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Sujet de doctorat proposé*
Intitulé* : Contribution de la composante virale dans le fonctionnement de 
l’holobionte Ulva spp. (macro-algue verte) dans des écosystèmes contrastés

Contexte : Les macro-algues marines vertes de la classe des Ulvophyceae (Ulvophytes) sont
cosmopolites,  en  particulier  dans  les  zones  intertidales.  Elles  jouent  un  rôle  clé  dans  leurs
écosystèmes,  où elles modulent l'approvisionnement en ressources pour d'autres espèces et
modifient  l'état  physique  du  milieu  environnant  [1,2].  Ces  algues  sont  importantes  pour  le
maintien de la biodiversité locale [3] et fournissent un habitat pour toute une série d'épibiontes,
des organismes microscopiques aux macroinvertébrés  [4]. Elles peuvent également connaître
des  épisodes  d’efflorescences  massives  dues  à  l'eutrophisation  dans  les  zones  côtières  peu
profondes, provoquant des marées vertes fortement nuisibles pour l'environnement et altérant
le  fonctionnement  des  écosystèmes.  Les  ulves  constituent  par  ailleurs  des  ressources
potentielles pour diverses applications agroalimentaires, pharmaceutiques et biotechnologiques
[5].  Ainsi  comprendre les mécanismes qui  contrôlent  la distribution,  le  développement et  la
morphogenèse des ulves, le déclenchement des efflorescences et leur dissipation, représentent
à la fois des enjeux scientifiques et biotechnologiques majeurs,  mais aussi  un intérêt public
immédiat.

Le fonctionnement de l’holobionte ulve, qui désigne
l'unité biologique composée de l'hôte (l’algue) et de
tous les micro-organismes qui l’habitent, suscitent
un  intérêt  grandissant  [6].  Des  travaux  pionniers
ont  démontré  le  rôle  prééminent  de  la  flore
bactérienne dans la morphogenèse et la croissance
des ulves  [7–9]. Cependant, d'autres membres de
la communauté microbienne pourraient également
jouer  un  rôle  clé  dans  le  fonctionnement  de
l'holobionte [10]. On sait très peu de choses sur la
relation  entre  l'hôte  et  les  archées,  les  micro-
algues, les protozoaires, les champignons et les virus en tant que colonisateurs. Les virus, en
particulier, ont une forte potentialité d’action, car ils peuvent non seulement infecter l'hôte, mais
aussi  d'autres  microbes,  tels  que  les  bactériophages  qui  régulent  la  composition  de  la
communauté  bactérienne,  ajoutant  ainsi  un  niveau  de  complexité  supplémentaire  dans  les
interactions  au  sein  de  l'holobionte  [11].  Par  ailleurs  les  virus  représentent  de  loin  l’entité
biologique la plus abondante dans les océans  [12],  dotée d’une diversité génétique extrême
[13]. La virologie des macro-algues reste cependant une terra incognita qui n’a été que très peu
explorée. Les recherches sur les virus de macro-algues concernent essentiellement quelques
petites algues brunes filamenteuses,  Ectocarpus spp. et Feldmannia spp. qui sont les hôtes de
virus à ADN double brin [14–16]. McKeown et al. [17] ont découvert des virus apparentés dans
les laminaires appartenant aux genres Laminaria et Saccharina, et ont rapporté que les deux
tiers des populations hôtes étaient infectées, soulignant l'importance d'incorporer des virus dans
les études sur l'holobionte. Récemment, Beattie et al [18] ont également détecté de nouveaux
virus à ADN simple brin dans la laminaire Ecklonia radiata. La première caractérisation d'une
communauté virale complète et l'isolement de virus à ARN ont été réalisés par Lachnit et al. [19]
sur une algue rouge, Delisea pulchra. Le virome de cette étude contenait des virus épiphytes et
endophytes et comprenait des virus qui infectent les diatomées et les champignons, et des virus
qui induisent la lyse cellulaire. Ces virus sont susceptibles de propager des maladies parmi les
espèces hôtes ou faire partie du système immunitaire de l'holobionte et peuvent donc avoir des
impacts à la fois positifs et négatifs sur l'holobionte.



Objectifs : La démarche centrale de ce projet doctoral est de contribuer à mieux comprendre le
rôle des virus dans le fonctionnement d’un holobionte et de déterminer si  ceux-ci  impactent
positivement ou négativement la croissance de l’algue. Un aspect original du projet est que nous
concentrerons  notre  étude  sur  la  composante  virale  associée  aux  ulves  cultivées  à  échelle
industrielle dans des bassins extra-marins de la société ERANOVA. Ces cultures assimilables à
des mesocosmes intensifiés atteignent des densités critiques qui sont favorables à l'apparition
d'épidémies virales et représentent donc un environnement potentiellement fécond pour l’étude
virologique. Le projet doctoral s’appuiera sur une démarche pluridisciplinaire. Les deux premiers
volets de la thèse viseront à caractériser la diversité et la dynamique des populations virales
associées aux ulves par des approches métagénomiques, bioinformatiques et qPCR. Les données
métagénomiques  permettront  d’identifier  la  nature  des  virus  et  de  déduire  des  attributs
métaboliques (i.e., gènes accessoires) attestant de leur mécanisme d’interaction avec l’hôte. En
conjonction des données produites par nos partenaires, la dynamique des populations virales
permettra de caractériser les déterminants biotiques et abiotiques de la réplication des virus,
son influence sur la croissance de l’algue et de prédire les hôtes potentiels des virus parmi la
flore  microbienne  et  l’ulve  elle-même.  Les  communautés  caractérisées  dans  ce  contexte
d’intensification écologique seront aussi recherchées sur les ulves dans leurs habitats naturels
(étang  de  Berre,  rade  de  Marseille  et  cotes  bretonnes),  notamment  durant  les  périodes
d’efflorescences massives pour tester leur implication potentielle dans ce phénomène. Le projet
ambitionne  également  d’isoler  et  de  cultiver  ces  virus  en  laboratoire.  Cette  étape  plus
fastidieuse  permettra  ensuite  de  caractériser  la  morphologie,  les  génomes viraux  dans  leur
entièreté et de déterminer leur évolution. Elle ouvrira ainsi la voie à l’étude moléculaire des
interactions avec leur hôte pour comprendre la diversité des mécanismes infectieux sous-jacente
à l’immense diversité génétique virale observée dans la plupart des écosystèmes planétaires. Ce
projet s’intègre dans un programme de recherche émergeant plus large, impliquant plusieurs
partenaires académiques (MIO, IMBE, IHU, MARBEC) et industriels (ERANOVA), visant à élucider
le fonctionnement global des holobiontes d’ulve (i.e., procaryotes, micro-eucaryotes et virus) et
son impact sur la croissance et la physiologie de l’algue. 

Ces travaux doctoraux permettront d’adresser les questions suivantes:
• Les  communautés  virales  associées  aux  ulves  varient-elles  selon  les  écosystèmes

investigués et la flore microbienne associée?
• les virus sont-ils impliqués dans les dynamiques d’efflorescence/de nécrose des ulves ?
• Quels déterminants abiotiques corrèlent avec la dynamique des populations virales ?
• Diversité et évolution des virus marins
• Variété des mécanismes infectieux viraux

Méthodologie:  Le  projet  de  recherches  doctorales  s'appuiera  sur  des  échantillonnages
hebdomadaires  que nous réalisons depuis  avril  2020 sur  des bassins extérieurs  dédiés à la
culture de masse d’ulves [échantillonnages réalisés par l’ingénieur biologiste de ERANOVA sur
site pendant une période minimale de 12 mois]. Ces bassins de 300 m2 sont situés sur le site de
Port  Saint  Louis  et  exploités par  le  partenaire  non universitaire  ERANOVA dans le  cadre  du
programme ALGUEX [Lauréat du PIA 2017 de l’ADEME, voir bit.ly/3ran0v]. Des échantillonnages
ponctuels seront aussi réalisés en 2021 sur les sites de Berre, Marseille et Bretagne par notre
partenaire IMBE, auquel se joindra le doctorant, pour l’étude comparative.

La première tâche sous la supervision de Guillaume Blanc (DR CNRS – génomique virale et
bioinformatique)  vise  à  dresser  un  inventaire  de  la  biodiversité  des  virus  à  ARN  et  à  ADN
présents dans le bassin en utilisant une approche méta-génomique développée par le groupe de
virologie du MIO. Un minimum de 5 échantillons mensuels de culture récoltés entre avril  et
décembre  2020  seront  étudiés.  Avec  le  soutien  de  Sonia  Bouchard  (IE  CNRS  virologie
environnemetale– MIO), le doctorant purifiera les ultra-viromes (0.2μm-100kDa; virus classiques)m-100kDa; virus classiques)

http://bit.ly/3ran0v


et les méga-viromes (0.8μm-100kDa; virus classiques)m-0.2μm-100kDa; virus classiques)m ; virus géants) à la surface des thalles et dans le liquide de
culture;  les  ARN  et  les  ADN  viraux  des  2  fractions  seront  extraits  pour  être  analysés  par
séquençage  à  haut  débit  DNA-seq  (génomes  d'ADN)  et  de  RNA-seq  (génomes  d'ARN).  Le
doctorant participera à la construction des bibliothèques de séquençage et à la manipulation du
séquenceur Illumina MiSeq de l'IHU (Institut Hospitalo-Universitaire de la Timone, Méditerranée
Infection). Avec l'aide des bioinformaticiens du MIO, et il sera chargé de l'analyse des séquences
générées, y compris l'assemblage et l'annotation des métagénomes.  Le doctorant mettra en
œuvre les approches bioinformatiques qu’il a implémentées avec succès durant son stage de
master  dans  notre  groupe  (assemblage,  mapping,  binning,  prédiction  de  gènes,  analyse
phylogénétique, etc.). En utilisant ces données, il établira la diversité virale globale du bassin,
reconstruira les séquences du génome des espèces virales les plus abondantes et déterminera
leurs capacités métaboliques. 

La deuxième tâche supervisée par Olivier Pringault (DR IRD – écologie microbièene) propose
d’étudier la dynamique des populations virales au cours de la saison de production des bassins
et  identifier les  facteurs  biotiques (biomasse algale,  populations microbiennes)  et  abiotiques
(nutriments,  charge  en MO,  salinité,  pH,  T°C)  qui  co-varient  avec ces  dernières.  Les  acides
nucléiques des échantillons hebdomadaires (surface des thalles et eau environnante traitées
séparément) de Port Saint Louis, ainsi que les échantillons Berre, Marseille et Bretagne seront
extraits. Deux classes de taille correspondant aux ultravirus et megavirus seront séparées par
filtration préalablement à l’extraction. Le doctorat effectuera une analyse quantitative (RT-)PCR
sur la série chronologique de métagénomes (ARN et ADN) afin d'estimer les abondances des
virus ciblés au fil des saisons. Les amorces PCR seront conçues pour amplifier spécifiquement les
séquences de virus potentiellement intéressants identifiés dans les données métagénomiques
(tâche 1) ou de virus isolés (tâche 3). En parallèle, la dynamique des populations procaryotes et
micro-eucaryotes  sera  déterminée  sur  les  mêmes  échantillons  par  le  partenaire  MARBEC
(Angélique  Gobet,  CR  IFREMER)  par  approche  barcoding  16S  et  18S  respectivement.  Les
paramètres  physico-chimiques  généraux  seront  mesurés  sur  les  échantillons  (température,
salinité,  pH, concentrations en nutriments et carbone organique total)  ainsi  que la biomasse
algale via la plateforme d’analyse chimique (PACEM) du MIO . La comparaison de ces séries de
données (Barcodes, qPCR, paramètres physico-chimiques) permettra de caractériser l'influence
réciproque  de  l’algue,  des  virus,  de  la  flore  microbienne  et  des  facteurs  abiotiques  sur  la
dynamique des  populations respectives.  Cette  étude permettra  de répondre à une question
importante posée par le partenaire industriel: les virus ont-ils un impact (pas nécessairement
négatif)  sur  la  production  d’algue  du  système  ?  Sont-ils  impliqués  dans  les  épisodes
d’efflorescence en milieu naturel ?

Dans le troisième volet du projet, le doctorant participera à la mise en œuvre d’approches visant
à isoler puis à cultiver les virus présents dans les bassins afin d’en faire des modèles d’étude. Il
collaborera  avec notre  partenaire de l’IMBE (Erwann Loret,  CR CNRS,  St  Jérome) qui  est  en
charge d’isoler des virus infectieux pour les souches d’ulve cultivées dans son laboratoire à
partir des échantillons d’eau prélevés dans les bassins. Ces virus potentiels seront multipliés
dans ces cultures pour être purifiés puis séquencés. Le doctorant participera à l’analyse des
séquences  génomiques  produites.  Par  ailleurs,  il  participera  aux  travaux  d’isolement,
d’identification et de mise en culture de micro-algues et de protozoaires cohabitant à la surface
des ulves conduits par Sonia Bouchard (IE CNRS - MIO). Sous la supervision de Guillaume Blanc,
le doctorant utilisera ces cultures pour implémenter les approches de plaque assay et de co-
cultures liquides, techniques apprises durant son stage de master, pour cloner et cultiver des
virus capables d’infecter ces hôtes unicellulaires. Le doctorant décrira la morphologie (TEM), le
cyle infectieux (microscopie) et le génome (séquençage) du/des virus isolés, ce qui ouvrira la
voie  à  la  caractérisation  moléculaire  de  l’interaction  virus-hôte  et  du  cycle  infectieux  (e.g.
transcriptomique/protéomique).
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