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. Introduction

[.1 Le laboratoire d’accueil

Le laboratoire Mer, Molécule, Santé (MMS) m’a accueilli pour mon stage de fin d’étude. C’est
au sein de I'équipe MIMMA (Métabolisme, bio-Ingénierie des Molécules de Micro-algues et
Applications) que ce stage de recherche s’est déroulé entre le 7 Janvier et le 28 Juin 2019.

L'équipe MIMMA étudie les mécanismes contrblant le métabolisme du carbone chez les
microalgues, en particulier en réponse aux stress abiotiques. Ces organismes réagissent aux
conditions de stress en modifiant leur métabolisme vers la production de métabolites tels que
des lipides et des caroténoides. Les compétences de I'équipe s'étendent de I'étude du
transcriptome a la physiologie des microalgues en passant par la protéomique et I'analyse des
métabolites lipidiques et des pigments.

Ce stage s'insére également au sein de la thése de Mattéo Scarsini ayant pour but d’étudier
limplication des facteurs de transcription dans la réorientation métabolique chez la diatomée
Phaeodactylum tricornutum (Pt).

|.2 Histoire des microalgues

L’hypothése d’endosymbiose proposée par Lynn Margulis est a la base de I'histoire de la
microalgue (Lazcano, Peretd, 2017). Il y a 1,8 milliards d’années, un organisme photo-
autotrophe similaire aux cyanobactéries actuelles, aurait été phagocyté par une cellule
hétérotrophe. Le procaryote photosynthétique phagocyté n’a pas été entierement digéré mais
domestiqué par la cellule hétérotrophe via des phénoménes de perte et d’échange de génes,
de remaniements structuraux et de communication avec la cellule héte. C’est ainsi que
Forganite emblématique du régne végétal, le chloroplaste aurait vu le jour. Trois lignées de
microalgues auraient ensuite vu le jour (Delwiche, 1999) : les glaucophytes, les rhodophytes
(algues rouges), et les chlorophytes (algues vertes). Les chlorophytes sont les microalgues
desquelles les organismes photosynthétiques terrestres auraient divergés il y a 900 millions
d’années (Hedges et al., 2004).

De nos jours, il existe une grande diversité de microalgues Cela proviendrait d’'une série
d’endosymbioses secondaires, tertiaires ou encore quaternaires, méme sil'ordre et le nombre
de ces endosymbioses n’est pas encore défini (Keeling, 2013). La figue 1 retrace les
principales endosymbioses et permet de résumer la longue histoire évolutive des microalgues
(Figure 1). Les différentes endosymbioses sont encore visibles au niveau des membranes du
chloroplaste. Bien qu'il existe des exceptions au niveau du nombre de membranes autour du
chloroplaste, ces membranes témoignent des endosymbioses successives au cours de
histoire de cet organisme eucaryote, unicellulaire et photosynthétique. En effet un
chloroplaste issu d’une endosymbiose primaire ne sera entouré que par les deux membranes
de l'organisme phagocyté de départ. Alors qu’un chloroplaste issu d’une endosymbiose
secondaire, comme chez les diatomées, va étre entouré par quatre membranes, les deux
membranes de l'organisme phagocyté a l'origine, la membrane de I'algue phagocytée et la
membrane phagosomale (McFadden, 1999).

Les diatomées font parties du groupe des algues brunes ou encore algues rouges, et selon
les données elles semblent dériver d’'une endosymbiose secondaire. Ce sont des microalgues
du groupe des hétérocontes, dont la sous classe est celle des straménopiles. Elles sont
nommées dans la littérature comme des « microalgues brunes » du fait de leur couleur. Cette
couleur est due a un pigment, la fucoxanthine qui masque les pigments chlorophylliens de cet
organisme photosynthétique. C’est le pigment accessoire majeur des diatomées (Devaki,
Grossman, 1993). Les diatomées sont aussi caractérisées par la présence d’une paroi
cellulaire en silice, nommée frustule, méme si chez certaines diatomées sa formation est
facultative.
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Figure 1: Arbre schématique représentant les différentes endosymbioses donnant
naissance aux microalgues (Heydarizadeh, 2015).



|.3 La microalgue, une usine de fixation du CO2

Les microalgues sont considérées comme faisant partie d’'un grand groupe, celui du
phytoplancton. Ce groupe ne représente que seulement 1% de la biomasse photosynthétique
sur Terre, mais joue un réle majeur dans le bon fonctionnement des écosystémes aquatiques.
En effet, le phytoplancton est impliqué dans 45% de la production primaire de la planéte et
dans plus de 90% de celle des milieux aquatiques (Geider et al., 2001). La microalgue est un
organisme autotrophe, c’est-a-dire qu’elle est capable de créer de la matiére organique a partir
de matiére inorganique. Elle va donc fixer le dioxyde de carbone (CO3), qui est un élément
minéral et grace a de I'énergie, ce CO2 va entrer dans le métabolisme afin d’alimenter les
différentes voies métaboliques. La microalgue étant un organisme phototrophe, elle tire
énergie nécessaire a son fonctionnement de I'énergie lumineuse qu’elle va transformer en
énergie chimique. Ces organismes sont capables de fixer une grande partie du CO:
atmosphérique, et requierent une quantité d’eau plus faible que les arbres pour la méme
quantité de carbone fixée (Chelf et al., 1993). Il existe de nombreux groupes de microalgues,
mais les plus abondantes dans le milieu océanique sont les diatomées. Elles participeraient a
la fixation de 20% du carbone atmosphérique via leur activité photosynthétique (Field, 1998).
C’est grace a son mécanisme de concentration du carbone (CCM) que cet organisme fixe le
carbone (Haimovich-Dayan et al., 2013). Ce métabolisme concentre le CO, autour de 'enzyme
clé, la RubisCo, permettant un rendement de conversion de I'énergie solaire en biomasse trés
élevé, bien supérieur a celui des plantes terrestres (Cadoret, Bernard, 2008). Ce qui rend la
microalgue d’'un grand intérét pour la production en grande quantité de molécules a haute
valeur ajoutée et en fait un organisme d’intérét pour la lutte contre le réchauffement climatique.

.4 Intérét biotechnologique, et application des microalgues

Grace a leur évolution longue et complexe, les microalgues se sont diversifiées de par leur
forme, et leur métabolisme. En effet il en existe des sphériques, ovoides, fusiformes,
cylindriques, pyramidales, et elles sont capables de coloniser de nombreux milieux différents,
méme des milieux extrémophiles (Schonknecht et al., 2013). Leur métabolisme trés diversifié
est source de nombreuses molécules d’intérét pour les différentes industries (Figure 2) (Koller
et al., 2014).

Les microalgues sont trés utilisées dans le domaine de la nutrition animale, notamment en
aquaculture, car elles permettent un apport optimal d’acides aminés essentiels, vitamines et
acides gras poly-insaturés a longue chaine (Brown et al., 1997). Aucun régime de substitution
n’est aussi performant. La consommation de microalgues est cependant freinée par le cout de
production restant élevé, car il faudrait produire de grosses quantités de microalgues afin de
lutiliser en tant que fourrage ou en aliment principal. Les microalgues sont utilisées en tant
que complément alimentaire du fait de la forte teneur en protéines et lipides, notamment en
acide éicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA), qui ne sont pas synthétisés
par notre organisme (Mendes et al., 2009). Aujourd’hui en France, seulement trois microalgues
sont utilisées et autorisée par la reglementation en vigueur. Il s’agit de la spiruline (en réalité
une cyanobactérie mais dont le fonctionnement est similaire a celui d’'une microaglue),
Chlorella vulagaris et Ondontella aurita.

Dans le domaine de la santé, les microalgues sont aussi d’un grand intérét, du fait des
nombreux métabolismes existants et donc des nombreuses molécules qui en découlent. Elles
sont capables de produire des molécules d’'une grande diversité dont certaines intéressantes
pour l'industrie de la santé. Des composés trouvés communément au sein des microalgues
présentent des propriétés anti-bactériennes, anti-fongicides et méme anti-oxydantes (Arun et
al.,, 2012). Des composés comme l'astaxanthine, un caroténoide a haute valeur ajouté, se
présente comme ayant des propriétés dans la lutte contre le cancer, les maladies
cardiovasculaires, gastro-intestinales, le diabéte et présente méme une action anti
inflammatoire et anti-oxydante (Gateau et al., 2017 ; Yuan et al., 2011).
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Figure 2 : Vue d’ensemble des différents composés produits par les microalgues, et
leurs secteurs d’application (Koller et al., 2014).




La microalgue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii est également utilisée pour la
production de protéines recombinantes qui conduisent a la production d’anticorps
monoclonaux a simple chaine humain de type IgA (Mayfield, Franklin, 2005). lls sont dits
monoclonaux car ils ne reconnaissent qu’'un épitope donné. Les IgA sont trés utilisés en
biologie et en médecine comme outils de diagnostic et aussi a but thérapeutique. Cette
nouvelle alternative de production d’anticorps via une microalgue permet une réduction des
codts de production et, pour des raisons d’éthiques évite leur production par le modéle animal.
La facilit¢ a éditer du génome de cette algue la rend trés attractive pour de nombreuses
applications (Cadoret et al., 2012).

Les microalgues sont aussi utilisées dans une optique de protection de I'environnement via la
bio-remédiation. En effet, elles ont développé au cours de leur évolution plusieurs mécanismes
d’absorption, qui leur permettent de se développer dans des milieux pollués et méme de
participer a leur dépollution. Dans un milieu contenant 50uM de cadmium, une souche de
Chlorella, une microalgue marine verte, se montre comme étant capable d’absorber 48,7% du
cadmium total. Aprés 12 jours d’incubation 67% du cadmium absorbé est séquestré dans la
cellule et 25% est adsorbé sur la surface de la membrane de I'algue (Matsunaga et al., 1999).
Les microalgues se retrouvent impliquées dans de nhombreux processus de décontamination
des eaux usées en absorbant les toxines, les pesticides, ou encore les composés radioactifs
(Abdel-Raouf et al., 2012 ; Rath, 2012).

La production de biocarburants par les microalgues est un secteur en plein essor. Les
triglycérides produits par les microalgues servent pour la production de biodiesel. L’amidon lui
va étre utilisé dans la production de bioéthanol, et la microalgue est méme utilisée dans la
production de biogaz par méthanisation. Les biocarburants issus de microalgues, sont
regroupés dans les biocarburants de 3°M¢ génération. Ces organismes possédent des
rendements de production de biomasse et d’huile par hectare qui sont bien supérieurs a ceux
réalisés par les plantes terrestres, ce qui rend leur utilisation pour la production de
biocarburants trés prometteuse et avantageuse (Cadoret, Bernard, 2008). L’extraction des
lipides ou autres composés par broyage mécanique puis par séparation et purification sont
des étapes trés couteuses et induisent des pertes de matériaux, ce qui rend le biocarburant
produit au final encore colteux par rapport aux prix du marché des carburants fossiles. Afin
de faire baisser les colts et donc les prix finaux, plusieurs voies de recherche sont envisagées.
La premiére consiste a développer des techniques d’extraction des lipides beaucoup moins
colteuses que les techniques actuelles. Les étapes les plus colteuses dans ce processus
sont la récolte des microalgues par centrifugation, le séchage et le broyage mécanique.
Deuxiemement des études de criblage de la diversité naturelle des microalgues peuvent étre
réalisées, afin d’essayer de trouver des souches qui produisent naturellement plus de lipides,
ou des souches plus ou moins sensibles aux stress abiotiques (Taleb, 2015). La troisieme voie
d’augmentation de la quantité de lipides est la définition des conditions de culture. Il est prouvé
que les conditions de culture influent sur la composition et la quantité lipidique au sein des
microalgues, notamment les carences comme la carence azotée (Msanne et al., 2012). La
derniére voie d’amélioration est I'ingénierie génétique. C’est cette voie qui est investiguée au
sein de I'équipe MIMMA du laboratoire MMS. La caractérisation d’acteurs géniques jouant sur
la quantité de lipides en réponse a une carence ou au sein de souches hyperaccumulatrices
permettrait par la suite de développer des organismes génétiquement modifiés avec la
capacité de produire des quantités de lipides bien supérieures aux souches naturelles.

I.5 Le modéle utilisé, Phaeodactylum. tricornutum

Lors de ce stage, c’est la diatomée Pt qui a été utilisée. Cette microalgue est une diatomée
pennée et se présente sous forme triradiée, ovale ou fusiforme, d’environ 2 um a 1 mm
(Figure 3). C’est une microalgue considérée comme un organisme modéle car son génome
est séquencé (Bowler et al., 2008). Elle est trés utilisée en recherche, notamment en
biotechnologies (Daboussi et al., 2014) et également pour comprendre le cycle global du
carbone (Kroth et al., 2008). De nombreuses données transcriptomiques sont disponibles pour



Figure 3 : Photographies des différentes formes de Phaeodactylum tricornutum. (A) Pt
fusiforme. (B) Pt triradiée ou tricornée. (C) Pt ovoide.



cet organisme (Kroth et al., 2008 ; Rastogi et al., 2018) ainsi que de nombreux outils de
transformation (Karas et al., 2015 ; Miyahara et al., 2013 ; Zaslavskaia et al., 2000).

|.6 Implication des facteurs de transcription dans la transcription des eucaryotes

A la base de la réorientation métabolique il y a les facteurs de transcription. Ce sont des
protéines impliquées dans les phénoménes d’initiation ou de régulation de la transcription d’'un
geéne. Ces protéines interagissent avec 'ADN et '’ARN polymérase. L’ADN étant une molécule
contenant toutes les informations d’'un organisme, sa lecture aboutie a I'expression de génes
et par la suite a 'expression de protéines fonctionnelles. Cette lecture du génome est réalisée
par des ARN polymérases, qui vont permettre la premiére étape dans I'expression d’un géne,
la transcription.

Les facteurs de transcription sont des activateurs ou répresseurs du complexe transcriptionnel
formé autour de 'ARN polymérase et qui agissent en se fixant a des séquences régulatrices
présentes sur la séquence d’ADN en amont des génes a transcrire. Chez les eucaryotes la
transcription est assurée par 3 ARN polymérase principales impliquées dans la transcription
de classes de génes différentes (Haag, Pikaard, 2011). L'ARN polymérase la plus étudiée est
FARN polymérase Il. Elle assure la transcription des ARN messagers (Kornberg, 2007), et
donc la production de protéines fonctionnelles. La transcription dépend pour cette polymérase
de la présence d'un complexe multi-protéique, le complexe de pré-initialisation de la
transcription (CPI). La polymérase ne reconnait pas le promoteur c’est le CPI qui a ce réle. Le
CPI est composé de facteurs de transcription (FTs) généraux, car ils interviennent dans la
transcription de tous les génes ciblés par ’ARN polymérase |I.

Les FTs généraux sont ceux qui vont étre impliqués dans la transcription de nombreux génes,
mais la cellule doit activer la transcription de génes particuliers de fagon rapide lors d’'un
changement brutal de son environnement, comme un changement de la composition de son
milieu. Cette réponse spécifique est assurée par des FTs, ou encore facteurs Trans, du fait
qgu’ils interagissent avec une séquence Cis de 'ADN. Ces FTs sont composés par un domaine
de liaison a 'ADN, présent en une seule ou plusieurs copies (Charoensawan et al., 2010) et
par un domaine d’interaction protéine-protéine. La grande diversité de domaine de liaison a
FADN permet de classer les FTs. Chaque famille se caractérise par une séquence protéique
conservée au sein de son site de liaison a 'ADN.

Pt se montre comme étant une candidate de bonne qualité afin de mener des recherches sur
des facteurs de transcription impliqués dans la réorientation métabolique des flux carbonés
pour induire la formation de lipides. De plus des études sur les FTs impliqués dans
Faccumulation de lipides chez les microalgues ont déja été réalisées (Rayko et al., 2010 ;
Thiriet-Rupert, 2017). Afin d’étudier les facteurs de transcription impliqués dans cette
réorientation métabolique, il faut I'induire chez la microalgue. Il est connu depuis plusieurs
années qu’un stress, comme le stress azoté est capable d’induire cette réorientation
métabolique et permet une suraccumulation de lipides au sein de la microalgue (lllman et al.,
2000 ; Miller et al., 2010). La compréhension de lI'impact de ce stress sur la microalgue et le
processus de réorientation métabolique qui en découle permettra par la suite de produire une
quantité plus importante d’huile de microalgue, ce qui pourra faire de cet organisme un matériel
de choix pour les différentes industries qui utilisent les huiles végétales comme matiére
premiére.

.7 Objectif du stage

Ce stage de recherche s’insére dans la thése de Mattéo Scarsini. Celle-ci porte sur la
recherche des FTs impliqués dans la réorientation métabolique chez la microalgue Pt.

Lors de sa thése Mattéo Scarsini a réalisé une expérimentation de culture de Pt en
photobioréacteur pendant 2 mois. De nombreuses données ont été produites pendant cette
expérimentation. Une partie de ces données fait I'objet de ce stage. Pendant 15 jours la culture
a été maintenue en milieu F/2 classique puis carencée en azote. Des prélévements ont été






effectués quotidiennement afin de suivre la croissance des microalgues, la quantité de
protéines, de nitrate, de lipides, de carbohydrates, la concentration en CO; et en O, la quantité
d’ARN, de chlorophylle a et c, la quantité de caroténoides, la concentration en azote et carbone
(Figure 4). Les résultats indiquent, comme attendu, que la quantité de lipides augmente au
cours de I'expérimentation. Les préléevements réalisés chaque jour ont permis d’effectuer une
extraction des ARNs totaux. Ces ARNs ont ensuite été lyophilisés pour étre conservés et
envoyés a la plateforme de séquengage Annoroad (Chine).

Les objectifs de ce stage ont été :

1) De travailler sur les données de séquencage des ARN afin de sélectionner les FTs
présentant une expression différentielle marquée.

2) De construire les plasmides recombinés pour différentes méthodes de recombinaison
génétique.

3) De réaliser une transformation des microalgues afin d’étudier I'effet d’'un changement
d’expression de ces FTs.

[I. Matériels et méthodes

Il.1 Analyse des données de séquencage ARN

Les données de séquencage ARN (RNAseq) ont été traitées par Mattéo Scarsini. Afin de
mettre en évidence les variations d’expression de tous les génes au cours de I'expérience.
L’objectif de ce stage a été, dans un premier temps de metire en évidence I'expression
différentielle uniquement des FTs et d’en faire ressortir des candidats potentiels pour réaliser
des mutants.

Un traitement bio-informatique, par l'outii WGCNA, pour Weighted Correlation Network
Analysis a également été effectué avec les données de RNAseq (Langfelder, Horvath, 2008).
Cet outil permet de classer les différents génes par leur profil d’expression selon différents
clusters, et de corréler leur expression avec le changement des variables mesurées au cours
de I'expérience. Seuls les génes ayant une corrélation forte pour la méme variable vont
composer le méme cluster, que cette corrélation soit positive ou négative. Les deux variables
les plus intéressantes pour notre projet sont les lipides et le ratio N/C. L’outil génére une
matrice de corrélation des clusters avec les variables et ne sont retenus que ceux qui ont une
forte corrélation avec les variables souhaitées. Dans ces clusters sont recherchés les facteurs
de transcription qui ont été retenus précédemment afin d’effectuer une sélection plus fine.

[I.2 Culture des microalgues

a) Les milieux de culture

Les FTs sélectionnés étant sur ou sous-exprimés en condition de carence azotée, il est
nécessaire de réaliser I'extraction des ARNs totaux en milieu carencé et non carencé afin
d’amplifier les génes codant les FTs. La souche Pt1 a donc été cultivée dans les 2 milieux de
culture F/2 (Annexe 1 et 2). Le milieu N™ a relativement la méme composition que le milieu N*,
les sources d’azote étant éliminées dans le milieu N-. L’azote n’étant présent que dans le
KNOs, c’est ce composant qui est retiré de la préparation du milieu, mais cela implique aussi
que le potassium (K) soit retiré du milieu. La perte de K est compensée par un apport de KCI.

b) La mise en culture

Les milieux N* et N- sont ensemencés avec la souche Pt1 de Pt et sont mis en salle de culture
a 21°C sur un plateau d’agitation, avec une photopériode de 12 heures. Quand la densité
cellulaire est suffisante, une partie de cette culture est prélevée afin de réaliser une culture de
150 mL a une densité optique a 735 nm de 0,3 (soit environ 5*108 cellules/mL). Les cultures
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Figure 4 : Graphique d’évolution des variables d’une culture de Phaeodactylum
tricornutum en bioréacteur suite a une carence azoté. Les variables suivies sont les
carbohydrates, les lipides, le pH, la consommation de milieu, la concentration en CO», en O
et en nitrate dans le milieu, ainsi que la concentration en azote intracellulaire.



de 150 mL dans les deux conditions sont mises en salle de culture sous agitation pendant 5
jours, et les ARNs totaux extraits.

c) Extraction des ARNSs totaux et transcription inverse

L’extraction des ARN totaux a été réalisée grace au Kit Spectrum Plant Total RNA (Sigma-
Aldrich®). 20 mL de la culture sont prélevés puis centrifugés a 4500 rotation par minute (rpm)
pendant 10 minutes. Le culot resuspendu dans 1 mL est centrifugé a 16 000 G pendant 5
minutes. Il est broyé mécaniquement dans un agitateur a bille (Bead Beater) a l'aide de
microbilles de verre et de la solution de lyse complémentée avec du -Mercapto éthanol (3-
ME). Ce composé permet d’éliminer les ribonucléases (RNases) relachées par les cellules. Le
surnageant a été transféré dans une colonne de filtration et centrifugé 1 min afin d’éliminer les
débris résiduels. 750 uL de solution d’accrochage (Binding Solution) a été ajouté dans le lysat
clarifié et mélangé par pipetage. Le tout a été passé au travers d’une colonne d’accrochage
(binding column) retenant les ARN apreés centrifugation. Aprés lavage avec 300 uL de solution
de lavage (Wash Solution 1), 80 pL de solution de DNase (10 yL DNase | + 70 yL tampon de
digestion) ont été ajoutés directement sur la colonne et incubé 15 min a température ambiante
afin d’éter les traces d’ADN génomique. La colonne a été lavée successivement avec 2
solutions de lavage (Wash Solution | et Wash Solution Il diluée dans éthanol), puis séchée par
centrifugation. 50 pL de solution d’élution ont ensuite été ajoutés a la colonne, incubés 1 min
a 4°C, centrifugés puis I'échantillon est conservé a -80°C.

La quantité et la pureté des extraits ARN ont été déterminées au spectrophotométre
NanoDrop™ 2000c, en mesurant I'absorbance a 260 nm (une unité d’Azsonm correspond a 40
Mg d’ARN/mI), 280 nm (contamination protéique) et 230 nm (contamination par les solvants
utilisés). Un rapport Azeonm /A2sonm compris entre 1,8 et 2,2 indique une pureté suffisante pour
les manipulations suivantes. Un ratio Azsonm /A23onm SUpErieur au ratio précédent est synonyme
d’une bonne pureté.

La transcription inverse a permis d’obtenir des ADN complémentaires (ADNc) a partir des
ARNmM présents dans les ARN totaux. 1 pg d’ARN totaux ont été mélangés avec 250 ng
d’amorces oligo(dT)s et 250 ng d’amorces aléatoires (random primers), ajusté a 12,25 uL
avec de 'eau RNase-free. L’ensemble a été incubé a 70°C pendant 5 min afin de dénaturer
les ARN, puis placeé sur la glace. Aux 12,25 uL précédents ont été ajoutés : 5 uL de tampon
MMLYV 5X, 6,25uL de dNTP (2 mM), 20 U RNAsin®inhibiteur et 200 U transcriptase inverse
(MMLV RT, Promega®), ajusté a 25 pL avec de 'eau RNase-free. Le milieu réactionnel a été
incubé a 37°C pendant 90 min pour permettre de synthétiser les brins d’ADNc, puis a 70°C
pendant 5 min afin de bloquer les activités enzymatiques. Les ADNc ont été conservés a -
20°C.

I1.3 Constructions plasmidiques pour les techniques de sur et sous-expression

a) Description du plasmide utilisé

Le plasmide pPha-T1 (Zaslavskaia et al., 2000) (Figure 5) est utilisé pour transformer Pt. I
posséde :

- Un promoteur endogéne fcpA nécessaire a 'expression du fragment ou géne d’intérét
dans la microalgue.

- Une boite MCS (Multiple Cloning Site). Cette boite se caractérise par la présence de
nombreux sites uniques de restrictions, ce qui permet linsertion des fragments
d’intéréts derrieére le promoteur.

- Un terminateur fcpA, permettant la terminaison de la transcription du fragment.

- Un promoteur endogéne couplé au géne sh ble, donnant la résistance a la Zéocine. La
Zéocine est une formulation d’'un antibiotique glycopeptidique (la phléomycine D1)
avec une des phléomycines de Streptomyces verticillus appartenant a la famille des
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Figure 5 : Carte du plasmide pPha-T1. Ce plasmide est composé d’'un promoteur et un
terminateur fcpA entourant la boite MCS. Un géne de résistance a la zéocine (BleR) encadré
par un promoteur et un terminateur fcpB. La résistance a I'ampicilline est réalisée par le géne
de la béta-lactamase (Zaslavskaia et al., 2000). Les différentes amorces sont aussi disponibles
sur cette carte.



- antibiotiques bléomycine. Ce géne permet la sélection des microalgues transformées
dans un milieu contenant cet antibiotique.

- Un géne de résistance a 'ampicilline, ce fragment génique est formé de telle facon a
ce qu’il ne soit exprimé que dans les bactéries. Cela permet la transformation de
bactéries, et une sélection simplifiée des mutants ayant intégrés le plasmide.

b) Recherche et manipulation des séquences géniques

Les séquences des génes des FTs sélectionnés sont recherchées sur la base de données
Ensembl (http://protists.ensembl.org/Phaeodactylum _tricornutum/Search/New?db=core).
C’est uniquement la séquence codante du FT qui est utilisée. Les séquences des différents
geénes sont manipulées avec le logiciel ApE (A plasmid Editor). Ce logiciel permet de
rechercher des séquences dans le géne et détecte les sites de restriction potentiels. Les cartes
simplifiées de plasmides ou de génes peuvent aussi étre effectuées.

c) Design des amorces d’amplification pour les techniques de sur et sous-expression

» Technigue de surexpression :

Environ 20 nucléotides sont sélectionnés au début du premier exon, afin de dessiner 'amorce
Forward. Cette séquence doit étre unique dans la séquence codante afin d’éviter les
amplifications aspécifiques. Pour 'amorce Reverse, le méme principe est appliqué mais sur
les derniers nucléotides du dernier exon et de maniére complémentaire (Figure 6A).

Sur chacune des amorces, afin de permettre I'insertion dirigée du fragment ampilifié par les
amorces il est nécessaire de rajouter les sites de restriction en bout d’amorces (au début de
F'amorce Forward et a la fin de 'amorce Reverse).

Le logiciel ApE possede les sites de restriction de plusieurs enzymes dans sa base de
données, il est donc possible de vérifier quelles enzymes possédent un site de restriction dans
la séquence a amplifier. Le but est de sélectionner des sites de restriction étant présents dans
la boite MCS du plasmide et non dans la séquence codante du géne qui va étre inséré. Un
site en amont de la boite MCS est placé sur 'amorce forward et un site en aval est placé sur
l'amorce Reverse. De plus, pour stabiliser I'action des enzymes de restriction, il faut ajouter
certains nucléotides supplémentaires pour permettre une bonne fixation de 'enzyme de
restriction.

Les amorces ainsi dessinées doivent étre contrélées pour éviter une auto-dimérisation, un
repliement en épingle a cheveux, ainsi qu’'une formation d’hétérodiméres entre les amorces.
Le contréle de ces structures est possible sur le site  OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html), ainsi que sur le logiciel Primer
Express de Applied Biosystems.

» Technigue de sous-expression :

Le méme protocole que précédemment est utilisé, a I'exception de la séquence a amplifier.
Seulement 300 a 400 nucléotides dans la séquence codante sont sélectionnés pour étre
amplifiés (Figure 6B). De plus, il faut placer les sites de restriction de maniére inverse par
rapport a la technique précédente : le site en amont de la boite MCS est placé sur 'amorce
Reverse et celui en aval est placé sur 'amorce Forward.

d) Amplification et purification des fragments

Le mélange réactionnel de 50 pL se compose du tampon de la polymérase Phusion, de
dNTPs, des amorces Forward et Reverse (décrites précédemment), de ’ADNc issu de Pt et
de la polymérase Phusion. Le mélange est amené a 50 pL avec de I'eau dépourvue de
nucléases. L’'amplification se fait dans un thermocycleur, appareil permettant de réaliser des
PCR (Polymerase Chain Reaction). Elle commence par une étape de dénaturation initiale a
98°C pendant 30 secondes. Puis 35 cycles composés de 3 étapes :



Séquence_codante_auréochorme2
Mg 4
Auréo2_OE_F Auréo2 OE_R
B

Séquence_codante_auréochrome2

|
Sl_sequence

Aureo2_SI_F Auréo2_SI_R

Figure 6 : Schéma de la cible des amorces Auréochrome 2 pour la méthode de sur et
sous-expression. (A) Technique de surexpression. (B) Technique de sous-expression.
L’amorce bleue a la méme séquence que la séquence codante alors que la verte est la
complémentaire de la séquence codante.



- La dénaturation (98°C pendant 10 secondes).

- L’hybridation des amorces (la température dépend du couple d’amorces).

- L’élongation (72°C, le temps de I'étape d’élongation est lui aussi variable, car il dépend
de la taille du fragment a amplifier).

Les séquences sont disponibles tableau 1, et les températures d’hybridation des amorces ainsi
que les tailles des amplifications servant a définir le temps d’amplification sont visualisables
dans le tableau 2. Une extension finale a 72°C pendant 5 minutes est réalisée, puis les
échantillons sont refroidis a 4°C.

La vérification de 'amplification des génes se fait sur gel d’agarose 1% contenant du Bromure
d’éthidium (BET). Seulement 2 yL du produit de PCR avec un tampon de chargement sont
utilisés pour la vérification sur gel. Un puit est utilisé pour le marqueur de taille, permettant de
discriminer des fragments entre 100 et 3 000 paires de bases (pb).

Quand les produits de PCR présentent des amplifications aspécifiques, les bandes des gels
sont alors purifiés a 'aide du kit Gel and PCR clean up system (Promega). Les bandes sont
découpées et solubilisées en chauffant a 65°C dans la solution d’accrochage. Le mélange
placé dans une colonne de filtration est centrifugé, puis le filtre est lavé en plusieurs étapes
par la solution de lavage lors de centrifugations. L’ADN retenu sur le filire est alors élué avec
de 'eau dépourvue de nucléases chauffée a 65°C. Les concentrations sont alors mesurées
au Nanodrop™ 2000c. Les fragments purifiés sont alors utilisés pour 'amplification par PCR,
afin d’augmenter leur concentration et éviter les amplifications aspécifiques survenant avec
'échantillon d’ADNc. Si 'amplification aspécifique est toujours présente malgré la PCR sur gel
purifié, c’est alors le fragment du gel purifié qui est gardé pour la suite des expériences.

e) Restriction du plasmide, de l'insert et ligation

1 ug de plasmide et 5 pL du tampon adapté au couple d’enzyme sont mélangés. La sélection
du tampon adapté au couple denzyme se fait grace au logiciel NEBcloner
(https://nebcloner.neb.com/#!/redigest). 10 unités des enzymes (Xbal, Kpnl, BamHI, Sall, Sphl
et Sbfl) sont ensuite ajoutées, et le volume final du milieu réactionnel est ajusté a 50 pL.
L’Alkaline Phosphatase de crevette (rSAP) est aussi ajoutée afin de déphosphoryler I'extrémité
5" de 'ADN, et donc éviter une fermeture prématurée du plasmide. Le mélange réactionnel est
ensuite incubé a 37°C pendant 1 heure. Dans la majorité des cas la double restriction peut se
réaliser en une seule réaction. Quand ce n’est pas possible (HSF 1.3b silencing), elle est
réalisée en plusieurs étapes : premiére restriction, inactivation de 'enzyme et ajustement du
tampon par une solution de NaCl, puis deuxiéme restriction. A la fin de chaque restriction il est
nécessaire d’'inactiver les enzymes. L’inactivation se fait a 65°C pour Xbal, Sall et Sphl, et a
80°C pour Sbfl pendant 20 minutes.

Les inserts aussi doivent subir une restriction. L’insert se compose du fragment double brin
amplifié précédemment par PCR. Le protocole est le méme que pour la restriction du plasmide,
sauf que la rSAP n’est pas nécessaire. De méme si besoin la restriction peut se réaliser en
plusieurs étapes, et il est nécessaire d’inactiver les enzymes.

Les différents couples d’enzymes ainsi que les tampons utilisés sont résumés en Annexe 3.
Les restrictions sont utilisées directement ou stockées a -20°C.

L’étape de ligation se réalise en mélangeant le plasmide et l'insert coupés. C’est le ratio 1:5
(plasmidef/insert) qui est utilisé, ce ratio étant calculé sur NEBioCalculator
(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation). Dans le mélange sont aussi ajoutés le tampon de
la ligase T4 et la ligase T4. Le tout est ajusté a un volume de 20 pL. La réaction de ligation se
fait pendant 3 heures a température ambiante (RT), puis le mélange est utilisé directement ou
stocké a -20°C.




Tableau 1 : Séquences des amorces d’amplification Forward (F) et Reverse (R) pour les
techniques de surexpression (OE) et sous-expression (Sl).

Nom de ’amorce

Séquence de I'amorce

Auréochrome 2 OE F

AAGGTACCGTATGAATAATCGGCGATCAAT

Auréochrome 2 OE R

GCTCTAGAAAGTAGGACCGAGTTGTC

CCCH11 OE F ATAGGTACCTTACCAGAATGGCAACGCCA
CCCH11 OER GCAGTCGACTCATCTCCGCTTTTGCTTGA
HSF1.3b OE F TGTGGTACCATGGAGGCGAACTCTAC
HSF1.3b OE R CTGGTCGACCTATTTTGACGCAGATTCTC
HSF1b OE F CTGGTACCATGAACGACCTCGAAAATGT
HSF1b OE R AATGGATCCTCAGATGGTAACTCCTGC
HSF4.3b OE F GCTGGTACCAACGTTTATTCTTCAAATTCG
HSF4.3b OE R GGTCTAGACAGAGAATGCTCACAACA

MYB1RSF3 OE F

AAGGTACCGTAAGATGACGACTGCCTCT

MYB1RSF3 OE R

CTGCATGCTTATTCAAACCGTGCTCGTTTG

TAZ2OEF

TAGGTACCATGGTTGATAGAATAGATCC

TAZ2 OER

CGTCTAGATCAACGAGCCAAATCAATAT

Auréochrome 2 SI F

GGCCTGCAGGATGAATAATCGGCGATCAAT

Auréochrome 2 SI R

AAGGTACCTGCGTTGCCGAGTTCGGGAT

CCCH11 SIF AACCTGCAGGAACGCCAGAGCCGTACTTTG
CCCH11SIR ACAGGTACCGTCCGCGTGTGTCCCCAA
HSF1.3b SI F AACCTGCAGGATGGAGGCGAACTCTACGAC
HSF1.3b SIR CGAGTCGACCCTGTGCTGAAGGTAGCATC
HSF1b SIF CCGCATGCATTTATCATTGGATCAGATC
HSF1b SIR GGCCTGCAGGTGTCTGAATTGTCATCG
HSF4.3b SI F CCGCATGCCGCTTACATTGACTGTGAAT
HSF4.3b SIR ATCCTGCAGGCCTCATCATCGCTTATCATA

MYB1RSF3 S| F

GCGCATGCGGCTGGTACAAAAGATACC

MYB1RSF3 SIR

ACCCTGCAGGTGTATCAAGAAGTAGAGTGG

TAZ2 SIF

CGGCATGCAACTTGTGCTGCTGGAGTCG

TAZ2SIR

CGGCATGCAACTTGTGCTGCTGGAGTCG

Tableau 2 : Liste des températures d’hybridation et des tailles d’amplification pour les
couples d’amorces (Forward/Reverse) de la technique de surexpression (OE) et de

sous-expression (Sl).

Amorces Température d’hybridation Taille de 'ampilification
(°C) (pb)
Auréochrome 2 F/R OE 60 1543
CCCH11 F/R OE 63 1076
HSF1.3b F/R OE 62 1491
HSF1b F/R OE 60 1548
HSF4.3b F/R OE 59 1485
MYB1RSF3 F/R OE 62 1628
TAZ2 F/IR OE 57 1212
Auréochrome 2 F/R Sl 65 390
CCCH11 F/R SI 66 442
HSF1.3b F/R SI 66 355
HSF1b F/R SI 60 313
HSF4.3b F/R SI 62 320
MYB1RSF3 F/R SI 63 352
TAZ2 FIR SI 66 347




Il.4 Constructions plasmidiques pour le knock-out

a) Description du plasmide utilisé

Le plasmide utilisé pour le knock-out est le plasmide PtPuc3-diaCas9 (Figure 7). Ce plasmide
est composé de :

- Un promoteur (HIS3 promoter) suivi de la nucléase Cas9. Cette nucléase permet
lorsqu’elle est couplée a une ARN guide, de faire des coupures doubles brin de fagon
ciblée induisant par la suite des mutations lors de la réparation de cette région.

- Des signaux de localisation nucléaire (NLS) autour de la Cas9. Ces signaux permettent
a la nucléase d’entrer dans le noyau.

- Un terminateur de la transcription.

- La séquence de 'ARN guide (gRNA scaffold). Elle permet a la Cas9 de cibler le géne
ayant la séquence complémentaire de la séquence cible de linsert et donc de couper
cette séquence dans le génome de Pt.

- Deux sites de restriction Bsal sont accolés a la séquence de 'ARN guide afin de
pouvoir insérer un fragment qui permettra la modification du géne voulu.

- Une origine de réplication (Ori), permettant la réplication du plasmide.

- Une résistance a la kanamycine (KanR) qui ne s’exprime que dans les bactéries,
permettant la sélection des clones transformés.

- Une résistance a la Zéocine (BleoR) qui s’exprime dans la microalgue.

- Une région CEN/ARS qui permet le maintien du plasmide en épisome au sein de la
microalgue.

- Une région oriT (origine de tranfert), permettant le transfert par conjugaison en
présence du plasmide pTA-Mob.

b) Restriction du plasmide Cas9

Le plasmide PtPuc3-diaCas9 est coupé par 'enzyme Bsal. Le mélange réactionnel se
compose de 1 ug de plasmide, 5 yL de tampon CutSmart, 10 unités d’enzyme Bsal. Le
mélange est incubé a 37°C pendant 1 heure puis 'enzyme est inactivée a 65°C pendant 20
minutes.

c) Design et hybridation des oligonucléotides

L’outil PhytoCRISPex (https://www.phytocrispex.biologie.ens.fr/CRISP-Ex/) a été utilisé pour
obtenir les séquences cibles pour un géne (Rastogi et al., 2016). C’est une base de données
qui permet de trouver les séquences cibles spécifiques pour la technologie d’édition
génomique, CRISPR-Cas9. L’outil sélectionne sur le génome des séquences uniques de 19
pb suivie d’'une séquence PAM (protospacer adjacent motif). La PAM est une sequence
essentielle pour la reconnaissance provenant du systéme immunitaire bactérien. Une des
conditions pour la sélection des séquences cible par PhytoCRISPex, est qu'une séquence
homologue du PAM est située avant celle-ci. Ces séquences doivent posséder un taux faible
voir nul d’hybridation hors cible (off-target). Aprés analyse de la séquence génique, l'outil
donne un fichier sur lequel différentes séquences cibles sont proposées. Une séquence est
sélectionnée et sa complémentaire est aussi dessinée. La séquence sélectionnée ainsi que
sa séquence complémentaire subissent les mémes vérifications que pour les méthodes
précédentes concernant I'auto-dimérisation et la formation d’épingles a cheveux, et ceci avant
et apres l'ajout des séquences supplémentaires. Ces séquences supplémentaires sont
complémentaires des extrémités laissées lors de la coupure du plasmide par Bsal, 5 TCGA
(séquence cible) 3’ et 3’ (séquence complémentaire) CAAA 5.

L’insert se compose de la séquence cible (Target Sequence ; TS) et de la séquence
complémentaire (COMPL) hybridée en un fragment double brin. L’hybridation se réalise avec
1 ug de TS et de COMPL dans du tampon de ligase T4, le tout amené a 50 yL dans de l'eau
dépourvue de nucléase. Le mélange est chauffé a 85°C pendant 10 minutes afin de dénaturer
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(NLS). Ce géne est suivi par les sites de restriction Bsal permettant l'insertion du fragment
avant la séquence de 'ARN guide afin de la modifier.



les fragments, puis laissé a refroidir lentement pendant environ 60 a 90 minutes, permettant
hybridation de la TS et de la COMPL.

d) Ligation de l'insert dans le plasmide coupé

La ligation se fait avec 100 ng de plasmides et 40 ng d’insert (double brin) dans 2 pyL de tampon
de la ligase T4 avec 0,6 pL de ligase T4. Le tout est complété a 20 yL avec de 'eau dépourvue
de nucléase. Le mélange réactionnel reste a température ambiante pendant 3 heure, puis est
stocké a -20°C.

II.6 Vérification des constructions plasmidiques et multiplication des plasmides
construits

a) Réalisation de bactéries compétentes

Les bactéries utilisées pour étre rendues compétentes sont les bactéries Escherichia coli
(E.coli) de souche DH5a pour les techniques de surexpression et de sous-expression et les
souches DH10B pour la technique de conjugaison. La souche DH5a posséde une efficacité
de transformation élevée et posséde un rapport qualité/prix élevé. La souche DH10[ est une
souche efficace pour le clonage de plasmide de grande taille, elle est donc utilisée pour la
technique de conjugaison nécessitant le plasmide pTA-Mob de 52,7 kb. Elle montre aussi une
efficacité de transformation élevée et un rapport qualité/prix élevé.

Une pré-culture bactérienne est réalisée sur milieu SOC (Annexe 4). Ce milieu est similaire au
milieu LB mais est complémenté avec du Magnésium (Mg?*) pour I'équilibre physico-chimique
des cellules et du glucose, permettant une reprise de la croissance ainsi qu’une croissance
plus rapide, le glucose étant une source d’énergie pour les cellules bactériennes. La pré-
culture est incubée a 37°C sous agitation (180 rpm) pendant toute une nuit. 100 mL de milieu
SOB sont ensemencés avec 1 mL de pré-culture, cette culture étant alors placée a 37°C
pendant environ 3 heures a 180 rpm pour atteindre une densité optique a 600 nm (DOsgqo) de
0,5 (5*108 cellules/mL).

La pré-culture est ensuite transférée dans la glace pendant 10 minutes, puis centrifugée a
3 000 rpm pendant 20 minutes. Le culot est resuspendu dans 10 mL de solution froide
(Annexe 5) pour bactéries compétentes, puis est complétée a 19 mL avec cette solution. Cette
solution se caractérise par la présence d’ions Ca?*. Ces ions vont induire une fragilisation de
la membrane des bactéries et méme former de micropores, permettant le passage de petites
molécules d’ADN telles que des plasmides. Toutes ces étapes sont réalisées dans la glace
pour éviter tout choc thermique.

Une centrifugation a 3 000 rpm pendant 10 minutes est réalisée et le surnageant éliminé. Le
culot est resuspendu dans 3 mL de solution froide pour bactéries compétentes, et le mélange
est aliquoté a 100 uL dans des microtubes de 1,5 mL puis déposé dans I'azote liquide afin de
figer les bactéries dans leur état. Tous les microtubes sont ensuite placés a -80°C pour étre
stockés.

b) Transformation bactérienne

Il s’agit d’'insérer les plasmides recombinés dans les bactéries afin de les multiplier. 10 et 100
ng de plasmide sont ajoutés aux 100 pL de bactéries compétentes. Le tube est alors placé
dans la glace pendant 30 minutes. Un choc thermique a 42°C est ensuite effectué pendant 45
secondes. Le tube est placé dans la glace pendant 3 minutes et 250 uL de milieu SOC sont
ensuite ajoutés. Ce tube est incubé pendant 60 a 90 minutes a 37°C sous agitation. 20 a 100
pL de la culture de bactéries issue de la transformation sont alors étalés sur des boites de
Pétri avec de 'Ampicilline (surexpression, sous-expression) ou Kanamycine et Gentamycine
(conjugaison). En conjugaison, les bactéries possédent deux plasmides apres transformation.
Le plasmide recombiné avec une résistance a la Kanamycine et le plasmide pTA-Mob
possédant une résistance a la Gentamycine. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant
une nuit.
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c) Vérification des plasmides contenus dans les colonies bactériennes

Quelques colonies présentes sur les boites de Pétri sont analysées par PCR pour vérifier la
présence de l'insert dans le plasmide. Pour cela une colonie est prélevée et placée dans un
microtube contenant 200 pL de milieu SOC. Ce microtube est placé toute la journée sous
agitation @ 37°C. En fin de journée il est utilisé pour réaliser la PCR.

La PCR peut étre réalisée avec différents couples d’amorces :

- Les amorces MCS, qui ciblent des séquences présentes sur le plasmide de part et
d’autre de la boite MCS ou est inséré notre fragment.

- Les amorces qui ont servi a amplifier les génes pour les techniques de surexpression
et de sous-expression.

- L’amorce M13 couplée a la TS pour la technique de conjugaison avec le plasmide
Cas9. La M13 cible en amont du site d’insertion de l'oligonucléotide, avec comme
deuxiéme amorce, la séquence cible utilisée pour former les oligonucléotides.

La PCR peut se réaliser avec différentes polymérases, comme la Phusion, la Long
Amplification (LA) ou la GoTaq, le protocole changeant en fonction des polymérases.

Les produits de PCR sont mis a migrer sur gel puis visualisés sur une plaque UV. Une
amplification de la bonne taille signifie que le mutant bactérien posséde bien le plasmide
construit.

d) Multiplication et extraction des plasmides

La colonie bactérienne avec le plasmide recombiné est alors mise en culture. Il suffit de
reprendre la culture utilisée pour le criblage. Les derniers microlitres du microtube sont ajoutés
dans un tube de culture contenant 6 mL de milieu SOC et 6 uL d’Ampicilline. La culture est
incubée a 37°C sous agitation (180 rpm) pendant environ 8 heures ou toute la nuit. Le kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) est utilisé. Il permet de
réaliser I'extraction des plasmides contenus dans les bactéries. La premiére étape de ce
protocole est la centrifugation de 5 mL de la culture a 4 500 rpm pendant 10 minutes. Le
dernier mL de culture est lui placé dans un microtube avec 1 mL de glycérol puis placé a -80°C
pour conserver le clone transformé. Le surnageant est éliminé, le culot resuspendu dans un
fond de surnageant est placé dans un microtube de 2 mL, puis centrifugé a 16 000 G pendant
5 minutes. Le culot resuspendu dans 250 yL de solution de resuspension, puis 250 yL de
solution de lyse sont ajoutés ainsi que 10 uL de Protéinase K. Aprés 5 minutes, 350 uL de
solution de neutralisation sont ensuite ajoutés et le tube est mélangé puis centrifugé a 16 000
G pendant 3 minutes. Le surnageant est transféré dans une colonne ayant pour but de retenir
'’ADN sur son filtre et il est centrifugé. Deux étapes de lavage sont réalisées avec la solution
de lavage. La solution est mise dans la colonne puis centrifugée pour éliminer les impuretés.
Une étape d’élution avec 50 pL d’eau dépourvue de nucléases chauffée a 65°C permet de
récupérer le plasmide contenu sur le filtre. Une deuxiéme élution est réalisée dans la foulée.

Les concentrations et la pureté des échantillons sont déterminées a 'aide du Nanodrop 2000c.
Les plasmides sont envoyés a la plateforme de séquencage Genewiz Europe afin de vérifier
la bonne insertion de l'insert.

e) Analyse des données de séquencage

Les données de séquengage sont comparées a la séquence de l'insert qu’il était souhaité
d’intégrer dans le plasmide grace a loutil Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Cet
outil permet de trouver les similarités entre deux séquences. Si aucune similarité de séquence
n’est trouvée alors un Blast est réalisé sur la séquence du plasmide vide pour valider que le
plasmide séquencé n’est pas construit.
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Il.7 Techniques de transformation de Phaeodactylum tricornutum

a) Techniques d’électroporation

Cette technique consiste a faire entrer de '’ADN dans la microalgue en créant des pores dans
sa membrane par des impulsions électriques. Une culture de Pt a 2,4*10° cellules/mL est
utilisée pour cette technique. Pt est cultivée dans un milieu F/2 sans silicium (F/2-Si) afin de
limiter la formation de frustule, facilitant 'accés a la membrane. Le plasmide est linéarisé et
chauffé 90°C pour stériliser le mélange. Le plasmide et la culture sont mis en mélange dans
une cuve d’électroporation et placé dans I'électroporateur. Des pores dans la membrane sont
réalisés par 3 a 6 cycles d’'impulsion, puis 5 cycles de d'impulsion transfert sont réalisés. Les
impulsions de transferts se font par inversion de polarité mettant en mouvement 'ADN, qui est
une molécule chargée negativement. Le mélange de culture électroporé est repiqué dans un
tube de milieu F/2 avec du silicium et laissé en salle de culture pendant au minimum 3
semaines.

Pour la surexpression le plasmide linéarisé rentre dans la microalgue par électroporation et va
s’insérer de facon aléatoire dans le génome de l'organisme. Cette insertion aléatoire peut
induire la modification d’expression d’autres génes voir leur inactivation. Une fois inséré, la
construction génique va s’exprimée de fagon constitutive dans la microalgue, induisant une
surexpression du géne (Figure 8).

De méme le plasmide de la technique de sous-expression va s’inséré aléatoirement dans le
génome. Pouvant induire comme précédemment des changements d’expression ou des
inactivations de génes. Le fragment exprimé par la construction génique va interférer par
homologie de séquence avec les ARNm. Ce qui induit une dégradation par le protéasome des
ARNmM doubles brins et un blocage de la traduction de nombreux ARNm issu de la transcription
du géne de FT ciblé, conduisant a une sous-expression de ce géne (Figure 9).

b) Technique de conjugaison

Une culture de Pt en milieu liquide L1 (Annexe 6) est réalisée jusqu'a obtenir une
concentration de cellule de 108 cellules par mL. Le milieu L1 est fait a partir d’eau de mer. Sur
une boite de Pétri contenant du milieu L1 a 50% avec 1% d’agar, 250 pL de la culture sont
étalés et laissés en salle de culture pendant 4 jours. Deux mL de microalgues sont récupérés
dans du L1 et ajusté a 5*108 cellules. En paralléle une culture d’E.coli DH10B contenant le
plasmide pTA-Mob et le plasmide recombiné, de 50 mL a une DOgoo comprise entre 0,8 et 1
est réalisée. Le plasmide pTA-Mob est un plasmide de transfert. |l se compose de :

- Un géne de résistance a la Gentamycine.

- Une origine de réplication.

- Les régions Tra1 et 2 codants les protéines nécessaires au transfert par conjugaison
du plasmide possédant la région oriT.

Cette culture est centrifugée et resuspendue dans du milieu SOC. Deux cents pL de
microalgues et de bactéries sont mélangés et étalés sur boite de Pétri 5% LB 50% L1 1%
agar, incubée 90 minutes a 30°C puis 48°C en salle de culture. Les microalgues sont
récupérées dans 1,5 mL de L1 et 500 pL sont étalés sur boite de Pétri 50% L1 1% agar 50
pg/mL de zéocine, puis placés en salle de culture pendant 14 jours. Le plasmide de transfert
va permettre de réaliser un transfert par conjugaison du plasmide recombiné, qui une fois dans
la microalgue va se maintenir en tant qu’épisome. Le plasmide transféré va permettre
lexpression de la Cas9 dans la microalgue, puis par homologie de séquence avec son ARNg
la nucléase va couper dans le gene cible (Figure 10).
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Figure 9 : Schéma de la technique de sous-expression d’un géne au sein de Pt Le
plasmide circulaire est linéarisé puis introduit dans la microalgue par électroporation. Ce
fragment s’insére aléatoirement dans le génome de l'algue puis est transcrit. LARNm issu de
la transcription de l'insert va aller s’hybrider par homologie de séquence sur TARNm du géne
cible. Induisant une conduction de cet ARN double brin au protéasome ou il sera dégradé, ou
induisant un blocage de la transcription. La plupart des ARNm du géne cible sont affectés par
FARNm de linsert, conduisant a une sous-expression du géne cible.



[1l. Résultats

l1l.1 Sélection des facteurs de transcription

Un certain nombre de FTs présentant une expression trés différente en carence azotée par
rapport au milieu N* ont été sélectionnés. Les résultats sont présentés en figure 11. Certains
sont surexprimés et d’autres sont sous-exprimes :

> Les surexprimés :

Les FTs CCCH11 et MYB1R SHAQKYF3 (MYB1R SF3) sont tous deux surexprimés dans
la condition de stress azoté. Au 5°™ jour, ils sont 2,8 fois plus exprimés qu’en condition
non stressante et méme jusqu’a plus de 7 fois plus exprimés au 10°™ jour. HSF1.3b
posséde un profil différent des autres FTs. Il est surexprimé durant ce stress mais montre
deux plateaux. Premiérement il est 2,3 fois plus exprimé au 6°™ jour, et le second plateau
intervient au 10°™ jour ce qui induit une expression 4,6 fois supérieure a la condition
contrle.

> Les sous-exprimés :

Le FT auréochrome 2 est 3,4 fois moins exprimé (Log2FoldChange de -1,752 = Expression
de 271792, soit 0,297) en condition de stress azoté a partir du 5™ jour et se retrouve méme
8 fois moins exprimé au 9™ jour d’expérience en photobioréacteur. Ce FT reste sous-
exprimé dans cette condition de stress. HSF1b est un FT qui se retrouve sous-exprimé
durant le stress azoté dés le 5™ jour, et jusqu’a 18,7 fois le 9™ jour.

> Les FTs a expression différentielle transitoire :

Le FT HSF4.3b posséde lui aussi une expression atypique. Il est qualifié de transitoire au
vu de son expression. Il est 2,6 fois plus exprimé au 5°™ jour et reste a peu prés constant
avant de voir son expression chuter au 10°™ jour. TAZ2 quant a lui posséde deux pics
d’inhibition de son expression. Au 5™ jour, ce FT se retrouve 4,8 fois moins exprimé avant
de retomber a une expression similaire au contréle au 8°™ jour. Puis il est de nouveau
exprimé a partir du 9°™¢ jour et est 3,63 fois moins exprimé au 10°™ jour avant de retomber
a une différence d’expression nulle.

L’outil WGCNA a permis de mettre en évidence 3 clusters de génes co-régulés (positivement
et négativement) et associés a la variation des lipides et du ratio N/C. Seulement les génes
qui possedent une corrélation forte (supérieur a 0,8) pour la variable lipides ou pour le ratio
N/C ont été sélectionnés. Une valeur de KME (eigengene-based connectivities) est donnée
par loutil. Cette valeur comprise entre 0 et 1 permet de dire, si le géne est essentiel a la
régulation (KME proche de 1). Un géne au centre de la régulation est qualifi¢ de gene hub,
que I'on peut traduire littéralement par plaque tournante. Pour les FTs sélectionnés ces valeurs
sont comprises entre 0,75 et 0,99. Les corrélations sont un bon indicateur pour les FTs qui
sont sur ou sous-exprimés constamment lors du stress. Mais pour les FTs possédants une
expression différentielle transitoire I'outil n’arrive pas a donner une corrélation forte du fait que
l'expression retombe a 0 alors que la variable est toujours en mouvement.

Les FTs auréochrome 2, CCCH11, HSF1b, HSF1.3b, HSF4.3b, MYB1R SF3 et TAZ2 ont donc
été sélectionnés pour étre investigués au cours de ce stage.

[11.2 Extraction des ARNSs totaux et transcription inverse

a) Les ARNSs totaux

Une forte concentration d’ARN totaux est obtenue en condition N*. De plus les ratios
Az6onm /A2gonm €t Azsonm /A2sonm montrent que les échantillons sont de bonne qualité. La
concentration des ARN totaux pour la condition N- est plus faible mais les ratios indiquent
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toujours une bonne qualité. La deuxiéme élution pour chaque condition posséde des
concentrations plus faibles avec le méme ordre de grandeur de ratio. Les résultats sont
résumeés dans le tableau 3.

b) Transcription inverse

Pour les deux conditions, les transcriptions inverses des ARNs permettent d’avoir des ADN
complémentaire (ADNc) concentrés a environ 1500 ng/pL avec des ratios proches de 2. Ces
données sont disponibles dans le tableau 4.

[11.3 Amplifications des segments géniques

a) Amplification des fragments de surexpression et sous-expression

Tous les fragments ont été correctement amplifiés, a I'exception de HSF1b dont 'amplification
était trop faible pour les deux techniques (Figure 12 et 13). Le tableau 2 résume les tailles
attendues des fragments de surexpression.

b) Purification et amplification des fragments

La purification des fragments de sur et sous-expression indique des concentrations de
fragments faibles pour tous les FTs de surexpression, avec un ratio Azsonm /A2sonm de bonne
qualité et un ratio Azsonm /A230nm faible (Tableau 5). Une PCR a été effectuée sur les fragments
purifiés afin d’en augmenter les concentrations, mais les deux ratios sont diminués
(Tableau 6).

De méme pour les FTs de sous-expression, les concentrations apres la purification des gels
sont faibles et les ratios de qualité moyenne. Aprés la PCR sur les fragments purifiés les
concentrations sont augmentées et les ratios sont de meilleure qualité (Tableau 5 et 6).

lll.4 Recherche, isolation et séquengage des plasmides

a) Le criblage de plasmides recombinés en sur et sous-expression

Les colonies des boites de Pétri sont testées par PCR et plusieurs amplifications sont visibles
pour auréochrome 2 en surexpression. L’amplification réalisée avec les amorces MCS
(amorces ciblant le plasmide de chaque coté de l'insert, ajoutant 216 pb au fragment de départ)
indique une amplification vers 1800 pb (attendue a 1759 pb) (Figure 14A). De méme une
amplification avec les amorces MCS est visible vers 1500 pb pour les colonies TAZ2 en
surexpression (attendue a 1428 pb) (Figure 14B). Avec les amorces d’amplification pour les
genes de surexpression, plusieurs clones recombinés ont été trouvés : CCCH11 a 1076 pb et
plusieurs HSF4.3b a 1485 pb. Une amplification est visible pour les clones HSF1.3b mais elle
n’est pas a la taille attendue (1491 pb). De méme avec les amorces d’amplification pour les
genes sous-exprimés, deux clones TAZ2 recombinés ont été trouvés a 347 pb, ainsi que
CCCH11 a 442 pb et HSF4.3b a 320 pb, méme si des amplifications aspécifiques sont
visualisables (Figure 14C).

b) Le criblage des plasmides recombinés pour la technique de conjugaison

Le criblage des colonies bactériennes possédant le plasmide recombiné avec I'insert formé de
la TS et de la COMPL est réalisé. |l se fait a 'aide de 'amorce M13 ciblant une séquence du
plasmide en aval des sites de restriction Bsal ou se trouve l'insert et de la TS de cet insert. Le
criblage indique des amplifications aux alentours de 500 pb (Figure 15).

c) lIsolation des plasmides recombinés

Les plasmides extraits sont en concentration plus ou moins fortes et des ratios de relativement
bonne qualité que ce soit pour les plasmides en surexpression ou sous-expression
(Tableau 7).
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Tableau 3 : Résultats des analyses au Nanodrop 2000c des extractions d’ARN.

Nom Concentration | Ratio 260/280 Ratio 260/230 Type
en ng/pL d’échantillon
Pt1_N* élution 1 | 927,1 2,15 2,32 ARN
Pt1_N-élution 1 | 349,1 2,20 2,39 ARN
Pt1_N* élution 2 | 185,9 2,16 2,25 ARN
Pt1_N-élution 2 | 43,4 2,21 2,45 ARN

Tableau 4 : Résultats des analyses au Nanodrop 2000c de la transcription inverse.

Nom Concentration | Ratio 260/280 | Ratio 260/230 Type
en ng/uL d’échantillon
Pt1_N* 1473,2 1,72 1,95 ADN
Pt1_N* 1697,8 1,73 1,98 ADN
Pt1_N- 1672,5 1,73 1,97 ADN
Pt1_N- 1775,5 1,73 1,98 ADN
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Figure 12 : Gel d’amplification des génes de FTs sur '’ADN complémentaire pour la
technique de surexpression. Les bandes d’amplification d’auréochrome 2, CCCH11,
HSF1.3b, HSF1b, HSF4.3b, MYB1RSF3 et TAZ2 sont ici visibles.



d) Séquencage des plasmides

Seulement deux constructions plasmidiques possédent leur insert suite au séquencgage.
auréochrome 2 en surexpression s’aligne sur la séquence de son insert, et de méme pour
TAZ2 en surexpression.

Les plasmides CCCH11, HSF1.3b, HSF4.3b en surexpression et auréochrome 2 , CCCH11,
HSF4.3b, TAZ2 en sous-expression ne s’alignent pas sur la séquence de linsert. lls se
retrouvent parfaitement alignés sur la séquence du plasmide pPha-T1 vide. La boite MCS est
bien retrouvée ainsi que les séquences apres celle-ci. Les plasmides sont donc dépourvus
d’insert (Figure 16).

[11.5 Les transformations

La technique d’électroporation n’a pas donné de résultats lors du premier essai. Les résultats
du second essai ne sont pas encore disponibles.

Le premier essai de la technique de conjugaison avec la souche DH5a n'a pas permis
l'obtention de mutants. Lors du nouvel essai avec la souche DH10pB, des spots de microalgues
sont visibles sur les boites de Pétri (Figure 17).

V. Discussion

Les microalgues sont des organismes d’intérét pour la production de biocarburants. Mon stage
s’insére dans une optique de modification génétique de souches de microalgues avec pour
but 1) de faire surproduire des lipides a la microalgue et 2) de mieux comprendre le role des
FTs dans la réorientation métabolique. Cette réorientation métabolique se produit en effet dans
la cellule lors d’'un stress azoté, réorientation qui aboutit a la formation de lipides, des
molécules de stockage trés énergétiques. Dans la cadre de ces recherches, la majorité des
modifications génétiques effectuées a ce jour chez les microalgues concerne les génes codant
une enzyme de la voie de biosynthése des lipides ou des voies compétitrices (Ma et al., 2014 ;
Zhu et al., 2018). En travaillant sur les FTs, l'idée est d’avoir un impact sur une voie
entiere de biosynthése, soit en la surexprimant soit en l'inhibant. En effet, les FTs
régulent la plupart des processus cellulaires et permettent a l'organisme d’ajuster son
métabolisme en fonction des conditions environnementales. Chez Pt, notre modéle, deux
études bio-informatiques sur les FTs ont permis d’identifier environ 200 génes codant des FTs
dans le génome (Rayko et al., 2010 ; Thiriet-Rupert, 2017). Néanmoins, trés peu de
recherches ont été effectuées a ce jour concernant le role de ces différents FTs chez Pt. Des
recherches chez Nannochloropsis salina ont montré que I'expression hétérologue du FT WRIA1
d’Arabidopsis thaliana dans cette microalgue, induisait une augmentation de la quantité de
lipides (Kang et al., 2017). Dans ce méme organisme, une surexpression d’un FT bZIP induit
une augmentation de la biomasse et de la productivité en lipides (Kwon et al., 2018). Ces deux
exemples sont d’intérét et montrent que les FTs ont un role important. De nouvelles études de
génomique fonctionnelle doivent étre réalisées, particulierement chez Pt, afin de mettre en
évidence le role de ces FTs dans les cellules.

IV.1 Sélection des FTs a partir des données de séquencage des ARNSs.

En se basant sur I'expression différentielle et la co-régulation des génes, les candidats
présentant une forte sur et sous-expression, ainsi qu’'un KME élevé (indiquant un gene placé
haut dans la pyramide de contrble) ont été choisis. Quatre familles ont été sélectionnées :
Auréochrome, CCCH (Cysteine 3 Histidine), HSF (Heat Shock Factor), MYB (Myéloblastome)
et TAZ (Transcription Adaptator putative Zinc finger). Plus particulierement ce sont les FTs
auréochrome 2, CCCH11, HSF1.3b, HSF1b, HSF4.b, MYB1R SHAQKYF3 et TAZ2 qui ont été
étudiés.
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Figure 13 : Gel d’amplification des génes de FTs sur '’ADN complémentaire pour la
technique de sous-expression. (A) Visualisation des bandes d’amplification d’auréochrome
2, CCCH11, HSF1.3b, HSF4.3b et MYB1RSF3. (B) Visualisation des bandes d’amplification
de HSF1b et TAZ2.

Tableau 5 : Résultats des analyses au Nanodrop 2000c de la purification des gels pour
les fragments en surexpression (OE) et sous-expression (Sl).

Nom Concentration Ratio Ratio 260/230 Type
en ng/uL 260/280 d’échantillon
Auréochrome 2 OE | 16,0 1,83 0,97 ADN
CCCH11 OE 38,8 1,83 1,31 ADN
HSF1.3b OE 17,9 1,85 1,14 ADN
HSF4.3b OE 23,3 1,86 0,69 ADN
MYB1R SF3 OE 34,7 1,81 0,81 ADN
TAZ2 OE 43,1 1,87 1,07 ADN
Auréochrome 2 S| | 24,7 1,94 1,10 ADN
CCCH11 SI 10,4 1,73 0,85 ADN
HSF1.3b SI 14,4 1,95 1,35 ADN
HSF4.3b SI 40,2 1,20 0,66 ADN
MYB1R SF3 SI 8,4 2,04 0,66 ADN
TAZ2 SI 8,6 1,89 0,90 ADN

Tableau 6 : Résultats des analyses au Nanodrop 2000c de [I'amplification des
purifications sur gel des fragments en surexpression (OE) et sous-expression (Sl).

Nom Concentration Ratio Ratio 260/230 Type
en ng/uL 260/280 d’échantillon
Auréochrome 2 OE | 389,3 1,55 0,78 ADN
CCCH11 OE 388,6 1,56 0,78 ADN
HSF1.3b OE 434,0 1,50 0,74 ADN
HSF4.3b OE 394,9 1,53 0,79 ADN
MYB1R SF3 OE 384,5 1,53 0,75 ADN
TAZ2 OE 387,7 1,52 0,75 ADN
Auréochrome 2 SI | 50,0 1,91 0,94 ADN
CCCH11 SI 113,2 1,90 1,95 ADN
HSF1.3b SI 98,8 1,86 1,93 ADN
HSF4.3b SI 99,6 1,83 1,81 ADN
MYB1R SF3 SI 98,8 1,88 1,57 ADN
TAZ2 SI 1111 1,86 1,99 ADN




Les Auréochromes ne sont retrouvés que chez les straménopiles photosynthétiques (Ishikawa
et al., 2009 ; Takahashi et al., 2007). lls sont connus pour étre des récepteurs a la lumiére. lls
possédent un domaine basique-leucine-Zipper (bZIP) et un domaine senseur Light, Oxygen,
Voltage (LOV). Le domaine LOV suite a une irradiation par la lumiére bleue change de
conformation et s’associe a un FAD (flavine adenine dinucleotide) ou un FMN (flavine
mononucleotide) qui joue le rdle de chromophore (Salomon et al., 2000). La longueur d’onde
bleue étant la seule a pouvoir parcourir de longue distance dans 'eau, elle est donc supposée
jouer un role important chez les microalgues. Il a notamment été montré que 'auréochrome1a
était impliqué dans des mécanismes tels que le cycle cellulaire (Huysman et al., 2013). Aucune
étude n’a été publiée jusqu’a ce jour sur 'auréochrome 2. Les données de RNAseq montrent
que de nombreux génes codants des protéines impliqués dans le cycle cellulaire sont
différentiellement exprimés durant la carence. Dans notre étude I'auréochrome 2 est sous-
exprimé dés le début de la carence et tout au long de celle-ci. Ceci peut indiquer un réle
inhibiteur de ce FT, réprimant I'expression de génes en condition contrble.

Les CCCH sont des protéines avec un domaine de liaison de type zinc-finger composé par
des motifs de type C3H, formés par 3 cystéines et une histidine. Une étude génomique des
protéines de type CCCH-zinc finger a révélé qu’il existait 68 et 67 familles de CCCH chez
Arabidopsis et le riz, respectivement. Les profils d’expression de ces protéines suggérent
gu’elles interviennent dans les réponses aux stress abiotique et biotique et qu’elles seraient
impliquées dans la tolérance aux stress (Wang et al., 2008). En effet SZF1 et SZF2 chez
Arabidopsis, des protéines de type CCCH-zing finger, ont un lien avec la tolérance au stress
salin (Sun et al., 2007). Une surexpression de la protéine de type CCCH-zing finger, ZFP1
chez Arabidopsis induit chez la plante mutée une tolérance accrue au stress salin, en
maintenant la balance ionique et en limitant le stress oxydatif et osmotique (Han et al., 2014).
Chez le riz plusieurs protéines de type CCCH-zinc finger se montrent comme étant impliquées
dans le retardement de la sénescence ainsi que dans la tolérance aux stress (Jan et al., 2013 ;
Kong et al., 2006). La protéine CCCH12 du riz est impliquée dans la résistance a Xanthomonas
orizae, qui cause la bactériose du riz. Une surexpression de cette protéine s’accompagne
d’une accumulation accrue d’acide jasmonique et par une induction des génes de réponse a
'acide jasmonique, conférant une résistance accrue a cette bactérie. Inversement, une sous-
expression de cette protéine confére une plus forte sensibilité au pathogéne (Deng et al.,
2012). Dans notre étude CCCH11 est exprimé au début de la carence et reste surexprimé tout
au long de celle-ci. Ceci semble indiquer que le FT intervient précocement dans la réponse a
la carence et demeure important durant la totalité de cette carence.

La famille de FTs HSF, se caractérise par une partie trés conservée qui se compose d’environ
100 acides aminés. Sa structure tridimensionnelle se compose de 3 hélices alpha et de 4
feuillets B antiparalléles (Li et al., 2014 ; Scharf et al., 2012). Ces FTs sont impliqués dans les
réponses aux stress abiotiques comme le choc thermique, en régulant I'expression de génes
de réponse aux stress. Les protéines les plus connues induites par les HSFs, sont les
protéines chaperonnes. Ces protéines permettent lors d’'un stress thermique de protéger les
autres protéines afin qu’elles ne perdent pas leur structure tridimensionnelles, et qu’elles
soient opérationnelles a la fin du stress. HSFA1 se montre étre indispensable lors d’un choc
thermique, et une surexpression de celui-ci permet méme d’améliorer la tolérance du plant de
tomate jusqu’a une heure a 51°C, alors que le génotype contréle ne résiste pas
(Fragkostefanakis et al., 2015). HSFA1 est un exemple typique des HSFs car il est essentiel
a la réponse au choc thermique. Les études sur les HSFs suggérent un role de régulation trés
important durant les chocs thermiques, mais ils jouent probablement un réle important dans la
réponse a d’autres stress abiotiques (Xue et al., 2014). Durant 'expérimentation HSF1b est
sous-exprimé tout au long de la carence, indiquant un réle inhibiteur de génes en condition de
controle. HSF1.3b et HSF4.3b sont tous deux surexprimés durant la carence. HSF1.3b est
exprimé au début de la carence puis est exprimé plus fortement lorsque la carence perdure,
indiquant un role sur le long terme dans la réponse. HSF4.3b est aussi exprimé au début de
la carence puis son expression chute, indiquant un role au début du stress dans la mise en
place de la réponse.
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Figure 14 : Gels de criblage des colonies bactériennes aprés transformation. (A)
Criblage de auréochrome 2 en surexpression. (B) Criblage de TAZ2 en surexpression. (C)
Criblage de CCCH11, HSF1.3b et HSF4.3b en surexpression, ainsi que CCCH11 et HSF4.3b
en sous-expression.
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Figure 15 : Criblage des colonies bactériennes de la technique de conjugaison
transformées avec le plasmide PtPuc3-diaCas9. (A) Criblage HSF1b, HSF1.3b et HSF4.3b.
(B) Criblage de TAZ2. (C) Criblage de auréochrome 2 et CCCH11.



Les facteurs MYB se caractérisent par un domaine de liaison a 'ADN trés conservé, le
domaine MYB. Ce domaine comprend jusqu’a 4 répétitions imparfaites (R) d’environ 52 acides
aminés, chacune formant trois hélices a. La deuxiéme et troisi€me hélice de chaque répétition
forment une structure hélicoidale de type helix-turn-helix (HTH) avec trois résidus tryptophane,
ou hydrophobes, régulierement espacés, permettant la formation d’'un noyau hydrophobe dans
la structure 3D HTH. C’est la troisieme hélice de chaque répétition qui est I'hélice de
« reconnaissance » et qui réalise un contact direct avec 'ADN (Dubos et al., 2010). Les FTs
MYB sont classés en 3 sous-familles : MYB1R, MYBR2R3 et MYB3R en fonction du nombre
de répétitions R dans le domaine de liaison a ’ADN. Les MYBs se retrouvent impliqués dans
de nombreux mécanismes, dont le métabolisme primaire et secondaire, l'identité cellulaire, les
processus développementaux, et les stress biotiques et abiotiques. Par exemples, plusieurs
R2R3-MYB se retrouvent impliqués dans la biosynthése des flavonoides (Stracke et al., 2007),
d’autres contrflent la synthése d’anthocyanes dans les tissus végétatifs (Gonzalez et al.,
2008). Les MYBs se montrent essentiels pour un épaississement normal de la paroi
secondaire des cellules de peuplier (McCarthy et al., 2010). Chez Arabidopsis certains sont
méme impliqués dans la biosynthése de proanthocyanidines au niveau de 'enveloppe de la
graine (Lepiniec et al., 2006). Le FT MYB1RSF3 se comporte comme CCCH11, indiquant un
réle au début de la carence et tout au long de celle-ci.

Les facteurs TAZ se caractérisent par un domaine de liaison a 'ADN de type Zinc-finger ce
qui implique des liaisons avec d’autres protéines (Cemanovic, 2014). Une vue d’ensemble des
FTs chez Arabidopsis montre qu'il existe entre 8 et 9 locis de facteurs TAZ dans le génome
de cet organisme (Mitsuda, Ohme-Takagi, 2009). Les protéines décrites possédant un
domaine TAZ, sont les AtBT chez Arabidopsis, composées d’'un domaine BTB et TAZ. Les
genes AtBTs montrent des réponses variables aux stress, mais ils répondent tous rapidement
a un traitement par de 'H>O ou par de I'acide salicylique (SA). Cela suggére que ces protéines
jouent un réle dans la régulation transcriptionnelle et que des molécules signales comme le
Ca*, I'H20; et le SA affectent la machinerie transcriptionnelle et la conformation des AtBTs,
qui interagissent avec d’autres facteurs de transcription (Du, Poovaiah, 2004). Ces facteurs
de transcription semblent donc étre impliqués dans la réponse aux stress, notamment avec le
SA qui est impliqué dans les réponses de défense. Peu de données sont disponibles sur ces
FTs de type TAZ, et leur rOle exact reste inconnu. Les études de RNAseq suggérent un role
dans la réponse au stress oxydant et au Ca?*, donc un role de signalisation (signalling)
notamment durant la carence en azote, faisant de ce FT un candidat particulierement
intéressant.

IV.2 Réalisation des plasmides recombinés induisant des modifications génétiques

L’objectif de ce stage était de construire des plasmides en insérant les séquences codants des
FTs sélectionnés précédemment. Les constructions sont réalisées pour 3 techniques
différentes (Surexpression, Sous-expression, KO). L’intérét de modifier génétiquement la
microalgue avec ces 3 techniques se justifie : en, effet, I'inactivation de génes (KO) peut
induire des phénotypes létaux alors que la sous-expression permet de garder une faible
expression du géne. La surexpression quant a elle permet d’obtenir un phénotype opposé en
comparaison des deux autres techniques.

La création des amorces ainsi que 'amplification des fragments géniques n’ont pas posé de
problémes. Tous les fragments ont été correctement amplifiés. Seul HSF1b a montré une
faible expression. Une ré-amplification sera nécessaire soit sur un échantillon différent soit en
effectuant a nouveau des PCR sur un fragment purifié.

Il'y a 2 méthodes pour obtenir des plasmides recombinés :

1. La premiere méthode est la méthode « Golden Gate » (Figure 18). Cette technique a
été utilisée au cours de mon stage pour la technique de KO. C’est une technique tres
récente (REF). Cette méthode repose sur l'utilisation d’enzymes de restriction de type
IIS qui coupent en dehors du site de reconnaissance non palindromique en laissant
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Tableau 7 : Résultats des analyses au Nanodrop 2000c de I’isolation des plasmides de
surexpression (OE) et sous-expression (Sl) par Miniprep.

Nom Concentration Ratio Ratio 260/230 Type
en ng/uL 260/280 d’échantillon
Auréochrome 2 OE | 327,8 1,92 1,88 ADN
CCCH11 OE 93,8 1,79 1,03 ADN
HSF1.3b OE 95,9 1,83 1,07 ADN
HSF4.3b OE 711,7 2,02 2,05 ADN
TAZ2 OE 817,5 1,88 1,72 ADN
Auréochrome 2 Sl | 117,5 1,87 1,07 ADN
CCCH11 Si 312,0 2,02 1,78 ADN
HSF4.3b SI 389,8 2,06 1,86 ADN
TAZ2 Sl 116,4 1,80 0,97 ADN
A Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 M 50-80 W 80-200 B >=200
1 300 600 900 1200 1500
B Color key for alignment scores
<40 [l 40-50 [ 50-80 i 80-200 M >=200
1 200 400 600 800 1000 1200
C Color key for alignment scores
<40 M 40-50 [ 50-80 [l 80-200 M >=200
1 800 1600 2400 3200 4000

Figure 16 : Résultats du séquencage des plasmides extrait par Miniprep. (A)
auréochrome 2 surexpression s’aligne sur la séquence de son insert (Query). (B) TAZ2
surexpression s’aligne sur la sequence de son insert (Query). (C) HSF1.3b surexpression est
vide, et s’aligne sur la séquence du plasmide pPhaT1 (Query).



des extrémités monobrins. Le plasmide est dessiné avec deux sites Bsal en directions
opposées afin de laisser deux extrémités monobrins. Les fragments sont dessinés
avec les sites Bsal, de telle sorte a ce que leurs extrémités soient complémentaires
des extrémités monobrins du plasmide. Les fragments vont alors s’insérer dans le
plasmide a l'aide de la ligase. Le clivage des fragments et du plasmide et la ligation se
fait en une seule étape dans le méme tube. Le produit final est le plasmide recombiné
sans les sites Bsal. Avec cette méthode il est possible d’incorporer plusieurs fragments
dans un méme plasmide (Engler et al., 2009; 2014). Cette méthode est
particulierement rapide et n’a posé aucun probléme lors de la construction des 7
plasmides.

2. La deuxiéme méthode dite « classique » (qui en réalité est la plus ancienne). Elle est
composée de plusieurs étapes (différentes coupures, purification, ligation) ce qui
augmente la probabilité d’erreur, le temps de manipulation et diminue I'efficacité. Cette
méthode a été utilisée pour la sur et sous-expression lors de mon stage car aucun
plasmide « Golden Gate » spécifique a Pt n’est disponible. Certains laboratoires ont
probablement construit ces plasmides mais ils ne sont pas a ce jour a disposition de la
communauté scientifique.

L’étape de criblage des plasmides pour les techniques de surexpression et de sous-expression
s’est montrée encore plus longue que prévu. Une contamination d’un tube d’amorces et/ou de
tampon par le plasmide pPha-T1 a notamment été découverte au cours des criblages. Le
criblage des plasmides recombinants s’effectuait par PCR avec les amorces MCS, amorces
parfaites pour valider si le plasmide se compose de l'insert ou s’il est vide (amplification a 236
pb). Seulement le plasmide vide est visible sur gel au début du criblage et ceci méme apres
plusieurs essais de construction de plasmides et de transformation bactérienne. C’est aprés
un test PCR sur la polymérase ainsi que sur les amorces qu’une contamination par le plasmide
pPha-T1 a été découverte. Cette contamination a ralenti énormément le travail et aura eu le
mérite de mettre en évidence la nécessité 1) d’utiliser des cbnes a filtre pour les tubes comme
les amorces méres, les tampons, les plasmides et les polymérases et 2) de toujours effectuer
des contrbles de PCR (« blancs ») permettant de détecter rapidement ces contaminations. Un
nouveau lot d’'amorces MCS a été recommandé. Pour continuer le criblage, un autre couple
d’amorces a été utilisé : les amorces d’amplification du géne qui sont choisies, car
complémentaires de la séquence de linsert. Ces séquences permettent la mise en évidence
de plusieurs clones positifs suite aux PCR. Néanmoins, aprés séquencgage les plasmides se
sont révélés vides. Le test des amorces et de la polymérase ne révele aucune contamination.
Les amplifications mises en évidence figure 13, sont peut-étre dues au plasmide recombiné
qui a été perdu par la suite ou aux amorces qui ciblent une séquence dans le génome bactérien
de taille similaire a 'amplification attendue. Cette derniere hypothése est peu probable mais
jusqu’a présent, nous n’avons pas trouvé d’explication convaincante.

IV.3 Les transformations

Durant ce stage, deux techniques de transformation ont été testées : I'électroporation et la
conjugaison.

e L’électroporation :

Deux publications ont été utilisées (Miyahara et al., 2013 ; Zhang, Hu, 2014). Le protocole de
Zhang a été réalisé mais sans succes. |l a donc été essayé de changer le protocole. Le
protocole de Miyahara est différent au niveau des impulsions électriques. Une premiéere série
d’'impulsion permet de créer des trous dans la membrane et une deuxiéme série avec des
inversions de polarité permet de mettre en mouvement le fragment d’ADN. Aprés le temps de
récupération en salle de culture, la culture est étalée sur boite de Pétri avec un antibiotique
afin de sélectionner les clones recombinants. Comme le temps d’attente aprés
I'électroporation est long (3 semaines), le résultat de cette tentative n’est pas encore
disponible.
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Figure 17 : Photographie par microscopie optique (x10) d’'une colonie de Pt transformée
par conjugaison avec le plasmide PtPuc3-diaCas9 — auréochrome 2, sur milieu zéocine.

Autour du spot sont présents les restes des Pt non transformées par conjugaison.
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Figure 18 : Schéma de la technique de construction de plasmide « Golden Gate ». Le
plasmide et les inserts sont coupés par Bsal puis mis en mélange dans le méme tube avec
une ligase. Ceci permet la formation de plasmide recombiné avec un insert ou plusieurs

(https://www.neb-online.fr/neb/cloning-synthetic-biology/dna-assembly/golden-gate-
assembly/).




e La conjugaison :

La conjugaison a tout d’abord été réalisée avec des souches DH5a dans lesquelles le
plasmide pTA-Mob avait été préalablement inséré. Les bactéries ont bien intégré le
plasmide pTA-Mob mais avaient une croissance faible. Ceci peut s’expliquer par le fait que
les souches DH5a ne supportent pas les plasmides trop grands. pTA-Mob est en effet un
plasmide de 52,7 kb. Le réle du plasmide de transfert pTA-Mob est crucial dans la
conjugaison car il permet le transfert de PtPuc3-diaCas9 au travers du pilus bactérien. Les
souches DH5a ne supportant pas le plasmide, des bactéries DH10p ont été commandées.
Ces bactéries sont plus adaptées a de grands plasmides. La conjugaison a été retentée.
Les bactéries DH10f transformées avec le plasmide pTA-Mob ont effectivement eu une
croissance bien supérieure a celle des DH5a. Le protocole de conjugaison a été réalisé et
de légers spots de microalgues commencent a apparaitre sur les boite de Pétri avec
'antibiotique zéocine (Figure 17). La présence de spots de microalgues indique que ces
microalgues ont intégreé le plasmide PtPuc3-diaCas9 possédant le géne de résistance a la
zéocine. L’avantage de cette technique est que le plasmide n’est pas intégré au génome
de l'organisme. Il reste sous la forme d’'un épisome, épisome qui peut étre « perdu » au
cours du temps dans un milieu non sélectif. Il n’est donc pas considéré comme un OGM.
Ce plasmide contient les informations nécessaires a la fabrication de la nucléase Cas9 qui
sera conduite au sein du noyau grace aux signaux de localisation nucléaire puis guidée
par 'ARN guide pour couper la cible (auréochrome 2 ; CCCH11; HSF1.3b; HSF1b;
HSF4.3b ; MYB1RSF3 ; TAZ2). Lors de la réparation, la séquence codante ne sera plus
fonctionnelle. Une vérification moléculaire est cependant nécessaire.

» Perspectives :

Au-dela des objectifs trés précis qui m’ont été confiés lors de mon stage, j’ai pu participer a
des taches plus collectives, notamment le repiquage de cultures. De nombreux mutants pour
différents facteurs de transcription (obtenus par biolistique) sont disponibles au laboratoire a
la fois en milieu solide (milieu gélosé F2) et en milieu liquide (milieu F2). Ces repiquages sont
réalisés tous les 2-3 mois et se font sous conditions stériles (PSM). lls sont indispensables car
ils permettent de conserver les mutants.

Mon sujet de stage s’intégrait bien évidemment dans un projet plus large qui vise a comprendre
le rble des facteurs de transcription dans la réorientation métabolique et la production de
lipides. J’ai donc participé, sans que cela soit véritablement intégré a mon stage, aux
expérimentations entreprises sur les mutants disponibles au laboratoire afin de déceler
limpact de la modification génétique sur I'accumulation de lipides. Des cultures de mutants
ont été réalisées sur microplaques (Figure 19) et des expérimentations de carence azotée ont
été réalisées. Des échantillons ont été prélevés afin de cribler les mutants. La méthodologie
choisie par le laboratoire et qui sera utilisée sur les mutants obtenus, est un criblage par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), technique d’analyse permettant
d’obtenir le spectre d’absorption d’'un échantillon. La spectroscopie FTIR mesure la quantité
de lumiére absorbée par un échantillon en fonction de la longueur d’'ondes émise par un
faisceau infrarouge. Dans notre cas, seulement 1 pl de culture de microalgues (30 millions de
cellules) était déposé sur une plaque de silice (Figure 20) et le spectre d’absorption (Figure 21)
obtenu en moins d’une minute. La spectroscopie FTIR permet ainsi d’obtenir une vision globale
du contenu biochimique de la culture et cela de fagon rapide, sans protocole particulier
d’extraction et sur trés peu de matériel. Les premiers résultats obtenus sur quelques mutants
de facteurs de transcription sont trés prometteurs.

V. Conclusion
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Figure 19 : Culture de microalgue sur microplaque 12 puits. Des agitateurs magnétiques

sont présents dans les puits.

Figure 20 : Gouttes d’un microlitre de culture de Pt (30*10° cellule/uL) disposées sur une

plaque de silice.
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Figure 21 : Graphique de I'analyse FTIR d’échantillons de Pt sur plaque de silice. Cette
analyse permet de discriminer les échantillons en fonction de la variable lipides.



L’objectif principal de mon stage a été de construire les vecteurs recombinants permettant de
créer des mutants de la microalgue Phaeodactylum tricornutum. Les 3 types de constructions
les plus connus ont été entreprises au cours de ce stage : knock out, sous-expression et
surexpression. Cela a été effectué en ciblant 7 génes codants des facteurs de transcription
dont I'expression des ARNm indiquait une possible implication dans la réponse au stress
azote.

Aucun vecteur de type « Golden Gate » (assemblage ordonnée de fragments d’ADN en une
seule réaction) n’étant disponible sur notre modéle de microalgue pour les constructions
surexpresseur et silencing, il a fallu construire nos vecteurs de maniére plus « classique » et
surtout plus laborieuse. Sur les différentes constructions, seulement 2 se sont révélées
positives. L’efficacité n’est pas trés élevée et a révélée des problémes de contamination par
le vecteur. Cela a énormément ralenti les constructions qui, pour beaucoup, se sont révélées
dépourvues de linsert. La méthode de transformation par électroporation est une méthode
fonctionnelle sur Phaeodactylum tricornutum dans d’autres laboratoires mais jusqu’ici cette
méthode ne fonctionnait pas dans le laboratoire. Des ajustements ont été entrepris au cours
de mon stage et nous attendons les résultats.

Les constructions KO ont été faites dans un systéme « Golden Gate » et n’ont posées aucun
probléme particulier. La transformation de Phaeodactylum tricornutum par conjugaison
bactérienne a été choisie dans ce stage car elle évite une intégration des vecteurs dans le
génome de la microalgue qui dés lors n’est plus considérée comme un OGM. Cette méthode
mise au point trés récemment n’avait encore pas été testée au laboratoire. Aprés un premier
échec, les résultats obtenus indiquent un vraisemblable succés : des colonies de microalgues
sont visibles sur la boite indiquant une bonne intégration du vecteur. Les vérifications
moléculaires n’ont pour l'instant pas été effectuées faute de temps.

De maniére plus globale, ce stage m’a permis de me perfectionner en biologie moléculaire et
d’apprendre énormément sur les techniques de génie génétique et sur les techniques de
cultures de microalgues. J’ai ainsi acquis de solides bases pour la suite de mon parcours.
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Annexe 1

Milieu de culture F/2 N* pour Phaeodactylum tricornutum.

Composé Concentration finale Quantité pour 1L de F/2

Eau distillée 950 mL

NaCl 0,46 M 2709

MgSQq4, 7H.0 27 mM 6,6 g

MgC|2, 6H20 28 mM 5,6 J

CaCly, 2H,0 10 mM 159

KNOs 9,9 mM 109

KH2PO4 0,514 mM 0,07 g

NaHCO3; 0,476 mM 0,04 g

Tampon TRISpH7,6 1 M 20 mM 20 mL

Complémentation :

Composé Concentration Solution stock Volume de solution
finale stock pour 1 L de
F/2

NaNO3 75,0 mg/L 75,0 g/L 1,0 mL

NaH,PO4, 2H,0 5,0 mg/L 5,0 g/L 1,0 mL

Solution de trace de | Voir aprés 1,0 mL

métaux

Na2SiOs, 9H.0 30,0 mg/L 30,0 g/L 1,0 mL

2H,0 gsp 1L

Solution de trace de métaux :

Composé Solution stock Quantité pour 1L
FeCls, 6H20 11,65 mM 3,159
Na2EDTA, 2H,0 11,71 mM 4,36 g
CuSO04, 5H20 9,8 g/lL 1,0 mL
Na2MoOg4, 2H,0 6,3 g/L 1,0 mL
ZnS0,, 7H20 22,0g/L 1,0 mL
CoCl,, 6H20 10,0 g/L 1,0 mL
MnClz, 4H20 180,0 g/L 1,0 mL

Solution stock de vitamine :

Composé Solution stock Quantité pour 1L
Vitamine B12 1,0g/L 1 mL
Biotine 0,1 g/L 10,0 mL
Thiamine HCI 200,0 mg

La solution de vitamine est stérilisée par filtration avec une filtre de 0,2 ym et est stockée a -

20°C.

Dans le milieu F/2 N* sont ajoutées les solutions de complémentation et 700 mL sont
autoclavés dans une bouteille d’un litre, a 121°C pendant 20 minutes.

Stérilement, 350 pL de solution de vitamine sont ajoutés pour 700 mL de F/2.







Annexe 2

Milieu de culture F/2 N- pour Phaeodactylum tricornutum.

Composé Concentration finale Quantité pour 1L de F/2
Eau distillée 950 mL
NaCl 0,46 M 2709
MgSQq4, 7H.0 27 mM 6,6 g
MgC|2, 6H20 28 mM 5,6 J
CaCly, 2H,0 10 mM 159
KCI 9,9 mM 109
KNOs 0mM 0g
KH2PO4 0,514 mM 0,07 g
NaHCOs; 0,476 mM 0,04 g
Tampon TRISpH7,6 1 M 20 mM 20 mL

Complémentation :

Composé Concentration Solution stock Volume de solution
finale stock pour 1 L de
F/2
NaNO3 0 mg/L 0g/L 0 mL
NaH,PO4, 2H,0 5,0 mg/L 5,0 g/L 1,0 mL
Solution de trace de | Voir aprés 1,0 mL
métaux
Na2SiOz, 9H.0 30,0 mg/L 30,0 g/L 1,0 mL
2H,0 gsp 1L

Solution de trace de métaux :

Composé Solution stock Quantité pour 1L
FeCls;, 6H20 11,65 mM 3,159
Na2EDTA, 2H,0 11,71 mM 4,36 g
CuSO0q4, 5H20 9,8 g/lL 1,0 mL
Na2MoOg4, 2H,0 6,3 g/L 1,0 mL
ZnS0,, 7H20 22,0g/L 1,0 mL
CoCl,, 6H20 10,0 g/L 1,0 mL
MnClz, 4H20 180,0 g/L 1,0 mL

Solution stock de vitamine :

Composé Solution stock Quantité pour 1L
Vitamine B12 1,0g/L 1 mL
Biotine 0,1 g/L 10,0 mL
Thiamine HCI 200,0 mg

La solution de vitamine est stérilisée par filtration avec une filtre de 0,2 ym et est stockée a -

20°C.

Dans le milieu F/2 N- sont ajoutées les solutions de complémentation et 700 mL sont
autoclavés dans une bouteille d’un litre, a 121°C pendant 20 minutes.

Stérilement, 350 pL de solution de vitamine sont ajoutés pour 700 mL de F/2.







Annexe 3

Tableau des couples d’enzymes avec leur tampon utilisés pour chaque FT en fonction

de la technique : surexpression (OE) ; sous-expression (Sl).

FT ciblé et technique

Couple d’enzyme de

Tampon utilisé

utilisée restriction
Auréochrome 2 OE Kpnl / Xbal 10X NEBuffer 2.1
CCCH11 OE BamHI / Sall 10X NEBuffer 3.1
HSF1.3b OE BamHI / Sall 10X NEBuffer 3.1
HSF4.3b OE Xbal / BamHI 10X NEBuffer 3.1
MYB1RSF3 OE Kpnl / Sphl 10X NEBuffer 1.1
TAZ2 OE Kpnl / Xbal 10X NEBuffer 2.1
Auréochrome 2 Sl Sbfl / Kpnl 10X NEBuffer 1.1
CCCH11 SI Sbfl / BamHI 10X CutSmart Buffer
HSF1.3b SI Sbfl / Sall 10X CutSmart Buffer
HSF4.3b SI Sbfl / Sphl 10X CutSmart Buffer
MYB1RSF3 Sl Sbfl / Sphl 10X CutSmart Buffer
TAZ2 S| Sbfl / Sphl 10X CutSmart Buffer







Annexe 4

Préparation du milieu SOC pour les bactéries.

Tableau de Ila préparation d’un litre de milieu SOB.

Composés Masse (en g)
Bacto-tryptone 20
Bacto-yeast extract 5
NaCl 0,5
KCI 0,186

Le milieu SOB est ensuite autoclavé et sert a la préparation du milieu SOC. Les ajouts de

solutions de complément sont fait stérilement sous héte.

Deux solutions sont ajoutées au milieu SOB :

» Glucose 2M (1 mL pour 100 mL). Cette solution est stérilisée par filtration sur 0,22 um.

> Mg?" (1 mL pour 100 mL). Cette solution est stérilisée par filtration sur 0,22 pym.

Suite a 'ajout de ces deux solutions dans le milieu SOB, le milieu SOC est obtenu.







Annexe 5

Préparation de la solution froide pour bactéries compétentes.

Tableau de préparation de Ila solution froide pour bactéries compétentes.

Composés Volume ou masse a prélever
CaCl 4M 1 mL
MnCl; 1M 1 mL
MgCl2 0,5M 1 mL
Acétate de potassium 98g/mole 49,1 mg
Glycérol 5mL
H.O Qsp 50 mL

Le mélange est homogénéisé par flux et reflux, puis filtré sur 0,22 ym. Cette solution est
conservée a 4°C pendant le protocole de bactérie chimio-compétente. Cette solution doit étre
préparée juste avant de réaliser ce protocole.






Annexe 6

Milieu L1 pour Phaeodactylum tricornutum.

1. Eau de mer (origine Banyuls).
2. Laisser 'eau vieillir pendant 2 mois a température ambiante.
3. Mélanger 900 mL d’eau de mer vieillie avec 100 mL d’eau ultra pure. Répartir 2 X
500 mL.
4. Autoclaver 25 minutes a 121°C.
5. Ajouter les solutions de nutriments filtrées sur 0.22 ym :
o P 500 pL /500 mL
o N 500 pL /500 mL
o Meétaux 500 pL /500 mL
6. Stocker a témpérature ambiante.

7. Avant utilisation ajouter :

o Vitamine F/2 (250 pL / 500 mL)
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