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La génomique a pour objet la connaissance simultanée de
'ensemble des composantes des organismes vivants. Elle
mobilise des approches a haut debit et transdiscipli naires.




La chimie verte

Conception de produits et de procedes permettant de reduire
ou d’eliminer l'utilisation et la synthe  se de substances nocives

Procédés plus économes et plus durables :

sans intermédiaires, zéro déchet

a moindre colt énergétique et environnemental

utilisation maximale de matieres premieres renouvelable S
Valorisation non alimentaire des  productions agricoles et forestieres

Molécules non toxiques et biodegradables

Démarche : exploration, manipulation et exploitation de la diversité
naturelle:

e des composés chimiques
* des voies de biosyntheses de synthons
* des voies metaboliques

D’apres Marc Lahaye, INRA, juillet 2007



La « chimie bleue »

Par extension, et par analogie au terme anglais  blue
biotechnologies , c’est la notion de chimie verte transposeée
aux productions marines

Il s’agit donc de I'exploration et de I'exploitation de la diversite chimique
et de l'originalité des systemes biologiques marins : pigments, lipides,
biopolymeres (polysaccharides), enzymes, molécules thérapeutiques R




Pourqguoi étudier les
algues marines_: de tres
nombreuses lignées
eucaryotes n’ont pas de
representants terrestres.




Les algues brunes constituent une lignée végétale
Independante des autres lignées autotrophes

Photo : Don Barr

Photo : Di. Karen Wetmore ,
UCMP Museum Scientist

Baldauf et al., 2003

Héterochontes : oomycetes, diatomées, algues brunes



Europe, USA et Amérique latine : récolte dans les po

pulations naturelles

Laminaria digitata (tali
moan), Pierre Arzel, 1987, 1998




Chine, Japon, et Corée : aquaculture par ensemencemen t sur cordages

Laminaria japonica
(kombu)

Undaria pinnatifida
(wakame)




Produits naturels d’'intérét dans les algues brunes

COOH

Oxylipines , dérives soit
d’eicosanoides (C20:4, e.g.,
prostaglandines et
leukotrienes), soit
d’'octadecanoides (C18:3,
e.g., acide jasmonigue)

Glucides, en particulier des
polysaccharides gélifiants
(alginates), laminarine
fucanes , mannitol

lode, brome et enzymes
d’halogénation .




Un premier exemple de chimie bleue : la stimulation
des défenses naturelles chez les plantes par des
oligosaccharides d’algues brunes
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Principales d éfenses naturelles chez
les plantes

. Production d’antibiotiques (phyto-alexines)
. Expression de peptides ou protéines de défense

. Renforcement des parois cellulaires et des struct  ures
tissulaires

. Synthese de messagers d’alerte a distance

. Eventuellement, sacrifice des cellules autour du point
d’infection

. Défenses tous azimuts, non ciblées



La Mer au service de 'Homme : extraits d’algues
et protection des cultures

-Laboratoires Goémar : production
d’extraits d’algues marines en tant
gue biostimulants pour les cultures.
Effets bénéfiques sur la résistance
aux maladies.

-Quels sont les principes actifs de ces
spéecialites? S’agit-il de stimulants des
défenses naturelles des plantes?



Hypothese de travail : les spécialites Goémar contie  nnent
des oligosaccharides analogues a ceux connus pour
stimuler 'immunité innée chez les plantes

Oligosaccharides d’algues brunes : Oligosaccharides de plantes
ou d’agents microbiens :
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Synthese des résultats obtenus avec le modele tabac (IBMP, Strasbourg)

Résistance nd A +++ R
= Mort cellulaire - - -
Eléments
anti-microbiens PR - + ++
Scopolétine _ + + 4+
S,ig':]aux SA - + ++
végétaux
Activation LOX - + ++
de voies A
métaboliques PAL + ++ +++
H,0, - + +
Eve,nements Phosphc,J_ryIatlon + N N
precoces proteines
de signalisation Alcalinisation
extracelluaire + ++ ++

Carraghénanes  Laminarine Fucanes

Klarzynski et al., (2001). Plant Physiol. 124, 1027 -1037
Klarzynski et al., (2002). Mol. Plant-Microbe Inter act. 16, 115-122



Mise au point de lodus 40®, le premier stimulant (naturel)
des défenses naturelles des plantes.

Homologué en novembre 2002 pour proteger le ble contr e
les maladies fongiques précoces . Mise sur le march &
printemps 2003.

Inscrit a 'annexe | de la directive 91/414 de la CE  E depuis
janvier 2005. Extension sur I'orge depuis décembre 2005



Les laminaires : la principale source d 'iode

pour | "Homme

 En 1811, découverte de l'iode
dans des cendres d’algues
marines par Courtois

« Exploitation des laminaires
pour I'industrie de I'lode par

iIncinération des algues dans
des fours a goémon




Teneur en iode des sporophytes de L. digitata

Les laminaires concentrent I'iode de I'eau de mer ju squ’a 100 000 fois



En situation de stress biotique
ou abiotique, les algues brunes
émettent dans I'atmosphere des

formes volatiles d’iode (iode
moléculaire, composes carbones
lodes).

Précipitations
Pluies, aérosols

Phyto- =  —CHl ¥ »»
10 R ~ Y
Nt 0,25 mM f
Bactéries

plancton




Transfert de | 'lode chez Laminaria digitata

~

Eau de mer Paroi cellulaire Cytosol

accumulation | -

Ve ibO) 25 mM

HPO . /{

OH-+ HOI < > HOI

\_

Kupper et al, Planta, 207, 163-171, 1998



Imagerie de l'lode par nanoSIMS
dans Laminaria digitata

E. Verhaeghe, J. Biol. Inorg. Chemistry, soumis



Les halop éroxydases

- Catalysent de la réaction du peroxyde d’hydrogene
avec un halogénure (CI-, Br-, I') pour former un acide
hypo-halogéneux (1)

X"+ H,0, . HOX+OH (1)

« HOX : un agent électrophile pouvant halogéner des
composeés organiques (2) :

HOX + R-H : R-X+H,0 (2)



Purification et caractérisation biochimique des
halopéroxydases chez L. digitata

/

Bromopéroxydases = BPO

AN

lodopéroxydase = IPO ———

Br-

Cl-

Activité spécifique

[U/mg]
BPO IPO
Extrait total 2.6 10.4
BPO purifiée 42 62
IPO purifiee 0 310

[Colin et al. 2003, J. Biol. Chem., 278: 23545-23552]



Caractérisation moléculaire des halopéroxydases
a partir de données genomiques et LC-MS-MS

Ld VBPO?2 _ ORF =682 AA 3’ UTR =1338 nt
BPOA 2 cDNA complets de BPO correspondant a I'activité BPO purifiée
BPOb Y,
BPOc
B P Od NH,-I/L-A-A-E-N-I/L-K/Q-G-I/L-P-A-F-K-COOH
-
BPOe P .. e B
BPOf T
Y, 'L - N
|PO . ......... E.. .
Y Y7 E A ..A o *
\ b, 2 i Y, P lem_ 137190
Ys Ys Ys Yo Yy 125878
Ld VvIPO1 — ORF = 624 AA 3 UTR = 1724 nt
4 IPO? ORF = 333 AA 3' UTR = 3099 nt

2 cDNA complets d’'IPO correspondant a 'activité IPO purifiee



Mod élisation 3 -D des vHPOs de L. digitata

BPO IPO BPO

Ascophyllum nodosum Laminaria digitata



Phylogénie des halopéroxidases des algues

marines
Fucus distichus vBPO
87%
60% 100 ~———— Ascophylum nodosum vBPO
100 —L. digitata vIPOb
100 1.co, L. digitata vIPOe
L. digitata pLdvBPO
70% .
I P 100 i [ L. digitata VBPO1
100 | | digitata vBPO2
Corallina pilulifera vBPOL1
91%
100 Corallina pilulifera vBPO2
0.05
— 1
Les iodopéeroxidases des Laminaires dérivent d’'une bromo péroxidase
ancestrale qui, apres la spéciation of Laminariales a partir de leur ancétre
commun avec les Fucales, a perdu sa capacité a oxyder| e bromure. Cette

mutation est a I'origine de I'accumulation de I'iode par les Laminaires.



RoOle des composeés halogéneés des algues dans la
déefense contre les micro-organismes pathogenes.

1. Toxicité directe ou effet
repulsif

2. Interférence avec les
systemes de
communication
microbiens (quorum
sensing et transduction).
Les composeés halogenés
de type furanone (ci-
contre) inhibent
compétitivement la liaison
de I'acyl homosérine
lactone (AHL) avec son

recepteur Manefield et al., Microbiology, 145 , 283 (1999)



Europdle MER, axe 1, genomique et chimie bleue

Blocs thematiques

étabolites,
polysacchari

léveloppement
roissance

Interactions
hotes -
pathogenes

Domaines
d’application

Génomique

Aquaculture
durable

Chimie et
biologie
structurales

Biotechnologies,
sante

Physico-
chimie des
polymeres

Bioprocédes, bio-
fonctionnalisation




The Ectocarpus genome (200 Mb) project
J.-M. Cock

- GENOME SEQUENCING : 3,000,000 reads (10X, shotgun)

cDNA SEQUENCING : 100,000 reads (full-length cDNAS)

J. M. Cock, Roscoff P. Rouzé /Y. van der Peer

+ Es Genome Consortium
- STRAIN SELECTION - LIBRARIES

- LIBRARIES _ ASSEMBLY - EXPERT ANNOTATION



The Chondrus crispus genome (150 Mb)
project (J. Collén, C. Boyen)

Evolutionary interest

- Representative of the most abundant
extant red algae (Floridophytes)

- Sister group to higher plants

- Multicellular organism
Physiologically interesting

- Unique cell wall

- Halogen metabolism

Ecological importance
- Intertidal and subtidal

Economic importance
- Carrageenan cell factory

10 X coverage by the end
of 2007




Biotechnologies des macro-algues
marines - Tendances actuelles

Nouveaux bio -produits pour la sant é et les nanotechnologies
oxylipides
poly - et oligo -saccharides
compos és halog énés

Bioproc édeés
modification des polysaccharides
(dé)halog énation
nouveaux catalyseurs

Connaissances et méthodes pour I'amélioration geénétique
voies de biosynth ese des produits naturels d ’inteérét
bases mol éculaires de lar ésistance aux maladies
marqueurs g eneétigues pour les programmes de s élection



Marine-express : les premiers resultats

Proportion d’enzymes solubles (présumées actives)
apres deux cycles d’expression (138 genes) : ca. 40 %

44 46 48 50 52 54 56 58 60 dialysate

... et premier cristaux
pour I'analyse de la
structure 3-D

31 kDa

21,5 kDa

Purification d’'une GST recombinante de
I'algue rouge Chondrus crispus, CcGST2



De la génomigue marine a la « Chimie bleue »

Enzymes produits par “Marine-express” (M. Czjzek), po uvant
étre utilisés dans des bioprocedes a partir d’'algues marin es

Synth ese et modification des parois cellulaires
pectate lyase (PL 1), Rhodopirellula baltica
a-amylase (GH 57), 1d
galactanase (GH 16), id
sialidase (GH 33), Id

Métabolisme des oxylipines
allene oxide cyclase , Ectocarpus siliculosus
Glutathion -S-transferase , Chondrus crispus

Métabolisme halog éné
lodoperoxidase , Laminaria digitata
bromoperoxidase , Id



