travaux antérieurs (Benet et al., 1997). Par souci d'homogénéité pour la suite des expériences,
tous les protoplastes obtenus ont été dilués de fagon a obtenir une concentration de 2x10°

cellules par ml.

1-2 Extraction des ARN totaux

Les rendements obtenus lors des premicres extractions d’ARN totaux étaient assez
faibles et nous avons tenté¢ dans un premier temps d’optimiser le protocole afin d’obtenir la
quantité nécessaire a la réalisation de la banque (1 mg d’ARN totaux). Nous avons modifié
certaines étapes du protocole afin par exemple de tester 1’effet du volume de tampon
d’extraction ou de 1’étape de précipitation des polysaccharides par 1’éthanol sur le rendement
final. Aucun de ces essais n’a réellement permis d’améliorer le rendement et la seule
possibilité a alors été de produire un grand volume de protoplastes : 1,820 1 final a une

concentration de 2x10° cellules / ml. Nous avons ainsi pu isoler 1,3 mg d’ARN totaux.

1-3 Construction et controle de la banque

Nous avons réussi a isoler 7,3 pg d’ARNm a partir de ces 1,3 mg d’ARN totaux au
cours de 2 purifications. Aprés synthése des ADNc et ligation des adaptateurs ECORI et Xhol
nécessaires a 1’orientation de la banque, nous avons fractionné les ADNc en fonction de leur
taille, en les ¢luant sur une colonne de chromatographie. Vingt quatre fractions ont été
collectées (fig. 32). Les résultats obtenus lors de la précédente étude EST menée sur L.
digitata (Crepineau et al., 2000) ont montré que la partic 3’ non traduite des ADNc est de
taille élevée. Par conséquent, nous avons choisi pour construire la banque d’utiliser la fraction
8 qui contient des ADNc dont la taille est comprise entre 800 et 1500 bp, ce qui devait
permettre d’obtenir suffisamment d’information sur la partie codante. Aprés 1’étape
d’encapsidation, nous avons obtenu une banque non amplifiée de titre 2x10° pfu /ml pour un
volume total de 500 pl. Cette banque a ensuite été amplifiée et le titre final était de 2x10°
pfu/ml pour un volume total de 200 ml. Ces résultats sont légérement supérieurs a ceux
obtenus lors de la précédente étude menée sur L. digitata et suggeére une bonne

représentativité des transcrits.
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Figure 33 : Schéma général d’acquisition et d’analyse des EST.
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Lors de la premiére excision de masse, nous avons effectué une digestion par ECORI et
Xhol a partir de 24 clones afin de vérifier la taille des inserts. L’analyse sur gel d’agarose a
montré que la taille des inserts variait de 800 a 2500 pb, ce qui correspondait a la taille

attendue.

2- Séquencage et analyse des séquences

Le traitement d’un nombre aussi important de séquences nécessite de mettre en place
un protocole standard. Ce protocole a ensuite été automatisé afin d’identifier plus rapidement
les séquences. L’ensemble de la démarche depuis le clonage des ADNc jusqu’a leur

identification est présenté a la figure 33.
2-1 Traitement des séquences et contigage

Typiquement, la construction d’une banque dans le cadre d’une approche EST est
congue de fagon a orienter les inserts dans le vecteur plasmidique. Nous avons donc procédé
au séquencage systématique et aléatoire de 2270 ADNCc issus d’ARNm de protoplastes de L.
digitata a partir de la zone 5’ non traduite. Cette approche classique vise a obtenir directement
des informations sur la partie codante des transcrits. Lors de la phase d’acquisition des
séquences, un contrdle qualité a été opéré sur les chromatogrammes a 1’aide des logiciels
PHRED et Seqclean. PHRED attribue un indice de qualit¢é a chaque pic (nucléotide)
constituant le chromatogramme. Lorsque les pics de mauvaise qualité sont ¢liminés, afin de
« nettoyer » la séquence des nucléotides incertains ou illisibles, le fichier texte est transformé
en fichier FASTA. Ce fichier FASTA est ensuite traité par le logiciel Seqclean qui recherche
et élimine par comparaison a une banque de donnée spécifique les portions de séquences non
informatives telles que les fragments de vecteurs, les adaptateurs utilisés lors de la
construction de la banque et les séquences d’ARN ribosomaux et mitochondriaux. Apres
traitement des chromatogrammes par ces 2 logiciels paramétrés par défaut, 1985 séquences
(87%) d’une longueur moyenne de 500 paires de bases (pb) ont été retenues pour poursuivre
I”étude.

Un méme geéne peut tre transcrit plusieurs fois, il est donc possible d’obtenir plusieurs
ARNm correspondant a un méme gene. En outre, au moins deux facteurs peuvent avoir une

influence sur la taille finale de I’ADNc synthétisé. Ainsi, I’efficacité de la transcriptase

91



Figure 34 : Explication des différentes possibilités pour un méme transcrit, exprimés de fagon
multiples, d’aboutir a plusieurs EST de séquences différentes.

? Reverse transcription d’efficacité inconnues
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Un géne peut étre représenté par plusieurs ARNm en fonction de son taux d’expression dans
la cellule au moment de I’extraction d’ARN. A partir de ces ARNm, des ADNc de taille
variable peuvent étre obtenus, en fonction de 1’efficacité de la transcriptase inverse. 1, 2, 3
sont 3 ESTs de longueur identique mais qui se positionnent de fagon différente par rapport a
I’ARNm initial. 1 sera riche en information sur la partie codante, 2 sera assez informatif mais
incomplet, 3 sera trés peu informatif de par sa position dans la partie 3’ non traduite et sera
difficile a identifier s’il n’est pas associé a 1 et 2.
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inverse qui dépend notamment de sa capacité a remonter en amont du point d’initiation de la
synthése de I’ADNc peut aboutir a la synthése d’un ADNc partiel. De méme, la fragilité des
ARNm et leur dégradation éventuelle peut conduire & un ADNc incomplet. Ces artéfacts
expérimentaux peuvent en fait etre exploités par la suite. En effet, les EST obtenus a partir de
ces ADNc partiels peuvent représenter des portions différentes d’un méme ARNm et
permettre de reconstituer plus ou moins entierement le transcrit initial (fig. 34). Une étape
primordiale lors de 1’analyse des séquences est le regroupement des EST qui correspondent a
un méme ARNm (et donc a un méme geéne) afin d’ordonner ces fragments d’ADN contigus et
de construire ce que I’on appelle un contig. Cette étape a été réalisée en utilisant deux
programmes du TGICL (TGI Clustering Tool : http://www.tigr.org/tdb/tgi/software/):
Megablast et CAP3. Megablast compare toutes les séquences deux a deux, avec comme
critere de sélection pour les séquences chevauchantes une homologie de 94 % sur une
longueur minimum de 30 pb (Pertea et al., 2003). CAP 3 regroupe ces séquences
chevauchantes en contig en prenant comme critére de sélection une homologie de 93 % sur
une longueur de 50 pb. Le but de ce regroupement est d’obtenir des séquences plus longues,
donc plus informatives et d’identifier des séquences inconnues parce qu’elles appartiennent a
un contig dont la fonction a déja été identifiée (fig. 35). De plus, ce regroupement permet de
calculer la redondance de la banque. La redondance correspond a la probabilit¢ qu’un ADNc
nouvellement séquencé soit déja présent parmi les EST déja analysées. La redondance R a été
calculée suivant la formule : R= (1 - ( Nu / Nt ) ) x 100, ou Nu est le nombre de séquences
uniques et Nt le nombre de séquences totales. Ainsi, lorsqu’on atteint une valeur de
redondance de 50%, cela signifie qu’il y a une chance sur deux que le séquencage d’'un ADNc
conduise a obtenir une séquence déja présente dans le catalogue d’EST. Plus la redondance
est élevée, plus I’effort de séquencage afin d’obtenir des données nouvelles est important.
Cette valeur de redondance est donc intéressante a suivre pour estimer le moment ou 1’on

souhaite arréter le séquencage aléatoire de la banque.

Nous avons identifié¢ par cette méthode 230 contigs et 854 singletons (EST uniques
non incorporées dans un contig), soit un total de 1084 transcrits différents. Ce regroupement
en contigs nous a permis d’estimer la redondance de cette banque d’ADNc a 56%. La
redondance augmentant avec le nombre d’ADNc séquencés, nous avons décidé d’arréter la
phase d’acquisition de données (fig. 36). Nous avons en effet estimé¢ que Deffort de

séquencage devenait trop important sur les plans humains et financier par rapport aux
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Figure 35 : Principe des contigs et du contigage. Les fleches vertes représentent les EST, les
parties chevauchantes sont indiquées en orange.
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nouvelles données (séquences non présentes dans la banque EST) pouvant étre acquises.

2-2 Annotation des séquences

Les progres réalisés en bioinformatique ont permis de gagner un temps précieux lors
de I’analyse des séquences. Les séquences obtenues lors de ce projet ont permis de tester et de
valider les outils créés au sein de la Station Biologique de Roscoff par Olivier Colin et Erwan
Corre. Au début du projet, 1’analyse des séquences se faisait principalement manuellement.
En effet, une suite de programmes disponibles avec le séquenceur permettait de nettoyer les
chromatogrammes, c'est-a-dire d’éliminer les séquences ou portions de séquences non lisibles
et les portions correspondant au vecteur. Les séquences obtenues apres ces traitements étaient

analysées les unes a la suite des autres grace au logiciel Blast disponible sur le site du NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Les résultats étaient répertoriés sous format Excel,
avec, pour chaque séquence, son nom, le nom de la séquence présentant le plus de similitudes
ainsi la E-value correspondante. La mise en place d’un systéme automatisé de traitement des
séquences a permis d’améliorer grandement le rendement du traitement des séquences. En
effet, la suite de programmes mise en place permet d’effectuer automatiquement le nettoyage
des séquences, 1’analyse par blast, et fournit a I'utilisateur un tableau Excel regroupant
I’ensemble des résultats pour chacune des séquences.

L’annotation des ESTs s’est déroulée en plusieurs étapes. Nous avons dans un premier
temps comparé les séquences des singletons a la banque de protéines non redondante
GenBank (NIH) a I’aide du programme BlastX. Du fait du peu de séquences d’algues brunes
disponibles dans ces bases de données, nous avons choisi de retenir une E-value inférieure a
10 comme valeur seuil d’identification. Le méme processus d’identification a été appliqué a
I’ensemble des contigs. Dans 95 % des cas, I’identification d’un contig était identique a
I’identification des EST formant ce contig. Dans le cas ou les deux identifications étaient
divergentes, nous avons procédé a une vérification de la qualité de 1’assemblage du contig et,
lorsque celle-ci nous est apparue satisfaisante, nous avons attribué 1’annotation du contig a
celle de ’EST. La plupart des EST présentant une identification divergente de celle du contig
¢tait soit positionnée dans la partie 3’ non traduite du transcrit et donc non identifiable dans
les banques de données consultées pour 1’annotation individuelle des EST, soit de taille

inférieure a celle des autres EST constituant le contig, ce qui peut amener a des identifications
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Liste des catégories fonctionnelles utilisées pour 1’annotation des ESTs issues de

protoplastes de L. digitata :

-Métabolisme : catégorie regroupant 100 EST codant des protéines impliquées dans
différents métabolismes (métabolisme des acides nucléiques, métabolisme du carbone,
métabolisme secondaire, métabolisme des acides amings).

-Energie : catégorie regroupant 19 EST codant des protéines impliquées dans la
production d’énergie cellulaire et la photosynthese.

-Syntheése protéique : catégorie regroupant 328 EST codant des protéines telles que
les protéines ribosomales et les facteurs d’élongation.

-Destination protéique : catégorie regroupant 46 EST codant des protéines liées a la
modification et 1’¢élimination de protéines telles que 1’ubiquitine et les sous unités du
protéasome.

-Transcription : catégorie regroupant 19 EST codant des protéines impliquées dans
la synthese d’acides nucléiques.

-Communication cellulaire : catégorie regroupant 41 EST codant des protéines
intervenant dans la communication intra et extra-cellulaire.

-Stress, défense et vieillissement : catégorie regroupant 203 EST codant des
protéines jouant un role dans différents mécanismes de défense.

-Organisation cellulaire : catégorie regroupant 120 EST codant des protéines
impliquées dans 1’organisation intra-cellulaire, la synthése et la modification de paroi, le
cytosquelette de la cellule.

-Division cellulaire : catégorie regroupant les 2 EST codant des protéines prenant
part aux mécanismes de division cellulaire.

-Protéines inconnues conservées : catégorie regroupant 120 EST présentant des

homologies avec des séquences de fonction inconnue dans les bases de données.
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divergentes. Ce regroupement en contig nous a finalement permis d’identifier un certain
nombre d’ESTs pour lesquelles aucune similitude n’avait été obtenue lors de la comparaison
avec les banques de données. Ainsi, nous avons pu attribuer une fonction putative a 44 % des
transcrits isolés (soit 878 EST). Ce faible pourcentage d’identification s’explique par la
principale limitation de la stratégie employée : les EST ne peuvent étre identifiées que par
comparaison avec ce qui est déja connu et identifi¢ dans les banques. Autrement dit une
séquence enticrement nouvelle ne peut pas étre identifiée par cette approche. Il est par
conséquent difficile, voir impossible, d’identifier ainsi des séquences spécifiques d’algues
brunes pour lesquelles encore trés peu de données sont disponibles dans les banques
publiques. Aprés analyse des séquences et le regroupement de celles-ci en contigs, nous nous
sommes apercus que celles-ci se positionnaient principalement dans la partie 3’ non traduite
de ’ARNm. En effet, nous avons souvent observé la présence de multiples codons stop lors
d’analyse des différents cadres de lecture. De plus, suite au regroupement en contigs et a leur
identification, il est apparu que ceux-ci, bien que d’une longueur acceptable, ne possédaient
qu’une faible partie codante en 5’ (permettant 1’identification), suivie d’une trés longue partie
non identifiable généralement terminée par une queue polyA. Cette forte représentation de
séquences correspondant a la partie 3’ non traduite des ARNm a été observée lors la
précédente analyse EST menée sur L. digitata (Crépineau et al., 2000) et a rendue difficile
I’identification des transcrits.

Les ESTs ont été annotées manuellement et organisées en dix catégories fonctionnelles
suivant le modele utilisé par le MIPS (Munich Information center for Protein Sequences) pour
Arabidopsis thaliana quand I’identification de I’EST le permettait. Certaines ESTs codantes
pour des enzymes absentes chez A. thaliana, telles que les vanadium bromoperoxydases et les
mannuronanemannuronane-C5-épimérases, ont été classées en considérant les données
acquises au laboratoire sur ce type d’enzyme. Nous n’avons pas constaté la présence de
séquences qui auraient pu indiquer une contamination de la banque par des séquences
provenant d’organismes eucaryotes (levures, champignons...) quelconques au cours du
protocole présenté ci-dessus. La liste des catégories fonctionnelles ainsi que le nombre d’EST
identifiées dans chacune d’entre elle est présenté sur la page adjacente.

Les catégories fonctionnelles, ainsi que le nombre d’ESTs qui y sont associées, sont
détaillées ci-apres. Les ESTs ne présentant pas de similitudes significatives lors de 1’analyse
par comparaison avec les bases de données ont été regroupées dans la catégorie « protéines
inconnues ». L’ensemble des ESTs et contigs identifiés au cours de cette étude est disponible

sur le site : http://www.sb-roscoff.{fr/laminaria.html.
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Tableau 1 : Les 10 contigs correspondant aux genes les plus représentés dans la banque
d’ADNc de protoplastes. Les contigs 1 et 1 bis étant trés proches, le logiciel CAP leur a
attribuer une dénomination commune tout en les différenciant.

Nombre

Nom d'EST Tsaéilllsedneclea Identification putative foiigéc?r?r::eelle E-value
ctg P2 50 2670 bp Heat shock protein 70 Stress, défense 0
ctgP 1 37 2047 bp Bromoperoxidase (pld1) Stress, défense 8,00E-85

ctg P 1 (bis) 35 2678 bp bromoperoxidase (S2) Stress, défense 1,00E-84
ctgP 3 38 1997 bp Proteine inconnue Inconnues 0.002
ctgP 4 27 2175 bp Proteine inconnue conservée Inconnue conservées 7,00E-15
ctgP5 24 2350 bp Protéine inconnue conservée Inconnue conservées 5,00E-56
ctgP 6 22 953 bp Guanine nucleotide binding protein | comunication cellulaire | 1,00E-123
ctgP 8 21 1579 bp Glutathion S transferase Stress, défense 3,00E-20
ctigP9 20 1598 bp Facteur d'élongation 1 alpha Synthese protéique 1,00E-172
ctg P 10 17 1841 bp | 6 phospho gluconate dehydrogenase Metabolisme 0
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2-3 Séquences les plus représentées

Nous avons choisi de construire une banque non normalisée afin de conserver
I’information sur le niveau d’expression relatif des geénes chez les protoplastes en
comparaison d’un état physiologique « non stress€ » représenté par la banque construite a
partir des thalles sauvages de L. digitata. Méme si on ne peut exclure un biais lors des étapes
de synthése des ADNc et de clonage des inserts, on peut en effet faire I’hypothése que la
représentation des différents génes dans le catalogue d’EST refléte le niveau d’expression des
genes dans les cellules. Nous avons ainsi choisi d’extraire pour chaque catalogue d’EST les
10 contigs correspondant a des génes fortement exprimés, c’est a dire les contigs qui
regroupent le nombre le plus important d’EST et qui correspondent donc, d’aprés notre
analyse bioinformatique, a la transcription d’'un méme geéne.

Le tableau 1 détaille ces 10 contigs les plus importants chez le protoplaste. Le contig
le plus abondant regroupe 50 EST et correspond a un géne de heat shock protein, la HSP70,
pour lequel un ADNc pleine longueur a pu étre reconstruit. Deux génes de bromopéroxydase
a vanadium sont également trés exprimés. Les contigs correspondant a ces 2 génes regroupent
35 et 37 EST et codent pour 2 bromopéroxydases différentes : une bromopéroxydase de type
Ld-vBPO (S2) ayant déja été identifiée chez L. digitata et une bromopéroxydase de type pLd-
vBPO (Pld 1) n’ayant jamais été identifiée auparavant chez L. digitata (Colin et al., 2003).
Les autres génes qui apparaissent fortement exprimés chez le protoplaste codent pour une
glutathion-S-transférase (GST, 21 EST), une 6-phosphogluconate-déshydrogénase (6PGDH,
17 EST), une guanine nucléotide binding protein (22 EST), le facteur d’élongation 1 a (EFla,
20 EST) et 3 génes pour lesquels aucune identification n’a été possible. Si on regarde
I’ensemble des EST et non plus seulement les contigs les plus important en nombre d’EST, on
observe qu’un autre contig codant une vanadium bromopéroxydase est présent dans la
banque de donnée. Ce contig regroupant 4 EST (Ctg P 75) s’est avéré correspondre au géne
de pLd-vBPO. La longueur sur laquelle ce Ctg P 75 chevauche Ctg P 1 était insuffisante selon
les critéres du programme d’assemblage des EST en contigs pour regrouper ces 2 contigs en
un seul. Ce regroupement a été¢ effectué manuellement et sa séquence nucléotidique obtenue a
¢été traduite afin d’aligner les séquences protéiques des 2 bromopéroxydases identifiées chez
L. digitata (fig. 37). Il apparait que cette nouvelle protéine présente 71 % de similitudes avec
Ld-vBPO. Toujours en regardant ’ensemble des EST identifiées chez le protoplaste, on

observe également 4 contigs codant 4 GST différentes qui regroupent en tout 41 EST.
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Figure 37 : Alignement des séquences en acides aminés des vanadium bromopéroxydases
identifi¢es chez L. digitata. vBPO1 (vanadium bromopéroxydase 1) a été caractérisée chez le
sporophyte (EMBL accession number AJ491786). CtgP75, CtgP1A, CtgP1B sont des
séquences protéiques traduites des contigs CtgP75, CtgP1A, CtgP1B identifiés chez le
protoplaste. Les acides aminés associés au site actif sont marqués d’un #
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Méme s’ils ne sont pas parmi les transcrits les plus représentés, il est intéressant de noter que
23 des EST de protoplastes présentent des similitudes significatives avec des séquences
nucléotidiques isolées du virus d’Ectocarpus silicolusus. Ces 23 séquences peuvent étre
divisées en 2 catégories. La premicre regroupe 12 EST présentant des homologies avec des
séquences du virus ayant une fonction inconnue (Esv-1-163, Esv-1-164, Esv-1-2, Esv-1-7). La
seconde regroupe 11 séquences présentant des homologies avec une protéine du virus
identifiée comme une mannuronanemannuronane-C5-épimérase (Esv-1-226). La présence
d’un nombre non négligeable de transcrits de L. digitata présentant de fortes similitudes avec
des séquences du virus infectant 1’algue brune Ectocarpus siliculosus souléve la question de
I’origine de ces génes ainsi que du role qu’ils peuvent avoir chez ce virus et chez L. digitata.
Nous pouvons formuler I’hypothése que ces génes seraient communs a L. digitata et E.
siliculosus, le virus infectant cette derniére les ayant incorporés a son génome par transfert de
geénes au cours de son évolution. Cette hypothése pourra étre vérifiée suite au séquencage
complet du génome d’E. siliculosus (actuellement en cours) qui révélera ou non la présence
de ces genes chez cette algue. Nous pouvons €galement formuler 1’hypothése inverse, c’est a
dire que ces geénes seraient a 1’origine virale et auraient été transférés aux algues au cours de
I’évolution. La validation de cette seconde hypothése apparait beaucoup plus complexe a
réaliser. Nous pouvons également nous interroger sur la fonction de ces génes. Dans le cas
d’une origine algale de ces genes, la question de la fonctionnalité de ceux-ci chez le virus
reste 2 démontrer. La présence d’un géne codant une protéine agissant sur le composant le
plus abondant de la paroi des algues brunes laisse supposer une implication de celui-ci dans

les processus d’infection.

3- Comparaison des EST de protoplastes avec les EST de sporophytes

3-1 Seconde analyse de la banque EST de sporophytes de L. digitata

Afin de pouvoir comparer le catalogue d’EST obtenu a partir des protoplastes avec
celui obtenu en 2000 a partir des sporophytes (Crépineau et al., 2000) mais en utilisant un
traitement informatique différent, il était nécessaire de procéder a une nouvelle analyse de ce
jeu de données. Les 514 EST obtenues chez les sporophytes de L. digitata ont donc suivi le

méme traitement informatique que celles obtenues chez les protoplastes . Les EST du
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Tableau 2 : Les 10 contigs correspondant aux genes les plus représentés dans la banque
d’ADNc de sporophytes de L. digitata. Synth. Prot, Synthése protéique; Dest. Prot. ,
Destination protéique.

Nolmbre Taille de la . . Catégorie

Nom d'EST séquence Identification putative fonctionnelle E-value
ctgS1 12 1080 bp bromoperoxidase (Ld -vBPO S2) Stress, défense 8,00E-53
ctgS 2 10 749 bp Ribosomal protein S8 Synthése protéique 4,00E-45
ctgS 3 8 646 bp | Ubiquitine-ribosomal protein L32 fusion protein | ~ destination protéique 2,00E-05
ctgS5 7 576 bp Ribosomal protein L19 Synthése protéique 4,00E-47
ctgS 6 7 438 bp Ribosomal protein L26 Synthése protéique 4,00E-24
ctgS7 7 683 bp Unknown protein Inconnue 0,048
ctgS 8 6 549 bp Ribosomal protein L13 a Synthése protéique 2,00E-63
ctgS9 6 413 bp Ribosomal protein L14 Synthése protéique 2,00E-25
ctg S 10 6 705 bp Elongation factor 1 alpha Synthése protéique 1,00E-102
ctg S12 5 410 bp Ribosomal protein L10 Synthése protéique 6,00E-25
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catalogue « Sporophyte » ont ainsi été regroupées en 68 contigs et 260 singletons, et la
redondance a été estimée a 45 %. Depuis la premiére annotation de ces EST, le nombre de
séquences nucléotidiques disponibles dans les bases de données a doublé (10106023 en 2000,
22318883 en 2002 ; statistiques GeneBank 2003). Ces nouvelles données disponibles pouvant
permettre 1’identification de séquences inconnues, j’ai donc procédé a l’actualisation de
I’annotation du catalogue d’EST disponibles chez le sporophyte. Les banques de données
utilisées pour cette mise a jour sont les mémes que celles utilisées pour 1’identification des
EST de protoplastes. 253 EST (correspondant a 55 contigs et 58 singletons) de sporophytes
(50%) ont pu étre identifiées et classées dans les mémes catégories fonctionnelles que celles
¢tablies pour les EST de protoplastes. Bien que cette nouvelle analyse permette de procéder a
la comparaison des 2 jeux de données, il est & noter qu’aucune nouvelle identification de
séquence n’a pu étre effectuée. Malgré cette observation, la mise a jour d’une banque de
donnée EST reste a mon sens une étape importante de 1’analyse de celle-ci. Cette mise a jour
permet ¢éventuellement d’identifier des séquences restées jusqu’alors inconnues et
d’augmenter, longtemps aprés « I’arrét » du projet, les données disponibles sur 1’organisme
étudié, en profitant des progres réalisés dans 1’annotation de séquences chez d’autres
organismes. On peut ainsi dire qu'un projet EST n’est jamais vraiment achevé et est une
source potentielle de nouvelles données longtemps apres I’arrét du séquengage.

J’ai ensuite extrait les 10 contigs correspondant aux geénes les plus abondamment
transcrits chez le sporophyte (tableau 2) afin de pouvoir les comparer aux 10 contigs les plus

important chez les protoplastes.

3-2 Comparaison entre les 2 banques EST

La répartition des EST issues des protoplastes et des sporophytes dans les différentes
catégories fonctionnelles est présentée en figure 38. Pour cette analyse comparée, on ne
considere pas les génes dont la fonction n’a pas ét¢ identifiée. La catégorie synthése protéique
est majoritaire pour les deux états considérés mais apparait plus réduite chez le protoplaste
(37%) que chez le sporophyte (65%). On remarque que la catégorie « stress, défense et
vieillissement » chez le protoplaste comporte une proportion plus importante d’EST (23%)
que chez le sporophyte (7%). Le méme résultat est observé pour la catégorie métabolisme. La
répartition des EST dans les autres catégories est équivalente. Ces observations ont été

corrélées statistiquement selon Audic et Claverie (1997) avec un indice de confiance de 0,95.
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Figure 38 : Répartition des EST de sporophytes et de protoplastes de L. digitata dans les
différentes catégories fonctionnelles.

A : Répartition des ESTs identifiées chez le sporophyte dans les différentes catégories
fonctionnelles.
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B : Répartition des ESTs identifiées chez le protoplaste dans les différentes catégories
fonctionnelles.
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L’analyse comparée des 10 contigs les plus abondants pour chacune des banques
révele deux profils complétements différents. Chez le protoplaste, ces contigs codent pour les
protéines déja citées plus haut (HSP, BPO, GST, EFl-a, 6PGDH, protéines inconnues et
inconnues conservées). Chez le sporophyte, 9 des 10 contigs les plus abondants codent pour
des protéines impliquées dans la synthése protéique et correspondent a des protéines
ribosomales (S8, L32, L19, L26, L36, L13a, L14, L10) et au facteur d’¢longation la.
Toutefois, le transcrit le plus présent chez le sporophyte code pour la bromopéroxydase Ld-
vBPO S2. Le fait que I’on retrouve la bromoperoxydase Ld-vBPO exprimée en grande
quantité chez les sporophytes et les protoplastes pourrait s’expliquer par le stress subit par les
sporophytes lors de 1’extraction des ARNm. On remarque également que les contigs les plus
importants chez les sporophytes sont formés a partir d’'une quantité d’EST beaucoup plus
faible que celle observée chez le protoplastes. Cette différence peut s’expliquer par une
transcription plus intense de certains genes chez le protoplaste, notamment les génes

impliquées dans les mécanismes de défense et de réponse au stress.

3-3 Comparaison statistique des transcrits les plus représentés dans les 2

banques

J’ai recherché quels transcrits étaient différentiellement exprimés chez le protoplaste
en procédant a une comparaison statistique entre les deux catalogues d’EST. Pour cela, j’ai
tenu compte des paramétres de cette étude, c’est-a-dire la taille respective les deux
populations d’EST (2270 EST de protoplastes et 514 EST pour le sporophyte), et des criteres
déterminés par Audic et Claverie (1997). J’ai ainsi déterminé qu’un transcrit devait étre
présent dans la banque de donnée des protoplastes en au moins 15 exemplaires et absent dans
la banque de donnée des sporophytes pour que la différence d’expression soit statistiquement
valide avec un indice de confiance de 0.95. Tous les génes représentés par au moins 15 EST
chez le protoplaste ont été recherchés dans la banque de sporophytes a 1’aide du programme
BlastN. Deux séquences présentant une E-value inférieure a 10™*° ont été considérées comme
identiques afin de séparer au maximum les membres d’une famille multigénique. J’ai ensuite
procédé a la comparaison statistique en utilisant 1’interface disponible a 1’adresse suivante :
http://igs-server.cnrs-mrs. fr/~audic/winflat.cgi . Les résultats obtenus (tableau 3) montrent
que la HSP 70, les GSTs, pLd-BPO, ainsi que 3 contigs de fonction inconnue, sont

statistiquement plus représentés chez le protoplaste.

105



Tableau 3 : Expression différentielle des 10 contigs les plus représentés chez le protoplaste
apreés comparaison avec les ESTs de sporophytes, d’aprés Audic et Claverie (1997). Les noms
des séquences ainsi que le nombre d’EST correspondent aux résultats observés chez le

protoplaste.
vom |'GEST |1Aedels enitcaionpuaive | SiEresson | Vaeur de
ctgP 2 50 2670 pb Heat shock protein 70 Protoplastes>Sporophyte 0,99
ctgP 1 37 2047 pb Bromoperoxidase (pld1l) |Protoplastes>Sporophyte 0.99
ct(gbiz)l 35 2678 pb bromoperoxidase (S2) Non 0,85
ctgP 3 38 1997 pb Inconnu Protoplastes>Sporophyte 0,99
ctgP 4 27 2175 pb Inconnu conservé Protoplastes>Sporophyte 0,98
ctgP5 24 2350 pb Single tandem repeat Non 0,85
Ctg P 6 22 953 pb Guanine-nl;(;:)?g;t:]de-binding- Non 055
ctgP 8 21 1579 pb Glutathion S-transferase | Protoplastes>Sporophyte 0,99
ctgP 9 20 1598 pb Elongation factor 1 alpha Non 0,1
ctg P 10 17 1841 pb 6-phospho-gluconate Non 0,85

dehydrogenase
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Il est important de noter que le nombre d’EST codant des protéines ribosomales, tant
chez le sporophyte que chez le protoplaste, est conséquent. Les raisons d’une telle
représentation sont inconnues. Toutefois, nous pouvons supposer que ce résultat soit un biais
da a la méthode utilisée. En effet, ces protéines de petite taille sont largement référencées
dans les banques de données et trés conservées chez les eucaryotes, ce qui rend leur
identification aisée. La partie 3’ non traduite des ARNm de L. digitata étant trés longue, les
ADNCc correspondant a ces protéines ont plus de chance d’étre obtenus en pleine longueur et
identifiés que d’autres codant des protéines de taille plus importante. Une telle proportion de
protéines ribosomales n’a pas ¢été observée au cours d’une étude similaire menée chez
Chondrus crispus, chez qui la partie 3’ non traduite est beaucoup moins longue. En revanche,
méme si la proportion d’EST codant ces protéines ribosomales est importante comparée aux
autres catégories fonctionnelles chez le sporophyte et le protoplaste, les différences observées
pour cette méme catégorie entre le sporophyte et le protoplaste semble valide d’aprés
I’analyse statistique. Les sporophytes expriment comparativement plus de protéines

ribosomales que les protoplastes.

4- Marqueurs moléculaires potentiels de défense et de la réponse au

stress

En partant du principe qu’il existe une corrélation entre le niveau d’ARNm et le
nombre d’EST (Ohlrogge et Bennings, 2000), 1’é¢tude comparée des EST issus de protoplastes
et de sporophytes indique que les cellules de protoplastes expriment un nombre plus important
de transcrits impliqués dans les mécanismes de défense et de réponse au stress.

C’est le cas pour les protéines HSP 70. Ces chaperonnes sont codées par une famille
multigénique trés conservée chez les eucaryotes, et sont connues pour jouer un réle crucial
dans les mécanismes permettant a la cellule de retrouver son homéostasie (Nollen et al.,
2002). Les transcrits codants ces protéines sont induits par différents stress tels que les
changements de température (Sanders et al., 1992), la présence de polluants organiques
(Sanders, 1990) ou de métaux lourds (Sanders et al., 1991 ; Bauman et al., 1993, Williams et
al., 1996), et I’exposition aux radiations UV (Nepple et Bachofen, 1997). En conditions
normales, ces protéines chaperonnes permettent 1’acquisition d’une structure tertiaire par les
protéines néo-synthétisées. En cas de stress, elles empéchent 1’agrégation de protéines mal

repliées (Sheffield et al., 1990), et permettent le repliement fonctionnel de protéines
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dénaturées (Lee et al., 1995). La comparaison du nombre d’EST obtenues dans les différentes
catégories fonctionnelles indique que les protoplastes synthétisent moins de protéines que les
sporophytes. Les HSP de protoplastes pourraient donc étre majoritairement impliquées dans le
repliement de protéines dénaturées. Si les causes de cette dénaturation ne sont pas
déterminées, on peut suspecter que les EAO synthétisées par les protoplastes contribuent a ce

phénomene.

Les EST codant deux bromopéroxydases différentes sont les plus nombreuses dans la
catégorie « stress et défense » chez le protoplaste, et pLd-BPO y est le contig le plus
représenté. Les bromopéroxydases catalysent 1’oxydation du brome et de 1’iode, sont
impliquées dans 1’élimination du peroxyde d’hydrogéne nocif (Manley et al., 2001), et jouent
probablement un réle prépondérant dans 1’absorption et la concentration des halogenes chez
L. digitata (Kiipper et al., 1998). Elles participent a la synthése de composés volatiles
halogénés (Wever et al., 1991 ; Butler et al., 1998) qui présentent des activités anti-herbivores
(McConnell et al., 1980) et anti-microbiennes (Neidleman et al., 1986). Méme si le role exact
des bromopéroxydases reste a déterminer, leur représentation élevée, ainsi que la présence
d’une nouvelle forme de bromopéroxydase, semblent confirmer leur participation aux

mécanismes de défense induits chez le protoplaste.

Un nombre importante d’EST codant les enzymes de type glutathion-S-transférase
(GST) a ¢été observée chez le protoplaste. Les GSTs isolées chez le protoplaste semblent
appartenir a la classe sigma. Les GSTs ont été identifiées chez tous les organismes vivants,
dont les eucaryotes (Edwards et al., 2000) et sont généralement considérées comme des
enzymes de détoxification (Marrs et al., 1996 ; Armstrong et al., 1997 ; Hayes et al., 1999).
Ces enzymes catalysent la conjugaison du tri-peptide glutathion a une large variété de
substrats hydrophobiques, électrophobiques et souvent cytotoxiques (Marrs et al., 1996). Les
substrats conjugués sont ensuite dirigés vers le compartiment cellulaire approprié,
généralement la vacuole dans le cas des plantes. Les GSTs sont connues pour leur
participation active dans les mécanismes de réponse au stress oxydatif et dans les mécanismes
de défense (Marrs et al., 1996, Hayes et al., 1999). Jusqu’a présent, les GSTs de la classe
sigma n’ont été identifi¢es que chez les mammifeéres. Elles sont impliquées dans la
détoxification de produits exogenes toxiques, dans le métabolisme de produits lipidiques
peroxydés, et présentent une activité prostaglandine synthase (Hayes et al., 1999). De plus, il
est intéressant de noter que 4 EST codant une protéine ATP-binding cassette de transport

(ABC) ont ét¢é identifiées. Ces proté€ines interviennent directement dans les processus de
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détoxication en permettant le passage des composés conjugués au glutathion vers des
compartiments cellulaires spécifiques ou I’extérieur de la cellule. Nous pouvons donc
supposer que les GSTs et ces protéines sont impliquées dans le méme processus de
détoxification.

Plusieurs EST codant des thiorédoxines et thiorédoxines péroxydases ont aussi été
identifiées. Les thiorédoxines sont des enzymes ubiquitaires et sont induites lors de stress
oxydatifs chez les bactéries, les levures et les mammiféres (Ritz et al., 2000 ; Muller et al.,
1991). L’identification d’EST codant ces types de protéines laisse supposer que ces 2
enzymes prennent part a la protection contre les EAO chez L. digitata , méme si de tels
mécanismes n’ont pas encore €té démontrés jusqu’a présent chez cet organisme.

Les EST codant la 6-phosphogluconate-dehydrogénase (6PGDH) sont aussi
nombreuses chez le protoplaste. Cette enzyme clé de la voie des pentoses phosphates catalyse
la déshydrogénation du 6-phospho-D-gluconate en 6-phospho-2-dehydro-D-gluconate. Cette réaction a
lieu en présence de NADP, et libére du NADPH, principal agent réducteur cellulaire. De par
cette libération de NADPH, qui peut-étre notamment utilis¢ comme substrat par les
thiorédoxine péroxidases, nous pouvons supposer que la 6PGDH participe également a la
protection contre les EAO chez le protoplaste et que c’est pour cette pour cette raison que ce

geéne est fortement exprimé.

5- Discussion

Les objectifs de cette étude étaient d’identifier des marqueurs moléculaires de la
réponse au stress chez L. digitata, d’identifier des geénes impliqués dans la biosynthese de la
paroi cellulaire et d’augmenter le nombre de séquences disponibles pour cet organisme. La
comparaison des données obtenues au cours de ce projet avec celles obtenues lors d’une étude
EST menée sur des sporophytes de L. digitata montre que les protoplastes expriment un
nombre plus important de transcrits codant des protéines impliquées dans les mécanismes de
réponse au stress et de défense. Le protoplaste apparait donc comme un outil adapté pour
identifier de nouveaux marqueurs moléculaires de la réponse au stress méme si finalement le
nombre de nouveaux génes identifiés peut paraitre décevant. Parmi les transcrits impliqués

dans cette réponse au stress, on trouve principalement des vanadium
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bromopéroxydases, dont une nouvelle forme encore non identifiée auparavant, des HSP de

différents poids moléculaire ainsi que des GST. Si les HSP apparaissent comme des protéines

« universelles » de réponse au stress, I’implication des vanadium bromopéroxidases dans les
mécanismes de réponse au stress constitue une des différences majeures existant entre les
plantes et les algues marines. Cette étude souléve également la question de 1’implication des
GST chez les algues brunes dans ces mécanismes de réponse au stress chez qui I’implication,
a ma connaissance, n’a pas ¢ét¢ démontrée jusqu’a présent. Il est a noter que peu d’enzymes
spécifiques d’algues brunes ont été identifiés par cette approche. Ce manque de spécificité
dans les transcrits identifié¢ est principalement imputable a la méthode utilisée pour cette
¢tude, les bases de données consultées ne contenant que trés peu de séquences d’algues
brunes. Un nombre élevé de transcrit n’a pas été identifié, certains apparaissant exprimés de
facon plus importante chez le protoplaste que chez le sporophyte, ce qui en fait de potentiels
marqueurs moléculaires de la réponse au stress. C’est notamment le cas du contig Ctg P 3
fortement présent dans la banque EST de protoplastes et trés faiblement présent dans la
banque EST de sporophytes. On peut espérer que 1’acquisition de données chez d’autres
organismes permettra une annotation de ce contig lors d’une prochaine mise a jour de
I’annotation des EST de protoplastes. Suivant le méme principe, on peut également envisager
qu’'une étude bioinformatique utilisant des données de motifs de séquences permette
d’identifier un éventuel site catalytique caractéristique d’une activité, a défaut d’une

identification compléte de la partie codante de ce contig.

5- 1 Transcrits correspondant a des geénes impliqués dans la réponse au stress

Les mécanismes de la réponse au stress se divisent en plusieurs étapes :
reconnaissance du stress, transduction du signal, régulation de la transcription, expression de
protéines assurant le retour a [’homéostasie cellulaire. En suivant ’exemple d’annotation
d’EST obtenus chez d’autres organismes, notamment A. thaliana, seuls les transcrits codant
des protéines impliquées dans cette dernicre étape ont été classés dans la catégorie
fonctionnelle « Stress, Défense et Vieillissement ». C’est le cas pour les différentes vanadium
bromopéroxydases, des thiorédoxines péroxydases, des GST ainsi que des HSP de différents
poids moléculaire. A 1’exception de ces derniéres, ces transcrits codent pour des enzymes

impliquées dans la détoxication des EAQ. Il apparait donc que les protoplastes sont soumis a
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des stress oxydatifs. Le protoplaste a été choisi comme outil biologique car la digestion de la
paroi entraine I’exposition de la cellule & de nombreux stress cumulés, 1’idée de départ étant
que I’ensemble de ces différents stress entralnerait 1’expression d’une grande variété de
transcrits permettant le retour & ’homéostasie cellulaire. Bien que la quantité de transcrits
identifiés comme codant des enzymes impliquées dans la réponse au stress soit importante, la
variété de ces transcrits est relativement faible. Il est tout a fait possible que le métabolisme
cellulaire du protoplaste soit completement dévié vers la detoxification des EAO, le stress
oxydatif étant finalement le plus dangereux pour la cellule. Cette déviation du métabolisme
empécherait la mise en place d’autres voies métaboliques en réponse aux autres stress subits
par le protoplaste. Afin d’augmenter les chances d’obtenir des séquences différentes, les
ARNm de protoplastes a différents temps de régénération, allant jusqu’a 48h, ont été poolés
lors de la construction de la banque. Cependant, le taux de mortalité des protoplaste étant trés
¢levé apres 24 heures de culture, trés peu d’ARNm correspondant a des temps de régénération
supérieurs ont pu étre utilisés pour la construction de la banque. On peut supposer que les
ARNm codant les enzymes de ces voies métaboliques impliquées dans d’autres stress, sont
minoritaires dans la banque de données, comparé a ceux identifiés dans cette étude. Cette
hypotheése pourrait étre vérifiée par 1’utilisation de puces a ADN regroupant I’ensemble des
EST de protoplastes recueillies lors de ces travaux et hybridées avec des ARNm de
protoplastes a différents temps de régénération. L’utilisation d’une telle méthode pourrait
rendre possible ’identification de génes impliqués dans les autres étapes de la réponse au

stress, telle que I’activation de la transcription.

5-2 Les especes activées de I’oxygene

Les transcrits identifiés chez le protoplaste comme prenant part a la réponse au
stress sont principalement impliqués dans la détoxication des EAO. Ces EAO sont exprimées
en cas de stress biotiques et abiotiques. Dans le cadre d’une attaque pathogéne (stress
biotique), les EAO sont utilisées comme composés toxiques envers 1’organisme agresseur.
Dans le cas d’une réponse a un stress abiotique, les EAO servent principalement de messagers
secondaires. Dans le cas du protoplaste, la perte de la paroi engendre des stress osmotiques et
la perte de communication inter-cellulaire, mais aussi des conditions de stress biotique. En
effet, lors de la digestion de la paroi, les oligoguluronates libérés par dégradation de 1’alginate

ont pour effet d’¢liciter les cellules, mimant ’attaque de 1’algue par un pathogene. Les
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protoplastes doivent donc réagir face a ce type d’environnement. Les mécanismes de défense
font alors intervenir les EAO. La forte présence de protéines de détoxification de ces
composés apparait donc cohérente avec 1’implication de ce type de molécules. Méme s’il
apparait que le stress principal auquel sont soumis les protoplastes est un stress oxydatif,
aucune EST codant une enzyme de type NADPH oxydase, enzyme clé impliquée dans la
génération de O, ", ni pour les SOD, CAT, APX et GPX, n’a été caractérisée parmi les EST de
protoplastes. De plus, la NADPH oxydase, ou ses équivalent chez les plantes, posseéde une
séquence suffisamment connue et conservée pour permettre une identification dans les
banques de données. Méme si le stress considéré pour cette étude et différent de celui étudié
par Kawack et al. (2003), il est a noter qu’une augmentation du nombre de transcrits d’une
enzyme de type NADPH oxydase a été observée chez les cellules de garde d’A. thaliana
(geénes AtrbohD et AtrbohD) en cas d’exposition a I’ABA. Cette observation laisse supposer
que la transcription de ce type d’enzyme est inductible chez A. thaliana suivant certaines
conditions. Un géne codant une protéine homologue d’'une NADPH oxydase a d’ailleurs été
identifi¢ par une approche similaire a celle employée dans cette étude chez 1’algue rouge C.
crispus (Colleén et al., 2006). Ce géne Ccrboh a été identifié grace a un singleton présentant
une homologie avec la protéine gp91°", sous-unité de la NADPH oxydase du leukocyte. Une
¢tude plus approfondie de I’expression de cette enzyme a été menée chez C. crispus (Hérvé et
al., sous-presse). Il en ressort que 1’expression de ce géne Ccrboh serait induite lorsque C.
crispus est incubé en présence d’atrazine, de méthyle jasmonate et d’hydropéroxydes dérivés
d’acides gras C20 polyinsaturés. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer 1’absence de telles
séquences dans le jeu de données. Tout d’abord, cette enzyme pourrait étre constitutive et
donc exprimée a un niveau constant mais faible dans 1’algue. Elle pourrait également étre
exprimée de facon trés précoce en cas de stress, dans notre cas lors de la digestion de la paroi
et non pendant la régénération des protoplastes. Des transcrits codant cette enzymes
pourraient également étre présents dans nos données mais non encore identifiés car les
séquences des EST concernées ne serait disponibles que dans la partie 3’ non traduite, ce qui
rendrait I’identification par comparaison de séquences impossible.

Il est également intéressant de noter qu’aucune enzyme clé de la détoxication des
EAO, telles que les catalases, ascorbate péroxydases, superoxyde dismutases, glutathion
péroxidases, qui sont induites dans les cellules soumises a un stress oxydatif (Manley et al.,
2002), n’ont été¢ identifiées parmi les EST de protoplastes. Plusieurs possibilités peuvent
expliquer I’absence de telles séquences dans la banque protoplaste. Tout d’abord, ces

séquences sont peut-Etre présentes parmi les EST séquencées mais n’ont pas ét¢ identifiées en
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suivant la méme hypothése que celle énoncée dans le cas de la NADPH oxydase. Ces
protéines peuvent aussi €tre faiblement exprimées, ce qui expliquerait leur absence dans le jeu
de données. Enfin, ces protéines ne sont peut-Etre pas du tout exprimées chez le protoplaste.
En effet, il est possible d’envisager que le contrdle de la quantit¢ d’EAO intracellulaire est
réalisé par d’autres enzymes telles que des vanadium bromopéroxydases ou d’autres protéines

encore inconnues.

5-3 Halopéroxydases

Parmi les protéines les plus exprimées chez le protoplaste, on trouve des vanadium
bromopéroxydases (BPO). Ces enzymes sont largement impliquées dans le métabolisme de
I’iode chez L. digitata et forment un famille multigénique chez cet organisme (Colin et al.,
2003). Les fonctions exactes des BPO de L. digitata ne sont pas encore connues, mais leur
implication dans les mécanismes de réponse au stress ou dans les mécanismes de défense
semble certaine. En effet, ces enzymes peuvent protéger 1’organisme d’une attaque pathogeéne
par la production de composés volatiles halogénés, participer a la régulation de la quantité
d’EAO intracellulaire, et enfin renforcer la paroi cellulaire. L’¢tude des EST de protoplastes a
permis I’identification d’un nouveau membre de cette famille multigénique, sans toutefois
permettre de déterminer une fonction précise de ces protéines, ni dans quel mécanisme de
réponse au stress celles-ci interviennent. La nouvelle forme de BPO identifiée chez le
protoplaste (pLd-vBPO) présente 70% de similitude avec les précédentes Ld-vBPO
identifiées chez L. digitata. Nous pouvons supposer que les membres de cette famille
multigénique interviennent dans différents mécanismes de la réponse au stress. PLd-BPO
pourrait, par exemple, posséder des propriétés enzymatiques qui lui permettraient de
participer de facon plus concréte a la protection contre le peroxyde d’hydrogéne en réduisant
de facon plus efficace cette molécule que Ld-vBpo. De plus, chez Fucus disticus, des BPO
extracellulaires permettent le pontage des polyphénols en présence d’halogénure et de
peroxyde d’hydrogéne (Berglin et al., 2004). Cette réaction est impliquée dans les
mécanismes d’adhésion des zygotes a un substrat (Vreeland et al., 1999) et a pour effet
d’épaissir la paroi cellulaire afin de la renforcer. De part sa présence exclusive dans les EST
issus de protoplastes, et sa forte représentation dans cette banque d’ADNc, pLd-BPO pourrait
¢galement étre une bromopéroxydase extracellulaire, principalement impliquée dans les

mécanismes de pontage de la paroi. Son fort taux d’expression chez les protoplastes
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correspondrait a un besoin de la cellule de renouveler ces enzymes aprés la dégradation de la

paroi.

5-4 Genes impliqués dans la néo-synthése de la paroi cellulaire

Tres peu de transcrits différents codant des protéines impliquées dans la néo-synthése
de la paroi cellulaire ont été identifiés dans cette étude. Seuls des transcrits correspondant a
des mannuronanemannuronanes-C5-épimérases qui sont impliqués dans la synthese et la
modification de la paroi ont été identifiés. Ces enzymes catalysent I’épimérisation de 1’acide
B-1,4-D-mannuronique en acide a-1,4-L-guluronique, cette réaction étant la derniere étape de
la biosynthése de I’alginate (Madgwick et al., 1973), principal composant de la paroi
cellulaire de L. digitata. La présence d’un nombre important d’EST codant ces enzymes
confirme donc bien que des génes impliqués dans la biosynthése de la paroi cellulaire sont
exprimés chez le protoplaste. Lors de la premiere étude EST menée sur les sporophytes de L.
digitata, les transcrits codant des mannuronane-C5-épimérases de L. digitata ont été
identifiés grace a leur homologies de séquences avec les mannuronane-C5-épimérases
d’origines bactériennes, ces homologies s’observant principalement au niveau du site
catalytique. Si la biosynthése de I’alginate bactérien fait intervenir de nombreuse enzymes
organisées en opérons, nous n’avons toutefois pas identifi¢ d’homologues de ces enzymes
parmi les EST de protoplastes. L’absence d’autres geénes impliqués dans les mécanismes de
biosynthése de la paroi dans cette banque peut s’expliquer par le manque de séquences
codant de telles enzymes dans les banques de données. En effet, les autres enzymes
impliquées dans la biosyntheése de 1’alginate sont trés méconnues chez les algues, trés peu
d’études aboutissant a 1’obtention de séquences dans les banques de données ayant été
réalisées. L’alginate bactérien étant beaucoup plus simple dans son alternance de motifs M/G
que 1’alginate des algues brunes, nous pouvons supposer que ces mécanismes chez L. digitata
comportent plus d’acteurs enzymatiques et éventuellement d’étapes. De plus, beaucoup de
transcrits codant des mannuronane-C5-épimérases différentes ont été identifiées chez le
protoplaste. Si I’implication de cette enzyme dans la biosyntheése de la paroi ne fait aucun
doute, nous pouvons également supposer que certains membres de cette famille pourraient
étre impliquées dans les mécanismes de la réponse au stress. Ces différentes mannuronane-

C5-épimérases présentent des similitudes avec la protéines GP1 du virus (EsV-1) infectant
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I’algue brune E. siliculosus (Delaroque et al., 2001). D’autres EST issues de protoplastes de
L. digitata présentent des similitudes avec des ORFs du génome de EsV-1, sans toutefois
avoir de fonction bien définie. Ces observations soulévent la question de 1’origine biologique
de ces geénes ainsi que de leur fonction. Il a été suggéré que les génes ManC5-E sont d’origine
algale plutét qu’importés récemment d’un génome viral (Nyvall et al., 2003). On peut
supposer que les homologues des génes de L. digitata présents chez EsV-1 sont dus a un
transfert latéral de 1’algue vers le génome viral. Une étude plus approfondie de la famille
multigénique des mannuronane-C5-épimérases est présentée dans le chapitre III de ce

manuscrit.

5-5 Stratégie EST : intérét et limites

L’emploi d’une stratégie EST sur les protoplastes de L. digitata a permis d’accroitre la
quantité de données génomiques pour cette algue, notamment en ce qui concerne les geénes
exprimés en condition de stress. En effet, ce projet a permis d’une part de multiplier par 4 le
nombre de séquences nucléotidiques disponibles pour cet organisme et d’autre part
d’identifier des marqueurs pertinents et spécifiques pour lesquels des projets d’études ciblées
ont été initiées (BPO, GST et C5-épimérases). Toutefois, nous nous sommes retrouvés
confrontés a la principale limitation de la stratégie EST lors de 1’analyse des séquences.
L’identification et ’annotation des EST se faisant par comparaison avec des banques de
données, il n’est possible d’identifier chez 1’organisme étudié que des séquences déja
annotées chez d’autres organismes. C’est pour cela qu’un nombre élevé de séquences n’a pas
¢été identifié. Les développements technologiques récents ont permis de gagner un temps
précieux, tant dans 1’acquisition des données brutes, que dans I’analyse des séquences. En
effet, il y a 5 ans seulement, le traitement des EST se faisait de facon manuelle, chacune des
EST ¢étant analysée de facon indépendante. Il est aujourd’hui possible de traiter
automatiquement un projet EST, du repiquage des clones recombinants jusqu’a
I’identification putative des séquences correspondant aux inserts contenus dans ces clones.
Cependant, méme si le temps gagné est considérable, une analyse manuelle et poussée de ces
séquences est indispensable. Les contigs formés par le regroupement de plusieurs EST ne sont
que des séquences virtuelles et souvent partielles, du moins dans notre étude. L.’assemblage en

contig se fait par reconnaissance de s€quences quasi-identique sur une longueur donnée. Il est
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tout a fait possible que 2 EST codants 2 protéines différentes possédent une partie commune
suffisante pour permettre la création d’un contig a partir de ces 2 EST. Ce cas arrive
fréquemment avec des EST codant différents membres d’une famille multigénique, et est
source d’erreur d’annotation. Cette configuration s’est présentée dans cette étude dans le cas
des mannuronane-C5-épimérases. Ces enzymes présentent un trés fort taux de similitude dans
leur partie codante, ainsi que des motifs répétés dans leur partie 3’ non traduite. Ces
particularités de séquences ont abouti au regroupement en un méme contig de plusieurs EST
codant des mannuronane-C5-épimérases différentes par les logiciels de contigage. Le
séquencage d’un nombre croissant de banque d’ADNc et le développement des outils
d’acquisition et de traitement des séquences entraine une croissance exponentielle du nombre
de séquences disponibles dans les bases de données. Dés lors que ces bases de données sont
consultées pour I’identification de transcrits chez d’autres organismes, il apparait primordial
que I’annotation des séquences déposées dans ces banques de données soit faite de fagcon
rigoureuse au moment de 1’étude, qu’elle soit consultable dans ces banques de données et
puisse étre éventuellement modifiée suivant les progres scientifiques réalisés. En effet,
lorsqu’on utilise ces outils génomiques pour réaliser 1’annotation d’une banque nouvellement
séquencée, il faut considérer que les données permettant I’annotation sont en perpétuelle
évolution et qu’une mise a jour réguliere de I’annotation du nouveau catalogue d’EST sera a

réaliser.

Parallélement a 1’accroissement du nombre de bases de données consultables pour
I’identification de séquences par Blast, ces derniéres années ont également vu le
développement de nouveaux outils et bases de données permettant I’annotation de séquences.
Des programmes tels que HMMER (http://hmmer.wustl.edu/), RPS Blast (Reverse position
specific Blast ; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), PRATT
(http://idefix.univ-rennes1.fr:8080/PatternDiscovery/ ALGOS/Pratt.html) ~ permettent  par
exemple de rechercher des motifs protéiques conservés au sein de séquences proches. Il
devient alors possible de comparer ces motifs a des banque de motifs connus (PROSITE, ou
PRINT) a l’aide de logiciels tels que STAN ou WAPAM ou Grappe (http://idefix.univ-
rennes1.fr:8080/PatternMatching/). D’autres outils plus spécifiques de 1’annotation des EST

sont actuellement en cours de développement

Au final, I’emploi de la stratégie EST s’est avéré fructueuse a plus d’un titre. Nous
avons pu ainsi identifier des marqueurs potentiels de la réponse au stress tels que des

bromopéroxydases et des glutathion S-transférases, qui apparaissent jouer un rdle original
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dans le cas de la réponse au stress chez L. digitata. Nous avons également grandement
augmenté le nombre de séquences disponibles sur cet organisme. Méme si I’emploi d’autres
méthodes, telles que les banques soustractives, auraient pu étre employées pour
I’identification de marqueurs de la réponse au stress, la stratégie que nous avons employée
reste 2 mon avis la plus adaptée a 1’organisme étudié. Comme trés peu de données de
séquences ¢taient disponibles avant ce projet, I’identification des d’ADNc issus d’une
technique SSH auraient été treés difficile a identifier. Nous aurions pu éventuellement utiliser
un autre outil biologique que le protoplaste pour la recherche de marqueurs de stress.
Cependant, au début de cette étude, cet outil nous est apparu comme le plus raisonnable
d’emploi. En effet, la technique d’isolement des protoplastes était parfaitement maitrisée au
laboratoire, 1’intérét de pouvoir étudier des conditions de stress multiples ne faisait aucun
doute. L’utilisation d’une stratégie visant a se concentrer sur un type particulier de stress des
le début de cette étude nous paraissait peu adapté a un programme de séquencage d’EST.
L’emploi d’une stratégie générale de découverte de séquences telle que la stratégie EST
appliquée a un outil biologique tel que le protoplaste, subissant de multiple stress, m’apparait
toujours comme ¢étant le meilleur moyen de rassembler un maximum d’information sur les
geénes exprimés lors d’un stress chez L. digitata, ceci dans des conditions financiéres et

humaines raisonnables.
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Chapitre II : Mise en évidence de transcrits induits lors de

I’¢licitation de L. digitata

L’emploi de la stratégie EST sur les protoplastes de L. digitata devait permettre
I’identification de transcrits impliqués dans les mécanismes de réponse au stress. Les résultats
de cette étude ont montré qu’un nombre important de transcrits correspondant a des genes liés
au stress et a la défense sont exprimés dans les protoplastes. Cependant, la seule étude de ces
EST ne permet pas de différencier les génes induits par les stress générés par la digestion de la
paroi, et ceux de défense induits par les oligoguluronates libérés lors de cette dégradation.

Afin de pouvoir effectuer cette distinction entre les génes de défense et ceux de stress,
nous avons procédé a 1’étude d’une banque d’ADNc spécifiques de laminaires élicitées par
des oligoguluronates. La comparaison des séquences des ADNc isolés par cette méthode avec
les données issues des EST de protoplastes devait permettre d’identifier certains geénes
impliqués plus spécifiquement dans les mécanismes de défense ou dans les mécanismes de
réponse au stress. Lors de 1’annotation des EST de protoplastes, nous avons observé que les
transcrits pouvant intervenir dans ces 2 situations, peuvent se répartir en 3 catégories. La
premiere regroupe les transcrits identifiés directement dans la fonction stress et défense. C’est
le cas des HSP 70, des bromopéroxydases, des GST et de la thiorédoxine péroxydase. La
seconde regroupe les transcrits classés dans d’autres catégories que stress et défense mais qui
semblent &tre induits en condition de stress. C’est le cas des 6PGDH, G6PDH et LHCF6. La
troisiéme catégorie contient des transcrits pour lesquels aucune fonction n’a pu étre attribuée,

et statistiquement plus exprimés chez les protoplastes que les sporophytes.

1- Construction et analyse de la banque obtenue par hybridation

soustractive

1-1 Obtention de la banque soustractive et s€quencage des clones générés

Pour cette expérience, des jeunes sporophytes sauvages ont été récoltés sur la gréve.
L’utilisation de jeunes sporophytes a été décidée car ceux-ci apparaissent plus sensibles a

I’¢licitation que des sporophytes adultes, ces derniers montrant des variations dans la réponse
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Figure 39 : Schéma récapitulant le protocole d’obtention des différents pools d’ADNc pour la
construction de la banque d’ADNc spécifique de laminaires élicitées par hybridation
soustractive.
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a I’élicitation suivant la zone de I’algue traitée. Ainsi, la lame des jeunes sporophytes semble
étre la plus sensible a 1’¢licitation tandis que la zone méristématique des sporophytes adultes
est la moins sensible (Kiipper et al., 2000). Si le burst oxydatif a lieu dans les secondes
suivant ’¢licitation, I’extraction des ARNm a été effectuée 6 heures apres celle-ci, afin de
favoriser au maximum I’expression de génes de défense. Il en résulte donc que 1’expression
précoce de geénes suite a la reconnaissance d’une attaque pathogeéne ne pourra étre détectée.
La production d’ADNc spécifiques d’un état donné, en I’occurrence de jeunes sporophytes
incubés en présence d’oligoguluronates, a été rendue possible grace a I’emploi de la méthode
d’hybridation suppressive soustractive, dont le principe de fonctionnement est décrit dans la
partie matériels et méthodes. La banque a été construite par hybridation entre les ADNc
synthétisés a partir d’ARNm extraits apreés 6 heures d’élicitation (pool d’ADNc Cl), et les
ADNCc synthétisés a partir d’ ARNm extraits de sporophytes non élicités (pool d’ADNc C2).
L’emploi d’amorces spécifiques de 1’adaptateur ligué aux ADNc de sporophytes élicités a
permis 1’amplification exponentielle des ADNc propres aux sporophytes élicités (pools
d’ADNc T1S1). Un pool d’ADNc spécifique aux sporophytes non élicités a également été
constitué¢ dans le but de trouver des genes éventuellement réprimés lors de 1’¢licitation (pool
d’ADNc T2S1) (fig. 39).

J’ai procédé au clonage et au séquencage de 272 des ADNc issus de la population
d’ADNc T1S1. Les séquences obtenues ont suivi le méme traitement informatique que celles
des ESTs de protoplastes en ce qui concerne 1’analyse de la qualité¢ des séquences et le
regroupement de celles-ci en contigs. Les 207 séquences exploitables ont une longueur
moyenne de 300 pb et ont été regroupées en 41 contigs et 45 singletons. Malgré le faible
nombre d’ADNc séquencés, la redondance a été estimée a 58 %.

La taille réduite des séquences obtenues s’explique par la méthode utilisée lors de la
synthése des ADNc qui fait intervenir une enzyme de restriction spécifique. En suivant le
raisonnement appliqué aux EST de protoplastes, le taux de redondance élevé m’a incité a ne
pas continuer le séquencage du pool T1S1. Cette forte redondance indique également une
quantité faible de transcrits spécifiques de sporophytes élicités. J’ai également procédé au
séquencage de 96 clones de la banque T2S1 (ADNCc spécifiques des sporophytes non élicités).
Les 90 séquences exploitables codaient des protéines ribosomales. Les banques d’ADNc C1

et C2 n’ont pas été séquencées car elles n’étaient pas spécifiques d’un état donné.
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Tableau 4 : Liste des EST issues des banques de protoplastes, sporophytes et gamétophytes de
L. digitata présentant des similitudes avec les ADNc spécifiques de sporophytes élicités.
Contig XXX : Contig issu dela banque EST de protoplastes, PIdXXXXXX : singleton issu de
la banque EST de protoplastes, LDS XXX : singleton issue de la banque EST de sporophyte,
LDG XXX : singleton issu de la banque EST de gamétophyte.

Nombre de sequences

N9m dela Identification putative dans la banque Catégorie fonctionnelle
sequence soustractive
Contig 48 Light harvesting complex 6 33 Energie
Contig 18 bis Inconnue 27 Inconnue
Contig 1 bis Ld-vBPO 23 Stress et défense
Contig 5 Inconnue 14 Inconnue
Contig 10 6 phospho gluconate dehydrogenase 8 Meétabolisme
Contig 25 Inconnue 8 Inconnue
PI1d001EO3 Inconnue 6 Inconnue
Contig 9 Elongation factor 1 alpha 6 Synthése protéique
Contig 2 Heat shock protein 70 Kd 5 Stress et défense
LDGI111 Inconnue 4 Inconnue
Contig 44 Ribosomal protein L3 4 Synthése protéique
Contig 38 Hypothetical protein 4 Inconnue conservée
Contig 18 Inconnue 3 Inconnue
LDS458 Inconnue 3 Inconnue
PI1d006E09 Inconnue 3 Inconnue
Contig 40 Heat shock protein 90 3 Stress et défense
Contig 100 Inconnue 3 Inconnue
Contig 4 Inconnue 2 Inconnue conservée
LDS292 Inconnue 2 Inconnue
Contig 207 Thioredoxine peroxidase 2 Stress et défense
Contig 85 Inconnue 2 Inconnue
Contig 63 Ribosomal protein L36 1 Synthése protéique
Contig 195 Inconnue 1 Inconnue
LDS278 Inconnue 1 Inconnue
P1d004B05 Inconnue 1 Inconnue
P1d013H09 Inconnue 1 Inconnue
P1d008F07 Inconnue | Inconnue
Contig 74 Glucose 6 phosphate dehydrogenase 1 Métabolisme
Contig 3 Inconnue 1 Inconnue
LDS345 Inconnue 1 Inconnue
P1d014HO08 Inconnue 1 Inconnue
P1d022E12 Inconnue | Inconnue
P1d005CO01 Inconnue | Inconnue
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1-2 Analyse des séquences obtenues

Les séquences obtenues ont d’abord ét¢ comparées aux bases de données protéiques et
nucléotidiques GenBank a 1’aide des programmes BlastX et BlastN, en prenant comme critére
d’identification une E-value ou valeur E <10™. Aucune homologie significative n’a été
observée. Ces mémes séquences ont ensuite ét¢ comparées aux données obtenues par les
différents programmes EST menés sur L. digitata (protoplastes, sporophytes et gamétophytes)
a l’aide du programme BlastN. 177 séquences (sur 207, donc 86 % des séquences
exploitables) présentaient des homologies avec des EST issues de L. digitata (tableau 4). De
plus, il apparait que les ADNc obtenus apres soustraction et amplification par PCR
correspondent trés majoritairement a la partie 3’ non traduite du transcrit, qui n’est pas
conservée et peut étre trés longue chez L. digitata (Moulin et al., 1999).

Les séquences ont été annotées et réparties dans des catégories analogues a celles
utilisées pour la banque EST de protoplastes. Les séquences classées dans la catégorie
« protéines inconnues » représentent la moiti¢ du total. 27 EST ne présentent aucune
homologie avec les ESTs disponibles chez L. digitata et sont, pour le moment, spécifiques des
sporophytes élicités. La catégorie « stress, défense et vieillissement » regroupe 18% des
séquences identifiées dans la banque SSH sporophytes élicités. Du fait du protocole utilisé
lors de la soustraction, impliquant plusieurs phases d’amplification par PCR, on peut
s’interroger sur la représentativité des transcrits. Les ADNc identifiés les plus représentés
codent pour le Light Harvesting Complex 6 (LHCF6) (33 EST), Ld-vBPO (23 EST), et un

transcrit non identifié déja isolé chez le protoplaste (27 EST).

2- Validation de la banque soustractive

Le fort taux de redondance observé apres contigage des séquences de la banque SSH
T1S1 indique que peu de transcrits différents ont été isolés par la technique d’hybridation
soustractive. Cette faible quantité peut-Etre interprétée comme une réussite de la soustraction.
On peut penser en effet que, de par leur quantité réduite, les différents transcrits isolés sont
bien spécifiques de 1’¢élicitation des laminaires par des oligoguluronates (GG). Afin de vérifier
concrétement 1’efficacité de la soustraction, des expériences d’hybridation ont été réalisées en
s’inspirant, pour leur réalisation et leur interprétation des résultats, du kit PCR-Select

Differential
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Figure 40 : Schéma de la membrane utilisée pour la validation de la banque soustractive
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Screening Kit (Clontech). Cette expérience consiste a déposer sur membrane de I’ADN
plasmidique correspondant aux clones d’intérét et d’hybrider cette membrane par les
différents pools d’ADNc obtenus suite au protocole d’hybridation soustractive. Cette
technique, souvent appelée « reverse Northern » est généralement considérée comme la suite
logique de la construction d’une banque soustractive. En effet, suivant la nature des transcrits
déposés sur la membrane, elle permet de valider la soustraction, en permettant de distinguer la
présence de transcrits exprimés de facon constitutive dans les pools d’ADNc spécifiques d’un
¢tat, et également de distinguer quels transcrits sont bien exprimés de facon différentielle. En
effet, le protocole d’hybridation soustractive n’est pas efficace a 100% et la présence d’un
transcrit X parmi les ADNc spécifique d’un état ne correspond pas forcement a une réelle
différence d’expression.

J’ai donc dépos¢ 3 ADNc codant 3 protéines ribosomales différentes sur une
membrane, que j’ai hybridée avec 4 pools d’ADNc (C1, C2, T1S1 et T2S1) obtenus lors de la
construction des banques. Ces protéines ribosomales peuvent étre considérées comme
ubiquitaires, et sont exprimées de facon constitutive quelles que soient les conditions
d’incubation des sporophytes. J’ai également déposé sur cette membrane 13 ADNc d’intérét
et 2 produits d’amplification par PCR d’ADNc codant des mannuronanemannuronanes-C5-
épimérases. Ces ADNc d’intérét codent pour Ld-vBPO, pLd-BPO, HSP 70, une thiorédoxine
péroxydase, G6PDH, 6PGDH, LHCF6, une mannuronanemannuronane-C5-épimérase (Pld
007HO03), EF1a, 2 protéines de fonction inconnue issues de la banque de protoplaste (contigs
5 et 18 bis), ainsi que deux protéines de fonction inconnue spécifiques aux sporophytes
¢licités (Bslde3E10 et Bslde2DO05) (fig. 40).

Aprées hybridation des membranes avec les pools d’ADNc C1 et C2, j’ai détecté un
signal positif avec les transcrits codant des protéines ribosomales et aucun signal
d’hybridation n’a été observé lors de I’hybridation avec les pools T1S1 et T2S1. Il semble
donc que les ADNc codant ces protéines ribosomales sont absents des pools d’ADNCc issus de
SSH, indiquant que les transcrits communs aux 2 pools ont été éliminés lors du processus
d’hybridation soustractive.

La présence des autres dépots sur la membrane devait permettre de déterminer si les
genes correspondant aux ADNc T1S1 étaient réellement induits lors de 1’élicitation par des
oligoguluronates ou correspondaient a des artéfacts assez fréquents dans ce type d’approche.
En effet, méme si normalement les ADNc présents dans ce pool ont été sélectionnés lors de
I’étape de soustraction, car ils sont spécifiques de 1’état choisi, on ne peut exclure que certains

ADNCc non spécifiques de I’induction n’aient pas été éliminés lors de I’hybridation. Ces
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Figure 41 : Principe de validation de la banque soustractive par hybridation en dot-blot.
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Suite au protocole d’hybridation soustractive, 4 pools différents d’ADNc sont obtenus. Ces 4
pools sont marqués et servent a hybrider des spots d’ADNc déposés sur membrane.
L’intensité¢ des spots aprés I’hybridation permet de déterminer quels transcrits sont
différentiellement exprimés dans un état A (ici sporophytes é€licités) ou dans une état B (ici
sporophytes non élicités). Suivant ce crible, chaque ADNc déposé peut appartenir a 1’une de
ces 5 catégories :

: transcrit différentiellement exprimé chez A

: transcrit différentiellement exprimé chez B

: transcrit non différentiellement exprimé chez A et B
: transcrit fortement exprimé dans A et B

: transcrit faiblement exprimé dans A et B
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artéfacts peuvent étre dus a une mauvaise soustraction, un trop faible taux d’expression ou, au
contraire, un trop fort taux d’expression. L hybridation en utilisant des sondes correspondant
aux 4 pools d’ADNCc devait donc permettre de vérifier si un ADNc était spécifique ou pas de
I’¢licitation en suivant le raisonnement schématisé en figure 41. Nous avons fait le postulat
suivant : un transcrit peut étre considéré comme différentiellement exprimé lorsque I’intensité
des dépdts hybridés par T1S1 et C1 (condition « ¢élicité ») est supérieure a celle des dépdts
hybridés par T2S1 et C2 (non élicité). Les résultats de ce criblage sont présentés en figure 42
et résumés dans le tableau 5.

Les 15 transcrits d’intérét peuvent étre répartis en 4 catégories selon leur profil
d’hybridation avec les différentes sondes :
-transcrits  différentiellement exprimés aprés [1’¢licitation : Ld-vBPO, thiorédoxine
péroxydase, G6PDH, 6PGDH, LHCF6, Bsld3E10
-transcrits non différentiellement exprimés apres 1’¢licitation (donc artéfacts de I’hybridation
soustractive) : Bslde2DO05, contig 18 bis
-transcrits peu exprimeés (intensité des signaux trés faible quelle que soit la sonde utilisée) :
pLd-BPO, 007H03, ManC5-E1, ManC5-E2, HSP 70
-transcrits fortement exprimés (intensité¢ des signaux tres forte quelle que soit la sonde, ne
permettant pas de détecter une expression différentielle) : contig 5, EFla

L’induction de la transcription des génes codant les G6PDH, 6PGDH, LHCF6, ainsi
que leur présence dans le pool d’ADNc T1S1 indiquent qu’ils peuvent étre considérés comme

des marqueurs moléculaires de défense chez L. digitata.

3- Distinction entre genes de stress et genes de défense

Par comparaison des observations réalisées a partir de la banque protoplaste avec les
résultats obtenus lors de I’étude de la banque d’ADNCc spécifique aux sporophytes élicités,
nous pouvons déduire que les HSP 70 semblent étre plus liées a la réponse au stress. En effet,
un nombre important d’EST a été isolé dans la banque protoplaste et ce niveau d’expression
est statistiquement plus élevé chez le protoplaste que chez le sporophyte. Par contre, le géne
de la LHCFG6 et celui de la G6PDH semblent étre plus impliqués dans les mécanismes de
défense : ils apparaissent induits dans la banque soustractive, ce qui traduit une sur-expression
en cas d’¢licitation. Leur niveau d’expression est considéré comme basal dans la banque EST

de protoplaste.
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Figure 42 : Résultats d’hybridation pour la validation de la banque soustractive.

42a : Hybridation de la membrane avec le pool d’ADNc T1S1
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Cependant, une telle distinction est beaucoup plus difficile a établir pour d’autres
genes. C’est notamment le cas pour les bromopéroxydases. Ld-vBPO est présent dans les EST
de protoplastes et dans les EST issues d’ADNc spécifiques aux sporophytes élicités. PLd-
BPO semble spécifique des protoplastes, ce qui en fait un marqueur de stress plus qu’un
marqueur de défense. La 6PGDH est également présente dans les deux banques.
L’augmentation du nombre de transcrits pour le géne de cette enzyme a été observée chez le
riz lors d’un stress salin (Huang et al., 2003), mais également lors de 1’élicitation de
Petroselinum crispum par des éliciteurs fongiques (Batz et al., 1998). La thiorédoxine
péroxydase présente la méme ambiguité. Méme si cette enzyme est impliquée dans la réponse
au stress, elle est présente dans les EST spécifiques de sporophytes élicités et une variation

d’expression en cas d’¢licitation a été observée.

4- Discussion

4-1 Différenciation stress / défense

4-1-1 Marqueurs de stress

Pour qu’un geéne soit classé dans la catégorie stress plutot que défense, il fallait que
celui-ci soit présent dans la banque EST de protoplastes, statistiquement surexprimé chez le
protoplaste par rapport au sporophyte, et absent ou faiblement exprimé dans la banque
soustractive. Nous pouvons donc retenir, selon ces critéres, les génes codant les HSP, les
GST, et pLd-vBPO et dans une moindre mesure Ld-vBPO, la thiorédoxine et la thiorédoxine
péroxidase.

Les HSP 70 peuvent étre considérées comme les protéines de la réponse au stress par
excellence, de part leur surexpression lors de nombreux stress abiotiques (Wang et al., 2004).
Les transcrits codant ces protéines sont donc de bons marqueurs moléculaires de la réponse au
stress. Toutefois, leur fonction précise dans ces mécanismes reste a déterminer, au moins chez
L. digitata. En effet, si leur fonction primaire est le repliement des protéines, elles peuvent
¢galement servir d’activateur de la transcription des HSF (Baniwal et al., 2004) ou s’inscrire

dans un contexte plus général d’interaction avec d’autres HSP (Wang et al., 2004).
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Tableau 5 : Résultats de I’observation visuelle de 1’intensité des

hybridation avec les 4 pools d’ADNCc.

spots sur membrane apres

T1S1 T2S1 C1 C2
Ld-vBPO +++ + -+ ++
pLd-BPO 0 0 0 0
HSP 70 0 0 0 0
Thioredoxine [+++ 0 L+ +
peroxidase
G6PdH ++ 0 L+ +
6PgludH -+ 0 n 0
007HO03 0 0 0 0
ManC5-E1 0 0 0 0
ManC5-E2 0 0 0 0
LHCF6 -+ 0 +++ N
EFla -+ -+ N NI,
Contig 18 bis |0 0 -+ 0
Contig 5 +++ H++ -+ NS
Bslde3E10 ++ 0 4+ i
Bslde2D05 + 0 n n
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Dans le cas des protoplastes, les causes de dénaturation des protéines nécessitant une
action de repliement par des HSP-70 sont inconnues, mais les EAO pourraient y contribuer.

Un autre type protéique identifié comme contenant des marqueurs potentiel de la
réponse au stress est celui des Glutathion-S-Transférases. Les EST codant ces enzymes
apparaissent surexprimées chez le protoplaste et ne sont pas présentes dans la banque
soustractive de sporophytes élicités. Ces enzymes sont généralement impliquées dans le
maintien de I’équilibre oxydo-réducteur de la cellule. Elle possede une activité glutathion
péroxydase qui permet la réduction des composés hydropéroxydes en leurs dérivés
monohydroxydes avec production simultanée de glutathion oxydé (Roxas et al., 2000). Cette
activité réductrice constitue une forme efficace de protection contre les EAO libérés au cours

du burst oxydant.

4-1-2 Marqueurs de défense

L’¢tude de cette banque soustractive a permis €¢galement de distinguer des marqueurs
moléculaires potentiels de la défense face a une attaque d’un pathogéne. Ces geénes incluent
les thiorédoxine péroxydases, la 6PGDH et potentiellement la GO6PDH.

Les thiorédoxine péroxydases catalysent 1’oxydation des thiorédoxines par fixation de
peroxyde d’hydrogene, participant ainsi au maintien de I’équilibre oxydo-réducteur de la
cellule (Holmgren et al., 1989). La thiorédoxine réductase permet la réduction des
thiorédoxines grace a l’oxydation du NADPH (Williams, 1995). L’interaction entre les
thiorédoxines péroxydases et les thiorédoxines ainsi que leur implication dans les mécanismes
de défense contre les EAO a été démontrée chez les plantes (Broin et al., 2002).

Les EST codant la 6PGDH sont parmi les plus représentées chez le protoplaste et
apparaissent différentiellement exprimées lors de 1’¢licitation des sporophytes. Cette enzyme
catalyse la décarboxylation du 6-phospho-gluconate en ribulose 5-phosphate. Cette réaction
libére du C0,, mais également du NADPH, principal agent réducteur cellulaire. Nous pouvons
également supposer que la G6PDH est un marqueur de la défense, méme si celle-ci n’apparait
pas surexprimée de fagon significative chez le protoplaste. En effet, la 6PGDH, ainsi que la
G6PDH, sont des enzymes clés de la voie oxydative des pentoses phosphates (OPP), dont
I’augmentation d’activité a ét¢ montrée chez le tabac en cas d’infection virale (Sindelar et al.,
1999, 2002). La stimulation de la voie de I’OPP lors d’une attaque par un pathogene serait
connectée a la production de composés phénoliques, permettant une défense active de la

cellule (Batz et al., 1998).
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4-1-3 Cas particulier des bromopéroxydases

Des transcrits codant différentes bromopéroxydases (pLd-vBPO, Ld-vBPO) ont été
identifiés en quantités ¢élevées parmi les EST de protoplastes. Des séquences codant Ld-vBPO
ont également ¢ét¢ isolées dans la banque soustractive spécifique des sporophytes élicités.
Toutefois, 1’absence d’une surexpression statistiquement différente chez les protoplastes
comparée aux sporophytes ne permet pas d’attribuer de facon claire un réle de marqueur
moléculaire de la défense a Ld-vBPO.

La situation semble plus claire pour la bromopéroxydase spécifique du protoplaste
(pLd-vBPO), qui apparait spécifique de la réponse au stress de par sa forte représentation
parmi les EST de protoplastes et par son absence dans la banque soustractive. Cependant,
I’hypothese du rdle préférentiel de ces enzymes dans la rigidification de la paroi cellulaire,
que ce soit en réponse a un stress ou lors de la néo-synthése de celle-ci, ne peut pas étre

écartée.

4-2 Ambiguité des EAO

A D’état de protoplaste, la cellule est soumise a la fois a un stress abiotique intense et a
une ¢élicitation par des composants de la paroi. La réaction cellulaire commune a ces 2
conditions est 1’émission d’EAQO. Chez les plantes, le contrdle de la quantité d’EAO est
principalement effectu¢ par des superoxyde dismutases, des catalases et des ascorbate
péroxidases. Comme je 1’ai mentionné dans le chapitre I, aucune de ces enzymes de contrdle
de d’EAO intracellulaire n’a été identifiée ni chez les protoplastes, ni parmi les ADNc
spécifiques de sporophytes élicités. Une premiére hypothése pour expliquer 1’absence de
telles enzymes dans les 2 banques est liée a la méthode d’identification des séquences. Celles-
ci sont peut-étre tout simplement présentes dans le jeu de données mais n’ont pas encore été
identifiées par comparaison de séquences. Une autre hypothése serait que ces enzymes aient
été réprimées chez les protoplastes et les sporophytes élicités. En effet, les cellules
limiteraient I’activité de ces enzymes afin d’augmenter la quantité d’EAO constituant le burst
oxydant toxique pour le pathogéne. Ce phénoméne a notamment été observé chez le tabac
(Mittler et al., 1998). Suivant les conditions physiologiques dans lesquelles se trouvent les
cellules (stress biotique ou abiotique) les cellules pourraient modifier 1’équilibre entre la

production d’EAQO (stress biotique) et I’élimination de ceux-ci (stress abiotique).
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Des expériences récentes ont montré que, chez A. thaliana, des doubles mutants ne
possédant ni catalase, ni ascorbate péroxydases, €taient moins sensibles au stress oxydant que
des mutants pour 1’'une ou ’autre de ces protéines (Rizhsky et al., 2003). Cette moindre
sensibilité serait expliquée notamment par la mise en place de systéme alternatifs de
détoxification des EAO, notamment la voies des pentose phosphates. Les résultats obtenus
chez L. digitata indiquent que les séquences identifiées comme marqueurs potentiels de la
défense ou du stress codent principalement des protéines pouvant jouer un rdle direct dans le
contrdle de la quantité d’EAO présentes dans la cellule. Nous pouvons donc supposer que L.
digitata met en place des systémes différents de contrdle de la quantité des EAO selon le type
de stress, biotique ou abiotique auquel 1’algue est exposée. Les enzymes impliquées
pourraient étre différentes selon les conditions : les GST en cas de stress abiotique, et les
thiorédoxine péroxidases en condition d’¢élicitation. Il est également possible que les
bromopéroxidases prennent part a ces mécanismes de controle des EAO, Ld-vBPO en cas de

stress biotique et pLd-vBPO en condition de stress abiotique.

4-3 Limites de la méthode

L’emploi de la stratégie d’hybridation soustractive sur des sporophytes élicités nous a
donc permis une premicre discrimination entre des marqueurs moléculaires de la réponse au
stress et de la défense chez L. digitata. Bien qu’efficace, cette méthode posséde des limites.
En effet, I’analyse des séquences obtenues par cette méthode se fait par comparaison avec des
banques de données. Elle est donc soumise aux mémes limites que la stratégie EST. De plus,
les inserts obtenus sont de petite taille et se situent généralement dans la partie 3’ non traduite
des transcrits. Cette partie étant trés spécifique de 1’organisme considéré, la ou les bases de
données utilisées pour effectuer I’identification des séquences doivent étre riches en données
relatives a cet organisme. L’emploi de techniques telles que les puces a ADN doit permettre
d’obtenir des résultats analogues (identification des genes induits dans une condition donnée)
a une échelle plus importante car plusieurs milliers de génes peuvent étre étudiés en méme
temps. Cependant, les banques soustractives représentent un moyen rapide et efficace pour

obtenir des informations sur I’induction de plusieurs genes dans des conditions particulicres.
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Figure 43 : Alignement de la région bordant le site catalytique des mannuronane-C5-
épimérases. L’asparagine catalytique est marquée d’une étoile, les résidus strictement
conservés apparaissent en noir. (Nyvall et al., 2003).
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Figure 44 : Analyse par Southern-blot des mannuronane-C5-épimérases chez L. digitata.
L’ADN de sporophytes a été digéré par Sall et ECORI, et une portion de 1250 pb appartenant a
la région codante de ManC5-E1 a été utilisée comme sonde. (Nyvall et al., 2003)
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Chapitre III: Etude de la famille multigénique des
mannuronane-C5-épimérases

La paroi, en plus de son role de maintien de 1’intégrité cellulaire, constitue la premicre
barriere de défense de la cellule contre toute forme d’agression physique ou chimique. Lors de
la derni¢re étape de biosynthése de 1’alginate, les mannuronane-C5-épimérases catalysent
I’épimérisation des résidus M en résidus G. Cette réaction a pour effet de durcir la paroi
cellulaire de I’algue et de changer sa rhéologie. Les activités enzymatiques ManC5-E ont été
décrites chez les algues brunes ainsi que chez deux bactéries : Pseudomonas aeruginosa et
Azotobacter vinelandii. Une séquence correspondant a cette enzyme a également été identifiée
chez le virus infectant 1’algue brune Ectocarpus siliculosus (protéine de la capside GP1)
(Delaroque et al., 2001). L’étude EST menée sur les sporophytes de L. digitata (Crépineau et
al., 2000) avait permis d’isoler 6 ADNc différents (génes ManC5-E1, ManC5-E2, ManC5-E3,
ManC5-E4, ManC5-E5, ManC5-E6) montrant des similitudes avec les enzymes bactériennes
productrices d’alginate, ainsi qu’avec la protéine GP1 du virus infectant E. silliculosus.
Toutes ces séquences ont en commun un domaine conservé. La mutation d’un résidu Asp sur
le module Al d’Alg E1 entraine la perte de I’activité épimérase, suggérant que ce motif
conservé est le site catalytique de ces enzymes (fig. 43).

L’analyse par Southern-blot de la présence de mannuronane C5 épimérases chez L.
digitata (fig. 44) montre que ces enzymes sont codées par une famille multigénique formé de
plus de 40 membres. Parmi les EST identifiées chez le protoplaste, 22 codent des séquences
de mannuronanemannuronane-C5-épimérases. La paroi de ces cellules ayant été digérée, il
apparait cohérent que le protoplaste, en plus de répondre aux différents stress, oriente son
métabolisme vers la néo-synthese de la paroi cellulaire. Ainsi, il a ét¢é montré par Northern-
blot et RT-PCR semi-quantitative que les C5-épimérases étaient exprimées au cours des 12
premicres heures suivant la mise en culture de protoplastes de L. digitata (fig. 45). De plus,
des expériences menées au laboratoire indiquent que certains membres de la famille
multigéniques Man-C5E seraient induits chez le sporophyte 6 heures apres élicitation par des
oligoguluronates. Il semble donc que les nombreux genes contenus dans cette famille

s’expriment dans des conditions physiologiques différentes.
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Figure 45 : Analyse de I’expression de ManC5-E1 chez le protoplaste par Northern-blot et
RT-PCR semi-quantitative. Un fragment de 405 pb de la partie codante de ManC5-E1 a été
utilis¢ comme sonde. Un fragment de 400 pb appartenant a la partie codante de la protéine
ribosomique rpl 14 a été aussi été considéré comme sonde controle pour estimer la quantité
d’ARN chargée. La RT-PCR a été réalisée a partir des mémes ARNm que pour le Northern-
blot, et les 2 amorces aliepi3 et aliepi4 ont ét¢ employées pour amplifier un fragment de 400
pb de la partie codante de ManC5-E1. (Nyvall et al., 2003)
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1- Identification des génes de C5-épimérases chez le protoplaste

Lors d’une premiére analyse 2 contigs (composés respectivement de 2 et 6 EST ) ainsi
que 3 singletons codant des mannuronane-C5-épimérases ont été identifiés dans le catalogue
des EST de protoplastes. Ces génes appartenant a une famille multigénique nombreuse et tres
conservée, j’ai analysé indépendamment chaque EST de ces contigs. J’ai également comparé
les 6 séquences de mannuronanemannuronane-C5-épimérase de L. digitata disponibles au
laboratoire (ManC5-E1 a ManC5-E6) avec I’ensemble des EST de protoplastes. Apres cette
analyse plus spécifique, j’ai pu ainsi identifier un total de 22 EST codant des
mannuronanemannuronane-C5-épimérase putatives dans la banque de protoplaste. Deux de
ces EST s’averent étre identiques a ManC5-E1, une est identique a ManC5-ES. Les 19 autres
sont trés similaires aux autres séquences Man-C5E de la banque de sporophyte, mais
présentent suffisamment de différences pour étre considérées comme de nouvelles
mannuronane-C5-épimérases. Les séquences obtenues chez le protoplaste peuvent se répartir
en plusieurs catégories, cette répartition se faisant par comparaison de leur partie 3’ non
traduite (fig. 46). J’ai procédé au séquencage complet de 4 de ces ADNc que j’ai choisis
d’une part pour leur divergence par rapport aux séquences connues et d’autre part pour la
longueur de leur partie codante. J’ai ainsi pu obtenir la séquence complete d’un nouvel ADNc
pleine longueur, ManC5-E7 (clone Pld 016E03) et augmenter les données sur la partie
codante de 3 autres séquences: PId007F09, PId014A04 et P1d004F06. Méme si les
informations de séquences recueillies chez le protoplaste sont trés fragmentées, les
pourcentages d’identité sont trés ¢€levés au niveau des parties codantes des différentes
séquences. L’analyse des parties 3’ non traduites révele une plus grande diversité, liée a la
maturation des ARNm : ManC5-E7 posséde une partie 3’ non traduite de 1250 pb, alors que
PId 014A04, possede une partie 3’ non traduite de 2050 pb identique a 99% avec ManC5-E7
sur les 1250 premicres pb. De plus, on remarque la présence de plusieurs motifs d’une

longueur variant de 100 a 300 pb retrouvés dans plusieurs séquences de genes ManC5-E.

2- Recherche de séquences entieres

L’une des principales difficultés lors de 1’étude d’une famille multigénique réside dans

la forte conservation de séquences des membres la constituant. Cette conservation peut
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Figure 46 : Cartographie des mannuronanemannuronane-C5-épimérases identifiées chez les
protoplastes de L. digitata. L’échelle de taille est donnée en paires de bases. Les séquences
sont positionnées horizontalement par rapport au codon stop de ManC5-E6 (séquence la plus
longue disponible au moment de 1’étude) et verticalement par rapport a leur homologie avec
les séquences déja identifiées chez les sporophytes de L. digitata. Les couleurs correspondent
aux ressemblances observées entre les nouvelles séquences identifiées chez les protoplastes et
les séquences déja disponibles.
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induire des erreurs de distinction entre les différents membres et poser des difficultés lors de
I’é¢tude d’une induction de la transcription de plusieurs membres différents. Pour cette étude,
la plus grande partie des séquences codant les différents membres de la famille multigénique
des mannuronane-C5-épimérases a été obtenue lors d’études EST. Ces séquences sont pour la
plupart incomplétes et correspondent a des positions différentes des transcrits. Il est alors
impossible de dire si des séquences d’EST non chevauchantes et identifiées comme codant
des mannuronane-C5-épimérases correspondent a un méme transcrit ou deux transcrits
différents. De plus, 1’obtention de séquences d’ADNc pleines longueurs, ou du moins
correspondant a I’intégralité de la partie codante, doit permettre d’effectuer des comparaisons
de séquences et éventuellement de répartir les membres de la famille multigénique en
plusieurs classes, suivant 1’existence (ou non) de variations de séquences a des positions
conservées. L’obtention de séquences pleines longueurs doit également faciliter le dessin
d’amorces parfaitement spécifiques d’un gene donné afin d’étudier les facteurs influant sur sa
transcription par des méthodes telles que la PCR quantitative, et éviter ainsi les artéfacts dus a
I’amplification d’un autre membre de la famille dont la séquence correspondant a la zone
d’hybridation des amorces est identique. Enfin, I’obtention d’ADNc pleine longueur ouvre
potentiellement la voie d’études biochimiques sur I’enzyme en permettant la surexpression de
celle-ci.

Afin d’obtenir des séquences pleine longueur de certains ADNc codant des
mannuronanemannuronane-C5-épimérases, j’ai utilis¢é la technique de RACE PCR.
L’alignement des parties codantes disponibles a permis d’observer une forte conservation du
site catalytique au niveau nucléotidique a I’intérieur de toutes ces séquences et de définir

[’amorce suivante :

5’-GGCTTTGACCCCCACGACGACAGCGAC-3".

Un oligonucléotide complémentaire de cette séquence a été utilisé afin de générer des
ADNCc correspondant a la partie 5° de ’ARNm par rapport au site catalytique. L’emploi de
cette amorce commune a I’ensemble des membres de la famille multigénique devait permettre
d’obtenir, en une seule manipulation de RACE PCR, un maximum d’ADNc codant des
mannuronane-C5-épimérases différentes.Les produits d’amplification ayant la taille attendue
(environ 1200 pb) ont été clonés et séquencés. Malheureusement, I’utilisation d’ADNc
obtenus a partir d’ARNm extraits de sporophytes non ¢€licités, ainsi que des ADNc synthétisés

a partir d’ARNm de protoplastes, n’a pas permis d’isoler de fragments correspondant a
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Table 6 : Récapitulatifs des expériences de RACE PCR réalisées pour obtenir des ADNc
pleine longueur de mannuronanemannuronane-C5-épimérases.

Methode

S Cible Amorces considérées Matrice
utilisée
tous les membres de . .
RACE PCR la famille Amorce du Klt * Site ADNCc de protoplaste
. catalytique
multigénique
tous les membres de . .
. +
RACE PCR la famille Amorce du I.Qt Site ADNCc de sporophyte
. catalytique
multigénique
RACE PCR ManC5-E2 Amorce du kit + Site ADNEc de sporophyte
spécifique E2
tous les membres de
PCR sur . . .
la famille T3 + Site catalytique Banque EST protoplaste
banque .
multigénique
igjqu ManC5-E2 T3 + Site spécifique E2 | Banque EST protoplaste
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I’extrémité N-terminale de Man-C5E. Cependant, nous avons pu obtenir une partie
plus importante de la partie codante de la séquence E-SWE4. Cette séquence a été obtenue par
Sylvie Rousvoal lors d’une expérience d’amplification par PCR utilisant des amorces
dégénérées s hybridant de part et d’autre de la zone correspondant au site catalytique des
mannuronane-C5-épimérases. L’utilisation des résultats de cette expérience est discuté dans la
partie 3 de ce chapitre.

Etant donné 1’échec d’une approche générale visant I’ensemble des membres de la
famille multigénique, j’ai cherché a obtenir ’ADNc pleine longueur du gene ManC5-E2 en
utilisant toujours la méthode de RACE PCR et avec une amorce spécifique de ce géne situé en
3’. Nous possédions déja au laboratoire les ADNc complet de 3 ManCS5E différentes (ManC5-
El, ManC5-E6 et ManC5-7). ManC5-E2 m’apparaissait comme un bon candidat pour
I’obtention d’un ADNc complet. En effet, il ne manquait qu’environ 200 pb pour obtenir un
ADNc complet codant cette enzyme. De plus, aucun transcrit codant ce membre de la
famille multigénique n’ayant été identifié chez le protoplaste, il était possible que les
conditions menant a 1’augmentation de sa transcription soient différentes de celles de ManC5-
E1 pour laquelle plusieurs transcrits ont été identifiés chez les sporophytes et les protoplastes.
L’utilisation d’amorces en 3’ devait permettre 1’obtention d’'un ADNc pleine longueur afin
par exemple de disposer d’un nouveau candidat a la surexpression. Aucun résultat significatif
n’a été obtenu. Une hypothese pouvant expliquer ces échecs serait un mauvais repliement des
ARNm, empéchant ainsi la progression de la transcriptase inverse au cours de la synthese du
brin d’ADNc.

La technique de RACE PCR ne donnant pas les résultats escomptés, j’ai tenté
d’obtenir les ADNc pleine longueur par une méthode analogue, mais utilisant la banque
d’ADNc de protoplastes comme matrice pour les étapes de PCR. En effet, cette banque étant
construite de fagon orientée, I'utilisation conjointe d’une amorce sens, spécifique du vecteur
et d’une amorce antisens spécifique du geéne étudié devait permettre 1’amplification ciblée
d’une partie de I’ADNc recherché. De plus, le titre de cette banque étant €élevé, on pouvait
supposer une bonne représentation des différents geénes d’intérét. J’ai utilisé ’amorce
correspondant au site catalytique des mannuronanemannuronane-C5-épimérases mentionnées
ci-dessus en combinaison avec I’amorce T3 du vecteur, pour tenter d’amplifier tous les ADNc
comprenant ce site catalytique. De part la forte conservation des séquences de
mannuronanemannuronane-C5-épimérases chez L. digitata, j’estimais que la taille des
portions 5’ correspondant 2 un ADNc pleine longueur devait avoir une taille supérieure a

1000 pb. Aprés migration sur gel d’agarose, les bandes correspondantes ont été découpées,
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Figure 47 : Analyse par Northern-blot de I’induction de ManC5-E1 apres élicitation des
sporophytes par des oligoguluronates. La sonde ManC5-E1 est la méme que celle utilisée lors
du Southern-blot.

Témoins Elicités

6h 12h 24h 48h 6h 12h 24h 48h

. — S
Sonde ManC5-E1 by 3&' h p " 2.9 kb

1.1 kb

RPL14
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purifiées, clonées et 30 inserts ont été séquencés. Tous correspondaient a la séquence du géne
ManC5-E1, déja complete. Le tableau 6
récapitule les différentes tentatives d’obtention d’ADNc pleine longueur de mannuronane-C5-

épimérases.

Le fait que des ADNCc pleine longueur aient ét¢ obtenus pour ManC5-E1, ManC5-E6
et ManC5-E7 pourrait s’expliquer par une absence de structures secondaires dans les ARNm
codant ces protéines. Cette hypothése s’applique aussi bien a la RACE PCR qu’a la banque
EST en général. La seconde hypothése implique un biais dans I’amplification par PCR qui
serait dii a une expression différentielle des mannuronane-C5-épimérases chez le protoplaste.
En effet, ’expression de ManC5-E1 pourrait étre induite chez ce dernier. Les ADNc codant
ce membre de la famille multigénique seraient présents en quantité plus importante comparé
aux autres ManC5 dans la banque EST de protoplastes, induisant ainsi un biais lors de

I’amplification par PCR réalisée directement sur la banque.

3- Obtention de nouvelles séquences de C5-épimérases par RT-PCR

La fonction principale des ces enzymes est de moduler la composition de 1’alginate
lors de la derni¢re étape de biosyntheése de ce polysaccharide, en relation avec des stades de
développement particuliers et en fonction des tissus considérés. Cependant, les génes de C5-
épimérase chez Laminaria digitata constituent une trés grande famille multigénique et il est
probable que certains genes jouent également un role dans la réponse a des stress biotiques ou
abiotiques comme cela a été constaté pour les pectine-methyl-esterases (PME) chez les
plantes supérieures. En effet, certaines PME sont spécifiquement induites lors d’une attaque
par un pathogéne (Kagan-Zur et al., 1995; Mbwaga et al., 1997). Des expériences
préliminaires de Northern-blot ont montré qu’il y a bien induction de génes de C5-épimérases
lors d’une ¢licitation par des oligoguluronates (fig. 47) La sonde utilisée dans cette expérience
ne permettait pas de discriminer quel géne de C5-épimérase était spécifiquement induit, car il
s’agissait d’une sonde correspondant a une région codante trés conservée au sein de toute la
famille de genes. Cependant, 1’analyse de la banque soustractive d’ADNc spécifique de
sporophytes ¢€licités par les GG n’a pas mis en évidence d’induction spécifique de ces genes.
Cette absence pouvant étre due a des limitations de la méthode ou a une faible expression de

ces genes, une approche différente a été entreprise au laboratoire par S. Rousvoal. Cette
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Figure 48 : Dendogramme des mannuronane-C5-épimérases identifiées chez L. digitata. La
méthode utilisée pour la construction de 1’arbre est celle du « neighborg joining » suivant la
matrice PAM. La valeur de boostrap a été fixée a 100. Seules les valeurs significatives
(supérieur a 60) ont été conservées sur le graphique. NE-XXX : séquences obtenues chez les
sporophytes non élicités ; E-XXX séquences obtenues chez les sporophytes élicités ;
PIdOXXX, séquences obtenues chez les protoplastes; Ecto 22 Séquence obtenue chez
Ectocarpus siliculosus ; AlgG Azot séquence obtenue chez A. vinelandii (numéro d’accession
XXXXX); AlG Pseu, séquence obtenue chez P. aeruginosa (numéro d’accession XXXXXX);
GP1 séquence obtenue chez le virus infectant E. siliculosus (numéro d’accession XXXXXXXXX);
ManC5-X, séquence obtenues chez les sporophytes de L. digitata.
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nouvelle approche visait & construire une « mini banque » d’ADNCc partiels de mannuronane-
C5-épimérases a partir d’ARNm issus de sporophytes élicités ou non par des GG afin de
détecter éventuellement un groupe de C5-épimérases spécifiquement induites en présence de
GG. La comparaison des 6 séquences ManC5-E isolées de la banque de sporophyte (ManC5-
El a ManC5-E6) a permis de déterminer des amorces communes a ’ensemble des CS5-
épimérases, bornant le site catalytique conservé de ces enzymes et générant un amplifiat de
500 pb. Ces oligonucléotides ont été utilisés en présence d’ADNc produits a partir d’ARNm
issus de sporophytes aprés 12 heures d’élicitation et de sporophytes non élicités (Rousvoal,
non publié). Il a été ainsi possible d’obtenir une cinquantaine de fragments différents avec les
2 types de matrice considérés. J’ai procédé a 1’analyse détaillée de ces séquences afin de
déterminer s’il était possible de regrouper les séquences obtenues en fonction des conditions
dans lesquelles les sporophytes avaient été incubés, et d’identifier de nouveaux membres de la
famille multigénique . Les séquences en acides aminés déduites de ces fragments ont été
alignées avec celles préalablement disponibles chez P. aeruginosa, A. vinelandii, L. digitata,
et E. siliculosus (Rousvoal et Lacut, non publié) ainsi qu’avec celle codant la protéine GP1 du
virus infectant Ectocarpus siliculosus. Il a ainsi été possible d’identifier une trentaine de
nouveaux membres chez L. digitata. Il a surtout été possible de réaliser un dendrogramme
(fig. 48) dont I’analyse a permis d’identifier 4 grands groupes de séquences, selon les
conditions physiologiques dans lesquelles les génes sont préférentiellement exprimés. En
effet, la premicre catégorie regroupe 7 séquences obtenues chez les sporophytes non élicités.
La seconde rassemble 12 fragments (3 non élicités, 6 élicités, ManC5-E1 et E4) et constitue le
groupe dit des « €élicités ». La troisiéme catégorie regroupe 9 séquences : ManC5-E6, ManC5-
E7, 2 séquences provenant de sporophytes élicités et 4 de protoplastes. Cette derniere
catégorie forme le groupe « protoplaste » des mannuronanes-C5-épimérases. La dernicre
catégorie est constituée par les 17 autres séquences qui se répartissent dans 1’arbre de fagon
non ordonnée. Il ressort donc que, parmi l’ensemble des mannuronanes-C5-épimérases
présentes dans L. digitata, il existe des différences de séquences qui permettent de les
regrouper de facon cohérente, principalement en fonction du type de tissus
(protoplastes/sporophytes) et/ou des conditions d’incubation (présence ou non de GG).

Méme si toutes les séquences isolées présentent 90% d’identité entre elles, on observe
des zones spécifiques a chaque groupe (fig. 49). Ces variations sont concentrées
principalement sur les 2 acides aminés précédant le site catalytique et sur 5 acides aminés
situés 30 résidus en aval du site catalytique. On remarque également un changement de nature

de I’acide aminé situé 24 résidus en amont du site catalytique, hydrophile ou hydrophobe
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Figure 49 : Alignement des séquences partielles de Man-C5 obtenues par RT-PCR. Les

séquences sont nommées suivant la nomenclature définie a la figure 48. Les sites de variation

sont grisés, le site catalytique est marqué par des pointillés.
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selon les familles. Bien qu’il ne s’agisse que d’une expérience préliminaire, elle semble, a
défaut de confirmer, au moins étayer ’hypothese de départ : les différents membres de la

famille multigénique semble étre exprimés de facon dépendante des conditions
physiologiques de 1’algue. Le fait que 1’on observe des variations de séquence a des positions
fixes et proches du site catalytique peut ¢galement laisser supposer différents modes d’action
chez les membres de cette famille. Il est en effet possible que ceux-ci aient des mécanismes
enzymatiques différents (processifs ou non), voir des substrats différents (par exemple un

motif particulier d’alternance M/G).

4- Validation des groupes de C5-épimérases par PCR quantitative

Nous avons donc décidé d’approfondir cette question en essayant d’identifier le ou les
genes de C5-épimérase spécifiquement induits par les GG. Nous avons opté pour 1’utilisation
de la technique de RT-PCR en temps réel qui était en cours de mise au point au laboratoire.
Dans ce but, deux systemes expérimentaux ont été utilisés. Le premier est le systéme
« protoplastes en culture ». Le second systeme expérimental est 1’élicitation de jeunes
plantules de L. digitata par des GG lors d’une cinétique de 24 heures. Nous avons utilisé des
plantules obtenues au laboratoire en conditions de culture controlées et des plantules sauvages
récoltées en mars lors d’une marée de vives eaux.

Quatre genes de C5-épimérase ont été retenus pour cette étude par RT-PCR en temps
réel :

- ManC5-E1, qui serait induite en cas d’¢élicitation par des oligoguluronates.

- ManC5-E2, dont I’expression ne semble pas modifiée au cours de 1’¢licitation en

présence d’oligoguluronates.

- ManC5-E6 qui a tout d’abord été identifiée chez le sporophyte mais qui est

¢galement fortement exprimée chez les protoplastes.

- ManC5-E7 qui n’a été isolée que chez les protoplastes.

Pour récapituler, les mesures d’accumulation des transcrits de ces 4 genes ont été
réalisées a partir:

- des ADNc issus d’ARNm de protoplastes a différents temps de régénération (TO,

T12, T24 heures),
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Figure 50 : Mesure de la quantité de transcrits de 4 génes de mannuronane-C5-épimérases
chez des protoplastes de L. digitata maintenus en culture pendant 24 heures. Les données sont
exprimées en quantités relatives par rapport au géne témoin rpll14.
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- des ADNCc issus d’ARNm de sporophytes de culture a différents temps au cours de

I’¢licitation par des oligoguluronates (TO, T6, T12, T24 heures)

- sur des ADNCc issus d’ARNm de sporophytes sauvages cultivés a différents temps

pendant I’¢licitation par les oligoguluronates (TO, T6, T12, T24 heures).
Cette distinction entre sporophytes sauvages et sporophytes de culture est due aux résultats
obtenus lors d’expériences préliminaires menées par S. Rousvoal (non publié) montrant une
expression constante de ManC5-E2 chez les sporophytes élicités, sauvages ou de culture,
alors que ManC5-E1 apparaissait induite chez les sporophytes sauvages 12 heures apres
¢licitation et constante chez les sporophytes cultivés.

Le gene utilisé en tant que témoin de 1’expression stable est celui de la protéine
ribosomale rpl 14. Habituellement dans ce type d’approche ce sont plutot les génes de
tubuline, d’actine ou du facteur d’élongation EFla qui sont utilisés. Cependant, chez les
protoplastes, ces genes ne présentent pas de niveau d’expression stable. Nous avons donc
préféré le géne rpl 14 dont le niveau d’expression est constant. Les amorces utilisées pour
ManC5-E1, ManC5-E2 et rpl 14 sont les mémes que celles utilisés lors des expériences
préliminaires et décrites dans le paragraphe précédent. Les amorces spécifiques a ManC5-E6
et ManC5-E7 ont été déterminées a 1’aide du logiciel Primer express. Afin de vérifier la
spécificité de ces 2 couples d’oligonucléotides, j’ai constitué une base de données regroupant
I’ensemble des données nucléotidiques disponibles sur les mannuronane-C5-épimérases de L.
digitata. En comparant les séquences générées par Primer Express a cette base de données,
des paires d’amorces spécifiques a ces 2 génes ont pu étre sélectionnées. Cette spécificité a
été vérifice par PCR, puis par séquencage des amplicons obtenus lors des expériences de PCR
quantitative. Les expériences ont ¢té effectuées afin de pouvoir exprimer les résultats en
quantité absolue (estimation du nombre de copie) et relative (expression par rapport a un gene
référent). Cependant, les résultats étant n’ont été présentés que suivant la méthode relative, le
gene de référence étudié étant celui de la Rpl 14. L’analyse des résultats a également permis
d’établir que I’efficacité de d’amplification était comprise entre 97 % et 103 % pour les

amorces utilisées.

4-1 Résultats obtenus chez les protoplastes

Chez les protoplastes, on observe des variations de la quantité de transcrit entre les
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Figure 51 : Mesure de la quantité de transcrits de 4 génes de mannuronane-C5-épimérases
chez des jeunes plantules de sporophytes de culture de L. digitata lors d’une cinétique
d’¢élicitation par des oligoguluronates. Les données sont exprimées en quantités relatives par
rapport au gene témoin rpl14.
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Figure 52 : Mesure de la quantité de transcrits de 4 génes de mannuronane-C5-épimérases
chez des jeunes plantules sauvages de L. digitata lors d’une cinétique d’élicitation par des
oligoguluronates. Les données sont exprimées en quantités relatives par rapport au gene
témoin rpl14.
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différents génes de mannuronane-C5-épimérase (fig. 50). Cependant cette quantité de
transcrits apparait stable sur les 24 heures pour chaque geéne pris indépendamment. ManC5-E1
est le plus exprimée, son expression représente environ 30% de celle du géne témoin. ManC5-
E6 et ManC5-E7 sont exprimés de facon moindre avec un taux d’expression de 15 % pour
ManC5-E6 et 5 % pour ManC5-E7. Man-C5 E2 apparait treés faiblement exprimé avec un taux
représentant environ 1 % de celui de rpl 14 Les pourcentages d’expression des différents
génes de ManC5-E ont été calculés par rapport a une moyenne du nombre de transcrit

mesurés pour rpl 14 aux différents temps.

4-2 Résultats obtenus chez les sporophytes

Chez les sporophytes, qu’ils soient de culture ou sauvages, le profil des résultats est
identique. ManC5-E1 et ManC5-E2 apparaissent comme étant largement plus exprimés que
ManC5-E6 et ManC5-E7 (fig. 51 et 52). Dans le cas des sporophytes sauvages, on observe
une augmentation de la transcription de ManC5-E1 6h aprés élicitation. Cette augmentation
semble étre réduite apres 24h. Ce type de variation n’a pas ét€ observé chez les sporophytes
cultivés. De plus, les pourcentages d’expression de ManC5-E1 par rapport au gene témoin
sont tres différents suivant la nature des sporophytes (sauvage ou cultivé). ManC5-E2 ne
semble pas réagir a 1’¢élicitation quel que soit le type de sporophyte étudié. En revanche, son
taux d’expression est largement inférieur chez les sporophytes sauvages que chez les
sporophytes cultivés. Si les résultats relatifs a ManC5-E1 et ManC5-E2 sont difficilement
interprétables en 1’état, les résultats concernant ManC5-E6 et ManC5-E7 apparaissent plus
clair. Le taux d’expression de ces 2 génes reste trés bas quel que soit le temps d’élicitation ou
la nature des sporophytes utilisés. Il semble donc que leur expression n’est pas dépendante de
I’¢licitation des sporophytes par des oligoguluronates. Un graphique présentant 1’expression

de ManC5-E6 et ManC5-E7 dans les différentes conditions testées est présenté en figure 53.

5- Expression hétérologue de geénes de C5-épimérase

Depuis plusieurs années, la surexpression de mannuronanes-C5-épimérases a été
I’objet de tentatives diverses (Nyvall et al., 2003) n’ayant malheureusement jamais abouti a
I’obtention de protéines solubles et actives. Ces expériences de surexpression ont été réalisées

en utilisant plusieurs vecteurs (pET-20b et pET-32a de Promega) et plusieurs souches de

162



Figue 53 : Expression de ManC5-E6 et ManC5-E7 dans les différentes conditions testées,
exprimées en pourcentage de transcription par rapport a la protéine de référence rpl14.
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bactéries (Origami B, Rosetta, Rosseta pLysS, de Promega). Des essais ont été également
menés par I’intermédiaire de contrats passé€s avec des entreprises spécialisées dont
Protein’expert, qui a utilisé des vecteurs de types pET pour transformer E. Coli, et GTP
Technology, employant la levure Pichia pastoris comme hote pour 1’expression hétérologue.
Depuis ces tentatives, un axe transversal de surexpression a moyen débit a été mis en place au
sein de PUMR pour exprimer des protéines de bactéries marines et d’algues. Pour ces
derniéres, plusieurs EST pleines longueurs obtenues chez le protoplaste, dont les EST codant
ManC5-E1 et ManC5-E7, ont servi de matrice pour le clonage dans les vecteurs de
surexpression.

Plus particulierement, des premieres données ont ét€¢ obtenues avec un vecteur de type
pF04 permettant 1’addition d’une extension His-tag dans la partie N-terminale de la protéine
cible et transformation chez E. coli BL21(DE3). Un premier crible sur membrane, réalisé par
la technique du dot-blot en présence d’anticorps anti-His-tag, a permis d’obtenir un signal
positif dans la fraction soluble de deux clones correspondant aux génes ManC5-E6 et ManC5-
E7. Un litre de culture de ces deux clones de surexpression en milieu auto-inductif a été
produit. Des essais de purification de la protéine ont été effectués sur une colonne de Nickel
par élution avec un gradient 30-300 mM d’imidazole. L’analyse par Western-blot des
fractions d’¢lution a révélé plusieurs bandes. Ces bandes étaient de tailles variables et ne
correspondaient pas a la taille attendue pour une C5-épimérase. Nous en avons donc conclu
qu’il s’agissait soit d’un artéfact lors de la détection par dot-blot, soit d’un probléme de
dégradation de la protéine lors de la purification. Le projet semblant trop risqué pour étre
mené dans le cadre d’une derniére année de thése, nous avons choisi de 1’arréter. Il est
maintenant prévu de tester un systéme de surexpression autre que E. coli tel qu’un systéme

eucaryote comme Pichia pastoris.

6- Discussion

Il a été montré chez L. digitata que les mannuronane-C5-épimérases forment une
famille multigénique importante. Le nombre exact de génes n’est toujours pas déterminé avec
précision mais il est probablement supérieur a 30. De plus, des résultats préliminaires
semblent indiquer que certains membres de cette famille multigénique sont impliqués dans la

réponse a une attaque par un pathogene.
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L’ensemble des données de séquences obtenues chez les sporophytes élicités, non
¢licités ainsi que chez les protoplastes suggérent qu’il existe un lien entre les mannuronane-
C5-épimérases exprimées et les conditions physiologiques dans lesquelles se trouve I’algue.
Les protoplastes sont des cellules en état de stress intense et régénerent leur paroi, les
sporophytes élicités sont en situation de défense face a une attaque pathogene. Ces deux types
de situations semblent mettre en oeuvre des mannuronane-C5-épimérases différentes qui
pourraient &tre impliquées dans des processus distincts : la régénération de paroi ou le
renforcement de celle-ci face a une attaque pathogéne. De part la position conservée des
variations dans les séquences, il semblerait qu’il s’agisse bien de variations effectives pouvant
avoir une influence sur les propriétés biochimiques de ces enzymes, et non des variations liées
a un polymorphisme entre individus. L’alginate n’est pas de composition uniforme chez L.
digitata. En effet, sa composition varie entre la lame, le stipe, le crampon, la médula ainsi que
le cortex de 1’algue. Ces variations s’observent non seulement au niveau du ratio M/G, mais
aussi au niveau de la proportion relative des trois blocs (MM, MG, GG) (Grasdalen et al.,
1979). Ainsi, la proportion en blocs G est plus importante dans le crampon ou le stipe de
I’algue, les rendant plus rigides par rapport a la lame, dont I’alginate est plus riche en bloc M
(Haug et al., 1974 ; Kloareg et Quatrano, 1988). La présence de mannuronane-C5-épimérases
possédant des propriétés biochimiques différentes, telles que leur processivité, leur affinité au
substrat, la nature méme du substrat (enchainement de MM ou présence d’un G avant un M)
peuvent expliquer 1’existence de ces différents alginates. Les études biochimiques menées sur
les enzymes modulaires Alg E2, Alg E4 et Alg E6 d’Azotobacter vinelandii montrent qu’Alg
E6 permet I’obtention de longs blocs G (Svanem et al, 1999), Alg E2 permet d’obtenir des
bloc G de taille moindre (Skjak-Braek et al., 1982), tandis qu’Alg E4 permet d’obtenir
I’alternance de blocs MG (Ertesvag et al., 1999). Les études menées sur le mode d’action
d’Alg E4 laissent supposer que les mannuronane-C5-épimérases agissent de facon corrélée
(Campa et al., 2003), les produits obtenus par 1’action d’une serviraient de substrats a une
autre. Nous pouvons supposer que les différentes mannuronane-C5-épimérases de L. digitata
se comportent de fagon analogue a celles d’A. vinelandii et permettent de moduler finement la
composition de I’alginate.

Méme si le protoplaste semble un outil biologique adapté pour 1’étude de la réponse au
stress, ce n’est pas le cas pour 1’é¢tude de I’implication des mannuronane-C5-épimérases dans
ces mécanismes. Les protoplastes étant des cellules dont la paroi a été digérée par voie
enzymatique, il apparait probable que ceux-ci en synthétisent une nouvelle. De plus, il semble

qu’au moins un membre de la famille multigénique serait induit en cas d’élicitation par des
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oligoguluronates, ceux-ci étant libérés lors de la digestion de la paroi. Cependant, parmi les
mannuronane-C5-épimérases identifiées chez le protoplaste, il n’est pas exclu que certaines
soient induites en cas de stress. L’état de protoplaste étant propice a une induction
denombreux membres de la famille multigénique, il apparait difficile dans ce cas de
différencier le réle des différents membres (néo-synthése de la paroi, réponse au stress,
mécanismes de défense). Toutefois, I’hypotheése de variété de substrat pour les différentes C5-
épimérases identifiées chez L. digitata peut aussi expliquer I’expression préférentielle de
certains membres de la famille multigénique chez le protoplaste. En effet, celles-ci pourraient
étre utilisées pour la synthése d’un «alginate précoce », servant de substrat a d’autres
mannuronane-C5-épimérases, ce qui permettrait 1’obtention d’un « alginate mature » tel qu’il
est observé chez 1’algue. Nous pouvons supposer que les ManC5-E de type ManC5-E6 ou
ManC5-E7 seraient impliquées dans de tels phénomenes. Ces enzymes ont été classées dans
la catégorie protoplaste lors de I’analyse des séquences de ManC5-E. De plus, les
exprériences de PCR quantitative indiquent que ces enzymes ne répondent pas a 1’élicitation
par des oligoguluronates mais sont pourtant induites chez le protoplaste.

Il apparait aussi que la transcription du gene ManC5-E2 n’est pas sensible a
I’¢licitation par des oligoguluronates et est réprimée chez le protoplaste. Si I’on considere
toujours I’hypothése d’une participation successive de différentes ManC5-E lors de la
constitution de la paroi cellulaire, cette enzyme pourrait €tre responsable des dernicres étapes
de maturation de I’alginate chez les sporophytes. Le substrat de cette enzyme ne serait pas
encore synthétisé chez les protoplastes au moment de la régénération, mais serait présent chez
les sporophytes cultivés ou sauvages.

Si les résultats de PCR quantitative ne permettent pas de distinguer clairement une
induction de la transcription de ManC5-E1 en cas d’élicitation par des oligoguluronates,
I’hypotheése selon laquelle un membre de la famille multigénique serait induit en cas
d’¢élicitation n’est pas a négliger. Nous pouvons supposer qu’en cas d’attaque pathogene, le
sporophyte durcit sa paroi en changeant la composition de 1’alginate. Cette réaction se ferait
grace a I’épimérisation des M en G par ’action d’une mannuronane-C5-épimérase. Nos
résultats semblent indiquer que cette enzyme serait du type ManC5-E1, méme si les mesures
de PCR quantitative ne semblent pas indiquer que cette enzyme soit induite dans les

conditions qui ont ¢té testées.
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7- Conclusion

Les mannuronanes-C5-épimérases sont impliquées dans la biosynthese de la paroi cellulaire.
Ce processus métabolique reste trés peu étudi¢ chez les algues marines. Les travaux menés
précédemment chez L. digitata ont permis de mettre a jour une famille multigénique dont le
nombre de membres est trés important. Les résultats présentés dans ce manuscrit ont permis
de faire avancer ces connaissances en identifiant un nombre important de séquences des
différents membres de cette famille multigénique. L’éxistence d’une telle diversité de
membres impliqués dans la derni¢re étape de la biosynthése de 1’alginate, ainsi que ’interet
de cette diversité pour I’algue reste difficile a étudier. Dans le cadre de mon étude sur la
recherche et I’étude de marqueurs moléculaires de la réponse au stress, j’ai cherché a savoir si
quelques uns des membres de cette famille pourraient étre induits en cas de stress ou en
réponse a une attaque pathogene. Les résultats obtenus, notamment par PCR quantitative, ne
permettent malheureusement pas de distinguer clairement un membre induit lors de
I’¢licitation des sporophytes par des oligoguluronates. La paroi cellulaire étant le principal
barrage face a une attaque pathogeéne ou certains stress, les enzymes impliquées dans la
modification de celle-ci peuvent prendre part aux mécanismes de défense cellulaire. La
modification du rapport M/G renforce la rigidit¢ de la paroi, cette modification pourrait

¢galement freiner I’action d’enzymes de dégradation de I’alginate utilisées par le pathogene.
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Tableau 7 : Composition des différents milieux utilisés pour la préparation des protoplastes de
L. digitata

Milieu de Chélation (concentrations finales)

NaCl : 700 mM
MgCl2: 30 mM
MgSO4: 30 mM
KCI: 20 mM
EGTA: 20 mM

Milieu de digestion (concentrations finales)

eau de mer artificielle

NaCl: 400 mM
MgClI2: 30 mM
MgSO4: 22 mM
KClI: 10 mM
CaCl2: 2 mM
MES: 10 mM
équilibrage de I’osmolarité
MgCl2: 100 mM
KClI: 150 mM

Enzymes (L’alginate Lyase a été purifiée en suivant le protocole établit par Boyen et al.,
1990).
Alginate lyase (Haliotis): 3U /ml
Cellulase: 1% (W/v)
pH final ajusté a 6,5 a I’aide de NaOH (1M)
pression osmotique finale:1500 mosmoles

Milieu de culture
Eau de mer filtrée et autoclavée a laquelle sont ajoutés :

nutriments
NaHCO3: 4 mM
KNO3: 2 mM

NaH2PO4: 0.1 mM
équilibrage de I’osmolarité

MgCI2: 100 mM

KCI: 150 mM
pH ajusté a 7,5 a I’aide de HC1 (1M)
pression osmotique finale : 1500 mosmoles
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Matériels et Méthodes

1- Construction d’une banque orientée d’ADNc de protoplastes de

Laminaria digitata

1-1 Obtention de protoplastes de Laminaria digitata

Les protoplastes ont été obtenus en suivant le protocole mis au point au laboratoire (Boyen et
al., 1988). Les laminaires utilisées pour cette expérience ont été récoltées sur 1'lle de Sieck
entre septembre et octobre 2001, a marée basse de fort coefficient (environ 100). Des thalles
relativement jeunes (entre 10 et 50 cm) ont aussi été récoltés, afin d’améliorer le rendement
en protoplastes tout en limitant la concentration en polysaccharides pariétaux qui interférent
au cours de l'extraction. Les thalles ont été conservés quelques jours en eau de mer dans des
bacs de culture avant d’étre utilisés.

La zone de croissance est découpée de fagon a obtenir des fragments d'environ 5 cm et pesant
2,5 grammes. Ils sont nettoyés a l'aide d’une lame de rasoir afin de retirer le maximum
d'épibiontes (organismes se développant sur la paroi) présents en surface. Les fragments sont
ensuite découpés en morceaux de 5-8 mm et mis en présence d'eau de mer filtrée a laquelle on
ajoute 1% (v/v) de bétadine afin d’éviter les contaminations. Les algues sont lavées par
filtration sur papier Buchner puis placées dans de 1'eau de mer 70% (v/v) pendant 45 min a
4°C. Elles sont relavées par filtration puis placées dans un milieu de chélation (tableau 7)
pendant 20 minutes & 13°C, dans l'obscurité et sous agitation modérée. Les algues sont
récupérées par filtration puis découpées en morceaux plus fins (2-3mm) avant d’étre placées
dans le milieu de digestion (tableau 7) pendant 3 a 5 heures a 13°C dans I'obscurité et sous
agitation modérée.

Aprés examen au microscope, le mélange fragments d'algues-protoplastes est passé
successivement a travers 2 filtres en nylon de 200 pm puis de 70 um. Le filtrat est lavé 2 fois
par centrifugation a 500g pendant 20 minutes et repris dans du milieu de culture (tableau 7).
Une fois lavés, tous les culots de protoplastes sont resuspendus dans du milieu de culture,
poolés, et le tout est dilué jusqu’a obtenir une concentration d’environ 2x10° cellules par ml.

Afin d'éviter une contamination bactérienne, de la rifampicine (a une concentration finale de

174



175



0,4 pg/ml) et de la carbeniciline (2 une concentration finale de 4,8 pg/ml) sont rajoutées au
milieu de culture. L'ensemble des protoplastes est mis en culture dans des boites de Petri, a

12°C et a I’abri de la lumicre. Différents prélévements ont été effectués au cours de cette
remise en culture : au début de I’incubation, puis apres 12h, 24h, et 48h. Pour chaque
prélevement, le milieu est centrifugé (10 minutes a 100 g), puis le surnageant est éliminé et le

culot stocké a -80°C jusqu’a l'extraction des ARN totaux.

1-2 Purification des ARNm

Les ARN totaux ont été extraits des culots de protoplastes aprés différents temps de culture en
suivant la méthode de Apt et al. (1995). L’ensemble de ces ARN totaux a été regroupé avant
la purification des ARNm. La purification des ARNm a été réalisée a 1’aide du kit PolyATract
mRNA isolation system (Promega) en suivant les recommandations du fournisseur. Cette
technique est basée sur I’hybridation de la queue poly-A des ARNm a un oligodT couplé a
des billes magnétiques par un complexe biotine-streptavidine. Les billes sont ensuite récoltées

par application d’un champ magnétique.

1-3 Synthese des ADNc

La synthése des ADNc a été réalisée a 1’aide du kit Zap Express cDNA synthesis de
Stratagene. La synthése du premier brin d'ADNc a partir des ARNm purifiés se fait en
utilisant la Stratascript reverse transcriptase (transcriptase inverse RNaseH- du virus de la
leucémie de Moloney). Cinq pg d'ARNm ont été utilisés comme matrice et incubés en

présence d’une amorce ayant la séquence suivante :
séquence GAGA site Xhol poly d(T)

\Z \Z N2 N2
5' GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3

La séquence GAGA protége le site Xhol qui permet I’orientation de I'ADNc lors de I'insertion

dans le vecteur. L'emploi de 5-méthyl dCTP dans le mélange réactionnel permet l'obtention
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d'un brin d'ADNc méthylé sur lI'ensemble de ses cytosines, le protégeant ainsi de 1'action des
enzymes de restriction utilisées lors du clonage.

Lors de la synthése du second brin d'ADNc, la RNaseH digere les fragments d'ARN,
permettant ainsi la formation d'amorces pour I'ADN polymérase I (aucun 5-méthyl dCTP n'est
utilisé). L'utilisation de la Pfu DNA polymérase permet I'obtention de doubles brins d'ADNc

aux bouts francs auxquels sont ajoutés des extrémités EcoRI (en gras et soulignées) :

5'-OH-AATTCGGCACGAGG-3'
3'-GCCGTGCTCCp-5'
Une fois cette extrémité EcoRI liée aux brins d'ADNCc et la ligase inactivée par chauffage, les
extrémités sont phosphorylées afin de permettre la ligation du brin d'ADNc dans le vecteur
pBK-CMV. Avant insertion des ADNc doubles brins dans le vecteur de clonage, ceux-ci sont
digérés par Xhol afin de permettre leur ligation au niveau des sites EcoRI/Xhol du vecteur.
Les ADNc sont ainsi orientés avec ’extrémité 5° du coté du site EcoRI et 'extrémité 3” du

coté du site Xhol.

1-4 Encapsidation

Les ADNCc synthétisés sont séparés par une chromatographie sur colonne de Sépharose CL-2B
en fonction de leur taille. Un aliquote de chaque fraction est déposé sur un gel d'agarose
(1,5%) contenant du BET, afin d'avoir une estimation de la taille des ADNc ¢lués. De plus, la
quantité d'ADNc dans les fractions exploitables est estimée par visualisation de I’intensité en
lumiére UV des dépots de chaque fraction sur ce gel et par comparaison avec a une gamme
de concentration d’ADN. Apres précipitation, I'ADNc isolé est inséré dans le vecteur ZAP
express (Stratagene) grice a la T4 DNA ligase.

Les vecteurs recombinants (2 pl) sont mis en présence d'extraits d'encapsidation
contenant les protéines virales (25 pul) et incubés pendant 2h a 22°C, ce qui permet I’auto-
assemblage de la capside autour des vecteurs. Les virus formés sont ensuite stockés a 4°C

jusqu’au titrage et I'amplification de la banque.
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Tableau 8 : Composition des milieux de culture de bactéries
LB (quantités pour un litre de milieu)

10 g de NaCl
10 g de tryptone
5 g d'extraits de levure
gsp H20 11
Ajuster pH a 7,0 a I’aide de NaOH (1M)

LB 2X (quantités pour un litre de milieu)

10 g de NaCl
20 g de tryptone
10 g d'extraits de levure
gsp H20 11
Ajuster pH a 7,0 a ’aide de NaOH (1M)

Tableau 9 : Composition des milieux utilisés pour I’amplification de la banque
NZY (quantités pour un litre de milieu)

5 g de NaCl
2 g de MgS0O4, 7TH20
5 g d'extrait bactériens
10 g de NZ amine (caseine hydrolysate)
gsp H20 11
Ajuster pH a 7,5 a I’aide de NaOH (1M)

NZY agar (quantités pour un litre de milieu)

15 g agar
gsp NZY liquid 1L

SM (quantités pour un litre de milieu)

5,8 g de NaCl
2,0 g de MgS0O4
50,0 ml de Tris-HCI1 pH 7,5
5,0 ml de gélatine 2 %
qsp H20 11
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1-5 Titrage de la banque

Le titre de la banque correspond au nombre de phages porteurs d’inserts dans la
banque. Il est réalisé en utilisant la souche E. coli XL1-Blue-MRF' cultivée en milieu LB,
(tableau 8) additionné de 10 mM MgSO4 et 0,2% maltose (w/v). Ces bactéries expriment le
transporteur du maltose en présence d'IPTG et d'X-Gal.

Les bactéries (200 ul, DO600=0,5) sont mises en présence d’un pl de phage. L'ADNc
¢tant inséré au milieu du géne codant la B-galactosidase d’E. coli et placé sous 1'influence
d'un promoteur inductible par I'IPTG, l'infection d'une bactérie par un phage ne portant pas
d'insert permet I’expression de ce géne en présence d’X-Gal et d’IPTG, ce qui se visualise par
la couleur bleue de la plage de lyse (systeme pBluescript). Les plages de lyse correspondant a

des phages recombinants seront blanches (ou claires) sur milieu NZY (tableau 9).

1-6 Amplification de la banque

Afin d’obtenir une quantit¢é de phages plus importante, la banque primaire a été
amplifiée en déposant sur chacune des 20 boites de milieu NZY agar (tableau 9) utilisées 600
ul de bactéries XL1-blue-MRF' infectées par 5x10* pfu de la banque primaire. Les boites sont
incubées a 37°C jusqu'a obtention de plages de lyse de 1-2 mm et Iégerement confluentes (6 a
7 heures). Les boites sont ensuite recouvertes de SM (10ml, tableau 9) et incubées durant la
nuit a 4°C sous agitation modérée afin de permettre aux phages de diffuser dans le milieu. Le
SM est récupéré et conservé a 4°C dans l'obscurité. Le titre de la banque amplifiée se
détermine de la méme facon que celui de la banque primaire.

Ensuite, les plasmides contenant les inserts doivent étre excisés a partir de ’ADN
phagique afin d’obtenir des clones bactériens cultivables sur boite de Pétri. L’ADN
plasmidique doit étre extrait a partir de ces clones afin de séquencer les fragments d’ADNc
qu’ils contiennent. Pour se faire, 10° pfu recombinants sont mis en présence de 107 bactéries
XL1-blue-MRF' (25 ul, DO600=1,0) et de 108 pfu de phage helper. L'ensemble est incubé 15
min a 37°C. Apres I’ajout de 20 ml de NZY et une seconde incubation de 2h30 a 37°C, la
réaction est arrétée par un passage de 20 min a 72°C. Le surnageant est récupéré par une

centrifugation de 10 minutes a 1000g. Un pul de ce surnageant est mis en présence de 200 pl
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de bactéries XLOLR (DO600=1,0) et I'ensemble est incubé 15 min a 37°C. Apres 1’ajout de
50

ul de NZY concentré 5 fois, 100 pl de ce mélange sont étalés sur milieu LB supplémenté avec

de la kanamycine (concentration finale de 50 pg/ml) et cultivés une nuit a 37°C.

1-7 Vérification de la taille des inserts

Les plasmides isolés sont digérés simultanément par les enzymes EcoRI et Xhol. Pour
cela, 400 ng de vecteurs sont incubés en présence de 2 pl de tampon 10X correspondant a
I’enzyme (dans notre cas, tampon II de Biolabs), de 0,2 pl d'EcoRI (15 U/ul), de 0,2 pl
d'Xhol (20U/ul), de 0,2 pl de BSA (10mg/ml) et d’H20 (quantité suffisante pour un volume
final de 20 pl) pendant 2h a 37°C. Chaque digestion est déposée sur gel d'agarose (1,5%).

2- Séquengage

2-1 Mise en culture des clones recombinants

Les clones recombinants isolés lors de 'étape de I'excision de masse sont cultivés dans
des boites "deep-well" qui permettent la mise en culture simultanée de 96 clones. Les colonies
sont repiquées dans 1,Iml de LB 2X contenant de la kanamycine (50 pg/ml, concentration

finale) et incubées pendant 24h a 37°C sous agitation constante de 320 rpm.

2-2 Isolement de I’ADN plasmidique

Le kit d’extraction plasmidique Plasmid Mini-prep96 (Millipore) permet d’effectuer
ces extractions dans des plaques de 96 puits, afin d’augmenter le débit pour le séquengage.
Apres la lyse des bactéries, le liquide est passé au travers d'une membrane « Clearing » qui
fixe les débris cellulaires. Puis le filtrat est passé au travers d'une autre membrane
« Plasmids » qui ne retient que ’ADN plasmidique. Chaque étape de filtration est réalisée
grace a une pompe a vide. Apres un lavage, I’ADN plasmidique est élué et conservé a —20°C.

Ce systéme permet de purifier environ 3-4 pug de plasmides a partir d’1,1 ml de culture

bactérienne.
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Tableau 10 : Conditions de séquencage

Me¢élange de réaction pour séquencage avec ’appareil ABI 3100 (Applied Biosystems)

200 ng ADN plasmidique

10 uM primer T3

0,5 ul Big Dye V3.0

0,5ul tampon de dilution (200mM Tris-HCI pH 9,0 ; SmM MgCI2)
gsp H20 5ul

Programme de la PCR pour le séquencage
96,6°C / 2 min

96°C /30s |

50°C/30s t = 50 cycles
60°C / 4 min

4°C /10 min
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2-3 Réaction de séquencage

Le kit utilis¢ pour le séquengage haut-débit est le Big-Dye Version 3 (Applied
Biosystems). Ce systéme consiste en un marquage de chaque acide nucléique situé en fin de
brin par un fluorochrome différent, ce qui nécessite la préparation d’un seul mélange de
réactifs par clone a séquencer. L’amorce utilisée est 1’oligonucléotide T3, située 40 pb en
amont du site EcoRI.

Environ 200 ng de plasmide et 4,5 pul de mélange de séquengage (tableau 10) sont
combinés. Apres I’étape de PCR, les produits obtenus sont purifiés a 1’aide du kit Montage
Seq 96 Sequencing Reaction Cleanup de Millipore. Ce systéme consiste en une filtration des
produits de PCR au travers d’une membrane ne retenant que les brins d’ADN. Les produits de
PCR, nettoyés de I’exces de sels et des fluorochromes non incorporés, sont resuspendus dans
une solution d’injection et utilisés pour le séquencage.

L’utilisation du séquenceur automatique ABI 3100 permet d’obtenir 96 séquences

lisibles sur environ 500 pb en 15h.
2-4 Traitements informatiques

Les séquences obtenues sont comparées aux banques de données non redondantes
(GenBank) disponibles sur le site du NCBI. La recherche de similitudes de séquences a ¢été
réalisée a 1’aide de 2 programmes : BlastX et tBlast X. Les comparaisons Blast X ont été
effectuées par rapport aux banques de données protéiques non redondantes et les
comparaisons T blast X par rapport a la base de données « EST Others » sur le site du NCBI.
Une similitude est considérée comme significative lorsque la E-value est inférieure a 1x10-5.
Cette E-value correspond a la probabilité que les similitudes observées entre 2 séquences

soient dues au hasard.

3- Construction de la banque d’ADNc spécifique de sporophytes

élicités

La construction de cette banque a été réalisée par la technique d’hybridation suppressive

soustractive (ou SSH en anglais pour substractive and suppressive hybridisation).

184



Figure 54 : Schéma récapitulant le protocole d’obtention des différents pools d’ADNc pour la
construction de la banque d’ADNc spécifique de laminaires élicitées par hybridation
soustractive.
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A mon arrivée au laboratoire, les premicres étapes de cette construction, c¢’est-a-dire
’¢licitation des sporophytes, 1’extraction des ARNm, la synthése des ADNc et la premicre
étape de I’hybridation soustractive, avaient été réalisées par Carole Colin et Catherine
Leblanc. Par conséquent, ma participation a ces travaux a consisté a terminer les protocoles
d’hybridation soustractive afin d’obtenir les 4 Pools T1S1, T2S1, C1, C2 (fig. 54), a procéder
aux ¢tapes de clonage et de séquencage, et enfin a valider la banque par hybridation sur

membrane.

3-1 Matériel biologique

De jeunes sporophytes (environ 10 cm) ont été récoltés sur la cote de Roscoff et mis a

incuber dans des bacs d’eau mer en renouvellement constant a 15°C pendant 2 jours. Les

rrrrrr

rrrrrr

suivant le protocole décrit par Kupper et al. (2002). Les GG utilisés pour cette expérience ont
¢té obtenus en suivant le protocole d’hydrolyse acide décrit par Heyraud et al (1996). Au
cours de I’¢licitation, des thalles ont été prélevés aprés 3h et 6h d’incubation, puis congelés
dans de 1’azote liquide. En parall¢le, un lot de sporophytes non ¢élicités a aussi été soumis au
méme traitement. De plus, la quantité de péroxyde d’hydrogéne libérée par les sporophytes au
cours de 1’¢licitation a été suivie par luminométrie d’apres la technique décrite par Kupper et

al. (2002).

3-2 Extraction des ARN et syntheése des ADNc

Les ARN totaux ont ét¢ extraits selon la technique de Apt et al (1995). La synthése des
ADNc a été réalisée a ’aide du kit Smart cDNA synthesis (Clontech) en suivant les

recommandations du fournisseur.
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Figure 55 : Principe de fonctionnement de 1’hybridation soustractive, d’apres le protocole du

kit BD PCR-Select™ ¢cDNA Subtraction (Clontech, 2003).
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3-3 Hybridation soustractive

Cette étape a été réalisée a 1’aide du kit BD PCR-Select™ cDNA Substraction
(Clontech) en suivant les recommandations du fournisseur. Le principe de I’hybridation
soustractive est présenté en figure 55. Cette technique repose sur I’hybridation entre deux
pools d’ADNc synhétisés a partir d’ARN extraits de cellules d’'un méme organisme mais
représentant 2 états physiologiques différents. Un premier pool d’ADNc est appelé « tester »
et constitue le pool a étudier, c'est-a-dire celui dont on veut isoler des séquences spécifiques.
Le second pool d’ADNCc est appelé « driver » et constitue le pool d’ADNc de référence. Le
pool d’ADNc « tester » est divisé en 2 lots. Des adaptateurs contenant des sites spécifiques
pour chacun de ces lots sont collées aux extrémités des ADNc. Ils sont ensuite mis en
présence du pool « driver » qui est ajouté en exces. Les ADNc du pool « driver » ne portent
pas de sites spécifiques. Au cours de 1’hybridation, ce mélange des deux pools d’ADNc
« tester » et « driver » permet la formation de plusieurs plusieurs types d’ADNc double brin
par I’association des ADNc complémentaires. Ainsi, pour un transcrit présent en méme
quantité¢ dans le pool « driver » et le pool « tester » on pourra observer la formation d’ADNc
double brin « tester-tester », » driver-tester », « driver-driver ». Lorsque des transcrits sont
exprimés préférentiellement dans 1’état physiologique étudié, on aura un maximum d’hybrides
« tester-tester ». Les lots d’ADNc « tester » possédant des sites spécifiques sur leurs
extrémités, une étape de PCR permet ’amplification exponentielle seulement des hybrides
« tester-tester ». Les transcrits majoritairement exprimés dans 1’état physiologique testé seront
donc amplifiés selon ce protocole.

Dans une premiére expérience, nous avons utilis¢ les ADNc issus de sporophytes
¢licités comme « tester » afin d’identifier des transcrits spécifiques de la réponse a
I’¢licitation par des oligoguluronates. Apres I’amplification par PCR, ces ADNc spécifiques
sont regroupés dans le pool nommé T1S1. Dans une seconde expérience, nous avons utilisé
les ADNc issus de sporophytes non élicités comme « tester » afin de vérifier s’ il n’y avait pas
de geénes réprimés lors de cette élicitation. Aprés amplification par PCR, ce pool d’ADNc a

¢été appelé T2S1.
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Tableau 11 : Composition des milieux utilisés lors de I’hybridation sur membrane.

Solution de dénaturation

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

Solution de neutralisation
1,5 M NaCl
0,5 M Tris HCI pH 7,5
1 mM EDTA

SSC 20X : (concentration finale)

NacCl M
Na3citrate 0,3M
pH 7,0

Solution de préhybridation: pour 100 ml

6 SSC

0,1% SDS

5X Denhardt

1 ml de sperme de hareng / 100 ml sol
H20

Solutions de lavages
lier lavage: 2X SSC, 0,1% (v/v) SDS

2ieme lavage : 1X SSC, 0,1% (v/v) SDS
3ieme lavage : 0,5X SSC, 0,1% (v/v) SDS

30ml 20X SSC
5,5ml 20%
10 ml 50X

58,5 ml
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3-4 Clonage

Les produits d’amplification obtenus par PCR pour les deux états (spécifiques de
sporophytes élicités, T1S1 ; et spécifiques de sporophytes non élicités, T2S1) ainsi que les
ADNCc non spécifiques d’un état (C1 pour les sporophytes €licités et C2 pour les sporophytes
non ¢élicités) ont été clonés dans le vecteur pGEM®-T (Promega) en suivant les

recommandations du fournisseur.
3-5 Séquencage et analyse des séquences

La purification des ADN plasmidique, le séquengage et d’analyse des séquences ont
été réalisées selon les mémes techniques que celles utilisées pour la construction et I’analyse

de la banque d’ADNc, décrites dans la partie 2.

4- Validation de I’approche d’hybridation suppressive soustractive par

hybridation sur membrane

Afin de vérifier la validité de la soustraction, nous avons procédé a une analyse par
hybridation sur membrane de certains transcrits d’intérét. Cette analyse a été effectuée en
s’inspirant, pour la réalisation et I’interprétation des résultats, du kit PCR-Select Differential

Screening (Clontech).
4-1 Dépot des ADN sur membrane

Différents ADN plasmidiques ont été déposés sur membrane pour effectuer cette
validation : 18 correspondent & des EST identifiées au cours de 1’annotation, 2 ne portent pas
d’inserts et utilisés comme témoin d’hybridation non spécifique. De plus un échantillon de
chaque pool (T1S1, T2S1, C1, C2) ont été déposés et sont considérés comme témoins
positifs.

Environ 100 ng d’ADN correspondant aux divers clones ont été déposés sur
membrane Hybond N+ (Amersham) Les filtres sont ensuite imbibés de solution de

dénaturation et de solution de neutralisation pendant 10 min (tableau 11). Les membranes sont
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ensuite rincées pendant 30s dans du tampon 2X SSC (tableau 11), puis séchées sur papier

Whatman, avant que I’ADN ne soit fixé par passage 2h a 80°C.

4-2 Marquage des sondes

Vingt ul de chaque pool d’ADNc (T1S1, T2S1, C1, C2) ont été marqués a I’aide du kit
Random Priming (Amersham). Aprés dénaturation par la chaleur des ADNc double brin, le
marquage repose sur I’incorporation de dCTP marqués au P32 au cours de la synthese du
second brin d’ADNc par la DNA polymerase. Les sondes marquées sont purifiées sur colonne
microspin S-200 HR (Amersham) pour éliminer les résidus dCTP32 non incorporés. Apres
chaque centrifugation, la fraction est récupérée dans un tube indépendant. Cette partie de
protocole est répétée jusqu’a I’obtention de 6 fractions. Un pl de chaque fraction est mélangé
avec 2 ml de liquide de scintillation afin d’estimer 1’intensité¢ du marquage, par mesure au
compteur a scintillation. La quantité de marquage est estimée par la formule : CPMA / K=

cpm / pl.
4-3 Hybridation des sondes

Les membranes sont préhybridées dans 30ml de tampon de préhybridation (tableau
11) durant 1 a 2 heures a 65°C. L’hybridation se fait pendant la nuit a 65°C dans 15 ml de
milieu d’hybridation, constitué de milieu de préhybridation auquel est ajouté la sonde
marquée (total de 107 cpm). Apres chaque hybridation, les membranes sont lavées par 3
passages successifs dans des tampons SSC de concentration décroissante (5X, 1X et 0,5X)
préparés a 1’aide d’une solution mere de SSC 20X. Elles sont ensuite exposées pendant 2
jours sur des écrans sensibles. Le résultat de I’hybridation est visualisé grace a un scanner de

type STORM.

5- Obtention de séquences completes pour les génes de C5-€pimérases

Ces expériences ont été réalisées selon le principe de la Rapid Amplification of cDNA
Ends (RACE), complétées par des étapes de PCR. Seules des expériences de RACE visant &

obtenir la séquence de I’extrémité 5° de certains génes ont €té entreprises.
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Figure 56 : Principe de fonctionnement de la Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)
d’apres le kit BD SMART™ RACE ¢cDNA Amplification (Clontech, 2002).
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5-1 Matériel biologique utilis¢

Les matrices considérées pour réaliser ce type d’expérience sont de 2 types. Nous
avons d’abord utilisé des ARN totaux extraits de jeunes sporophytes de Laminaria digitata
(environ 10 cm) cultivés au laboratoire. Les ARN ont été purifiés selon le protocole décrit
paragraphe 1-2 Puis d’autres tentatives ont ét¢ menées en utilisant un aliquote de la banque

d’ADNc de protoplastes.

5-2 Synthése d’ADNc simple brin et amplification par PCR

Les réactions de RACE PCR ont été réalisées a 1’aide du kit BD SMART™ RACE
cDNA Amplification (Clontech) en suivant les recommandations du fournisseur. Le principe
de fonctionnement de la RACE PCR est schématisé en figure 56. Les ADNc ont été
synthétisés en utilisant un oligodT comme amorce pour la réaction de transcription inverse.
Ce kit repose sur ’emploi d’une transcriptase inverse spécifique qui possede une activité
terminal transférase permettant de rajouter de 3 a 5 résidus dC en 5’ du ler brin d’ADNc
synthétisé. Cette activité ne se déclenche que lorsque I’enzyme arrive a ’extrémité 5° de
I’ARN servant de matrice. La présence de cette queue polydC permet I’hybridation d’un
oligonucléotide (SMART oligo) contenant un site polydG, ce qui aboutit & un ler brin
d’ADNc porteur d’un site spécifique dans sa région 5°. L’utilisation d’une amorce sens
complémentaire de 1’oligonucléotide SMART, et d’amorces anti-sens spécifiques du géne
étudié, permet d’amplifier des fragments spécifiques des ADNc d’intérét par PCR.

Les amorces spécifique aux geénes de manunronane-C5-épimérases utilisées sont présentées
dans le tableau 12. La premicre amorce a été choisie car elle correspond a une partie tres
conservée au sein de la famille multigénique des mannuronane-C5-épimérases. J’espérais
ainsi pouvoir obtenir des séquences correspondant a la partie 5° de certains de ces génes. La
seconde amorce contient une partie spécifique du géne de la ManC5-E2.

Plusieurs techniques de PCR ont été utilisées afin d’obtenir des bandes a la taille attendue :
environ 1000 pb pour les réactions réalisées avec 1’amorce du site catalytique et 1500 pb pour
les réactions réalisées a I’aide de I’amorce spécifique de ManC5-E2. Ces techniques incluent
les PCR dites « hot start » et « touch down ». La technique du « hot start » consiste en un

préchauffage de I’ADN afin de favoriser la déshybridation de celui-ci et donc favoriser la
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Tableau 12 : amorces utilisées lors des expériences de RACE PCR et de PCR quantitative.

Nom de I’amorce Séquence (5' vers 3") TM  |Utilisation

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG [55°C |Séquencage, PCR sur banque
Site-Cat ATGTCCATCCTTCGGTCCCCA [60°C [RACE PCR, PCR sur banque
ManC5-E2 CCGATCGGCATTCTTAGCCTG 61°C [RACE PCR, PCR sur banque

GA

TGGTGTATCTGGACTGGAGTG

ManC5-E1 : Sens TT 61°C [PCR Quantitative
ManC5-E1 : Anti-sens E}ACCTTATGCCTGGTATCCC 61°C |PCR Quantitative
ManC5-E2 : Sens CCTATGTCAGCTAGACGCAA 61°C [PCR Quantitative
AGAC
ManC5-E2 : Anti-sens [CAGGGTGAACCGGCTATGA [61°C |PCR Quantitative
ManC5-E6 : Sens QCCCTGCGATAGTTACGCAG 61°C |PCR Quantitative
ManC5-E6 : Anti-sens [GCACCAATATCGCAATCGTG [61°C [PCR Quantitative
ManC5-E7 : Sens GCGACGCTACAAAAACCCTG [61°C |PCR Quantitative
ManC5-E7 : Anti-sens [CTTGCTGTTGCTAAGGCCAAT [61°C [PCR Quantitative
Rpl14 : Sens CCTTAAACCTGTCGAAGTC  [61°C |PCR Quantitative
Rpl14 : Anti-sens gCTGGACCTGATCGCTAAGT 61°C [PCR Quantitative
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réaction de PCR sur lors des premiers cycles. La technique de « Touch-Down » PCR consiste
a déterminer des paliers de température d’hybridation au cours de la réaction de PCR. Ainsi,
pendant les cinq premiers cycles, celle-ci sera légeérement supérieure a la température
d’hybridation de I’amorce (Tm) afin d’éviter des hybridations non spécifiques de 1’amorce.
Puis plusieurs cycles sont effectués a la température optimum et les derniers cycles a des
températures 1égérement plus basses. Ainsi, méme si les premiers cycles d’amplifications ne

sont pas tres efficaces, ils seront spécifiques.

5-3 Essais d’amplification a partir de la banque d’ADNc de protoplastes

Considérant que certains ADNc de C5-épimérases pouvaient étre pleine longueur dans
cette banque, un aliquote a été utilis€ comme matrice pour des expériences de PCR. De plus,
la banque étant orientée avec la partie 5° des ADNc du c6té du site EcoRI, I’amorce sens T3
(tableau 12) a été considérée en combinaison avec des oligonucléotides antisens spécifiques
des geénes ¢étudiés (tableau 12). Ces amorces spécifiques étaient les mémes que celles
considérées lors des tentatives utilisant le kit de RACE PCR. Les PCR ont été réalisées dans

des conditions standard (40 cycles avec un Tm de 62 °C).

5-4 Purification des bandes et clonage

Les bandes intéressantes obtenues a partir des ADNc de sporophytes ou aprés PCR sur
la banque de protoplastes ont été purifiées du gel a 1’aide du kit MinElute Gel extraction
(Qiagen) en suivant les recommandations du fournisseur. Les amplicons ainsi purifiés ont été

clonés dans le vecteur pGEM®-T (Promega).

5-5 Séquencage et analyse des séquences

Les étapes de clonages et de s€quencage ont €té réalisées suivant les méthodes décrites
aux paragraphes 3-4 et 3-5 Les séquences générées ont été analysées a I’aide du logiciel Blast
X et comparées aux EST issues des protoplastes. Le logiciel BioEdit:
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html) a été utilisé pour 1’alignement et 1’analyse

des séquences obtenues.
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6 Mesure de I’accumulation de transcrits par PCR quantitative

6-1 Types d’échantillon utilisés

Trois types ont été¢ considérés :
- des protoplastes : les ARN utilisés pour ces expériences sont les ARN totaux extraits pour la
construction de la banque d’ADNc de protoplastes. Ces ARN m correspondent a des
prélevements effectués a trois temps de régénération (Oh, 12h et 24h).
- des sporophytes de culture : ce sont de jeunes sporophytes cultivés au laboratoire d’une taille
d’environ 10 cm.
- des sporophytes sauvages : ce sont de jeunes sporophytes sauvages (environ 10 cm) récoltés

sur I’7le de Sieck en Mars 2005.
6-2 Elicitation des sporophytes

Le protocole a été Iégerement modifié par rapport a celui utilisé pour 1’obtention de la
banque soustractive. Environ 10 grammes de sporophytes de culture ont été mis en culture
dans 500 ml d’eau de mer filtrée et autoclavée. Pour démarrer 1’¢licitation, 10,5 mg
d’oligoguluronates ont été ajoutés au milieu de culture (concentration finale de 21 mg/l).
L’¢élicitation des sporophytes a été vérifiée en déterminant la quantit¢ de péroxyde
d’hydrogene libérée, mesurée par luminométrie en suivant le protocole décrit par Kiipper et al
(2000). Environ 2 grammes de sporophytes ont été prélevés juste au début de 1’¢licitation,
puis aprés 6 h, 12 h, 24 h d’incubation, et congelés immédiatement dans I’azote liquide. Un
protocole identique a été suivi pour les sporophytes sauvages. Ces expériences ont été
réalisées simultanément sur deux lots de sporophytes afin de réaliser les expériences de PCR

quantitatives sur des duplicats biologiques.
6-3 Préparation des ARN

Les ARN ont été extraits suivant le principe décrit au paragraphe 1-2 Les ARN ainsi
obtenus ont été traités a la DNAse afin d’éliminer toute contamination par de I’ADN
génomique. Un pg d’ARN totaux a été€ mis en présence de 10 unités de DNAse I de et de 9 pl

de tampon (Stratagene). Apres purification de ces ARN par précipitation au chlorure de
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lithium, leur quantité¢ et leur qualité ont été vérifiées en utilisant le bio-analyseur Agilent
2100, selon les recommandations du constructeur. Nous avons ainsi pu obtenir un rendement

moyen de 10 pg d’ARN totaux pour 2 grammes d’algues utilisés.

6-4 Synthése des ADNc

Les ADNc ont été synthétisés a partir de 5 pg d’ARN totaux au moyen de la transcriptase
inverse IMPROM II commercialisée par Promega, en suivant les recommandations du

fournisseur.

6-5 Détermination des couples amorces

Nous avons préféré utiliser la technologie SYBR Green (Applied Biosystems) plutot
que celle reposant sur 1’utilisation de sondes de type Tagman (Applied Biosystems) pour ces
expériences de PCR quantitatives. En effet, le systtme SYBR Green permettant un marquage
directe lors de la phase d’¢élongation des cycles de PCR, il nous paraissait plus adapté pour

quantifier des variations d’accumulation de transcrits.

Les amorces ont ¢ét¢ déterminées grace aux logiciels Blast-N et Primer Express
(Applied Biosystems). Les séquences ADNc de ManC5-E1, ManC5-E2, ManC5-E6, ManC5-
E7 et Rpl 14 ont été considérées par le logiciel Primer Express et les critéres suivants ont été
appliqués pour déterminer les séquences et I’emplacement des amorces: taille maximum de
I’amplicon 100 pb, Tm des amorces compris entre 61°C et 62 °C. En parall¢le, I’ensemble des
séquences de mannuronane-C5-épimérases disponibles chez L. digitata a été regroupé de
facon a former une banque de données interrogeable par le programme Blast-N. Les amorces
sélectionnées par Primer Express ont ainsi ét¢ comparées a la banque de ManC5-E de L.
digitata afin de vérifier leur spécificité pour une séquence de C5-épimérase donnée. Les

séquences des différentes amorces sont données dans le tableau 12
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6-6 Préparation des réactions de PCR quantitative et parametres de

I’amplification

Le mélange réactionnel a été préparé avec le kit SYBR GReen d’Applied Biosystems
et les amplifications réalisées par I’appareil GENEAMP 5700 Sequences detector du méme
fournisseur. Les réactions ont ¢été réalisées dans des plaques de 96 puits, chaque puits
contenant : une quantité estimée a 10 ng de matrice pour les différents échantillons d’ADNCc,
0,5 pul de chaque amorce a Spg/ul, et 12,5 pl de mix SYBR Green, pour un volume final de 25
ul. Les réactions de PCR ont été réalisées a une température d’hybridation et d’élongation de
62 °C, et ce pendant 40 cycles.

Pour chaque paire d’amorce, et donc pour chaque gene considéré, une gamme de
dilution d’ADN génomique de L. digitata a été réalisée afin de pouvoir exprimer le nombre de
transcrits en équivalents génomes. Les gammes d’ADN génomique contiennent de 3750
copies de gene / ul a 146 copies de geéne / pl, en suivant des dilutions au Y. Les valeurs en
nombre de copies ont été estimées en considérant la taille du génome de L. digitata égale a
120 Mpb (soit une masse molaire de 8,5 1011 g/mole), et en faisant 1’hypothése que le
génome ne contient qu’une seule copie du gene étudié. Chaque échantillon d’ADNCc et chaque

point de la gamme d’ADN génomique ont été préparé en triplicat dans les plaques 96 puits.

6-7 Analyse des Résultats

Les résultats ont été analysés a I’aide du logiciel GENEAMP 5700 SDS d’Applied
Biosystems. Lors de la réaction de PCR, des mesures permettant d’établir la courbe de
dissociation pour chaque produit d’amplification ont été effectué. Ces mesures permettent de
vérifier la spécificité de ’amplification. Les produits de PCR ont été clonés suivant la
méthode décrite au paragraphe 3-4 et séquencés afin de vérifier la spécificité de

I’amplification.
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Coclusions et perspectives

Les mécanismes de la réponse aux stress, quels que soient les organismes considérés,
font intervenir un certain nombre de réactions au sein des différentes étapes de ce processus
physiologique. Chez les plantes, ces différentes ¢étapes correspondent a la perception /
reconnaissance du stress, la transduction du signal qui en résulte a I’intérieur de la cellule,
I’amplification de ce signal, la modification de 1’expression de certains genes et la production
de molécules impliquées dans le rétablissement de 1’homéostasie cellulaire. Les enzymes
impliquées dans cette cascade de réactions peuvent étre considérées comme des marqueurs de
la réponse au stress.

Mon travail de theése a porté sur 1’identification de ces marqueurs chez un organisme
photosynthétique marin, L. digitata, pour lequel ces mécanismes étaient trés peu connus. Pour
mener a bien cette étude, nous avons choisi, dans un premier temps, de construire une banque
d’ADNCc a partir d’ARNm issus de protoplastes de L. digitata. En effet, les protoplastes,
cellules en condition de stress intense, car sans paroi, sont soumis a de multiples contraintes et
doivent donc exprimer un large panel d’enzymes impliquées dans le rétablissement de
I’homéostasie cellulaire. Le protoplaste apparaissait se trouver dans des conditions favorisant
I’isolement et I’identification de geénes impliqués dans divers types de stress. De plus, cet état
particulier visait a faciliter I’identification de marqueurs moléculaires exprimés en réponse a
des stress divers et non pas un seul type de stress. La stratégie employée pour cette étude est
une stratégie EST. Il s’agit d’une approche généraliste, permettant 1’étude de transcrits
exprimés par une cellule dans un état physiologique particulier. Cette absence de ciblage nous
a permis d’obtenir énormément d’informations sur la partie transcrite du génome de L.
digitata en condition de stress multiples. Cette approche de type exploratoire a permis
d’obtenir une grande quantité d’information sur le transcriptome de L. digitata lorsque cette
algue est soumise a des conditions physiologiques affectant I’intégrité des cellules.

De plus, une telle stratégie a déja été employée avec succes au laboratoire pour I’étude
des 2 phases du cycle de vie de L. digitata. Nous avions donc un minimum d’informations sur
la partie transcrite du génome de cet organisme avant cette étude ainsi qu'une expérience
acquise sur ce type d’approche. La comparaison des banques EST obtenues pour les
sporophytes et pour les protoplastes nous a permis de constater que le protoplaste exprimait

un plus grand nombre de transcrits correspondant a des genes identifiés comme intervenant
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dans certaines ¢étapes des mécanismes de la réponse au stress. Par conséquent, ces

observations
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valident le choix des protoplastes comme outil d’étude pour acquérir notamment de
I’information génomique sur le stress chez L. digitata, et plus généralement chez les algues.
Ainsi, plusieurs genes ont pu étre identifiés, comme une nouvelle forme de bromopéroxydase,
des GST,HSP 70, HSP 90, thioredoxines...

Une raison supplémentaire justifiant 1I’emploi du protoplaste comme matériel
biologique est 1’étude de génes impliqués dans la biosyntheése de la paroi cellulaire. Nous
avons supposé que ces cellules, au cours de leur régénération, orienteraient leur métabolisme
vers la synthése d’une nouvelle paroi, afin, entre autre, de répondre aux conditions
environnementales . Nous avons pu ainsi identifier un grand nombre de transcrits codant
différents membres de la famille multigénique des mannuronane-C5-épimérases, enzyme
catalysant la dernicre étape de la biosynthese de 1’alginate.

Apres D’analyse des EST issus de protoplastes, il s’est avéré que le principal stress
auquel sont soumises ces cellules est un stress oxydatif. En effet, si les transcrits impliqués
dans les mécanismes de la réponse au stress sont nombreux, leur diversité est assez restreinte.
De plus les transcrits identifiés comme pouvant correspondre a des enzymes impliquées dans
la régulation des AOS sont différents de ceux rencontrés dans les modeles couramment
considérés. Nous pouvons faire plusieurs hypothéses pour expliquer ces observations. La
premicre est que L. digitata n’utilise pas les mémes mécanismes pour gérer les AOS que les
organismes photosynthétiques terrestres, montrant ainsi une certaine originalité. La seconde
est liée a la méthode employée. En effet, les transcrits codant des protéines intervenant dans
la dégradation des EAO seraient présents parmi les EST séquencées mais ne seraient pas
identifiées car les séquences obtenues dans la banque d’ADNc ne représenterait que la partie
3’ non traduite de ’ARNm. Enfin, la derni¢re hypothese serait liée a 1’état physiologique du
protoplaste. La digestion de la paroi cellulaire libére des oligoguluronates qui ont pour effet
d’induire les mécanismes de défense impliqués lors de I’attaque par un pathogeéne. L’une des
conséquences de cette élicitation est la libération d’une quantit¢é massive d’EAO vers
I’extérieur de la cellule. Nous pouvons supposer que les protoplastes n’expriment pas de
protéines connues pour leur efficacit¢ a détoxiquer le contenu intracellulaire, ceci afin
d’augmenter et de maintenir une production élevée d’EAQ.

Bien que la mise en place d’une stratégie EST pour des protoplastes n’ait pas permis
d’identifier une grande variété de marqueurs de la réponse au stress, nous avons quand méme
identifi¢ un grand nombre de transcrits différents impliqués dans de nombreux processus
cellulaires et donc acquis des informations sur le génome transcrit dans des conditions

physiologiques particulieres.
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Ainsi, cette ¢tude sur des EST de protoplastes peut étre considérée comme une
approche généraliste visant a identifier un grand nombre de geénes impliqués dans la réponse
au stress et ouvrir la voie vers des recherches plus spécifiques sur certains genes et/ou famille
de genes. Ainsi, I’étude des 4 GST identifiées au cours de ce travail est actuellement réalisée
dans le laboratoire dans le cadre de la thése de Pierre Olivier de Franco. Les
bromopéroxydases, dont la nouvelle forme pLd-vBPO identifiée dans la banque EST sont
aussi étudiées par I’équipe Défense des Algues dirigée par Philippe Potin. Enfin, plusieurs des
EST pleine longueur identifiées au cours de mon travail sont des candidates possibles a la
surexpression, dans le cadre d’un axe transversal de surexpression de protéines d’algues a
moyen débit mis en place au sein de 1’équipe Glycobiologie Marine dont la responsable est
Mirjam Czjzek.

D’autres études pourront encore étre initiées a partir des données générées au cours de
ce travail de these. En effet, un des principaux intéréts de I’emploi d’une stratégie EST réside
dans I’obtention de résultats qui ont permis la mise en place d’une banque de données
exploitable en fonction des orientations du laboratoire, mais aussi par la communauté
internationale. Toutes les séquences ont été soumises a la banque dbEST du NCBI et sont
donc accessibles. La comparaison de la séquence ADNc/ADN génomique permettra de
déterminer la séquence et la localisation des introns de certains génes d’intérét. De plus, cette
banque de séquences annotées peut étre interrogée pour I’annotation de s€quences provenant
d’un organisme proche. Ainsi, les informations acquises dans le cadre de mon travail de these
pourront étre utilisées pour I’annotation des banques EST et du génome de 1’algue brune
Ectocarpus siliculosus, dont le séquengage est actuellement en cours au Génoscope. Ce
catalogue d’EST annoté trouve également une autre application avec le développement actuel
au laboratoire d’une approche de protéomique visant a étudier les protéines pariétales des
algues brunes, dont L. digitata. I sera éventuellement possible d’identifier des protéines
pariétales dont la séquence aura été obtenue par spectrométric de masse. La quantité
d’informations contenues dans les différentes banques d’ADNc de laminaires peut donc
constituer la base permettant la mise en place d’étude de transcriptomique et de protéomique.

Cependant, afin que la banque de données générée reste exploitable, il conviendra de
la mettre a jour régulierement par comparaison avec les bases de données protéiques et
nucléiques généralistes. Avec le nombre sans cesse croissant de séquences déposées dans ces
banques, il est possible d’envisager que ce processus devrait permettre d’identifier et

d’annoter des EST pour lesquelles aucune fonction n’a pu étre associée pour le moment.
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L’emploi du protoplaste comme matériel biologique ayant induit une certaine
restriction dans la diversité des transcrits exprimés, nous avons entrepris de distinguer des
genes exprimés en réponse au stress de ceux exprimés en condition de réponse a une attaque
pathogene. Dans ce but, la construction d’une banque d’ADNc spécifique de sporophytes
¢licités par des oligoguluronates a été réalisée. Cette banque a été obtenue grace a I’emploi de
la technique d’hybridation suppressive et soustractive. Ainsi, nous avons pu isoler certains
génes codant des protéines impliquées dans le contréle des EAO. La présence de ces
molécules dans les cellules est interprétée différemment selon qu’ils s’agisse de cellules
subissant un stress biotique ou abiotique. Dans le premier cas, les EAO sont impliquées
directement dans les mécanismes de lutte de 1’organisme face a I’agent agresseur. Dans le
second cas, ces molécules participent a la transduction du signal généré par le stress. Ces deux
roles différents nécessitent une régulation fine des voies métaboliques impliquées dans la
synthése et la dégradation des EAO intracellulaires. La comparaison de la nature des EST
identifiées par les 2 techniques de génomique utilisées montrerait que les GST seraient plus
impliquées dans le contrdle des EAO produites lors de conditions de stress abiotique tandis
que les thioredoxines interviendraient dans la régulation des quantités de ces molécules en cas
de stress biotique. L’analyse de ces résultats indique également que les bromopéroxydases
dépendante du vanadate joueraient un réle central dans le controle des niveaux d’EAQO. Le ou
les voies métaboliques dans lesquelles ces enzymes interviendraient sont encore inconnues,
mais de par leurs propriétés biochimiques nous pouvons supposer qu’elles joueraient un réle
primordiale dans le contrdle des EAO, que celle-ci soient synthétisées en réponse a un stress
biotique ou abiotique.

Bien que les résultats obtenus par la technique d’hybridation soustractive apportent
des informations complémentaires a celles de la banque EST de protoplastes, ceux-ci sont a
considérer avec précaution car la SSH peut générer de faux positifs. Afin de vérifier si les
transcrits isolés par cette technique était bien spécifiques de sporophytes ¢€licités, nous avons
réalis€ une expérience de dot blot, en déposant sur membrane plusieurs produits PCR
correspondants a des transcrits isolés par SSH. L’utilisation conjointe d’une banque
soustractive et d’une hybridation sur membrane permet d’isoler un certain nombre de genes et
de quantifier des différences d’accumulation des transcrits correspondants de fagon rapide et
économique. Nous aurions pu éventuellement utiliser la technologie des micro-arrays pour
cette étude. Cependant, la mise en place d’une telle approche est particuliérement longue et

n’a jamais été appliquée a notre connaissance sur des organismes du méme phylum que
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L.digitata. Il apparaissait donc risqué, dans le cadre de la seconde moitié de la thése, de
procéder a la mise au point de cette technologie au laboratoire.

Les ADNc clonés au cours de I’expérience de SSH sont actuellement utilisés dans le
cadre de la thése d’Audrey Cosse qui étudie les bases moléculaires des mécanismes de
défense chez L. digitata. Pour ce faire, elle a entrepris la construction de membranes de
macro-arrays a partir de clones correspondants aux ADNc spécifiques de la banque de
sporophytes élicités. Plusieurs types d’hybridations sont prévues, dont des expériences devant
permettre de mettre en évidence des variations d’accumulation de ces génes au cours de
cinétiques d’¢licitation de sporophytes.

L’emploi du protoplaste comme matériel d’étude devait permettre, en plus de la
recherche de marqueurs moléculaires de la réponse au stress, 1’identification de genes
impliqués dans la néosynthése de la paroi cellulaire. Dans cette catégorie fonctionnelle, nous
avons identifi¢ un grand nombre de transcrits codant des mannuronane-C5-épimérases.
Cependant, aucun autre transcrit codant des protéines impliquées dans ce processus cellulaire
n’a été identifié. Les études précédentes menées au laboratoire ont permis de déterminer que
les C5-épimérases formaient une famille multigénique importante chez L. digitata. De plus il
est apparu que certains membres de cette famille multigénique seraient induits lors de
I’¢élicitation des sporophytes par des oligoguluronates. Cependant, la forte conservation des
séquences au niveau nucléotidique rend la distinction entre les genes inductibles par
I’élicitation et ceux non inductibles particuliecrement difficile. En effet, cette forte
conservation interdisait la détermination d’amorces spécifiques permettant de faire une
distinction entre les membres de la famille multigénique lors d’expériences par Northern-blot,
de distinguer une induction lors de manipulation de macro-arrays ou encore d’obtenir des
amorces spécifiques d’un membre de la famille multigénique permettant d’effectuer des
mesures par PCR quantitative. Afin de pouvoir lever ces obstacles, j’ai tenté d’obtenir un
maximum de données sur la partie codante de ces enzymes en employant plusieurs techniques
telles que la RACE PCR en utilisant différents types d’approches. En plus de permettre une
étude plus approfondie de 1’expression des différents membres de la famille multigénique,
I’obtention d’ADNc pleine longueur devait permettre d’envisager la surexpression de
certaines de ces protéines. Des expériences d’expression hétérologue concernant deux C5-
épimérases de sporophytes isolées lors d’une étude précédente était en cours au laboratoire,
sans succes jusqu’a présent. Suite a 1’étude sur les protoplastes, nous avons isolé un ADNc
pleine longueur pour une troisieme mannuronane-C5-épimérase, Man-C5-E7, qui a été utilisé

pour de nouvelles expériences de surexpression réalisées par 1’équipe de Glycobiologie-
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Marine. Malheureusement, aucune de ces expériences n’a encore permis d’obtenir une
protéine soluble.

Si la forte conservation des séquences nucléotidiques rendait difficile le dessin
d’amorces spécifiques d’un transcrit de mannuronane-C5-épimérases, 1’augmentation
importante du nombre de séquences de membres de cette famille, obtenues lors de 1’analyse
des EST de protoplastes ainsi que par des manipulations de RT PCR réalisées au laboratoire,
ont permis de réaliser un dendogramme ou les différentes séquences obtenues se répartissent
suivant les conditions physiologiques de I’algue. J’ai pu dessiner des amorces spécifiques de
groupes de mannuronane-C5-épimérases afin de vérifier par PCR en temps réel si I’on pouvait
observer une expression différentielle de différents membres de ces enzymes suivant les
conditions physiologiques de 1’algue. Nous avons pu ainsi mesurer des variations
d’accumulation de transcrits pour 4 geénes de C5-épimérases suite a [’élicitation de
sporophytes par des oligoguluronates et au cours de la mise en culture de protoplastes. Des
différences notables ont été observées selon ces différentes conditions pour les génes
considérés, méme si les variations observées entre les duplicats biologiques sont assez
importantes. Si ces résultats ne sont pas encore tres clairs en ce qui concerne les modifications
de transcription de certains génes lors de [D’¢licitation des sporophytes par des
oligoguluronates, I’hypothése selon laquelle certaines de ces enzymes seraient induites en cas

d’attaque par un pathogeéne n’est pas infirmée et reste, a mon avis, tout a fait d’actualité.
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IDENTIFICATION OF STRESS GENE TRANSCRIPTS IN LAMINARIA DIGITATA
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To characterize stress and defense-induced genes
in the brown alga Laminaria digitata (Hudson) J.V.
Lamouroux, 1985 expressed sequence tags (ESTs)
were generated from L. digitata protoplasts. Com-
parison of the ESTs with public databases allowed
putative functions to be assigned to 45% of the se-
quences. Comparison with ESTs from L. digitata
sporophytes showed that protoplasts expressed
more stress genes than intact thalli. Several tran-
scripts in the stress gene class coded for proteins
involved in cell protection against oxygen radicals,
including thioredoxins (six ESTs), thioredoxin per-
oxidases (two ESTs), and glutathione-S-transferase
(GST) (41 ESTs). The GSTs appear to be part of the
sigma class, making them the first GST sigma iden-
tified in a photosynthetic organism. Other stress
genes included a new type of vanadium-dependent
bromoperoxidases (VBPO) showing 71% similarity
with vBPOs previously identified in the sporophy-
tic-thalli phase of L. digitata. The ESTs coding for
22 different mannuronan-Cb5-epimerases were iden-
tified among the cell wall biosynthesis genes, and
several ESTs showed similarity with the genome of
the Ectocarpus siliculosus virus.

Key index words: defense; expressed sequences tags;
glutathione-S-transferase; Laminaria digitata; man-
nuronan-C5-epimerase; protoplast; stress; vana-
dium-dependent bromoperoxidase

Abbreviations: EST, expressed sequence tag; EsV,
Ectocarpus siliculosus virus; GST, glutathione-S-
transferase; HSP, heat shock protein; Man-C5-E,
mannuronan-C5-epimerase; ROS, reactive oxygen
species; vBPO, vanadium-dependent bromoper-
oxidase

Laminaria digitata (Hudson) ]J.V. Lamouroux is a
brown alga, and as such it belongs to the phylum Het-
erokonta, a eukaryotic lineage that also includes dia-
toms and oomycetes (Baldauf et al. 2003). The life
cycle is heteromorphic and consists of a microscopic
haploid filamentous phase, the gametophyte, and a
macroscopic diploid phase, the sporophyte, which can
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attain a length of up to 2 m. The family Laminariales
includes several economically important species and is
thus an important marine resource. Some of its mem-
bers can concentrate iodine to 30,000 times the con-
centration in the surrounding seawater and are used as
an iodine source in China (Saenko et al. 1978). Lamin-
aria digitata has therefore been used as a model organ-
ism to investigate halogen metabolism (Kupper et al.
1998). The Laminariales are also the primary source of
alginates, anionic polysaccharides, which are the main
component of the cell wall (30%—45% of dry weight),
consisting of heteropolysaccharidic chains of mann-
uronic and guluronic acid (Kloareg and Quatrano
1988).

Despite their ecological, economic, and evolutionary
importance, few studies have focused on brown algal
genomes or genes. The haploid genome of L. digitata
has been estimated at 640 Mbp (Le Gall et al. 1993)
divided into 31 chromosomes (Lewis 1996). In parti-
cular, the molecular biology of the metabolic pathways
of iodine and alginate remains poorly understood.
Similarly, the molecular bases of innate immunity
have been barely explored. In a previous study, we
described the generation of two expressed sequence
tag (EST) catalogs from gametophytes and sporo-
phytes of L. digitata (Crépineau et al. 2000). Other
studies have focused on genes and groups of genes,
such as the light-harvesting complex multigenic family
(De Martino et al. 2000), the mannuronan-C5-epi-
merases (Man-C5-Es; Nyvall et al. 2003), and the va-
nadium-dependent haloperoxidases (Colin et al. 2003,
2005). More recently, over 12,000 ESTs have been
generated from another heterokont, the diatom Phaeo-
dactylum tricornutum (Scala et al. 2002, Maheswari et al.
2005).

Our previous EST work on L. digitata (Crépineau
et al. 2000) revealed several genes of interest, such as
vanadium-dependent bromoperoxidases (vBPOs), and
genes involved in carbon metabolism (Moulin et al.
1999). However, one limitation of the approach used,
which analyzed ESTs from plants growing under nor-
mal conditions, was that most of the ESTs identified
corresponded to house-keeping proteins, especially
ribosomal proteins. The present study identified genes
involved in stress responses and cell wall biosynthesis.
Protoplasts were considered as a favorable experimen-
tal tool for this type of molecular investigation.
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Protoplasts are plant or algal cells from which the
cell wall has been removed. Cell wall digestion leads to
loss of physical support, considerable cell death, and
loss of cell to cell communication, thus resulting in
multiple types of stress, including mechanical and os-
motic stress. An EST approach has been applied to
guard cell protoplasts of Brassica campestris L. and a
significant portion of the clones coded for proteins in-
volved in stress and defense proteins (Kwak et al.
1997). In the same way, analysis of a cDNA catalog ob-
tained from petunia petal protoplast cultures during
the first cell division allowed the identification of sev-
eral genes associated with stress or defense mecha-
nisms (Yu etal. 1999). In L. digitata, protoplast
isolation has been shown to result in the production
of reactive oxygen species (ROS) (Benet et al. 1997);
up to 120 uM HyO, was found in the macerating me-
dium. Digestion of the cell wall liberates large amounts
of oligoguluronates, which are known to elicit an oxi-
dative burst in L. digitata sporophytes (Kiipper et al.
2001, 2002), a potentially ubiquitous stress response in
higher plants (Baker and Orlandi 1995, Wojtaszek
1997). The protoplasts are thereby exposed to an oxi-
dative stress that should also induce molecular defense
responses. Protoplasts of L. digitata have been shown to
synthesize a new cell wall after 36 h in culture (Benet
et al. 1994).

In this study we carried out systematic sequencing
of a cDNA library from L. digitata protoplasts and gen-
erated 1985 ESTs. The data collected from this ap-
proach were correlated and compared with the results
obtained from a previous EST project on unstressed L.
digitata sporophytes (Crépineau et al. 2000). The com-
parison indicated that protoplasts are a suitable tool to
study stress and cell wall pathways and allowed us to
identify a sizable new set of genes of interest, including
vBPOs, glutathione-S-transferases  (GSTs), and
Man-C5-Es.

MATERIALS AND METHODS

Algal material, protoplast isolation, and culture. Laminaria digi-
lata (Hudson) J.V. Lamouroux (Phaeophyceae, Heterokonta)
sporophytes were collected near the Ile de Sieck (Brittany,
France) in September 2001 and were immediately frozen in
liquid nitrogen for RNA extraction or kept in seawater tanks
until used (1-7 days). Meristematic tissue (123 g) was used for
protoplast isolation using cell wall degrading enzymes (But-
ler et al. 1989). The final yield was 3 x 107 protoplasts - g".
The purified protoplasts were incubated in seawater supple-
mented with nutrients (4 mM NaHCOs;, 2 mM KNO; 0.1
mM NaH,PO,) in darkness at 12° C. Protoplasts were har-
vested after 0, 12, and 24 h, flash frozen in liquid nitrogen,
and stored at —80° C.

RNA extraction and library construction. Total RNA was ex-
tracted from the frozen sporophytes or protoplasts according
to Apt et al. (1995). For cDNA library construction, protop-
last total RNA fractions from all time points were pooled with
a total yield of 1.08 mg. The mRNA was purified with poly-T
attached to magnetic beads (Poly-A-Tract Kit, Amersham,
Munzinger, Germany) with a yield of 8.6 ng. The cDNA
was synthesized using 5 pg of mRNA and the cDNA Gold
Cloning Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) according to the

manufacturer’s instructions. The cDNA was size-fractioned
on a Sepharose column; 160 ng of cDNA with a size ranging
from 800 to 2500 bp was used for construction of the library.
The ¢cDNAs were directionally inserted into the ZAP express
vector and then packaged using Gigapack III Gold Kit (Stra-
tagene). The titer of the primary library was 1 x 10° pfu and
4 x 10" pfu after amplification. The average insert size was
1000 bp.

EST sequencing. After excision, Pbk-CMV Phagemids vec-
tors were used to infect XLOLR Escherichia coli. Positives
clones were picked randomly from LB agar plates and grown
in 2x LB for 24 h in 96-well plates. After centrifugation,
plasmid purification was performed with the Montage system
(Millipore, Billerica, MA, USA) using a TECAN (Tecan
Group Ltd., Minnedorf, Switzerland) Genesis robot, follow-
ing the manufacturer’s instructions. The PCR reactions were
performed from the 5" end with T3 primers and Big-Dye
v3.0 labeling (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), with
some modifications of the manufacturer’s instruction: 100 ng
of template DNA was mixed with 0.5 pL. of Big-Dye v3.0, 1.5
pL of dilution buffer (200 mM Tris-HCl pH 9.0, 5 mM
MgCly), 5 pmol primer in a total volume of 5 pL.. The PCR
products were purified using the Montage sequencing reac-
tion clean-up kit (Millipore), following the manufacturer’s
instructions, except for an extra washing step. Capillary
electrophoresis was performed on an ABI prism 3100 se-
quencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with
50-cm capillaries.

Data analysis and functional annotation. Chromatograms
obtained after sequencing were treated with PHRED (Ewing
et al. 1998) and Seqclean software (TGIR, the Institute for
Genomic Research, Rockville, MD, USA) to remove vector
sequences, nonreadable sequences, ribosomic RNA sequenc-
es, and mitochondrial sequences. No sequences identical to
mitochondrial genes and no sequences from E. coli or other
possible contaminants were found during a preliminary anal-
ysis without Seqclean. Clustering was performed using two
TGICL programs, Megablast and CAP3 (Pertea et al. 2003).
The setting for Megablast was 94% similarity on a minimum
of 30 bps. The CAP3 setting was 93% similarity. Sequences
were compared with the NIH nonredundant database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using the BlastX program
(Altschul et al. 1997) with default parameters. Alignments
with an E-value of <107 were retained as significant match-
es. Sequences from both libraries were compared to the Mu-
nich Information Center for Protein Sequences Arabidopsis
thaliana  database  (http://mips.gsf.de/proj/plant/jsf/athal//
tablejsp/index.jsp) for a preliminary functional classification.
Sequences identified in the GenBank database that did
not present acceptable similarity (E-value <107*) were an-
notated manually. Protein sequence alignments were ob-
tained using DNAMAN program version 4.15 (Lynnon
Corp., Quebec, Canada) and displayed using GENEDOC
software (www.psc.edu/biomed/genedoc).

Differentially expressed transcripts in protoplasts and spor-
ophytes were detected by using the significance test established
by Audic and Claverie (1997). Given the number of available
ESTs in each data set (1985 for protoplasts and 513 for
sporophytes), a transcript must be present at more than 15
copies in the protoplast EST library to be statistically differen-
tially expressed (P > 0.95) when no counterpart is present in
the sporophyte library. Thus, all protoplast ESTs present in
more than 15 copies were compared with the sporophyte EST
library using the BlastN program (Altschul et al. 1997). An
E-value <107® was selected to determine whether sequences
were identical or not to distinguish transcripts from different
members of a multigenic family.

Northern blotting analyses. Total RNA was separated (10 ug
per lane) by agarose gel electrophoresis, blotted onto nylon
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filters, and hybridized with *2P-labeled random-primed
probes prepared according to the manufacturer’s recom-
mendations (Amersham). Specific DNA probes were prepared
by PCR on plasmid DNA using the following primers:
AAATGGTTGAGACGCCTTGG (forward) and GCCTTACGC-
CACGCTTATAA (reverse) for a 531-bp vBPO-I subfamily
3’ end probe (from the sporophyte vBPO1 clone; Colin
etal. 2003); AGCGCACTCGCCTTCTGTA (forward) and
CGTCTCTGCCGGCTGATTA (reverse) for a 687-bp vBPO-
IT subfamily 3’ end probe (from the pLd006-F7 clone; this
study); and TGGGTTTCACTCGCTTTGTG (forward) and
GATGATCGCGCTCTTCTGC (reverse) for a 368-bp RPLI4
intragenic probe (from the pLd005-D10 clone; this study).
Northern hybridizations were performed at 42° C overnight
with 50% formamide, 7% SDS, 250 mM NaCl, 120 mM
Na(PO,) pH 7.2. Membranes were washed for 10 min at 42°
C successively in 2 x  SSC, 0.1% SDS and in 1 x SSC, 0.1%
SDS.

RESULTS

General features of Laminaria digitata protoplast
ESTs. A total of 2270 single-pass nucleotide sequenc-
es were generated from the 5 ends of randomly
chosen cDNA clones. After treatment of the data to
remove vector and low quality sequences, 1985 (87%)
sequences, with an average trimmed length of 500
bp, were retained for the assembly of contigs. A re-
dundancy of 56% was found in this catalog of se-
quences. The redundancy reached a plateau (Fig. 1),
and the sequencing effort required to get new data
was observed to be high. The sequencing was thus
brought to an end. Clustering of the ESTs resulted in
230 contigs and 854 singletons that were compared
with the GenBank (NIH) nonredundant protein da-
tabase (February 2004) using the BlastX program.
Because of the few brown algal sequences available,
an E-value <107 was considered a positive match.
Using this criterion, 45% of the Laminaria ESTs
showed significant amino acid sequence similarity to
sequences in the database. The remaining sequences
are referred to as “unidentified sequences.” A com-
plete list of all the ESTs with a match in the database,
organized according to their putative cellular roles,
and the contigs are provided at www.sb-roscoff.fr/
laminaria.html. Of the 1985 ESTs analyzed in this
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of ESTs sequenced from Laminaria digitata protoplasts.
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study, 547 were identical using a BlastN search (i.e.
with an E-value <107%°) to sequences generated in a
previous project (Crépineau et al. 2000). The EST
sequences have been deposited in GenBank (acces-
sion numbers CN466518 to CN468502).

Because the number of available sequences in the
databank has increased exponentially since our previ-
ous L. digitata EST project (Crépineau et al. 2000), a
new analysis of the sporophyte sequences was carried
out using the same programs and the same identifica-
tion criteria as those used in this study. Identical results
to those previously published were obtained. This up-
dated analysis allowed us to use the same functional
classification for both sets of ESTs and thus to compare
gene expression in the two physiological conditions.

Levels of gene expression in protoplast and sporophy-
tes. Both set of sequences, from protoplasts and from
sporophytes, were annotated manually and organ-
ized into 10 putative functional classes based on the
classification used in the Munich Information Center
for Protein Sequences Arabidopsis thaliana database.
An additional class comprised all unidentified se-
quences (Fig. 2). The significance of the class com-
parison was correlated statistically according to Audic
and Claverie (1997) with a confidence level of 0.95.
In both data sets a large proportion of the ESTs be-
longed to the “protein synthesis” class, although this
class was markedly less represented (37%) in protop-
lasts than in sporophytes (65%). In contrast, the ESTs
involved in stress were much more abundant (23%)
in protoplasts than in sporophytes (3%). For the
other classes, the partition of the ESTs was similar
for sporophytes and protoplasts.

The 10 major contigs from each catalog, which can
be considered to correspond to the most abundant
transcripts, are listed in Table 1. Interestingly, the most
frequently occurring ESTs in the sporophyte database
encoded vBPOs, and these genes were also highly ex-
pressed in protoplasts (ctg P1A and ctg P1B, Table 1).
As already noted by Crépineau et al. (2000), other
abundant transcripts in the sporophyte included
c¢DNAs encoding ribosomal proteins and the elonga-
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TasLE 1. The 10 largest Laminaria digitata protoplast and sporophyte EST clusters.

Sequence Number  Length Functional

Origin name  of ESTs (bp) Putative identification class E-value

Protoplasts  ctg P 2 50 2670 Heat shock protein 70 Stress 0
ctg P 1A 37 2047 Bromoperoxidase Stress 8.00 x 10~%
ctg P 1B 35 2678 Bromoperoxidase Stress 1.00 x 10~ %
ctg P 3 38 1997 Unknown Unknown 2.00 x 1073
cgP4 27 2175 Hypothetical protein Conserved unknown  7.00 x 10~ '°
ctg P5 24 2350 Single tandem repeat Conserved unknown 5.00 x 10~ %°
ctg P 6 22 953 Guanine nucleotide binding protein Cell communication ~ 1.00 x 10~ '%3
ctg P8 21 1579 Glutathione-S-transferase Stress 3.00 x 10720
cagP9 20 1598 Elongation factor 1 alpha Protein synthesis 1.00 x 10~'72
ctg P10 17 1841 6-Phospho-gluconate-dehydrogenase Metabolism 0 )
cg P11 15 1037 Ribosomal protein S9 Protein synthesis 1.00 x 1072

Sporophytes  ctg S 2 10 749 Ribosomal protein S8 Protein synthesis 4.00 x 10 *
ctg S 3 8 646 Ubiquitin ribosomal protein L32 fusion protein  Protein destination 2.00 x 10°°
ctgShH 7 576 bp  Ribosomal protein L19 Protein synthesis 4.00 x 10~
ctgS6 7 438 bp Ribosomal protein 126 Protein synthesis 4.00 x 10~ 2*
ctg S 7 7 683 bp  Unknown protein Unknown 4.80 x 1072
ctg S 8 6 549 bp  Ribosomal protein L.13a Protein synthesis 2.00 x 1079
cgS9 6 413 bp Ribosomal protein L14 Protein synthesis 2.00 x 10~ %
ctg S10 6 705 bp  Elongation factor 1 alpha Protein synthesis 1.00 x 10~ '%®
cgS12 5 410 bp  Ribosomal protein L.10 Protein synthesis 6.00 x 10~2°
cagS13 4 437 bp  Ribosomal protein L17 Protein synthesis 2.00 x 10~

Sporophyte sequences (Crépineau et al. 2000) were analyzed using the same annotation process as protoplast. “Stress” represents

the stress defense and aging class.

tion factor EF-lo (i.e. ESTs falling into the “protein
synthesis” class). In protoplasts, several highly abun-
dant ESTs were identified as stress genes encoding,
for example, heat shock protein 70 (HSP-70), vBPOs,
and GST.

Using a statistical comparison (Audic and Claverie
1997), we determined which transcripts were differ-
entially expressed in protoplasts and sporophytes.
This analysis (Table 2) clearly showed that five tran-
scripts were significantly more abundant in protoplasts
compared with sporophyte. They included cDNAs en-
coding an HSP-70, a vBPO (ctg P1A), and a GST. Two
transcripts with unknown functions were also ex-
pressed at a significantly higher level in protoplasts.

Expression of stress genes in protoplasts. A complete
list of the protoplast ESTs putatively identified as
“stress and defense” genes is given in Table 3. Note
that in addition to the highly expressed transcripts
already detailed above (HSP-70, vBPO, and GST),

three other contigs (Ctg P19, P54, and P78), contain-
ing 10, 6, and 4 EST5, also encoded GSTs. Alignments
of the deduced amino acid sequences confirmed that
these corresponded to four different proteins all
showing similarity to the sigma class of GST (data
not shown). Another interesting contig made of six
ESTs encoded a thioredoxin (Ctg P50). Analysis of
the deduced amino acid sequence indicated that Ctg
P50 consists of a complete open reading frame in-
cluding a typical plastidial signal sequence (Y. Meyer,
personal communication). Another well-represented
family of proteins in the stress class was the HSP-90s,
consisting of two different contigs (Ctg P40 and
P158).

In total, 8.5% of the identified sequences (i.e. 76
transcripts) exhibited similarity to vBPOs, making it
the most abundant group of EST5s in the protoplasts
data set. The vBPOs were also well represented in the
sporophyte EST library with 12 transcripts, represent-

TabLE 2. Expression level of the 10 largest clusters from the protoplasts ESTs compared with the sporophyte ESTs.

Sequence name  Number of ESTs  Length (bp) Identification Differential expression® Confidence value®
ctg P2 50 2670 Heat shock protein 70 Protoplasts > sporophyte 0.99
cgP1A 37 2047 Bromoperoxidase Protoplasts > sporophyte 0.99
cgP1B 35 2678 Bromoperoxidase No 0.85
ctg P 3 38 1997 Unknown Protoplasts > sporophyte 0.99
ctg P4 27 2175 Hypothetical protein Protoplasts > sporophyte 0.98
ctg P 5 24 2350 Single tandem repeat No 0.85
ctg P 6 22 953 Guanine nucleotide binding protein ~ No 0.55
ctg P8 21 1579 Glutathione-S-transferase Protoplasts > sporophyte 0.99
ctg P9 20 1598 Elongation factor 1 alpha No 0.10
ctg P 10 17 1841 6-Phospho-gluconate-dehydrogenase  No 0.85
ctg P11 15 1037 Ribosomal protein S9 Sporophyte > protoplasts 0.99

“No” refers to no difference in the expression level in protoplasts compared with sporophytes.

2For details see Materials and Methods.
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TasLE 3. Sequences identified as stress related in the Laminaria digitata protoplast EST library.
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Sequence name

E-value

Putative identification

1d access

Number of sequences

Ctg P 2

Ctg P 1A
Ctg P 1B
Ctg P 8

Ctg P 19
Ctg P 40
Ctg P 50
Ctg P 54
Ctg P75
Ctg P 78
Ctg P 145
Ctg P 158
Ctg P 161
Ctg P 207
PLd 013F06
PLd 022E08
PLd 001E10
PLd 001EI11
PLd 003HO06
PLd 014A11
PLd 022D12
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Heat shock protein 70 [A. thaliana]
Vanadium-dependent bromoperoxidase 2 [L. digitata]
Vanadium-dependent bromoperoxidase 2 [L. digitata]
Glutathione-S-transferase [Solenopsis invicta]
Glutathione-S-transferase (gst-19) [Caenorhabditis elegans]
Heat shock protein 90 [Achlya ambisexualis]

Thioredoxin like 5 [A. thaliana]
Glutathione-S-transferase (GST sigma)
Vanadium-dependent bromoperoxidase 2 [L. digitata]
Glutathione-S-transferase [Solenopsis invicta]

Chaperonin subunit CCTV gamma [Oxytricha granulifera]

Heat shock protein 90 [Achlya ambisexualis]
Thioredoxin family protein [A. thaliana]
Antioxidant, ahpc/Tsa family [Shewanella oneidensis)
Mercuric reductase [Nostoc sp.]

Mercuric reductase [Nostoc sp.]

Peroxiredoxin Q [Sedum lineare]

Testil [Trypanosoma cruzi]

Stress-induced protein stil like protein [A. thaliana]
Cell death suppressor protein [Nostoc sp.]
Methionine sulfoxide reductase [Lactuca sativa]

GI1:15230534
GI1:32329414
GI1:32329414
GI1:32330663
GI:17533789
GI1:22086550
GI:4973264
GI1:6225491
GI1:32329414
GI1:32330663
GI1:1906364
GI1:22086550
GI:15234516
GI:24376113
GP:BAB76884
GP:BAB76884
GP:BAA90524
GP:AAC97378
GP:CAB78283
GP:BAB73796
GP:AAF19789

50
37
35

N
—

—
== === NN R RO NTO

ing 4.7% of the identified sequences. These genes have
been shown to form a large multigenic family in
L. digitata, and two of the previously identified cDNAs
in the sporophyte, vBPO1 and vBPO2, share 99.2%

vBPO1
CtgPlB
CtgP75
CtgPlA

vBPO1

CtgPl1B
CtgP75
CtgPl1A

VBPO1

CtgP1B
CtgP75
CtgPlA

vBRPO1

CtgP1B
CtgP75
CtgPl1A

VBPO1

CtgP1B
CtgP75
CtgP1A

vBPO1

CtgP1B
CtgP75
CtgpPla
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and 99.5% identity at the nucleotide and protein levels,
respectively (Colin et al. 2003). The detailed sequence
analysis of the three protoplast contigs in comparison
with vBPOL1 protein sequence showed that they are

109

Fic. 3. Amino acid sequence alignment of vanadium-dependent bromoperoxidases from Laminaria digitata. vBPO1, vanadium-de-
pendent bromoperoxidase 1 protein characterized from the sporophyte (EMBL accession number AJ491786); CtgP75, CtgPIA,
CtgPIB, translated sequences of the Ctg P75, Ctg P1A, and Ctg P1B sequences, respectively, obtained from protoplast EST analysis.
Conserved residues with vBPOI are indicated by white capitals on a black background. The amino acid residues associated with the
active site vanadium cofactor are indicated by the number (#) symbol.
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Fic. 4. Expression of bromoperoxidases in Laminaria digitata
sporophytes and during protoplast culture. Northern blot anal-
yses were performed using 3’ end specific probes of vBPO-I and
vBPO-II subfamilies identified from L. digitata protoplasts EST
analysis. The same blot was hybridized using a ribosomal protein
probe (RPLI4) as a standard, and the sizes of the transcripts are
indicated on the right.

vBPO-II

organized in two subfamilies (Fig. 3). One subfamily,
designated vBPO-I, includes Ctg P1B (35 ESTs) to-
gether with vBPO1 and vBPOZ2, whereas a new sub-
family, vBPO-II, contains Ctg P1A (37 ESTs) and Ctg
P75 (4 ESTs). The two subfamilies share around 71%
sequence identity at the protein level, and they both
teatured the eight residues known to be essential for
the catalytic activity and for the fixation of the vanadi-
um cofactor in algal bromoperoxidases (Weyand et al.
1999). To further investigate the expression pattern of
these genes, transcript levels were monitored in spo-
rophytes and at 0 and 24 h after isolation of protop-
lasts, using specific 3’ end-probes corresponding to
each vBPO subfamily. The vBPO-I transcripts were
much more abundant than vBPO-II transcripts in
sporophytes (Fig. 4). The two classes of transcripts
were detected at 0 h in protoplasts (i.e. immediately
after the removal of the cell wall). Even though, as re-
vealed by the level of RPL14 mRNA, the total amount
of transcript was low, we were able to detect vBPO-II
transcripts after 24 h, whereas vBPO-I transcripts had
almost disappeared at this stage.

Other remarkable EST5 in the protoplast library. A well-
represented group of sequences in the protoplast li-
brary, consisting of 22 ESTT5, is predicted to encode
Man-C5-E, an enzyme involved in cell-wall synthesis
(Nyvall et al. 2003). Six different cDNAs from L. digi-
tata (Man-Cbh-[E1-E6]), coding for this enzyme, have
already been characterized in L. digitata, forming a
multigenic family (Nyvall et al. 2003). Two ESTs were
identical to Man-Cb5-E1, 1 EST was identical to Man-
C5-E5, and the remaining 19 ESTs were found to be
nonredundant and can thus be considered to corre-
spond to novel Man-C5-E genes.

It is also worth noting that 10 protoplast ESTs pre-
sented significant amino acid sequence similarity to
putative open reading frames from the sequenced
genome of the Ectocarpus siliculosus virus EsV-1 (Dela-

roque etal. 2001). Among these 10 sequences, 2
matched with EsV-1-7, 5 ESTs matched EsV-1-164, 2
ESTs matched EsV-1-2, and 1 EST matched EsV-1-
163. So far, the functions of the corresponding pro-
teins have not been established.

DISCUSSION

Stress-related genes are up-regulated in protoplasts. The
numerous stresses that protoplasts undergo during
enzymatic maceration lead to disruption of the cellu-
lar homeostasis and enhance the generation of ROS.
Oxidative stress is thus probably the major stress
during and after the isolation phase. Given the high
primary titer (1 x 10° pfu), the protoplast library is
expected to be representative of the cellular tran-
script pool. One can therefore anticipate a correla-
tion between the type and number of cDNAs in the
library and the pattern of expressed genes in pro-
toplast cells (Ohlrogge and Benning 2000). As shown
in Figure 2, stress genes were strongly expressed in
protoplasts compared with the unstressed sporo-
phyte stage. More than 23% of the identified ESTs
belonged to the “stress defense and aging” class,
which was three times larger than in the sporophyte
database. It is, however, noteworthy that most of
these stress ESTs, particularly the most highly ex-
pressed sequences, are related to only a small num-
ber of genes (Table 4) (i.e. HSP-70, vBPO, GST, HSP-
90, and thioredoxin), which thus appear to have a
key role in the stress physiology of L. digitata. Their
expression levels could be valuable biomarkers for
monitoring stress in natural and cultivated kelps.

Comparison of the two L. digitata EST catalogs un-
raveled transcripts that showed a significant increase in
abundance in protoplasts. The largest cluster is
predicted to encode an HSP-70. In addition, two oth-
er contigs, Ctg P40 and Ctg P158, were predicted to
encode HSP-90s. HSP-70 and HSP-90 are known
to play a crucial role in the recovery of cells from stress
(Nollen and Morimoto 2002) and are usually encoded
in eukaryotes by highly conserved multigene families.
In normal conditions, HSP-70 has chaperone activities
and assists the folding of newly synthesized proteins.
Under stress conditions, including oxidative stress,
HSP-70 prevents protein aggregation (Sheffield et al.
1990) and allows the refolding of denatured proteins
(Lee et al. 1995). HSP-70 has also been shown to
protect mammalian cells from stress-induced apoptosis
(Gurbuxani et al. 2001). The higher number of
HSP-coding ESTs in the protoplast library, when com-
pared with the sporophyte EST library, could thus re-
veal the necessity for the cell to protect proteins from
oxidation damage and to prevent the initiation of cell
death.

The expression of genes encoding antioxidant enzymes
displayed an unexpected pattern. The second major class
of strongly expressed transcripts in protoplasts is
predicted to encode vBPOs. In marine algae, the
vBPO enzymes through the production of halo-ganic



ESTs FROM LAMINARIA PROTOPLASTS 1233

compounds are thought to be part of a protection sys-
tem against pathogen attack (Potin et al. 2002) and to be
involved in the scavenging of harmful H,O, (Manley
2002). Transcripts coding for vBPO-I and vBPO-II sub-
family genes were among the most abundant transcripts
within the stress class. A previously unidentified gene
subfamily, vBPO-II, was the most represented among
them, thus suggesting that these genes are specifically
induced in protoplast cells. This was confirmed by
Northern blot experiments showing that vBPO-II genes
are not expressed in sporophytes under normal condi-
tions but are highly induced after protoplast isolation.
These results are in agreement with previous studies
which indicate that specific bromoperoxidase isoforms
are up-regulated in L. saccharina 14 h after protoplast
isolation (Jordan et al. 1991). Protoplasts must cope
with the high level of toxic ROS generated during iso-
lation, and thus in L. digitata, vBPO-II proteins could
have an active role as ROS-scavenging enzymes.

Also induced in the protoplasts, putative chloroplas-
tic thioredoxin and thioredoxin reductases are com-
ponents of the thioredoxin system, which is essential
for redox regulation (Arner and Holmgren 2000).
Usually, thioredoxins are induced during the oxida-
tive stress response in bacteria, yeast, and mammals
(Muller 1991, Ritz et al. 2000). In addition, 19 ESTs
encoding 6-phospho-gluconate-dehydrogenase were
listed in the metabolism class. This enzyme is a com-
ponent of the oxidative pentose phosphate pathway, a
major source of reducing power (NADPH) for protect-
ing cells from oxidative stress (Kruger and von Schae-
wen 2003). We assume that the up-regulation of the 6-
phospho-gluconate-dehydrogenase in protoplasts is
due to its ability to produce NADPH that can be used
to maintain the redox equilibrium of the cell. Interest-
ingly, no ESTs coding for other key enzymes of ROS
scavenging, such as catalase, superoxide dismutase,
glutathione peroxidase, or ascorbate peroxidase,
which are typically strongly expressed by cells under
oxidative stress conditions (Mittler 2002), were identi-
fied in L. digitata protoplasts. These proteins are usu-
ally well conserved at the amino acid level among
eukaryotes, and if present, their transcripts would
probably have been identified.

Glutathione-S-transferases showing significant simi-
larity to the sigma class were strongly expressed in L.
digitata protoplasts. These GSTs have been found in
almost all organisms, including prokaryotes (Edwards
et al. 2000), and are generally considered to be detoxi-
fying enzymes (Marrs 1996, Armstrong 1997, Hayes
and McLellan 1999). They catalyze the conjugation of
the tripeptide glutathione to a variety of hydrophobic,
electrophilic, and usually cytotoxic substrates. The con-
jugates are then targeted to the appropriate cellular
compartment, usually the vacuole in plants. The role of
GST5 in oxidative stress and in defense has been well
documented (Marrs 1996, Hayes and McLellan 1999).
So far, sigma type GSTs have been found only in mam-
mals, and this is the first report of such a GST in a
photosynthetic organism. Sigma class GSTs have been

shown to detoxify exogenous toxic products, to metab-
olize lipid peroxidation products, and to display a pros-
taglandin synthase activity in mammals (Hayes and
McLellan 1999). Interestingly four ESTs encoding an
ATP-binding cassette transport protein were found,
whereas none was found in the sporophyte. It is tempt-
ing to postulate here that GSTs and ATP-binding cas-
sette transport protein are here involved in the same
detoxifying pathway.

Cell wall modifications and assembly. Another puta-
tive role of vBPOs is related to the oxidative cross-
linking of alginates and polyphenols, leading to algal
adhesion and/or cell wall strengthening (Berglin
et al. 2004). These enzymes should also take part in
cell wall assembly, as suggested by the enhancement
of vBPO activities in cell-wall regenerating proto-
plasts of L. saccharina (Jordan et al. 1991). Although
the localization of the different L. digitata vBPOs is
not known yet, some isoforms of vBPO enzymes were
reported to be extracellular in Fucales (Krenn et al.
1989) and in giant kelps (Butler et al 1990, Jordan
et al. 1991). In protoplasts, cell wall removal could
deprive the algal cells from essential apoplast-local-
ized enzymes and thus induce transcriptional activa-
tion of vBPOs.

Only transcripts coding for Man-C5-E were unam-
biguously identified and recognized as proteins impli-
cated in cell wall synthesis. This enzyme catalyzes the
epimerization of B-1,4-D-mannuronic acid to o-1,4-L-
guluronic acid, the final step in alginate biosynthesis
(Madgwick et al. 1973). Laminaria digitata harbors a
variety of Man-C5-E genes, and this study allowed the
isolation of several new ones. Identification of these
transcripts was expected because specific Man-C5-E
had already been demonstrated in L. digitata proto-
plasts cultures (Nyvall et al. 2003). It additionally pro-
vides evidence that genes involved in cell-wall synthesis
are truly expressed in protoplasts. Man-C5-E genes
were shown to exhibit significant similarity with the
coat protein GP1 from a virus (EsV-1) that infects the
filamentous brown alga Ectocarpus siliculosus (Dillwyn)
(Delaroque et al. 2001). In addition, phylogenetic
analyses have shown that L. digitala Man-C5-E pro-
teins constitute a monophyletic group that includes the
EsV-1 protein GP1 (Nyvall et al. 2003). As mentioned
before, many other interesting similarities with L. digi-
tata genes can be found within the EsV-1 genome, al-
though no putative function could be assigned to these
proteins. Yet, this raises the question of the origin and
biological function of those genes. It has been suggest-
ed that Man-C5-Es are encoded by genuine brown al-
gal genes rather than by recently imported genes of
viral origin (Nyvall et al. 2003). One can propose that
the viral homologues have arisen by lateral transfer to
EsV-1 virus, where they could take part in the infection
process, which could involve cell-wall modifying en-
zymes.

Comparison of ESTS from protoplasts. In a similar
project, we studied ESTs from protoplasts and thallus
of the red alga Chondrus crispus (Stackhouse) (Collén
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et al. 2006). This allowed for a comparison between
two nonrelated photosynthetic organisms from the
same environment during similar treatments. We can
therefore, together with literature data, draw some
more general conclusions about protoplast physiolo-
gy and gene expression during cell wall regenera-
tion. Homologues to genes statistically over-
represented in L. digitala protoplasts, such as HSP-
70, vBPO, Ctg P4, and GST, were also over-repre-
sented in C. crispus. Over-expressed genes in C. crisp-
us protoplasts with match against ESTs from L.
digitata protoplasts also included polyubiquitin (three
ESTs from protoplasts, none in thallus). Similarly,
protoplast from Brassica campestris showed several
ESTs for GST, ubiquitin, and peroxidases, out of
515 ESTs (Kwak et al. 1997), and in Petunia hybrida
protoplast ESTs, GST, polyubiquitin, peroxidase, and
HSP were found (Yu et al. 1999). This suggests that
HSP-70, peroxidases, polyubiquitin, contig 4, and
GST represent important genes for protoplast phys-
iology common to the two nongreen photosynthetic
lineages, and all but ctgP4 are also important for
higher plants. From these experiments, however, it is
difficult to separate stress genes from genes impor-
tant for cell wall regeneration because the processes
occur simultaneously. Because the cell walls of C.
crispus and L. digitata are not closely related (the prin-
cipal component of C. crispus cell wall is carrageenan
and in L. digilata it is alginate) we did not expect to
find genes important for cell wall synthesis being
similar in the two species.

When the functional annotation is compared, one
finds that both C. ¢rispus and L. digitata protoplasts in-
creased stress-related genes, genes important for cell
organization, and conserved hypothetical proteins;
and both had decreased number of ESTs involved in
protein synthesis. After removal of the cell wall, both
algal species try to reduce stress and effects of stress
damage through induction of genes such as HSP
vBPO, polyubiquitin, and GST. Genes important for
cellular organization such as the integrin-like gene in
C. erispus and actin in L. digitata are induced in an effort
to regain homeostasis and possibly induced for repro-
gramming of the protoplasts to achieve total regener-
ation.

Conclusion. Keeping in mind that an approach
based on a small-scale study of ESTs from protoplast
cells is rather descriptive, one can infer some major
trends relating to the way the brown alga L. digitata
acts in response to a severe oxidative stress. One ma-
jor original trait is expression of vBPOs, and more
specifically vBPO-II subfamily genes, probably as a
ROS scavenging pathway. It is therefore reasonable
to assume that L. digitata makes use of this diversity of
enzyme isoforms, to dedicate specific bromoperoxi-
dases to the ROS scavenging. The other major trend
that can be inferred from these data is that a second
line of defense against ROS, required to detoxify in-
tracellular secondary oxidation products, is provided
by sigma GSTs.

As mentioned earlier, L. digitata protoplasts are con-
fronted with major stresses, oxidative stress being the
most severe. Alteration of redox homeostasis is
thought to affect the regeneration potential of plant
protoplasts as well as the protoplast fate and is decisive
for allowing cells to reenter cell cycle and regenerate a
whole plant (Papadakis et al. 2001). Protoplasts isolat-
ed from L. digitata are recalcitrant in culture except
when the donor plants are young undifferentiated
seedlings (Benet et al. 1997). The data presented in
this report thus provide some molecular information
that may help to understand the mechanisms under-
lying the switch from totipotent cells to dedifferentiat-
ed cells. More generally, this study now allows us to
further investigate the regulation of the L. digitata tran-
scriptome under various physiological conditions. For
example, using cDNA microarray technology, we can
now envisage a more precise description of the net-
works of genes that are involved in defense response,
osmotic stress, and cell-wall regeneration.
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Résumé

Afin d’identifier des marqueurs moléculaires de la réponse au stress et des genes
impliqués dans la synthése de la paroi cellulaire chez I’algue brune Laminaria digitata, 1985
EST issus de protoplastes (cellules isolées et stressées) ont été générées. Un quart de ces EST
codent pour des protéines intervenant dans la réponse au stress et 22 séquences, dont des
mannuronane-C5-épimérases (ManC5), seraient impliquées dans la synthese de la paroi. La
production de protoplastes entrainant la libération d’oligoguluronates et mimant ainsi
I’attaque par un pathogeéne, la technique d’hybridation soustractive sur des sporophytes
élicités a permis d’identifier des génes plus spécifiques au stress (heat shock proteins,
glutathion S-transférases) ou a la défense (thiorédoxine péroxydases, 6-phosphogluconate
déshydrogénase, glucose 6-phosphate déshydrogénase). De plus, nous avons mesuré des
variations d’expression pour quatre ManC5 par PCR quantitative chez les protoplastes et des
sporophytes élicités.

Research and analysis of molecular markers of stress response in the brown alga
Laminaria digitata.

Summary

To identify molecular markers of stress response and genes involved in cell wall
synthesis in the brown algae Laminaria digitata, 1985 ESTs were obtained from protoplasts
(isolated and stressed cells). Twenty five percent of these ESTs encoded proteins implicated
in stress response and 22 sequences, including mannuronan-C5-epimerases (ManC5), were
related to cell wall synthesis. Since oligoguluronates released during protoplasts preparation
mimic infection of sporophyte by a pathogen, we made a distinction between stress and
defense related genes by using the subtractive hybridization technique on elicitated
sporophytes. Thus, thioredoxine peroxidases, 6-phosphogluconate dehydrogenase, and
glucose 6-phosphate dehrydrogenase were involved in defense mechanisms, whereas heat
shock proteins and glutathione S-transferases were implicated in stress response. We have
also monitored variation of expression of four ManC5 genes by quantitative PCR in
protoplasts and in elicitated sporophytes.



