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INTRODUCTION GENERALE

. Le phytoplancton

Le phytoplancton représente les microorganismes photosynthetiques aquatiques :  les
cyanobacteries (procaryotes), et les microalgues (eucaryotes). Bien que ne représentant que 1%
de la biomasse photosynthetique sur Terre, le phytoplancton joue un réle cle dans le
fonctionnement des ¢cosystemes aquatiques. Il assure notamment 45% de la production primaire
de la planete et plus de 90% de la production primaire des milieux aquatiques (Geider et al.,
2001). Le phytoplancton est a la base de la chaine alimentaire du fait de sa fonction de producteur
primaire et son caractere autotrophe lui permet ¢galement d’assurer la fixation de plus de 10
milliards de tonnes de carbone atmosphérique par an. La matiere organique et les squelettes
carbonates ainsi formés migrent ensuite par sedimentation vers le fond des oceans, formant un
puits de carbone primordial dans la séquestration du CO, atmospherique (Bowler et al., 2009).
Le phytoplancton joue egalement un role important dans le cycle biogéochimique d’autres
clements cles tels 'azote ou le phosphore (Falkowski et al., 2004). Les communauteés
phytoplanctoniques océaniques sont principalement dominees par des cyanobacteries de deux
genres, Prochlorococcus et Synechococcus. Concernant les microalgues, le nombre d’especes de ces
organismes sur la planete s’¢leverait a plusieurs milliers, voire millions (Andersen, 1992; Guiry,
2012). Une etude récente estime plus précisement ce nombre a 150 000 unité taxonomique
operationnelle (de Vargas et al., 2015). De plus, cette diversite se traduit ¢galement par la
repartition des especes de microalgues identifices a ce jour dans de nombreux groupes
taxonomiques des eucaryotes (Not et al., 2012) (Figure 1). Parmi ces nombreux taxons, les
diatomées sont considérées comme les plus abondantes dans le milieu océanique, principalement
au niveau du littoral, et seraient responsables de 20% de la fixation de carbone par photosynthese
a I'echelle du globe. Les dinoflagellees et les haptophytes seraient, ensuite, les plus representes
(Field et al., 1998). Toutefois, I’abondance et le role ¢cologique des haptophytes seraient
fortement sous-estimes du fait du nombre d’especes dont la taille, inférieure a 3 pm, rend difficile
I'identification (Liu et al., 2009). Les haptophytes seraient donc un groupe majeur de I’écologie

des milieux oceaniques.
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INTRODUCTION GENERALE

RHIZARIA

ALVEOLATES

ARCHAEPLASTIDA

STRAMENOPILES
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UNIKONTS
EXCAVATES

Figure 1: representation schematique de la répartition des taxons phytoplanctoniques dans ’arbre
phylogenctique des eucaryotes (Not et al., 2012).
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INTRODUCTION GENERALE

II.  Les haptophytes

Les haptophytes sont des organismes unicellulaires eucaryotes majoritairement marins,
photosynthetiques pour la plupart bien que certaines especes soient mixotrophes (Tillmann,
1998). Leur taille est géneéralement comprise entre 2 et 30 pm, mais certaines ¢tudes
environnementales ont rapporte l'existence de nombreuses especes de pico-haptophytes
inferieurs a 2 uM (Moon-van der Staay et al., 2000 ; Liu et al., 2009). Les membres de ce groupe
monophyléetique tres ancien (Figure 2) auraient diverges il y a approximativement un milliard
d’annces (Medlin et al., 2008). La classification phylogénique des haptophytes a d’abord ete fondee
sur la presence d’un haptoneme. Cet appendice impliqué dans 1‘adhésion au substrat, le
deplacement de particules, ou la capture de proies est situ¢ entre leur deux flagelles. La taille de
ces deux flagelles distingue les deux grands groupes d’haptophytes : les Pavlovophyceae et les
Coccolithophyceae. Au sein de ce dernier, se trouvent le groupe des coccolithophores, les plus
connus des haptophytes, auquel appartient I’espece modele de ce taxon : Emiliania huxleyi. Celle-
ci est, de fait, la plus largement ¢tudice et presente a sa surface des ¢ecailles de calcite appeléees
coccolithes caracteristiques des coccolithophores. La forme et la presence de ces coccolithes
depend des especes et de leur cycle de vie (Brownlee et al., 2015) (Figure 3). Ces organismes
¢tant tres anciens, ils ont rapidement pris part au cycle biogeochimique du carbone et leur
sédimentation est aujourd’hui encore retrouvée dans le relief de nos cotes, les falaises d’Etretat

en Normandie en etant un tres bel exemple.

Certaines especes d’haptophytes ont ¢galement la particularit¢ de former des efflorescences
phytoplanctoniques appelées « bloom » (Figure 4). Ces « blooms » correspondent a une tres forte
augmentation de la concentration d’une ou plusieurs especes d’algues lorsque les conditions
environnementales sont favorables (disponibilite en nutriments, oxygene et lumicre).
L’haptophyte modele Emiliania huxleyi peut, par exemple, former des efflorescences pouvant
depasser les 100 000 km? de surface et atteindre des concentrations cellulaires supérieures a
10 000 cellules / mL. Leur role écologique est ¢galement important, puisque les coccolithophores
participent au cycle du carbone et du calcium au travers de la formation de coccolithes. Ceux-ci
¢tant formes de carbonate de calcium, la part imputée aux haptophytes dans la sedimentation de

ce compose est estimée a environ 50% (Milliman, 1993; Shiraiwa, 2003).
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Figure 2 : arbre phylogénetique des haptophytes construit a partir de leurs sequences 18S (de
Vargas et al., 2007).
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Figure 3 : exemples de la diversité morphologique des haptophytes (Young et al., 2003).
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Figure 4 : photo satellite représentant un « bloom » de I’haptophyte coccolitophore Emiliania
huxleyi. Source : S. Groom, Plymouth Marine Laboratory, U.K., sbg@pml.ac.uk
"Genomics: GTL Roadmap,"

Page 7



INTRODUCTION GENERALE

De plus, la part de la production primaire océanique imputee aux haptophytes serait fortement
sous-estimee (Liu et al., 2009 ; Jardillier et al., 2010). Les haptophytes sont les seuls organismes
a produire un pigment photosynthétique particulier (le 19°-hexanoyl-oxy-fucoxanthine), lequel
est omnipresent dans I’eau de mer. Un bilan quantitatif de I'importance de ce pigment a I’¢chelle
du globe au cours de I’ann¢e 2000 montre que les haptophytes pourraient contribuer pour 30 a
50% de la production primaire oceanique, et que leur biomasse serait jusqu’a deux fois plus
importante que celle des diatomées ou des cyanobacteries (Figure 5) (Liu et al., 2009). D’autre
part, leur role dans le cycle du soufre serait egalement non négligeable, notamment via I’ émission
de dimethylsulfure (DMS), I'un des principaux composés organiques volatiles a la surface des

oceéans (Li et al., 2010).

Enfin, certains haptophytes (appartenant a I’ordre des isochrysidales) ont la particularite de
produire des lipides neutres a tres longue chaine (C37-C39) appelés alkénones qui contribuent au
stockage du carbone sedimentaire (Eltgroth et al 2005). De plus, la température de I’eau influe
sur la production de ces lipides. En effet, des temperatures ¢levees favorisent la production
d’alkenones di-insatures par rapport aux alkénones tri-insatures (Prahl & Wakeham, 1987). Du

fait de cette caracteristique, les alkenones sont utilises en paleoclimatologie comme biomarqueurs

(Eglinton & Eglinton, 2008).

Malgre ce role primordial dans I’ ¢cologie des ecosystemes marins, la physiologie et le metabolisme
de ces organismes restent encore peu connus. Les connaissances acquises a ce jour concernent
essenticllement E. huxleyi qui est la premicre espece haptophyte pour laquelle des donnees
transcriptomiques ont ¢te generees (von Dassow et al., 2009) et dont le génome s¢quence est
disponible (Read ez al., 2013). Tres recemment, un deuxieme génome d’haptophyte a ete publie :
celui de la microalgue non coccolithophore Chrysochromulina tobin qui appartient a I’ordre de
prymnesiales (Hovde et al., 2015). Enfin, le genome d’une troisiecme haptophyte, Tisochrysis lutea,
est disponible au laboratoire et va prochainement étre rendu public (Carrier et al., en préparation).
Les differents taxons de microalgues etant tres eloignes les uns des autres, peu d’informations
peuvent étre obtenues par homologie (que ce soit de sequences, de comportements ou de
mecanismes). Cette grande diversite ¢tant due a une histoire evolutive tres complexe que les
¢tudes phylogenetiques et phylogénomiques peinent a ¢lucider, notamment a cause du faible

nombre de génomes séquences chez certains taxons comme les haptophytes.
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Figure 5 : contribution relative des (A) haptophytes, (B) diatomees, et (C) procaryotes
photosynthetiques a la production primaire au cours de I'ann¢e 2000 (Liu et al., 2009).
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III. L’histoire évolutive des rnicroalgues

L’histoire debute il y a environ 1,8 milliards d’annces, lorsqu’un procaryote photo-
autotrophe, proche des cyanobactéries actuelles, est phagocytée par une cellule hetérotrophe
primitive. Suite a cette absorption, le procaryote photosynthétique n’a pas ete enticrement digere
mais domestique par la cellule heterotrophe via des phénomenes de perte et d’echange de genes,
de remaniements structuraux et de communication avec la cellule hote, donnant naissance a un
organite intracellulaire specialise dans la photosynthese : le chloroplaste. Cet hypothese
d’endosymbiose communément admise abouti a I’émergence de trois lignées de microalgues
appelees archaeplastidae (Delwiche, 1999) : les glaucophytes, les rhodophytes (microalgues
rouges), et les chlorophytes (microalgues vertes) a partir desquelles les plantes terrestres auraient
divergees il y a environ 900 millions d’anné¢es (Hedges et al., 2004). La grande diversite de
microalgues observee a ce jour aurait ensuite émergée d’une série d’endosymbioses secondaires
(endosymbiose de microalgue vertes et rouges par un héterotrophe) (Figure 6), tertiaires et

quaternaires. Cependant, I’ordre et le nombre de ces endosymbioses fait toujours debat (Keeling,

2013).

L’hypothese  endosymbiotique a ¢té proposce par Lynn Margulis (Sagan, 1967) suite a
I'observation des multiples membranes entourant les chloroplastes. En effet, bien que les
chloroplastes issus d’une endosymbiose primaire ne soient entourés que par les deux membranes
de la cyanobactérie GRAM negative (la membrane phagosomale ayant ¢té perdue lors du
processus de domestication) (Cavalier-Smith, 1982), les chloroplastes issus d’une endosymbiose
secondaire sont, eux, entourés par quatre membranes : les deux membranes de la cyanobacterie,
la membrane plasmique de ’algue phagocytée et la membrane phagosomale (McFadden, 1999)
(Figure 7). Cependant chez les euglenes et les dinophlagellees issues d’une endosymbiose
secondaire, la membrane plasmique de I’algue phagocytée aurait disparue, ne laissant que trois
membranes autour de leur chloroplaste (Sulli et al., 1999 ; Nassoury ez al., 2003). Suite a cette
hypothese, la biologie évolutive a fait un bond (bien qu’il ait fallu plus de 10 ans avant que la
theorie de Lynn Margulis ne soit vraiment acceptée par la communaute scientifique). La premiere
theorie concernant I’histoire évolutive des microalgues ¢laboree par Cavalier-Smith (1999) est
fondee sur leur composition pigmentaire. Ainsi, les Chlorarachniophytes et les Euglenes seraient

issues de I'unique endosymbiose secondaire d’une microalgue verte suivie par une divergence de
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a Primary endosymbiosis Glaucophyta b Secondary endosymbiosis

Secondary eukaryotic host

Cryptophyta

2° ©

Plastid

Mitochondrion

} Cyanobacterium

Chlorophyta

Land plants Nucleomorph-plastid
complex

Figure 6 : illustration des evenements d’endosymbiose a I'origine des microalgues. a)
endosymbiose primaire d’une cyanobacterie primitive par un hétérotrophe primitif. Trois lignees
d’algues ont emergees d’une endosymbiose primaire : le glaucophytes, les rhodophytes et les
chlorophytes. b) deux exemples d’endosymbioses secondaires. Les cryptophytes, resultant de
I’endosymbiose  secondaire ~ d’une microalgue rouge par un heterotrophe.  Les
chlorarachniophytes, resultant de I’endosymbiose secondaire d’une microalgue verte. (Gould,

2012).

Figure 7 : observation en microscopie ¢lectronique a transmission d’un plaste d’apicomplexe
(Toxoplasma gondii) issu d’une endosymbiose secondaire. Les quatre membranes sont bien visibles :
I, membrane interne du plaste d’origine cyanobactérienne; O, membrane externe du plaste
d’origine cyanobactérienne; P, membrane plasmique de [T’algue internalisce lors de
I’endosymbiose; et E, membrane la plus externe ayant pour origine le systeme endomembranaire

de I'apicomplexe (Parsons et al., 2007).

Page 11



INTRODUCTION GENERALE

ces deux lignees. Cinq autres lignees seraient elles issues de I'unique endosymbiose secondaire
d’une microalgue rouge suivie par la divergence de chacune d’elles : Les cryptophytes, les
haptophytes, les straménopiles et les alveolés (regroupant les dinoflagellees et le cas particulier
des apicomplexes, des parasites intracellulaires obligatoires dont certaines especes comportent un
chloroplaste entour¢ par quatre membranes (Lang-Unnasch et al., 1998) (Figure 8). Ces cinq
lignees formant un super-groupe monophyléetique, puisque issues d’une méme endosymbiose
secondaire, le super-groupe des chromalveoles (Cavalier-Smith, 1999). Toutefois, les
straménopiles et les alveoles regroupent des organismes varies photosynthetiques et non
photosynthetiques tels que les apicomplexes, les dinoflagellés et les cilies. La presence de ces
organismes heterotrophes au sein des chromalveolés est surprenante puisque I’ensemble de ce
super-groupe serait issu d’un ¢venement d’endosymbiose secondaire. L’hypothese avancee fut
que le chloroplaste, acquis par I’ancétre commun des chromalveolés, ait ete secondairement perdu
chez les chromalvéoles a ce jour héterotrophes. Cette hypothese fut soutenue par la presence de
genes  d’endosymbiontes chez les champignons stramenopiles (Tyler et al., 2006), les
apicomplexes (Huang et al., 2004), les dinoflagellee non photosynthétique (Sanchez-Puerta et al.,
2007) ou encore chez les cilies (Reyes-Prieto et al., 2008). Ce super-groupe des chromalveoles
apparait donc tres vaste et diversifi¢, et comporte finalement peu d’organismes photosynthetiques
(Adl et al., 2005). Par la suite, de nombreuses ¢tudes genomiques ont cherché a preciser cette

hypothese (Burki, 2014).

Le fait que plusieurs évenements d’endosymbiose secondaires aient eu lieu dans I'histoire
¢volutive des algues n’est pas remis en cause, en revanche le nombre de ces évenements fait encore
debat. Concernant les deux lignees issues de I’endosymbiose secondaire d’une microalgue verte
(euglenes et chlorarachniophytes), I'indépendance de ces deux évenements est maintenant établie
par des etudes phylogénetiques tant a I’¢chelle de I’endosymbionte (le genome chloroplastique)
(Rogers et al., 2007) qu’a celle de I’héte (le génome nucleaire) (Kumazaki et al., 1983 ;
Bhattacharya et al., 1995 ; Keeling, 2001). De plus, le chloroplaste des euglenes est entoure de
trois membranes alors que celui des chlorarachniophytes en comporte quatre. Enfin,
contrairement aux euglenes, suite a 1’évenement d’endosymbiose secondaire, les
chlorarachriophytes ont conserve un reliquat du noyau de la microalgue verte phagocytee appele
nucleomorphe (Gilson et al., 2006 ; Suzuki et al., 2015). Ce génome ultra-reduit est constitue de

trois chromosomes et est situ¢ entre la deuxieme et la troisieme membrane du chloroplaste.
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Figure 8 : representation schematique de I'histoire evolutive des microalgues selon I’hypothese
d’une origine commune des chromalvéolés. Les endosymbioses primaires a l’origine des

archaeplastidae (A), puis les endosymbioses secondaires (B) et tertiaires (C). Delwich, 1999.
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Autant d’arguments plaidant en faveur de I’émergence de ces deux lignées suite a deux
endosymbioses secondaires différentes d’une microalgue verte. Concernant les lignees issues de
I’endosymbiose secondaire d’une microalgue rouge, la reconstitution de leur histoire ¢volutive
est plus complexe. Cela est di notamment au fait que ces lignées sont plus nombreuses et que la
phylogénie des hotes impliqués n’est pas encore ¢lucidée. Toutefois, la monophylie de I’ensemble
des phylums formant le super-groupe des chromalveoles reste tres controversee. Les etudes
phylogénctiques mences sur I’ensemble du génome chloroplastique ont regroupe les
cryptophytes, les strameénopiles et les haptophytes (Hagopian et al., 2004). Neanmoins, la
structure tres particuliere du génome chloroplastique des dinoflagellées et des apicomplexes a
longtemps rendu impossible I'incorporation de ces deux lignées aux arbres phylogenetiques
generes. En effet, Les apicomplexes ¢tant des parasites obligatoires, leur génome chloroplastique
est tres reduit et ne comporte pas de gene li¢ a la photosynthese (Wilson et al., 1996). Quant aux
dinoflagellees, la plupart des genes de leur génome chloroplastique ont ¢été transferes vers le

génome nucleaire et la sequence de chaque gene chloroplastique restant a ¢té circularisée (Zhang

et al., 1999 ; Green, 2004).

Cependant, I'identification de deux nouvelles especes d’algues proches des apicomplexes et dont
le génome chloroplastique est moins réduit a permis de compléter ces ¢tudes (Moore et al., 2008 ;
Obornik et al., 2012). La proximite phylogenique des chloroplastes des alveoles (dont font partie
les apicomplexes) et des stramenopiles a ainsi ¢té mise en évidence ; toutefois la robustesse du

super-groupe des chromalveoles n’¢etait pas concluante (Janouskovec et al., 2010).

De méme, les ¢tudes phylogénctiques ctablies a partir de genes de I’hote (nucleaires) n’ont
confirme que la monophylie des stramenopiles et des alveoles (dinoflagellees et apicomplexes)
(Van de Peer et al., 1996 ; Harper et al., 2005 ; Elias et al., 2009). Des ¢tudes plus larges de
phylogénomique ont ensuite permis d’utiliser de plus grands jeux de données et ont mis en
¢vidence le fort lien entre alvéolés et straménopiles d’une part, et le groupe des rhizaria (un tres
large groupe de protistes planctoniques) d’autre part, formant le clade SAR (Stramenopiles,
Alveoles, Rhizaria) (Figure 10) (Hackett et al., 2007 ; Burki et al., 2008, 2010). Mais encore une
fois, la position des haptophytes et des cryptophytes, autant I’un par rapport a 'autre que par
rapport au clade SAR, n’est pas bien définie (Baurain ez al., 2010 ; Burki et al., 2012), remettant

en cause la cohérence du super-groupe des chromalvéoles (Figure 9).
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par I'etude phylogénomique de Burki et al (2012) et représentant les

differents groupes des eucaryotes. Les haptophytes sont bien embranch¢es au groupe SAR

(Strameniopiles, Alveoles, Rhizaria). Mais les cryptophytes (cryptomonads) sont embranches aux

archaeplastidiae (Plantac), remettant en cause la monophylie des chromalveoles. (Burki et al.,
2012)
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Il ressort donc, a la lumiere d’é¢tudes sur leur génome chloroplastique, que les lignees
photosynthetiques reunies dans ce super-groupe des chromalveolés partageraient bien le méme
endosymbionte. En revanche, la phylogénie des hotes montre qu’ils sont, eux, plus ¢loignes
phylogénetiquement. Ceci impliquerait I’acquisition d’un endosymbionte de la méme espece par
differents hotes, lesquels ayant ensuite donn¢ naissance aux différentes lignées photosynthetiques
lies a I’endosymbiose d’une microalgue rouge (Keeling, 2013) (Figure 10). Cette chronologie va
a 'encontre de I’hypothese des chromalveoles, selon laquelle ces lignees seraient issues d’une
unique endosymbiose secondaire. De plus, cette hypothese est ¢galement fondée sur de nombreux
¢venements de perte de chloroplastes, notamment au sein des alvéoles. Or ’hypothese que ces
¢venements puissent étre si frequents est, elle aussi, tres controversee (Stiller et al., 2014). En
conséquence, les détracteurs de I’hypothese des chromalveolés font reference a ce super-groupe
en parlant « des lignées CASH » (Cryptophytes, Alvéoles, Straménopiles, Haptophytes) afin de
ne pas faire reférence aux chromalveolés en tant que groupe taxonomique averé (Baurain et al.,
2010). Depuis, differentes etudes se sont attelces a I’¢laboration d’hypotheses expliquant cette
acquisition indépendante d’un méme endosymbionte issu d’une microalgue rouge chez les lignees

CASH.

Ces ctudes avancent qu’une des lignées serait apparue par endosymbiose secondaire d’une
microalgue rouge, et que ce chloroplaste se serait ensuite répandu dans les autres lignees par des
¢venements d’endosymbiose tertiaire voir quaternaire. Ce qui serait bien en accord avec la
proximite phylogénetique de ces lignees du point de vue de I'’endosymbionte (genome
chloroplastique), contrastée par leur ¢loignement du point de vue de I’héte (génome nucleaire).
Cette hypothese appelee « 'hypothese rhodoplexe » (Petersen ez al., 2014), a, depuis, ete affince
(Stiller et al., 2014 ; Seve ikova et al., 2015). Selon ces derniers travaux, la lignee des
cryptophytes serait apparue la premicre par endosymbiose secondaire, puisque ces organismes ont
conserve un nucléomorphe, noyau vestigial de I’algue rouge domestiquée (Archibald, 2007). Une
endosymbiose tertiaire d’une cryptophyte serait ensuite a l'origine des ochrophytes (les
straménopiles photosynthetiques). Et deux évenements d’endosymbioses quaternaires d’une

ochrophyte serait a I’origine des haptophytes d’une part (Stiller et al., 2014) (Figure 11), et des

alveoles photosynthetiques d’autre part (SevCikova et al., 2015).
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Figure 10 : representation schematique des différents évenements d’endosymbiose retragant

Ihistoire evolutive des algues (Keeling, 2013).
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Figure 11 : representation scheématique des eévenements d’endosymbioses en scrie a 1'origine,
selon I’hypothese de Stiller et al (2014), de la repartition des chloroplastes originaires d’une
microalgue rouge chez les lignees CASH. Les Cryptophytes seraient apparues par I’endosymbiose
secondaire d’une microalgue rouge. Par la suite, les Ochrophytes seraient apparues par
I’endosymbiose tertiaire d’une Cryptophyte, et les Haptophytes par I’endosymbiose quaternaire
d’une Ochrophyte. (Stiller ez al., 2014)
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De plus, ce schéma est encore plus compliqué par les évenements de transferts de genes
horizontaux qui ont jalonnés cette histoire d¢ja complexe (Figure 12, Chan & Bhattacharya,
2010). Le transfert de materiel génetique entre organismes appartenant a des taxons differents,
ou transfert horizontal, participe a I’¢volution des génomes tant procaryotes qu’eucaryotes
(Andersson, 2005 ; Keeling & Palmer, 2008 ; Zolfaghari Emameh et al., 2016). L’histoire des
algues est elle aussi parsemee par ce genre d’évenements. Des cas de transferts de genes
horizontaux (TGH) ont ete identifies aussi bien entre le génome de bactéries ou d’archebacteries
vers celui d’une algue (Nosenko & Bhattacharya, 2007 ; Qiu et al., 2013a,b ; Schonknecht ez al.,
2013), ainsi que les cas particuliers d'un TGH d’une bactérie vers le genome chloroplastique
(Mackiewicz et al., 2013), ou entre un champignon et une algue terrestre (Beck et al., 2014). Chez
les algues, un cas particulier de TGH d’eucaryote a eucaryote est ¢galement connu : le transfert
de genes depuis le genome de I’endosymbionte (chloroplastique aussi bien que nucleaire) vers le
génome de I’héte, ou transfert de genes endosymbiotique (TGE). Ceux-ci ont joue¢ un role
primordial dans la domestication de I’endosymbionte et I’ ¢tablissement des communications entre
le noyau et le chloroplaste (Martin et al., 2002 ; Timmis et al., 2004). L’incorporation, la rétention
et |'utilisation de ces genes par I’organisme lui permettent d’enrichir son patrimoine genique, lui
conférant ainsi un avantage adaptatif decisif (Chan et al., 2011 ; Maruyama et al., 2011 ;

Schonknecht et al., 2013 ; Bhattacharya et al., 2013).

Ces génomes mosaiques compliquent toutefois I’ ¢lucidation de I'histoire évolutive des organismes
et conduisent certaines ¢tudes a envisager des phénomenes d’endosymbiose dits cryptiques. Ces
¢tudes partent de I’observation que dans le genome de microalgues des lignees CASH, pourtant
issues d’endosymbioses lices a une microalgue rouge, des genes de la lignee verte ont ¢té identifies
(Frommolt et al., 2008 ; Moustafa et al., 2009 ; Woehle et al., 2011). Tout comme des genes de
la lign¢e rouge ont cte identifies dans le genome de chlorarachniophytes et d’euglenes pourtant
issues d’une endosymbiose secondaire d’une microalgue verte (Maruyama et al., 2011 ; Yang et

al.

, 2014). La presence de ces genes a ¢te expliquée de deux fagons : (i) un évenement
d’endosymbiose d’une microalgue verte chez I’ancétre commun des lignees CASH, dont le
chloroplaste « d’origine verte » aurait ensuite ¢té remplace par I’endosymbiose d’une microalgue
rouge. Les genes de la lignée verte identifies dans le genome de I’hote auraient éte transferés par

TGE lors de la domestication de I’endosymbionte avant son remplacement par 1’endosymbiose

d’une microalgue rouge (Figure 13).
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Figure 12 : representation schematique des transferts de genes (horizontaux et endosymbiotiques)

au cours de différents évenements d’endosymbioses de I'histoire évolutive des algues (Chan &

Battacharya 2010).
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Figure 13 : les différentes hypotheses proposces par Dorrell & Smith (2011) afin d’expliquer la

presence de genes microalgues vertes dans le génome de microalgues des lignees CASH, exemple

des diatomees. A, un transfert de genes lateral récent; B, une ancienne endosymbiose secondaire;

C, une recente endosymbiose secondaire; D I’endosymbiose tertiaire d’une haptophyte. (Dorrell
& Smith 2011)
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L’inverse etant propose dans le cas des chlorarachniophytes et des euglenes (I’endosymbiose d’une
microalgue rouge suivie par celle d’une microalgue verte). Cependant, ces hypotheses ont ete
critiquées et refutees puisqu’elles sont en partie fondées sur I’hypothese des chromalvéoles
(I existence d’un ancétre commun aux lignees CASH). De plus, le lot de genes « d’origine verte »
transferes dans le génome de I'ancétre commun aurait di se retrouver chez chacune des lignees
CASH, hors ce n’est pas le cas. Enfin, des analyses secondaires ont montre que le nombre de ces
genes ctait surestime et/ou que leur lien a une endosymbiose dite cryptique serait di a un biais
d’analyse (Deschamps & Moreira, 2012 ; Burki et al., 2012). (ii) Ces genes resulteraient donc plus
probablement d’évenements de TGH. Lesquels seraient peut étre lies a la predation de differents

types de microalgues avant I’endosymbiose definitive (Keeling, 2013 ; Burki, 2014).

Les differentes hypotheses ¢laborées semblent donc de plus en plus a méme d’expliquer les
resultats obtenus par des études de plus en plus completes du fait du nombre croissant
d’organismes sequences. De plus, les mécanismes par lesquels un endosymbionte est retenu puis
domestique sont encore obscurs et I’¢tude d’organismes chez lesquels ce phenomene a eu lieu il
y a plus ou moins longtemps (differents niveaux d’endosymbiose) peut aider a mieux en
comprendre la nature. Mais depuis lors, ces organismes ont évolues, rendant difficile cette
comprehension. Dans cette optique, une autre voie a ¢galement éte explorée il y a quelques
annces. En effet, une telle symbiose a ¢été recréce en laboratoire entre une cyanobactérie
(Synechocystis) et une paramécie (Paramecium brusaria) (Ohkawa et al., 2011). Cette approche
pourrait permettre de mieux comprendre les premiers pas de cette longue histoire, comme les

adaptations métaboliques necessaires au passage de la vie libre a la vie endosymbiotique (Serensen

et al., 2016).

Toutefois, I’ensemble de cette histoire est encore loin d’étre ¢élucidée. Afin de confirmer les
hypotheses proposces, des ¢tudes globales s’interessant aux différents génomes (chloroplastique
et nucléaire) ainsi que des etudes plus ciblées sur un type de genes particuliers, tels que les facteurs
de transcription, ont ete menées (Rayko et al., 2010 ; Buitrago-Florez et al., 2014). Ces derniers
travaux permettent notamment de mettre en e¢vidence des familles de facteurs de transcription
specifiques d’une lignee de microalgue et ainsi de retracer leur histoire evolutive. Cependant,
certaines lignées comportent encore peu d’organismes dont le génome (nucléaire et/ou

chloroplastique) est sequence (rhodophytes, glaucophytes, chlorarachniophytes, ecuglenes,
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cryptophytes et haptophytes). Au fil du temps, cet échantillonnage s’¢largit et permet d’¢laborer
des hypotheses de plus en plus robustes et completes, mais certaines lignees restent encore peu

representees (Kim ez al., 2014; Bhattacharya ez al., 2015).

IV. Interét biotechnologique et valorisation des microalgues

Cette histoire ¢volutive longue et complexe résulte en une tres grande diversite des
microalgues, dont chaque lignée a mene sa propre évolution. Cette diversite s’illustre autant d’un
point de vue de leur morphologie (spherique, ovoide, fusiforme, cylindrique, pyramidale), que
par leur plasticite metabolique qui leur permet de coloniser de nombreux milieux : marins, eaux
douces, eaux saumatres, ainsi que des milieux extrémes en terme de salinité, température ou
encore de pH. Cette plasticite metabolique est la source de nombreuses molecules d’interét
biotechnologique dont les applications sont tres varices (Figure 14) (Koller et al., 2014 ; Yaakob
et al., 2014). De plus, leur capacité a convertir I’¢énergie solaire en biomasse avec un rendement
supcrieur a celui des plantes terrestres et des macroalgues font de ces organismes une bonne
alternative dans la production de composes a haute valeur ajoutée (Cadoret & Bernard, 2008).
Autant d’atouts qui font que les microalgues sont utilisces pour des applications varices allant de
I’alimentation animale a la bioremédiation, en passant par la sant¢ humaine, la production de
biocarburants jusqu’a I’exploitation des mécanismes impliqués dans la formation du frustule des
diatomées (Figure 15) pour des applications nanotechnologiques (Kréger & Poulsen, 2008 ;

Cadoret et al., 2014).

1. Alimentation animale

L’un des premiers secteurs a faire appel aux microalgues est I’aquaculture qui les utilise
traditionnellement pour I‘¢levage des larves et juvéniles de mollusques, de crevettes et de poissons
(Benemann; Hemaiswarya et al., 2011). L’utilisation de microalgues permet un apport adequat en
acides aminés essentiels, vitamines et acides gras poly-insatures a longue chaine (Brown et al.,
1997). Cet apport semble méme optimal dans le cas de I’¢levage des mollusques, puisqu’aucun

régime de substitution n’est aussi performant (Coutteau & Sorgeloos, 1992).

e?23

Q

Pag

0)



INTRODUCTION GENERALE

co,
Light Energy
(Photosynthesis)

.,

-

Pigments Lipids Proteins
Chlorophylls Polyunsaturated ™, 3 6-1,3-Glucan,
Carotenoids Fatty Acids o Carrageenan, Starch,
Phycobilins Hydrocarbons Agar, Alginates,
Y % N Cellulose
¥ § _ S
* Cosmetics * Pharmaceutical * Human Nutrition;
* Human Nutrition; and Therapeutical * Food Technology
* Food Technology Application + ,Functional Food"

* Functional Food"
* Feeding

' Pharmaceutical

and Therapeutical
Application

Figure 14 : les differentes voies de valorisation applicables aux microalgues via les composées a

* Human Nutrition;
* Food Technology
* Functional Food”
* Energy Creation
» (Biodiesel,
Biogasoline)
* Feeding

* Feeding

Bioactive Compounds

Various antibacterial, anti-

viral, anti-fungal, anti-
protozoan, and anti-oigal
compounds
.

Biopolyesters
Poly(hydroxyalkanoates)

\ 4

I Antibiotics

haute valeur ajoutée qu’elles synthetisent (Koller et al., 2014).

["Green Plastics”

Figure 15

Diversité

morphologique des

http://coursbiologie.net/diatomees.html)

Pagc 24

frustules de

diatomée.

(source :



INTRODUCTION GENERALE

2. Santé humaine

Du fait de leur diversite ainsi que celle des habitats qu’elles colonisent, les microalgues
sont une source tres convoitée de molécules bioactives. Ainsi, des composes a valeur medicinale
ont depuis longtemps éte recherches chez ces organismes (Metting & Pyne, 1986), et un grand
nombre d’activités biologiques ont depuis ¢té recensées. On retrouve des proprictes
antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-mutagenes chez les pigments (Mimouni et al., 2012 ; de
Morais et al., 2015) et notamment I’astaxantine (Figure 16) (Shah et al., 2016), des activites
antimicrobiennes et antivirales (Borowitzka, 1997; de Jesus Raposo et al., 2013) ou encore les
activités hypocholestérolemiantes des acides gras poly-insaturés (Mimouni et al., 2012). De plus,
la production d’anticorps monoclonaux chez la microalgue Chlamydomonas reinhardtii a suscité un
vif interét (Franklin & Mayfield, 2005). Cette alternative au systeme mammifere classiquement
utilis¢ semble tres avantageuse du fait des plus faibles couts de production et de la facilite de
transformer le génome nucleaire et chloroplastique de cette microalgue. De maniere plus
generale, les avantages que presentent les microalgues en maticre de rendements et de couts de
production ainsi que la mise au point d’outils de transformation genetique (Figure 17) font de ces

organismes des plateformes biotechnologiques prometteuses (Cadoret et al., 2012 ; Scaife &

Smith, 2016).

3. Alimentaire

La consommation de microalgues dans les pays occidentaux est certes peu courante, mais
elle pourrait constituer un moyen de lutter contre la faim et la malnutrition dans les pays en voie
de développement. La spiruline étant un organisme procaryote photosynthetique, il ne s’agit pas
a proprement parle d’une microalgue. Ces organismes font toutefois I’objet de nombreuses etudes
dans cette optique (Habib et al., 2008). Les spirulines sont d’ailleurs récoltées et consommeées par
les populations africaines et amerindiennes depuis des siecles. Les microalgues eucaryotes, pour
leur part, sont utilisces comme compléments alimentaires du fait de leur forte teneur en proteines
et lipides, notamment les acides ¢icosapentaénoique (EPA) et docosahexaenoique (DHA) qui ne

peuvent pas étre synthétisés par notre organisme (Mendes ez al., 2008).
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Figure 16 : Culture de la microalgue haematococcus pluvialis en vue de la production d’astaxanthine
en chine (a gauche) et en Israél (a droite). (sources: http://bgoworld.com/astaxanthin-

astazinetm/ et http://www.israel21c.org/is-2016-the-year-of-the-algae/)

Figure 17 : visualisation par microscopie a fluorescence de la diatomée modele Phaeodactylum

tricornutum transformée génétiquement pour exprimer la protéine fluorescente GFP. Source :
laboratoire PBA, IFREMER Nantes
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Cependant, les applications dans ce domaine sont freinees par des couts de production encore
¢leves (Becker, 2003). Enfin, en France, seule la spiruline et les especes Odontella aurita et Chlorella
sp. bénéficient d’une autorisation pour la consommation humaine, délivree par I’ANSES. A titre

de comparaison, 19 especes de macroalgues sont actuellement autorisces a la consommation.

4. Bioremediation

La protection de notre environnement est une question qui suscite de plus en plus d’interét
depuis quelques anné¢es. Dans cette optique, les microalgues peuvent étre un outil
particulicrement adapte. En effet, grace a leur surface specifique elevee (rapport entre la surface
et le volume de I’organisme), aux polymeres qu’elles produisent et aux mecanismes d’absorption
qu’elles ont developpés au cours de leur évolution, les microalgues ont des capacites interessantes
pour traiter des milieux pollués ou eutrophiques. Ces applications vont de I’¢épuration d’effluents
d’¢levage (Godos et al., 2009) et d’eaux urbaines ou industrielles (Martinez et al., 2000 ; Lim et
al., 2010) grace a leur capacites d’absorption de I’azote et du phosphore, jusqu’au traitement

d’eaux polluees par des métaux tels que le cadmium, le nickel, le mercure ou le plomb (Aksu,

1998; Chen et al., 1998; Sialve et al., 2009; Fouilland, 2012).

5. Biocarburants

Dans certaines conditions de culture (en limitation azotee, par exemple), certaines especes
de microalgues sont capables de produire de grandes quantites de composes tels le triacylglycerol
et I'amidon. Ces composes peuvent étre utilises pour la production de biodiesel a partir de
triglycerides, de biocthanol a partir d’amidon, ou encore de biogaz a partir de la méthanisation
des microalgues. Ces ¢nergies renouvelables dérivees de microalgues sont ¢galement appelees
biocarburants de troisicme generation (Figure 18). Des recherches sur la production de biodiesel
a partir de microalgues ont été initices durant la crise énergéetique des annces 1970, et cette

theématique a connu un regain d’interét a travers le monde depuis les annees 2000.
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Figure 18 : production de biocarburant a partir de microalgues (adaptée de

http:// WWW.ifpenergiesnouvelles.fr/ Espace-Decouverte/ Tous-les-Zooms/Des-biocarburants-
a-partir-de-microalgues).
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Les microalgues ayant des rendements de production de biomasse et d’huile a I’hectare superieurs
a ceux des plantes terrestres, leur utilisation pour la production de biocarburants est tres
avantageuse (Cadoret & Bernard, 2008). L’utilisation des microalgues permet ¢galement d’eviter
la competition pour les terres arables ainsi que I’exploitation de leurs capacités a la remédiation
du CO, et des eaux usces, lesquelles permettent la production de biomasse ensuite valorisee par
la production de biocarburants (Mata et al., 2010 ; Brennan & Owende, 2013). Cependant, et
malgre ces avantages prometteurs, la production de biocarburants de troisicme genération en est

encore a ses debuts et des progres restent a faire pour qu’elle soit économiquement viable (Chisti,

2013 ; Fields et al., 2014).

V. Mieux comprendre le métabolisme et sa régulation pour

optimiser la production de composés d’intéret

La production de ces composes a haute valeur ajout¢e dépend de la croissance des microalgues
et des parametres de culture. L’application de facteurs de stress environnementaux (privation
nutritive, tempeérature, salinite, lumiere...) aux cultures permet de favoriser la production de
certains composes (Markou & Nerantzis, 2013). Toutefois, I'application de ces stress peut
influencer la croissance des microalgues et, en conséquence, le rendement de production du
compose cible (Adams et al., 2013). Dans le but d’¢viter cet inconvenient, des ¢tudes ont cherche
a mieux comprendre le métabolisme des microalgues afin de mieux predire quel stress et quelle
amplitude de ce stress permettraient d’optimiser la production du compose cible (Baroukh et al.,
2015). Ces ¢tudes pouvant aboutir soit a une approche d’orientation meétabolique par application
des conditions optimales prédites, soit a une approche plus ciblée (Courchesne ez al., 2009 ; Yu et
al., 2011). Dans ce dernier cas, des genes cles impliqués dans 1’acclimatation metabolique de la
microalgue ou de la voie de biosynthese du compose d’interét sont identifiés. Des techniques de
biologie moléculaire telles la transgenese ou le RNA silencing, encore peu mises au point chez les
microalgues mais de plus en plus developpees (Walker et al., 2005 ; Jinkerson & Jonikas, 2015),
sont ensuite utilisées afin d’augmenter ou réeprimer Ieffet de ces genes, dans le but d’augmenter

la production du compose d’interét.

Compte tenu des promesses des microalgues dans la production de biodiesel dérives de lipides de

réserves, nombre d’¢tudes se sont focalisées sur ces composes. A la fois des approches de
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repression (Trentacoste et al., 2013 ; Ma et al., 2014) et de surexpression (Xue et al., 2015) de
genes codant des enzymes cleé du metabolisme lipidique (biosynthese et catabolisme) ont abouti a
des resultats prometteurs. L’accumulation lipidique étant associ¢ée a une condition de culture
limitée en azote, la comprehension du metabolisme de I’azote et de son lien avec I’accumulation
lipidique est elle aussi primordiale. Le lien entre ces deux metabolismes a notamment été exploite
chez la diatomee P. tricornutum pour obtenir une augmentation de la production de lipides suite a
larépression du gene de la nitrate réductase, premier point de controle de la voie de I’assimilation
de I’azote (Levitan et al., 2015). Cependant, ces approches ne ciblent qu’une enzyme, alors que
les processus impliques dans le remaniement des flux de carbone dans la cellule en réponse au
stress azote sont multiples et interconnectes. Cette action combinee est bien illustrée par une
¢tude chez la microalgue Chlorella minutissima (Hsich et al., 2012) chez qui I"expression de cing
enzymes exogenes a permis de doubler la production de triglycerides, alors que separément,
aucune de ces enzymes n’avait d’effet sur cette production. Du fait de cette complexite du
metabolisme et des connexions entre les differentes voies qui le composent, il semblerait plus
efficace de cibler plusieurs enzymes intervenant specifiquement dans la voie de biosynthese du
compose d’interét plutot que de moduler indépendamment I’expression d’une seule enzyme
(Hsieh et al., 2012). Cependant, cibler specifiquement plusieurs enzymes a la fois par génie
genetique peut parfois se reveler delicat pour la plupart des organismes. En consequence, une
approche ciblant des genes cles tels que les facteurs de transcription semble particulicrement
interessante (Courchesne et al., 2009 ; Rabara ez al., 2014). En effet, les facteurs de transcription
(FTs) sont connus pour intervenir dans les etapes cles de la régulation de la transcription genique.
De plus, parmi les différents remaniements meétaboliques induits durant un stress biotique ou
abiotique, il apparait que I’expression de certaines enzymes métaboliques specifiques soit sous la
dependance de quelques FTs seulement (Vom Endt et al., 2002 ; Czemmel et al., 2009). En
consequence, la modulation de I’expression d’un de ces FTs impliqués dans ces remaniements
metaboliques pourrait avoir un effet positif sur la production d’un compose d’interét. Ainsi,
s’intéresser aux FT's et a leur role dans la regulation de la transcription ouvre des perspectives de
recherche intéressantes pour la production de metabolites d’interét mais e¢galement pour une

meilleure compréhension de la biologie de la cellule en genéral.
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VI.  La transcription chez les eucaryotes

Chez tout organisme vivant, le développement, la mise en place de la morphologie, de la
physiologie ainsi que des mecanismes tels que ceux permettant I’acclimatation aux changements
du milieu, sont le fait de la modulation de I’ expression des genes. L’expression d’un gene consiste
a deécoder I'information contenue dans sa sequence genomique afin de produire une proteine
fonctionnelle. La premicre ¢tape de cette expression des genes est la transcription. Elle consiste
a transcrire I'information contenue dans la sequence génomique des genes en un ARN simple brin.
Contrairement aux procaryotes chez qui ce processus n’est assur¢ que par une seule ARN
polymeérase, les eucaryotes en utilisent trois principales (Haag & Pikaard, 2011). Chacune d’entre
elles assurant la transcription de differentes classes de genes. L’ARN polymeérase I assure la
transcription des ARN ribosomiques dans le nucleole (28S, 18S, 5.8S). L’ARN polymeérase I
assure la transcription des ARN messagers (Kornberg, 2007). Et 'ARN polymeérase III est
impliquée dans la transcription des ARN de transferts et autres petits ARN (55, ARN non codants,
Short Interspersed Nuclear Elements (SINEs)...). De plus, deux ARN polymerases
suppléementaires (ARN polymeérases IV et V), specifiques aux plantes terrestres, ont ete
identifices. Celles-ci sont impliquées dans la synthese de petits ARN interférents, jouant un role

dans la regulation de la transcription de certains genes (Herr, 2005 ; Landick, 2009).

Parmi les difféerentes ARN polymerases, la plus ¢tudice est ’ARN polymerase II puisqu’elle
intervient dans la transcription des ARN messagers qui sont destinés a produire les proteines
fonctionnelles permettant le fonctionnement d’une cellule. Dans le cas de cette ARN polymeérase
II, activation de la transcription dépend d’un complexe multi-protéique : le complexe de pre-
initialisation de la transcription (CPI). Contrairement a I’ARN polymérase procaryote, ’ARN
polymeérase II ne reconnait pas elle-méme le promoteur des genes, c’est le CPI qui joue ce role.
Celui-ci est constitue des facteurs de transcription (FTs) dit genéraux puisqu’ils interviennent dans
Iinitialisation de la transcription de tous les genes cibles par I’ARN polymeérase II. Le premier FT
general implique est le TFID. Celui-ci est un complexe protéique compose d’une proteine
appelee TBP (TATA-box binding protein) et de TAFs (TBP associated factors). Sa composition
peut varier d’un gene a un autre ou, par exemple, en fonction du type de tissu (Verrijzer, 2001).

La proteine TBP cible une sequence particulicre au sein des promoteurs des genes, la boite TATA,
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permettant la fixation du TFIID. Sont ensuite recrutés par interactions proteine-proteine les
facteurs gencraux TFIA, TFIIB, TFIF (associc a 'ARN polymerase II), TFIE et TFIIH
(Orphanides et al., 1996) (Figure 19). Cependant, ce modele général suppose que tous les genes
transcrits par I’ARN polymeérase II présentent une boite TATA dans leur promoteur proximal.
Or, ce n’est pas toujours le cas. En effet, la boite TATA n’est retrouvee que dans 13 % des
promoteurs de la levure Saccharomyces cerevisiae (Basehoar et al., 2004) et 10 % chez I’'Homme
(Yang et al., 2007). Néanmoins, des sequences de fixation alternatives a la boite TATA ont ete
identifices (Seizl et al., 2011), permettant d’expliquer, en partie, que méme des genes n’ayant pas
de boite TATA au sein de leur promoteur requicrent l'intervention de TBP pour leur expression
(Pugh & Tjian, 1991 ; Kim & Iyer, 2004). Il en decoule donc I’existence de différents modes de
reconnaissance des promoteurs ainsi qu’une plasticité de la composition du CPI et des protéines
associces a celui-ci (Chang & Jachning, 1997 ; Sikorski & Buratowski, 2009). Cette plasticite
permet ¢galement une certaine specificite de I’activation des genes en fonction du type de tissu

ou du stade de developpement de I’organisme (Deato & Tjian, 2008 ; Kazantseva & Palm, 2014).

VII. La régulation de la transcription

1.Les facteurs de transcription :  structure et

fonctionnement

Une regulation plus fine et plus specifique est necessaire lorsqu’un organisme doit faire
face aux modifications de son environnement (disponibilit¢ en nutriments, changements de
temperature ...) ou au cours de son developpement. Ces fines regulations sont notamment
assurces par ’action des facteurs de transcription (FTs). Ces acteurs clés sont caracterises par la
présence dans leur séquence protéique d’un domaine de liaison al’ADN et d’un domaine effecteur
permettant des interactions protéine-proteine (Figure 20). Les domaines de liaison a I’ADN
permettent une interaction avec la double hélice de différentes manieres en fonction de leur
structure tridimensionnelle (Luscombe et al., 2000). La majorité des FTs (aussi appelées facteur
trans) ne possedent qu’un seul type de domaine de liaison a I’ADN qui peut aussi bien étre present
en une seule qu’en plusieurs copies au sein de la sequence (Charoensawan et al., 2010b). Il existe

une grande diversité de domaines de liaison aI’ADN et, de ce fait, de FTs. Ces derniers sont donc
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Figure 19 : schématisation des differentes etapes de

I'assemblage du complexe de pre-initialisation de la
transcription au niveau d’un promoteur eucaryote (Levine,

2011).
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Figure 20 : structure d’un facteur de transcription (FT), exemple d’un Heat Shock Factor (HSF).
Le domaine de liaison a’ADN permet la fixation du HSF sur son site specifique appele Heat Shock
Element (HSE). Les domaines HR-A et HR-B permettent I’oligomeérisation des HSFs, puisqu'’ils
sont actifs sous forme de trimeres. Le NLS est un signal de localisation cellulaire adressant le FT
au noyau suite a sa production dans le cytoplasme. Les domaines AHA1 et AHA2 sont les domaines
effecteurs des HSFs, leur permettant notamment d’interagir avec les composants du CPI. Le NES
est une  sequence  d’exportation  nucléaire.  Source:  http://biochimej.univ-

angers.fr/PageZ /COURS/Zsuite/4StressLeaHsp/ 1 StressLeaHsp.htm
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classes en familles, chacune d’elles etant caracterisce par la presence d’un domaine ou d’une
combinaison de domaines de liaison a ’ADN. Ces domaines de liaison a I’ADN sont caractérisés
par une séquence proteique conservee (Luscombe et al., 2000 ; Riechmann et al 2000). Par

exemple, les FTs de la famille ERF (Ethylene Response Factors) sont caractérises par la presence

du seul domaine de liaison a I’ADN de type APETALA2 (AP2) (Jin et al., 2014) (Figure 21).

Les facteurs de transcription en se fixant a I’ADN via les domaines de liaison, modifient
I’expression des génes. Les domaines de liaison a ’ADN reconnaissent et se fixent a des sequences
specifiques (6 a 12 paires de bases en moyenne), appelees elements cis, situces au niveau des
/4 /4 . \ /4 /4 . . . . .
sequences regulatrlces des genes. Ces sequences regulatrlces peuvent aussi bien faire partie du
promoteur proximal (jusqu'a 1 000 ou 1 500 paires de bases en amont du site d’initiation de la
transcription), que des régions activatrices ou inhibitrices distales situces jusqu’a plusieurs dizaines
de milliers de paires de bases en amont ou en aval du géne et méme au niveau des introns
(Blackwood & Kadonaga, 1998), ou encore inter-chromosomiques (Spilianakis et al., 2005). Les
4 . I/ . . .
sequences distales sont appelées « enhancer » quand elles ont une action activatrice sur la

transcription, et « silencer » quand leur action provoque une inhibition de la transcription (Figure

22).

Quel que soit le type de sequence promotrice impliquée, le mode de régulation de la transcription
fait intervenir des FTs. Une fois liés a leur site de fixation au sein de ces séquences promotrices,
les FTs jouent leur role de régulateur de la transcription en recrutant des protéines partenaires
grace a leur domaine effecteur. Ces domaines effecteurs permettent la regulation de la
transcription via des interactions proteine-protéine avec des proteines composant le CPI ou des
enzymes modifiant la structure de la chromatine (Figure 23). Les domaines effecteurs permettant
de reguler I’expression des genes via un contact direct avec les composants du CPI ont pour effet
de renforcer le recrutement et la stabilisation du CPI. Contrairement aux domaines de liaison a
I’ADN, les domaines trans-activateurs ne sont pas caracterisés par une forte homologie de
sequence, mais par la proportion d’un certain type d’acide amine dans leur séquence protéique
(Johnson et al 1993). Une de ces classes de domaines est caractérisée par une proportion d’acides-

amines de nature acide produisant une forte charge nette negative (Hope & Struhl, 1986 ; Hahn,

1993).
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Figure 21 : familles de FTs connues chez les plantes et les régles d’assignement correspondant a
chacune d’elles. Source : PlantTFDB.com
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Figure 22 : schéma illustrant les différents types de séquences promotrices intervenant dans la
regulation de la transcription, et leur distance par rapport au site d’initiation de la transcription
(TSS). Un promoteur proximal est situ¢ immediatement en amont du TSS. En son sein, se
trouvent des sites de fixation des FTs (TFBS), parfois regroupés en clusters (CRM). Des TFBS
peuvent également étre situes plus loin (enhancers/silencers) en amont, en aval ou dans la

sequence du gene (TFBS dans la region genique, en vert) (Lenhard et al., 2012).
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Figure 23 : schéma representant I’action des differents acteurs de la regulation de la transcription.
Les FTs lies a leur site de fixation (TFBS) agissent de concert via des interactions proteine-proteine
afin de recruter des proteines partenaires (co-activateurs ou co-represseurs ; ici Co-activator
complex). Ces interactions ont pour effet de stabiliser et favoriser la formation du CPI (ici

Transcription initiation complex) ou de modifier la structure de la chromatine (Wasserman &
Sandelin, 2004).
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Cette nature acide semble primordiale a la fonction du domaine, comme le suggere
I’augmentation de I’activation de la transcription provoquee par un ajout de résidus acides au sein
du domaine trans-activateur du FT GAL4 (Gill & Ptashne, 1987). Il en va de méme pour les
domaines riches en glutamine (Courey & Tjian, 1988) et en proline (Gerber et al., 1994) dont au
moins 25% de leur composition en acides-aminés correspondant a ces residus, alors que les
domaines riches en serines et threonines sont moins communs et pourraient faire intervenir un
mecanisme de phosphorylation (Johnson et al., 1993 ; DeFalco & Childs, 1996). Quant aux
domaines HOB1/HOB2 ils ne sont retrouves que chez les FTs proto-oncogenes Jun et Fos
(Sutherland et al., 1992). Ces differents domaines permettent aux FTs d’interagir avec differents
types de protéines, aboutissant a I’implication de nombreux acteurs dans la régulation de

I’expression de leurs génes cibles.

2.Les FTs dans la régulation de la transcription : action

combinée de nombreux acteurs

Grace a ces domaines trans-activateurs, les FTs interagissent avec des elements du CPI tels
le TFIIB ou encore certains TAFs entrant dans la composition du TFIID (Choy & Green, 1993 ;
Kim & Roeder, 1994 ; Chiang & Roeder, 1995), entrainant un changement de conformation de
ces FTs genéraux. Ce changement de conformation a pour conséquence d’augmenter leur activite,
c’est-a-dire leur capacite a recruter les autres composantes du CPI (Horikoshi er al., 1988 ;
Roberts & Green, 1994), renforgant ainsi la formation du CPI au niveau des promoteurs des
genes. Le recrutement et la stabilisation du CPI a ¢galement lieu via I'intervention d’un complexe
proteique appelé Mediator. D’abord identifi¢ chez la levure Saccharomyces cerevisiae, ce complexe
semble tres répandu chez les eucaryotes (Bourbon, 2008). Il interagit en solution (non li¢ a
I’ADN) directement avec I’ARN polymerase II, le TFIIB, le TFIIF et le TFIIH, formant un
complexe appelé holoenzyme (Kim et al., 1994). Le Mediator agit comme une sorte de pont entre
le FT et le CPI puisqu’il interagit directement a la fois avec le domaine trans-activateur du FT fixe

sur le promoteur du gene, et avec I’ARN polymeérase I via la formation de I’holoenzyme (Figure

24) (Koleske & Young, 1994 ; Hengartner ez al., 1995).

Page 38



INTRODUCTION GENERALE

Figure 24 : schéma de I'intervention du complexe médiator dans la régulation de la transcription.
Les FTs lies a leur site de fixation dans le promoteur du gene (A et B) recrutent des proteines
partenaires modifiant la structure de la chromatine (acétylation/desacetylation des histones et
remodelage de la chromatine). De plus, le recrutement du complexe mediator via un FT fix¢ au
niveau d’une séquence enhancer permet de faciliter le recrutement de I’ARN polymeérase II sur le
site d’initiation de la transcription et de stimuler ’activité du CPI. (St-Pierre, 2009)
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Outre cette facilitation et stabilisation de I’assemblage du CPI, la regulation de I’expression des
genes par les FTs se fait egalement via le recrutement de proteines agissant sur la structure de la
chromatine. Dans le noyau d’une cellule eucaryote, ’ADN comporte plusieurs niveaux de
compaction. L’unité de base de cette compaction est le nucléosome. Celui-ci est formé par un
octamere d’histones (deux histones H2A, deux histones H2B, deux histones H3 et deux histones
H4) (Richmond et al., 1984) autour duquel une longueur de 147 paires de bases d’ADN est
enroulée. Chacun de ces nucléosomes est separe par un court segment d’ADN dont la taille peut
varier (10 a 80 paires de bases) (Felsenfeld & Groudine, 2003). Un niveau de compaction
superieur est ensuite atteint avec la formation d’une fibre compacte qui est stabilisee par
I'intervention d’une cinquieme histone, I'histone H1 (ou I'histone H5), se liant au nucléosome
ainsi qu’au segment d’ADN le separant du nucléosome suivant (Figure 25). Ainsi compactee, la
chromatine, appelée hétérochromatine, offre peu de possibilités aux FTs et au CPI d’accéder au
promoteur des genes. Ceux-ci ne sont donc pas exprimes. En réponse a un stimulus, cette
compaction peut ¢tre modifiee, rendant accessible des portions regulatrices du géenome qui etaient
compactees et inversement (Agalioti et al., 2000) (Figure 26). Cette chromatine relachee est dite
euchromatine. En conséquence, I’¢tat de compaction de la chromatine fait partie integrante de la
regulation de I’expression des genes. Cette compaction est régulée par des mecanismes
¢pigencetiques permettant une régulation transcriptionnelle en fonction de I’ environnement ou du
type de tissu (Racanelli ez al., 2008 ; Jung et al., 2015). Les genes situes dans les regions
d’hétérochromatine sont donc difficilement accessibles. Toutefois, des ¢tudes de cartographie des
nuclecosomes le long de génomes eucaryotes montrent que certaines régions promotrices
proximales ont tendance a étre libres de nucleosomes et donc accessibles aux FTs (Yuan et al.,
2005 ; Mavrich et al., 2008 ; Zhang et al., 2015). Cette caractéristique n’¢tant pas commune a
tous les promoteurs, d’autres mécanismes doivent étre mis en place afin de permettre aux FTs et

au CPI d’accéder a ces promoteurs et de réguler I’expression des génes qu’ils controlent.

Certains FTs ont la capacite de se lier a leur site de fixation lorsqu’il est situé¢ sur une portion
d’ADN enroulé autour d’un nucléosome. Ces FTs sont appelés FT's pionniers (Zaret & Carroll,
2011 ; Zaret & Mango, 2016) (Figure 27). Cette capacite est due au fait que la structure de leur
domaine de liaison a ’ADN est particuliere, comme celle des FTs FoxA dont la structure
ressemble a celle des histones H5, tout en permettant la reconnaissance d’un site de fixation

specifique (Clark et al., 1993). Les FT's FoxA ont également un domaine permettant une fixation
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Figure 25 : schema des differents niveaux de compaction de ’ADN dans le noyau d’une cellule
eucaryote. La partie droite repréesente le schéema d’un nucleéosome. (Fortin, 2005)

— Qo

Figure 26 : role de la compaction de ’'ADN dans la régulation de la transcription. Les
modifications de la chromatine peuvent permettre la fixation de FTs (sphere bleue notee « Reg »)
en rendant accessible leur site de fixation (portion bleue claire).
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Figure 27 : representation schematique du réle d’un FT pionnier. Un FT pionnier (sphere verte
notee P) a la capacité de se lier a son site de fixation lorsque celui-ci est situ¢ dans une portion

compactee de la chromatine. Sa fixation permet ensuite celle d’autres FTs (Slattery et al., 2014).
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Figure 28 : les deux modes d’action des FTs pionniers. Un mode passif dans lequel le FT pionnier
est prealablement lic a son site de fixation. Il constituera un ancrage pour la fixation d’autres FT's
lorsque la regulation des genes concernés sera requise. Et un mode actif selon lequel la fixation du
FT pionnier facilite directement la relaxation de la chromatine ou permettre a d’autres FTs de se
lier a leur site de fixation (Zaret & Carroll, 2011).
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aux histones, stabilisant la fixation du FT (Cirillo et al., 2002), ainsi qu’un domaine d’activation
de la transcription (Pani et al., 1992). Cette reconnaissance du site de fixation situé¢ sur une portion
de la chromatine, pourtant inaccessible pour la majorite des FTs, est ¢galement facilitée par la
capacite des FTs pionniers a reconnaitre une sequence reduite de la séquence caracterisant leur
site de fixation (Soufi et al., 2015). Une fois fixes, le role de ces FTs pionniers peut revétir deux
aspects (Figure 28). Un mode passif dans lequel leur fixation prealable a toute regulation de la
transcription constituera un ancrage pour la fixation d’autres FTs lorsque la régulation des genes
concernes sera requise. Cet ancrage prealable permet une réponse plus rapide de la cellule,

notamment pendant le développement et dans la regulation hormonale chez les animaux (Gualdi

et al., 1996 ; Carroll et al., 2005).

Mais les FT's pionniers régulent egalement I’expression des genes de manicere active en permettant
la relaxation de la chromatine par leur seule liaison a leur site de fixation (Cirillo et al., 2002). Ils
peuvent egalement permettre a d’autres FTs de se lier a I’ADN (Cirillo & Zaret, 1999 ; Watts et
al., 2011), recruter directement I’ARN polymérase Il (Hsu et al., 2015), ou encore interagir avec
des proteines intervenant dans la modification de la structure de la chromatine (Li ez al., 2012).
Ce dernier exemple fait intervenir des proteines jouant un role crucial dans la regulation de
I’expression des genes grace aux réactions enzymatiques qu’elles catalysent, lesquelles modifient
la compaction de la chromatine. Parmi celles-ci, on retrouve deux sortes de mecanismes. (i) Un
remodelage de la chromatine ATP-dépendant provoque par des complexes proteiques déplagant
les nucléosomes et les histones au sein de la chromatine (Ho & Crabtree, 2010). (ii) Des
modifications post-traductionnelles des histones modulant la compaction (Kouzarides, 2007)
(Figure 29). La queue N-terminale des histones est en effet sujette a de nombreuses modifications
post-traductionnelles, telles des acétylations, methylations, phosphorylations, sumoylation et
ubiquitinations (Roh ez al., 2005 ; Zhu ez al., 2005 ; Ge et al., 2006 ; Nathan et al., 2006 ; Wang
et al., 2006 ; Li et al., 2007). Mais ces enzymes peuvent ¢galement intervenir dans la régulation
de Dactivite des FTs eux-mémes via une acetylation (Kouzarides, 2000), une phosphorylation
(Brivanlou & Darnell, 2002), ou encore une sumoylation ou une ubiquitination (Conaway et al.,
2002 ; Gill, 2005). 11 s’agit donc d’une action de ces enzymes combinee a celle des FTs au niveau
des sequences promotrices des genes qui permet le recrutement de I’ARN polymeérase II et

Iinitiation de la transcription.
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Figure 29 : illustration représentant les modifications post-traductionnelles des histones impactant
la condensation de la chromatine. Une chromatine active, permettant I’expression des genes via
la fixation des differents acteurs de la regulation de la transcription, est caracterisee par la presence

d’acétylations. Au contraire, une chromatine inactive est condensée et caractérisce par la presence
de methylations. HDAC : Histone Deacetylase, HAT : Histone acetyl-transferase, DNMT : DNA
Methyl-transferase. (Vandermeers et al., 2013)
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Figure 30 : exemple de la regulation de I’expression d’un gene par des récepteur nucléaires non
stéroidiens. Ces FTs sont actifs sous forme d’hétérodimeres et se fixent sur leur site de fixation
(HRE). Ils recrutent ensuite differentes proteines partenaires en fonction de la nature du dimere
forme. A) les protéines partenaires recrutées ont une action activatrice de la transcription,
modifiant la structure de la chromatine et permettant la formation du CPI. B) les protéines
partenaires recrutées ont une action inhibitrice de la transcription. La chromatine est maintenue
compactee et la formation du CPI est inhibée.

Source : http://themedicalbiochemistrypage.org/gene-regulation.php
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Au niveau des promoteurs, les sites de fixation des FTs sont regroupés en modules permettant
une action combinée des FTs dans la régulation de I’expression des genes (Remenyi et al., 2004)
que ce soit depuis un promoteur proximal ou distal (Lemon & Tjian, 2000). L’espacement des
sites de fixations au sein des promoteurs peut ¢galement étre un parametre crucial dans
I’expression des genes afin que le recrutement des proteines partenaires soit possible (Ng et al.,
2014). Le fait que les FTs puissent reconnaitre une séquence degeneree de leur site de fixation
(Wunderlich & Mirny, 2009) permet ¢galement une variation de I’association de FT's au niveau
d’un promoteur, puisque plusieurs FTs peuvent entrer en compeétition pour un méme site de
fixation (Zabet & Adryan, 2013). Cette complexite est encore accrue par la capacite de certains
FTs a former des homo- ou hétéro-multimeres (Amoutzias et al., 2008), tels les bBHLH (Taelman
et al., 2004), les bZIP (Amoutzias et al., 2007), les HSF (Yamamoto et al., 2009b) ou encore les
MADS-box (Puranik et al., 2014). Chaque hétéro-dimere ciblant un site de fixation différent.
Enfin, la petite taille des sites de fixation des FTs ainsi que la reconnaissance de séquences
degenerees implique une occurrence ¢levee de sites de fixation potentiels au sein du génome.
Cependant, la plupart de ces sequences ne sont pas biologiquement fonctionnelles puisque peu
sont lices a un FT in vivo, la compaction de la chromatine jouant un role regulateur quant a
I’accession de ces sites potentiels (Guertin & Lis, 2010). Il apparait donc de plus en plus clair que
la régulation de la transcription fait intervenir une combinaison de plusieurs FTs agissant de
manicre synergique (Lemon & Tjian, 2000). De plus, cette combinaison de FTs etant propre a
chaque promoteur, et chaque combinaison de FTs permettant de recruter une grande diversite de
protéines partenaires (co-activateurs ou co-répresseurs), un meéme FT peut activer la transcription
d’un gene et réprimer celle d’un autre (Figure 30) (Ma, 2005). Cette action combin¢e d’une
poignée de FTs pouvant reguler I’expression d’un grand nombre de genes en recrutant diverses
protéines partenaires permet une fine régulation de la réponse cellulaire (Brkljacic & Grotewold,

2016).

Outre I’¢tat de la chromatine, le contexte spatial au sein du noyau est ¢galement a prendre en
compte. En effet, le noyau est organis¢, chaque chromosome occupant un espace particulier
appele territoire (Figure 31). Cette conformation permet a des genes ¢loignes au sein et entre
chromosomes de se retrouver spatialement proches dans le noyau via la formation de boucles
(Fraser & Bickmore, 2007). Il existe ¢galement au sein du noyau des régions presentant une

activite transcriptionnelle ¢levee (Iborra et al., 1996). Ces régions regroupent une concentration
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Figure 31 : representation des territoires chromosomiques. Illustration 3D de la chromatine a
I'interphase. Chaque chromosome est represente d’une couleur différente, mettant en évidence
leur territoire chromosomique. Source : http://medical-render.com/content/chromosome-

territories

4 RNA polymerase

TF- transcription factory

—~ mMRNA transcript

CT - chromosome territory  — {? chromatin loop

Figure 32 : schema d’une « transcription factory » situce entre trois territoires chromosomiques.
Les boucles chromosomiques formées a la péripherie de chaque territoire chromosomique
partagent la méme « transcription factory ».

Source : https://www.mechanobio.info/topics/genome-regulation/dna-templated-transcription/
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d’ARN polymerases et de facteurs associés suffisants pour permettre la transcription de plusieurs
genes (Cook, 1999) et sont appelees « transcription factories » (Figure 32). L’organisation du
noyau en territoires chromosomiques permet donc a des genes ¢loignés au sein du génome de se
retrouver proches dans le noyau et d’étre sous I'influence d’une méme usine a transcription,

expliquant ainsi leur co—régulation.

VIII.  L’importance des FTs dans I'histoire evolutive des

organismes

De par leur fonction clé dans I’expression des genes et leur regulation, les FT's jouent un role
déterminant dans I’évolution des organismes. L’histoire evolutive des eucaryotes est en effet
ponctuce de processus tels des ¢venements de duplications (Wendel, 2000 ; Paterson et al., 2006
; Edger & Pires, 2009) ou encore le brassage et I'accretion de domaines permettant des

modifications entrainant I’apparition de nouvelles familles de FTs (Riechmann et al., 2000 ; Lang

et al., 2010).

Le mouvement de domaines proteiques au sein d’une proteine et entre protéines (de Chateau &
Bjorck, 1994 ; Patthy, 1996) ainsi que leur influence sur I’évolution des proteines, et notamment
des FTs, n’est plus a demontrer, aussi bien chez les animaux, les plantes que les virus
(Morgenstern & Atchley, 1999 ; lyer et al., 2002 ; Kawashima et al., 2009 ; Carretero-Paulet et
al., 2010). De tels phénomenes de brassage de domaines de liaison a I’ADN peuvent provoquer
I’émergence de nouveaux FTs comme, par exemple, I'association d’un homeo-domaine et d’un
leucine zipper caractéristique de la famille des HD-ZIP retrouvée uniquement chez les plantes
terrestres (Riechmann et al., 2000 ; Lang et al., 2010 ; Sharma et al., 2013). Un autre exemple
est celui des aureochromes que l'on retrouve uniquement chez les strameénopiles
photosynthetiques (Takahashi et al., 2007 ; Ishikawa et al., 2009 ; Vieler et al., 2012 ;
Schellenberger Costa et al., 2013). Ces récepteurs de la lumiere bleue sont caracterises par
’association d’un domaine basique-leucine-Zipper (bZIP) responsable de la liaison a ’ADN et
d’un domaine senseur LOV (Light, Oxygene, Voltage) appartenant a la superfamille de domaines
PAS (Per-ARNT-Sim). Lors d’une irradiation par de la lumiere bleue, le domaine LOV se lie a un
FAD (flavin adenine dinucleotide) ou un FMN (flavin mononucleotide) qui joue le role de

chromophore (Salomon et al., 2000). Dans I’environnement marin, les longueurs d’onde autres
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que celles de la lumiere bleue sont absorbees, ces dernieres etant les seules a parcourir de longues
distances dans la colonne d’eau (Austin & Petzold, 1986). La lumicre bleue est donc supposée
jouer un role important chez les microalgues, comme le suggere I'implication des auréochromes
dans des mecanismes cles tels le cycle cellulaire (Huysman et al., 2013). Ces FTs conferent donc
aux stramenopiles photosynthéetiques un avantage adaptatif important pour survivre dans un
environnement marin. Ces brassages de domaines aboutissent donc a de nouvelles combinaisons
de domaines, lesquelles permettent une innovation en terme d’interactions, tant avec ’ADN
(¢lements cis) qu'avec des protéines et notamment des regulateurs de la transcription. Ces
nouveaux reseaux d’interactions permettent I’émergence de nouveaux mécanismes de régulation
(Koonin & Galperin, 2003) et participent donc a I’évolution des organismes (Nowick & Stubbs,
2010). Cette complexification des mecanismes de regulation est ¢galement influencée par des
¢venements de duplication de genes (Arsovski et al., 2015). Dans le cas d’une duplication de
genes, les deux duplicats ont 3 devenirs possibles (Figure 33) : (1) Les deux duplicats conservent
la méme fonction (sub-fonctionnalisation) ; (2) 'un des deux duplicats acquiert une nouvelle
fonction tandis que I’autre conserve la fonction ancestrale (neo-fonctionnalisation) ; (3) I'un des
deux duplicats devient non fonctionnel et déegenere en pseudogene (Lynch & Conery, 2000). Peu
de cas de ne¢o-fonctionnalisation sont prouves puisque dans le cas d’anciens paralogues, le gene
ancestral est difficile a mettre en évidence. Cependant, certaines hypotheses ont ¢te eémises,
notamment concernant les FTs de la famille des MYB impliqués dans le développement des
trichomes chez A. thaliana. En effet, ceux-ci seraient issus d’une duplication des genes MYB
impliqués dans la biosynthese des anthocyanes, suivie d’une divergence évolutive (Serna & Martin,
2006). Un tel exemple a ¢galement ¢te mis en évidence chez le champignon Candida albicans chez
qui des FTs apparus par duplication ont ensuite diverges d’un point de vue de leur specificite de
liaison a I’ADN et/ ou d’interactions avec des régulateurs de la transcription (Perez et al., 2014).
Ces modifications aboutissant a une régulation de I’expression de groupes de genes differents
permettant d’ameliorer la proliferation de C. albicans chez son héte. Les changements suivant une
duplication peuvent ¢galement provoquer une modification du niveau d’expression d’un duplicat.
Cette différence d’expression, tant au niveau spatial qu’au niveau quantitatif, peut contribuer a

une neo-fonctionnalisation (Kim et al., 2012 ; Sakuma et al., 2013).

Page 48



INTRODUCTION GENERALE

Devenir du
gene
paralogue

Duplication
de gene

Néo-
fonctionnalisation

Sub-

Paralogue . o
g fonctionnalisation

Facteur de
transcription

Gene ancestral Pseudogénisation

Figure 33 : les trois devenirs possibles des paralogues suite a une duplication de gene. Neo-
fonctionnalisation : le gene paralogue acquiert une nouvelle fonction benéfique a I’organisme et
est retenue par s¢lection naturelle alors que le gene ancestral conserve la fonction originale. Sub-
fonctionnalisation : les deux copies du gene conserve la fonction d’origine. Pseudogenisation :

accumulation de mutations degenératives, le gene paralogue perd toute fonction
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Des duplications de portions de génome ou de génomes entiers ont egalement abouti a une
expansion de certaines familles de FTs tels les MADS-box, les MYB ou encore les bHLH chez les
plantes (Becker et al., 2000 ; Feller ez al., 2011). Pertes et expansions de familles de FT's jalonnent
I’histoire évolutive des plantes et des algues (Lang et al., 2010). De telles expansions sont toutefois
plus frequentes dans le génome des plantes que dans celui des animaux ou des champignons (Shiu
et al., 2005). Ces expansions sont non seulement dues a un taux de duplications plus ¢leves chez
les plantes (Wendel, 2000), mais ¢galement a un degré d’expansion plus eleve des familles de FT's
par rapport aux autres genes. C’est-a-dire qu'un FT dupliqué sera plus facilement conserve qu’un
autre gene. De plus, des groupes de genes orthologues entre A. thaliana et O. sativa codant des FT's
presentent des expansions paralleles (une fois encore, plus que les autres genes) (Shiu ez al., 2005).
Ces conservations de FTs dupliqués pourraient s’expliquer par les pressions environnementales
que subissent les plantes et auxquelles elles doivent faire face du fait de leur mode de vie sessile.
Une favorisation de la duplication ou de la rétention des FTs apres duplication (Shiu et al., 2005 ;
Hanada et al., 2008), ajoutée aux mecanismes ¢voqués précédemment (néo-fonctionnalisation,
brassage et accrétion de domaines) entrainent une complexification des réseaux de regulation des
genes, permettant ainsi une meilleure réponse aux stress subis par les plantes (Blanc & Wolfe,
2004). Ce role crucial des FTs chez les plantes peut aussi expliquer que 13% des proteines
specifiques des plantes identifices dans le genome de A. thaliana sont des FTs, constituant ainsi le
groupe fonctionnel le plus represente (Gutierrez et al., 2004). De plus, ces FTs appartiennent a
des familles lices a des fonctionnements particuliers tels les NAC, WRKY ou AP2/ERF (réponse
aux stress, developpement ...), permettant aux plantes de micux faire face et s’adapter aux

Changements de leur environnement.

De nombreuses ¢tudes realisent donc des analyses comparatives portant sur différentes especes
et/ou groupes taxonomiques et apprehendent ainsi un aspect evolutif par I'intermediaire des FT's
(Lang et al., 2010 ; Charoensawan et al., 2010a ; Sharma et al., 2013). Ce type d’¢tude permet de
mettre en ¢vidence certaines particularites specifiques a une espece ou un taxon. Chez A. thaliana,
45% des FTs identifies appartiennent a des familles identifices uniquement chez les plantes
(Riechmann et al., 2000). Enfin, une caractéristique supplémentaire des plantes terrestres
concerne I’expansion de la famille des MYB. En effet, 190 séquences sont observées chez A.
thaliana contre 6 et 10 sequences chez Drosophilia melanogaster et Saccharomyces cerevisiae

respectivement (Feller et al., 2011). Un autre exemple est celui des Heat Shock Factors (HSFs)
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qui sont en proportion plus importante parmi les FTs des deux diatomées P. tricornutum et
Thalassiosira pseudonana (33% et 36% respectivement) par rapport aux autres stramenopiles (de
14% chez Aureococcus anophagefferens a 5% chez Phytophtora ramorum) (Rayko et al., 2010). Dans le
cas de Caenorhabditis elegans, les FTs appartenant a la famille des recepteurs a I’acide rétinoique
sont au nombre de 239 alors que chez les autres animaux il n’en est déenombré au maximum que

19 chez Tetraodon nigroviridis (Zhang et al., 2012).

Dans le monde des microalgues, de telles ¢tudes comparatives portant sur les FT's ont éte realisces
chez les stramenopiles (Rayko et al., 2010) ainsi que chez les algues vertes et rouges dans le but
de determiner leur place dans Ihistoire évolutive des organismes photosynthétiques (Lang et al.,
2010 ; Sharma et al., 2013). Bien que les haptophytes soient un groupe majeur dans I’histoire
¢volutive des organismes photosynthetiques (Burki et al., 2012), leur integration dans de telles
¢tudes est limitée du fait du manque de donné¢es géenomiques disponibles. En effet, seuls deux
geénomes d’haptophyte ont ete sequences, celui d’E. huxleyi (Read et al., 2013) et, tres recemment
celui de Chrysochromulina tobin (Hovde et al., 2015). Combler ce manque ainsi que ceux concernant
d’autres lignées de microalgues (chlorarachniophytes, cryptophytes, glaucophytes, euglenes,
rhodophytes) permettrait de mieux comprendre Ihistoire ¢volutive de ces organismes au travers
des gains et pertes de familles de FTs ou de la présence de sequences specifiques de lignees. Cette
histoire evolutive est en effet ponctuée de processus tels que des évenements de duplication
(Wendel, 2000 ; Paterson et al., 2006 ; Edger & Pires, 2009) ou encore le brassage et I’accréetion
de domaines permettant des modifications entrainant ’apparition de nouvelles familles de FTs

(Riechmann et al., 2000 ; Lang et al., 2010 ).

IX. Les FTs comme cibles moleculaires pour I’ orientation

métabolique

Les FTs ayant un role determinant dans le développement et I’acclimatation metabolique des
organismes, ils constituent des cibles de choix en vue d’applications biotechnologiques. Dans une
optique de production d’un composé¢ d’intérét, des approches d’orientation métabolique et de
modulation de I’expression des genes par genie genétique ciblant une ou plusieurs enzymes sont
abordées (voir plus haut, partie « mieux comprendre le métabolisme et sa régulation pour

optimiser la production de composés d’intérét »). Toutefois, du fait de la complexité de

Page 51

S



INTRODUCTION GENERALE

I"acclimatation métabolique induite par le stress et des connexions entre les différentes voies qui
la composent, ces approches sont encore complexes a maitriser. Une alternative interessante, et
proposce depuis une dizaine d’annees chez les plantes (Capell & Christou, 2004), consiste a cibler,
non pas les enzymes impliquées qui seraient trop nombreuses, mais des facteurs de transcription
(FTs). Certaines ¢tudes s’attachent donc a ajouter des FTs, ou a sur- ou sous-exprimer des FTs
dé¢ja presents dans le genome de I’ organisme etudie (Ibafiez-Salazar et al., 2014 ; Kang et al., 2014 ;
Zhang et al., 2014b). La modification de I’expression d’un FT influence celle de nombreux genes.
De fait, I’ orientation du metabolisme vers la production d’un compose d’intérét peut étre atteinte
lorsque ce FT est choisi avec soin. De plus, cette approche peut permettre d’induire les effets
recherches qui seraient produits par I'application du stress, tout en en évitant les effets negatifs

sur la croissance de la microalgue.

Par exemple, un FT de soja de la famille des Dof impliquée dans la production de lipides, a ete
transfere dans le génome de la microalgue Chlorella ellipsoidea (Zhang et al., 2014a). Cette
transformation a abouti a la modification de I’expression de 1046 genes et a une augmentation de
52 % de la production de lipides par la microalgue. Un FT de soja de cette méme famille des Dof
a ¢galement cté transfere dans le genome de C. reinhardtii, aboutissant a un doublement de la
production de lipides totaux (Ibanez-Salazar ez al., 2014). Enfin, tres récemment, la surexpression
d’un des FTs de la famille bHLH de la microlague Nannochloropsis salina a permis d’augmenter le

taux de croissance, ’assimilation des nutriments et la production d’esters methyliques d’acides

gras (Kang et al., 2015).

Néanmoins, choisir judicieusement le(s) FT(s) cible(s) requiert une connaissance suffisante des
mecanismes impliques dans la production de lipides en condition de stress azote, depuis la
régulation de la transcription par les FTs jusqu’aux reorientations métaboliques impliquees. Un
certain nombre d’¢tudes moleculaires a ¢te mene dans cette optique chez les microalgues et
différentes approches ont été abordées au fil du temps. La plupart de ces ¢tudes concernent les
microalgues vertes qui restent a ce jour les mieux connues et les plus etudiees (Sanz-Luque et al.,
2015 ; Goncalves et al., 2016). Concernant le métabolisme de ’azote, une é¢tude s’est attachee a
identifier de potentiels sites de fixation de FTs dans le promoteur de la nitrate réductase de la
microalgue verte Chlorella vulgaris (Cannons & Shiflett, 2001). L’implication potentielle de FTs

de la famille GATA a ainsi ¢te mise en évidence. Une autre ¢tude, mence chez la microalgue rouge
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Cyanidioschizon merolae, a identific un FT de la famille des MYB dont I'induction etait
specifiquement lice a une dépletion azotee. De plus, cette expression ¢était en correlation avec

celle de certains genes clés de Iassimilation de I’azote (Imamura ez al., 2009).

Ensuite, avec I’avenement des techniques dites « —omiques», des etudes a I’echelle d’un
transcriptome, d’un protéome ou d’un génome entier ont vu le jour dans le but d’analyser la
regulation de la production lipidique des microalgues en conditions de stress azote, et ainsi
identifier les réseaux de regulation qui contrélent cette production. Des approches genomiques
ont ete abordees. Beneficiant du genome sequence de I eustigmatophycee Nannochloropsis oceanica,
Hu et al., (2014) ont ainsi identifi¢c des motifs conserves dans les promoteurs de genes impliques
dans le meétabolisme lipidique chez six souches de Nannochloropsis sp., et ont ainsi construit un
reseau de regulation de cette voie de biosynthese. Quant aux ¢tudes fondees sur I’analyse du
transcriptome ou du protéome, elles identifient principalement des FTs sur- ou sous-exprimes
(souvent nombreux) en fonction des différentes conditions physiologiques, mais sans identifier
plus precisement le lien de ces FTs avec les autres genes ou les phenotypes observes (Miller et al.
2010 ; Lv et al., 2013 ; Guarnieri et al., 2013). Bien qu’etant des candidats interessants, ces FTs
requicrent une caracterisation ulterieure afin de mieux comprendre leur réle. Certaines etudes
s’attachent d’ailleurs a identifier un FT candidat particulier et a caracteriser plus precisément sa
fonction. Ainsi, Matthijs ez al., (2016) ont identifi¢ un FT appelé RGQ1 chez la diatomée modele
P. tricornutum, appartenant a une famille de FTs non decrite jusque-la. L’analyse de données
transcriptomiques a permis d’identifier des genes surexprimes en réponse a un stress azote chez
cette diatomee. Deux motifs conserves correspondant a des sites de fixation de FTs potentiels ont
cte identifies dans les sequences promotrices de ces genes. L’analyse simple hybride chez la levure
a finalement permis de montrer que I’'un de ces deux motifs etait specifiquement reconnu par ce
nouveau FT, RGQ1, démontrant ainsi son implication dans la réponse a une privation d’azote.
Une autre ctude, cette fois chez la microalgue verte Chlorella (Goncalves et al., 2016), a montre,
par une analyse protéomique confirmée par une approche de complémentation de mutant, que le
FT ROC40 de la famille des MYB-related (connu pour son implication dans le cycle cellulaire)

etait implique dans la production de lipides en condition de privation d’azote.

Toutefois, ces ¢tudes ne selectionnent leurs candidats qu’a partir de données transcriptomiques

ou protéomiques, et les mécanismes lies a ces FTs ne sont pas precisement identifies. Or,
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I"acclimatation d’une cellule en réponse a un stimulus pergu requiert I’intervention de nombreux
acteurs agissant de concert (Brivanlou & Darnell, 2002). La compréhension des mécanismes sous-
jacents passe donc par I'intégration de differents types de donnees (Kitano, 2002 ; Nurse, 2003)
prenant notamment en compte les FTs, leurs interactions entre eux et avec les autres régulateurs
de la transcription, et I’identification de leurs genes cibles. L’identification de ces réseaux de genes
connectes les uns aux autres dans un contexte physiologique et cellulaire particulier est, en effet,
une question de plus en plus etudiee par les scientifiques (Schadt, 2009 ; Serin et al., 2016). Cette
question peut étre abordée par I’¢tude du profil d’expression de I’ensemble des genes d’une
cellule dans differentes conditions, groupant entre eux les profils les plus proches. Les réseaux
ainsi construits sont appelés réseaux de co-expression des genes et comportent une structure
modulaire (Carter et al., 2004a). En effet, les genes sont li¢s les uns aux autres en fonction de la
significativite de leur co-expression, les plus proches ¢tant groupes en modules de genes co-
exprimes (Figure 34). L’avantage de ces modules est qu’ils groupent entre eux des genes utilises
par la cellule selon une méme dynamique en fonction des differentes conditions étudices. Ces
genes sont souvent impliqués dans un méme type de réeponse (Aoki et al., 2007) et permettent de
mieux comprendre les mecanismes impliques dans un processus ou une reponse particuliere de la
cellule (Kogelman et al., 2014 ; Hollender et al., 2014 ; El-Sharkawy et al., 2015). De plus, chaque
module ¢tant compose de genes plus ou moins lies entre eux en fonction de la significativite
statistique de leur co-expression, certains sont d’avantage li¢s aux autres genes du module que les
autres. Ces genes sont appelés genes « hub » (Figure 35). Cette position centrale joue un role
determinant dans la fonction cellulaire du module (Jeong et al., 2001 ; Carter et al., 2004a ;
Cooper et al., 2006), faisant de ces genes des candidats particulierement intéressants. La
construction et I’¢tude de ces réseaux de co-expression permettent donc d’identifier les genes et

groupes de génes impliqués dans la réponse d’une cellule a un stimulus particulier.

Afin de comprendre plus pleinement les mécanismes impliques dans cette réponse, un autre type
de réseau peut étre construit. Il s’agit de réseaux de regulation des genes qui, contrairement aux
réseaux de co-expression, ne lient que les FTs a leurs genes cibles (Figure 36). La construction de
ces réseaux requiert donc I'identification des genes dont I’expression est regulee par les FTs de

I’organisme ctudi¢ (Franco-Zorrilla & Solano, 2017).
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Figure 34 : representation d’un réseau de co-expression des genes mettant en évidence sa

structure modulaire. Chaque module est représenté par une couleur (Bunyavanich et al., 2014).

igure . illustration de la notion de géne hub. Chaque cercle représente un gene et I’ensemble
Figure 35 : illustration de la notion de gene hub. Chaq le rep teun g tl bl
du réseau de gene est représenté en a). Au sein de ce réseau, certains génes comportent beaucou
g p ) g p P
plus de connections que les autres et son appeles genes hub. En b), I’ensemble du réseau a ete

reduit aux dix genes hub et aux genes auxquels ils sont connectes. (Charitou et al., 2016)
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Figure 36 : représentation d’un réseau de régulation des genes. Chaque lien repréesente une
interaction de regulation entre le FT (en rose) et sa cible (en vert). (Zekavati et al., 2014)
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L’identification de ces genes cibles peut se faire de deux manieres : (i) a partir de donnees
d’expression de genes, lesquelles sont devenues de plus en plus accessibles avec I’avenement des
technologies dites « omiques ». Pour cela, on part du postulat qu'un gene ayant les mémes
variations d’expression qu’un FT est regule par celui-ci. Ou (ii) a partir de données d’interactions
physiques grace a des techniques de retard de migration sur gel, de levure ou bactérie simple
hybride, d’immunoprecipitation de la chromatine (Taylor-Teeples ez al., 2015; Liu et al., 2015),
d’analyse de mutant provenant de banque de mutant ou génére par transformation genétique
(Yang & Wu, 2012) ou encore par prediction bioinformatique de site de fixation de FTs dans le

promoteur des genes quand le géenome de I’ organisme est disponible (Hu et al., 2014).

Coupler ces deux approches permet d’identifier les genes impliqués dans les remaniements
metaboliques constituant la réponse de I'organisme, et les resecaux de regulation qui les
orchestrent. Dans le cadre plus préecis d’une identification des FT's et des réseaux de regulations
associes a une production de lipides provoquée par un stress azote chez une microalgue, seules
quatre c¢tudes ont ¢té mences a ma connaissance (et moins de dix en ¢largissant la recherche a
d’autres applications que la production de lipides), toutes les quatre chez la microalgue verte C.
reinhardtii. En 2014, deux etudes (Valledor et al., 2014 ; Schmollinger ez al., 2014) ont integre
des données transcriptomiques, proteomiques et metabolomiques mais se sont plutot attachees a
identifier (de manicre tres complete) les mecanismes métaboliques et de signalisation impliques
dans la reponse de I’algue a un stress azote. Quelques FTs candidats ont egalement éte identifies
a partir de leur expression differentielle. Deux etudes publices I’année suivante ont, pour leur
part, identifi¢ des reseaux de regulation orchestrant la réponse metabolique de C. reinhardtii face
a une carence azotce. Gargouri et al. (2015), en utilisant des donnees transcriptomiques et
metaboliques, ont construit deux reseaux de regulations : (i) le premier a partir de correlation
entre I’expression des regulateurs de la transcription (RTs : FTs et regulateurs de la structure de
la chromatine) et celle des genes du meétabolisme de I'algue, (ii) le deuxieme a partir de
correélations entre I’expression des RTs et la quantification des métabolites primaires identifies.
En recoupant ces deux réseaux, ils ont identifi¢ un réseau coeur pour lequel 70 RTs étaient
correéles a la fois a I’expression des genes codant les enzymes du metabolisme et a la quantité des
meétabolites correspondants aux reactions catalysées par ces enzymes. A partir des différentes
correlations (RTs vs metabolites et RTs vs enzymes du métabolisme) ils ont identifie des RTs

impliques dans des mécanismes cles de la réponse de I'algue tels la production de lipides, de
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carbohydrates, la photosynthese, le métabolisme central ou encore I’assimilation de Iazote. Ils
ont ensuite identifi¢ des FTs hub (FTs centraux, ayant le plus de cibles parmi les autres genes au
sein du reseau et jouant ainsi un role cle dans I’orchestration de la reponse de I’ organisme) assurant
le developpement du programme de régulation de la réponse de C. reinhardtii face a une carence

azotée.

Enfin, Lopez Garcia de Lomana et al. (2015) ont construit un réseau de réegulation des genes de C.
reinhardtii en condition de carence azotée, a partir des données transcriptomiques publices par
Boyle et al. (2012). Ce réseau de co-expression a mis en évidence au moins 17 RTs coordonnants
815 genes, et a identifi¢ la cinetique selon laquelle ces RTs intervenaient dans la réponse de
I'algue. Puis, afin d’identifier plus precisement I'impact de ce réseau de réegulation sur la
production de triglycerides et de biomasse en réponse a la carence azotee, celui-ci a eté intégre a
une analyse metabolique en utilisant le réseau metabolique de C. reinhardtii publi¢ en 2011 (Chang
et al., 2011). L’annotation fonctionnelle des genes avec lesquels ces FT's etaient correlés a permis
de les lier a certaines fonctions clés telles la croissance, la photosynthese, la production de lipides

ou la réponse au stress oxydatif.

Ces ctudes constituent une avancée importante vers la compréhension des mécanismes mis en
place par les microalgues pour faire face au stress azote, ainsi que leur orchestration par les réseaux
de regulation sous-jacents. Cependant, les connaissances accumulées concernent principalement
la microalgue verte C. reinhardtii. Or, les microalgues sont des organismes tres diversifies. Par
consequent les mecanismes de régulation mis en place par une microalgue verte seront
difficilement transposables a une microalgue haptophyte ou straménopile qui sont tres ¢loignees
phylogenctiquement, contrairement aux plantes terrestres qui descendent des microalgues vertes.
De ce fait, ces dernieres tirent un grand profit des connaissances accumulées depuis des decennies
chez les plantes terrestres. Comme I'illustrent les etudes de Ibanez-Salazar et al. (2014) et Zhang
et al. (2014) qui ont transfere un FT de soja de la famille des Dof chez une microalgue verte
(respectivement C. reinhardtii et Chlorella ellipsoidea) aboutissant a une augmentation de la
production de lipides. De plus, C. reinhardtii ¢tant un organisme modele, un grand nombre de
techniques et de donnees sont a ce jour disponibles (Jinkerson & Jonikas, 2015). Comme lillustre
I'etude de Lopez Garcia de Lomana et al. (2015) qui ont utilis¢ des données transcriptomiques

publices par Boyle et al. (2012) ainsi que le reseau meétabolique de C. reinhardtii publi¢ par Chang
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et al. (2011). Une telle quantité de donnees et de connaissances, disponible chez les organismes
modeles comme Arabidopsis thaliana (Provart et al., 2016), reste encore a gencrer dans le cas des
organismes non-modeles. De plus, des outils indispensables a une ¢tude approfondie tels la
transformation genctique ou la production d’anticorps specifiques restent a developper. En
conséquence, chez ces organismes moins ¢tudies, 1'utilisation de données d’expression de genes
est souvent une premicre alternative intéressante dans le but de comprendre les mécanismes sous-

jacents a un phenotype particulier.

X. Contexte et présentation de I’étude

L’organisme ¢tudi¢ lors de cette these est la microalgue haptophyte Tisochrysis lutea qui
appartient a la famille des Isochrysidaceae et a I’ordre des isochrysidales. Precedemment identifice
comme Isochrysis affinis galbana clone Tahiti en se fondant sur des criteres morphologiques, une
¢tude phylogenetique a recemment renommeé cette espece Tisochrysis Iutea (Bendif et al., 2013).
Elle est traditionnellement cultivée pour nourrir les larves et juveniles de mollusques et de
crustaces ou de proies vivantes pour la pisciculture et aquariologie (Okauchi, 1990 ; Hemaiswarya
et al., 2011). Cette utilisation est due a une composition intéressante en acides gras polyinsaturés
alongue chaine tels que les acides docosahexaenoique (22:6 (n-3), DHA), stearidonique (18:4 (n-
3)) et alpha-linolénique (18:3 (n-3)) (Renaud et al., 1995). Cette production d’acides gras
polyinsatures a longue chaine, et notamment le DHA, en fait ¢galement un candidat interessant
pour la nutrition et la santé (Meireles et al., 2003 ; Ryckebosch et al., 2014). D’autre part, T. lutea
est une espece couramment utilisee pour des etudes ecophysiologiques (Saoudi-Helis et al., 1994;
Bougaran et al., 2003, 2010; Marchetti et al., 2012; Lacour et al., 2012). Enfin, sa teneur en acides
gras totaux (superieure a 250 mg/g C) et une repartition des acides gras dans les lipides neutres
superieure a 70% des acides gras totaux sous carence azotée font de T. lutea une algue oleagineuse
(Bougaran et al., 2012). Cette caracteristique metabolique en fait donc un bon candidat pour la

production de biodiesel (Sanchez et al., 2013).

Par consequent T. [utea a fait I’objet d’un programme d’amélioration d’espece visant a augmenter
sa production de lipides via une approche de mutagénese aleatoire (Bougaran et al., 2012). Ce
projeta abouti, en 2012, a I’isolation d’une souche de T. lutea accumulant deux fois plus de lipides

neutres (souche 2Xc1) que la souche sauvage (WT) en condition de carence azotéee (Figure 37).
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Figure 37 : observation microscopique des deux souches de Tisochrysis Iutea (souche sauvage WT
a gauche et souche mutante 2Xc1 a droite). Les vesicules lipidiques sont colorées au Nile Red.



Cette souche a ete obtenue via un procede de mutation-selection consistant en une irradiation aux
UVc suivie par une s¢lection par cytometrie en flux des cellules ayant le contenu lipidique le plus
¢leve (marquage au Nile-red). Ce phénotype particulier étant le resultat de mutations aleatoires
du génome consecutives a I’exposition aux UV, le laboratoire s’est attache a identifier les genes
et mecanismes impliques dans son I’ ¢tablissement. Pour cela, le génome de T. lutea a été sequence
et une etude transcriptomique comparant les deux souches (WT et 2Xc1) cultivées en mode batch
a cte mence (Carrier et al., 2014). Celle-ci a mis en évidence un certain nombre de genes exprimes
de fagon differentielle entre les deux souches, parmi lesquels 4 FTs putatifs. Etant donne le role
cle de ces proteines dans le bon fonctionnement d’une cellule et I’¢tablissement du phenotype,
mon travail de these a pour objectif de répondre aux questions suivantes : quel est 'impact des
FTs dans I’¢tablissement du phénotype de la souche mutante de T. lutea comparativement a la

souche sauvage ? Et quels sont les mecanismes metaboliques affectes par I’action de ces FTs ?

Chapitre 1: Identification in silico des facteurs de transcription (FTs) dans le
génome de microalgues : vers une meilleure compréhension de ’histoire évolutive

des microalgues

Tout d’abord la mise au point d’un pipeline bio-informatique a été nécessaire dans le but
d’identifier et classer les FTs présents dans le genome de T. lutea. Compte tenu du manque de
donnees chez les haptophytes et du vide qu’il constitue dans les ¢tudes visant a comprendre
Ihistoire evolutive des algues, la disponibilite au laboratoire d’un nouveau genome d’haptophyte
a ¢te un avantage certain. Celui-ci a ¢té mis a profit pour la réalisation d’une ¢tude comparative
fondee sur I'identification des FTs dans le génome d’algues de differentes lignees. Cette ¢tude
comparative a pour but d’identifier des caracteristiques de plusieurs taxons quant a la
presence/absence de familles de FT's ainsi qu’au niveau des proportions de chaque famille chez les

especes etudices.



Chapitre 2 : Identification de FTs impliqués dans ’orchestration des remaniements
métaboliques constituant la réponse spécifique de la souche mutante de T. lutea a

un stress azoté

L’ensemble des FTs ctant identifies, de nouvelles donnees transcriptomiques provenant de
cultures des deux souches (sauvage et mutante) dans differentes conditions physiologiques ont ete
analysees dans le but d’identifier les FTs potentiellement impliqués dans I’¢tablissement du
phenotype mutant. L’objectif etant d’identifier les specificites de regulation de I"expression des
genes de la souche mutante et de les lier au phénotype, une approche integrative sera utilisce. T.
Iutea est un organisme non-modele appartenant aux haptophytes, une lignée de microalgue tres
cloignee de la lignee verte, la plus c¢tudice, pour laquelle une grande quantite de données est
disponible. Du fait du manque de données moléculaires, de connaissances du metabolisme, des
mecanismes de régulation des genes, et de techniques developpées chez T. lutea (transformation
genetique, caractérisation d’anticorps...), je me suis attach¢ a analyser des réseaux de co-

expression des génes et de régulation des génes construit a partir de données transcriptomiques.
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Chapitre 1 : Identification in silico des

facteurs de transcription ( FTs) dans le

génome de microalgues . vers une

mellleure compréhension de ’histoire

évolutive des microalgues.
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Comme precise plus haut (Contexte et presentation de 1’etude), le principal objectif de cette
these consiste a identifier les FTs potentiellement impliqués dans I’ ¢tablissement du phénotype de
la souche mutante (2Xc1) de I’haptophyte T. lutea. Dans cette optique, la premicre ctape a
consiste a identifier et classer les FTs presents dans le génome de la microalgue a I'aide d’un
pipeline bio-informatique. L’¢laboration du pipeline, son application au protéome predit de T.
lutea et la presentation des réesultats obtenus feront I’objet de la premiere partie de ce chapitre.
Dans une deuxieme partie, I’histoire ¢volutive des microalgues sera abordée par le biais des FTs.
Dans cette optique, la présence et I’abondance des familles de FTs identifices chez des microalgues
de différentes lignees seront comparées. Cette partie a fait I’objet d’un article publi¢ dans BMC
Genomic en avril 2016 (Thiriet-Rupert et al., 2016) et dont les principaux résultats seront
presentés. Enfin, une derniere partie présentera des résultats complémentaires aux donnees de
cette publication avec I’apport d’un nouveau génome d’haptophyte, ainsi qu’une ¢tude des FTs

de la famille des bHLH chez les haptophytes.

[. Développement d’un pipeline bio—informatique pour

I’identification in silico de FT's dans le génome de T. lutea

1. Introduction

Un certain nombre d’ctudes se sont attachees a la mise au point de differents pipelines
d’identification et de classification des FTs dans le genome d’organismes representant I’ensemble
de I'arbre de la vie. La premicre ¢tude portait sur les premiers organismes dont le génome a éte
sequence, des archees, afin d’¢tudier la regulation transcriptionnelle chez ce groupe d’organismes
peu connus (Aravind & Koonin, 1999). Depuis lors, I’avenement des techniques « omiques » et
le sequengage d’un grand nombre de génomes, a permis d’appliquer ce type d’approche a des
organismes vari¢s, archees, bacteries (Martinez-Bueno et al., 2004), cyanobacteries (Wu et al.,
2007), plantes (Perez-Rodriguez et al., 2010 ; Jin et al., 2014), champignons (Park et al., 2008)
et animaux (Zhang et al., 2012). Concernant les microalgues, des ¢tudes comparatives portant sur

les FTs ont ete realisees chez les stramenopiles (Rayko ez al., 2010) ainsi que chez les microalgues
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vertes et rouges dans le but de determiner leur place dans I’histoire evolutive des organismes

photosynthetiques (Lang et al., 2010 ; Sharma et al., 2013).

La premiere etape d’annotation des facteurs de transcription consiste a les identifier dans le
génome de |’organisme ¢tudie. Cependant, bien que cette approche soit de plus en plus utilisee,
aucun pipeline bio-informatique universel n’existe encore. Par conséquent, chaque étude
developpe sa propre methodologie qui, généralement, met en jeu une combinaison d’outils
d’identification puisés parmi les nombreux logiciels d’analyse bioinformatique existants. Dans le
cas des ¢tudes appliquées aux genomes de microalgues, les deux stratégies suivantes ont éte
utilisees : une recherche de similarité de séquence par BLAST contre une base de données de FTs
specifique aux plantes (Rayko et al., 2010 ; Sharma et al., 2013) ou une annotation des domaines
de liaison a I’ADN de FTs de plantes grace a I'utilisation du logiciel HMMER (Lang et al., 2010 ;
Pérez-Rodriguez et al., 2010 ; Jin et al., 2014). Ces deux approches peuvent éventuellement étre
combinées afin d’étre plus exhaustif dans 'identification des FTs (Wu et al., 2007 ; Richardt et

al., 2007).

Du fait de la diversité des methodologies utilisces pour identifier les FTs, je me suis attache a
mettre au point un pipeline le plus complet possible et le mieux adapte a I’identification de FT's
chez un organisme photosynthetique. Dans ce but, les deux approches de recherche de similarite
de sequence par BLAST et d’annotation des domaines de liaison a I’ADN ont éte couplees. Afin
d’étre plus exhaustif, la recherche de FTs n’a pas éteé restreinte aux seuls FTs de plantes mais
clargie aux familles de FTs presentes chez les algues, les champignons ou les cyanobacteries.
L’application de ce pipeline au protcome de T. lutea, predit a partir des donnees genomiques

obtenues au laboratoire, a permis d’identifier les FTs appartenant aux familles connues a ce jour.

Suite a cette identification in silico, les FTs sont classés en familles en fonction des domaines de
liaison a I’ADN presents dans leur sequence. Des regles d’assignement sont ainsi etablies a partir
de domaines qui doivent étre presents dans une sequence pour qu’elle soit assignée a une famille
donnee, et de domaines qui ne doivent pas y étre associés. Par exemple, une sequence comportant
un domaine homeobox et un domaine PHD (Plant Homeodomain) appartient a la famille HB-
PHD, mais une sequence comportant un domaine homeobox seul appartient a la famille HB-other.
Ainsi, une séquence appartenant a la famille HB-other comporte uniquement un domaine

homeobox.
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Le pipeline congu dans le cadre de cette these combine les deux approches utilisées dans la
litterature : une recherche de similarite de séquence par BLAST contre une base de donnees de
FTs, et une annotation des domaines de liaison a I’ADN. Afin d’étre le plus exhaustif possible, la
recherche de similarite de séquence par BLAST a ete réalisce contre une base de données
construite a partir de sequences de FTs identifies chez des microalgues (les microalgues vertes
Bathycoccus prasinos, Chlorella sp, Coccomyxa sp, Micromonas pusilla, Micromonas sp, Ostreococcus
lucimarinus, Ostreococcus sp, Ostreococcus tauri et Volvox carteri ; les microalgues rouges
Cyanidioschyzon merolae et Galdieria sulfuraria ; la diatomeée Thalassiosira pseudonana), la plante
modele Arabidopsis thaliana, la levure Saccharomyces cerevisiae et 31 souches de cyanobacteries,
puisque les microalgues sont originaires de I’endosymbiose d’une cyanobactérie primitive. Quant
a I’annotation des domaines de liaison a I’ADN, les logiciels InterProScan et HMMER ont éte
utilises. L’utilisation d’InterProScan offre I’avantage d’annoter les domaines fonctionnels (parmi
lesquels les domaines de liaison a ’ADN) de proté¢ines a partir des 11 bases de donn¢es de
domaines du consortium InterProScan (Jones et al., 2014). Cette recherche est bien plus
exhaustive que les e¢tudes precedentes qui utilisaient seulement une ou deux bases de donnees
(Wu et al., 2007 ; Richardt et al., 2007 ; Perez-Rodriguez et al., 2010). Cette methodologie a
donc le double avantage de ne pas se restreindre a une recherche de FTs connus uniquement chez
les plantes, tout en étant plus exhaustive en annotant les domaines fonctionnels a partir d’une
recherche complémentaire dans 11 bases de données differentes. Apres exclusion des faux positifs,
les FTs candidats sont classes en familles suivant des regles d’assignement definies a partir de la
litterature (Rayko et al., 2010 ; Perez-Rodriguez et al., 2010 ; Wu et al., 2007 ; Lang et al., 2010 ;
Jin et al., 2014).

Afin de verifier sa fiabilite, ce pipeline a ete¢ applique au proteome predit a partir du génome
sequence de la plante modele A. thaliana (TAIR 10) et des trois cyanobacteries : Synechocystis sp.
PCC 6803, Synechococcus sp. CC9605 et Nostoc punctiforme PCC73102. Les resultats obtenus ont
démontre Defficacite du pipeline pour identifier les FTs connus chez les organismes

photosynthetiques tels que les plantes et les cyanobacteries (Thiriet-Rupert ez al., 2016).
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2. Principaux resultats

Le pipeline, ainsi valide, a été appliqué au protcome predit de I’haptophyte T. Iutea,
permettant d’identifier 155 FT's repartis en 27 familles. Ces 155 FT's representent I’equivalent de
0,8% de I’ensemble du protéome predit. Une telle proportion du protéome dedi¢e aux FTs est
semblable aux proportions identifi¢ces chez d’autres microalgues (Rayko et al., 2010 ; Perez-
Rodriguez et al., 2010 ; Sharma et al., 2013 ; Jin et al., 2014). De maniere surprenante, aucun
membre de la famille des bHLH (Basic Helix-Loop-Helix) n’a ete identifi¢ parmi ces 155 FTs.
Cette famille est pourtant tres repandue chez les eucaryotes et est la deuxieme famille de FTs la
plus representée chez les plantes (Jin et al., 2014). Toutefois, I’absence de cette famille bHLH a
¢galement ete remarquee precedemment chez une autre haptophyte, E. huxleyi (Rayko et al.,
2010). Faire une gencralite de I’absence des bHLH chez les haptophytes fondée uniquement sur
deux membres de ce groupe serait une conclusion hative. La question de I’absence des bHLH chez
les haptophytes sera abordee dans de plus amples détails dans la troisieme partie de ce chapitre
(Resultats complementaires). Chez T. Iutea, une autre absence surprenante est celle des NF-YA
(Nuclear Factor Y subunit A). Ces FTs appartiennent a la famille des NF-Y, presente chez tous les
eucaryotes. Les FT's NF-Y sont composés de trois sous-unités : NF-YA, NF-YB et NF-YC. Les
sous-unités B et C dimérisent dans le cytoplasme puis sont transloquées dans le noyau ou elles
recrutent la sous-unité A, formant un trimere actif (Frontini et al., 2004 ; Kahle ez al., 2005).
Cependant d’autres FT's peuvent interagir avec les sous-unites B et C comme des FT's appartenant
aux familles C2C2-CO-like et bZIP chez Arabidopsis, permettant I’activation des genes cibles
(Wenkel et al., 2006 ; Yamamoto et al., 2009a). L’absence de la sous-unite A chez I’haptophyte
T. lutea suggere soit une perte de la fonctionnalité des NF-Y, soit la présence d’interactions avec
d’autres FTs tel que montre chez les plantes. Enfin, on notera ¢galement I’absence de la sous-

unite A dans le génome de certaines chlorophytes (C. reinhardtii, Vovlox carteri et Ostreococcus tauri)

(Jinet al., 2014).

Des etudes comparatives fondees sur la presence et I’absence de familles de FTs identifies dans le
génome d’organismes photosynthétiques ont mis en évidence des familles specifiques de la lignee
verte (Sharma et al., 2013 ; Lang et al., 2010). Parmi elles, cinq familles (ABI3/VP1, AP2/EREF,
C2C2-LSD, CSD et TUB) ont ete identifices dans le génome de T. Iutea, pourtant dérivee de

I’endosymbiose d’une microalgue rouge (Keeling, 2013). Les deux familles AP2/ERF
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(APETALA2/Ethylene Responsive Factor) et CSD (Cold Shock Domain) avaient precedemment
¢te identifices chez I’haptophyte E. huxleyi (Rayko et al., 2010) mais les trois autres n’avaient
jusqu’alors ete identifices que chez des organismes de la lignee verte. Leur présence sera davantage
discutee dans le chapitre « Resultats complementaires : Apport du genome de 1’haptophyte

Chrysochromulina tobin a cette ¢tude comparative ».

Parmi les 155 FTs de T. Iutea, des FTs de type fongique ont ¢galement éte identifies par cette
approche in silico. Ces « Fungal TRF », tres abondants et bien decrits chez les champignons
(MacPherson et al., 2006), ont ¢te identifies precedemment chez ’haptophyte E. huxleyi ainsi que
chez des stramenopiles et une microalgue rouge (Rayko et al., 2010 ; Pérez-Rodriguez et al.,
2010 ). En revanche, aucun membre de cette famille n’a ete identifie chez les microalgues vertes.
Une telle distribution est bien en accord avec les connaissances actuelles de I’histoire évolutive
des algues, les haptophytes et stramenopiles etant dérivees de I’endosymbiose d’une microalgue

rouge .

Enfin, cette approche a permis I’identification, pour la premicre fois chez une microalgue, de FTs
correspondant a des familles de FT's de cyanobactéries dans le génome de T. lutea. Une inspection
. .\ e A . . !/ . /4 4
particuliere a confirme la localisation nucleaire de ces séquences en excluant une eventuelle
contamination bactérienne ainsi qu’une localisation dans le génome mitochondrial ou
chloroplastique. Toutefois la présence de ces sequences dans le génome nucléaire n’implique pas
> . . 7 . . . . / \ . .
qu’elles soient exprimees, ni fonctionnelles si elles sont exprimées. Quant a leur origine, ces
familles de FTs étant présentes a la fois chez les bactéries et les cyanobactéries, elles peuvent
P y ) p
provenir d’événements de transferts de génes horizontaux depuis une bactérie et/ou d’un

transfert de géne endosymbiotique.

Ce pipeline est donc efficace et adapte a I'identification de FTs dans le génome d’organismes
photosynthetiques dont les microalgues. De plus, son exhaustivite relative permet d’identifier un
plus large spectre de familles de FTs. Ceci pouvant mener a une meilleure compréehension des
mecanismes de régulation chez les microalgues, ainsi qu’a une meilleure apprechension de leur

évolution par le prisme des FTs.
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II. L’identification de familles de FT's pour la compréhension

de ’'histoire évolutive des microalgues

1. Introduction

L’histoire ¢volutive des microalgues est tres complexe et encore tres controversee. Afin
de mieux la comprendre, des ¢tudes génomiques sont mences en fondant leur analyse sur
differentes familles de genes, et notamment les FTs (Sharma et al., 2013 ; Lang et al., 2010). Ces
familles de genes sont ¢étroitement lices au developpement et a I’évolution des organismes
(Gutierrez et al., 2004), notamment leur complexité (Levin & Tjian, 2003) et la diversification
de leur morphologie (Lespinet et al., 2002 ; Richardt et al., 2007). Chez les microalgues, peu
d’etudes ont ¢te mences. Richardt et al., (2007) ont identific des FTs chez des organismes
représentant tous les domaines du vivant, et se sont ensuite concentrés sur les organismes
photosynthetiques eucaryotes. Ils ont ainsi identifi¢ des expansions de certaines familles de FTs
(proportion plus ¢levée d’une famille chez une espece par rapport aux autres) lices a la
complexification morphologique de ces organismes. Rayko et al., (2010) ont identifi¢ et classe les
FTs dans le génome de six stramenopiles (2 diatomees, 1 pelagophycee, 1 phacophycee et 2
champignons) et de I’haptophyte E. huxleyi. Leur ¢tude comparative a permis de mettre en
¢vidence des specificites de lignee telles I’expansion des HSFs chez les diatomeées et la présence
des auréochromes chez les straménopiles photosynthétiques. Lang et al, (2010) ont identifi¢ les
FTs presents dans le genome de sept microalgues vertes et des plantes terrestres. Ils ont ainsi
identifi¢ des ¢venements de gain et d’expansion majeurs de FTs a des moments clés de I’ évolution
de ces organismes : la sortie de I’cau et I’expansion des plantes a fleurs. Sharma et al, (2013) ont
identifie les FTs presents dans le transcriptome de I’hépatique Marchantia polymorpha. Les
hepatiques sont des bryophytes positionnes a la limite des groupes des stramenopiles et des plantes
terrestres. L’¢tude comparative des FTs de M. polymorpha, de microalgues (sept microalgues
vertes, deux microalgues rouges) et des plantes terrestre a permis d’evaluer I’évolution des
familles de FTs depuis les microalgues vers les plantes terrestres. Enfin, Buitrago-Florez et al.,
(2014) se sont attaches a identifier les FTs dans le génome de straménopiles (diatomees et
champignons) afin de lier des familles de FTs a des caracteres morphologiques illustrant la diversite

de ce groupe d’organismes tres diversifie.
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Toutefois le manque de données génomiques constitue I'un des principaux verrous de ce type
d’etudes. En effet, certains taxons ne comptent encore que peu de membres dont le génome est
sequence et disponible. Les cryptophytes et les chlorarachniophytes ne comptent qu’un seul de
leurs membres dont le genome est disponible. Trois génomes de microalgues rouges sont
actuellement disponibles dont deux appartiennent a des extrémophiles, difficilement utilisables
comme modele representatif. Les microalgues vertes et les stramenopiles comptent
respectivement dix et treize genomes disponibles et, au debut de cette these, le genome d’E.

huxleyi était le seul genome d’haptophyte disponible (Tableau 1).

Afin d’apprehender I'histoire ¢volutive des organismes par I'intermeédiaire des FTs, une analyse
robuste et exhaustive est necessaire. De plus, avoir un maximum de génomes disponibles pour
chaque taxon existant est primordial. Dans cette optique, avoir a disposition un deuxieme génome
d’haptophyte ainsi qu’un pipeline d’identification et de classification des FTs efficace chez les

organismes photosynthetiques constitue une avancée certaine.

2. Principaux résultats

Cet avantage a donc eté mis a profit en menant une e¢tude comparative fondée sur
I'identification des FTs presents dans le génome de sept microalgues : trois haptophytes (T. lutea,
E. huxleyi et Pavlova sp. pour laquelle nous disposons uniquement du transcriptome) et deux
stramenopiles (la diatomee modele P. tricornutum et I’ eustigmatophycee Nannochloropsis gaditana)
qui sont deux lignees proches (Andersen, 2004 ; Moustafa et al., 2009). La microalgue verte C.
reinhardtii et la microalgue rouge Porphyridium purpureum, qui résultent d’un événement
d’endosymbiose primaire, completent cette ctude. Leur protécome predit a ¢té soumis a notre
pipeline d’identification et les differentes familles de FTs identifices ont ¢té comparees, ainsi que
leurs abondances respectives. Cette ¢tude a fait ’objet d’une publication (Thiriet-Rupert et al

2016) presentee a la fin de ce chapitre.

Cette ¢tude comparative a permis de mettre en évidence une répartition particuliere de
certaines familles. Comme I'illustre la « heatmap » génerée a partir des proportions de chaque

famille chez les sept microalgues (Figure 38), quatre clusters sont particulierement intéressants.
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Figure 38 : heatmap générée a partir des proportions de chaque famille de FTs identifices chez les

sept microalgues étudiées.
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Le premier (1) regroupe 11 familles de FTs qui etaient jusqu’alors decrites comme specifiques de
la lignée verte (Sharma et al., 2013 ; Lang et al., 2010). Or, certaines d’entre elles ont ete
identifices chez des microalgues appartenant aux straménopiles et aux haptophytes. Ceci
s explique par le fait que cette relative specificite avait ete etablie a partir d’¢tudes comparatives
ne comprenant que des plantes terrestres, des microalgues vertes et deux microalgues rouges,
Cyanidioschyzon merolae et Galdieria sulfuraria. Les familles absentes chez ces deux microalgues
rouges ont ¢te definies comme specifiques de la lignee verte. Or, ces deux especes sont des
microalgues extrémophiles adaptees aux pressions de sclections relatives a leur milieu de vie
(telles les sources chaudes du parc Yellowstone) (Schonknecht et al., 2013). En consequence,
I’absence d’une famille de FTs chez ces deux especes ne peut pas étre considerée comme une
caracteristique de la lignee rouge. De plus, notre echantillonnage est plus large puisque nous
incluons des microalgues haptophytes et stramenopiles. Cette exhaustivité accrue permet d’affiner
les specificites de lignees precedemment etablies. (2) Le deuxieme cluster contient des familles
de FTs communes aux sept microalgues et ayant des proportions equivalentes. Des familles
communes a tous les eucaryotes, telles les E2F/DP et les NF-Y, y sont notamment représentées
(Figure 38). (3) Le troisieme cluster comporte des familles communes aux sept microalgues, mais
dans des proportions differentes représentant certaines specificites. Les aurcochromes,
caracterises par la présence d’un domaine de liaison a’ADN bZIP (basique leucine zipper) et d’un
domaine senseur LOV (Light, Oxygene, Voltage) sont notamment comptes parmi les bZIP.
Ceux-ci sont specifiques des stramenopiles photosynthetiques (Figure 4 de Thiriet-Rupert et al
2016). Enfin, le quatrieme cluster (4) represente trois familles (LIM, MADS-box et C2C2-GATA)
absentes chez les deux straménopiles mais presentes chez les autres microalgues (Figure 38). Cette
absence chez les straménopiles a ete confirmee par une recherche spécifique chez les trois

diatomées Thalassiosira pseudonana, Pseudo-nitzschia multiseries et Fragilariopsis cylindrus.

Outre ces quatre clusters, I’absence de FTs de la famille bHLH mise en évidence chez T. Iutea a
¢té confirmée chez les deux autres haptophytes alors que les quatre autres algues en comportent.
Trois expansions ont ¢té identifi¢es : une expansion des HSFs chez P. tricornutum, laquelle est
caractéristique des diatomées ; une expansion des AP2/ERF chez I’haptophyte E. huxleyi, qui avait
dé¢ja eté remarquee dans une étude précédente (Rayko et al., 2010) ; et une expansion des C2H2
chez la microalgue rouge P. purpureum. Des FTs appartenant a une famille connue jusqu’alors

uniquement chez les levures et les champignons ont ¢galement ¢té identifies chez les haptophytes
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et les stramenopiles. De plus, comme chez T. lutea, des FT appartenant a des familles retrouvees
chez les cyanobacteries ont éte identifices dans le genome de ces sept microalgues. Ces sequences
pourraient étre le résultat de transferts de genes endosymbiotiques lors de la domestication de
’algue internalisce, ou d’un transfert de gene horizontal ayant eu lieu au cours de Ihistoire
¢volutive de ces organismes. Enfin, les specificites de lignees ctant illustrees par une
presence/absence de familles de FTs, un dendrogramme a ¢té construit a partir de ces criteres
afin d’evaluer leur concordance avec la phylogénie des microalgues. La position de chaque espece
sur le dendrogramme produit (Figure 3 de Thiriet-Rupert et al 2016) correspond bien a la
phylogénie connue des microalgues, prouvant la fiabilite de I'utilisation des FTs dans de telles

¢tudes comparatives.

III.  Transcription factors in microalgae: genome—wide

prediction and comparative analysis, Thiriet-Rupert et al

2016
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Abstract

Background: Studying transcription factors, which are some of the key players in gene expression, is of
outstanding interest for the investigation of the evolutionary history of organisms through lineage-specific features.
In this study we performed the first genome-wide TF identification and comparison between haptophytes and

other algal lineages.

Results: For TF identification and classification, we created a comprehensive pipeline using a combination of BLAST,
HMMER and InterProScan software. The accuracy evaluation of the pipeline shows its applicability for every alga, plant
and cyanobacterium, with very good PPV and sensitivity. This pipeline allowed us to identify and classified the
transcription factor complement of the three haptophytes Tisochrysis lutea, Emiliania huxleyi and Paviova sp.; the two
stramenopiles Phaeodactylum tricornutum and Nannochloropsis gaditana; the chlorophyte Chlamydomonas reinhardtii
and the rhodophyte Porphyridium purpureum. By using T. lutea and Porphyridium purpureum, this work extends the
variety of species included in such comparative studies, allowing the detection and detailed study of lineage-specific
features, such as the presence of TF families specific to the green lineage in Porphyridium purpureum, haptophytes and
stramenopiles. Our comprehensive pipeline also allowed us to identify fungal and cyanobacterial TF families in the

algal nuclear genomes.

Conclusions: This study provides examples illustrating the complex evolutionary history of algae, some of which
support the involvement of a green alga in haptophyte and stramenopile evolution.

Keywords: Algae, Endosymbiotic gene transfer, Haptophytes, Prediction pipeline, Stramenopiles, Tisochrysis lutea,

Transcription factors

Background

In every living organism, developmental, morphological
and physiological mechanisms, such as those allowing ac-
climation to environmental changes, are the result of gen-
ome expression modulation. One level of this modulation
is related to gene expression, in which transcription fac-
tors are among the key players [1]. These regulators can
be divided into two groups: transcription factors (TFs)
and transcriptional regulators (TRs). These groups inter-
act with each other and affect gene transcription. TFs are

* Correspondence: Stanislas.Thiriet.Rupert@ifremerfr

'FREMER, Physiology and Biotechnology of Algae Laboratory, rue de I'lle
d'Yeu, 44311 Nantes, France

Full list of author information is available at the end of the article
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characterized by a DNA binding domain (DBD), an
oligomerization domain (allowing interaction with other
TFs, as well as with other transcriptional regulators) and a
transcription regulation domain (allowing control of gene
expression). These proteins (also called trans-factors) con-
trol the expression of multiple target genes by binding to
specific DNA motifs in their promotor regions. TRs inter-
act with TFs or with chromatin allowing genes to be tran-
scribed either (1) facilitating the recruitment of the basal
transcription machinery, or (2) modifying chromatin
structure, making genes more accessible [2].

TFs are classified according to their DBD [3]. Most
TFs have only one DBD, which can be present in one or

© 2016 Thiriet-Rupert et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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multiple copies in the same sequence. However, some
TFs can have several DBD types in their sequence [4].

Since the first study on the identification of TFs in
four archaeal genomes [5], the increase in the number of
sequenced genomes facilitates putative TF identification
in unrelated taxa through in silico studies [6—10]. Such
taxonomically diverse data allows comparative analyses
between different species or lineages [6, 7, 9-13] and
understanding of the evolutionary aspects through TFs
[11, 14, 15]. This kind of study can reveal taxonomic
characteristics (i.e., the specificity and expansion of TF
families) of the TF complement of different organisms.
In silico analysis of FTs performed on Arabidopsis thali-
ana (A. thaliana) showed that 45 % of TFs are plant
specific. Moreover, a plant-specific expansion of the
MYB superfamily was demonstrated (190 copies in the
A. thaliana genome compared with 6 and 10 in Dros-
ophila melanogaster and Saccharomyces cerevisiae, re-
spectively) [6]. Another example of such lineage-specific
expansion of a TF family is the retinoic acid receptors in
the nematode Caenorhabditis elegans. Using the Ani-
malTFDB database, 239 putative TFs belonging to this
family were identified, whereas in other animals, such as
Tetraodon nigroviridis, this TF family is only represented
by 19 members [10].

Among microalgae, TF complement comparative stud-
ies have been undertaken for stramenopiles [9] and to
investigate the evolutionary history of both red and
green algae among photosynthetic organisms [11, 15].
Microalgae arose from the endosymbiosis of a photosyn-
thetic eukaryote, related to today’s cyanobacteria, by a
primitive eukaryotic heterotroph. Glaucophyta, Rhodo-
phyta and Chlorophyta all originated from this primary
endosymbiosis [16, 17]. A series of secondary and ter-
tiary endosymbioses would have then led to the diversity
of microalgae observed today [18, 19]. Haptophytes
would have appeared, as would stramenopiles, from the
secondary endosymbiosis of both a green and a red alga
by a heterotrophic eukaryote [19, 20]. Haptophytes are
one of the key players in the evolutionary history of
photosynthetic organisms [21] and are widely distributed
among the photosynthetic unicellular eukaryotes in to-
day’s oceans. However, in silico comparative studies in
haptophytes are limited because few data are available.

Here, we conducted the first genome-wide identifi-
cation and comparison of the TF complement in
haptophytes using an optimized and automated pipe-
line. This analysis pipeline combines research for
similarities with known TFs and protein domains
using a large database containing plant, fungal,
mammal and cyanobacterial TFs. Using our pipeline,
we performed the in silico identification of the TF
complement in three haptophytes (Tisochrysis lutea,
Emiliania  huxleyi and Pavlova sp) and two
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stramenopiles (the eustigmatophycea, Nannochlorop-
sis gaditana and the diatom Phaeodactylum tricornutum),
which are close organism groups [19, 22], as well as in the
green alga Chlamydomonas reinhardtii and the red alga
Porphyridium purpureum. We focused on the identification
of the main families of TFs found in these microalgal spe-
cies and compared their respective abundance in each.
Moreover, the present study identified, for the first time,
the presence of cyanobacterial TFs in each of the microalgal
genomes studied.

Results and discussion

Evaluation of transcription factor identification accuracy
Pipeline analysis is essential for whole genome TF identifi-
cation. Since no universal pipeline exists, each study uses
its own. However, every pipeline is based on the same
tools: a single identification with BLAST searches against
a plant database [9, 15], and/or a single protein domain
search with HMMER software focused on plant DBDs
[11-13]. Several pipelines combine both methods so as to
be more accurate and exhaustive [2, 8]. Moreover, the
HMMER software is used either with the Pfam database
or the combination of Pfam and another database. Our
pipeline also combines the same identification strategies,
but with some specificities: our analysis pipeline includes
more protein domain databases (the eleven databases
of the InterProScan consortium) and the research is
not restricted to plants, but enlarged to fungi, algae and
cyanobacteria.

In order to estimate the accuracy of our pipeline
(Fig. 1), we applied it to the predicted proteome of A.
thaliana and three cyanobacteria (see Methods section).
The sensitivity and the PPV were measured in the same
way as [23] and [24].

The analysis of the pipeline accuracy against eleven
plant TF families showed that nine were identified with
a good sensitivity and PPV values equal to one (Tables 1
and 2). Only, MADS and bHLH TF families were identi-
fied with a low sensitivity and a PPV value of 0.99, re-
spectively. Using a more recent gold standard than [23]
and [24], our sensitivity and PPV values are equivalent
or better than previous pipelines [24, 25].

Concerning the cyanobacterial TF families, the sensi-
tivity value was one for all families (no false negative
identified). The PPV values were equal to one for cyano-
bacterial TFs, except for the GntR and Crp families (0.83
and 0.88, respectively). These lower PPV values are
mostly due to the lower number of TFs in these organ-
isms (i.e, only one and two false positives for families
GntR and Crp). These results indicate the high accuracy
(low false positives identified) and performance (low
false negatives) of our analysis pipeline for the in silico
identification of TFs not only in plants and cyanobac-
teria but also for other organisms such as algae.
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Fig. 1 Identification pipeline. The pipeline is divided into three steps. Step One uses two strategies: i) a similarity search against an algae-based
self-built database of known TFs with BLAST software; ii) functional domain annotation with InterProScan and HMMER software. The protein list
obtained is the subject of the Step Two: the filtration of false positives according to specific parameters (see Methods). The last step consists in
the classification of the putative TF list obtained in Step Two using a homemade perl script followed by manual curation for specific cases

(see Methods)

Table 1 Evaluation of the pipeline accuracy for each TF family for plant TFs. A sensitivity value less than one means inclusion of
false negatives, and a PPV value less than one means inclusion of false positives

A. thaliana

This study Riano-Pachon et al, 2007 [24]
TF family sensitivity PPV sensitivity PPV
AP2/ERF 169/169=1 169/169=1 0.99 1
ARF 37/37=1 37/37=1 091 0.95
bzIP 127/127 =1 127/127 =1 092 097
C2C2-Dof 47/47 =1 47/47 =1 0.97 0.97
C2C2-GATA 41741 =1 41741 =1 1 1
GARP 85/85=1 85/85=1 NA NA
GRAS 37/37=1 37/37=1 097 097
MADS 145/146 =0.99 145/145=1 092 0.95
NAC 138/138=1 138/138 =1 1 0.99
WRKY 90/90=1 90/90=1 0.99 0.99
bHLH 225/225=1 224/225=0.99 0.80 0.92
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Table 2 Evaluation of the pipeline accuracy for each TF family
for cyanobacterial TFs. A sensitivity value less than one means
inclusion of false negatives, and a PPV value less than one
means inclusion of false positives

Cyanobacteria

TF family sensitivity PPV

arsR 12/12=1 12/12=1
Bac_DNA_binding 6/6=1 6/6=1

BolA 3/3=1 3/3=1

Crp 15/15=1 15/17=0.88
FUR 9/9=1 9/9=1

GerE 34/34=1 34/34=1
GntR 5/5=1 5/6=0.83
LysR 15/15=1 15/15=1
SfsA 3/3=1 3/3=1

Transcription factor content in algae

In this study, predicted TFs from seven algae represent-
ing four different lineages were identified and classified
using our analysis pipeline (Table 3). In total, 155,128
and 478 TFs were identified in the haptophytes Tisochry-
sis lutea (T. lutea), Pavilova sp. and Emiliania huxleyi (E.
huxleyi), respectively. Concerning the two stramenopiles,
196 and 93 TFs were identified in Phaeodactylum tricor-
nutum (P. tricornutum) and Nannochloropsis gaditana
(N. gaditana), respectively. Finally, 199 and 212 TFs
were identified in the rhodophyte Porphyridium purpur-
eum (P. purpureum) and the chlorophyte Chlamydomo-
nas reinhardtii (C. reinhardtii), respectively. All TFs
identified belong to common families that are largely
distributed between species studied. Here, the predicted
TFs of the haptophytes T. lutea, Paviova sp. and E. hux-
leyi were divided into 27, 24 and 25 families, respect-
ively. Twenty-two families were reported for each of the
stramenopiles (P. tricornutum and N. gaditana), while
25 and 37 families were identified for P. purpureum and
C. reinhardtii. According to predicted proteomes, the
proportion of TFs was estimated between 0.8 and 2.4 %
(Fig. 2). Such percentages in microalgae are consistent
with previous studies [9, 13]. By way of comparison
across the eukaryotic world, the unicellular organism
Saccharomyces cerevisiae dedicates 3.5 % of its proteome
to TFs [26]; whereas the multicellular eukaryotes such as
Drosophilia melanogaster, A. thaliana and Homo sapi-
ens, contain 4.6, 5.9 and 8 to 9 % TFs, respectively [6,
26, 27]. In accordance with the fact that TFs play a role
in morphology diversification of organisms [28-30]
these proportions show a correlation between the com-
plexity of organisms and the proportion of TFs found in
the proteome of these organisms [2, 14, 31-33]. This is
illustrated by the coincidence of TF families’ expansion
with divergence of great eukaryotic lineages [11]. Indeed,
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it is well known that the evolutionary history of eukary-
otes, especially plants, is punctuated by multiple bio-
logical processes, such as duplication [34—36] or domain
shuffling, allowing modifications resulting in the emer-
gence of new TF families [6, 11, 37]. These whole or par-
tial genome duplications and domain shuffling have not
been shown in algae. However, it can be reasonably as-
sumed that such phenomena, leading to the emergence
of new TF families, have also occurred in algae. This is
suggested by the presence of TF families found only in
green algae compared to the other algal lineages.

These lineage-specific gains and losses of TF families
are a kind of mirror of their evolutionary history. To il-
lustrate this idea, a binary table representing the pres-
ence/absence of TF families in seven algae representing
four different lineages was performed. On this basis, a
similarity matrix was computed to infer a dendrogram
using R version 3.1.0 (Fig. 3). The resultant dendrogram
(deposited in TreeBase: http://purl.org/phylo/treebase/
phylows/study/TB2:519079) confirms the relationship
between algae derived from the four different lineages.
Haptophytes, stramenopiles, red algae and green algae
are clearly separated. We also found that T. lutea is
more related to E. huxleyi than Pavlova sp., as has been
described in the literature [38, 39]. The rhodophyte P.
purpureum is located between haptophytes and strame-
nopiles. This position is mostly due to the absence of
MADS-box and C2C2-GATA families in stramenopiles,
which makes them a more distant group from the four
previous algae. Finally, the chlorophyte C. reinhardtii is
the most distant from the others because of the presence
of the TF families specific to the green lineage. This il-
lustrates that the composition of this TF content is
partly lineage specific. To discriminate the TF families, a
haetmap was built using the data of Table 3. TF families
were clustered according to their given proportions in
the seven algal genomes (Fig. 4). Four interesting clus-
ters were found: (i) TF families described as specific to
green lineage. (ii) TF families with equivalent propor-
tions among the 7 algal genomes. (iii) TF families
present in the 7 algae but with different proportions. (iv)
Finally, TF families only absent in stramenopiles.

In the following section, the TF content of the seven
algae and their specificities of lineage, based on Table 3
and Fig. 4, are examined in more detail.

Comparison of TF families among microalgae lineages
Common TF families with equivalent proportions

The proportions of each TF family in the seven algae
were compared. We found that four families were
present in similar proportions throughout the algal
lineage (Table 3). Among these, the Cold Shock Domain
(CSD) family is distributed around 1 to 5 % in analyzed
algae. Our analysis pipeline identified for the first time
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Table 3 Transcription factor families identified and their proportions in seven microalgae
TF family Tisochrysis ~ Pavlova  Emiliania Phaeodactylum Nannochloropsis Porphyridium Chlamydomonas
lutea sp huxleyi tricornutum gaditana purpureum reinhardtii
B3 ABI3/VP1 (0.65) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 00 1(047)
AP2/ERF  AP2 1 (0.65) 1(078)  58(1213)  0(0) 2(2.15) 0 6 (2.83)
ERF 1 (0.65) 6 (4.69) 99 (20.71) 2 (1.02) 2 (2.15) 00 9 (4.25)
bHLH 0(0) 0(0) 0(0) 8 (4.08) 3(323) (1.51) 8 (3.77)
bzIp 3(1.94) 3234 6120 25 (12.76) (11.83) 21 (10.55) 20 (943)
Q2 CO-like 00 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 00 1(047)
Dof 00 0(0) 0(0) 0(0) 0() 00 1(047)
GATA 5(3.23) 1(078)  4(0.84) 0(0) 0(0) 2(1.01) 2 (0.66)
LSD 1(0.65) 1(0.78) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 1(047)
C2H2 8 (5.16) 8 (6.25) 37 (7.74) 4 (2.04) 5(5.38) 60 (30.15) 5(2.36)
C3H 13 (839) 7 (547) 47 (983) 11 (5.61) 5(5.38) 8(4.02) 22 (10.38)
CCAAT 3(1.94) 0(0) 2 (042) 3(153) 3(323) 3(1.51) 1(047)
CPP 1 (0.65) 0(0) 4(0.84) 5(2.55) 1(1.08) 2 (1.01) 3(142)
CsD 3(1,94) 4313 25(523) 5(2.55) 1(1.08) 3(1.51) 2(094)
DBB 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(0.50) 0(0)
E2F/DP 2(1.29 3234 3(0.63) 5(255) 1(1.08) 3(1.51) 3(142)
Fungal TRF 14 (9.03) 8 (6.25) (5.65) 1(051) 10 (10.75) 0(0) 0(0)
GARP G2-like 4 (2.58) 4(3.13) 5(1.05) 2 (1.02) 0 (0) 2 (1.01) 4 (1.89)
ARR-B 0 0(0) 0(0) 0(0) 0() 0 1(047)
Homeobox HB-other 16 (10.32) (10.94) 28 (5.86) 0 (0) 0 (0) 2(1.01) 1(047)
TALE 1 (0.65) 1(0.78) 0 (0) 4 (2.04) 0(0) 9 (4.52) 3(142)
HSF 9 (5.81) 8625 8(167) 67 (34.18) 4 (4.30) 1(0.50) 2(0.94)
LIM 2(1.29) 3(234) 1(2.30) 0(0) 0(0) 2(1.01) 1(047)
MADS-box  M-type 3(1.94) 1(0.78) 1(0.21) 0(0) 0(0) 2 (1.01) 2 (0.94)
mTERF 5(3.23) 0(0) 6 (1.26) 5(2.55) 2(215) 5(251) 4(1.89)
MYB MYB (3R) 1(0.65) 0(0) 3(0.63) 2(1.02) 5(5.38) 1 (0.50) 1(047)
MYB (2R) 25(16.13) 20 (15.63) 39 (8.16) 11 (561) 8 (8.60) 23 (11.56) 10 (4.72)
MYB-rel 21 (13.55) 15 (11.90) 51 (10.69) 7 (3.57) 7 (7.53) 7 (3.52) 18 (8.65)
MYB- 1(0.65) 2(156) 1021 7 (357) 8 (8.60) 16 (8.04) 4(1.89)
SHAQKYF
NF-X1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(047)
NF-Y NF-YA 0 (0) 1(0.78) 1(0.21) 1(051) 1(1.08) 1 (0.50) 0(0)
NF-YB 1 (0.65) 1(0.78) 4 (0.84) 2 (1.02) 2 (2.15) 3(1.51) 3(142)
NF-YC 3(1.94) 4(313)  1(021) 8 (4.08) 6 (6.45) 6 (3.02) 2(0.94)
Nin-like 0 (0) 1(0.78) 0(0) 0(0) 1(1.08) 4 (2.01) 15 (7.08)
S1Fa-like 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 00 1(047)
SBP 00 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 00 23 (10.85)
Sigma-70 4 (2.58) 4(3.13) 2 (042) 8 (4.08) 4 (4.30) 8 (4.02) 1(047)
TUB 3(1.94) 7 (547) 5(1.05) 3(1.53) 1(1.08) 00 6 (2.83)
VARL 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 00 2 (5.66)
Whirly 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(047)
WRKY 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(047)
Total 155 128 478 196 93 199 212

ERF Ethylene Response Factor, bHLH basic helix-loop-helix, bZIP basic leucine zipper, CSD Cold Shock Domain, DBB Double B-box, TRF Transcriptional Regulatory
Factor, HSF Heat Shock Factor, mTERF mitochondrial transcription termination factor, SBP SQUAMOSA promotor binding protein, VARL Volvocine Algal RegA Like.
Numbers in parentheses correspond to percentage of each family for each species. For the total number of TFs, number in parentheses corresponds to percentage
of the predicted proteome dedicated to TFs
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three CSD TFs in the rhodophyte P. purpureum, repre-
senting 1.5 % of the predicted proteome. Moreover, this
family was previously described as absent from red
microalgae [15]. The absence of identification of CSD
TFs from the red lineage may be explained by the fact
that research on red microalgae was performed only in
the genome of the extremophiles Galderia sulfuraria (G.
sulfuraria) and Cyanidioschyzon merolae (C. merolae).
These organisms are adapted to the particular selection
pressure due to their living environment (in hot springs
such as in Yellowstone National Park) [40]. Conse-
quently, the absence of this TF family from G. sulfuraria
and C. merolae cannot be taken as a common character-
istic of the red lineage.

The E2F/DP family, present in all eukaryotes and
known for its involvement in the cell cycle [41], is also
equally distributed among algae (around 1 to 3 %).

The MYB family is large, functionally diverse and rep-
resented in all eukaryote, such as algae (around 30 %).
MYB factors are characterized by a highly conserved
DNA-binding domain: the MYB domain. MYB TFs can
be divided into different classes depending on the num-
ber of adjacent repeats. Three repeats of MYB protein
are referred to as R1, R2 or R3, and repeats identified on
other related MYB proteins are named in accordance
with their similarity with R1, R2 and R3. Although most
of these TFs are not functionally characterized in plants,
some have been identified as involved in key mecha-
nisms, such as cellular morphogenesis, secondary metab-
olism, response to biotic and abiotic stresses and signal
transduction [42—45]. Finally, the last family equally dis-
tributed among algae is the Sigma-70 family. Members
of the Sigma-70 family of sigma factors serve as compo-
nents of the RNA polymerase that direct it to specific
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promoter elements. In photosynthetic eukaryotes, these
Sigma-70 TFs are nuclear encoded and play a role in
plastid transcription [46].

Common TF families with different proportions

Four cases of TF families exhibit a difference of propor-
tion between species and are grouped in the cluster
number 3 in the Fig. 4. Among these, the C3H type zinc
finger family, whose DBD forms a zinc finger, is twice as
common in haptophytes and green algae (around 10 %,
except for Paviova sp. (5.5 %)) as in stramenopiles and
red algae (around 5 %) (Table 3). This protein family is
widespread in the tree of life [47-49] and involved in
the response to biotic and abiotic stresses [50, 51]. The
second family that shows different proportions is the
basic leucin-zipper (bZIP) TF family, which accounts for
about 2 % in the three haptophytes analyzed in this
study, while its proportion is about 10 % in the other
algae (P. tricornutum: 12.8 %, N. gaditana: 11.8 %, P.
purpureum: 10.6 % and C. reinhardtii: 9.4 %).

The third case is that of a particular class of MYB-
related TFs: the SHAQKYEF-like TFs. This family was de-
scribed in plants, green algae, as well as in stramenopiles
and Amoebozoa [9, 52, 53]. MYB-SHAQKYF is a minor-
ity among MYB-rel in E. huxleyi and T. lutea (2 and
4.7 %, respectively). For Paviova sp. and C. reinhardltii,
non-negligible amounts of MYB-SHAQKYF were identi-
fied among MYB-rel (13.3 and 22.2 %, respectively). In
contrast, MYB-SHAQKYF represent almost half of the
MYB-rel TFs in the two stramenopiles P. tricornutum
and N. gaditana, as well as in the rhodophyte P. purpur-
eum (50, 53.3 and 69.6 %, respectively) (Fig. 5). Such a
distribution, together with the presence of such TFs in

25
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Fig. 2 Percentages of the predicted proteomes dedicated to transcription factors in the 7 algae
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Fig. 3 Dendrogram representing the repartition of the four lineages according to the presence/absence of TF families. The green lineage is
colored in green, stramenopiles in orange, red lineage in red and haptophytes in purple. The scale indicates distance measurement

Amoebozoa, suggests that MYB-SHAQKYF proteins
have an ancient origin.

Finally, the Nuclear Factor-Y (NF-Y) family, also
present in all eukaryotes is divided into three subunits:
NE-YA, NF-YB and NF-YC. In plants, three subunits
were identified [13]; these TRs are involved in mecha-
nisms as diverse as chloroplast biogenesis, stress re-
sponse, nodule formation, flowering time control, fatty
acid biosynthesis, or response to absisc acid and blue
light [54—59]. Subunits NF-YB and NF-YC form a dimer
in the cytosol, which is then translocated into the nu-
cleus. The NF-YB/NF-YC dimer interacts in the nucleus
with the NF-YA subunit. The functional trimer binds to
a cis-element called CCAAT-box in the promoter of its
target genes [60, 61]. However, no NF-YA subunit was
identified in T. lutea and C. reinhardtii. Such an absence
in chlorophyte was previously reported using a similar
approach for C. reinhardtii, Volvox carteri and Ostreo-
coccus tauri [13]. The absence of the NF-YA subunit
would therefore imply that it is impossible to form the
functional trimer. However, it was demonstrated that
other TFs are able to interact with the NF-YB and NF-
YC subunits. For example, the NE-YB/NF-YC complex
can interact with a TF belonging to the C2C2-CO-like
family thanks to its CCT domain [62]. Moreover, the

interaction between the NF-YB/NF-YC complex and
bZIP TFs of A. thaliana is sufficient to activate the tran-
scription of target genes, either in the presence or ab-
sence of abscisic acid (ABA) [63]. Alternatively, the NF-
YB/NE-YC dimer could be active without NF-YA in
these taxa.

TF family expansion

During evolutionary history, duplication events occur.
Following these duplications, the number of genes of a
given family increases. These gene family expansions
may be lineage or species specific [64]. Contrary to the
other algae in which the MYB family is the most repre-
sented, in P. tricornutum, E. huxleyi and P. purpureum,
another TF family is more represented because of the
expansion phenomenon. In the stramenopile P. tricornu-
tum, the Heat Shock Factor family (HSF) was the most
represented among the TF families (34.2 % of the TF
content) (Table 3). Such a proportion of HSF was previ-
ously shown in the diatoms P. tricornutum, T. pseudo-
nana and Fistulifera solaris [9, 65]. This expansion
seems to be specific to diatoms since neither N. gadi-
tana nor other photosynthetic stramenopiles exhibit
such expansion of HSFs [9].
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In the haptophyte E. huxleyi, the most represented
family, accounting for 33 %, is AP2/ERF, involved in
growth and development as well as various responses to
environmental stimuli. This family was described as spe-
cific to the green lineage [15] and its expansion in E.
huxleyi was also previously described [9]. However, such
a proportion of the AP2/ERF is not common to all hap-
tophytes since 7. lutea and Pavlova sp. have AP2/ERF
proportions of 1.8 and 5.5 %, respectively, which are
close to values recovered for stramenopiles and green
algae, respectively. The non-detection of the AP2/ERF
family in the Rhodophyta P. purpureum is noteworthy,
confirming the absence of AP2/ERF in algae belonging
to the red lineage [12, 15].

Finally, the C2H2 type zinc finger family was identified
as the most represented family in the rhodophyte P. pur-
pureum. We found that the C2H2 proportion represents
30.2 % compared to less than 8 % in the other algae.
Interestingly, in the two extremophiles, G. sulfuraria
and C. merolae, the C2H2 family was reported to ac-
count for less than 5 % [12].

These examples of lineage or species-specific TF ex-
pansion illustrate the phenomena that govern the story
of TF evolution: gene duplication [66] and diversification
through the emergence of lineage-specific families via
functional domain shuffling [4, 6, 14, 67]. In the algal
world, one of the best examples of lineage-specific TF
families is the “green TFs family”, which are specific to
the green lineage.

Lineage-specific TF families

Are TF families specific to the green lineage highly
specific? Previous comparative studies of the TF content
of diverse photosynthetic organisms reveal that some TF
families are specific to the green lineage because of their
absence from red microalgae [11, 15]. Among all green
lineage-specific TF families identified in this study, only
nine families were present in the green algae C. rein-
hardtti: NF-X1, S1Fa-like, SBP, VARL, Whirly, WRKY,
GARP-ARR-B, C2C2-CO-like and C2C2-Dof (Table 3).
However, some TF families previously described as spe-
cific to the green lineage were also identified in hapto-
phytes, stramenopiles or in the rhodophyte P.
purpureum. First of all, one TF belonging to the ABI3/
VP1 family was identified in T. lutea and the C2C2-LSD
family have one member in both T. lutea and Paviova
sp. In the heatmap (Fig. 4), these two TF families are
clustered with the nine families only identified in C.
reinhardtii. Moreover, the CSD family was identified in
all predicted proteomes and the AP2/ERF and TUB fam-
ilies are absent in P. purpureum, but present in the six
other algae. Another interesting finding is the unique
identification of a member of the Double B-box (DBB)
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family in P. purpureum. This family had only previously
been identified in land plants [68] and was thought to be
involved in light signal transduction mechanisms, such
as early photomorphogenic development of A. thaliana
[69-72].

This presence of “green TFs” in algae that do not be-
long to the green lineage could be explained either (i) by
a loss of these families during evolutionary history of
rhodophytes, or (ii) by the acquisition of these families
by horizontal gene transfer from a green algal endosym-
biont to the nuclear genome. This last hypothesis is con-
sistent with the endosymbiosis of a green and a red alga
in the evolutionary history of haptophytes and strame-
nopiles [19].

Specific features of stramenopiles The stramenopiles
P. tricornutum and N. gaditana are distinguished by the
absence of the C2C2-GATA family and the MADS-box
family, which are involved in plant homeotic functions
[73-75] (Table 3). These results confirm those of Rayko
et al. [9] for stramenopile micro- and macro-algae.
Moreover, our results also highlight the absence of TFs
from the LIM family in stramenopiles, while LIM TFs
are present in all other studied algae. LIM, C2C2-GATA
and MADS-box families are clustered together in Fig. 4.
To examine whether these features are shared by other
stramenopiles not investigated in this work, a specific re-
search of LIM, MADS-box and C2C2-GATA TFs was
carried out in the two diatoms Pseudo-nitzschia multi-
series and Fragilariopsis cylindrus. No member of these
families was identified (data not shown). By contrast, the
MADS-box, C2C2-GATA and LIM families were identi-
fied in P. purpurem and C. reinhardtii (this study), as
well as in other chlorophytes and rhodophytes (the
green algae Bathycoccus prasinos, Micromonas pusilla,
Micromonas sp, Ostreococcus lucimarinus, Ostreococcus
sp, Ostreococcus tauri and Volvox carteri; the red algae
C. merolae and G. sulfuraria) [12, 13]. This repartition
suggests that the MADS-box, C2C2-GATA and LIM
families were present in the hypothetical ancestor of the
algae and secondarily lost in stramenopiles.

Another feature of stramenopiles concerns some par-
ticular combinations of functional domains. Two domain
associations shared by both stramenopiles N. gaditana
and P. tricornutum were identified. The first is com-
posed of a bHLH domain and a PAS domain (named
after the three first sequences in which it was identified
(Per, Arnt, Sim)) and the second by a bZIP and LOV
(Light, Oxygen, Voltage) domain combination. The
bHLH-PAS TFs are well known in vertebrate TFs in
which two PAS domains are present, contrary to the
stramenopile sequences that have only one PAS [9, 76].
In vertebrates, the PAS domains are involved in the
dimerization of PAS domains containing TFs, such as
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the Hypoxia Inducible Factor [77, 78]. The presence of
bHLH and PAS domains in the same sequence in both
vertebrates and stramenopiles may be an example of
convergent evolution, which suggests that this fusion oc-
curred in a parallel fashion in different lineages.

The second stramenopile specific combination is that
of the bZIP and LOV domains. These sequences, called
aureochromes, are an atypical case that couple both blue
light receptor and transcription factor functions [79].
We identified three and four aureochromes in N. gadi-
tana and in P. tricornutum, respectively. Such sequences
have only been identified in photosynthetic strameno-
piles [9, 79-82]. In marine environments, the sea water
absorbs wavelengths other than blue, which are the only
wavelengths to travel long distances within the water
column [83]. Blue light is thus expected to play an im-
portant role in algae, as suggested by the involvement of
aureochromes in key mechanisms such as the cell cycle
[84]. Moreover, mechanisms like photomorphogenesis
and phototropism observed in algae [85] are influenced
in land plants by phototropins [86]. These are blue light
receptors harboring two LOV domains and have a role
in signal transduction [87]. Thus, aureochromes are
lineage-specific TFs evolved by photosynthetic strame-
nopiles that confer an adaptive capacity for success in an
aquatic environment.

Specific features of haptophytes The bHLH TFs were
identified in the predicted proteome of P. tricornutum,
N. gaditana, C. reinhardtii and P. purpureum, but not in
the three haptophytes (Table 3). Nevertheless, bHLH is
one of the most widespread TF families in eukaryotes
and the second most represented in plants [13, 88]. This
repartition suggests that the bHLH TF family was sec-
ondarily lost in T. lutea, E. huxleyi and Pavlova sp.
These results confirm previous conclusions derived from
the comparison of the TF content composition of six
stramenopiles with E. huxleyi [9], and extends the num-
ber of haptophyte organisms sharing this common ab-
sence of bHLH families.

Interestingly, we identified two and four Heat Shock
transcription factors (HSFs) in E. huxleyi and T. lutea,
respectively, that share the association of a HSF DBD
with a PAS domain. Moreover, two other HSF proteins,
harboring two PAS domains, were identified only in T.
lutea.

The HSF domain is known for playing a role in stress
perception in all categories of living organisms [89]. Its
sensor function is applied to stimuli such as light, oxy-
gen or redox potential. Such stimuli are also known to
induce HSF expression. In plants in particular, HSFs are
involved in response to oxidative stress and redox stat
changes [90, 91]. This functional convergence led us to
hypothesize that the sensor function of the PAS domain
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may play a role in the detection of stimuli involved in
HSF activation. The PAS domain also enables protein-
protein interactions, especially with other PAS-
containing proteins [89, 92]. This function may stabilize
the homotrimer formed by activated HSFs. Likewise,
four TFs have the undescribed association of a PAS do-
main and a homeobox domain in T. lutea.

Potential gene transfer cases

Identification of cyanobacterial TFs in the nuclear genome
of algae

Remarkably, our TFs prediction pipeline allowed the
identification of cyanobacterial TFs in the predicted
proteome of all the microalgae studied (Table 4). We in-
vestigated whether the presence of these genes could be
due to bacterial contamination, and if not, whether these
genes are localized in the nuclear, chloroplastic or mito-
chondrial genome. Because information concerning bac-
terial contamination are only available for T. lutea (G.
Carrier, pers. Com.), Pavilova sp. (transcriptomic data)
and C. reinhardtii (JGI portal), it only was possible to
answer the contamination question for these three algae.
It allowed us to conclude that T. lutea, Paviova sp. and
C. reinhardtii cyanobacterial TFs identification are not
due to bacterial contamination. Concerning the
localization of the cyanobacterial TFs in the algae, we
cannot draw any conclusions for Pavlova sp., for which
no mitochondrial or chloroplastic genome are available.
For P. purpureum the TFs are not localized in the chlo-
roplastic genome; however, since the mitochondrial gen-
ome is not available, we cannot make a conclusion about
a mitochondrial localization. We found that these TFs
are nuclear genes for T. lutea, E. huxleyi, P. tricornutum,
N. gaditana and C. reinhardltii.

Only one TF belonging to the arsenic resistance op-
eron regulator (arsR) family was identified, in N. gadi-
tana. This family is involved in stress response to metal
ions in cyanobacteria [93]. Considering the Bac_DNA_-
Binding family, one member was identified in all the
algae except in P. purpureum. This protein family is in-
volved in transcription regulation, transposition and
DNA chaperones [94, 95]. Several members of the BolA
family were identified in all algae. BolA is a widespread
family identified in all groups of the tree of life [2] and is
involved in cell cycle regulation and abiotic stress re-
sponse in cyanobacteria [96]. The GerE family which is
part of a two component response regulator was only
identified in haptophytes T. lutea, E. huxleyi (except for
Pavlova sp.), and in the two stramenopiles N. gaditana
and P. tricornutum. This family is characterized by the
presence of a LuxR DBD and involved in processes such
as signal transduction [97], quorum sensing [98] and
sporulation [99]. One member of LysR protein was iden-
tified in N. gaditana. In cyanobacteria, this family is
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Table 4 Number of cyanobacterial transcription factors (TFs) identified in the seven algae for each TF family

TF family T. lutea Paviova sp E. huxleyi P. tricornutum N. gaditana P. purpureum C. reinhardtii
arsR 0 0 0 0 1 0 0
Bac_DNA_binding 1 1 1 1 1 0 1
BolA 2 2 7 4 4 3 5
GerE 1 0 2 2 1 0 0
LysR 0 0 0 0 1 0 0
SfsA 1 3 2 0 1 2 2

BolA TFs were previously identified in the chlorophyte C. reinhardtii, the rhodophyte Cyanidoschyzon merolae, the diatom Thalassiosira pseudonana and the

cryptophyte Guillardia theta [24]

involved in CO, fixation [100] and nitrate assimilation
[101]. Finally, the SfsA family was identified in all algae
except P. tricornutum. SfsA TF is known to be involved
in sugar fermentation [102].

So far, no genome-wide TF identification study has
shown the presence of such sequences in microalgae,
except for the BolA family in the chlorophyte C.
reinhardtii, the diatom Thalassiosira pseudonana, the
rhodophyte C. merolae and the cryptophyte Guillardia
theta [2]. Since these TF families are found either in
cyanobacteria or bacteria, their presence in the algal
genomes could be explained either by an endosymbiotic
gene transfer (EGT), which is a gene transfer taking
place from the chloroplastic genome to the nuclear
genome during evolutionary history [103, 104], or a
horizontal gene transfer (HGT) from a prokaryotic
organism to the algal genome [105].

Fungal TRF: fungus in algae

The TF families described above are of bacterial type,
but TFs from the fungal TRF family (also called Zn-clus)
were also identified. These TFs are abundant and well
described in fungi [106]. Their DBD is characterized by
a conserved CysX2CysX6CysX5-16CysX2CysX6-8Cys
motif. The six conserved cysteines coordinate two Zn(II)
ions allowing correct folding of the domain [107]. This
DBD was first identified in the Saccharomyces cerevisiae
Gal4 TF [108]. Members of this TF family are implicated
in the regulation of genes involved in diverse mecha-
nisms, such as amino acid biosynthesis [109], multidrug
resistance [110], ethanol catabolism [111] or lipid catab-
olism [112, 113].

Fungal TRF were identified in T. lutea, Paviova sp., E.
huxleyi, N. gaditana and P. tricornutum. However, no
fungal TRF were identified in either C. reinhardtii or in
P. purpureum. In previous studies TFs from this family
were identified in the rhodophyte G. sulfuraria [12, 15].

This presence of fungal type TFs in algal genomes is
another illustration of the complex evolutionary history
of algae [114]. Multiple endosymbiosis resulting in the
algal diversity [18] is punctuated by numerous gene
transfer events. These gene transfer events comprise

both EGT [115, 116], as the original case of HGT from
bacteria to the plastid genome [117], or from bacteria or
archaebacteria to the nuclear genome [40, 105, 118,
119]. In these HGT, the donor organism is prokaryotic,
but interesting cases of HGT from a fungus to an alga
were recently shown [120]. All these gene transfers give
rise to metabolic and regulatory diversity, leading to
adaptation of algae to a wide variety of environments
and conditions.

Conclusion

Using a pipeline with very good sensitivity and PPV for
both plant and cyanobacterial TFs, we undertook the
first genome-wide identification of TFs in haptophytes,
coupled with a comparison of TF content between hap-
tophytes and other algal lineages. The identification
highlighted the presence of cyanobacterial TFs in algal
nuclear genomes, which is likely to originate from either
an EGT or an HGT. Moreover, members of the Fungal
TRF family were identified in 7. lutea, Paviov asp, E.
huxleyi, P. tricornutum and N. gaditana. The presence
of fungal type TFs in algal genomes also illustrates the
complex evolutionary history of these organisms. This
comparison study confirms and extends lineage-specific
features highlighted between haptophytes and strameno-
piles by previous work [9] and extends the panel of ge-
nomes used for this comparison (Fig. 6). In order to
investigate the evolutionary history of organisms and
genome-wide studies, some gaps need to be filled and
the red algae are one of them. In this kind of study, the
only two red algae used are the two extremophiles G.
sulfuraria and C. merolae. The extreme environmental
pressures they face make these two algae peculiar cases
that should not be considered representative of the red
lineage. Here, we used mesophilic species P. purpureum.
Availability of genomic data from haptophytes is also
lacking. In this study, we provide the first genomic data
of T. lutea. The characteristics revealed include some
clues consistent with the hypothesis of an endosymbiosis
of green and red algae in the evolutionary history of
haptophytes and stramenopiles [19]. Therefore, this
work provides a basis to better understand gene
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regulation in 7. [utea, which is a species of ecological
interest as part of haptophytes, a diverse and often eco-
logically dominant group in the planktonic photic realm
[121].

Methods

Source datasets

The predicted proteomes used in this study were down-
loaded from different sources (Additional file 1: Table
S1). The C. reinhardtii CC-503 c¢cw92 mt+, P. tricornu-
tum CCAP1055/1 and E. huxleyi CCMP1516 predicted
proteomes were downloaded from the JGI genome por-
tal at http://genome.jgi.doe.gov/. The N. gaditana
CCMP526, Paviova sp. CCMP459 and P. purpureum
DBLAB2 predicted proteomes were downloaded from
http://nannochloropsis.genomeprojectsolutions-databa-
ses.com/, http://data.imicrobe.us/project/view/104 and
http://cyanophora.rutgers.edu/porphyridium/,  respect-
ively. The genome of the T. lutea CCAP927/14 strain
was recently sequenced and annotated in our laboratory
(data not shown). Raw read data are available at SRA
(RUN: SRR3156597).

Identification and classification of transcription factors

The TF identification and classification pipeline was cali-
brated with the model plant A. Thaliana (TAIR 10).
Opverall, the pipeline uses two strategies: (1) a similarity

research with BLAST software against a self-built data-
base of known TFs from algae, A. thaliana, Saccharomy-
ces cerevisiae and cyanobacteria; (2) identification of TF
DBDs with InterProScan and HMMER software. The
compilation of software results allowed us to obtain a
putative list of TFs (Fig. 1).

Construction of a TF database for BLAST software

The TF database is composed of TFs from different or-
ganisms (the model plant A. thaliana; the green algae
Bathycoccus  prasinos, Chlorella sp, Coccomyxa sp,
Micromonas pusilla, Micromonas sp, Ostreococcus luci-
marinus, Ostreococcus sp, Ostreococcus tauri and Volvox
carteri; the red algae Cyanidioschyzon merolae and Gal-
dieria sulfuraria; the diatom Thalassiosira pseudonana
and the vyeast Saccharomyces cerevisiae). These se-
quences were retrieved from online databases (Add-
itional file 2: Table S2). Since algae originate from the
engulfment of a cyanobacteria-like organism by a primi-
tive eukaryotic heterotroph, we added all cyanobacterial
TFs of the cTFbase [8] to the self-built database.

Identification of protein functional domains

Each protein domain contained in the protein domain
databases is stored as a Hidden Markov Model (HMM)
and linked to a putative function. This statistical method
computes a matrix based on the multiple alignments of
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a protein domain [122]. For functional domain annotation
of all the predicted proteomes, we employed InterProScan
5 version 5.4-47.0 [123], which uses a consortium of
eleven protein domain databases (PROSITE, HAMP,
Pfam, PRINTS, ProDom, SMART, TIGRFAMs, PIRSE,
SUPERFAMILY, CATH-Gene3D and PANTHER). How-
ever, twelve DBDs (G2-like, BELL, HD-ZIP, HRT, NF-YB,
NF-YC, SAP, STAT, Trihelix, VOZ, WOX and VARL) are
not supported by the eleven databases of the consortium
and were added through multiple alignments available in
the TF databases PlantTFDB [13] and PInTFDB [12] with
HMMERS3, v3.1b1 [124].

Pipeline description

First step Sequences of each predicted proteome were
analyzed in parallel by HMMER (hmmscan, default
parameters), InterProScan (default parameters) for
protein functional domains and by BLAST (e-value
threshold 107'°) for a similarity search against known
TFs (Fig. 1).

Second step The results of each software analysis were
filtered using different homemade PERL scripts. For
InterProScan, false positives were filtered out to keep
only annotated domains that had an e-value above or
equal to 10>, Among these, only TFs DBDs were con-
served. For HMMER, filtration was done on the score
value. Sequences with a significant smmscan match (ac-
cording to the database thresholds) were added as TF
candidates. For BLAST searches, the filtering step was
applied with an identity percentage threshold of 35 %
and an alignment length threshold of 100 residues.
Then, the best-BLAST hit was taken for each query. Fi-
nally, the results of all software processes were com-
bined in one file.

Third step Once identified, putative TFs were classified
into specific families according to their DBD(s). We used
a compilation of the “family assignment rules” described
by the web databases PlantTFDB [13], PInTFDB [12]
and cTFbase [8], as well as previous studies [9, 11]. A
PERL script was used to automatically classify the puta-
tive TFs in families following the assignment rules.

Final step Manual curation was necessary, in particular
for three complex cases: (1) MYB, where the calibration
stage revealed that filtration of the e-value score gener-
ated false negatives. To overcome this, MYB identifica-
tion was performed using the same protocol, with the
exception of the validation step of the e-value scores on
the InterProScan result. Moreover, each candidate was
manually inspected (BLAST) to confirm each MYB do-
main and classify putative TFs in each family (MYB-3R,
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MYB-2R and MYB-related). (2) G2-like, due to the ab-
sence of a G2-like domain in the InterProScan database
and its close similarity to the MYB-SHAQKYF domain,
cross-annotation between these two domains was manu-
ally checked using HMMER. (3) TF families character-
ized by the repetition of a single domain; for proteins
identified as belonging to the DBB and AP2/ERF fam-
ilies, the presence of two or more B-Box or AP2/ERF
domains, respectively, was verified.

Evaluation of pipeline accuracy

To estimate the accuracy and reliability of our identifica-
tion method, we applied our pipeline to the predicted
proteome of A. thaliana (TAIR 10) and compared the
identification of eleven well-annotated families to pub-
lished datasets [13], used as a gold standard. For the
identification of cyanobacterial TFs, we applied our pipe-
line to Synechocystis sp. PCC 6803 (GeneBank Assembly:
GCA_000009725.1), Synechococcus sp. CC9605 (down-
loaded from cyanobase) and Nostoc punctiforme
PCC73102 (GeneBank Assembly: GCA_000020025.1)
predicted proteomes and compared our prediction re-
sults with published data [8]. The accuracy was evalu-
ated by the measurement of sensitivity:

True positives

True positives + False negatives
and Positive Predictive Value (PPV):

True positives

True positives + False positives

A sensitivity value of less than one means inclusion of
false negatives and a PPV of less than one means inclu-
sion of false positives.
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CHAPITRE 1

IV. Résultats complémentaires : Apport du génome de
l’haptophyte Chrysochromulina tobin a cette etude

comparative .

Depuis I’¢criture de cette publication, un nouveau génome d’haptophyte a réecemment ete
publi¢ : celui de Chrysochromulina tobin (Hovde et al., 2015). Cet haptophyte, non
coccolithophore, appartient a I’ordre des Prymnesiales et a la famille des Chrysochromulinaceae.
Le pipeline d’identification et de classification des FTs a donc ete appliqué au proteome predit de

C. tobin, et les resultats obtenus ont ete ajoutes aux precedents (Tableau 2).

Comme dans le cas des autres microalgues ¢tudices, des familles préecedemment decrites comme
specifiques de la lignee verte ont éte identifices (AP2/ERF, CSD, TUB et C2C2-YABBY). De
plus, des sequences appartenant aux Fungal TRF ont ¢galement ¢te identifices chez C. tobin, ainsi

que des sequences appartenant a des familles de FTs retrouvées chez les cyanobactéries.

A D'exception d’une sequence appartenant a la famille des C2C2-YABBY, C. tobin ne comporte
pas de particularite par rapport aux autres especes. L’ajout de ces donnéees au dendrogramme
(Figure 3 de Thiriet-Rupert et al 2016 fondee sur la presence/absence des differentes familles de
FTs chez chaque espece) montre un embranchement de C. tobin entre Pavlova sp. d’une part, et T.
lutea et E. huxleyi d’autre part (Figure 39). Cette structure ¢tant conforme a la phylogénie des
haptophytes. De plus, I'ajout des donnees obtenues pour C. tobin a la construction de la
« heatmap » (Figure 4 de Thiriet-Rupert et al 2016) montre une discrimination plus efficace des
familles de FTs en fonction de leurs proportions dans le génome des différentes microalgues
étudices (Figure 40). Le cluster N°1 regroupe les familles décrites comme spécifiques de la lignée
verte. Le N°2 regroupe les familles communes aux huit microalgues ou majoritairement réparties
et dont les proportions varient peu. Le cluster N°3 correspond aux familles communes aux huit
microalgues et dont les proportions varient d’une espece a I'autre. Le N°4 regroupe les trois
familles absentes chez les straménopiles. Et le cluster N°5 regroupe les trois cas d’expansion ainsi
que la famille des MYB qui, hormis ces trois expansions, est la plus représentee chez chacune des

especes.
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Tableau 2 : FTs identifi¢s dans le genome des huit microalgues de 1'étude. Pour chaque espece, la
colonne de gauche correspond au nombre de sequences appartenant a chaque famille. Celle de
droite correspond a leur proportion par rapport au nombre total de FTs identifi¢s dans le genome
de l'organisme en question.

B3 ABINPY 1 0.65 o 0 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 1 047

APYERF AP2 1 0.85 1 078| 58 1213 11 6.B3 1] 0 2 215 1] 0 & 2.83

ERF 1 0.65 6 469 99 2071 7 435 2 1.02 2 215 0 0 9 4.25

bHLH 1] 0 o 0 1] 0 1 0.62 B 4.08 3 3.23 3 151 8 377

bZIP 3 194 3 2.34 & 126 2 124 25 1276 11 1183 21 10.55 20 943

CO-like 1] 0 o 0 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 1 047

e Dof 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.47

GATA 5 3.23 1 078 4 0.84 1 062 1] 0 1] 0 2 101 12 0.66

LsD 1 0.65 1 | 078 0 0 0 0 1] 0 1] 0 0 0 1 047

TABBY 0 ) ) 0 0 0 1 0.62 1] 0 1] 0 0 0 1 0.47

C2H2 8 516 | 8 68325 37 774 18 1118 4 204 5 5.38 60 30.15 5 .36

C3H 13 B39 | 7 547 | 49 9.83 13 BO7 11 561 5 538 B 402 22 10.38

CCAAT 3 194 [ 0 0 2 0.42 2 124 3 153 3 3.23 3 151 1 047

CFP 1 0.65 o 0 4 0.84 3 186 5 255 1 108 2 101 3 142

ICSD 3 184 | 4 313 25 523 5 3.11 5 255 1 108 3 151 2 0584
DBE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.5 0 )

EZF/DP 2 129 3 234 3 0.63 4 248 5 255 1 108 3 151 3 142
Fungal TRF 14 903)| 8 6325| 27 565 3 186 1 051 10 10.75 0 0 0 0

CARP G2-like 4 258 4 313 5 1.05 7 435 2 1.02 0 0 2 101 4 1E9

ARR-B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.47

Homeobox HE-ather 15 1032 14 1054 28 5.86 13 BO7 1] 0 1] 0 2 101 1 047

TALE 1 0.85 1 078 1] 0 1 0.62 4 204 1] 0 9 452 3 142

HEF g 581 | 8 635 g 167 1 0.62 67 3418 4 43 1 05 2 0584

LI 2 129 3 2.34 1 23 2 124 1] 0 1] 0 2 101 1 047

MADS-box | M-type 3 194 1 078 1 0.21 1 0.62 0 0 1] 1] 2 101 2 0584

mTERF 5 323 0 0 ] 126 3 186 5 255 2 215 5 251 4 1E9

B (3R) 1 0.65 o 0 3 0.63 0 ] 2 102 5 5.38 1 0.5 1 047

MYE WTB (2R} 25 16113 | 20 1563 39 B.16 24 1491 11 5.61 8 B6 23 1156 10 472

W B-rel 21 1355( 15 119 | 51 10,69 12 745 7 3.57 7 7.53 7 3.52 18 E.65

SHAQKYF 1 0.85 2 156 1 0.21 3 186 ¥ 3.57 -] B6 16 B804 4 1E9

NF-X1 0 0 1) 0 1] 0 0 0 0 0 1] 0 0 0 1 0.47
HF-YA 1] 0 1 078 1 0.21 3 186 1 0.51 2 108 1 05 0 )

NF-¥ NF-YB 1 0.65 1 | 078 4 0.84 7 435 2 102 & 215 3 151 3 142

NF-YC 3 1594 4 313 1 0.21 4 248 ] 4.08 1 B.45 & 3.02 2 0.54

Nin-like 1] 0o 1 | 078 1] 1] 1] 0o 1] 1] 1 108 4 20 15 7.08

S1Fa-like 0 0 o 0 1] 0 1] 0 0 0 1] 0 0 0 1 0.47

SBP 1] 0 o 0 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 1] 0 23 10.85

Sigma-70 4 258 [ 4 313 2 042 5 311 B 4.08 4 43 8 4.02 1 0.47

TuB 3 184 7 547 5 1.05 4 248 3 153 1 108 1] 0 & 2.B3

WVARL 0 o o 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 12 5.66

Whirky 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.47

WRKY 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.47
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Figure 39 : ajout des donnces de C. tobin a la construction du dendrogramme de Thiriet-Rupert et

al., 2016. a) Dendrogramme construit a partir des donnees de presence/absence des familles de
FTs chez chaque espece de microalgues. b) Phylogénie des haptophytes construite a partir de leur
sequence 16S. Les quatre haptophytes présents sur le dendrogramme sont pointés par une fleche.
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Figure 40 : ajout des donn¢es de C. tobin a la construction de la heatmap de Thiriet-Rupert et al.,
2016. a) Representation « heatmap » realiseée a partir des proportions de chaque famille de FTs
dans le géenome des sept algues de la publication (Thiriet-Rupert et al 2016). b) Représentation «
heatmap » apres ajout du génome de la microalgue C. tobin a I’analyse.
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L’ensemble de ces resultats conforte donc les conclusions de la publication et montre que plus le
nombre d’especes utilisées est eleve, plus les resultats obtenus sont precis. En revanche,
I’hypothese de I’absence des FTs de la famille des bHLH chez les haptophytes n’est plus valable.
En effet, la presence d’un FT bHLH dans le genome de C. tobin contredit la perte de cette famille
chez les haptophytes. Afin d’evaluer si cette espece constitue un cas isole, une recherche de
sequences appartenant a la famille des bBHLH chez des especes d’haptophytes a ¢te menee. Pour
cela, les donnees transcriptomiques génerées par le projet Marine Microbial Eukaryote

Transcriptome Sequencing Project (MMETSP) (http://data.imicrobe.us/project/view/104)

(Keeling et al., 2014) ont cte utilisees. Les sequences de bHLH ont éte recherchees dans
I’annotation fonctionnelle du transcriptome de 14 especes d’haptophytes representant cinq des
sept ordres de cette lignée (Tableau 3). De manicre interessante, aucune sequence de bHLH n’a
¢té identifice chez les six Isochrysidales, les deux Coccolithales ni chez Pavlova sp. alors que les
deux Phacocystales et quatre Prymnesiales comportent au moins un bHLH. En revanche, aucune
sequence de bHLH n’a ¢té identifice dans le transcriptome de Chrysochromulina ericina, qui
appartient pourtant ¢galement aux Prymnesiales. La repartition des bHLH au sein des haptophytes
semble donc restreinte aux seules Phacocystales et Prymnesiales (Figure 41). Une répartition aussi
atypique peut s’expliquer par deux hypotheses. (1) Une perte de cette famille de FTs chez
I’ancétre commun aux Coccolithales et aux Isochrysidales, ainsi qu’une perte au cours de I’histoire
¢volutive des Pavlovales. (2) Ou bien, a I'inverse, le gain de cette famille chez I’ancétre commun
aux Phacocystales et aux Prymnesiales. Des arguments supportent chacune de ces deux
hypotheses. Tout d’abord, expliquer cette repartition par I'intervention d’un seul événement de
gain chez I’ancétre commun aux Phacocystales et aux Prymnesiales est plus probable que par deux
¢venements de perte de cette famille de FTs. Cependant, le gain de la famille de bHLH chez
I’ancétre commun aux Phacocystales et aux Prymnesiales impliquerait I’absence de cette famille
chez I’ancétre commun a I’ensemble des haptophytes. Or, les bHLH sont parmi les FTs les plus
repandus puisqu’ils sont retrouves chez I’ensemble des eucaryotes (Massari & Murre, 2000 ;
Sailsbery & Dean, 2012). Il est donc difficile de definir laquelle des deux propositions suivantes
est la plus probable : que I’ancétre des haptophytes ait ¢té depourvu de bHLH, ou que deux
évenements de perte de cette famille soient intervenus au cours de leur histoire évolutive. Quoi

qu’il en soit, ce ne sont pour le moment que des hypotheses qui demandent, en premier lieu, une
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confirmation de la repartition des bHLH parmi les differents ordres des haptophytes d’un point

de vue génomique.

Tableau 3 : especes d'haptophytes utilisées pour la recherche specifique de FTs de la famille de
bHLH.

Ordre Espéce Souche
Pavlovale Pavlova sp. CCMPASS
Phaeocystis antarctica Caron Lab Isolste

Phaeocystale CCMP1374

Phaeocystis cordata RCC1383

Prynesium parvum Texomal
Chrysochromulina brevifilum UTEX LB 985

Prymnesiale Chrysochromulina ericina CCMP281

Chrysochromulina rotalis uUion44
Chrysochromulina polylepis CCMP1757

Coccolithale F_‘Ieurcuchrys_ls carterae : CCMPBAS

Coccolithus pelagicus ssp braarudi PLY182g

CCMP370

Emiliania huxleyi

PLYM2019

lsochrysidale Gephyrocap_jsa oceanica RCC1303
Isochrysis galbana CCMP1323
. CCMP1244

Isochrysis sp.

CCMP1324
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Figure 41 : Repartition des FTs de la famille des bHLH chez les cing ordres des haptophytes
representes dans leur recherche spécifique. L’arbre a été construit a partir des sequences 16S du
plus large echantillon trouve dans les bases de donnces. Les ordres encadres en rouges
correspondent a ceux au sein desquels aucun bHLH n’a ete identifie. En vert, sont encadres les

ordres dont des membres préesentent ces FTs.
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V. Bilan et perspectives

L’ensemble de ces resultats montre bien que la taille de I’ ¢chantillonnage est primordiale dans
ce type d’¢tudes et que plus le nombre de genomes sequences sera important et taxonomiquement
diversifie, plus les resultats obtenus seront precis et fiables. La comparaison des FTs identifies chez
des organismes representant quatre lignees de microalgues constitue, en effet, le principal point
fort de cette ¢tude. Cette couverture, plus elargie comparativement aux ¢tudes precedentes
permet d’affiner et renforcer les specificites de lignees, ainsi que d’en identifier de nouvelles.
Toutefois, utiliser davantage d’organismes renforcerait encore plus ces dernieres. Le fait que P.
purpureum soit la seule microalgue rouge meésophile dont le génome est sequence rend difficile
I'intégration de cette lignée, pourtant a I'origine du chloroplaste de nombreuses lignées (cf
Introduction), aux ¢tudes comparatives visant a ¢tudier Ihistoire evolutive des microalgues. Un
autre exemple intéressant est celui de la repartition des bHLH chez les haptophytes. Bien que
cette surprenante caractéristique soit ¢tayee par l’analyse de données concernant 14 especes
repréesentant cinq des sept ordres des haptophytes (des données concernant les Syracosphaerales
et les Zygodiscales manquent dans notre analyse) un plus grand ¢chantillonnage permettrait de
preciser cette repartition atypique. De plus, hormis pour T. lutea, E. huxleyi et C. tobin pour
lesquelles le génome est sequence, cette répartition est fondée sur I’analyse de donnees
transcriptomiques. L’absence de bHLH de ce jeu de données ne prouve donc que I’absence
d’expression de tels FTs dans les conditions appliquées a la culture utilisée pour le sequengage.
Des données génomiques seraient nécessaires a la confirmation de ’absence de bHLH chez les

Isochrysidales, les Coccolithales et les Pavlovales.

Enfin, concernant les familles definies comme specifiques de la lignee verte, certaines sont
retrouvees chez la plupart des microalgues de cette ¢tude (familles CSD, AP2/ERF ou TUB).
Cette repartition s’explique par I’exhaustivite des lignees incluses dans cette ¢tude par rapport a
celles qui avaient decrit ces familles comme speécifiques de la lignee verte (Sharma et al., 2013 ;
Lang et al., 2010). D’autres de ces familles ne sont retrouvées que tres ponctuellement et en petit
nombre en dehors de la lignée verte (une séquence de la famille ABI3/VP1 chez T. lutea, une
sequence de C2C2-LSD chez T. lutea et Pavlova sp., et une sequence de C2C2-YABBY chez C.
tobin). Ce cas est, en revanche, plus délicat a ¢lucider. Ces familles ne sont retrouvees que chez

une ou deux especes et non communes aux quatre haptophytes. De plus, chacune de ces familles
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n’est representée que par une seule séquence. Autant d’indices qui suggerent un transfert
horizontal recent. Un tel événement a ¢galement ¢te suggere par Hunsperger et al., (2015) a partir
de données genomiques concernant la presence des genes por  (protochlorophyllide
oxidoreductases), impliqués dans la synthese de chlorophylle a, chez les haptophytes. Lors de la
redaction de la publication, la présence de ces sequences de FTs specifiques de la lignee verte a
¢te associee a I’hypothese d’une endosymbiose cryptique. Celle-ci propose que I’endosymbiose
d’une microalgue verte aurait precede celle d’une microalgue rouge chez les haptophytes et
stramenopiles (Moustafa et al., 2009 ; Dorrell & Smith, 2011). Toutefois cette hypothese regoit
peu de credit dans les ¢tudes récentes concernant I'histoire evolutive des algues. Une autre
hypothese, plus soutenue, est celle d’un transfert horizontal li¢ a la predation, certains
representants des lignées CASH (Cryptophytes, Alveolées, Stramenopiles, Haptophytes) ¢tant
communement prédatrices (Doolittle, 1998). Récemment, Keeling (2013) a repris cette
hypothese selon laquelle, chez les lignées CASH, prealablement a I’événement d’endosymbiose,
des transferts de genes auraient eu lieu depuis le génome de microalgues vertes phagocytees par
predation (Figure 42). Ces mecanismes expliquant la présence de genes originaires de la lignee

verte chez les lignées CASH dont le chloroplaste est dérivé d’une microalgue rouge.

Une autre hypothese concernant I’ origine de ces transferts de genes horizontaux fait intervenir un
vecteur viral. En effet, les virus sont connus pour ¢tre impliques dans le transfert de genes entre
organismes (Gilbert et al., 2014 ; Gao et al., 2014 ; Chen et al., 2016) et, parmi les nombreux
virus océaniques, une grande varicte cible les algues (Short, 2012). La préesence de genes du
photosysteme I, impliquées dans la photosynthese, ont éte identifies dans le génome de virus marins
(Sharon ez al., 2009), et le transfert de sept genes de la voie de biosynthese des sphingolipides de
I’haptophyte E. huxleyi dans le genome de son virus a ADN a ¢té rapporte (Monier et al., 2009).
A Pinverse, des genes viraux ont et identifies dans le genome de plantes (Bertsch et al., 2009)
ainsi que chez d’autres eucaryotes, parmi lesquels des algues (Filee, 2014). Des transferts de genes
sont donc possibles depuis le genome des algues vers celui de virus et inversement, suggérant un

role tres probable de ces vecteurs dans les transferts de genes chez les algues.
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Figure 42 : Theorie proposéee par Keeling (2013) selon laquelle les genes provenant de la lignee
verte et identifi¢s dans le genome des algues des lignées CASH auraient ¢té acquis par predation.
L’organisme heterotrophe (en violet) consomme diverses algues. S’en suit une rétention
transitoire de la proie precedent sa digestion et permettant des transferts de genes. Ce mecanisme
pouvant se repeter plusieurs fois avant que I’héterotrophe ne retienne definitivement 'une de ses

proies.
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De plus, des genes dérives de virus et de bacteries parasites sont contenus dans des plasmides
d’algues, et ont ¢galement été retrouves dans le génome nucleaire et chloroplastique de ces
organismes hotes (Lee et al., 2016). Ces vecteurs sont bien connus pour diriger les transferts de
genes chez les bacteries (Ochman et al., 2000) et des mécanismes, parfois impliques dans la
conjugaison bactérienne, permettent ¢galement aux bactéries parasites de transferer du materiel
biologique (proteique ou nucleique) dans la cellule héte (Lacroix & Citovsky, 2016). La présence
de nombreux genes de Chlamidiae, des bacteries parasites intracellulaires obligatoires, dans le
geénome d’algues (Huang & Gogarten, 2007 ; Becker et al., 2008) suggere donc I'implication de

ces mecanismes dans les transferts de genes horizontaux chez les algues.

Sans étre exhaustif, ces hypotheses sont parmi les principales ¢laborées concernant les mecanismes
. \ . . 4 . . b A
sous-jacents aux transferts de genes horizontaux. Toutefois, aucune preuve decisive n’a pu étre

apportee en faveur de I'une d’elles.

Page 1 03



CHAPITRE 1

Page 104



CHAPITRE 2

Chapitre 2 : Identification de FTs
impliqués dans Porchestration des

remaniements métaboliques

constituant la réponse spéciﬁq ue de la

souche mutante de T. lutea a un stress

azote

Page 105



CHAPITRE 2

La mise au point d’un pipeline bio-informatique a donc permis I'identification des FT's presents
dans le genome de T. lutea (voir Chapitre 1). Dans ce chapitre, I’expression de I’ensemble de ces
FTs chez les deux souches de T. lutea (la souche sauvage WTcl et la souche mutante 2Xc1) et dans
differentes conditions physiologiques a ¢te ctudice. L’objectif consiste a identifier des FTs
potentiellement impliques dans I’ ¢tablissement du phénotype de la souche 2Xc1 de T. Iutea. Dans
ce but, la construction et I’analyse de reseaux de co-expression et de regulation des genes a ete
realisee. Afin de pallier a I’annotation fonctionnelle parcellaire inhérente aux organismes non-
modeles, une priorisation de genes a ¢té mise au point afin de lier le profil d’expression des genes
a la dynamique des parametres physiologiques de I’algue. La fonction d’un FT étant identifice a
travers celle de ses genes cibles, assigner une fonction putative aux genes de T. Iutea est une
premicre ¢tape indispensable a I’identification de FTs candidats. Une analyse de RT-PCR
quantitative (q-RT-PCR) a ensuite permis de mieux caracteriser le role de deux de ces régulateurs
candidats dans la réponse specifique de la souche 2Xc1 a un stress azote. Cette ¢tude fait I’objet

d’une publication en cours de redaction.

[. Introduction

La production de lipides par les microalgues étant provoquée par un stress azote, les deux
souches de T. Jutea (WTcl et 2Xcl) ont ¢été cultivees durant 85 jours en photobioréacteur en
chémostat limite par I’azote. Le chémostat est un type de culture en mode continu. Les cellules
sont cultivées dans un reacteur alimenté en continu par du milieu nutritif dont un ¢lement est
présent en quantite limitante. Le volume de culture au sein du reacteur est maintenu constant par
un flux sortant equivalent au flux entrant. Le controle de ce taux de dilution permet de fixer la
concentration cellulaire de la culture. L’ensemble des parametres de culture etant controle,
I’equilibre physiologique atteint par les cellules cultivées peut étre maintenu indefiniment. Une
culture en chémostat offre donc ’avantage de maintenir de fagon stable un état physiologique
precis et controlé. Dans le cas présent, cet equilibre est caractérise par une limitation azotée. Suite
a la stabilisation de la biomasse algale au sein du photobioréacteur (¢tat d’eéquilibre), un ajout
d’azote ponctuel a éte réalise. A partir de modeles predictifs (Mairet et al., 2011), une hypothese

concernant la dynamique de biomasse algale et du contenu des cellules en lipides neutres a ete
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Figure 43 : représentation schematique de la dynamique des différents parametres physiologiques

de I'algue (la quantité de lipides de réserve intracellulaires, le rapport N/C et la quantite de

biomasse), suite a une injection de nitrate lors d’une culture de T. lutea dans un chémostat limité

par I'azote. Ces dynamiques correspondent aux predictions de modeles écophysiologiques.

(Garnier, 2016)
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ctablie. Selon cette hypothese, la culture étant limitée par I’azote, I’ajout de cet element
(repletion azoteée) provoque une augmentation de la biomasse (Figure 43). Parallelement a cette
augmentation de biomasse, une diminution des reserves lipidiques des cellules a lieu (phase de
degradation lipidique). La dégradation des lipides de reserve permet de produire de I’énergie sous
forme d’ATP, du pouvoir reducteur sous forme de NADPH et NADH, et des précurseurs
metaboliques pour la synthese de biomasse fonctionnelle (protéines, acides nucleéiques, lipides
membranaires). Suite a cette phase de croissance, et une fois l’azote injecte entierement
consomme par les algues (dépletion azotée), une phase d’accumulation lipidique a lieu (Figure
43). Le manque d’azote disponible dans le milieu ne permet pas a I’algue de satisfaire ses besoins
en azote. En conséquence, les algues stockent le carbone sous forme de lipides de reserve afin
d’eviter la consommation d’¢énergie que provoquerait la synthese de biomasse fonctionnelle. Suite
au pic de biomasse, celle-ci diminue jusqu’a atteindre son niveau initial (phase d’equilibre en
limitation azotée) du fait du taux de dilution de la culture continue. Au cours de I’expérience, les
cultures ont ete soumises a trois ajouts ponctuels d’azote successifs (Figure 44). Les donnces
physiologiques récoltées durant I’expérience ont confirme cette dynamique (Figure 44) ainsi que
la suraccumulation lipidique de la souche mutante 2Xc1 (Figure 45). De plus, de manicre
inattendue, une augmentation de la capacite de stockage du carbone de cette méme souche apres
chaque ajout d’azote a ¢te mise en ¢vidence. Cette augmentation du carbone intracellulaire apres
chaque ajout d’azote correspond a une augmentation des réserves de la cellule en carbohydrates
(Figure 45). De nombreux prelevements ont éte realises tout au long des 85 jours de culture,
dont six pour chaque souche (douze au total) ont fait I’objet d’analyses transcriptomiques par
RNA-seq (Figure 46). Pour chacun de ces prelevements des analyses physiologiques ont ¢galement

cte realisces (dosage des lipides neutres et carbohydrates intracellulaires notamment).

Le phénotype de la souche mutante de T. Tutea est caractérise par la dynamique des quantites de
lipides neutres et de carbohydrates intracellulaires au fil des 85 jours de culture. Les deux souches
presentent des différences génetiques se traduisant par des variations d’expression de genes, a
I'origine du phénotype mutant. Par consequent, identifier les genes dont le profil d’expression
est correle a la dynamique des caracteristiques physiologiques de la souche mutante permettrait

de mieux comprendre I’¢tablissement de ce phenotype.
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Figure 44 : suivi des parametres physiologiques chez chaque souche au cours des 85 jours de
culture (Garnier et al., acceptee) (a). CC : concentration cellulaire, DIN & DIP : azote et
phosphore inorganique dissous, PC : carbone particulaire, PN : azote particulaire. SS1, SS2 et SS3
correspondent aux trois ¢tats d’équilibre. En b), un zoom sur I’évolution du rapport N/ C suite a

la premiere injection d’azote.
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Figure 45 : caracterisation physiologique du phenotype mutant. Dosage des lipides de stockage et
des carbohydrates dans les trois états d’equilibre (a) au cours des 85 jours de culture. La
suraccumulation en lipides de stockage de la souche mutante a eté confirmee (b). Une
augmentation de la capacite de stockage du carbone chez la souche 2Xc1 a ¢te observee apres
chaque injection d’azote (c). Cette augmentation du carbone stocke correspond a une
augmentation de la quantité de carbohydrates cellulaires (d). (Garnier, 2016)
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Figure 46 : ¢chantillons utilises pour I’analyse RNA-seq au long de la cinetique des trois injections
d’azote. Deux echantillons (Pt-27 et Pt-117) correspondent a une limitation azotee, deux (Pt-83
et Pt-125) correspondent a une répletion azotee, et deux (Pt-90 et et Pt-129) correspondent a

une déplétion azotee.
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De plus, les FTs jouent un role cle dans la regulation de I’expression de genes. Ainsi, identifier
ceux qui seraient impliques dans la regulation de I’expression des genes de fagon différentielle
exprimes chez la souche mutante permettrait d’identifier les réseaux de régulation sous-jacents a
I’¢tablissement de son phenotype. Métaphoriquement, Les FTs sont les chefs d’orchestre de
I’¢tablissement du phénotype dont la partition est jouce par un orchestre constitue par leurs genes
cibles. Ce chapitre se propose donc d’identifier les FTs impliqués dans I’etablissement du
phenotype mutant via I’annotation fonctionnelle de leurs genes cibles putatifs. Dans cette optique,
une strategie couplant la construction et I’analyse de reseaux de co-expression et de regulation

des génes a été élaborée.

II. Application d’une stratégie visant a identifier les
régulateurs potentiels de I’établissement d’un phénotype

mutant chez un organisme non-modele : Tisochrysis lutea.

1. Correlation entre profil d’expression des genes et
dynamique des caracteres phenotypiques pour
compléter I’annotation fonctionnelle

a) Stratégie

La strategie ¢laborée debute par la construction d’un réseau de co-expression des genes grace
au package R WGCNA (Langfelder & Horvath, 2008) a partir des données transcriptomiques.
Pour cela, les 12 échantillons RNA-seq (six pour chaque souche) ont eté utilises (Figure 46). La
methode implementée dans ce package permet une identification robuste de modules de genes
co-exprimes. Ceux-ci regroupent des genes dont la dynamique d’expression est identique au fil
des ¢chantillons ¢tudies. De plus, le grand avantage de WGCNA est qu’il realise ¢galement la
correlation du profil d’expression des genes avec la dynamique de caracteres physiologiques
quantifiables. Dans le cas présent, les genes dont le profil d’expression est corréle a la dynamique
des quantites de lipides de stockage ou de carbohydrates cellulaires ont éte identifies. L annotation
fonctionnelle de ces genes permet d’identifier les fonctions potentiellement lices a ces
caracteristiques  physiologiques. Cependant, T. Iutea n’¢tant pas un organisme modele,
I’annotation fonctionnelle de ses genes reste parcellaire. Dans un tel cas, I'utilisation de WGCNA

permet de pallier a ce probleme d’annotation fonctionnelle en liant les genes annotes ou non a des
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traits physiologiques. De telles approches utilisant WGCNA ont ete appliquees avec succes a
differentes especes, aboutissant a des resultats biologiquement significatifs (Kogelman et al.,
2014 ; Hollender et al., 2014 ; Wang & Huang, 2014 ; El-Sharkawy et al., 2015). Afin d’utiliser
au mieux cet avantage, une priorisation de genes visant a identifier les genes lies aux
caracteristiques physiologiques du phénotype mutant a ¢te mise au point a partir des donnees
generces par WGCNA. Cette priorisation permettant d’identifier les genes lies aux
caracteristiques physiologiques du phénotype mutant indépendamment de leur annotation, elle
constitue un atout certain chez les organismes non-modeles. Dans cette ctude, la priorisation des
genes a ete fondee sur deux criteres : (i) le coefficient de correlation entre le profil d’expression
des genes et la dynamique de la quantite de lipides de stockage ou de carbohydrates cellulaires. Et
(ii) la connectivite intra-modulaire permettant de quantifier, au sein d’un module de genes co-
exprimes, la connexion d’un gene aux autres genes du module. Les genes les plus connectes aux
autres genes du module sont appeles genes « hub ». La position centrale de ces genes « hub » au
sein d’un module joue un réle déterminant dans la fonction cellulaire du module en question
(Jeong et al., 2001 ; Carter et al., 2004b ; Cooper et al., 2006). Du fait de ce role cle, les genes
« hub » des modules d’interét (lies aux caracteristiques physiologiques du phénotype mutant) ont

également été sélectionnés.

b) Resultats

Cette strategie a cte appliquee aux 15 333 genes exprimes dans au moins un des 12
¢chantillons transcriptomiques (six conditions physiologiques par souche) de T. lutea. Vingt
modules de genes co-exprimés ont ete identifies (Figure 47 a). Trois d’entre eux sont
significativement correles a la dynamique d’une des caracteristiques physiologique du phenotype
mutant : un module significativement correle a la quantite de lipides neutres intracellulaires et
deux modules significativement correles a la quantite de carbohydrates intracellulaires (Figure 47
b). Une analyse des fonctions « Gene Ontology (GO) » a ¢té menée afin de mettre en évidence
les fonctions enrichies parmi les genes appartenant a chacun de ces trois modules. Bien qu’étant
correlés a un caractere phénotypique d’intérét, ces modules presentent des fonctions variees

(Annexe A).
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Figure 47 : Construction et analyse du reseau de co-expression des genes. a) représentation de
I'arbre de clusterisation hierarchique, chaque branche correspond a un gene. Les couleurs
assigneées a chaque module par les methodes “Dynamic Tree Cut” et “Merged Dynamic” sont
representees en dessous de I'arbre. b) Corrélations entre le profil d’expression caractérisant

chaque module et la dynamique des parametres physiologiques. Chaque ligne correspond a un
module et chaque colonne a un parametre physiologique. Chaque case contient le coefficient de

correlation ainsi que la p-value associce.
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Une telle diversite des fonctions lices au phénotype mutant peut s’expliquer par le fait que celui-
ci est provoque par un stress azote. Ce type de conditions physiologiques est connu pour induire
des changements varics, tant en terme d’expression de genes que du point de vue des
remaniements métaboliques, lesquels ne sont pas forcément lies directement a la synthese de
lipides de reserve ou de carbohydrates (Valledor et al., 2014 ; Schmollinger et al., 2014 ; Gargouri
et al., 2015). De plus, la mutagenese alcatoire a I’origine de la souche mutante a provoque de
nombreuses mutations affectant des régions vari¢es du genome. En conséquence, les modifications
metaboliques relatives aux fonctions impactées sont, elles aussi, varices. Enfin, de nombreux

genes ayant une fonction putative inconnue, leur présence biaise I’enrichissement en fonctions

GO.

Cette deémarche a permis d’identifier des genes lies aux caractéristiques physiologiques du
phenotype mutant. La production de lipides de reserve et de carbohydrates ¢tant consequente a
un stress azote, les genes priorises sont donc eégalement lies a la reponse de T. lutea a ce stress. Un
enrichissement en fonctions GO au sein de ces genes a mis en évidence des fonctions connues pour
¢tre impactées lors d’un stress azote chez les microalgues (Annexe B), confirmant que cette
strategie est approprice a I'identification de genes liés a des caracteres physiologiques d’interét.
Parmi I’ensemble des genes priorises, quatre FTs ont éte identifies (LIM_1, MYB-3R et MYB-
2R_14 liés aux lipides de réserve, et MYB-rel_12 li¢ aux carbohydrates). Ces FT's représentent
des candidats intéressants pour la comprehension des mécanismes de regulation de T. lutea en

A \ /4
reponse a un stress azote.

2.Identifier les FTs candidats et leur role dans
I’etablissement du phénotype mutant par l’analyse de
réseaux de régulation des génes

a) Stratégie

La premicere ¢tape de la strategie a permis d’associer les genes de T. Iutea a une fonction putative
ou a un caractere physiologique donné. Grace a cette demarche, quatre FTs candidats ont pu étre
identifies. La deuxieme etape a pour but d’identifier les FT's impliques dans I’etablissement du

phénotype mutant, puis de les caracteriser via la fonction putative de leurs genes cibles. Dans cette
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optique, les genes exprimes de fagon difféerentielle entre la souche WTcl et la souche 2Xc1 ont
cte identifies. Ces genes exprimes de fagon differentielle etant supposes jouer un role cle dans
I’¢tablissement du phénotype mutant, un reseau de régulation des genes a ¢té construit pour
chaque souche a partir de leur profil d’expression. L’analyse de ces reseaux permettra d’identifier
les FTs potenticllement impliques dans la regulation de ces genes et, par consequent, dans
I’etablissement du phénotype mutant. Un enrichissement en fonctions GO des genes cibles des
FTs de chaque réseau a ete realise. La comparaison des deux réseaux a permis d’identifier des
fonctions specifiques a certains FTs du reseau de la souche 2Xc1. Afin de compleéter I’analyse, les
genes priorises pour leur lien avec les caracteristiques physiologiques du phénotype mutant ont
¢te identifies au sein des deux réseaux. Un enrichissement de ces genes priorises au sein des cibles

des FTs de chaque reseau a ensuite ete realise.

b) Resultats

Les genes lies au phénotype mutant ayant ete identifies dans la premicre etape de la strategie, les
specificites de regulation des genes de la souche 2Xc1 ont éte recherchéees. Dans ce but, les genes
exprimés de facon differentielle entre les deux souches ont éte identifiés pour chacun des six points
de cinetique (echantillon Pt-27 WTcl vs echantillon Pt-27 2Xc1, etc.) en utilisant le logiciel Gfold
(Feng et al., 2012). Parmi les 527 genes exprimes de fagon differentielle pour au moins un des six
points de cinetique, se trouvent sept FT's (MYB-2R_14, GATA_2, MYB-2R_20, MYB-rel 11, NF-
YB_2, Fungal-TRF_8 et HB-other_9_PAS) dont deux exprimes uniquement chez la souche 2Xcl
(MYB-2R_14 et GATA_2). Ces familles de FTs ont ete identifices comme etant impliquees dans le
metabolisme de I’azote et la réponse des microalgues a un stress azote (Marzluf, 1997 ; Avila et
al., 1998, 2002 ; Imamura et al., 2009 ; Gargouri et al., 2015). De plus, ces sept FTs ¢tant
exprimés de fagon différentielle chez la souche 2Xcl, leur implication dans la réponse aux
variations de la disponibilité¢ en azote semble spécifique chez cette souche. Cette expression
differentielle suggere donc une implication de ces FTs dans I’ ¢tablissement du phénotype mutant.
Parmi eux, le FT MYB-2R_14 occupe une position de gene « hub » au sein du module WGCNA,
correlée a la dynamique de la quantite de lipides de reserve. De plus, son propre profil

d’expression est correle avec la dynamique de ce méme parametre physiologique, et il n’est
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exprimé que chez la souche mutante. Autant de criteres qui en font un candidat particulicrement

intéressant.

Afin d’identifier le role de ces sept FTs dans les specificites de régulations de I’expression des
genes de la souche 2Xcl, les 527 genes exprimes de fagon differentielle ont ete utilises pour
construire un reseau de regulation des genes pour chacune des deux souches (Figure 48). Chacun
des deux reseaux est constitue de quatre communautes. Ces communautés sont constituces de
genes plus lies les uns aux autres qu’ils ne le sont aux autres genes du réseau. La topologie du
reseau de la souche 2Xcl est tres proche de celle du réseau de la souche WTel. Dans les deux
cas, la communaute violette apparait dirigee par le FT Fungal-TRF_8. Il en va de méme concernant
la communauteé bleue dirigee par le FT HB-other_9_PAS. La communauté rouge est dirigee par le
seul FT NF-YB_2 chez la souche WTcl1. En revanche, chez la souche 2Xc1, cette communauté est
¢galement dirigee par le FT MYB-2R_14 (celui-ci n’¢tant exprime que chez la souche mutante).
De méme, la communauté verte est dirigee par les deux FT's MYB-rel_11 et MYB-2R_20 chez la
souche WTcl, alors que chez la souche 2Xc1, elle Iest ¢galement par le FT GATA_2 (uniquement
exprimé chez la souche mutante). Afin de mieux caractériser le role de ces FTs dans
I’ etablissement du phénotype mutant, un enrichissement en fonctions GO a ete realise dans les
communautes de chaque reseau (Annexe C et D). Leur comparaison a ensuite permis de mettre
en evidence les fonctions enrichies uniquement au sein d’une communauté du réseau de la souche
2Xc1. En complément de cette annotation, la priorisation de genes a ete appliquee aux deux
réseaux de régulation (Tableau 4). Un enrichissement de ces genes priorises au sein des cibles

potentielles de chaque FTs a ensuite éte realise.

Ainsi, la communaute bleue, dirigée par le FT HB-other_9_PAS, semble lice a la degradation, la
maturation et le trafic intracellulaire des protéines. Cette observation est en adequation avec la
litterature. En effet, en condition de privation azotee, le protecome des microalgues est fortement
affecté, notamment via une diminution de la synthese protéique et une augmentation de la
proteolyse (Dong et al., 2013 ; Lopez Garcia de Lomana et al., 2015 ; Alipanah et al., 2015). Ces

mecanismes permettent de fournir de I’énergie pour la synthese de lipides (Msanne et al., 2012).
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WTcl

MYB-rel_11
S MYB-2R_20

Figure 48 : Representation des reseaux de régulation des genes des deux souches de T. Tutea grace
au logiciel Gephi. Chaque nceud du réseau représente un gene. La co-expression d’un gene avec
un FT est visualisce par un lien entre ces deux genes. La taille des genes est proportionnelle au
nombre de connexion qu’ils comportent. Chaque communauteé est représentee par une couleur.

Les deux FT's encadrés en rouge ne sont exprimes que chez la souche mutante.
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Tableau 4 : genes priorises au sein des genes exprimes de fagon differentielle. Plus la valeur de
KME est proche de 1, plus le gene est central au sein de son module. Les genes ayant une valeur
de KME supérieur ou ¢gale a 0.95 ont ¢teé considéres comme des genes hub. Les genes ont ete
priorises si leur profil d’expression ctait corrélé a la dynamique de la quantite de lipides ou de
carbohydrates cellulaire, ou s’ils ¢taient des genes hub de I'un des trois modules d’interet. Nd :

non déterminée.

B Corrélation
Corrélation avec
Géne la dynamique avec_la KME Medule Fonction putative
carbohydrates dmamlque
lipides
Tiso_gene_3094 0,77 0,96 | CR1 module [nd
Tiso_gene_5367 0,70 0,96 | CR1 module |nd
Tiso_gene_5511 0,74 0,95| CR1 module [nd
Tiso_gene_5871 0,86 0,95 | CR2 module |nd
Tiso_gene_14258 0,84 0,95 | CR2 module [nd
Tiso_gene_11673 0,89 0,95 | CR2 module |nd
Tiso_gene_9025 0,76 0,37 | LR module |Acetyl-CoA synthetase-like
Tiso_gene_20182 0,70 0,96| LR module [nd
Tiso_gene_18537 0,73 0,96] LR module |nd
Tiso_gene_8095 0,67 0,95| LR module [MYB-2R_14
Tiso_gene_19516 0,61 0,95] LR module |nd
Tiso_gene_19445 0,68 0,95| LR module |nd
Tiso_gene_6707 0,70 0,95] LR module |nd
Tiso_gene_18899 0,71 0,25| LR module |Tyrosine-protein kinase ephrin type A/B receptor-like
Tiso_gene_11571 0,92 CR2 module [Regulator of chromosome condensation RCC1
Tiso_gene_13889 0,86 CR2 module |nd
Tiso_gene_6544 0,84 CR2 module |nd
Tiso_gene_6760 0,84 LR module |nd
Tiso_gene_13518 0,83 CR2 module |ATP-binding cassette transporter
Tiso_gene_7210 0,82 CR2 medule |ATP-binding cassette transporter
Tiso_gene_9366 0,80 CR2 module |Saccharopine dehydrogenase
Tiso_gene_17273 0,80 CR2 module |nd
Tiso_gene_20489 0,80 nd
Tiso_gene_4808 0,78 CR2 module [Calcium-independent phospholipase A2-gamma
Tiso_gene_16415 0,77 CR2 module |nd
Tiso_gene_2919 0,77 CR2 module |Neurotransmitter-gated ion-channel ligand-binding domain containing protein
Tiso_gene_20165 0,76 CR2 module [nd
Tiso_gene_3564 0,76 CR2 module |nd
Tiso_gene_11856 0,75 CR2 module |nd
Tiso_gene_4035 0,91 CR2 module |nd
Tiso_gene_19975 0,79 LR module |nd
Tiso_gene_9964 0,77 CR1 module |nd
Tiso_gene_13835 0,76 LR module |nd
Tiso_gene_14115 0,76 LR module |nd
Tiso_gene_15057 0,76 LR module | ADP-ribosylation factor
Tiso_gene_20336 0,75 LR module |nd

Page 118



CHAPITRE 2

De plus, parmi les genes cibles du FT HB-other_9_PAS, un gene codant pour la Diacylglycerol-O-
acyltransferase, enzyme impliquée dans la synthese de triglycerides en conditions de privation
d’azote (Msanne et al., 2012), ainsi que deux genes impliques dans la synthese de carbohydrates
ont ¢te identifies (un gene codant une énolase et un gene codant une mannose-6-phosphate

isomerase).

Quant a la communauté rouge dirigee par les FT's MYB-2R_14 et NF-YB_2, elle semble lice a la
prévention et la réparation des dommages causes par le stress oxydatif induit par la photosynthese.
En effet, quatre genes impliques dans la structure des antennes collectrices de lumiere sont
présents dans cette communaute. La photosynthese est largement affectee lors d’un stress azote
chez les microalgues (Msanne et al., 2012 ; Schmollinger et al., 2014 ; Juergens et al., 2015 ;
Alipanah et al., 2015 ; Gargouri et al., 2015). De plus, deux genes codant une DNA photolyase et
une cryptochrome DASH appartiennent a cette communauté. Ces familles de protéines sont
impliquees dans la reparation de I’ADN et, plus specifiquement, les dimeres de pyrimidines (Selby
& Sancar, 2006). Or, 'apparition de ces dimeres de pyrimidines est induite par une irradiation
aux UV ainsi que par un stress oxydatif (Hochberg et al., 2006), lequel est induit par la privation
d’azote chez les algues (Liu et al., 2012). De plus, le stress oxydatif a ¢te proposé comme étant
un des mecanismes regulateurs de ’accumulation de lipides en conditions de stress azoté chez les
microalgues dont les mécanismes sous-jacents sont encore inconnus (Zhang et al., 2013 ;
Yilancioglu et al., 2014). Il est suggere que les composes oxydatifs géneres par la photosynthese
sont consommes par la synthese de TAG, prévenant ainsi un stress oxydatif (Solovchenko, 2012).
Enfin, les genes priorises pour leur lien avec la quantite cellulaire de lipides de réserve sont
enrichis au sein des cibles des deux FTs de cette communaute (MYB-2R_14 et NF-YB_2) dans le
reseau de la souche 2Xcl. En revanche, ce n’est pas le cas dans le réseau de la souche WTel.
Autant d’indices convergents vers un lien des FT's MYB-2R_14 et NF-YB_2 avec I’accumulation de

lipides de réserve chez la souche 2Xcl1.

Dans le cas de la communauté verte, dirigee par les FT's MYB-2R_20, MYB-rel _11 et GATA_2, les
fonctions enrichies sont plus varices. Toutefois, trois fonctions associces a I'utilisation de I’azote
en condition de privation azotée sont enrichies : I’absorption d’azote avec un transporteur
d’ammonium, et la remobilisation d’azote cellulaire avec des genes impliques dans la degradation

des proteines et un transporteur d’urce. Le cycle de I'urce est utilise pour le recyclage de ’azote
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cellulaire chez les diatomées (Allen ez al., 2011) ainsi que chez I’haptophyte E. huxleyi (Rokitta et
al., 2011). De plus, I’ensemble des enzymes de ce cycle a ¢te identifie dans le géenome de T. lutea,
ce qui renforce '’hypothese de son utilisation chez cette espece. Quant a la proteolyse, elle permet
de recycler I'azote des acides-aminés et nourrir les voies de synthese des composés de stockage du
carbone (da Silva et al., 2009 ; Dong et al., 2013 ; Alipanah et al., 2015). De plus, une UDP-
glucose pyrophosphorylase impliquée dans la synthese de carbohydrates a ¢galement éte identifice
dans cette communaute. Chez les haptophytes, les carbohydrates peuvent étre stockes sous forme
de chrysolaminarine (Sadovskaya et al., 2014 ; Wang et al., 2014). Chez la diatomee P. tricornutum,
une UDP-glucose pyrophosphorylase a justement ¢té proposé comme enzyme clé dans I’allocation
du carbone et la synthese de chrysolaminarine (Zhu et al., 2016). Enfin, les genes priorisés pour
leur lien avec la quantité de carbohydrates cellulaires ¢taient enrichis au sein des cibles du FT MYB-
rel_I'1 dans le réseau de la souche 2Xcl. Ces resultats suggerent donc une implication des FTs de
la communaute verte, et particulicrement du FT MYB-rel_1 1, dans I’absorption et le recyclage de

I’azote cellulaire ainsi que dans la synthése de carbohydrates chez la souche 2Xcl1.

Cette association complémentaire de I’analyse des données du réseau de co-expression des genes
a celles des reseaux de regulation a donc permis d’identifier trois communautes de genes
potentiellement associés au phénotype de la souche mutante de T. lutea. La communaute verte
semble particulierement interessante puisque lice au recyclage de I’azote, un meécanisme clé dans
la production de lipides et de carbohydrates en condition de privation azotce chez les microalgues.
Afin de mieux caracteriser le role des FT's MYB-2R_20 et MYB-rel_1 I dirigeant cette communaute,
leur expression a ete suivie par q-RT-PCR au fil de la cinetique complete de la deuxieme injection

d’azote.

III. ~ Confirmation de I'implication des FT's MYB-2R_20 et
MYB-rel 11 dans le recyclage de I’azote et du carbone
lors d’une privation azotee chez la souche 2Xc1 de T.

lutea

Chez les microalgues exposées a une privation azotée, le recyclage et I’absorption de I’azote sont

des mécanismes clés qui font également intervenir des transporteurs a haute affinite. Dans de telles

Pag(‘ 120



CHAPITRE 2

conditions, ces transporteurs a haute affinit¢ nitrate/nitrite (NRT2) permettent d’augmenter
Iefficacite de I’absorption de I’azote (Hildebrand & Dahlin, 2000 ; Song & Ward, 2007 ; Kang et
al., 2007). Quatre genes de la famille Nre2 (Nre2.1, Nrt2.2, Nrt2.3 et Nrt2.4) ont préecedemment
ete identifies chez T. Jutea (Charrier et al., 2015). Cependant, leurs séquences nucleotidiques sont
trop proches pour permettre la quantification de leur expression respective par RNA-seq. La
communaute verte etant lice a ces mecanismes chez la souche 2Xc1 de T. Iutea, leur co-expression
avec les Nrt2 au cours de la deuxieme injection d’azote a ete evaluee par q-RT-PCR. Deux genes
suppléementaires ont été ajoutes a cette analyse : la Periplasmic L-Amino-Acid Oxidase (PLAAOx)
et la Coccolite Scale Associated Protein (CSAP). Ces deux proteines, accumulees de fagon
differentielle chez la souche 2Xc1 par rapport a la souche WTcl en condition de carence azotee,
sont supposces jouer un role dans la reponse différentielle de ces deux souches (Garnier et al.,
2014). Les expressions relatives de chacun de ces huit genes ont ete utilisees afin de d’évaluer leur

Co—expression.

Dans chacune des deux souches, les trois genes codant pour la PLAAOx, la CSAP et le
transporteur Nrt2.1 sont fortement co-exprimes (Tableau 5). Cette co-expression commune
suggere donc I'implication de mécanismes de régulation communs aux deux souches. Toutefois,
ces trois genes sont sous-exprimes chez la souche 2Xcl1 tout au long de la cinétique de I'injection
d’azote (Tableau 6). Cette expression differentielle suggere donc la présence de mecanismes de
regulation specifiques a la souche 2Xcl1. Ce schéma de regulation, specifique a cette souche, est
retrouvé vis-a-vis des deux FTs MYB-2R_20 et MYB-rel_11. En effet, le FT MYB-2R_20 est co-
exprime avec les genes de la PLAAOX, de la CSAP et du transporteur de nitrate Nrt2.1 chez les
deux souches (Tableau 5). Le FT MYB-2R_20 serait donc implique dans la co-régulation de
I’expression de ces trois genes chez les deux souches de T. Iutea. En revanche, le FT MYB-rel _11
n’est co-exprimé avec aucun de ces genes chez la souche WTcl mais seulement co-exprime avec
les genes de la PLAAOx, de la CSAP, de Nrt2.1 et du FT MYB-2R_20 chez la souche 2Xcl1
(Tableau 5). Cette co-expression spécifique a la souche mutante suggere donc I'implication du FT
MYB-rel_11 dans I’expression differentielle des genes de la PLAAOx, de la CSAP et du Nrz2.1

chez cette souche.
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Tableau 5 : correlation des profils d'expression obtenus par q-RT-PCR. Pour chaque couple de

genes, le coefficient de correlation de Spearman est donné ainsi que la p-value associce.

2¥cl WTcl
CCs p-value CCs p-value
MYB-2R_20 0,83 0,000024 0,64 0,005070
MVB-rel 11 CSAP 0,76 0,000877 0,37 0,127717
~  |PLADCK 0,73 0,001455 0,48 0,048095
MRT2.1 0,74 0,001342 0,48 0,048545
MYB-rel 11 0,83 0,000024 0,64 0,005070
MYB2R 20 CSAP 0,84 0,000058 0,70 0,001566
- PLACOHK 0,82 0,000135 0,75 0,000507
MRT2.1 0,79 0,000205 0,71 0,001325
MYB-rel_11 0,76 0,000877 0,37 0,127717
CSAP MYB-2R_20 0,84 0,000058 0,70 0,001566
PLACOX 0,97 0,000007 0,95 0,000001
MRT2.1 0,92 0,000001 0,94 0,000001
MYB-rel 11 0,73 0,001455 0,48 0,048095
BLACOX MYB-2R_20 0,82 0,000135 0,75 0,000507
CSAP 0,97 0,000007 0,95 0,000001
MRT2.1 0,93 0,000002 0,97 0,000008
MYB-rel_11 0,74 0,001342 0,48 0,048545
NRT2.1 MYB-2R_20 0,79 0,000205 0,71 0,001325
CSAP 0,92 0,000001 0,94 0,000001
PLAQOX 0,93 0,000002 0,97 0,000008

Tableau 6 : expression differentielle des genes codant la CSAP, la PLAAOx et le Nrt2.1 dans
chacun des 17 echantillons représentant la cinetique de la deuxieme injection d'azote.

sample ||CSAP PLAADYX MRT2.1
74 5,16 5,16 2,74
a1 -2,61 -2,18 -2,17
82 -3, 74 -3,61 -3,30
a3 -3,54 -2,67 -2,04
a4 -2,66 -2,06 -1,52
85 -1,14 -1,11 1,04
88 -3,98 -3,95 -5,43
89 -1,45 -1,69 -1,48
90 -1,61 -1,43 -1,45
91 -2,78 -1,98 -2,39
92 -2,30 -3,30 -2,47
94 -1,36 -1,74 -1,59
95 -3,05 -2,90 -2,73
96 -4,81 3,32 -3,.91
97 -2,41 -2,23 -2,17
99 -1,42 -1,19 -1,09
101 -1,77 -1,63 -0,27
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a) Régulation combinée b) Régulation en cascade c) Boucle d’anticipation
(Feed forward loop)

. MYB-rel 11 MYB-rel 11

MYB-rel_11 MYB-2R_20 MYB-2R 20 MYB-2R_20

M = 1 1]

Figure 49 : hypotheses concernant I’action du FT MYB-rel_11 dans la régulation de la réponse
specifique de la souche 2Xcl. Les FTs MYB-rel_11 et MYB-2R_20 sont representés par des
cercles bleus et leurs genes cibles potentiels (PLAAOx, CSAP et Nrt2.1) par des carres oranges.

a) reégulation combinée des trois genes cibles par les deux FTs. b) regulation en cascade dans
laquelle le FT MYB-rel_11 régule I’expression des trois génes cibles par I'intermediaire du FT
MYB-2R_20. c) boucle d’anticipation (feed forward loop) dans laquelle le FT MYB-rel_11 regule
I’expression des trois genes cibles a la fois directement et par I'intermeédiaire du FT MYB-2R_20.
Dans cette derniere hypothese, le role des deux FTs peut étre inverse sans dementir les co-

expressions observees.
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Ce mécanisme de régulation peut revétir trois modes d’action différents : (i) la regulation directe
de Iexpression des genes de la PLAAOx, de la CSAP et du Nre2.1 en coordination avec le FT
MYB-2R_20 (Figure 49, a). (ii) La regulation en cascade de ces trois genes par I'intermediaire du
FT MYB-2R_20, celui-ci régulant I’expression des trois genes cibles, comme chez la souche WT
(Figure 49, b). Ou alors (iii) la regulation de I’expression des genes de la PLAAOx, de la CSAP
et du Nrt2.1 a la fois directement et via I'intermédiaire du FT MYB-2R_20, formant une boucle
d’anticipation (« feed forward loop ») (Figure 49, c). Dans cette dernicre hypothese, le role des
deux FTs peut ¢tre inverse sans pour autant dementir les co-expressions observees : le FT MYB-
2R_20 regulant les trois genes cibles directement ainsi que par l'intermeédiaire du FT MYB-
rel_11. Dans chacune de ces hypotheses, le FT MYB-rel_11 semble jouer un réle cle dans la

reponse specifique de la souche 2Xc1 a un stress azote.

Outre ces regulations specifiques de souche, le profil d’expression de ces genes est tres particulier
et semble dependre de I’¢tat physiologique de la microalgue. Leur expression est reduite ou
reprimee tres rapidement a la suite de I'injection d’azote (Figure 50). Leur expression augmente
ensuite graduellement a mesure que le rapport N/C se stabilise (Figure 50). Ces valeurs ¢levees
de N/C sont la consequence de I’absorption par les microalgues de 1’azote injecte (repletion
azotee). En consequence, une augmentation du rapport N/ C est synonyme d’une diminution de
la quantite d’azote disponible dans le milieu de culture. Une telle expression dépendante de la
disponibilite en azote a ¢té montrée precedemment pour le transporteur Nrt2.1 chez T. lutea
(Charrier et al., 2014). Le fait que les genes de la PLAAOx et de la CSAP possedent un profil
d’expression similaire, suggere une fonction lice a la disponibilite en azote. Une protéine
homologue de la PLAAOx est differentiellement accumulée chez la chlorophyte C. reinhardtii en
condition de privation azotée et est supposce fournir de I'ammonium aux cellules via la
déamination des acides-amines (Wase et al., 2014 ; Aksoy et al., 2014). De plus, un gene
homologue de la CSAP est exprime de fagon differentielle chez la diatomée P. tricornutum en
condition de privation d’azote. Ce gene est suppos¢ jouer un role dans ’homéostasie du carbone
grace a sa fonction putative de décarboxylase (Valenzuela et al., 2012). Les proteines PLAAOx et
CSAP pourraient donc participer au recyclage de ’azote et du carbone a partir des acides-amines
libres produits par protéolyse, permettant ainsi a la cellule de faire face au manque d’azote

extracellulaire. Toutefois, la localisation subcellulaire de ces deux proteines n’est pas identifice.
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Expression relative des génes (2-94%)

—&— MYB-rel 11 —&— MYB-2R 20 CSAP —@—PLAOOX —@— Nrt2.1 =-®==N/C

100 0,14
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Ratio N/C
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0,001 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps en heure apres 'injection

Figure 50 : profil d’expression par q-RT-PCR des genes codant la CSAP, la PLAAOXx, le Nrt2.1
etles FTs MYB-rel_11 et MYB-2R_20 chez la souche 2Xc1 suite a la deuxieme injection d’azote.
Les valeurs d’expression de gene sont normalisces par deux genes de menage. L’expression
relative est calculee par rapport a I’echantillon precedent I'injection d’azote (etat d’equilibre).
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En fonction de celle-ci, elles peuvent agir au niveau des acides-aminés libres intra- ou
extracellulaires. Neanmoins, quel que soit leur localisation, le recyclage de I’azote et du carbone
pourrait nourrir la synthese de proteines essentielles ainsi que celle des formes de stockage du

carbone telles les lipides et les carbohydrates.

A la lumiere de ces resultats, le FT MYB-2R_20 semble donc impliqué dans la co-régulation des
genes de la PLAAOx, de la CSAP et du Nre2.1 chez les deux souches, alors que le FT MYB-rel _11
apparait plutot impliqué dans la regulation de ces genes chez la souche mutante specifiquement.
Cette analyse par q-RT-PCR confirme donc I'implication potentielle de ces deux FTs dans la mise
en place des mécanismes specifique a la souche 2Xc1 en réponse a une privation d’azote. A la fois
I’analyse des réseaux de genes et ’analyse q-RT-PCR vont dans le sens d’une implication des FTs
MYB-2R_20 et MYB-rel_11 dans le recyclage de I’azote et du carbone des acides-amines produits
par protéolyse chez la souche mutante. La présence d’une UDP-glucose pyrophosphorylase parmi
les cibles du FT MYB-rel_11 ainsi que leur enrichissement en genes priorises pour leur lien avec
la quantit¢ de carbohydrates cellulaires suggere que les ¢lements recycles seraient utilises pour la

synthese de carbohydrates.

IV. Resultats complémentaires : L’analyse de réseaux de co-
expression des FT's offre une vue globale de la régulation

de la réponse au stress azote

Ces travaux ont identifi¢ sept regulateurs potentiels de la reponse de la souche 2Xc1 de T. lutea a
un stress azoté. Le FT Fungal-TRF_8 qui, bien qu’exprimé de fagon différentielle, semble reguler
les mémes fonctions chez les deux souches de T. lutea (transport, métabolisme des carbohydrates,
modification des protéines par phosphorylation, photosynthese et synthese de chlorophylle). Le
FT HB-other_9_PAS apparait, lui, ¢tre implique dans la degradation, le trafic et la maturation des
protéines ainsi que dans la synthese des TAGs et des carbohydrates. Les FT's NF-YB_2 et MYB-
2R_14 qui dirigent la communaute rouge, semblent li¢s a la photosynthese ainsi qu’a la reponse
au stress oxydatif qu’elle provoque, notamment via la synthese de TAG. Enfin, les FTs GATA_2,
MYB-2R_20 et MYB-rel_11, dirigeant la communaut¢ verte, semblent li¢s au recyclage de I’azote

et du carbone afin d’alimenter la synthese de lipides de réserve et de carbohydrates. Par souci de
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clarte a I’égard du lecteur, le nom des FT's GATA_2, MYB-2R_20 et MYB-rel_11 qui dirigent la
communaute verte seront ecrits en vert et celui des FT's NF-YB_2 et MYB-2R_14 qui dirigent la

communauté rouge seront écrits en rouge.

Au méme titre que leurs genes cibles, le niveau d’expression des FTs est régulée par d’autres FTs.
L’identification des FTs regulant I’expression de ces sept regulateurs candidats permettrait
d’atteindre un niveau supérieur dans la compréehension de la régulation de la réponse de T. lutea a
un stress azote. Dans ce but, un réseau de co-expression de I’ensemble des FTs exprimes a ete
realisé pour chacune des deux souches a partir des donnees RNA-seq. Au sein des deux réseaux,
les genes « hub » et « bottleneck » (goulot d’¢tranglement) ont ¢té identifies. Au contraire des
genes « hub » caracterises par un nombre ¢leve de connexions et situés au centre des
communautes du reseau, les genes « bottleneck » (BN) sont situes entre les differents
communautes et sont caracterises par une centralite d’intermediarite (betweenness centrality)
¢levee. Sommairement, la centralite d’intermediaritée correspond au nombre de fois qu’un gene
est traverse par le plus court chemin entre deux noeuds du reseau (Figure 51). Le plus court
chemin entre chaque paire de nceuds du reseau est identific et les genes constituant un point de
passage du plus grand nombre de ces plus courts chemins sont déefinis comme des « bottleneck »
(goulots d’¢tranglements) du réseau (Figure 52). Bien qu’ayant parfois peu de connexions, ces
genes sont traverses par les flux venant de plusieurs communautés, faisant le lien entre elles
(Figure 52). De par cette position cle, de tels genes sont primordiaux pour le bon fonctionnement
des reseaux biologiques, d’autant plus dans le cas de réseaux de régulation des genes dans lesquels
la notion de flux d’information est cruciale. Plusicurs ¢tudes ont montre que de tels genes etaient
essentiels aux reseaux biologiques, d’autant plus s’ils combinaient une position de « hub » et de
BN (Figure 52) (Hahn & Kern, 2005 ; Yu et al., 2007 ; McDermott et al., 2009). Dans le but
d’analyser le reseau des deux souches, et conformement a la litterature, les 20% des genes ayant
le plus de connexions ont ¢te considéres comme « hub » et les 20% des genes ayant une centralite
d’intermediarité la plus elevee comme des genes BN (Tableau 7) (Yu et al., 2007 ; McDermott et
al., 2009). Dans le réseau de la souche WTcl (Figure 53) deux communautes distinctes sont
clairement identifi¢es. Il est intéressant de noter que trois FTs différentiellement exprimés entre
les deux souches sont des BN de ce réseau (HB-other_9_PAS, NF-YB_2 et Fungal-TRF_8). Du
fait de la position cl¢ de ces genes au sein du réseau, leur expression differentielle chez la souche

2Xcl suggére de profondes modifications structurelles du réseau de la souche mutante.
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Gene 1 Gene 2

. Gene 4

Geéne 3

Figure 51 : illustration de la notion de centralite d’intermediarité. Au sein de ce réseau simplifie,
les fleches bleues representent le plus court chemin entre les genes 1 et 2, les fleches rouges entre
les genes 2 et 3, et les fleches noires entre les genes 1 et 3. Les genes 1, 2 et 3 ne sont que les
point de depart et d’arriver de chaque plus court chemin du réseau. Le gene 4, en revanche, est
traverse par tous les plus courts chemins. La centralit¢ d’intermediarite du gene 4 ¢tant egale au
nombre de plus courts chemins le traversant, il constitue un goulot d’¢tranglement du réeseau.
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Figure 52 : representation schematique de la notion de « bottleneck ». Schémas d’un réseau de
co-expression des genes. Le noeud en vert est un « hub » du fait de son nombre cleve de
connexions. Le noeud en jaune est un « bottleneck » (BN) ou goulot d’étranglement puisqu’il est
au carrefour des flux d’informations entre les deux communautés du réseau. Le noeud en orange
cumule les fonctions de « hub » et de BN.
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Tableau 7 : liste des FTs constituant des "hub" et des goulots d'¢tranglements ("bottleneck") au
sein des réseaux de co-expression des FT's des deux souches de T. lutea (a) souche mutante et b)
souche WTcl). Les FTs en rouges ont un profil d'expression correle a la dynamique de la quantite
de lipides de stockage et les FTs en gras et soulignes sont les FTs exprimes de fagon différentielle

chez la souche 2Xc1.

2xcl
battleneck hub
HB-other 11 PAS | HB-other_11 PAS
TUB 2 MTERF_5
HB-other_14 Fungal TRF 8
LSD csD 1
C2H2 2 HB-other 3
MYEB-2R H5F 5
HB-other 3 GATA 2
Fungal TRF & HB-other 14
Fungal-TRF_7 MYB-2R_13
HSF_8 PAS C3H_12
mTERF_5 WYB-2R_22

b)
WTcl
bottleneck hub
Sigma-70 2 MYB-rel 22
HB-other 9 PAS G2ike 3
MYB-rel_13 HSF_7 2PAS
HB-other_11 PAS | Sigma-70 3
HSF 1 MYB-2R_1
mTERF_4 C3H 3
ERF 2 C3H 5
HB-other 2 MYB-2R_17
Fungal-TRF_7 GATA 1
Lim 2 Fungal-TRF_3
CsD 1 MYB-2R_13
NE-YE_2 HSF 2
C3H_13 MYB-2R_21
MYB-rel 16 WYB-rel 4
Fungal-TRF_8 HB-other_12
Fungal-TRF_12 HSF 1
HB-other_6 PAS | Fungal-TRF 8
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Figure 53: representation du réseau de co-expression des FTs de la souche WTcl. la taille des

neceuds est proportionnelle a leur valeur de centralit¢ d’intermediarite. Les noeuds les plus gros
sont donc les « bottlenecks » ou goulots d’étranglement du réseau. Les trois FTs exprimes de
fagon différentielle et ayant une fonction de goulot d’étranglement de ce réseau sont encadres en

rouge .
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En effet, la topologie du réseau de la souche 2Xc1 (Figure 54, a) est tres differente. Celui-ci est
divis¢ en quatre communautes. Precedemment dans ce chapitre (analyse des réseaux de regulation
des genes de la souche 2Xcl), les sept FTs exprimes de fagon differentielle ¢taient ¢galement
separes en quatre communautes (Figure 54, b). Cette répartition des sept FTs est retrouvee au
sein du réseau de co-expression des FTs de la souche 2Xc1. Les deux FTs NF-YB_2 et MYB-
2R_14, qui dirigeaient la communaute rouge lice a la quantite de lipides de réserve, se retrouvent
¢galement lies I'un a I’autre dans la communaute rouge du réseau de co-expression des FTs (Figure
54). De manicre interessante, deux autres FTs dont le profil d’expression est li¢ a la quantite de
lipides de reserve (LIM_1 (R? = 0.76) et MYB-3R (R? = 0.79)) appartiennent ¢galement a cette
communauté. Ces deux FTs sont liés a la fois entre eux et avec le FT  MYB-2R_14. La co-
expression de ces trois FTs li¢s a la quantite de lipides de réserve n’est retrouvée que dans le
reseau de la souche 2Xcl (Figure 55), suggerant donc un réle commun de chacun d’eux dans la
reponse de la souche 2Xc1 a un stress azote. De plus, le FT MYB-3R est un BN du réseau de la
souche mutante (Tableau 7). Cette caractéristique topologique renforce donc son influence sur la
regulation de la reponse de la souche 2Xc1. Une relation similaire est observéee pour le FT MYB-
rel_12 et les trois FTs dirigeants la communauté verte du reseau de regulation des genes de la
souche 2Xc1 qui semble lice au recyclage de I'azote et a la quantit¢ de carbohydrates (MYB-
2R_20, MYB-rel_11 et GATA_2 Figure 54 b). Ces trois derniers sont retrouves au sein de la
communaute verte du reseau de co-expression des FTs de la souche 2Xc1 et y sont co-exprimes
a la fois entre eux et avec le FT MYB-rel_12 (Figure 55), lequel presente un profil d’expression
correle a la quantité de carbohydrates (R? = 0.77). Cette co-expression spécifique a la souche
2Xc1 suggere également un role commun de ces quatre FT's dans la réponse de la souche 2Xc1 a
un stress azote. Le FT GATA_2, outre son implication potentielle dans le recyclage de I’azote et
le fait qu’il ne soit exprime que chez la souche mutante, occupe ¢galement une position de « hub »
du réseau de co-expression des FT's de la souche 2Xc1. Cette position cle fait de GATA_2 un FT
important dans la regulation de la réponse de la souche 2Xcl. Trois autres FTs semblent
importants dans la regulation de la réponse de la souche mutante a un stress azote. Le FT HB-
other_11_PAS est un BN du réseau de co-expression des FTs chez les deux souches, suggerant
ainsi une conservation de son role dans I’orchestration de la réponse a un stress azote. Toutefois,
son impact est d’autant plus important chez la souche 2Xc1 qu’il est a la fois le « hub » et le BN

majeur de ce réseau de co-expression des FT's (Tableau 7).
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Figure 54 : representation du réseau de co-expression des FT's de la souche 2Xc1 (a) et du réseau
de regulation des genes exprimes de fagon differentielle chez cette méme souche (présenté dans
la partie 2 de ce chapitre) (b). La structure globale des deux réseaux est conservee avec quatre
communautes. Les FTs exprimes de fagon différentielle sont encadres en rouge dans le réseau de

co-expression des FTs (a). La repartition des FTs du réseau de regulation des genes (b) est

retrouvée au
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Figure 55 : représentation reduite du réseau de co-expression des FT's de la souche mutante
presenté en figure 51 a). Seuls les FTs directement lies aux FTs MYB-rel_11, MYB-2R_20,
GATA_2, Fungal-TRF_8, NF-YB_2 et MYB-2R_14, différentiellement exprimes chez la souche
2Xcl, sont représentes. Trois specificites de la souche mutante sont mises en évidence : la co-
expression du FT MYB-rel_11 (lice a la quantite de carbohydrates et encadré en vert) avec les
trois FTs MYB-rel_11, MYB-2R_20 et GATA_2; la position de goulot d’¢tranglement des FTs
HB-other_14 et HB-other_11_PAS entre les communautes vertes et violettes (noeuds colores en
jaune); la co-expression des FTs LIM_1 et MYB-3R (li¢s a la quantite de lipides de réserve et
encadres en rouge) avec le FT MYB-2R_14.
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De plus, il constitue un BN entre le FT Fungal-TRF_8 et les trois FTs de la communaute verte
GATA_2, MYB-2R_20 et MYB-rel_11 (Figure 55), qui sont exprimes de fagon différentielle chez
la souche 2Xcl et constituent des candidats de la reponse specifique de cette souche. Le FT HB-
other_11_PAS partage ce role avec le FT HB-other_14, ¢galement « hub » et BN chez la souche
2Xcl. Les deux FTs HB-other_11_PAS et HB-other_14 jouent donc un role cle dans la regulation
des flux d’information au sein du reseau de co-expression des FTs de la souche 2Xc1. Du fait de
ce role cle, ils semblent donc primordiaux dans la régulation de la reponse de la souche mutante
aun stress azote. Ce role est renforce par leur implication dans la regulation des flux d’information
entre les quatre FTs lies a la quantite de carbohydrates chez la souche mutante (GATA_2, MYB-
rel_11, MYB-2R_20 et MYB-rel_12) et le FT Fungal-TRF_8, exprim¢ de fagon differentielle
chez cette souche. Ce dernier est ¢galement un cas intéressant puisque, bien qu’¢tant exprime de
fagon différentielle chez la souche 2Xc1, il occupe une position de « hub » et de BN dans le réseau
de co-expression des FTs des deux souches (Tableau 7). Ces deux caracteristiques suggerent a la
fois une implication dans la réponse specifique de la souche 2Xc1 a un stress azote, ainsi qu’une
conservation de son role clé dans la regulation de la réponse des deux souches a un tel stress. De
plus, dans la partie précedente de ce chapitre, les fonctions enrichies parmi ses genes cibles
potentiels etaient les mémes pour les deux souches. Ce FT semble donc reguler des fonctions
communes a la réponse des deux souches de T. lutea a un stress azote et occupe une position

stratégique au sein du réseau de la régulation de cette réeponse chez les deux souches.

Cependant, méme si les caracteristiques topologiques de certains FT's sont conservees d’un reseau
de co-expression des FTs a l'autre, les deux reseaux sont tres différents. Pourtant, les deux
souches appartiennent a la méme espece. Une telle différence peut avoir plusieurs explications,
parmi lesquelles le fait que trois des BN du réseau de la souche WTcl soient exprimes de fagon
differentielle chez la souche mutante. Ces genes ont une fonction cle dans la regulation des flux
au sein du reseau et ont plus tendance que les autres genes a occuper une fonction cle (Yu et al.,
2007 ; McDermott et al., 2009). Leur expression différentielle impacte donc fortement la
structure du réseau et, par extension, la reponse de I’organisme orchestrée par ce reseau. De plus,
de nombreuses differences sont notables d’un point de vue physiologique et structurel. Outre les
quantites de lipides de stockage et de carbohydrates, des différences de profil pigmentaire, un
large remaniement du protéome ou encore une différence de la taille des cellules ont ¢te recensees

entre les deux souches (Garnier, 2016). Ces différences impliquent une grande diversite de

Page 134



CHAPITRE 2

mecanismes dont la mise en place implique des regulations varices. Une telle variete peut, en
partie, expliquer ces differences du programme de regulation de la réponse de la souche 2Xc1 par
rapport a la souche WTcl. Il faut ¢galement prendre en compte que ces reseaux ne refletent que
la reponse de I’organisme au niveau transcriptionnel. Bien que la transcription soit le premier
niveau de I’expression des genes et indispensable a la production de proteines fonctionnelles, ce
sont bien ces dernicres qui assurent la réponse de I’organisme a un stress azote. Or, d’autres
niveaux de regulation entrent en jeu. Des regulations post-transcriptionnelles, post-
traductionnelles, de maturation des proteines ou de leur activite (Maier et al., 2009 ; Vogel &

Marcotte, 2012) ont ¢galement un réle dans la regulation de la réponse de I’algue au stress azote.

Ces hypotheses ne sont, bien stir, pas les seules a méme d’expliquer les différences entre les deux
reseaux de co-expression des FTs. La verité se cache tres probablement derricre I’implication

conjointe de plusieurs d’entre elles.

Certains de ces mecanismes, parmi d’autres, sont a I’origine de I’expression differentielle des FTs
chez tous les organismes, dans le but de reguler plus finement I’ expression des genes et la réponse
des organismes a divers stimuli (cf introduction). Toutefois, les sept FTs identifies ici (Fungal-
TRE_8, HB-othr_9_PAS, NF-YB_2, MYB-2R_14, GATA_2, MYB-2R_20 et MYB-rel_11)
présentent une expression différentielle entre deux souches d’une méme espece. Du fait que la
souche mutante 2Xc1 résulte d’un procede de domestication faisant notamment intervenir la
mutagenese UV, il apparaitrait donc que les nombreuses differences observées entre ces deux
souches soient majoritairement dues aux mutations consequentes a I’exposition aux UVc. Sans
¢tre exhaustif, plusieurs hypotheses, en lien a cette exposition, sont a méme d’expliquer
I'expression differentielle de ces differents FTs. (i) Des mutations ont pu étre génerées dans les
régions promotrices des genes codant ces FT's. Bien que Iaffinite d’un FT pour son site de fixation
permette une variation de la sequence ciblée, une mutation en son sein peut fortement réduire
’action d’un FT sur son gene cible (Morley et al., 2004 ; Wang et al., 2005 ; Pai et al., 2015). (ii)
Bien que n’étant pas exprimes de fagon difféerentielle, les FTs regulant I’expression de ces
regulateurs candidats peuvent faire I’objet d’autres types de regulations. Des modifications post-
transcriptionnelles peuvent, en effet, intervenir telle que, par exemple, I'implication des
microARN (Arora et al., 2013). Une regulation de I’activation des FTs peut ¢galement étre

impliquée via des mécanismes impliquant des modifications post-traductionnelles telle que la

Page 1 35



CHAPITRE 2

phosphorylation (Gao & Stock, 2015). Enfin, (iii) des modifications affectant les co-facteurs
impliqués dans la regulation de I’expression des FTs candidats peut aboutir a leur expression
differentielle. Ces modifications peuvent agir sur I’expression de ces co-facteurs autant que leur
structure proteique ou leur activité enzymatique quand celle-ci est requise. La encore, plusieurs
mécanismes combinent tres probablement leurs effets dans I’expression différentielle de ces

génes.

V. Bilan et perspectives

Les travaux présentes dans ce chapitre ont donc permis I’identification de sept FTs exprimes de
fagon differentielle lors de la réponse a un stress azote chez la souche 2Xc1 par rapport a la souche
sauvage WTcl. Une stratégie couplant I’analyse de réseaux de co-expression des genes et de
regulation des genes a permis de pallier aux problemes d’annotation fonctionnelle rencontres lors
de I’¢tude d’organismes non-modeles. Des mecanismes impliques dans la réeponse specifique de la
souche 2Xc1 de T. Iutea a un stress azoté ont ainsi pu étre mis en évidence. Deux FTs (NF-YB_2
et MYB-2R_14) potenticllement li¢s a la photosynthese et a la réponse au stress oxydatif qu’elle
induit via la production de TAG. Trois FTs (GATA_2, MYB-2R_20 et MYB-rel_11) semblent
impliques dans le recyclage de I’azote et du carbone afin de nourrir la synthese de lipides de reserve
et de carbohydrates. Plus precisement, le FT MYB-rel_11 semble jouer un réle important dans la
reponse specifique de la souche mutante, via la régulation de I’expression des genes de la
PLAAOx, de la CSAP et du transporteur de nitrate a haute affinite Nrt2.1. Enfin, I’analyse du
reseau de co-expression des FTs de chaque souche a permis d’appréehender un niveau supérieur
de la régulation de la réponse de la souche mutante face a un stress azoté. Bien que n’étant pas
exprimés de facon différentielle, certains FT's pourraient étre impliqués dans cette réponse de par
leur lien avec la physiologie de I’algue et les candidats exprimes de fagon différentielle, ou via leur
position topologique clé au sein du réseau de co-expression des FTs. Ainsi, deux FTs (LIM_1 et
MYB-3R) li¢s a la quantite de lipides de reserve ont pu étre associes aux FTs NF-YB_2 et MYB-
2R_14, et un FT (MYB-rel_12) li¢ a la quantité de carbohydrates a pu étre associe aux trois FT's
GATA_2, MYB-2R_20 et MYB-rel_11. De plus, deux FTs (HB-other_11_PAS et HB-other_14)

constituant des goulots d’étranglement du réseau de co-expression des FTs de la souche mutante
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jouent un role determinant dans la gestion des flux d’informations au sein du reseau et notamment

entre les FTs exprimes de fagon differentielle chez la souche 2Xcl1.

Autant de pistes intéressantes pour comprendre la regulation de la réponse de la souche mutante
de T. lutea a un stress azot¢ au niveau de I’expression des genes. Cette ¢tude est la premicre de ce
type chez une microalgue non-modele. Malgre les problemes inhérents a ces organismes (le
génome de T. Jutea et son annotation son encore récents et les données RNA-seq a notre
disposition ne concernent que 6 conditions physiologiques par souche), les résultats obtenus sont
concluants et prometteurs. Dans les mois et les années a venir le génome sera re-séquence en
utilisant la technologie PacBio (Rhoads & Au, 2015) permettant d’ameliorer sa qualite et
davantage de donnees RNA-seq seront génerces. Utiliser des données RNA-seq repréesentant plus
de conditions experimentales permettrait d’augmenter la finesse de la détection des modules par
WGCNA. Cette etape ctant tres importante dans la strategie déeveloppée dans ce chapitre, le
nombre de conditions expérimentales est un parametre crucial. Ces donne¢es permettront de

profiter du potentiel de la stratégie presentée dans ce chapitre.

Les candidats identifies dans cette ¢tude demandent a étre confirmés d’un point de vue
fonctionnel. Tout d’abord, le lien entre les FTs NF-YB_2 et MYB-2R_14 et leurs genes cibles
potentiels doit étre confirme par des techniques telles que le retard de migration sur gel,
I'immunoprecipitation de la chromatine (Chlp-seq) ou encore la technique de levure ou bacterie
simple hybride. La méme démarche doit étre entreprise pour les FTs GATA_2, MYB-2R_20 et
MYB-rel_11, notamment vis-a-vis des genes de la PLAAOx, de la CSAP et du Nrz2.1. La maitrise
de la transformation génétique de T. Iutea serait un outil puissant dans cette otique pour valider
definitivement I’implication des FTs candidats dans I’¢tablissement du phénotype mutant. En
effet, les deux FTs GATA_2 et MYB-2R_14 n’étant exprimes que chez la souche 2Xc1, reprimer
leur expression (par génie genetique ou par RNAi) permettrait d’évaluer leur impact sur le
phénotype mutant. Utiliser la méme approche afin de cibler les FTs HB-other_11_PAS et HB-
other_14, constituant des goulots d’étranglement clés au sein du reseau de co-expression des FT's
de la souche 2Xc1, permettrait ¢galement d’¢évaluer leur impact sur la regulation de la réponse de
cette souche vis a vis d’un stress azote. Dans I’optique de confirmer et caractériser plus largement
I'implication des FTs candidats dans la réponse de la souche mutante a un stress azote, une

approche de Chlp-seq ciblant un de ces FT dans différentes conditions physiologiques consecutives
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a une modification de la disponibilite en azote serait intéressante. Une telle approche permettrait
ainsi d’identifier I’ensemble des voies metaboliques affectees par le FT etudie au cours de la

reponse de l’algue.

VI. Matériels et methodes

Conditions de culture et traitements

La souche sauvage de Tisochrysis lutea CCAP 927/14 (WTcl) et la souche mutante précedemment
decrite (Bougaran et al., 2012) ont éte cultivee pendant 85 jours en chémostats, a un taux d
dilution de 0,5 j-1. Les cultures ont éte réalisees dans un milieu de culture de Walne modifie
contenant un ratio de N : P de 125/125uM dans un photobioreacteur (1000 x 400 x 250 mm)
soumis a une lumiére continue (150 pmol.m-3.s-1) et maintenu a 27°C et pH 7,3. Le taux de
dilution a ete régulierement verifie par pesée du milieu de culture sortant. Trois injections de 3,5

umoles de NaNO3 dans les 10 L de culture ont été réalisées aux 209, 43¢ et 83°™ jours.

Une fois que la culture limitée par I'azote a atteint un état d’équilibre, caracteris¢ par des
parametres physiologiques constants (Figure 44), I'injection de NaNO3 a ¢te realisee (Garnier et
al., acceptee). Cette condition de répletion azotée provoque une augmentation de la
concentration cellulaire et du carbone particulaire. Parallelement, le rapport N/C augmente
puisque les microalgues absorbent I’azote injecte (Figure 44). Ensuite, la concentration cellulaire,
le carbone particulaire et le ratio N/C se maintiennent a un niveau ¢levé. Le manque d’azote
disponible dans le milieu de culture induit, par la suite, une diminution de ces parametres
physiologiques, caractérisant une condition de depletion azotée (Figure 44). Enfin, la culture

atteint un nouvel etat d’¢quilibre, di au taux de dilution du chémostat (Garnier et al., acceptee).

Construction des librairies RNA-seq et analyse des données de séquencage

L’¢tude transcriptomique par RNA-seq est fondée sur six echantillons biologiques par souche,
provenant de cette experience (Figure 46). Ces douze echantillons ont fait I’objet d’un sequengage

des ARN par la technologie [llumina.
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Pour chaque échantillon, les ARN totaux ont été extraits en utilisant le TRIZOL (Invitrogen,
USA) selon les instructions du fabricant. Un traitement a la DNase (DNase RQ1, Promega) a ¢te
realise afin d’¢liminer d’éventuelles traces d’ADN génomique. La qualité des ARN purifies a ete
determinée par mesure de ’absorbance (260 nm/280 nm) au nanodrop ND-1000 (LabTech,
USA). Les ARN messagers polyadenyles ont ete isoles grace a des billes magnétiques
(MicroPoly(A)PuristTM  kit, Ambion) selon les instructions du fabricant. Les AND
complémentaires (ADNc) ont ete synthetises (SuperScript Double-Stranded ¢cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen, USA)) selon les instructions du fabricant. Les 12 librairies ont ete fabriquees et
sequencees avec un sequenceur [llumina HiSeq 2000 (Illumina Corporation Inc.). Environ 4-5 ng
d’ADNc ont éte utilises pour la fabrication des librairies, prise en charge par la plateforme
génomique Biogenouest. Le sequengage a ¢te realise en paired-end, chaque read etant compose

de 100 paires de bases.

Pour chaque échantillon, les reads séquences ont été filtrés grace au logiciel Cutadapt (version
1.0) pour ¢liminer les sequences des adaptateurs Illumina. Reads quality filter (version 1.0.0) a
ensuite ete utilise afin d’exclure les reads de faible qualite selon un seuil de qualite de 30 et une
longueur minimal de read de 75 bases. La qualite des reads a ¢te evaluce par le logiciel FastQC
developpé par S. Andrews a linstitut Babraham (www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk). Les
352 199 068 paires de reads nettoyces ont éte alignees sur le genome de T. Jutea (données brutes
accessibles sur SRA, RUN : SRR3156597) grace au logiciel Tophat2 (version 0.5) (Trapnell et al.,
2009). Les reads alignes sur chaque genes ont ¢te comptes grace a htseq-count (version 0.3.1) en
mode union. Le niveau d’expression des genes a ensuite ¢té calcule en reads par kilobases par
millons de reads alignés (RPKM). Un gene ayant une valeur de RPKM > 1 dans au moins un des
12 echantillons a ete considére comme ¢tant exprime. Parmi les 20 582 genes identifies dans le
génome de T. lutea, 15 333 ¢taient exprime dans cette ¢tude. Les genes ont ¢te annotes par BLAST
contre la base de donnces swissprot et les domaines fonctionnels ont ete identifies par
InterProScan selon les méthodes implémentées dans BLAST2GO (Conesa et al., 2005). Les
facteurs de transcription ont été annoteés grace au pipeline mis au point dans le chapitre 1 (Thiriet-

Rupert et al., 2016).
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Construction et analyse du réseau de co-expression des génes

A partir des 15 333 genes exprimes, un réseau de co-expression des genes non signe a été construit
grace a la méethode implementée dans le package R WGCNA (Langfelder & Horvath, 2008). Un
seuil B (soft threshold power) de 16 a été utilize pour remplir le critére de topologie libre
d’echelle (scale-free topology) requise pour une clusterisation optimale. La matrice similarite
obtenue a ensuite ¢te transformeée en une matrice d’adjacence, puis en matrice de recouvrement
topologique (topological overlap matrix, TOM). Cette mesure de dissimilarite fondee sur la TOM
a ¢te couplée a une clusterisation hierarchique grace a I’algorithme Dynamic Tree Cut, permettant
I'identification des modules de genes co-exprimés. Dans le but de former des modules plus
cohérents, les modules similaires ont ete fusionnés en se fondant sur la premiere composante
principale de chacun d’eux (I’eigengene) selon un seuil de 0,25. Cet eigengene represente le profil
d’expression d’'un module donné. Pour identifier les modules significativement associes aux
parametres physiologiques, I’eigengene de chaque module a ¢te corréle avec la dynamique des
quantites cellulaires de lipides de reserve et de carbohydrates. Les genes hub ont ete identifies
dans chacun des trois modules d’intérét par le calcul de la connectivite intramodulaire (kME). La
correlation du profil d’expression de chaque gene avec les parametres physiologiques a ¢galement

été calculée.

Concernant la priorisation de genes, un gene a éte priorise si le coefficient de la correlation de son
profil d’expression avec la dynamique des quantites cellulaires de lipides de réserve ou de
carbohydrates etait supéerieur ou ¢gale a 0,75. Les genes dont la valeur de kME etait supérieure

ou ¢gale a 0,95 ont ete consideres comme des genes hub et ont egalement éte priorises.

Identification des génes exprimés de fagon différentielle et construction du réseau

de régulation des génes

Les genes exprimes de maniere differentielle entre les deux souches ont eté identifies entre
couples d’échantillons correspondant a un méme temps d’échantillonnage (par exemple :
I’échantillon Pt-27 de la souche WTcl Vs I’échantillon Pt-27 de la souche 2Xc1). L’expression

differentielle a ¢té mesurce grace au logiciel Gfold V1.1.2, en utilisant la valeur GFOLD ayant



plus de sens d’un point de vue biologique (Feng et al., 2012). Un gene pour lequel la valeur absolue

de GFOLD etait supérieure a 2 a ete considéere comme exprime de maniere differentielle.

Un réeseau de réegulation des genes a ensuite été construit pour chaque souche. Le premier a partir
des valeurs de RPKM dans les six echantillons WTcl des 527 genes exprimes de maniere
differentielle. Le deuxicme, a partir des valeurs de RPKM des mémes genes dans les six
¢chantillons 2Xc1. Chaque réseau a été construit grace u logiciel eLSA (extended local similarity
analysis) (Xia et al., 2011, 2013). Ces reseaux diriges sont fondes sur les corrélations du profil
d’expression d’un FT avec celui de ses genes cibles potentiels. Une telle correlation a ete
consideree significative lorsque le coefficient de Spearman était supérieur a 0,8 et la p-value
associce inferieure a 0,05. Les réseaux ainsi produits ont ete visualises et analyses grace au logiciel

Gephi (Bastian et al., 2009).

Extraction des ARN totaux et transcription inverse

Les échantillons ont été centrifugés (20 min, 5000 g, 4°C). Le surnageant et I’cau de mer ont été
¢limines afin d’enlever le sel. Les culots ont ensuite ¢te re-suspends dans du Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) et du chlorophorm. Apres centrifugation, la phase supérieure a ¢te collectee
et 0,5 volume d’éthanol absolu a été ajouté. Les échantillons ont été transféres sur une colonne
du mini kit RNeasy Plant (Qiagen, Helden, Germany) puis traites selon les instructions du
fabricant. Un traitement a la DNase (RQ1 DNase, Promega, Madison, WI, USA) a éte applique
et les ARN ont éte purifiés en utilisant le mini kit RNeasy Plant avec le tampon RLT et I’¢thanol.
La qualité et la concentration ont ¢te déterminees par au nanodrop (ND-1000; NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE) aux longueurs d’ondes de 260 et 280 nm. L’amplification PCR
des ARN extraits a servi de controle afin de verifier I’absence d’ADN génomique. Les ARN totaux

ont été stockés a -80°C.

La transcription inverse a été realisée en utilisant le kit de transcription inverse High Capacity
cDNA Reverse transcription kit (Applied Technologies, Foster, CA, USA) selon les instructions
du fabricant. La q-RT-PCR a éte realisce en utilisant la technologie Fluidigm Biomark par la

plateforme du Genotoul (http://get.genotoul.fr/). La moyenne gecoméetrique de la normalisation

par deux genes de ménage, EF1 (translation elongation factor 1 alpha) et GAPDH


http://get.genotoul.fr/

CHAPITRE 2

(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase), a eéte utilisce pour calculer I’expression
différentielle relative par la formule du 274, L’expression différentielle des genes codant les FT's
MYB-2R_20, MYB-rel_I1 et les genes codant la PLAAOx, la CSAP and le Nrt2.1 a ¢te mesurée au fil
de la cinetique de la deuxieme injection d’azote. L’¢tat d’équilibre précédent I'injection a ete
utilisc comme condition de réference. Huit genes representant différents niveaux d’expression
ont ete selectionnes afin d’évaluer la qualite des données de RNA-seq. La correlation obtenue
entre les donnees de RNA-seq et celles de q-RT-PCR est de 0,82. Cela indique que les donnces
RNA-seq sont bien representatives du profil transcriptomique de nos ¢chantillons. Les amorces

utilisces sont disponibles en annexe E.
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Conclusions générales et perspectives
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[. De l'identification des FT's dans le génome de

microalgues a I’élucidation de leur histoire évolutive

Cette these a débute par I’¢laboration d’un pipeline d’identification et de classification des
FTs adapté aux organismes photosynthétiques, et particulierement aux microalgues. Sa relative
exhaustivite permet d’identifier des FTs appartenant a des familles jusqu’ici tres peu etudiees chez
les microalgues, puisque celles-ci ne sont habituellement pas (ou tres rarement) recherchees dans
leur génome. Lorsque les FTs sont utilises pour ¢tudier I’histoire évolutive d’un organisme ou
d’un groupe d’organismes, repertorier les familles de FTs préesentes dans leur genome avec la plus
grande exhaustivite possible est une premicre ¢tape cruciale. Ces ¢tudes comparatives sont, en
effet, en grande partie fondée sur la présence et 'absence de familles de FTs entre les differents
organismes ¢tudics. Il est donc clair que fonder une telle etude sur une identification incomplete

des FTs ne peut qu’aboutir a des résultats eux-mémes incomplets, voire parfois trompeurs.

L’utilisation de ce pipeline dans une ¢tude comparant quatre lignées de microalgues (haptophytes,
straménopiles, rhodophytes et chlorophytes) nous a permis de mettre en évidence des specificites
de lignees. Certaines d’entre elles avaient préecedemment éte identifices, telle la presence des
aurcochromes couplant une fonction de facteur de transcription et de récepteur de la lumiere
bleue chez les stramenopiles photosynthéetiques (Ishikawa et al., 2009). D’autres, ont pu étre
confirmées ou découvertes, telles ’absence des familles GATA, MADS-box et LIM chez les
straménopiles (Rayko et al., 2010). D’autres, enfin, ont pu étre infirmees et affinces, telles les
familles de FTs decrites comme specifiques de la lignee verte (Lang ez al., 2010 ; Sharma et al.,
2013). La specificite de ces familles a la lignee verte n’¢tait fondee que sur leur absence chez deux
especes de microalgues rouges : Galdieria sulfuraria et Cyanidioschyzon merolae. Or, ces deux especes
sont adaptees a un milieu de vie extréme, les sources chaudes du parc Yellowstone (Schénknecht
et al., 2013). Par conséquent, ces deux especes ne sont pas représentatives de la lignée rouge.
Fonder une absence specifique de cette lignee a partir de seulement deux especes extrémophiles
introduit donc un biais. L’utilisation dans notre ¢tude de plusieurs lignées de microalgues ainsi
que de Porphyridium purpureum, une microalgue rouge mesophile, a permis d’affiner les specificites
de lignee ¢tablies préecedemment. Ces resultats etant dus a la fois a I’exhaustivite du pipeline et a
la couverture des lignees ¢tudices, ce dernier critere apparait ¢galement crucial. Utiliser un grand

nombre d’especes permet, en effet, de mettre en évidence des specificites beaucoup plus precises,
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lesquelles aboutissent a des conclusions permettant de mieux comprendre I’histoire evolutive des
organismes ¢tudics. L’ajout du génome de C. tobin aux données de la publication (Thiriet-Rupert
et al 2016) illustre parfaitement ce propos. L’analyse des FTs de la famille des bHLH chez les
haptophytes qui en decoule révele une distribution particulierement intéressante. Les données
génomiques et transcriptomiques disponibles a ce jour semblent aller dans le sens du gain de la
famille des bHLH chez les Phaeocystale et les Prymnesiales. Ces deux ordres sont, en effet, les

seuls dont les membres comportent au moins un FT de cette famille (Figure 41).

Il serait interessant de poursuivre cette ¢tude comparative (Thiriet-Rupert et al 2016) en y
incluant les FTs identifi¢s dans le genome de microalgues appartenant a d’autres lignees (Tableau
1). Augmenter le nombre de lignees repréesentees ainsi que le nombre d’individus representant
chaque lignée permettrait de mettre en lumicre des points communs et des specificites de lignees
penchant en faveur d’une des hypotheses ¢tablies concernant leur histoire évolutive. Quant a la
repartition des bHLH chez les haptophytes, la taille de I’¢chantillonnage est, la encore, cruciale.
En effet, outre les Isochrysidales dont quatre genres sont représentés parmi les donnees
transcriptomiques disponibles, les Coccolithales, Prymnesiales et Phacocystales n’en comptent
que deux, et les Pavlovales qu’un seul (Tableau 3). De plus, aucune donnée n’est disponible
concernant des especes representant les ordres des Zygodiscales et des Syracosphaerales. Analyser
des donnees transcriptomiques (plus faciles a obtenir que le génome de I’organisme) provenant
d’especes représentant chaque ordre des haptophytes permettrait d’affiner cette repartition
atypique des bHLH. Enfin, des donnees genomiques sont indispensables a la confirmation de
I’absence de bHLH chez les Isochrysidales, Coccolithales et Pavlovales. Cette analyse participerait
a clarifier I’histoire evolutive de cette lignée de microalgues, peu connue malgrée leur importance

écologique.
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II. Identification de régulateurs de la réponse de T. lutea
2Xc1 a un stress azote : Comprendre la production de
lipides de réserve dans la perspective de futures

approches de bio—engineering

Dans un contexte physiologique particulier, I’¢tude des mécanismes de regulation de
I’expression des genes requiert un inventaire le plus precis possible des FTs presents dans le
génome de I’organisme etudie. Grace au pipeline ¢laboré dans la partie precedente, I’ expression
de I'ensemble des FTs des deux souches de T. lutea a pu étre suivie au cours de differentes
conditions expérimentales lices a une variation de la disponibilite en azote. Une strategie couplant
I'analyse de reseaux de co-expression et de regulation des genes a permis d’identifier des
regulateurs potentiels de la reponse specifique de la souche 2Xcl, tout en palliant au manque
d’annotation fonctionnelle inhérente aux organismes non-modcles. Plus particulierement, deux
FTs (NF-YB_2 et MYB-2R_14) semblent impliqués dans la regulation de mecanismes lies a la
photosynthese ainsi qu’a la réponse au stress oxydatif qu’elle provoque. Des mécanismes li¢s a la
synthese de lipides de reserve dans le but de prevenir ce stress oxydatif seraient ¢galement réegules
par ces deux FTs. Trois autres FTs (GATA_2, MYB-2R_20 et MYB-rel_11) semblent impliques
dans I’absorption de I’azote, la proteolyse, le recyclage de I’azote des acides amines libres, et la
synthese de carbohydrates sous forme de chrysolaminarine. Une analyse q-RT-PCR a precise le
role potentiel des deux FTs MYB-2R_20 et MYB-rel_11 dans la réponse spécifique de la souche
mutante. Ils sont tous deux impliqués dans I’absorption de I’azote via la régulation de I’expression
du gene codant pour le transporteur de nitrate Nrt2.1, ainsi que le recyclage de I'azote et du
carbone produit par proteolyse via la régulation de I’expression de la PLAAOx et de la CSAP. La
fonction de ces deux protéines demande cependant a étre precisée. De plus, alors que le FT MYB-
2R_20 semble reguler I’expression de ces trois genes chez les deux souches, le FT MYB-rel_11
ne semble les reguler que chez la souche 2Xcl. Ce dernier apparait donc comme un candidat
serieux de la reponse specifique de la souche 2Xc1 a un stress azote via son implication dans les
mecanismes cleés que sont le recyclage de I'azote et du carbone ainsi que I’absorption d’azote.
Enfin, des régulateurs potentiels de ces FT's candidats ont pu étre identifiés par I’analyse de réseaux

de co-expression de FTs.
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Toutefois, ces regulateurs de la réponse de la souche mutante a un stress azotée ont ¢et¢ identifies a
partir de données transcriptomiques. Bien que la transcription soit indispensable a I’expression
des genes, la compréehension de sa regulation n’est pas suffisante a expliquer I’expression
differentielle des genes dans son ensemble. D’autres niveaux de regulation interviennent entre la
synthese de I’ARNm et la modification du métabolisme. L’¢tude de ces mecanismes permettrait
la construction d’une carte plus complete de la reponse de T. Iutea a un stress azote.
Principalement, peu de correspondances sont retrouvees entre le niveau de transcription des
genes et la quantite des protéines correspondantes (Garnier, 2016). De faibles correlations entre
ces deux niveaux de I’expression des genes ont egalement éte observees chez les microalgues
straménopiles Aureococcus anophagefferens et Thalassiosira pseudonana (Wurch et al., 2011 ; Dyhrman
et al., 2012). Identifier les mécanismes a méme d’expliquer cette difference aboutirait a une
meilleure compréehension de la régulation de la reponse de T. lutea. Dans cette optique, I’¢tude
des ARN regulateurs constituerait une premicre ¢tape. Parmi ces ARN régulateurs, les micro
ARN (miRNA) et les petits ARN interferant (siRNA pour short interfering RNA) sont les mieux
caracterises (Eggleston, 2009 ; Ghildiyal & Zamore, 2009 ; Molnar et al., 2011). Ces molecules
jouent un role regulateur important via la degradation des ARNm ciblés ou par I'inhibition de leur
traduction (Carthew & Sontheimer, 2009 ; Voinnet, 2009). A ce jour, peu d’¢tudes sur les ARN
regulateurs ont ete mences chez les microalgues (Molnar et al., 2007 ; Rogato et al., 2014 ; Li et
al., 2014). Realiser le sequengage haut debit des ARN régulateurs chez T. Jutea permettrait, suite
a la prediction de leurs cibles, de compleéter le reseau de regulation de la réponse face a un stress

azoté.

De plus, une validation fonctionnelle de nos FTs candidats est necessaire. La validation de leurs
genes cibles putatifs peut étre entreprise via des techniques de retard de migration sur gel ou
encore de bactérie ou levure simple hybride, validant ainsi les fonctions auxquelles ces FTs sont
assocics. Cela permettrait ¢galement d’identifier une sequence consensus de leur site de fixation
qui pourrait, par la suite, ¢tre utilisée dans des approches in silico. En effet, grace au re-s¢équencage
du genome, les séquences promotrices et intergéniques, partiellement séquencees jusqu’ici,
seront exploitables. Rechercher ainsi I’emplacement des sites de fixation potentiels des FTs
candidats permettrait d’affiner le réseau de regulation des deux souches de T. lutea. Coupler ces
informations aux donnees d’expression de genes deja disponibles, caractériserait plus largement

la fonction de ces FTs a I’ échelle du génome.
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Une approche de transformation génétique ou de RNAi ciblant I'un de ces FTs afin de réprimer
son expression peut ¢galement étre envisagee. Evaluer 'impact de cette repression sur le
phenotype de la souche 2Xcl ainsi que sur I’expression des genes cibles potentielles du FT cible
permettrait de valider I'implication des FTs candidats dans I’¢tablissement du phénotype mutant
suite au stress azote. Malheureusement, des approches de genie genetique (transformation
genetique, utilisation de RNAi ...) n’ont, a ce jour, pas encore ¢té mises au point chez T. lutea.
Toutefois, dans I'optique de I'utilisation d’approches de genie genétique chez cette espece,
I'identification de genes tels la PLAAOX, la CSAP ou le Nrt2.1 présente un grand interét. En
effet, leur expression dependante de la disponibilite en azote est conferée par la structure de leur
sequence promotrice. L utilisation de tels promoteurs inductibles, peut constituer un outil tres
utile pour maitriser ’expression d’un transgene. Le re-séquencage du génome permettra
d’identifier et analyser ces séquences promotrices et fournira du materiel a la future mise au point

de la transformation génétique de T. lutea.

Une approche couplant I’analyse de donnees d’immunoprecipitation (Chip-seq) de la chromatine
et de RNA-seq peut ¢galement étre envisagee dans 1’optique d’une caractérisation fonctionnelle
de ces FTs. L’utilisation de Chip-seq permet d’identifier, a I’¢chelle du genome, les localisations
geénomiques auxquelles le FT etudie est lic a son site de fixation. L’analyse de ces données
permettrait d’identifier les cibles potentielles de ce FT. De plus, identifier les cibles potentielles
exprimées et, surtout, exprimees de fagon differentielle entre les deux souches grace a des
données RNA-seq permettrait de caractériser le role de ce FT chez chacune des deux souches.
Afin d’evaluer le niveau d’expression des genes de maniere plus fidele a la realite, un sequencgage
des ARN de manicre brin specifique peut étre utilise. Cette approche, récemment mise au point,
permet de quantifier plus efficacement I’expression des genes dont les loci respectif se
chevauchent mais sont transcrits a partir de brins opposes (Zhao et al., 2015). La possible
implication de transcrits anti-sens peut ¢galement étre évaluce. Classiquement, un ARNm est le
produit de la transcription du brin anti-sens. Toutefois, un transcrit peut e¢galement étre produit
a partir du brin sens. Celui-ci aura une séquence complémentaire de ’ARNm et est appelé
transcrit anti-sens. Ces transcrits pouvant impacter I’expression des genes a différents niveaux,
leur détection permet de mieux comprendre et analyser le niveau d’expression des genes dans les
conditions ctudices (Mills et al., 2013). Cette approche, plus fidele a la réalite biologique, devrait

¢tre de plus en plus utilis¢e a I’avenir, evitant une surestimation de I’expression des genes etudies.
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L’identification de FTs candidats ainsi que I’estimation de I’expression de leurs genes cibles n’en
sera que plus efficace. Toutefois, une telle approche n’impliquerait que I’expression des genes au
niveau transcriptionnel. Coupler cette analyse a des donnees protcomiques et metabolomiques,
lesquelles illustrent a la fois le produit final de I’expression des genes et son impact sur le
métabolisme, permettrait de caractériser de maniere plus complete le role des FTs dans la
regulation du phénotype. De plus, mener cette ¢tude sur une population de cellules synchronisees
permettrait de réduire les variations inter-individuelles de la réponse au stress applique. Chez de
nombreux organismes, et particulicrement chez les microalgues qui sont des organismes
photosynthetiques, les processus biologiques sont synchronises par I’alternance de I’exposition a
la lumiere et a I’obscurité (Farinas et al., 2006 ; Imoto et al., 2011 ; Miyagishima et al., 2012 ;
Noordally & Millar, 2015 ; Suzuki et al., 2016). En ’absence de synchronisation, chaque cellule
suit son propre rythme, ce qui peut créer un bruit de fond lors de I’analyse des données.

Synchroniser la population etudice au prealable permet de réduire ce bruit de fond.

De telles approches intégratives sont, de nos jours, de plus en plus utilisces et permettent de
mettre en évidence des mécanismes réellement impactant a I’echelle de la cellule. Mener cette
analyse integrative chez les deux souches et a difféerents moments de la cinétique de leur reponse
a la disponibilite en azote aboutirait a une identification plus précise du role de ces FTs et des
mecanismes impliquées dans la regulation de cette reponse. Elucider les mécanismes sous-jacents
a la réponse spécifique de la souche 2Xcl menera a une meilleure compréhension de
I’¢tablissement de son phenotype, lequel presente un clair intérét biotechnologique. Une pleine
comprehension de ces processus permettrait d’identifier les mécanismes et cibles moleculaires

stratégiques dans le but de manipuler et favoriser la production de lipides par bio—engineering.

Enfin, I’ensemble de la strategie utilisce dans cette these peut étre appliquée a I'identification de
régulateurs de la production d’autres composés d’intérét. Par exemple, T. Jutea ¢tant connue pour
produire du DHA, les régulateurs de la production de ces acides gras polyinsatures a longue chaine
pourraient étre recherchés. L’augmentation de la production de composes d’interét par les
microalgues grace a des approches de bio-engineering ciblant ces régulateurs pourrait ensuite ¢tre

envisagée.
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Annexe A : enrichissement en fonctions GO des trois modules d’interét identifies par WGCNA

Module WGCNA GO-1D GO Term Category P-Value
G0O:0004842 [ubiquitin-protein transferase activity F 2.697988E-3
G0:0005779 |integral component of peroxisomal membrane C 3.453023E-3
GO0:0016558 |protein import into peroxisome matrix P 1.899324E-2
GO0:0008022 |protein C-terminus binding F 1.899324E-2
G0:0005506 |iron ion binding F 1.482247E-2
GO:0007094 |mitotic spindle assembly checkpoint P 1.899324E-2
G0:0004150 |dihydroneopterin aldolase activity F 1.899324E-2
G0:0006457 |protein folding P 2.000786E-2
o G0:0051087 |chaperone binding F 3.613894E-2
module lie a la
- . G0:0000139 |Golgi membrane C 2.048355E-2
quantite de lipides i T
—— GO:0003950 |MNAD+ ADP-ribosyltransferase activity F 2.437749E-2
GO0:0006561 |proline biosynthetic process P 2.809057E-2
GO:0004834 |tryptophan synthase activity F 3.762791E-2
G0O:0009765 |photosynthesis, light harvesting B 3.142191E-2
GO:0004045 |aminocacyl-tRNA hydrolase activity F 3.762791E-2
GO:0004408 |holocytochrome-c synthase activity F 3.762791E-2
G0:0004484 |mRNA guanylyltransferase activity F 3.762791E-2
GO:0006370 |7-methylguanosine mRNA capping P 3.762791E-2
GO:0042586 |peptide deformylase activity F 3.762791E-2
G0:0004499 [N,N-dimethylaniline monooxygenase activity F 3.762791E-2
GO:0006511 |ubiquitin-dependent protein catabolic process P 2.556185E-4
G0:0034450 |ubiquitin-ubiquitin ligase activity F 1.668757E-2
G0:0016567 |protein ubiquitination P 1.894726E-2
GO:0000151 |ubiguitin ligase complex C 2.218926E-2
GO0:0031625 |ubiquitin protein ligase binding F 2.218926E-2
G0:0019773 |proteasome core complex, alpha-subunit complex C 4.924876E-2
G0:0004222 |metalloendopeptidase activity F 2.822471E-2
s el Tie 3 1 GO:0006515 |misfolded or incompletely synthesized protein catabolic process P 1.115557E-2
BE—— GO:0004252 |serine-type endopeptidase activity F 4.282976E-2
GO:0045300 |acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase activity F 5.593102E-3
carbohydrates
G0:0070985 |TFIIK complex C 5.593102E-3
G0:0016538 |cyclin-dependent protein serine/threonine kinase regulator activity F 5.593102E-3
G0:0016992 |lipoate synthase activity F 1.115557E-2
GO:0009107 |lipoate biosynthetic process P 2.218926E-2
G0:0046835 |carbohydrate phosphorylation P 3.310236E-2
G0:0006012 |galactose metabolic process P 4.924876E-2
G0O:0004335 |galactokinase activity F 2.218926E-2
G0O:0007034 |vacuolar transport P 2.76608E-2
G0:0042555 |MCM complex C 4.361613E-6
GO:0006270 |DNA replication initiation P 6.788884E-6
G0:0003678 |DNA helicase activity F 2.27774E-4
GO:0003688 |[DNA replication origin binding F 2.455173E-2
GO:0000808 |origin recognition complex G 3.660272E-2
G0:0070481 |nuclear-transcribed mRNA catabolic process, non-stop decay P 1.235143E-2
G0:0070966 |nuclear-transcribed mRNA catabolic process, no-go decay P 1.235143E-2
G0:0071025 |RNA surveillance P 1.235143E-2
GO0:0051499 [D-aminoacyl-tRNA deacylase activity F 1.235143E-2
GO:0006788 |heme oxidation P 1.235143E-2
s G0:0004392 |heme oxvglenase (decyclizing) actliv‘itv F 1.235143E-2
la quantité de GO:0004852 |uroporphyrinogen-Iil synthase activity F 2.455173E-2
GO:0005096 |GTPase activator activity F 1.428923E-2
carbohydrates
GO:0004668 |protein-arginine deiminase activity F 2.455173E-2
GO:0009446 |putrescine biosynthetic process P 2.455173E-2
G0:0034551 |mitochondrial respiratory chain complex Il assembly P 2.455173E-2
GO:0004451 |isocitrate lyase activity F 2.455173E-2
GO0:0004563 |beta-N-acetylhexosaminidase activity F 2.455173E-2
G0:0015204 |urea transmembrane transporter activity F 2.455173E-2
G0:0071918 |urea transmembrane transport P 2.455173E-2
GO0:0043087 |regulation of GTPase activity P 2.455173E-2
GO0:0003868 |4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase activity F 2.455173E-2
GO:0003779 |actin binding F 3.769563E-2
GO0:0006914 |autophagy P 4.850622E-2
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Annexe B : enrichissement en fonctions GO des génes priorisés gréce aux données générées par

WGCNA

GO-ID GO Term Category |P-Value

G0:0051087 chaperone binding E 9,12E-04
|GO:0001671 ATPase activator activity E 4,03E-03
G0:0006788 heme oxidation P 1,24E-02
G0:0004392 heme oxygenase (decyclizing) activity F 1,24E-02
G0:0051499 D-aminoacyl-tRNA deacylase activity F 1,24E-02
G0:0000172 ribonuclease MRP complex C 1,24E-02
GO:0030677 ribonuclease P complex G 1,24E-02
GO:0006379 mRNA cleavage P 2,46E-02
|GO:0006370 7-methylguanosine mRNA capping P 2,46E-02
G0:0004484 mRMNA guanylyltransferase activity F 2,46E-02
G0:0004668 protein-arginine deiminase activity F 2,46E-02
G0:0009446 putrescine biosynthetic process P 2,46E-02
G0:0004563 beta-N-acetylhexosaminidase activity E 2,46E-02
G0:0051536 iron-sulfur cluster binding F 4,97E-02
G0:0016992 lipoate synthase activity E 2,46E-02
G0:0009107 lipoate biosynthetic process P 4,85E-02
G0:0006511 ubiguitin-dependent protein catabolic process P 3,02E-02
G0:0034450 ubiguitin-ubiquitin ligase activity F 3,66E-02
G0:0000151 ubiquitin ligase complex C 4,85E-02
GO0:00465914 transition metal ion binding F 4 79E-02
G0:0035639 purine ribonucleoside triphosphate binding 3 4,90E-02
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Annexe C : enrichissement en fonctions GO des quatre communautés du réseau de régulation de

la souche WTcl1

Communauté |GO-ID GO Term Category |P-Value
G0:0016763 |transferase activity, transferring pentosyl groups F 2,11E-03
GO0:0016757 |transferase activity, transferring glycosyl groups F 3,81E-02
G0:0003950 |NAD+ ADP-ribosyltransferase activity F 2,11E-03
G0:0016810 |hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds F 4,78E-03
G0:0030904 |retromer complex C 5,36E-03
G0:0042147 |retrograde transport, endosome to Golgi P 1,07E-02
G0:0016197 |endosomal transport P 1,07E-02
GO0:0046914 |transition metal ion binding F 8 97E-03
GO:0008270 |zinc ion binding F 1,91E-02
GO0:0004476 |mannose-6-phosphate isomerase activity F 5,36E-03
G0:0009298 |GDP-mannose biosynthetic process P 1,60E-02
G0:0009226 |nucleotide-sugar biosynthetic process P 2,13E-02
G0:0019673 |GDP-mannose metabolic process P 2,65E-02
G0:0009225 |nucleotide-sugar metabolic process P 4 72E-02
G0:0055114 |oxidation-reduction process P 3,93E-02
GO:0005956 |protein kinase CK2 complex C 5,36E-03
G0:0019207 |kinase regulator activity F 1,60E-02
G0:0019887 |protein kinase regulator activity F 1,60E-02
com.munauté 600016708 oxidoreductase éCtivitv, aqing on paired donors, with .incorporation or reduction of molecular oxygen, NAD(P)H as . 5,36E-03

violette one donor, and incorporation of two atoms of oxygen into one donor

G0O:0009055 |electron carrier activity F 2,82E-02
G0:0009767 |photosynthetic electron transport chain P 1,07E-02
GO:0009772 |photosynthetic electron transport in photosystem |l P 1,07E-02
G0:0045156 |electron transporter, transferring electrons within the cyclic electron transport pathway of photosynthesis activity |F 1,07E-02
GO:0008131 |primary amine oxidase activity F 1,07E-02
G0:0016641 |oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2 group of donors, oxygen as acceptor F 1,60E-02
G0:0048038 [quinone binding F 3,17E-02
GO:0005507 |copper ion binding F 4,72E-02
GO0:0016811 |hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds, in linear amides F 1,26E-02
G0:0016851 |magnesium chelatase activity F 2,65E-02
GO0:0051002 |ligase activity, forming nitrogen-metal bonds F 2,65E-02
G0:0051003 |ligase activity, forming nitrogen-metal bonds, forming coordination complexes F 2,65E-02
G0:0022834 [ligand-gated channel activity F 4,72E-02
G0:0015276 [ligand-gated ion channel activity F 4,72E-02
G0:0005230 [extracellular ligand-gated ion channel activity F 3,69E-02
G0:0030532 |small nuclear ribonucleoprotein complex C 3,69E-02
G0:0022610 |biological adhesion P 4,21E-02
G0:0007155 |[cell adhesion P 4,21E-02
GO0:0046983 |protein dimerization activity F 8,53E-04
G0:0004022 |alcohol dehydrogenase (NAD) activity F 5,35E-03
G0:0008774 |acetaldehyde dehydrogenase (acetylating) activity F 5,35E-03
GO:0006066 |alcohol metabolic process P 1,60E-02
G0:0015976 |carbon utilization P 2,12E-02
G0:0003983 [UTP:glucose-1-phosphate uridylyltransferase activity F 5,35E-03
G0:0051748 |UTP-monosaccharide-1-phosphate uridylyltransferase activity F 5,35E-03
G0:0006011 |UDP-glucose metabolic process P 5,35E-03
G0:0009225 [nucleotide-sugar metabolic process P 2,39E-02
G0:0070568 |uridylyltransferase activity F 3,43E-02
GO:0006606 |protein import into nucleus P 8,02E-03
G0:1902593 [single-organism nuclear import P 8,02E-03
G0:0051170 |nuclear import P 8,02E-03
communauté (GO:0044744 |protein targeting to nucleus P 8,02E-03
bleue G0:0034504 |protein localization to nucleus P 8,02E-03
G0:0017038 |protein import P 2,65E-02
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GO:0008565 |protein transporter activity F 3,69E-02
G0:0072593 |reactive oxygen species metabolic process P 8,02E-03
GO:0006801 |superoxide metabolic process P 8,02E-03
G0:0004784 |superoxide dismutase activity F 1,33E-02
G0:0016721 |oxidoreductase activity, acting on superoxide radicals as acceptor F 1,33E-02
G0:0035556 |intracellular signal transduction P 2,95E-02
G0:0048015 |phosphatidylinositol-mediated signaling P 1,33E-02
GO:0048017 [inositol lipid-mediated signaling P 1,33E-02
GO0:0046854 |phosphatidylinositol phosphorylation P 3,95E-02
G0:0046834 |lipid phosphorylation P 3,95E-02
GO:0000160 |phosphorelay signal transduction system P 4 98E-02
GO0:0002161 |aminoacyl-tRNA editing activity F 3,69E-02
GO-0016702 oxidoreductase .activity, ar?ting on paired donors, with incorporation or reduction of molecular oxygen, NAD(P)H as F 2,56E-03
one dener, and incorporation of one atom of oxygen

GO:0004499 |N,N-dimethylaniline monooxygenase activity F 2,56E-03
GO0:0004497 |monooxyzenase activity F 1,65E-02
G0:0050661 |NADP binding F 3,53E-02
G0:0015696 |ammonium transport P 5,12E-03

. |GO:0008519 |ammeonium transmembrane transporter activity F 5,12E-03

communauté -

= G0:0072488 |ammonium transmembrane transport P 5,12E-03
G0:0071705 |nitrogen compound transport P 2,16E-02
GO:0004198 |calcium-dependent cysteine-type endopeptidase activity F 2,41E-02
GO:0004197 |cysteine-type endopeptidase activity F 2,54E-02
GO:0008234 |cysteine-type peptidase activity F 4,64E-02
GO:0016567 |protein ubiquitination P 4,77E-02
GO:0046983 |protein dimerization activity F 3,54E-03
GO:0046982 |protein heterodimerization activity F 2,66E-02
GO:0016624 |oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of denors, disulfide as acceptor F 1,78E-02

. |G0:0003950 |NAD+ ADP-ribosyltransferase activity F 3,28E-02

communaute - N ==

veria GO:0004177 |aminopeptidase activity F 3,53E-02
GO:0006468 |protein phosphorylation P 3,75E-02
G0:0004672 |protein kinase activity F 3,95E-02
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Annexe D : enrichissement en fonctions GO des quatre communautés du réseau de régulation de

la souche 2Xcl1

commnaté GO-ID GO Term Category |P-Value
G0:0016763 [transferase activity, transferring pentosyl groups F 2,11E-03
G0:0016757 |[transferase activity, transferring glycosyl groups F 3,81E-02
G0:0003950 |NAD+ ADP-ribosyitransferase activity F 2,11E-03
G0:0016810 |hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds F 4,78E-03
G0:0016811 |hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds, in linear amides F 1,26E-02
G0:0030904 |retromer complex C 5,36E-03
G0:0042147 |retrograde transport, endosome to Golgi P 1,07E-02
G0:0016197 |endosomal transport P 1,07E-02
G0:0005956 |protein kinase CK2 c C 5,36E-03
G0:0019207 |kinase regulator activity F 1,60E-02
G0:0019887 |protein kinase regulator activity F 1,60E-02
GO:0046914 |transition metal ion binding F 9,97E-03
G0:0008270 |zinc ion binding F 1,91E-02
G0:0004476 | manr 6-pl isomerase activity F 5,36E-03
G0:0009225 |nucleotide-sugar metabolic process P 4,72E-02
G0:0009298 |GDP-mannose biosynthetic process P 1,60E-02
GO0:0009226 |nucleotide-sugar biosynthetic process P 2,13E-02
G0:0019673 |GDP-mannose metabolic process P 2,65E-02
communauté |GO:0009055 |electron carrier activity F 2,82E-02
violette G0:0009767 |photosynthetic electron transport chain P 1,07E-02
G0:0009772 |photosynthetic electron transport in photosystem I P 1,07E-02
G0:0045156 |electron transporter, transferring electrons within the cyclic electron transport pathway of photosynthesis activity |F 1,07E-02
G0:0048038 |quinone binding F 3,17E-02
GO0:0016641 |oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2 group of donors, oxygen as acceptor F 1,60E-02
GO0:0005507 |copper ion binding F 4 72E-02
G0:0008131 [primary amine oxidase activity F 1,07E-02
G0:0016851 [magnesium chelatase activity F 2,65E-02
G0:0051002 |ligase activity, forming nitrogen-metal bonds F 2,65E-02
G0:0051003 [ligase activity, forming nitrogen-metal bonds, ferming coordinatien ¢ I F 2,65E-02
G0:0055114 |oxidation-reduction process P 3,93E-02
GO-0016708 oxidoreductase Aactivitv, anjting on paired donors, with Fncorporation or reduction of molecular oxygen, NAD(P)H as E 5,366-03

one donor, and incorporation of two atoms of oxygen into one donor

G0:0015276 |ligand-gated ion channel activity F 4,72E-02
G0:0005230 |extracellular ligand-gated ion channel activity F 3,69E-02
G0:0022834 |ligand-gated channel activity F 4,72E-02
G0:0030532 [small nuclear ribonucleoprotein complex C 3,69E-02
G0:0022610 |biological adhesion P 4,21E-02
G0:0007155 |cell adhesion P 4,21E-02
G0:0022892 |substrate-specific transporter activity F 1,55E-02
GO0:0005215 [transporter activity F 3,57E-02
G0:0072509 |divalent inerganic cation transmembrane transporter activity F 4,34E-02
G0:0072511 |divalent inorganic cation transport P 4,34E-02
G0:0070838 |divalent metal ion transport P 4,34E-02
G0:0015693 |magnesium ion transport P 2,99E-02
G0:0015095 |magnesium ion transmembrane transporter activity F 2,99E-02
GO:0008565 |protein transporter activity F 4,62E-04
G0:1902582 |[single-organism intracellular transport P 1,36E-02
G0O:0008104 [protein localization P 4,81E-02
G0:0015031 |protein transport P 4,36E-02
G0:0045184 |establishment of protein localization P 4,69E-02
G0:0046907 |intracellular transport P 4,75E-02
G0:0030904 [retromer complex C 2,33E-03
G0:0042147 |[retrograde transport, endosome to Golgi P 4,66E-03
G0:0016197 [endosomal transport P 4,66E-03
G0:0017038 |protein import P 2,31E-02
GO:0006606 |protein import into nucleus P 6,98E-03
G0:1902593 |single-organism nuclear import P 6,98E-03
G0:0051170 |nuclear import i 6,98E-03
G0:0044744 |protein targeting to nucleus P 6,98E-03
G0:0034504 |protein localization to nucleus P 6,98E-03
GO:0046486 |glycerolipid metabolic process P 5,02E-03
G0:0044255 |cellular lipid metabolic process P 4 58E-02
GO:0006641 |triglyceride metabolic process P 2,33E-03
G0:0006638 [neutral lipid metabolic process P 2,33E-03
GO:0006639 |acylglycerol metabolic process P 2,33E-03
G0:0004144 |diacylglycerol O-acyltransferase activity F 2,33E-03
GO:0046460 |neutral lipid biosynthetic process P 2,33E-03
GO0:0046463 |acylglycerol biosynthetic process P 2,33E-03
communauté |G0:0019432 [triglyceride biosynthetic process P 2,33E-03
bleue G0:0016411  |acylglycerol O-acyltransferase activity F 2,33E-03
GO0:0045017 |glycerolipid biosynthetic process P 2,08E-02
G0:0008374 |O-acyltransferase activity F 2,08E-02
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G0:0048015 | phosphatidylinositol-mediated signaling P 1,16E-02
GO0:0048017 |[inositol lipid-mediated signaling P 1,16E-02
G0:0046854 | phosphatidylinositol phosphorylation 2 3,44E-02
G0:0046834 |lipid phosphorylation P 3,44E-02
G0:1801135 |carbohydrate derivative metabolic process P 1,13E-02
G0:0005975 |carbohydrate metabolic process e 3,37E-02
G0:0044723 [single-organism carbohydrate metabolic process P 4,81E-02
G0:1901137 |carbohydrate derivative biosynthetic process P 2,57E-02
G0:0004476 |r 6-ph isomerase activity F 2,33E-03
GO0:0009225 |nucleotide-sugar metabolic process P 2,08E-02
G0:0009298 [GDP- biosynthetic process P 6,98E-03
GO0:0009226 |nucleotide-sugar biosynthetic process P 9,29E-03
G0:0019673 |GDP-r metabolic process P 1,16E-02
G0:0016861 |intramolecular oxidoreductase activity, interconverting aldoses and ketoses F 3,22E-02
G0:0016860 |intramolecular oxidoreductase activity F 3,89E-02
GO0:0003980 |UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase activity F 4 66E-03
GO0:0046527 |glucosyltransferase activity F 1,62E-02
G0:0035251 |UDP-glucosyltransferase activity F 1,39E-02
GO0:0008194 |UDP-glycosyltransferase activity F 2,54E-02
G0:0044445  |cytosolic part C 2,54E-02
G0:0005829 [cytosol C 3,22E-02
GO0:0000015 |phosphopyruvate hydratase complex € 1,62E-02
G0:0004634 hosphopyruvate hydratase activity F 1,62E-02
GO0:0006313 |[transposition, DNA-mediated P 4, 66E-03
GO:0004803 |[transposase activity F 4 66E-03
G0:0032196 |[transposition P 4 66E-03
G0:0004198 |calcium-dependent cysteine-type endopeptidase activity F 4 34E-02
G0:0004197 | cysteine-type endopeptidase activity F 4,56E-02
G0:0009765 |[photosynthesis, light harvesting P 2,87E-04
G0:0019684 |[photosynthesis, light reaction P 4 80E-04
G0:0015979 |photosynthesis P 1,11E-03
GO0:0006091 [generation of precursor metabolites and energy P 5,15E-03
G0:0003913 |DNA photolyase activity F 7,05E-04
G0:0016830 |carbon-carbon lyase activity F 2,59E-02
G0:0003%904 |deoxyribodipyrimidine photo-lyase activity F 1,53E-02
G0:0003950 |NAD+ ADP-ribosyltransferase activity F 1,93E-03
G0:0016763 [transferase activity, transferring pentosyl groups F 2,50E-02
600016708 oxidoreductase .activity, afting on paired donors, with incorporation or reduction of molecular oxygen, NAD(P)H as E 1,02€-02
one donor, and incorporation of one atom of oxygen
GO0:0004499 [N,N-dimethylaniline mono activity F 1,02E-02
G0:0000041 [transition metal ion transport P 2,54E-02
, |GO:0046915 |transition metal ion transmembrane transporter activity F 2,54E-02
communauté =
e GO:0006826 |iron ion transport P 1,53E-02
GO0:0006827 |high-affinity iron ion transmembrane transport P 1,02E-02
G0:0033573 [high-affinity iron permease complex C 1,02E-02
G0:0005381 |iron ion transmembrane transporter activity ¢ 1,53E-02
G0:0034755 |iron ion transmembrane transport P 1,53E-02
G0:0004842 |ubiquitin-protein transferase activity E 2,79E-02
G0:0019787 |ubiquitin-like protein transferase activity F 2,79E-02
G0:0016567 |protein ubiquitination P 1,61E-02
G0:0032446 |protein modification by small protein conjugation P 1,94E-02
G0:0070647 |[protein modification by small protein conjugation or removal P 4,36E-02
G0:0022834 |ligand-gated channel activity E 4,52E-02
G0:0015276 [ligand-gated ion channel activity F 4 52E-02
G0:0005230 |extracellular ligand-gated ion channel activity F 3,54E-02
G0:0022610 |biological adhesion P 4,03E-02
G0:0007155 | cell adhesion P 4,03E-02
G0:0022857 |transmembrane transporter activity E 3,27E-02
G0:0022892 |substrate-specific transporter activity F 2,54E-02
GO0:0022891 |substrate-specific transmembrane transporter activity F 1,63E-02
G0:0005215 _|transporter activity F 1,85E-02
G0:0055085 |transmembrane transport P 1,30E-02
| G0:0071705 [nitrogen compound transport P 3,04E-03
GO0:0015696 |ammonium transport P 1,94E-02
G0:0008519 |ammonium transmembrane transporter activity F 1,94E-02
G0:0072488 |ammonium transmembrane transport P 1,94E-02
G0:0019755 |one-carbon compound transport P 9,76E-03
G0:0015204 |urea transmembrane transporter activity F 9,76E-03
G0:0042887 |amide transmembrane transporter activity F 9,76E-03
G0:0071918 |urea transmembrane transport P 9,76E-03
GO0:0015840 |urea transport P 9,76E-03
G0:0042886 |amide transport P 1,46E-02
G0:0005230 |extracellular ligand-gated ion channel activity F 3,38E-02
G0:0022834 |ligand-gated channel activity F 4,32E-02
[ G0:0015276 |ligand-gated ion channel activity F 4,32E-02
communauté (GO:0009767 |photosynthetic electron transport chain P 9,76E-03
verte GO0:0009772 |photosynthetic electron transport in photosystem |l P 9,76E-03
GO0:0045156 | electron transporter, transferring electrons within the cyclic electron transport pathway of photosynthesis activity|F 9,76E-03
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UTP:glucose-1-phosphate uridylyltransferase activity

GO:0003983 F 9,76E-03
G0:0051748 |UTP-monosaccharide-1-phosphate uridylyltransferase activity F 9,76E-03
G0:0009225 |nuclectide-sugar metabolic process P 4.32E-02
GO0:0006011 |UDP-glucose metabolic process P 9,76E-03
GO:0004871 |signal transducer activity F 3,15E-02
GO:0060089 |molecular transducer activity F 3,15E-02
GO:0004872 |receptor activity F 1,19E-02
G0O:0038023 |signaling receptor activity F 1,19E-02
GO:0004673 |protein histidine kinase activity F 3,38E-02
GO:0016775 |phosphotransferase activity, nitrogenous group as acceptor F 3,38E-02
G0:0000155 |phosphorelay sensor kinase activity F 3,38E-02
G0:0072593 |reactive oxygen species metabolic process P 1,46E-02
G0:0006801 |superoxide metabolic process P 1,46E-02
GO:0004784 |superoxide dismutase activity F 2,42E-02
GO:0016721 |oxidoreductase activity, acting on superoxide radicals as acceptor F 2,42E-02
G0:0016624 |oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of donors, disulfide as acceptor F 3,38E-02
G0:0008237 |metallopeptidase activity F 4 94E-02

Annexe E : liste des amorces utilisces pour l’analyse par q-RT-PCR

Gene Forward Revers
MYB-rel_11 |(CGAGCAATACGAAGACTACGG GEGACTGCTACGACTATACCG
Myb-2R_20 |CTCCTTCTGAGTCGGAATCG TTCAAGATGCTCGTCACACTC
PLAAO GACACACGATTTGGAGGACG TEAGATTGTGTCGAACGTGEC
CS5AP CTGCCAACCATCACTTTCCC ATGAACTTGTGCCACGTGAC
Nt 2.1 TCTCCCCAATCGTCTCGC CAACCCTEQCAACGCTCTCAC
18872 TCGCAGGTTGTAAGGTACGG CCGTTTTCTCCGAGTAGGG
19975 CECTTCTGGAGTTCATITGC TETAGATGGCTTCCCTTTGC
14258 TATCACCGCTACCACTGTGC GCATCTCCTCATACCCAACT
16415 CCTCTTCTCCTTOCCAAAGC ATCGCCTCGTCTTTCTCTCC
17273 CCTTCTTTGCGTCCTTACCG GCGATTGGTATATCAAGTACCG
10371 TTCAGAAGGCTCGGACTACC CGAGCATTCTTCCTCTITGG
15474 CCTCATATCCGAGCACATCC CTCCTGTGGEGECTCAACT AGC
4051 GTCGAAGCAGGGAAGAAGC GAAAAGCGGETAGCACAGAGC
EF1 GTAGCGTGCCTTCTTGTAGC TAACTTCACCACTGCCATCC
GAPDH COGTGCTCAATGTAGTGGTT TAGTGATCATGCCCTTCTCG
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Study of transcription factors involved in lipid accumulation induced by nitrogen
stress in the microalgae Isochrysis affinis galbana

Résumé

Chez tout organisme, I'évolution et I'acclimatation aux
changements du milieu de vie sont orchestrés par de
nombreux acteurs moléculaires. Parmi eux, les facteurs
de transcription (FTs) jouent un réle clé en régulant
I'expression des génes. Identifier les FTs impliqués
dans la production de composés d’intérét est donc une
étape importante dans un contexte biotechnologique. Le
laboratoire dispose d'une souche mutante de la
microalgue haptophyte Tisochrysis Iutea produisant
deux fois plus de lipides de réserve que la souche
sauvage en condition de privation azotée. Compte tenu
du role clé des FTs dans I'établissement du phénotype,
cette thése vise a identifier les FTs impliqués dans la
mise en place de ce phénotype mutant.

Un pipeline bio-informatique  d’identification et
classification des FTs présents dans le génome de T.
lutea a été élaboré. Le manque de donnée chez les
haptophytes constituant un vide dans [Iétude de
I'histoire  évolutive des microalgues, une étude
comparative des FTs présents dans le génome d'algues
de différentes lignées a été réalisée. Celle-ci révele que
I'étude des FTs aide a comprendre et illustrer I'histoire
évolutive des microalgues par la mise en évidence de
présences/absences de familles de FTs spécifiques de
lignée.

Afin de comprendre I'établissement du phénotype de la
souche mutante de T. utea, des données
transcriptomiques ont permis la construction de réseaux
de co-expression et de régulation des genes chez les
deux souches. Leur analyse croisée a identifié sept FTs
candidats potentiellement liés au phénotype mutant.
Une approche de p-RT-PCR a confirmé l'implication de
deux FTs dans la remobilisation de I'azote en condition
de privation azotée.

Mots clés

Bioinformatique — biologie moléculaire — évolution -
facteur de transcription - micro-algue - réseau de
genes - RNA-seq

Abstract

In every organism, evolution and acclimation to
environmental changes are orchestrated by numerous
molecular players. Among them, transcription factors
(TFs) play a crucial role by regulating gene expression.
Therefore, identify TFs involved in the production of high
value products is a significant step in a biotechnological
context. The laboratory has at its disposal a mutant
strain of the haptophyte microalga Tisochrysis Iutea
producing twice more storage lipids than the wild type
strain when exposed to nitrogen deprivation. Given the
key role of TFs in phenotype establishment, this PhD
aim at identify the TFs involved in that of the mutant
phenotype of T. lutea.

A TFs identification and classification pipeline was
elaborated and applied to T. lutea’s genome. Since the
lack of data in haptophytes constitutes a limit in studies
on microalgae evolutionary history, a comparative study
of TFs identified in the genome of microalgae belonging
to different lineages was carried out. This study reveals
that TFs could be used to understand and illustrate
microalgae evolutionary history through the highlight of
lineage specific presence/absence of TF families.
Aiming at understanding T. lutea’s mutant strain
phenotype establishment, transcriptomic data were
used to build gene co-expression networks and gene
regulatory networks for both strains. Their comparative
analysis identified seven TFs potentially liked to the
mutant phenotype. A g-RT-PCR approach confirmed the
involvement of two TFs in nitrogen recycling under
nitrogen deprivation.

Key Words
Bioinformatic - evolution - gene network -
molecular biology - microalgae — RNAseq -

transcription factor
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