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Résumé : Les tardigrades sont de petits métazoaires
aquatiques capables de résister a une grande variété
de conditions abiotiques extrémes ; en particulier, la
dessiccation et les rayonnements ionisants qui
peuvent induire de nombreux dommages a I’ADN et
menacer l'intégrité du génome. Chez le tardigrade
Ramazzottius varieornatus, une protéine appelée
RvDSup (pour R. varieornatus DNA Damage
Suppressor), semble capable protéger le génome des
rayons X. Afin de mieux comprendre leurs
mécanismes de résistance aux dommages de 'ADN
induits par les rayonnements ionisants, nous avons
choisi de nous intéresser a trois especes de
tardigrades : Hypsibius exemplaris, dont le génome
est séquencé ainsi qu'Acutuncus antarcticus et
Paramacrobiotus fairbanksi, encore peu étudiés et
dont les génomes sont en cours de séquencage. Les
cassures simple brin de 'ADN induites par des doses
de 100 et 1000 Gy de rayonnements y ont été
analysées chez H. exemplaris par migration de 'ADN
génomique sur gel d'agarose dénaturant et les
cassures double brin par Western blot avec un
anticorps spécifique de la forme phosphorylée d'une
histone H2AX. Ces analyses ont confirmé que les
dommages de I'ADN sont dépendants de la dose
administrée et sont majoritairement réparés 72 h
aprés irradiation. Pour identifier les mécanismes
impliqués dans la résistance des tardigrades, nous
avons mesuré les changements de I'expression des
génes en réponse aux rayonnements y et a la
bléomycine, un antibiotique radiomimétique, par
RNA-seq. Ces analyses nous ont permis d'identifier
un ensemble de genes tres fortement surexprimés en
réponse aux deux traitements et ceci dans les 3
espéces analysées.

Nous avons complété cette analyse du
transcriptome par une analyse protéomique chez
H. exemplaris, ce qui a permis de confirmer qu'un
grand nombre de genes induits au niveau ARNm
sont également induits au niveau protéique. Parmi
ces genes, on retrouve de nombreux genes des
voies classiques de la réparation des cassures
double brin de 'ADN (NHEJ, HR, MMEJ) mais aussi
des genes de fonctions inconnues qui semblent
uniques aux tardigrades. Ces génes sont des genes
candidats de la résistance aux rayonnements y des
tardigrades dont nous avons choisi d'étudier la
fonction. Pour cela, nous avons réalisé des
expériences de gain de fonction par expression
hétérologue dans des cellules humaines de la
lignée U20S, qui nous ont permis d'identifier leur
localisation subcellulaire et de tester leur capacité
a conférer une résistance aux stress génotoxiques
en mesurant le nombre de foyers phospho-H2AX
induits aprés traitement a la bléomycine. En
particulier, un des génes testés, qui a été appelé
TDR1 (pour Tardigrade DNA damage resistance 1
gene), est capable de diminuer le nombre de foyers
phospho-H2AX induits par la bléomycine, et ceci
de maniere au moins aussi importante que la
protéine RvDsup précédemment décrite. De facon
remarquable, cette propriété est commune aux 4
orthologues potentiels de TDR1 testés, suggérant
que nous avons mis a jour un nouvel acteur
important de la résistance des tardigrades aux
rayonnements V. Différentes approches
biochimiques et de génomique fonctionnelle,
comme l'invalidation des genes par CRISPR/Cas9,
devraient permettre de mieux comprendre leurs
mécanismes d'action et confirmer leur activité dans
la résistance des tardigrades.
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Abstract : Tardigrades are small aquatic metazoans
capable of withstanding a wide variety of extreme
abiotic conditions; in particular, desiccation and
ionizing radiation which can induce extensive DNA
damage and threaten genome integrity. In the
tardigrade Ramazzottius varieornatus, a protein
called RvDSup (for R. varieornatus DNA Damage
Suppressor), is thought to protect the genome from
X-rays. In order to better understand the resistance
to DNA damage induced by ionizing radiation, we
chose to focus on three tardigrade species: Hypsibius
exemplaris, whose genome has been sequenced,
Acutuncus  antarcticus  and  Paramacrobiotus
fairbanksi, which are still little studied and whose
genomes are being sequenced. DNA single-strand
breaks induced by doses of 100 or 1000 Gy of y-
radiation were analyzed in H exemplaris by migration
of genomic DNA on denaturing agarose gel and
double-strand breaks by Western blot with an
antibody specific for the phosphorylated form of a
histone H2AX of H. exemplaris. These analyses
confirmed that DNA damage is dose dependent and
is mostly repaired 72 h after irradiation. To identify
mechanisms involved in tardigrade resistance, we
measured changes in gene expression in response to
y-radiation and bleomycin, a radiomimetic antibiotic,
by RNA-seq. These analyses allowed us to identify a
set of genes highly overexpressed in response to
both treatments in all 3 species analyzed.

We completed this transcriptome analysis with a
proteomic analysis in H. exemplaris, which
confirmed that a large number of genes induced at
the mRNA level are also induced at the protein
level. These genes include many genes from the
classical DNA double-strand break repair pathways
(NHEJ, HR, MMEJ) but also genes of unknown
function that appear to be unique to tardigrades.
These genes are candidate genes for y-radiation
resistance in tardigrades whose function we chose
to study. To this end, we performed gain-of-
function experiments by heterologous expression
in human U20S cells, which allowed us to identify
their subcellular localization and to test their ability
to confer resistance to genotoxic stress by
measuring the number of phospho-H2AX foci
induced after bleomycin treatment. In particular,
one of the genes tested, which was named TDR1
(for Tardigrade DNA damage resistance 1 gene), is
able to decrease the number of phospho-H2AX foci
induced by bleomycin, and this in a way that is at
least as important as the previously described
RvDsup protein. Remarkably, this property is
common to all 4 potential TDR1 orthologs tested,
suggesting that we have uncovered an important
new player in tardigrade resistance to y-radiation.
Different biochemical and functional genomics
approaches, such as gene invalidation by
CRISPR/Cas9, should allow to better understand
their mechanisms of action and confirm their role
in tardigrade resistance.
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Abréviations

53BP1: p53 binding protein 1

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNdb : ADN double brin

ADNsb : ADN simple brin

AIkD : alkylpurine DNA glycosylase

Alt-EJ : Alternative End-joining

AMNP : Anhydrobiosis-related Mn-dependent peroxidase
AMPK : AMP-activated protein kinase

APTX : Aprataxin

ARN : Acide Ribonucléique

ATM : ataxia telangiectasia mutated

BER : Base Excision Repair ou Réparation par excision de bases
BLM : Bloom syndrome protein

BRCA1-2 : breast cancer 1-2

CAHS : Cytoplasmic Abundant Heat Soluble

CDB : Cassure double-brin

CDK: cyclin-dependent kinase

c-NHEJ : Classical Non-Homologous End Joining ou ligation classique des extrémités non-homologues
COl: Cytochrome Oxydase Subunit |

CSB : Cassure simple brin

CtIP : carboxy-terminal binding protein

DNAZ2 : DNA Replication Helicase/Nuclease 2

DNA-PKcs : DNA-Dependent Protein Kinase Catalytic Subunit
Dsup : Damage Suppressor

ERO : Especes Réactives de I'Oxygéne

EtAHS : Echiniscus Testudo Abundant Heat Soluble

EXO1 : Exonuclease 1

FEN1 : Flap Structure-Specific Endonuclease 1

Fpg : formamidopyrimidine DNA glycosylase

Gadd45 : Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45

GFP : Green Fluorescent Protein

GST : Glutathion S-transférase

HEK 293-T : human embryonic kidney 293-T

HMGN : High mobility group N

HR : Humidité relative

HR : Homologous recombination ou Recombinaison Homologue
LD50 : Lethal Dose 50 ou Dose létale 50

LEA : Late Embryogenesis Abundant

LIG : Ligase

MAHS : Mitochondrial Abundant Heat Soluble

MLH3 : MutL Homolog 3

MMEJ : Microhomology Mediated End-Joining ou ligation des extrémités par microhomologies
MMR : Mismatch Repair ou Réparation des mésappariements
MRE11 : meiotic recombination 11
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mtDNA: ADN mitochondrial

mTOR : mechanistic target of rapamycin

NBS1 : Nijmegen breakage syndrome 1

NER : Nucleotide Excision Repair ou Réparation par excision de nucléotide
PARP 1 -4 : Poly(ADP-ribose) polymérase 1 -4

PolQ : Polymérase Q

PP1 : protéine phosphatases sérine/thréonine de type 1

PP2A : protéine phosphatases sérine/thréonine de type 2A
REDD1 : regulated in development and DNA damage responses 1
RH : Homologous recombination ou Recombinaison Homologue
Rif1 : Replication Timing Regulatory Factor 1

RPA : Replication Protein A

SAHS : Secretory Abundant Heat Soluble

Slx : structure-specific endonuclease

SOD : Superoxyde dismutase

SSA : Single-Strand Annealing

STATS5A : Signal Transducer And Activator Of Transcription 5A
TC-NER: Transcription Coupled NER

TEL : Transfert d’Energie Linéique

TSC1 - 2 : tuberous sclerosis complex 1 -2

UV : Ultraviolets

UVDE : ultraviolet damage endonuclease

WRN : Werner syndrome RecQ like helicase

XLF : XRCC4-like factor

XPF : Xeroderma pigmentosum de type F

XRCC1 - 5: X-Ray Repair Cross Complementing 1 - 5
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Introduction

La premiere description anatomique des tardigrades est publiée en 1773 par Johann August
Ephraim Goeze peu apres l'invention des premiers microscopes. Des 1774, le chercheur
italien Spallanzani, par ailleurs a I'origine de leur nom (qui proviendrait du latin tardus gradus
« marcheurs lents »), découvre que les tardigrades sont capables d’anhydrobiose, un état de
dessiccation extréme réversible, dans lequel I'animal entre dans un état inactif semblable a
la mort. Le débat est alors vif dans la communauté scientifique concernant la véracité de
cette capacité de résurrection, mais en 1859, Louis Michel Frangois Doyere montre que ces
animaux peuvent résister aux hautes températures pendant cet état déshydraté et pourtant
« revenir a la vie ». Au début du XIXe siecle, Hermann Baumann conclut que le métabolisme
des tardigrades anhydrobiotiques est seulement réduit au minimum, sans toutefois
complétement s'arréter. Avec Rahm, en 1923, et tout au long du XIXeme siecle débute une
série d'études sur l'influence de facteurs abiotiques tels que le niveau d’oxygene, la pression,
la température, les rayonnements UV ou les agents chimiques toxiques, sur la survie des
tardigrades anhydrobiotiques qui montrent alors une résilience exceptionnelle a nombre de
conditions extrémes. Keilin définit finalement |'état déshydraté, sous le nom généraliste de

cryptobiose (« vie latente ») en 1959.

Avec la découverte de la radioactivité, on commence a soumettre ces animaux aux
rayonnements y ou aux rayons X. Ce sont les tardigrades qui ont montré les plus hauts seuils
de tolérance parmi tous les métazoaires avec des LD5024n pouvant aller jusqu’a 5,7Gy (May
et al., 1964). Seules des bactéries radiorésistantes comme Deinococcus radiodurans ont a ce

jour montré des résistances plus élevées aux rayonnements ionisants (Battista, 1997).

Au niveau moléculaire, 'ADN est une cible critique des rayonnements ionisants ou UV qui
induisent des cassures simple-brin ou double-brin ou des modifications de bases. Ces
animaux possedent donc des systemes moléculaires efficaces qui leur permettent de
diminuer I'impact des rayonnements sur I’ADN ou des systemes de réparation qui restaurent
I'intégrité du génome.
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Une découverte marquante fut faite en 2016 lorsque I'étude de l'espece Ramazzottius
varieornatus, a révélé une protéine unique aux tardigrades associée a I'’ADN nucléaire qui
pourrait avoir une implication dans la résistance des tardigrades aux dommages a I'’ADN
(Hashimoto et al., 2016b). Les expériences réalisées ont suggéré que cette protéine protege

contre les cassures de 'ADN et elle a été nommée DNA damage suppressor ou Dsup.

Cette étude a confirmé, comme dans les travaux sur la dessiccation, que les tardigrades
pouvaient posséder des mécanismes de résistance originaux reposant sur I'expression de

protéines uniques a ce taxon.

Dans ce contexte, I'objectif de mon travail de thése était d’améliorer la compréhension des
mécanismes moléculaires de protection et de réparation de I'ADN qui expliquent
I'extraordinaire résistance des tardigrades aux rayonnements ionisants. Pour comprendre
comment ils maintiennent l'intégrité de leur génome, une approche intégrée au niveau
transcriptomique et protéomique a été menée sur les tardigrades de trois especes
résistantes aux rayonnements ionisants Hypsibius exemplaris, Acutuncus antarcticus et
Paramacrobiotus fairbanksi. Ces espéces présentent de nombreux avantages liés a un cycle
de vie court, une reproduction parthénogénétique et une facilité d'entretien en laboratoire.
Nous avons également caractérisé la radiotolérance du tardigrade A. antarcticus et réalisé
des études préliminaires sur un orthologue potentiel de Dsup découvert chez cette espece.

Enfin, nous avons réalisé un génome de novo annoté de I'espece A. antarcticus.

Ce manuscrit est composé de trois parties, dont la premiere fait une revue de I'état de I'art
sur les tardigrades et leurs tolérances aux conditions extrémes telles que la dessiccation et
les stress génotoxiques. Je conclurai cette premiére partie en présentant la problématique
du sujet de recherche, les objectifs recherchés et la démarche expérimentale adoptée pour
y répondre. En deuxieme partie, je présente le manuscrit résultant de la majeure partie de
ces travauy, ainsi que des résultats non publiés. Enfin, ce travail de these se termine par une
discussion et une conclusion générale avec les perspectives soulevées par ce travail.
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Premier chapitre : Etat de I'art

L'introduction de ce travail se divise en trois grandes parties. Dans la premiere partie je
présenterai le modeéle tardigrade. Dans la seconde partie de mon exposé je traiterai de la
tolérance des tardigrades a la dessiccation et des mécanismes d’adaptation liés a cette
condition extréme. Enfin, dans la derniere partie je me pencherai sur la tolérance des
tardigrades aux stress génotoxiques et les mécanismes moléculaires décrits chez ces

animaux qui permettent de maintenir I'intégrité de leur génome.

I. Présentation générale des tardigrades : un modele

encore peu connu

Dans un but didactique, j'ai fait le choix de débuter mon introduction en faisant une
description générale des tardigrades qui sont des animaux encore peu étudiés. Certains
points de description du modele ne sont pas essentiels a la compréhension du sujet de

recherche, mais permettent toutefois de se familiariser avec le modele.

Ainsi, je commencerai par une description de leur physiologie, de leur milieu de vie ainsi que
de leur position dans I'arbre du vivant. Cette partie servira a préciser les caractéristiques et

I'emplacement des especes étudiées durant ma these.

A. Physiologie des tardigrades

1. Anatomie des tardigrades

Les tardigrades sont de petits animaux dont la taille est comprise entre 100 et 1200 um. C'est

un taxon trés diversifie et les études phylogénétiques basées sur les données
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morphologiques et moléculaires indiquent I'existence de 2 classes au sein du phylum

Tardigrada : les groupes Eutardigrada et Heterotardigrada.

Les eutardigrades (classe Eutardigrada) décrits sont le plus souvent semi-terrestres et sont
capables de tolérer a la fois les milieux aquatiques et terrestres. D'autres especes de cette
classe sont plus spécialisées et ne se trouvent que dans les milieux aquatiques, tres

majoritairement d'eau douce. Elles ont une morphologie relativement uniforme.

Les hétérotardigrades (classe Heterotardigrada), majoritairement marins ou intertidaux

présentent quant a eux une bien plus forte variété de morphologies.

Dans cette partie je présenterai la morphologie et 'anatomie fonctionnelle des tardigrades.

Ce faisant, je citerai les différences spécifiques entre les deux classes.

Tache — (Esophage Intestin médian
oculaire Glande Ovocyte Qyaire

salivaire

Ceelomocyte

Cerveau _
Oviducte

Intestin
postérieur

JEEEES—

Bouche

Appareil Tube
bucco-pharyngé buccal

Stylet pharynx

Gonopore/anus

Cordon nerveux Tubes de
ventral Malpighie

Ganglion ventral

Glandes situées au
dessus des griffes

Figure 1: Anatomie interne d'un tardigrade en vue latérale. (Image modifiée issue

de Rachael, 2021).
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a. L'intégument

Le corps des tardigrades est enveloppé d'une cuticule multicouche acellulaire d'épaisseur
variable composée de chitine et d'un épiderme monocouche sous-jacent secrétant la
cuticule (Greven and Greven, 1987; Mgbjerg et al.,, 2018). Ces couches forment ce qu'on
appelle l'intégument du tardigrade. La cuticule est assez résistante pour résister aux
pressions mécaniques et a l'abrasion superficielle mais est aussi assez flexible et permet la

locomotion et la ponte durant la reproduction (Czernekova and Vinopal, 2021).

L'intégument prend des couleurs variables, présentant différents degrés de transparence
allant du blanc au brun qui provient de certaines cellules ou de leur contenu stomachal. La
couleur provient de pigments dont |'origine est vraisemblablement alimentaire, comme les
caroténes retrouvés dans I'intégument ou la cavité corporelle de certaines especes. Par
ailleurs, les tardigrades semi-terrestres présentent une coloration plus prononcée qui
pourrait leur servir a se protéger contre les rayons ultraviolets ou contre le stress oxydant
(Bonifacio et al., 2012). Les tardigrades semi-terrestres réduisent de maniere significative le
volume de leur cavité corporelle et ce en quelques minutes seulement par déshydratation
quasi-complete en réponse a la dessiccation du milieu et ceci suggere que leur intégument

peut étre hautement perméable (Crowe, 1972; Halberg et al., 2013a).

Comme les membres du super-embranchement des ecdysozoaires, les tardigrades passent
par des processus de mues pendant lesquels ils remplacent leur cuticule. Pendant ce
processus la totalité de l'intégument et les parties sclérifiées de I'appareil bucco-pharyngé
et du rectum ainsi que les stylets buccaux qui permettent de percer les aliments sont

remplacés (Guidetti et al., 2012).

Les eutardigrades décrits possedent une cuticule simple, avec des variations d'épaisseur en
fonction de I'espéce, leur donnant un aspect lisse a I'exception de certaines especes comme
le genre Calohypsibius (Gasiorek et al, 2019) qui présente des épines cuticulaires. Les

hétérotardigrades possedent des formes de cuticules beaucoup plus variables, avec un
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ensemble d'organes sensoriels qui ornent la cuticule et qui peuvent prendre la forme d'ailes

(ou alae), de piliers ou d'épines (Mabjerg et al., 2018)

b. Les appendices

I. Les pattes

Les tardigrades possedent 4 paires de pattes sans articulation. Les 3 premieres paires de
pattes sont localisées de maniere ventrolatérale et sont utilisées pour la locomotion de
I'animal, tandis que la 4°™ paire, dirigée cOté postérieur, leur permet de s'agripper aux
substrats sur lesquels ils évoluent. Certains tardigrades marins de la classe des

hétérotardigrade possedent des pattes télescopiques rétractables (Mgbjerg et al., 2018).

ii. Appendices sensoriels

Chez les eutardigrades, on trouve parfois des cellules sensorielles tres réduites situées au
niveau céphalique qui pourraient faire office de récepteurs sensoriels (Walz, 1978), mais leurs
fonctions sont encore mal connues. Les hétérotardigrades, en revanche, se caractérisent par
la présence d'un éventail d'appendices sensoriels céphaliques appelés cirre et clavae qui
sont des structures complexes pouvant avoir des fonctions mécanoréceptrices ou

chémoréceptrices (Mgbjerg et al., 2018).

c. Cavité corporelle

Les organes internes des tardigrades baignent dans un fluide au sein de leur cavité
corporelle. lls ne possedent pas de systeme respiratoire ou circulatoire, ainsi |'eau, les gaz,
les nutriments et les électrolytes circulent via ce fluide par diffusion et par transport
membranaire actif au travers de certains épithéliums (Halberg and Mgbjerg, 2012). Il a été
montré chez de nombreux tardigrades qu'ils pouvaient osmoréguler efficacement en faisant
entrer constamment de I'eau dans la cavité et en éliminant I'eau en exces, vraisemblablement

via I'épithélium digestif de l'intestin moyen (Halberg et al., 2013b, 2009). Dans leur cavité
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corporelle baignent des ccelomocytes (ou cellules de stockage) qui font probablement office
de réserves énergétiques en accumulant polysaccharides et lipides (Hyra et al., 2016). Elles
pourraient également avoir un role défensif en phagocytant les bactéries (Mgbjerg et al.,

2018).

d. Systéeme digestif

De maniere générale, les tardigrades peuvent se nourrir de bactéries, de plantes, de
champignons ou de tres petits animaux comme les nématodes ou les rotiferes (Bryndova et
al., 2020). Bien que les données sur le régime alimentaire restent peu nombreuses, il semble
que beaucoup d'especes sont préférentiellement herbivores ou carnivores. Concernant les
trois especes étudiées au cours de ma these, deux d'entre elles, H. exemplaris et A.
antarcticus, se nourrissent et peuvent se développer en mangeant des microalgues vertes
comme Chlorella vulgaris. 1| a été documenté que H. exemplaris peut également se nourrir
d'autres types de microalgues vertes comme Chlorococcum sp, de certaines cyanobactéries,
de champignons comme Saccharomyces cerevisiae. La troisieme espece étudiée, P.
fairbanksi, est cultivée en présence de Chlorella vulgaris et de rotiferes, dont les adultes se
nourrissent, mais il a été décrit que ce tardigrade pouvait se nourrir également de
cyanobactéries de type Nostoc sp., de S. cerevisiae ou de petits métazoaires comme des

nématodes, des rotiferes ou méme d'autres tardigrades (Bryndova et al., 2020).

Au niveau anatomique, le systeme digestif des tardigrades se compose d'un appareil buccal
comprenant une bouche contenant de nombreux récepteurs sensoriels et d'un stylet qui leur
permet de percer la nourriture (Figure 1). lIs possedent également un cesophage suivi d'un
intestin médian qui est vraisemblablement le lieu d'absorption des nutriments et d'échange
d'eau et de solutés avec la cavité corporelle. Les eutardigrades possedent des tubes de
Malpighi reliés au carrefour de I'intestin médian et postérieur. On pense que ces tubes, en
raison de leur position, sont impliqués dans la production de I'urine, mais également dans
I'osmorégulation (Halberg et al., 2009). Ces tubes se déversent dans l'intestin postérieur, au
méme titre que le contenu de lintestin médian et des gametes venant du systeme

reproductif. L'intestin postérieur donne sur un cloaque ou passent a la fois le bol stomacal
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et les gametes. Chez les hétérotardigrades, les tubes de Malpighi sont absents et leurs anus

et gonopores sont séparés (Magbjerg et al., 2018).

e. Systeme musculaire

Le systeme musculaire des tardigrades peut se diviser en deux types de muscles, les muscles

somatiques et les muscles viscéraux.

Les muscles somatiques sont composés de fibres musculaires indépendantes. Ils traversent
la cavité corporelle de I'animal en étant attachés a la cuticule via des cellules épithéliales qui
servent de points d'attache présents sur toutes les parties de I'intégument, de la téte aux
pattes. Ces muscles permettent la locomotion, le mouvement et la flexibilité des tardigrades.
lls sont également a l'origine de la réorganisation structurale du corps durant la cryptobiose,

qui voit réduire la taille de I'animal aprés excrétion de I'eau contenue dans I'organisme.

Les muscles viscéraux sont associés aux organes internes, en les suspendant : intestins, tubes
de Malpighi, gonades ainsi que les tubes et conduits qui relient ces organes. Ils permettent
également la fermeture du cloaque chez les eutardigrades ou du gonopore chez les
hétérotardigrades. La musculature bucco-pharyngée impliquée dans la nutrition de |'animal
est aussi composée de muscles viscéraux (Magbjerg et al., 2018). Enfin, ils sont également
impliqués dans le phénomeéne de contraction du corps en réponse a la dessiccation chez
certains tardigrades (qui par exemple réduit la taille de I'eutardigrade Richtersius coronifer
de 87%). lls permettent la réorganisation des organes internes a I'entrée et a la sortie de la

forme inactive en dessiccation (Halberg et al., 2013a).

f. Systéeme nerveux

Le systeme nerveux baigne dans la cavité corporelle, simplement entouré d'une membrane.
Ainsi I'hypothese a été faite qu'en plus de jouer son réle dans le transfert de signaux
électrochimiques aux organes et aux muscles, il aurait aussi un réle endocrine de relargage

d'hormones directement dans la cavité corporelle pour contréler certaines fonctions comme
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la reproduction (Schulze and Persson, 2015). Il contient le tiers de cellules de I'organisme

chez I'hétérotardigrade Haplobiotius crispae (Mabjerg et al., 2011).

Au niveau du cerveau, le systeme nerveux est bilatéral, symétrique et composé de 3 paires
de lobes cérébraux qui sont traversés par le tube buccal et les stylets. Des taches oculaires
photoréceptrices connectées au 1°" lobe cérébral sont situées sur la téte de nombreux

eutardigrades et hétérotardigrades de la famille des Echiniscoideas.

Au niveau du corps, le systeme nerveux comporte des ganglions et cordons nerveux qui
s'étendent jusqu’a la région postérieure de I'organisme et sont reliés aux lobes cérébraux au
niveau antérieur. Il comporte en particulier un ganglion ventral par paire de pattes (Persson

et al,, 2014, 2012).

2. Cycle de vie et reproduction

a. Mode de reproduction

Les tardigrades sont des animaux ovipares qui peuvent se reproduire par reproduction
sexuée ou asexuée. Le mode de reproduction dépend de ['habitat, des conditions
environnementales et de I'espece (Bertolani, 2001). La parthénogenese est le seul mode de
reproduction asexué qui a été observé chez les tardigrades. La reproduction sexuée peut

étre gonochorique ou hermaphrodite (Altiero et al. 2018).

La parthénogenése est donc tres répandue parmi les tardigrades et a été uniquement
retrouvés parmi les eutardigrades et les hétérotardigrades de I'ordre Echiniscoidea, tandis
que chez les hétérotardigrades marins (arthrotardigrades) n'a été observée que de la
reproduction sexuée. Elle peut étre obligatoire ou facultative. La parthénogenese facultative
permet a des especes se reproduisant par reproduction sexuée, d'alterner par une

reproduction parthénogénétique sous certaines conditions (Jezierska et al., 2021).
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La parthénogeneése chez les tardigrades peut étre automictique (avec une phase de méiose
pour rétablir la diploidie) ou apomictique (absence de méiose, seulement des mitoses) tres
généralement thélytoque, c'est-a-dire qu'elle ne donne naissance qu'a des femelles.
Toutefois, dans certains cas décrits comme thélytoques des males ont été retrouvés,
suggérant que les mécanismes de reproduction des tardigrades restent encore tres

méconnus (Figure 2).
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Mitose Méiose
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Figure 2: Schéma du mode de reproduction de parthénogenese thélytoque chez les
tardigrades. Pour la parthénogeneése automictique est représenté le cas d'une
recombinaison par crossing-over pour représenter I'impact sur le niveau d'hétérozygotie

(Traduit de Rabeling and Kronauer, 2013).
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Chez les tardigrades, la parthénogenése apomictique est souvent associée a une triploidie

ou plus rarement a une tétraploidie (Rebecchi et al. 2003b)

Chez H. exemplaris, espéece diploide (2n=10 chromosomes), la parthénogenese a été décrite
comme automictique thélytoque, avec une endomitose apres la méiose 1 et |I'absence de
méiose 2 (Ammermann, 1967). C'est toutefois la seule étude qui a été faite sur cette espece
et davantage d'études de son mode de reproduction sont nécessaires pour confirmer ceci

avec certitude.

A. antarcticus (2n=12 chromosomes) (Altiero et al. 2015) a été décrit comme réalisant une
parthénogenese automictique thélytoque, toutefois elle n'a pas été décrite en détail. Enfin
aucune description du mode exact de reproduction parthénogénétique de P. fairbanksi
n'existe, mais Guidetti et al. 2019 suggerent que cette espece est triploide (n=17-18) et

réalise une parthénogenese apomictique thélytoque.

b. Cycle de vie

Le cycle de reproduction d'un Eutardigrade parthénogénétique se compose des étapes
suivantes : développement embryonnaire, éclosion, croissance du juvénile par mues
successives, atteinte de la maturité sexuelle, production d'ceufs, ponte et mue (Figure 2). La
maturité sexuelle est généralement acquise a la deuxieme ou troisieme mue, plus rarement
a la premiere (Ramazzotti and Maucci, 1983; Altiero et al., 2018). La production d'ceufs a lieu
pendant tout I'age adulte des tardigrades et dépend grandement des conditions de culture
(température, disponibilité en oxygene et en nourriture). A partir d'études en laboratoire, en
conditions contrdlées, on peut obtenir les caractéristiques biologiques des espéeces cultivées
en laboratoire. Des variations du cycle de vie peuvent étre observées au sein d'une méme

population comme montré dans le tableau 1 pour P. fairbanksi.
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Les tardigrades limniques et terrestres produisent soit des ceufs lisses dans leur mue

cuticulaire ou exuvia (H. exemplaris), soit des ceufs tres ornementés, produits sans mue (A.

antarcticus, P. fairbanksi).

Durée Aced Nombre Nombre max.
| Mode de Durée de vie | de vie - & s e Taux d'ceufs par
Espéce i . I'oviposition |d'ovipositions v . Reference
reproduction (jours) max. e e imal d'éclosion ponte
(jours) (jours) Paranima (fertilité)
Hypsibius exemplaris Parthénogenése (61.9 £9.9 75 |8.0£3.1 10.5+2.2 |90-100 % 8 Vasanthan et Stone, 202(
Acutuncus antarticus Parthénogeneése [69.2 + 36.4 162 [9.3+1.1 7.5 97.6 % 10 Tsujmoto et al. 2015
Paramacrobiotus fairbanksi 1* Parthénogenése [194.9 £164.4| 518 |76.9+16.4 16 83-95.8%| 11.0+7.1 |Altiero etal. 2006, 2010
Paramacrobiotus fairbanksi® |Parthénogenése |137.3 £136.4| 457 [70.7+19.4 15 51-87% 8.0 +6.2 |Altiero etal. 2006, 2010

Tableau 1 : Caractéristiques biologiques des especes étudiées dans ce travail de recherche.

* 2 clones ont été testés dans les études de Altiero et al. 2006, 2010 : "Clone nommé CDMr01 ; 2Clone nommé

CDMr02. Cette espéce avait été initialement identifiée comme étant Paramacrobiotus richtersi par (Altiero et

al, 2006) mais a été ré-identifiée comme étant Paramacrobiotus fairbanksi par (Guidetti et al., 2019).
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Figure 3: Représentation schématique des différentes étapes du cycle de vie d'un
eutardigrade. Lors de la ponte, les ceufs peuvent étre pondus dans I'exuvie ou libres en
fonction de I'espéce. Dans le cas de H. exemplaris qui pond dans I'exuvie. (Inspiré de Altiero

et al,, 2018).
B. Distribution géographique des tardigrades

Parmi les tardigrades, ce sont les espéces terrestres et intertidales qui montrent des
capacités de survie aux changements extrémes des conditions de leur milieu. Toutefois les
tardigrades ne sont pas a proprement parler des extrémophiles mais plutot des organismes
extrémotolérants qui peuvent survivre aux conditions extrémes, préférant néanmoins les
milieux plus cléments. Grace a des adaptations spécifiques, comme la cryptobiose, certaines
especes de tardigrades arrétent leur métabolisme, ce qui leur permet de persister dans des
habitats dépourvus d'eau et peu propices a la vie. Ainsi, il semble important de comprendre
la biogéographie des tardigrades pour comprendre dans quelles conditions leurs capacités

de résistance ont été acquises.
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Les tardigrades sont présents de maniere ubiquitaire sur tous les biomes de la planéte. En
effet, ils pourraient étre déplacés sur de courtes distances grace aux vents ou aux courants
marins. Il a également été démontré que certaines especes étaient transportées sur des
distances intercontinentales en étant fixées sur des oiseaux migrateurs (Mogle et al., 2018).
La conséquence de cette dispersion est qu'ils sont souvent décrits comme des animaux
cosmopolites (Degma et al. 2023). Pourtant, la majorité des especes étudiées sont restreintes
a des zones géographiques bien délimitées. Néanmoins plusieurs espéces sont retrouvés sur
plusieurs régions biogéographiques, voire dans toutes les régions terrestres étudiées
comme Paramacrobiotus fairbanksi ou Milnesium inceptum (anciennement appelé Milnesium

tardigradum) (Pilato and Binda, 2001; Nelson, 2002; Kaczmarek et al. 2010).

1. Tardigrades terrestres et d’eau douce

En 2019, 80% des especes de tardigrades décrites sont semi-terrestres (Degma et al., 2019).
De nombreuses espéeces vivent sur des substrats a humectation périodique, notamment par
la pluie, mais qui peuvent parfois se dessécher completement (Vicente and Bertolani, 2013).
La variété de substrats sur lesquels ils vivent comprend les mousses et les lichens, eux-
mémes fixés sur des roches, sédiments, troncs d'arbres, bois morts ou méme sur des
constructions humaines comme les murs, haies ou toits. On retrouve également des
tardigrades dans I'humus des foréts, quel que soit le type de forét. Les tardigrades semi-
terrestres sont aussi retrouvés dans des piscines naturelles temporaires comme des flaques
ou les mares. Ces habitats sont libres de prédateurs et riches en nutriments, en faisant des
niches de choix (Nelson et al., 2018). De maniere plus globale, on retrouve des tardigrades
terrestres dans les déserts, les plaines, les foréts, la toundra, les sommets montagneux et les

poles Arctique et Antarctique (Nelson et al., 2018).

Les 3 espéeces étudiées pendant mes recherches sont semi-terrestres et sont retrouvées a la
fois dans les environnements terrestres comme les mousses ou aquatiques comme les
flaques temporaires, les étangs ou les lacs (GAsiorek et al., 2018; Kaczmarek et al., 2020;
Tsujimoto et al., 2014). Tandis que H. exemplaris et P. fairbanksi sont des especes

cosmopolites, A. acutuncus est retrouvé dans les régions polaires comme I'Antarctique, une
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région extréme et variable en termes de températures, disponibilité en eau et changements

météorologiques (Tsujimoto et al. 2015; Peck et al. 2006).

2. Tardigrades marins

Au niveau marin, ils sont retrouvés dans tous les océans et mers, aussi bien dans les zones
intertidales que subtidales. La majorité des especes marines décrites sont néanmoins
intertidales et vivent dans les zones sableuses ou bien a la surface de différents substrats ou
sur d'autres organismes (Nelson et al, 2018). Cette sur-représentation des especes

intertidales est probablement due a la plus grande facilité de récolte des échantillons.

lls sont par ailleurs considérés comme des membres importants des méiofaunes benthiques
et épiphytiques dans les milieux aquatiques (Nelson et al., 2015). Certaines especes peuvent
se déplacer passivement grace aux courants au-dessus des substrats présents dans les fonds

(Kristensen and Renaud-Mornant, 1983).

D’autres especes sont retrouvées dans les régions abyssales comme Genus coronactus vivant
jusqu’'a 5730m de profondeur (Junior et al., 2020). Le tardigrade Moebjergarctus manganis
est par exemple adapté de maniere spécifique a un seul micro-habitat, en vivant sur les
nodules de manganese a des profondeurs situées entre 4140-4170m (Bussau, 1992). Aucune
étude physiologique n'a encore été réalisée sur ces tardigrades, mais il est probable que
dans un habitat si spécialisé subissant une forte pression, dépourvu de lumiére et d'oxygene
et dont les concentrations de certains métaux lourds sont tres élevés, cette espece ait
développé des stratégies de protection contre les conditions hostiles et des stratégies de
production énergétique a partir des substrats environnants a l'instar des autres espéeces

vivant dans ces écosystemes (Ponnudurai et al., 2017).
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C. Phylogénie des tardigrades et apparition du phylum

tardigrada

La phylogénie du phylum tardigrada n'est pas complétement élucidée et est alimentée par
I'acquisition croissante de données moléculaires et morphologiques. Afin de mieux
comprendre chez quelles especes et a quel moment les adaptations conférant une résistance
aux stress extrémes sont apparus, il est pertinent d'avoir une compréhension globale de la

phylogénie des tardigrades.

Je décrirai dans cette partie comment le phylum tardigrada se positionne au sein du regne
animal, puis la classification a I'intérieur du phylum, en me concentrant davantage sur les

eutardigrades dont nos modeles d'étude font partie.
1. Phylogénie au sein du regne du vivant

a. Les tardigrades font partie des ecdysozoaires

Selon les données morphologiques et moléculaires, les tardigrades sont classés dans le
super-embranchement des ecdysozoaires (Edgecombe, 2010; Telford et al., 2008a). Il s'agit
d'un des deux clades de protostomiens (I'autre étant les lophotrocozaires). Dans ce clade,
tous les animaux se développent par une ou plusieurs mues de leur cuticule. Ce processus
de mue s'appelle I'ecdysis, d'ou ce clade tire son nom (Aguinaldo et al., 1997). La position
des tardigrades au sein des ecdysozoaires a longtemps été controversée mais les avancées

récentes en phylogénie moléculaire ont permis de confirmer cette position.

b. Relations phylogénétiques entre tardigrada et les autres

embranchements au sein des ecdysozoaires

Initialement, les tardigrades étaient classés avec les nématodes dans le groupe
polyphylétique, maintenant obsoléte, des aschelminthes en raison de criteres
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morphologiques communs. Ces criteres comptaient la présence d'un pharynx triradié, de
stylets buccaux et la capacité a entrer en cryptobiose. En ajoutant a I'analyse morphologique,
I'analyse de données moléculaires obtenues par la comparaison de séquences protéiques et
géniques, les analyses phylogénétiques ont gagné en précision (Kinchin, 1994). En utilisant
des séquences de micro-ARNs et les genes ribosomaux 18s et 28s, pour reconstruire la
phylogénie des ecdysozoaires, il a été conclu que les tardigrades étaient des panarthropodes
au méme titre que les arthropodes et les onychophores (Campbell et al., 2011; Rota-Stabelli

et al.,, 2013).

2. Position des tardigrades au sein des panarthropodes

En considérant que les tardigrades font partie des panarthropodes, plusieurs hypothéses se
présentent quant a leurs relations phylogénétiques au sein de ce clade et il ne semble pas
vraiment encore y avoir de consensus quant a ces hypotheses (Smith and Goldstein, 2017;
Jargensen et al., 2018). Soit le taxon Tardigrade est a la fois le groupe frere des arthropodes
et des onychophores (hypothése des lobopodes), soit il est le groupe frere des arthropodes

(hypothese des tactopodes), soit il est le groupe frere des onychophores (Budd, 2001).

L'hypothése des lobopodes qui infere la position des tardigrades comme groupe frere a la
fois des arthropodes et des onychophores est appuyée par plusieurs analyses moléculaires

(Campbell et al., 2011; Hejnol et al., 2009; Rota-Stabelli et al., 2013).

L'hypothéese des tactopodes place les tardigrades en tant que groupe frére des arthropodes
en raison de la présence d'une cuticule semblable, d'un cerveau en 3 parties et d'un systéeme
nerveux constitué d'une série de ganglions, reliés par un cordon nerveux ventral comme

chez les arthropodes (Persson et al.,, 2014, 2012; Telford et al., 2008b).

Enfin, I'nypothése statuant de la proche parenté entre tardigrades et onychophores était la
moins vraisemblable car peu d'analyses moléculaires appuyaient cette hypothese (Campbell
et al, 2011, sec. Supplementary material; Rota-Stabelli et al., 2010) mais des travaux récents
appuient désormais cette hypothese (Marlétaz et al,, 2019).
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3. Phylogénie au sein de I'embranchement Tardigrada

La phylogénie au sein de I'embranchement tardigrada a beaucoup évolué. Initialement, leur
phylogénie était seulement inférée en utilisant certaines caractéristiques morphologiques
de maniere non-exhaustive, ce qui pouvait biaiser la classification phylogénétique
(Kristensen and Higgins, 1984; Pollock, 1995). Ainsi I'ajout de la phylogénie moléculaire aux
données morphologiques a permis d'inférer la phylogénie au sein de I'embranchement
Tardigrada plus précisement. Des approches de phylogénie multigéniques ou
transcriptomiques ont été réalisées. Les genes les plus utilisés pour inférer la phylogénie des
tardigrades sont les génes ribosomaux 18s et 28s, les genes mitochondriaux (Sous-unité |
de la Cytochrome Oxydase, COl mtDNA) ainsi que les protéines nucléaires EF1a, EF2 et la
grande sous-unité de I'’ARN polymérase Il car ils évoluent trés lentement en raison de la

pression de sélection qu'ils subissent (Regier et al., 2004; Guidetti et al. 2009).

De nombreuses données moléculaires confirment la monophylie des classes
hétérotardigrades et eutardigrades (Jargensen et al., 2010; Jargensen and Kristensen, 2004;
Nichols et al., 2006). Ainsi, I'embranchement Tardigrada est composé de 2 classes que sont
les eutardigrades et les hétérotardigrades (Figure 4). Une troisieme classe appelée
mésotardigrades a été proposée, mais elle ne contient qu'une seule espece appelée
Thermozodium esakii (Grothman et al., 2017), originaire d'une source chaude au Japon. Cette
espéece n'a jamais été retrouvée depuis la description faite par Rahm en 1939, rendant son

existence douteuse.
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— Arthrotardigrada

Heterotardigrada

- Echiniscoidea

— Apochela
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— Parachela oL e e e

Figure 4 : Relations phylogénétiques entre les différentes classes et ordres de tardigrades.
En raison de |'absence de matériel biologique disponible et la disparition du lieu de leur
découverte, la classe Mesotardigrada est considérée hypothétique jusqu'a l'apport de

nouvelles preuves (partie grisée) (Jargensen et al., 2018).

a. Phylogénie des eutardigrades

La classe Eutardigrada, majoritairement semi-terrestre et d'eau douce contient la majorité
des especes de tardigrades décrites. Cette classe est composée de deux ordres appelés
Apochela et Parachela (Jargensen et al, 2018). Morphologiquement, ils possedent un
cloaque, un intestin moyen droit, des tubes de Malpighi, deux doubles griffes sur chaque
patte et I'absence de nombreux organes sensoriels sur la téte, le corps et les appendices, au
contraire des Heterotardigrada (Figure 1). De nombreuses données moléculaires appuient
la monophylie de la classe Eutardigrada. Les relations phylogénétiques au sein de la classe

ne sont pas clairement établies et je les présente en figure 5.
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Classe Ordre Super-famille Famille Espéce

— Apochela Milnesiidae

Eohypsibioidea

Calohypsibiidae Hypsibius exemplaris
Hypsibioidea q rlypsibiidae _|: Acutuncus antarcticus

Eohypsibiidae
Eutardigrada ——

Microhypsibiidae
Ramazzottiidae

Ramazzottius varieornatus

Parachela ——

Isohypsibioidea Isohypsibiidae

Macrobiotoidea Macropiotidae = Paramacrobiotus fairbanksi
Murrayidae

.............. Necopinatidae

Figure 5 : Relations phylogénétiques entre les eutardigrades. Les relations entre les clades
au sein des Hypsibibioidea et Macrobiotoidea sont pour le moment inconnues. Sont placées
au bout de l'arbre, les especes étudiées durant mon travail de recherche, ainsi que R.

varieornatus (Figure modifiée issue de Bertolani et al. 2014 et Jargensen et al. 2018).

i. Phylogénie des Parachela

Morphologiquement, les Parachela se caractérisent par I'absence d'appendices sensoriels
céphaliques externes, sauf au niveau de la région péribuccale, la présence de griffes
primaires et secondaires fusionnées et des placoides pharyngés cuticulaires (Jargensen et

al., 2018).

Les études les plus récentes inferent grace aux genes ribosomaux 18S et 28S, la présence
d'’au moins 4 super-familles au sein des Parachela : Eohypsibioidea, Hypsibioidea,
Isohypsibioidea, Macrobiotoidea. Une famille appelée Necopinatidae a été inférée au
groupe Parachela sur la base de données morphologiques, mais ils n‘ont pas été inclus, pour

le moment, dans les analyses moléculaires (Bertolani et al., 2014; Guil and Giribet, 2012).

Malgré ces avancées, il n'y a pas pour le moment de consensus clair quant a la définition
des clades majeurs des Parachela, et la phylogénie présente toujours des incongruences

entre les différentes méthodes. L'acces a un nombre croissant de données génomiques et
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transcriptomiques permettront probablement dans un futur proche de préciser ce clade. Les
especes étudiées durant ce travail de thése font toutes partie de I'ordre Parachela. H.
exemplaris et A. antarcticus appartiennent a la famille des Hypsibiidae, elle méme incluse
dans la super-famille des Hypsibioidea dont R. varieornatus fait partie (Ramazottiidae). Enfin
la troisieme espéece étudiée P. fairbanksi fait partie de la famille des Macrobiotidae, elle-
méme incluse dans la super-famille des Macrobiotoidea. Une inférence phylogénétique
basée sur les facteurs d'élongation EF1a, EF2 et la grosse sous-unité de la Polymérase Il puis
une estimation des temps de divergences suggere une séparation entre les clades des
Macrobiotidae et des Hypsibiidae il y a plus de 200 millions d'années (Regier et al. 2004).
Selon cette méme étude, les Parachela auraient divergé des Apochela entre 433 et 474
millions d’années (Regier et al. 2004), mais la méthode de datation moléculaire utilisée reste

sujette a controverse et ces données ne doivent étre prises qu'a titre indicatif.

ii. Phylogénie des Apochela

Les Apochela ne contiennent qu'une seule famille de tardigrades appelée Milnesiidae
composée de 4 genres. Aucune donnée moléculaire n'est disponible pour 3 de ces genres,
sauf le genre Milnesium. Ainsi, aucune relation phylogénétique supplémentaire n'a pu étre
établie. Morphologiquement, les Apochela possedent des papilles latérales au niveau de la
téte ainsi que des griffes primaires et secondaires séparées et émanant directement de la

patte au lieu d'étre fusionnées.

Guil et Giribet, 2012 suggerent que la classe Heterotardigrada est en fait un groupe frére de
I'ordre Apochela pourtant classifié au sein des eutardigrades. Cette possibilité pourrait
signifier que I'ordre Apochela est en réalité une classe de transition et qu'ils sont les « vrais »
mésotardigrades qui séparent les hétérotardigrades des eutardigrades. Plus recemment, Guil
et al. 2019, en regard de données morphologiques et moléculaires, ont proposé d'élever
I'ordre Apochela au rang de classe et de les appeler Apotardigrada. Ainsi les Parachela
deviendraient les nouveaux Eutardigrada. Toutefois, Morek et Michalczyk, 2020 ainsi que
Fleming et Arakawa, 2021 doutent de cette nouvelle classification, ce qui montre que le

débat dans ce domaine reste controversé et sujet a modifications.
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b. Phylogénie des hétérotardigrades

Les hétérotardigrades sont une classe tres diversifiee, divisée en 2 groupes, les
arthrotardigrades (ou Arthrotardigrada), exclusivement marins et les Echiniscoideas qui

peuvent étre tidaux, semi-terrestres ou limniques (Guil and Giribet, 2012).

lls ont une morphologie qui se caractérise par la présence d'un diverticule latéral au niveau
de lI'intestin moyen, la présence d'un gonopore et d'un anus distinct et de nombreux organes

sensoriels céphaliques.

L'analyse des genes ribosomaux 28S a permis de tester la monophylie des Echiniscoidea
(Sands et al,, 2008; Jargensen et al., 2011), néanmoins d'autres études n'inferent pas la
monophylie de cette super-famille (Nichols et al., 2006; Jargensen et al., 2011), tandis que
les arthrotardigrades sont vraisemblablement un groupe paraphylétique en accord avec les
données moléculaires publiées (Jargensen et al., 2010; Guil and Giribet, 2012). La phylogénie
de ce groupe n’est pas solidement fixée et nécessite davantage d'échantillonnages et de
sequencages d'ADN, spécialement pour le groupe paraphylétique des arthrotardigrades afin

d'avoir la résolution suffisante pour éclaircir les relations au sein de ces taxons.

4. Paléontologie et datation moléculaire du phylum Tardigrada

a. Une possible origine marine

L'histoire évolutive et I'écologie des tardigrades n’est pas entierement comprise. L'étude de
I'évolution de la cryptobiose chez les tardigrades et de leur terrestrialisation (la colonisation
des environnements terrestres et d'eau douce) pourrait fournir de nouvelles informations
sur I'évolution des panarthropodes et des tardigrades. Leur étude pourrait aider a

comprendre les événements qui ont conduit a I'émergence de la vie continentale.

La prévalence des tardigrades terrestres dans la littérature descriptive est probablement due
a des raisons d'accessibilité plutot qu'a une réelle prévalence. Il ne fait pas de doute que de
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nombreuses espéces marines restent encore a découvrir. En effet, bien que ce ne soit pas
prouveé, les tardigrades pourraient prendre leur origine évolutive dans I'environnement
marin d'apres des données de fossiles marins datant du mi-Cambrien (~514 £ 1.0 Millions
d'Années). Ce fossile provient d'une période durant laquelle colonisation terrestre par les
panarthropodes s'est probablement réalisée (Maas and Waloszek, 2001; Rota-Stabelli et al.,
2013; Guidetti and Bertolani, 2018). Dans ce fossile du type « Orsten », la phosphatisation
des surfaces cuticulaires a permis de conserver des microfossiles de larves ressemblant a des
tardigrades aux stades les plus précoces. Les 4 larves retrouvées possédaient 3 paires de
pattes seulement (au lieu de 4 chez les tardigrades) avec 2 griffes aux extrémités. Cela
pourrait concorder avec le fait que les hétérotardigrades (appelés larves) possedent 2 griffes
au lieu de 4 aux extrémités. Bien qu'il soit impossible d'affirmer avec certitude que ces
organismes soient des tardigrades, ils pourraient étre un potentiel groupe souche des
tardigrades, maintenant éteint. La localisation marine du fossile peut suggérer que les
tardigrades n'avaient pas encore colonisé les continents a cette période, alors que les
panarthropodes I'avaient probablement déja fait (~510-471 MA) (Rota-Stabelli et al., 2013).
Ainsi, la colonisation du milieu terrestre par les tardigrades a pu avoir lieu dans un second
temps, en méme temps que les nématodes et onychophores (~442 MA). En résumé, elle
pourrait avoir eu lieu au Silurien - début du Dévonien, a la suite de la colonisation terrestre
des plantes et des panarthropodes (Rota-Stabelli et al., 2013). Ces hypothéses restent
sujettes a discussion et seule la découverte de davantage de fossiles permettrait une
datation plus précise de la radiation des ecdysozoaires et de leur sortie de I'environnement

marin.

b. Adaptation a la vie terrestre

Si I'on considere que les tardigrades sont originellement marins, I'une des pressions de
sélection initiale pour coloniser les terres fut probablement la nécessité de supporter le
stress hydrique, les fortes concentrations salines, les températures glaciales et les
rayonnements solaires notamment dans les zones intertidales et cOtieres, ou

I'environnement alterne entre zones seches et inondées au gré des marées. De maniere plus
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générale, le passage de I'océan a la terre pour les ecdysozoaires a conduit a I'émergence
d'adaptation aux changements environnementaux rapides chez certains de ces organismes.
Pour faire face a ces conditions, ils ont pu développer des mécanismes de résistance aux
conditions extrémes et notamment grace a la forme cryptobiotique. Cette innovation
évolutive pourrait avoir eu lieu avant la colonisation effective de I'environnement terrestre,
dans les zones intertidales. En effet, les tardigrades marins Echinoscoides sigismundi et
Styraconyx haploceros, vivants dans les zones intertidales présentent une haute tolérance a
la déshydratation compléete grace a leur capacité cryptobiotique, tandis que les especes

exclusivement marines ne peuvent entrer en cryptobiose (Jargensen and Mgbjerg, 2015).

Enfin, la nécessité de tolérer ces changements brusques d’environnements a pu, en plus de
développer la capacité de cryptobiose, permettre le développement d'un ensemble
d'innovations évolutives pour réparer les dommages causés par les conditions
environnementales défavorables. Et de maniere intéressante, la tolérance a la dessiccation
semble étre en corrélation avec leur capacité a survivre a des doses extrémes de

rayonnements ionisants.

II. La tolérance aux conditions extremes: le cas

particulier de la dessiccation chez les tardigrades

A. Adaptation aux conditions extrémes et cryptobiose

La majorité des especes décrites provient du milieu terrestre, au niveau des prairies, mares,
cours d'eau, foréts et sédiments. Malgré leur présence terrestre, les tardigrades doivent
toujours étre entourés d'une fine pellicule d’eau pour étre actifs et sont ainsi considérés
comme des animaux aquatiques. Dans cette multitude d'habitats, certains offrent des
conditions abiotiques stables et protégées comme les sédiments et I'humus des foréts,

tandis que d'autres donnent lieu a des variations importantes de température et d’humidité
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comme les mousses et les lichens sur les arbres. Dans ces milieux plus instables, il est

nécessaire de posséder des mécanismes particuliers pour survivre a ces variations.

a. L'anhydrobiose pour s’adapter a la dessiccation

Pour faire face a I'absence d'eau dans leur habitat, les tardigrades peuvent adopter une
forme déshydratée inactive. Cette forme de déshydratation extréme (ou dessiccation) porte
le nom d'anhydrobiose et semble étre toujours caractérisée par l'arrét complet du
métabolisme, ou tout du moins a un niveau indétectable. Les tardigrades possédant cette
capacité prennent une forme de tonneau (« tun shape ») et perdent la majeure partie de
I'eau (Figure 5) qu'ils possedent dans leur organisme au niveau intra et extra-cellulaire
(<0,1g H20.g" de matiére séche ou <10% de la masse hydrique), ce qui équivaut a une
humidité relative de l'air de 50% a 20°C (Alpert, 2005). Le seuil de 10% de masse hydrique
semble marquer la dessiccation extréme, étant donné que c'est a ce taux qu'il n'y a plus
assez d'eau pour former une monocouche de molécules d'eau autour des macromolécules,
inhibant ainsi toute réaction enzymatique et entrainant de facto I'arrét du métabolisme (Billi
and Potts, 2002). Enfin, le phénomene d'anhydrobiose peut étre défini par la capacité a se
déshydrater complétement, en équilibre avec un air qui est modérément a extrémement sec,

puis avoir la capacité de reprendre une activité normale apres réhydratation (Alpert, 2006).

b. Adaptation aux changements environnementaux extrémes :

la cryptobiose

De maniere plus générale, cette forme extréme de quiescence n'est pas seulement spécifique
au manque d'eau. Elle a été nommée cryptobiose et a été introduite par Keilin en 1959
(Keilin, 1959; Clegg, 2001). Il la définit comme « |'état d'un organisme qui ne montre aucun
signe visible de vie et dont l'activité métabolique est difficilement mesurable ou atteint un
état d'arrét réversible ». L'induction et la maintenance de ce processus de survie est liée a

des stimuli environnementaux externes.
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Ce terme générique s'applique a différentes stratégies de survie aux conditions extrémes
que peuvent étre la dessiccation, les températures glaciales ou les fortes variations de
salinité. La forme cryptobiotique prend alors le nom d'anhydrobiose, de cryobiose ou
d'osmobiose. D'autres formes en réponse au manque d’'oxygene ou au contact avec des
molécules environnantes toxiques semblent exister et portent le nom d'anoxybiose et de
chimiobiose, mais les informations scientifiques sont manquantes a leur sujet. Les capacités
cryptobiotiques des tardigrades ne sont pas limitées a un stade de développement précis,
mais plutot présentes durant toutes les étapes du cycle de vie des tardigrades possédant
cette adaptation. Cela en fait des holo-cryptobiontes a I'instar de certains nématodes et des
rotiferes bdelloides, en distinction d'autres animaux dont les capacités cryptobiotiques sont
restreintes a des stades tres spécifiques du développement comme chez certaines larves
d'insectes ou de crustacés (Jonsson, 2005; Rebecchi et al, 2007). Le cycle de vie des
tardigrades cryptobiotiques consiste en des alternances entre des périodes actives de
croissance et de reproduction, interrompues par des périodes d'inactivité métabolique
totales imposées par les conditions environnementales hostiles. La cryptobiose se pose alors
comme une réponse rapide a des changements environnementaux soudains et une maniere
d'échapper a des conditions abiotiques temporaires non propices a la vie sans avoir a fuir
géographiquement ces conditions. Il est a noter que les conditions d'anhydrobiose, de
cryobiose et d'osmobiose sont aussi retrouvées chez les tardigrades vivant dans les régions
intertidales, d'ou les tardigrades pourraient avoir commencé leur conquéte du milieu
terrestre. C'est donc chez les espéces intertidales, cotieres et terrestres qu'on pourrait
s'attendre a retrouver ces adaptations. Par ailleurs les tardigrades semi-terrestres peuvent
généralement entrer dans leur forme cryptobiotique en moins de 30 minutes, tandis que les
tardigrades vivant dans les zones intertidales peuvent passer dans cet état en seulement

quelques secondes (Sgrensen-Hygum et al., 2018).

c. Mécanismes biologiques de la cryptobiose

Le phénomene protecteur de cryptobiose implique un ensemble complexe de facteurs

agissant aux niveaux structurels, physiologiques et moléculaires.
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Au niveau structurel, les muscles viscéraux et somatiques participent a la formation de la
forme de tonneau. Les muscles viscéraux réorganisent les organes internes, tandis que les
muscles somatiques contractent le corps et les 4 paires de pattes des tardigrades (Figure 7,
A et B). Les filaments protéiques musculaires, comme l'actine mais aussi d'autres protéines
du cytosquelette permettent de stabiliser la structure du tonneau en rigidifiant le corps et

stabilisant ainsi la forme déshydratée de I'animal (Mgbjerg and Neves, 2021).

L'aspect physiologique des tardigrades est également altéré, notamment par l'arrét des
processus liés a la sénescence, réduisant ainsi le temps biologiquement actif des tardigrades
sans affecter, en théorie, leur horloge biologique et leur espérance de vie (S. Hengherr et al.,
2008). Ce phénomene est appelé effet « Belle aux Bois Dormant » (ou « Sleeping Beauty »
effect) et a été étudié chez les tardigrades et les rotiferes (Ricci and Covino, 2005). En second
lieu, I'absence d'activité métabolique permet de survivre sans consommer d'énergie, ni
d'avoir le besoin de se nourrir, ce qui est un avantage considérable quand les conditions
environnementales ne sont pas propices pour une longue durée. Néanmoins |'étape de
réhydratation nécessite de I'énergie, car des processus actifs de réparation des composants
cellulaires doivent étre mis en place a cette étape cruciale. Cette énergie est probablement
puisée dans les cellules de stockage des tardigrades comme le suggere la diminution de leur
volume apres un cycle d'anhydrobiose (Jonsson and Rebecchi, 2002). Le phénomene de

cryptobiose en réponse a la dessiccation est illustré dans la figure 6.
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Entrée en dessiccation

Rétractation des muscles
Perte de I'eau intracellulaire 4

Synthése d’agents bioprotecteurs
Arrét des processus de sénescence

Réhydratation passive et

réparation cellulaire active qui
demande de I’énergie

Animal viable

Figure 6 : Le processus de cryptobiose consiste en une dessiccation concomitante avec des
adaptations biochimiques et physiologiques. La sortie de la cryptobiose implique des
systemes de réparation des composants endommagés pour permettre le retour a la vie

normale. Image modifiée (Schill and Hengherr, 2018).

Il est intéressant de noter que malgré la possibilité de rester théoriquement pendant de tres
longues périodes a I'état cryptobiotique, cela n'assure pas forcément une survie a I'animal.
Le record de survie a I'état cryptobiotique est de 20 ans en conditions de laboratoire
(Jergensen et al., 2007) et 30 ans en conditions de congélation (Tsujimoto et al., 2016). Il a
été proposé que si la quantité de dommages accumulés durant la période cryptobiotique
excéde la capacité énergétique dont a besoin le tardigrade pour réparer ces mémes
dommages (Rebecchi et al., 2006), alors il ne peut pas survivre a la réhydratation, imposant

ainsi une limite de temps a la cryptobiose (Schill and Hengherr, 2018) (Rebecchi et al., 2006).

Au niveau moléculaire, la déshydratation impliquée dans la cryptobiose est a priori délétere

pour le maintien de l'intégrité cellulaire et de I'information génétique qu’elle contient, et
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continue, surtout au moment de la réhydratation, a causer des dommages au niveau
cellulaire. Normalement, la diminution drastique de |'eau intracellulaire modifie fortement
de nombreux parametres physiologiques tels que le pH, I'osmolarité et I'augmentation
concentration en espéeces réactives de l'oxygene (ERO) empéchant le fonctionnement
normal des protéines, changeant leur conformation et induisant ainsi leur agrégation. De
plus, I'absence d'eau empéche le fonctionnement normal des systemes de réparation de
I’ADN, nécessaires pour réparer les dommages induits par I'accumulation d’'ERO durant la

cryptobiose (Neumann et al., 2009; Giovannini et al., 2022).

Un ensemble d'agents bio-protecteurs entrent alors en jeu au niveau moléculaire pour
répondre a ces conditions génotoxiques et protéotoxiques durant la cryptobiose. lls seront
développés plus en détail dans la partie Il.C (Mécanismes de tolérance a la dessiccation chez

les tardigrades).

d. Survie non cryptobiotique chez les tardigrades

La cryptobiose est une réponse physiologique a un changement environnemental soudain
qui entraine l'arrét quasi-total du métabolisme. Certains tardigrades présentent aussi des
formes d'adaptation différentes, I'enkystement et la cyclomorphose, permettant de

répondre a des conditions défavorables de maniere saisonniere.

i. L'enkystement

L'enkystement a été décrit chez des tardigrades vivants dans I'eau douce, les mousses et les
seédiments comme le tardigrade Amphibolus volubilis (Guidetti et al., 2008). || comporte une
série de changements morphologiques qui présentent des similarités avec le phénomene de
mue observé chez les tardigrades, les tardigrades prenant une forme ovale, contractée, et
un épaississement de l'enveloppe externe étant observé par accumulation de couches
cuticulaires successives. De plus, il y a une modification de I'appareil bucco-pharyngé et des
griffes de I'animal dont il finit par se délester (Figure 7, C). Cette forme est induite par le
concours de conditions internes et externes. Son induction dépend de facteurs comme la
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température ou le niveau d'oxygéne disponible (Guidetti et al., 2011), mais aussi de I'état
physiologique dans lequel se trouve le tardigrade qui possede des cycles saisonniers. Elle
permet de survivre a des conditions déléteres moindres comparées a la cryptobiose et
surtout pour des durées bien plus limitées pour des raisons de disponibilité en énergie. En
effet, dans I'état de kyste, le métabolisme n’est pas arrété mais seulement ralenti et continue

donc de consommer de I'énergie.

ii. Lacyclomorphose

La cyclomorphose est sans doute limitée a un nombre tres restreint d'especes, et n'a été
rapportée en détail que pour un eutardigrade marin, Halobiotus crispae. Sa morphologie
change au cours des saisons de maniere cyclique en passant par 4 phases distinctes, dont
une phase d’'hibernation appelée pseudosimplex 1 (Figure 7, D). Cette phase a une forme
tres similaire a celle de I'enkystement et confére une résistance aux fortes variations salines
ou a la congélation (Halberg et al., 2008). De plus, il a été montré qu’elle permettait de tolérer
des périodes d'indisponibilité en oxygene et les chocs thermiques causés par les
températures estivales de certaines régions (Mgbjerg et al, 2007). Ces adaptations
permettent aux tardigrades de survivre a des changements environnementaux jusqu’a

épuisement de leur énergie.
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Figure 7 : Tardigrades sous forme anhydrobiotique, de kyste ou de cyclomorphose (A)
Image au MEB d'un tardigrade actif de I'espece Paramacrobiotus richtersi et (B) sa forme
anhydrobiotique en tonneau (adapté de Schill and Hengherr, 2018). (C) Formation de kyste
chez Echiniscoides sigismundi. (a-d) Représentation schématique de la formation de kyste.

(a) Animal actif. (b) Animal en mue avec bouche et anus fermés. (c) Synthese d'une seconde
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couche cuticulaire c3 et retractation de I'animal dans 2 autres couches cuticulaires (c1 et c2)
qui contiennent toutes deux des griffes. L'appareil bucco-pharyngé est maintenu. (d) Kyste
avec 3 couches cuticulaires (c1 a c3). Le tardigrade s'est délésté des parties sclérifiées de son
appareil bucco-pharyngé dans la couche c2. Une 4éme couche c4 entoure le tardigrade au
plus pres. (e) Photographie en microscopie optique de E. sigsimundi correspondant au
schéma (adapté de Clausen et al., 2014). (D) Halobiotus crispae contracté au stade
Pseudosimplex 1 de la cyclomorphose apres exposition au CuCl, (adapté de Hygum et al.,
2017; Schill and Hengherr, 2018). Abréviations : bc = bulb cuticle (bulbe cuticulaire); gu =

gut (estomac).

iii. Résistance a |'état actif

Enfin, les tardigrades peuvent étre tres résistants aux stress environnementaux méme a 'état
actif. H. crispae mentionné précédemment résiste aux fortes variations de salinité également
a I'état actif (Halberg et al., 2008). De nombreuses especes de tardigrades semi-terrestres
sont capables de résister a des températures allant jusqu’a -30°C sans congeler malgré des

taux de refroidissement tres rapides (Hengherr et al., 2009).

Les tardigrades peuvent également résister a I'état actif a de trés hautes doses de
rayonnements ionisants ou UV. Ces propriétés tres importantes seront développées en détail

dans la partie 11.B.1 (Tolérance aux stress génotoxiques).
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B. Données sur la survie des tardigrades a la dessiccation

La littérature concernant les expériences de dessiccation sur les tardigrades est trés fournie
et les conditions testées sont nombreuses. La plupart des especes résistantes a la
dessiccation décrites font partie de la classe des eutardigrades, mais il en existe aussi parmi

les hétérotardigrades.

Dans cette partie, j'ai classé quelques exemples issus de la littérature illustrant la tolérance
des tardigrades a la dessiccation (tableau 2). Jai réalisé cette synthése en classant les
especes par classe, ordre et super-famille dans le but d'avoir un support de discussion
synthétique et de montrer I'étendue et la spécificité de cette tolérance au sein des différents
groupes de tardigrades. Il est a noter que les études n'ont pas été réalisées par dans les
mémes conditions d’humidité relative, de température et les temps de dessiccation et de
déshydratation sont tres variables d'une étude a I'autre. Pour m'affranchir de ce biais, je ne
discuterai que des différences de survie tres significatives d'une espece a l'autre. Les petites

variations dans la survie (<10% de différence) ne seront pas discutées.
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Tableau 2 : Etudes en lien avec la tolérance a la dessiccation chez les tardigrades. Le fond gris
indique des tardigrades semi-terrestres et le fond bleu indique le seul tardigrade marin étudié.

Classification e N . Temps passé en Durée de la R
Yl Humidité relative Température R B . N Taux de survie Remarques Auteur
phylogénétique dessiccation réhydratation
Classe, Ordre, Super-
famille
25-30% 18,7-21,4°C 0%
Préconditionnement 150min de
;er:zl:ﬂi:osz?;z 18.7 - 21.4°C 15h Non indiquée  préconditionnement: 12,5% (1) Wright 1989
ey -200 min d
minutes puis dessiccation a . ml‘n‘ € o
25-31% HR préconditionnement: 75%
Hypsibius exemplaris
10% 18°C 24h 0%
Pre,c"l”g:t"f";;;”:’;‘ 48h 2 Kondo et al. 2015
réalable a
Eutardigrada, Parachela, P o 18°C 24h >90%
Hypsibiod pendant 24h puis
ypsidlocea dessiccation a 10% HR
Préconditionnement
éalable a 80% HR Gi ini et al.
Acutuncus antarcticus pzr:jaant Z :“ 50;, HR 15°C 48h 60 min 92,8 +9,0% (3) Iovaggg eta
pendant 4 h puis 0-3% HR
Ry ttil Horik t al.
amazzottius 33.8% 22°C 5 jours 24h 98,8 +2.5% orikawa eta
varieornatus 2013
. Westh et Ramlgv,
50% 20°C 72h Non indiquée 92+4% @) esth et Ramigv,
1991
Richtersius cf. coronifer
. . Halb: tal.
Humidité ambiante 22°C 24h 24h 97+5% (5) a ;.‘Or?: a
Paramacrobiotus
richtersi Euta':jlgra(:’e_l,:e!rdachela, 85% HR (durée non Hengherr et al.
[ —————— acrobiotoidea indiquée) puis 35% HR 20°C 48h ah 100% e"gzgg;e &
tonollii pendant 48h
Macrobiotus sapiens
Préconditionnement
éalable a 80% HR
Macrobiotus kyoukenus pezrdeaanta4he:uis 500‘y HR 18 oC 48h 60 min 95.71+7.07% (6) Cesari et al. 2022
b
pendant 4h puis 0 a 3%
. q . 58% 97,5% Horik: t
e centr Eutardigrada, Apochela 25°C 1h Non indiquée oritawa ¢
(anciennement o ! Higashi, 2004
y 3 3 Milnesiidae 52% 82,5%
Milnesium tardigradum)
Heterotardigrada,
Echniscus testudo Echniscoidea, 85% HR (durée non Hengherr et al
Echiniscidae indiquée) puis 35% HR 20°C 48h 4h 100% g2008 '
pendant 48h
Heterotardigrada,
Echiniscus granulatus Echniscoidea,
Echiniscidae
Hygum et al.
Heterotardigrada, 95+2% (7 2016
Echniscoides sigismundi Echniscoidea, 62% 22-23°C 48h 48h " |
Aefraretv T tal.
Echiniscoididae 92 +3% 8 ygum e
) (®) 2016
(©)] Préconditionnement nécessaire pour survivre une dessiccation a 25-30% HR
) Préconditionnement nécessaire pendant 24h a 95% RH
(3) L'HR a 0-3% a été réalisée a 20°C
4) Déshydratation dans du sable sous flux d'air
(5  Traitement avec 0,7mM ou TmM de DNP (2, 4-dinitrophenol) qui est un découpleur de la chaine mitochondriale diminue drastiquement la survie :

-4+9% (0.1 mM)

-2+4% (1.0 mM)

Valeur de survie donnée a 24h post réhydratation

Déshydratation dans I'eau de mer (condition naturelle): activité retrouvée en moins de 30min apreés réhydratation
Déshydratation dans I'eau ultrapurifée: incapacité de former un tonneau et activité retrouvée en 2h aprés réhydratation
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La majorité des tardigrades évalués pour leur tolérance a la dessiccation sont des

eutardigrades semi-terrestres, qu'ils soient de I'ordre Apochela ou Parachela.

De maniere intéressante, le cas de R. varieornatus, trés résistant a la dessiccation rapide sans
pré-conditionnement (Horikawa et al., 2008), est décrit comme souvent soumis au manque
d'eau dans son environnement naturel, ce qui pourrait suggérer que les tardigrades semi-
terrestres trés souvent exposés a la dessiccation soient plus résistants que les eutardigrades
qui le seraient moins, comme H. exemplaris (Stone, 2020). En effet, H. exemplaris, qui fait
partie de la méme super-famille que R. varieornatus, nécessite un pré-conditionnement de
plusieurs heures avec une humidité relative (HR) (>85%) pour supporter la dessiccation. On
observe que plus la durée de préconditionnement augmente et plus sa survie augmente. La
survie n'augmente plus au-dessus de 24h de préconditionnement. Ces données ont d'abord
suggéré que H. exemplaris nécessitait de synthétiser des composés pour survivre a la
dessiccation, et donc qu'un temps d'adaptation lui était indispensable. A l'inverse, il a été
suggéré que R. varieornatus possédait de maniére constitutive les composants nécessaires
pour tolérer la dessiccation et entrer rapidement en anhydrobiose. Cette hypothese a été
confirmée par des expériences de mesure de I'expression des genes chez les deux especes
en réponse a la dessiccation. J'aborderai cet aspect dans la partie suivante, qui concerne les

voies de régulation régissant I'anhydrobiose (I1.C.1).

Au sein des Macrobiotoidea (Eutardigrada, Parachela), seul R. coronifer a été soumis a une
dessiccation sans pré-conditionnement. Il montre une forte survie a la dessiccation (>90%).
Toutefois, les autres études réalisées chez cette super-famille ont toutes été réalisées avec
un préconditionnement préalable, ainsi nous pouvons conclure sur leur forte tolérance a la
dessiccation (100% de survie), mais pas sur la rapidité de la mise en place de cette tolérance.
Chez les Milnesiidae, M. inceptum (Eutardigrada, Apochela) montre aussi une forte tolérance

a la dessiccation sans préconditionnement.

Ces données indiquent que les eutardigrades sont tres résistants a la dessiccation, au sein
des Parachela et Apochela. Toutefois des différences existent parfois quant au “temps de

préparation” nécessaire pour tolérer cette condition. Des différences peuvent d'ailleurs
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exister au sein méme d'une super-famille, comme l'illustre le cas de R. varieornatus et H.
exemplaris. Toutefois, avec le temps adéquat, tout ces tardigrades résistent tres bien a la

dessiccation.

Chez les hétérotardigrades terrestres du genre Echiniscus (Heterotardigrada, Echniscoidea,
Echiniscidae), un pré-conditionnement est suffisant pour tolérer complétement la
dessiccation, indiquant que cette tolérance n'est pas restreinte a la classe Eutardigrada.
Etonnamment, I'hétérotardigrade marin E. sigismundi (Echniscoidea, Echiniscoididae) peut
aussi tolérer la dessiccation et se met en forme de tonneau. L'entrée en forme de tonneau
est toutefois empéchée s'il subit la dessiccation dans I'eau ultra purifiée au lieu de I'eau de
mer, mais sa survie n'est que peu impactée (Survie >90%). Cela indique que la forme tonneau
n'est pas nécessaire chez cette espece pour survivre a ce stress. A l'inverse, elle semble
indispensable chez I'eutardigrade R. coronifer pour survivre a la dessiccation. Une hypothese
possible est que I'anhydrobiose aurait pu avoir évolué plusieurs fois chez les tardigrades ou,
alternativement, que les processus fondamentaux qui sous-tendent la cryptobiose sont une
caractéristique inhérente aux tardigrades et que ces processus ont ensuite été modifiés dans
les différentes lignées. Chez les hétérotardigrades marins, cette forme ne semble pas
nécessaire a leur survie a la dessiccation, tandis que chez les eutardigrades, elle semble I'étre.
Cette hypothése est également soutenue par la forte tolérance a la dessiccation et la
formation de tonneaux en réponse a la dessiccation chez I'arthrotardigrade marin Styraconix

haploceros (données de survie non fournies) (Jargensen & Mgbjerg, 2015).

En conclusion, la capacité de tolérance a la dessiccation semble exister dans les deux classes
de tardigrades, et passe sans doute par des mécanismes d’'entrée en anhydrobiose différents
en fonction de la classe, mais aussi de I'espece. Toutes les espéces ne sont pas égales face
au stress de dessiccation, et certaines comme H. exemplaris nécessitent un temps

d'adaptation avec une HR intermédiaire pour survivre a des HR plus basses.
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C. Mécanismes de tolérance a la dessiccation chez les

tardigrades

Dans les parties précédentes, j'ai décrit succinctement I'étendue de la tolérance des
tardigrades a la dessiccation. Toutefois cette forme passe par un ensemble d'acteurs
moléculaires, parfois spécifiques aux tardigrades, qui leur permettent d'étre tolérants et

d'activer leur forme anhydrobiotique et de protéger leurs composants cellulaires.
1. Voies de signalisation régissant I'anhydrobiose

Les études sont peu nombreuses concernant la signalisation qui méne a I'entrée ou la sortie

de la forme anhydrobiotique chez les tardigrades.

Suivant les especes, il semble que I'entrée en anhydrobiose peut nécessiter ou non une forte
modification de I'expression génique, ce qui pourrait suggérer I'existence de formes tres

variées de signalisation.

Chez R. varieornatus, qui est capable de résister a une déshydratation tres rapide (Horikawa
et al,, 2008), les données transcriptomiques montrent de faibles variations de I'expression
des genes en réponse a l'anhydrobiose, suggérant que ce tardigrade exprime de maniere
constitutive un ensemble d'agents moléculaires indispensables pour la survie a la
dessiccation. Les variations de concentrations en solutés intracellulaires, multipliées par 10
sur un tres court laps de temps, perturbent normalement fortement les réactions
biochimiques nécessaires au bon fonctionnement de I'organisme. Il parait alors en effet peu
probable qu'une modification de I'expression génique puisse s'opérer sur un si court délai
et avec de si forts changements de I'environnement biochimique intra- et extracellulaire

pour permettre la synthese d'agents nécessaires a la dessiccation.

H. exemplaris, espece limnoterrestre, nécessite un pré-conditionnement de 24h avec une

diminution progressive de I'humidité de I'air pour pouvoir entrer en anhydrobiose avec
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succes. Pendant ce pré-conditionnement, H. exemplaris synthétise les agents moléculaires
nécessaires a |I'entrée en anhydrobiose comme le montrent la forte variation de I'expression
génique en réponse a la dessiccation avec 1422 génes surexprimés (~7,1% du total de genes)
contre 64 genes (0,5% du total de genes) en dessiccation rapide (30 minutes) et 307 genes
(~2,2% du total de genes) en dessiccation lente (24h) pour R. varieornatus (Yoshida et al.,
2017). Les mémes observations sur les modifications de I'expression génique au cours de
I'entrée en anhydrobiose ont été faites par Boothby et al. (Boothby et al, 2017) qui de plus a
montré par des expériences d'interférence ARN que certains des genes induits sont bien
essentiels pour la survie a lI'anhydrobiose. Il avait également été montré, par inhibition
chimique de la transcription ou de la synthése protéique (ax-amanitine ou cycloheximide
respectivement) chez H. exemplaris, que la survie de I'animal était significativement diminuée
apres réhydratation, supportant I'idée que la synthese de nouveaux genes est nécessaire a

la survie a la dessiccation chez H. exemplaris (Kondo et al., 2015).

L'utilisation d'un inhibiteur des phosphoprotéines phosphatase 1 et 2A (PP1 et PP2A)
empéche le bon déroulement de l'anhydrobiose chez H. exemplaris suggérant que ces
derniéres en sont des régulateurs importants. Pour le moment, la distinction entre les roles
de PP1 et PP2A reste a élucider (Kondo et al, 2019). Par ailleurs, la réalisation d'un
phosphoprotéome au cours du temps pendant la phase de pré-conditionnement a
I'anhydrobiose avec ou sans inhibition de PP1/PP2A montre une variation du profil de
phosphorylation de la sous-unité catalytique PRKAA2 de 'AMPK. L'AMPK est une protéine
clé de la régulation de I'homéostasie énergétique qui joue un réle de senseur énergétique
(Hardie and Lin, 2017). Son absence de déphosphorylation est corrélée avec I'inhibition de
I'anhydrobiose et I'utilisation d'un inhibiteur de I'’AMPK affecte la survie apres anhydrobiose
(Kondo et al., 2019). Chez de nombreux organismes PP2A déphosphoryle I'’AMPK suggérant
que I'anhydrobiose passe par PP2A et 'AMPK (Joseph et al., 2015; Li et al,, 2018). Toutefois
la plupart des études montrent que la déphosphorylation de I'AMPK entraine son
inactivation (Wang et al,, 2010; Guo et al,, 2017; Li et al., 2018) alors que l'inverse est observé
ici dans le cas de I'anhydrobiose. Cette divergence pourrait provenir d'une régulation de la

voie de 'AMPK unique au tardigrade qui passerait au cours de l'anhydrobiose par la
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déphosphorylation d'acides aminés différents que ceux observés habituellement (Arakawa,

2022).

Par ailleurs, le profil de phosphorylation de protéine TRPM (pour « Transient receptor
potential cation channel subfamily M), est affecté par I'entrée en anhydrobiose mais pas par
I'inhibition de PP1/PP2A suggérant que ce canal ionique pourrait jouer le réle de senseur en
amont de PP1/PP2A (Kondo et al, 2019). A l'inverse, le profil de phosphorylation de la
protéine STAT5A (pour “Signal Transducer and Activator Of Transcription 5A") est affecté par
I'inhibition de PP1/PP2A suggérant un rble potentiel de ce régulateur transcriptionnel

(Kondo et al., 2019).

Dans I'espoir d'activer chimiquement 'AMPK, le pré-traitement avec le composé D492 a
permis d'obtenir une survie dans des conditions de préconditionnement normalement trop
brutales chez H. exemplaris. Toutefois, il a été réalisé plus tard que la protéine ciblée par le
composé D492 n'est pas conservée chez H. exemplaris et donc que le composé D492
n'activait pas I'AMPK, le mécanisme impliqué restant donc a éclaircir (Kondo et al., 2020).
Néanmoins, la découverte d'un composé permettant de diminuer le pré-conditionnement
pourrait étre un outil de choix pour élucider les mécanismes de signalisation régissant ce

processus.

2. Défenses antioxydantes et élimination des radicaux libres

a. Voies usuelles de I'élimination des radicaux libres

i.  Surexpression et expansion des protéines de lutte contre le stress

oxydant

En 2017, Yoshida et al. publient une analyse transcriptomique comparative en réponse a la
dessiccation chez les eutardigrades H. exemplaris et R. varieornatus. L'analyse des genes
différentiellement exprimés fait état de la surexpression de génes de la voie de biosynthese

du glutathion et du métabolisme du tryptophane, tous deux étant impliqués dans la lutte
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contre le stress oxydatif. On retrouve notamment la surexpression de la Glutathion S-
transférase (GST), la Superoxide Dismutase (SOD) et la catalase (Yoshida et al. 2017). Ces
données consolident alors celles déja acquises en comparant des données EST (marqueur
de séquence exprimée, ou « expressed sequence tag ») de M. inceptum et H. exemplaris, qui
indiquent I'existence d'une activité antioxydante chez ces deux tardigrades (Forster et al.
2012). Il a également montré qu'il y a une expansion de la SOD chez 4 especes de tardigrades
(R. varieornatus, H. exemplaris, E. sigismundi, R. coronifer) en comparaison d'organismes

comme C. elegans, D. melanogaster ou H. sapiens (Kamilari et al., 2019).

Sur des spécimens de Paramacrobiotus richtersi actifs ou en dessiccation, la mesure de
I'activité d'enzymes du systeme de défense antioxydant montre une augmentation
significative de l'activité de la SOD et de la glutathione peroxydase. Les auteurs ont
également montré une augmentation du niveau de peroxydation des lipides chez les
animaux en anhydrobiose, qui pourrait étre I'une des causes létales parfois observée apres
une longue pause a |'état anhydrobiotique (Rizzo et al. 2010). De la méme maniére, la mesure
de l'activité enzymatique de la catalase augmente significativement chez Paramacrobiotus
spatialis durant la dessiccation pour finalement diminuer pendant la réhydratation. Chez A.
antarcticus, cette méme étude a montré que l'activité de la SOD diminuait pendant la
dessiccation pour réaugmenter pendant la réhydratation (Giovannini et al., 2022b). Les
résultats obtenus chez P. spatialis concordent avec le fait que I'inhibition de I'expression de
la catalase par interférence par ARN affecte la motilité des animaux apres la réhydratation
et qui prennent plus de temps a récupérer. Les mémes types d'expérience ciblant le gene de
la glutathione peroxidase, surexprimé chez cette espéce en réponse a la dessiccation, altére
la survie des animaux pendant la dessiccation. Et I'inactivation de la glutathione réductase
altere la motilité des individus de maniere similaire a ce qui été observeé avec la catalase. Il a
été suggéré que la catalase et la glutathione réductase étaient importantes dans le processus
de réhydratation apres I'anhydrobiose. L'accumulation d’'ERO en raison de I'absence de ces
enzymes aurait pour conséquence de demander plus de temps a I'animal pour récupérer, le
temps que d'autres systemes de détoxification des ERO puissent éliminer ces molécules

(Giovannini et al., 2022a).
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La présence en plusieurs exemplaires de nombreuses protéines de défense contre le stress
oxydatif, dans le phylum tardigrada souligne I'importance de la gestion de ce stress durant
I'anhydrobiose. Toutefois des réponses antioxydantes variées sont observées en fonction de
I'espece considérée, comme entre P. spatialis un tardigrade terrestre des régions tempérées
et A. antarcticus, tardigrade majoritairement d'eau douce des régions polaires. Ce qui
suggere que les environnements particuliers de chacun des ces animaux ont pu conduire a

des spécialisations dans les stratégies de défense antioxydante.

ii.  Une diminution de la production d'especes réactives de I'oxygene

?

Les péroxysomes sont des organelles ubiquitaires dans les cellules eucaryotes et sont
impliqués dans de nombreuses voies métaboliques et fonctionnent en coordination avec les
mitochondries. Ces organelles sont des sources de production d'ERO mais possedent
également des systemes de détoxification contre le stress oxydant et participent au maintien
de la balance redox. De maniére intéressante, Hashimoto et al. 2016 ont observé que R.
varieornatus a perdu l'ensemble des genes de B-oxydation des acides gras dans les
peroxysomes. L'analyse du génome de H. exemplaris a également permis de conclure a une
absence des genes de cette voie (Yoshida et al., 2017). Dans ces deux espéces, |'absence de
la voie de la B-oxydation peroxysomale, génératrice de peroxyde d'hydrogene (H20,),
pourrait mener a l'utilisation seule de la B-oxydation mitochondriale qui ne produit pas
d’'H20:. Ainsi I'absence de production d'H202 durant le métabolisme des acides gras pourrait
permettre de préserver les capacités antioxydantes de I'animal pour répondre au stress
oxydatif généré par la dessiccation (Hashimoto et al, 2016). Kamilari et al. 2019 ont
également décrit les absences et présences des genes de protéines peroxysomales chez
différentes especes de tardigrades et conclu que la voie de biogenése par fission serait
absente et que les taux de ROS générés par les peroxysomes de tardigrades pourraient étre
plus faibles (Kamilari et al., 2019). En effet, ils rappellent que chez C. elegans, |'inactivation
de certaines protéines peroxysomales peut diminuer le taux de ROS et rallonger la durée de

vie (Van Veldhoven and Baes, 2013).
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b. Protéines antioxydantes spécifiques aux tardigrades

Afin d'identifier de nouveaux candidats importants dans la dessiccation et la résistance aux
stress oxydants, Yoshida et al. ont irradié R. varieornatus aux rayonnements UV de faible
longueur d'onde (UVC) pour générer des ERO (Yoshida et al., 2022). lIs ont ensuite comparé
ces données a celles du transcriptome en réponse a la dessiccation lente, censée induire une
plus forte réponse transcriptomique chez cette espece (Yoshida et al.,, 2017). Ainsi ils ont
identifié une peroxydase unique aux tardigrades et dépendante du manganese (AMNP ou
« Anhydrobiosis-related Mn-dependent peroxidase ») dont le réle a été identifié par analyse
structurale et mesure de son activité enzymatique in vitro en présence de Mn?*. Cette
protéine n'est pas soluble a haute température, a l'inverse de nombreuses protéines
impliquées dans |'anhydrobiose chez les tardigrades. La fusion de de 'AMNP a la GFP a
permis d'observer une localisation de la protéine dans I'appareil de Golgi. L'appareil de Golgi
est un organelle essentiel au stockage du manganese, qui contient une concentration en
manganese strictement contrdlée (Das et al., 2019; Yoshida et al., 2020), et est impliqué dans
la réponse au stress oxydatif. Le manganése joue le réle de co-facteur d’enzymes de
détoxification des EROs (Jiang et al., 2011). Toutefois, son role dans I'anhydrobiose n’est pas
connu et il serait intéressant de mieux comprendre son implication précise dans la résistance
a la dessiccation. Des cellules humaines transfectées avec 'AMNP taggée avec la GFP et
soumises a l'eau oxygénée (H202) montrent une survie améliorée, indiquant que cette
protéine confére une protection contre le stress oxydant, comme le suggeére son activité de

peroxydase (Yoshida et al., 2022).

L'AMNP est présente chez tous les tardigrades dont les génomes sont disponibles, a la fois

chez les eutardigrades et les hétérotardigrades.

3. Protéines chaperonnes

Parmi les pistes étudiées pour expliquer les résistances des tardigrades aux changements
brusques de conditions environnementales, les protéines de chocs thermiques sont des

candidates intéressantes. En effet les protéines telles que Hsp70 sont tres fortement induites
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au niveau transcriptomique en cas de cryptobiose chez le tardigrade M. inceptum. Il montre
une induction significative de I'isoforme 2 de la protéine Hsp70 en réponse a l'entrée en
forme cryptobiotique (Schill et al., 2004). Deux autres isoformes (1 et 3) sont inhibées en
réponse a la dessiccation et sont surexprimées apres réhydratation. L'isoforme 2, pourrait
néanmoins avoir un role protecteur lors de l'entrée dans le stade de dessiccation. Cela
suggere que les isoformes 1 et 3 sont plutot impliquées dans la résistance post-dessiccation
plutdt que pendant la dessiccation. s pourraient éventuellement accompagner la réparation

des structures cellulaires endommagées lors de la dessiccation.

Jonsson and Schill, 2007 ont montré par Western-Blot que Hsp70 était induite post-
dessiccation apres réhydratation de R. coronifer anhydrobiotique, mais ils observent une
diminution de I'expression pendant la dessiccation, comme les isoformes 1 et 3 de I'étude
mentionnée précédemment. Néanmoins (Ramlgv and Westh, 2001) ont montré chez cette
méme espece l'induction d'une protéine d’'environ 71kDa en réponse a la dessiccation qui

pourrait étre une isoforme de Hsp70 pendant la dessiccation.

Enfin chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les protéines de choc thermique telles que
Hsp104 chez S. cerevisiae sont nécessaires a la tolérance a la dessiccation sur court terme,
mais il a également été montré qu’'un sucre appelé le tréhalose intervenait pour tolérer la

dessiccation sur le long terme (Tapia and Koshland, 2014).

4. Synthése de bioprotectants et protéines intrinsequement

désordonnées

La plupart des cellules et organismes vivants ne peuvent survivre en 'absence d'eau, car en
condition de dessiccation les constituants biologiques des cellules tels que I’ADN, I'ARN, les
protéines et les membranes sont dénaturés et ne peuvent remplir leur role biologique
normal. Cela entraine pour la plupart des organismes la mort cellulaire et, a plus long terme,
de l'organisme. Un ensemble de mécanismes biologiques utilisant des agents bio-
protecteurs sont proposés pour expliquer la résistance des tardigrades a ces phénomenes

induits par la dessiccation.
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a. Le tréhalose

i. Un sucre présent chez de nombreuses especes résistantes a la

dessiccation

L'eau éliminée par |'organisme pendant la cryptobiose est remplacée, chez certaines espéces
de tardigrades, par le tréhalose, un disaccharide non réducteur. Ce sucre est retrouvé a fortes
concentrations chez de nombreux organismes anhydrobiotiques comme les nématodes, les
kystes embryonnaires de certains crustacés et chez les levures. En 1970, Clegg montre
I'importance du tréhalose chez les embryons kystiques d’Artemia salinia, une crevette vivant
dans les environnements saumatres, ses embryons pouvant rester en anhydrobiose et
survivre pendant plusieurs décennies sans eau (Crowe, 2008). Chez le nématode Aphelenchus
avenae jusqu'a 15% de la masse seche de I'organisme peut étre imputée au tréhalose (Crowe
and Madin, 1975). De plus, en réponse aux températures glaciales, on observe chez le
collembole Onychiurus arcticus, une augmentation significative du tréhalose dans
I'organisme pendant la dessiccation partielle induites par les tres basses températures
(Worland et al., 1998). Ce composé est également retrouvé de maniere extensive dans le
regne végétal chez les plantes résistantes a la dessiccation, comme chez certains
chlorophytes, algues vertes, mousses et hépatiques (Koster and Leopold, 1988; Lunn et al.,

2014).

ii. Meécanismes protecteurs proposés

Il a été montré in vitro que le tréhalose pouvait stabiliser I'état natif des protéines tout en

préservant les membranes lipidiques pendant la déshydratation (Crowe et al., 1998).

En considérant que cet effet protecteur soit similaire in vivo deux modeéles ont été proposés

pour expliquer le mécanisme protecteur du tréhalose :

- L'hypothese du remplacement de I'eau ou « water replacement hypothesis » suggere
que le tréhalose pourrait agir en tant que substituant structural de I'eau, et capable
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de créer des liaisons hydrogenes avec les macromolécules et les structures cellulaires
pendant la déshydratation, aidant ainsi a la préservation de la structure native des
protéines (Crowe, 2002)

- L'hypothese de la vitrification du tréhalose est également avancée, sans exclure la
premiere. Le tréhalose en se concentrant en I'absence d’'eau pourrait atteindre un état
vitrifié et amorphe qui prévient les mouvements moléculaires, empéchant ainsi les
réactions biochimiques déléteres et par conséquent empéche la dénaturation des

constituants cellulaires (Yagi-Utsumi et al., 2021).

iii. Tous les tardigrades ne font pas usage du tréhalose pour répondre

a la dessiccation

Chez I'Eutardigrade Richtersius coronifer, une espece de la famille des Macrobiotidae (ordre
Parachela), on observe une augmentation significative du tréhalose en réponse a la
dessiccation (jusqu’a 2,3% de la masse seche du tardigrade) (Westh and Ramlgv, 1991). En
mesurant les niveaux de tréhalose de 5 espéces des familles Macrobiotidae (genre
Macrobiotus), 1 de Milnesiidae (Milnesium inceptum, ordre Apochela) et 2 d’Echiniscidae
(genre echiniscus, ordre Echiniscoidea), une augmentation du tréhalose durant
I'anhydrobiose n'est détectée que chez les Macrobiotidae tandis que chez I'Eutardigrade,
aucune trace de tréhalose n'est détectée tant a I'état actif que cryptobiotique. Chez les
Echiniscidae testés, aucune augmentation du tréhalose n'est observée apres dessiccation,
bien que du tréhalose soit déja présent a I'état actif. Chez les 5 Macrobiotidae, la corrélation
nette entre I'accumulation de tréhalose et I'induction de I'anhydrobiose, suggere un role
protecteur du disaccharide en réponse aux stress induits par la dessiccation (Hengherr et al.

2008).

Certaines especes de tardigrades pourraient donc utiliser le tréhalose pour se prémunir des
effets déléteres de la dessiccation (Macrobiotidae), tandis que chez d'autres son role ne
semble pas décisif pour y répondre étant donné I'absence de variation de la concentration
en réponse a la dessiccation (Echiniscoidea). Néanmoins, il y a une absence complete de

tréhalose chez des especes comme les Milnesiidae pourtant résistants a la dessiccation (S.
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Hengherr et al.,, 2008). De plus, les niveaux de tréhalose détectés chez les tardigrades varient
selon l'espéce de 0% a 2,9%, mais restent faibles en comparaison d'autres especes
anhydrobiotiques comme Polypedilum Vanderplanki, qui possede des concentrations qui
avoisinent les 15-20% de tréhalose rapporté a la masse seche (Okuda, 2006; S. Hengherr et
al., 2008; Ingemar Jonsson and Persson, 2010). Ceci suggeére que I'augmentation de tréhalose

n'est sans doute pas suffisante, pour expliquer, a elle seule, leur capacité d' anhydrobiose.

Il est par ailleurs intéressant de noter que le tréhalose est présent chez les Macrobiotidae et
Echiniscidae mais pas chez les Milnesiidae alors que les Macrobiotidae et Milnesiidae sont
plus proches évolutivement entre eux (eutardigrades) que des Echiniscoidea
(hétérotardigrades). Cela pourrait suggérer que la capacité a synthétiser du tréhalose soit
apparue a différentes reprises dans I'embranchement Tardigrada sur des ancétres différents
chez les Macrobiotidae et les Echiniscidae. On pourrait également faire I'hypothese que cette
capacité fut initialement présente chez I'ancétre commun des 3 familles, mais qu’elle ait été
perdue par les Milnesiidae, et plus généralement chez les especes de I'ordre Apochela dont

les Milnesiidae sont les seuls représentants (Hengherr et al. 2008; Hara et al.,, 2021).

iv. Le tréhalose fonctionne de maniere synergigue avec des protéines

protectrices unigues aux tardigrades

Chez H. exemplaris, toutes les enzymes importantes de la chaine de biosynthese du tréhalose
sont retrouvées. L'étude de I'expression des genes codant pour ces enzymes ne montre pas
de surexpression des enzymes de synthese du tréhalose (Tps1 ou TPP) en réponse a la
dessiccation. Toutefois, la dessiccation induit une diminution systématique de I'expression
des tréhalases qui sont des enzymes de dégradation du tréhalose, ce qui suggere que H.
exemplaris a pu évoluer pour accumuler de faibles niveaux de tréhalose durant la
déshydratation par inhibition de la dégradation plutét que par la synthése. Ces observations
ont mené a se demander si le tréhalose pouvait éventuellement avoir un role synergique ou
additif avec d'autres molécules protectrices durant I'anhydrobiose. Ainsi, il a été montré in
vitro que le tréhalose fonctionnait de maniere synergique avec une protéine intrinsequement

désordonnée unique aux tardigrades appelée CAHS D. En soumettant in vitro la lactate
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déshydrogénase, enzyme tres sensible a la dessiccation, a un test de dessiccation en
présence de ratios spécifiques de CAHS D : tréhalose, un effet protecteur significatif est
observé. Ce méme résultat protecteur est observé in vitro en mesurant la dégradation
d'ARNs soumis a la dessiccation mis en présence de ces deux composés a des ratios
spécifiques. Une tolérance accrue de S. cerevisiae modifiées génétiquement pour exprimer
le tréhalose et la CAHS D est également observée en réponse a la dessiccation. Enfin, en
testant d'autres types de CAHS de tardigrades en présence de tréhalose chez la levure, la

tolérance accrue a la dessiccation est également retrouvée (Nguyen et al., 2022).

Ces résultats montrent que le tréhalose n'est pas suffisant pour expliquer a lui seul la
tolérance a la dessiccation chez certains tardigrades, mais qu'il peut parfois avoir un role
synergique avec d'autres molécules protectrices comme les protéines désordonnées de
tardigrades. En ce sens, je discuterai dans le paragraphe suivant sur le fonctionnement des
protéines intrinsequement désordonnées comme les LEA mais aussi les protéines

désordonnées uniques aux tardigrades, dont les CAHS font partie.

b. Les protéines intrinsequement désordonnées

Le fait qu'un certain nombre d'animaux qui entrent en anhydrobiose ne possedent pas de
tréhalose, ni les chaines de biosynthese nécessaires pour le produire, comme les rotiferes
bdelloides (Lapinski and Tunnacliffe, 2003) ou certains tardigrades comme les Milnesiidae,
suggere que d'autres mécanismes peuvent entrer en jeu pour résister a la dessiccation. Ces
observations ont donné lieu a de nombreuses études pour trouver quelles molécules
pouvaient expliquer I'anhydrobiose. C'est ainsi qu'a émergé le paradigme des petites

protéines intrinsequement désordonnées.

i. Les proteines LEA (“Late Embryogenesis Abundant”)

Les LEA sont de petites protéines appartenant a la famille des hydrophilines, un groupe de
protéines tres hydrophiles, intrinsequement déstructurées, dont la composition en acides
aminés est riche en petits acides aminés (Gly, Ala, Ser) (Battaglia et al., 2008), ce qui favorise
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la flexibilité de leur structure tertiaire et donc pourrait étre la raison qui leur permet de
continuer leur activité méme dans des conditions qui dénatureraient la plupart des protéines
(Garay-Arroyo et al., 2000). Ces protéines tirent leur nom du fait qu’elles ont été découvertes
dans des graines de coton qui montrent une forte expression durant les étapes tardives de
I'embryogenése, moment ou les graines acquierent leur tolérance a la dessiccation (Galau
and Dure, 1981). Cette capacité a éviter la précipitation et I'agrégation est une caractéristique
qui pourrait étre utile en cas de changements environnementaux brusques. Certaines LEA
de plantes ont par exemple été isolées par des expériences de solubilité a haute température
en analysant les fractions solubles a 80°C apres 10 a 15 minutes de traitement (Russouw et

al., 1995).

L'étude in vitro des LEA a montré que celles-ci empéchent les changements
conformationnels des membranes lipidiques en agissant comme un « bouclier moléculaire »
(Chakrabortee et al., 2007; Goyal et al., 2005). De plus, il a été suggéré qu’elles pourraient
jouer le réle de chélateur d'ions, séquestrant les ions métalliques, mais aussi le réle de

protéines antioxydantes (Liu et al., 2011).

Par ailleurs, I'expression hétérologue de LEA en cellules humaines ou cellules de Drosophila
melanogaster, leur confere une plus forte tolérance a la déshydratation, au stress osmotique
et a la congélation (Li et al., 2012; Marunde et al., 2013). Dans ces cellules, elles se localisent
alors dans des compartiments spécifiques comme le cytosol, les mitochondries ou le
réticulum endoplasmique, ou elles jouent probablement un role protecteur sur les protéines

environnantes (Li et al., 2012; Marunde et al., 2013).

Chez les rotiféres bdelloides, les nématodes, certaines plantes et bactéries il a été montré
une accumulation de LEA en réponse a la dessiccation (Bartels and Salamini, 2001;
Hundertmark and Hincha, 2008; Liu et al., 2021; Solomon et al., 2000). Chez le nématode C.
elegans, le rOle fonctionnel de LEA-1 dans la résistance a divers stress (thermique, hydrique,
osmotique) a été démontrée a I'aide de mutants CRISPR/Cas9 et a permis l'identification
d'un peptides fonctionnels minimal de 11 acides aminés capable de conférer une résistance

a la dessiccation par expression dans E. coli (Hibshman and Goldstein, 2021). Toutefois, toutes
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les protéines LEA ne sont pas impliquées dans la résistance a la dessiccation et sont aussi
présentes chez une multitude d'especes non tolérantes a la dessiccation (Battaglia et al.,

2008).

Ces protéines qui manquent de conservation entre les différents groupes de LEA (Hunault
and Jaspard, 2010), pourraient avoir évolué de maniere convergente et étre apparues
indépendamment chez les tardigrades (Campos et al., 2013). Des séquences de LEA ont été
retrouvées dans des bases de données de tardigrades a la fois chez les eutardigrades
(Milnesium inceptum, Hypsibius exemplaris, Richtersius coronifer, Tulinius stephaniae) et
hétérotardigrades (Echiniscus testudo), sans toutefois apporter la preuve que ces protéines

soient impliquées dans leur résistance a la dessiccation (Forster et al., 2012, 2009).

Plus récemment, a la recherche de protéines similaires aux LEA dans des bases de données
transcriptomiques de R. varieornatus, Tanaka et al. ont identifié une LEA mitochondriale
putative sur la base d'homologies de séquence. Cette protéine baptisée RVLEAM présente
des homologies de séquence avec des protéines LEA de nématodes. La prédiction
informatique de sa localisation et I'expression d'une protéine de fusion RVLEAM-GFP en
cellules de mammiferes indiquent une localisation mitochondriale. Ces résultats ont été
confirmés par des analyses immunohistochimiques sur des sections congelées d’embryons
de R. varieornatus. Cette protéine maintient sa solubilité en réponse a un traitement
thermique en lysat bactérien ou en protéine purifiée. Tandis que les protéines bactériennes
précipitent, RVLEAM reste dans le surnageant, suggérant que cette protéine est bien
thermosoluble et fonctionnelle sans partenaire extérieur. La diminution des quantités en eau
pendant la dessiccation, fait varier les concentrations en ions des différents compartiments,
ce qui cause probablement du stress osmotique (Vriezen et al., 2007). Et de maniere
intéressante, I'expression de RVLEAM en cellules humaines augmente significativement leur
tolérance au stress osmotique (Tanaka et al. 2015). Ces résultats suggerent que les LEA de
tardigrades sont des agents importants dans leur tolérance au stress osmotique, mais
probablement aussi la dessiccation en raison de leurs propriétés physico-chimiques. Cela
suggere une protection des protéines mitochondriales de ce tardigrade contre les stress

osmotique ou de dessiccation, expliquant en partie sa grande tolérance.
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Par ailleurs, I'analyse de séquences transcriptomiques a également révélé la présence de LEA
(6-9 genes putatifs) chez 3 eutardigrades de I'ordre Parachela (R. coronifer, R. varieornatus,
H. exemplaris) et de 3 genes putatifs chez I'hétérotardigrade Echiniscoides cf. sigismundi, un
hétérotardigrade (ordre Echiniscoidea) (Kamilari et al, 2019). Ainsi il serait intéressant
d'étudier leurs propriétés thermosolubles, leur localisation et leur effet protecteur contre la

dessiccation ou le stress osmotique afin de préciser leur fonction.

La synthese de ces données permet de conclure que les LEA sont présentes dans les deux
classes de tardigrades. Toutefois aucun arthrotardigrade (exclusivement marins) n'a été
testé, donc il n'est possible de conclure sur la présence de LEA seulement chez les
Echiniscoidea au sein de la classe des hétérotardigrades. A ce jour, néanmoins, il n'y a pas

d’'étude fonctionnelle chez les tardigrades démontrant leur réle dans la dessication.

ii. Les protéines désordonnées uniques aux tardigrades: CAHS,

SAHS et MAHS

e Des protéines solubles a haute température uniques aux tardigrades

La recherche de LEA chez les tardigrades a mené a la découverte de nombreuses familles de
protéines intrinsequement désordonnées, tres hydrophiles, uniques aux tardigrades plus
communément appelées protéines de tardigrade désordonnées ou TDP (Tardigrade
Disordered Proteins) et partageant des similarités avec les LEA. En réalisant un protéome a
92°C pendant 15 minutes, afin de révéler les protéines stables en conditions de haute
température chez I'eutardigrade R. varieornatus, trés résistant a la dessiccation (Horikawa et
al., 2008), deux familles de TDP appelées CAHS (Cytoplasmic-abundant heat soluble) et SAHS
(Secretory-abundant heat soluble) ont été découvertes. Elles ont été nommeées d'apres la
localisation observée quand elles ont été exprimées en lignées cellulaires humaines, les
CAHS étant retrouvées au niveau cytosolique et les SAHS au niveau extracellulaire
(Yamaguchi et al.,, 2012). Quelques années plus tard, en réalisant une expérience similaire
sur les fractions mitochondriales, une nouvelle famille de TDP appelée MAHS

(Mitochondrial-abundant heat soluble) a été découverte. Tandis que les génes codant pour
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les SAHS et CAHS sont présents en de nombreuses copies dans le génome, il n'y a qu'une

seule copie de MAHS chez R. varieornatus (Tanaka et al., 2015).

R. varieornatus exprime de nombreuses TDP de maniére constitutive comme évoqué dans
le paragraphe mentionnant les voies de régulation de I'anhydrobiose (11.C.1) alors que H.
exemplaris nécessite la synthése de TDP de novo pour survivre a la dessiccation (Boothby et
al., 2017). Tandis qu'aucun homologue de TDP n'a été retrouvé chez les hétérotardigrades,
certains tardigrades comme E. testudo possédent deux familles de protéines solubles a haute
température qui ont été nommeées EtAHS (pour « Echiniscus Testudo Abundant Heat
Soluble »). Ces protéines présentes en plusieurs copies dans le génome sont
constitutivement exprimées a haut niveau. Leur profil obtenu en RMN (Résonance
magnétique nucléaire) montre qu’elles possedent de longs domaines désordonnés et leur
spectre de dichroisme circulaire est comparable a celui obtenu pour les CAHS, avec des
régions désordonnées qui se conforment en hélice a dans le trifluoroethanol (TFE). Ces
similarités suggerent de maniere intrigante une potentielle convergence évolutive de TDP

chez les eutardigrades et les hétérotardigrades (Murai et al., 2021).

Il a été montré que des CAHS et SAHS augmentent significativement la résistance a la
dessiccation apres expression hétérologue dans des levures ou des bactéries (Boothby et al.,
2017). Cet effet n'étant pas retrouvé via l'expression d'autres protéines intrinsequement
désordonnées, cela suggere que le désordre protéique n'est pas suffisant pour expliquer
I'effet protecteur des TDP. Contrairement aux LEA, I'inhibition de CAHS et SAHS par ARN
interférant a été menée chez le tardigrade H.exemplaris et a montré un r6le fonctionnel de

ces protéines dans la survie a la dessiccation (Boothby et al. 2017).

e Structure et distribution cellulaires, mécanisme de protection par les TDP

Bien qu'elles soient différentes des LEA, les TDP possedent des structures prédites
communes avec ces dernieres, comme leur haute propension a former des hélices o (Tanaka
et al, 2015; Yagi-Utsumi et al., 2021b). Il a par exemple été montré in vitro que les protéines

CAHS1 de R. varieornatus adoptent au niveau de la région C-terminale une structure en
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hélice a amphiphile en condition de déshydratation et reprennent une structure en pelote
aléatoire ou «random coil » apres réhydratation. De plus, l'augmentation de la
concentration en CAHS1 induit un effet similaire au niveau de la région C-terminale, ainsi
que l'induction de I'homo-dimérisation de la protéine au niveau de cette région. Cet auto-
assemblage de protéine forme des fibrilles détectables en microscopie a force atomique a
haute vitesse (« HS-AFM ») quand la concentration augmente. Cette structure prend
également la forme d'un hydrogel en solution aqueuse et ce de maniere réversible. Ces
données suggerent que la déshydratation augmente la concentration de CAHS1 qui
s'oligomérise et entre réversiblement en transition sol-gel (Etat de solide a état de gel) au

niveau cytosolique (Yagi-Utsumi et al,, 2021b).

L"expression de CAHS1 chez E. coli entraine la formation d'un réseau fibreux d’hélices o en
condition de dessiccation. Le processus est alors réversible en changeant les conditions de
pH, concentrations de sels et température. De plus, la surexpression en cellules Hela de la
protéine fusionnée a la mEGFP (CAHS1-mEGFP) montre une distribution homogene dans le
cytoplasme en absence de stress osmotique qui change pour se réorganiser en petites
particules au niveau nucléaire et cytosolique en réponse a un fort stress osmotique, encore

une fois de maniere réversible (Yagi-Utsumi et al., 2021b).

La formation de particules au niveau cytosolique ressemblant a des gouttelettes ne sont pas
sans rappeler la forme des granules de stress qui protegent I'’ARN pour répondre a des
conditions de stress (Campos-Melo et al., 2021). Les auteurs de I'étude suggerent que les
séparations de phase liquide-liquide visibles in vivo favorisent la résistance a la dessiccation
en formant des compartiments composés de CAHS1 qui forment de maniére réversible un
réseau fibreux capable de retenir I'eau et qui protégent les molécules sensibles a la
dessiccation. De plus, ils font I'hypothése que sous des conditions de dessiccation extrémes,
le réseau de CAHS1 pourrait agir en tant que chaperonne de dessiccation («dry
chaperonne ») qui protégerait en plus des protéines, d'autres complexes moléculaires tels

que I'’ARN et les membranes (Yagi-Utsumi et al., 2021b).
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Une étude de 2017 montre que les SAHS, un autre type de TDP, possedent certaines
structures similaires en diffraction aux rayons X a celles retrouvées dans la famille des
protéines de liaisons aux acides gras (FABP: Fatty Acid Binding Protein) (Fukuda et al.,, 2017).
En effet, comme les FAPB, la diffraction aux rayons X de la protéine RvSAHS1 montre qu’elle
possede des structures en tonneau B. Les tonneaux B des FAPB étant connus pour séquestrer
les hémes et la bilirubine (Levi and Arias, 1969; Vincent and Muller-Eberhard, 1985), cela
pourrait suggérer un role similaire pour les SAHS. La capture d’hémes pourrait alors
éventuellement empécher la production d'ERO ou alors la relocalisation de la bilirubine,
antioxydant puissant, pourrait aider a lutter contre le stress oxydatif de la dessiccation.
L'analyse de la structure d'un paralogue de la protéine RvSAHS1, la protéine RvSAHS4 de R.
varieornatus suggere qu'elle pourrait capturer, a la place, des ligands non chargés comme

les alcools et les aldéhydes (Fukuda and Inoue, 2018).

L'étude générale de I|'expression génique durant les phases de développement
embryonnaire de R. varieornatus et H. exemplaris montre des variations significatives de
I'expression de certaines CAHS et SAHS. Ces variations different entre les différents
paralogues en fonction des stades jusqu’a 3 jours apres la ponte. Elles ne sont pas similaires
et ne surviennent pas aux mémes stades de développement entre les deux especes (Yoshida
et al, 2019). Ces expériences suggerent que les différents paralogues des CAHS et SAHS
pourraient avoir des roles particuliers et définis durant le développement embryonnaire de

ces especes, et il pourrait en étre de méme chez les tardigrades matures.

Enfin, les TDP mitochondriales que sont les MAHS améliorent la résistance au stress
osmotique lorsqu’elles sont exprimées en cellules humaines mais le mécanisme sous-jacent
reste inconnu (Tanaka et al, 2015). Ceci est renforcé par limportance relative des
mitochondries chez certains eutardigrades et la nécessité de les protéger des stress. Il a été
montré par analyse ultrastructurale que les mitochondries changeaient de forme chez H.
exemplaris durant I'anhydrobiose et que la chaine respiratoire mitochondriale était
importante dans la tolérance a la dessiccation de M. inceptum, probablement en jouant un
role dans la lutte contre le stress oxydatif (Wojciechowska et al., 2021). Par ailleurs, le

découplage de la chaine de phosphorylation oxydative mitochondriale par le DNP (2,4-
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dinitrophenol) diminue drastiquement la survie a la dessiccation de R. coronifer (Voir tableau

2) en empéchant I'entrée dans la forme anhydrobiotique (Halberg et al. 2013) .

lll. Les tardigrades : des animaux résistants aux stress

génotoxiques

Les tardigrades, en plus de présenter des tolérances extraordinaires aux stress abiotiques
extrémes tels que le sont la dessiccation, les fortes variations de concentrations salines et la
congélation, sont également capables de résister a une variété de stress génotoxiques tant
a I'état actif que cryptobiotique. Par ailleurs, dans le monde du vivant deux mécanismes
généraux sont décrits pour pallier aux stress génotoxiques (1) la protection du protéome et
de I'ADN contre les dommages induits par rayonnements ionisants (2) des systemes de
réparation de I'ADN permettant de reconstituer un génome fonctionnel. Les systemes
antioxydants peuvent aussi intervenir. Chez les organismes radiotolérants, comme les
tardigrades, de nouveaux mécanismes originaux et/ou l'amélioration de mécanismes

partagés avec le reste du vivant peuvent entrer en jeu.

Cette partie se divise en 3 sections, dans lesquelles j'exposerai les données sur la tolérance
des tardigrades aux stress génotoxiques (rayonnements ionisants et ultraviolets). Dans un
second temps, j'aborderai les mécanismes moléculaires connus et parfois originaux, que les
tardigrades ont mis en place pour tolérer les stress génotoxiques. Puis enfin, a titre de
comparaison, je donnerai quelques exemples d'autres especes du régne du vivant qui ont

développé des mécanismes originaux de résistance aux stress génotoxiques.

A.Données sur la tolérance des tardigrades aux

rayonnements ionisants et aux ultraviolets

Depuis longtemps, de nombreuses études ont fait état de la tolérance des tardigrades a la

dessiccation, il y a désormais un intérét croissant pour leur tolérance aux stress génotoxiques

70



et notamment les rayonnements ionisants et ultraviolets. Dans cette section, je présenterai
les stress génotoxiques les plus usuels, notamment ceux utilisés durant mon travail de
recherche pour étudier la tolérance des tardigrades, ensuite je présenterai I'état de l'art
concernant les expériences de survie et de tolérance aux rayonnements ionisants et

ultraviolets chez les tardigrades.

1. Types de stress génotoxiques

Le stress génotoxique désigne les dommages ou les altérations du matériel génétique, tel
que I'ADN ou I'ARN, qui surviennent a la suite d'une exposition a des substances ou a des
agents génotoxiques. Ces substances ou agents peuvent perturber la structure, générer des
cassures et des mutations de I'ADN et interférer avec les processus de réplication ou de
transcription. L'ampleur des stress génotoxiques et la capacité des cellules a réparer les
dommages peuvent avoir des répercussions importantes sur la santé et la survie de

I'organisme.

a. Le stress oxydatif, source majeure de dommages a I’ADN

L'une des causes majeures de dommages a I'ADN est le stress oxydatif, qui se définit comme
un déséquilibre entre la production d'especes réactives de I'oxygene (ERO) et les capacités
cellulaires a les détoxifier via des processus antioxydants (Sies, 1997). Les ERO peuvent étre
produits par des agents exogénes tels que les rayonnements ionisants, les ultraviolets,
certains agents chimiques mais aussi la dessiccation (Azzam et al., 2012; de Jager et al., 2017;
Giovannini et al., 2022a). lls peuvent également étre d'origine endogene, produits par le
catabolisme oxydatif de certains métabolites (Fraga et al., 1990). L'interaction directe des
ERO avec I'ADN peut causer des dommages. Toutes les ERO n'affectent pas la molécule
d'ADN de maniere similaire, les ions superoxydes et le peroxyde d’hydrogene quand ils sont
a des niveaux physiologiques, n'attaquent pas forcément I'ADN, mais en exces, leur réaction
avec d'autres molécules peuvent produire d'autres types d'ERO tels que les radicaux
hydroxyles, beaucoup plus réactifs. Cela peut conduire a des altérations ou la cyclisation de

sucres et des bases, des cross-links entre ADN et protéines et la formation de liaisons intra-
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et inter-brins qui peuvent mener a la génération de cassures simples et double brin (CSB et

CDB) (Gonzalez-Hunt et al., 2018).

b. Stress génotoxiques liés a la dessiccation

Les changements dus a la perte d'eau peuvent générer des altérations de I'organisation

moléculaire, y compris des acides nucléiques et générer des dommages a I'’ADN.

Par exemple, chez la plante Acer pseudoplatanus, la formation de cassures double-brin
d'ADN et de lésions 8-oxoG est imposée par un stress de dessiccation graduel (Plitta-
Michalak et al., 2022). La dessiccation chez la bactérie Deinococcus radiodurans induit des
CDB et ceux-ci s'accumulent avec le temps passé en état desséché. En effet, 6 semaines de
dessiccation induisent un minimum de 60 CDB. (Mattimore and Battista, 1996). Chez la larve
du chironomide Polypedilum vanderplanki résistant a la dessiccation et aux rayonnements
ionisants, on observe une fragmentation de 'ADN nucléaire similaire aprés I'anhydrobiose
ou aprées une irradiation a 70Gy aux rayonnements ionisants aux ions He (Rayonnements
ionisants a Haut transfert d'énergie linéique, développé dans la partie 11l.A.1.c: rayonnements
ionisants) (Gusev et al., 2010). Chez les rotiferes bdelloides également capables
d'anhydrobiose, la dessiccation et notamment le fait de rester en anhydrobiose de maniére
prolongée entrainent une diminution de l'intégrité du génome, et I'accumulation de
dommages a I'ADN, notamment des CDB (Hespeels et al., 2014). Enfin, chez le tardigrade
Milnesium inceptum, il a été aussi montré que les cassures de I'ADN sont minoritaires au
moment de la dessiccation, mais qu'elles s'accumulent proportionnellement au temps passé

en anhydrobiose (Neumann et al., 2009).

L'explication pourrait provenir du fait que les périodes de dessiccation s‘accompagnent
d'une augmentation du taux d’ERO intracellulaires (Kranner and Birti¢, 2005; Franca et al.,
2007). En temps normal, la quantité d’'ERO est controlée par différents processus pro- et
antioxydants permettant de maintenir un équilibre (Favier, 2003). Or, pendant la
dessiccation, I'organisme diminue peu a peu son contrdle sur son activité métabolique, il a

donc été supposé que le taux de ROS n’'est alors plus controlé et augmente, provoquant
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alors un stress oxydatif au sein de la cellule (Kranner and Birti¢, 2005). L'origine exacte des
ERO induits par la dessiccation n'est pas encore connue mais il est supposé que des
dysfonctionnements transitoires des enzymes ou des chaines de transport d'électrons
peuvent conduire a la production d'ERO ou favoriser des réactions chimiques qui ne se
produisent normalement pas a I'état hydraté. Ces conditions induisent aussi des dommages
dus a l'oxydation des composants cellulaires, avec l'apparition d'éléments toxiques pour
I'organisme au niveau membranaire, protéique et au niveau de I'ADN (Anchordoguy et al,

1990; Prestrelski et al., 1993; Faria et al., 2005; Franca et al., 2007).

En résumé, la dessiccation entraine des dommages de 'ADN chez de nombreux animaux

pourtant résistants a celle-ci et leur nombre augmente avec le temps passé en anhydrobiose.

c. Rayonnements ionisants

La cascade de processus physiques, chimiques et biologiques générés par les radiations
ionisantes sont difficiles a prédire étant donné que les effets s'étalent dans le temps et
I'espace. Les risques d'ionisation sont dépendants du type de rayonnement et chaque type
de rayonnement ionisant est caractérisé par un parametre physique appelé Transfert
d'Energie Linéique (TEL) qui décrit I'énergie moyenne (en KeV) cédée par une particule en
fonction de la distance parcourue par celle-ci. Les particules treés chargées (Z élevé) comme
les particules o, B- ou B+ ou les ions Fer (Fe, He...) ont un haut TEL et produisent de
nombreuses ionisations sur leur passage. A l'inverse, les rayonnements y ou X, qui sont
électromagnétiques, produisent moins d'ionisations et sont considérées comme des
radiations ionisantes a faible TEL. Ces derniers vont principalement générer des ERO qui vont
ioniser la matiere et générer en majorité des cassures simple brin et une part de cassures
double brin (~20%). La complexité des dommages générés augmente avec TEL. Plus les
cassures sont complexes et plus le temps nécessaire pour les réparer augmente. Ainsi les
rayonnements a haut TEL générent surtout des dommages directs et complexes, comme des

CDB (~90% des dommages générés) (Hagiwara et al., 2019; Mavragani et al., 2019).
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d. Rayonnements ultraviolets

Les ultraviolets (UV) sont la source principale de rayonnements non-ionisants qui génerent
des dommages dans I'’ADN. En effet, ils peuvent réagir avec les molécules d’ADN et causer
des dommages, mais leur mode d'action dépend grandement de leur longueur d’onde. Ces

rayonnements atteignent les cellules superficielles des organismes irradiés.

Les UVC et les rayonnements de courtes longueurs d'ondes des UVB sont absorbés par la
molécule d’ADN conduisant a son excitation. Cela entraine la formation de dimeres de
pyrimidines ou de photoproduits pyrimidine (6-4) pyrimidone formant des ponts qui
modifient localement la structure de 'ADN qui peuvent mener a la génération de cassures
au moment de la réplication ou la transcription si elles ne sont pas réparées a temps (Rastogi
et al,, 2010). Les UVA et une part des UVB (longueur d'onde longue) induisent indirectement
des dommages a I’ADN et au niveau protéique en excitant des composants cellulaires qui
pour se désexciter réagissent en produisant a leur tour des ERO. Les rayonnements UV
peuvent aussi photosensibiliser les cellules. Bien que ces rayonnements ne soient pas
directement ionisants, les ERO générés peuvent par contre ioniser la matiere et mener a
I'oxydation de guanines en 7,8-dihydroguanine (8-oxoG) qui induisent des transversions du

type G-T dans 'ADN (Douki et al., 2000; Rastogi et al., 2010; de Jager et al., 2017).

e. Agents chimiques génotoxiques : la bléomycine

Certaines molécules toxiques présentes dans l'environnement ou dans l'alimentation
peuvent pénétrer dans les cellules et y libérer des ERO. D'autres molécules possedent une
affinité particuliere pour 'ADN ou pour certaines enzymes interagissant avec 'ADN. Leur
interaction avec le double-brin peut alors déboucher sur des erreurs lors de la réplication ou
sur des cassures par blocage de la fourche de réplication. Enfin d'autres peuvent couper

directement 'ADN.

C'est typiquement le cas de la bléomycine, molécule utilisée durant mon travail de recherche.

C'est un glycopeptide produit par Streptomyces verticillus qui peut générer des CSB et des
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CDB en présence de certains co-facteurs. C'est une protéine a fer non héminique qui
s'intercale avec I'’ADN, mais dont le mécanisme exact de génération de cassures n'est pas
totalement élucidé (Chen et al., 2008). Il a toutefois été hypothétisé que la bléomycine
chélatait des ions métalliques, menant ainsi a la production de pseudoenzymes sans co-
facteur qui réagissent avec lI'oxygene (Sausville et al, 1978), produisant ainsi des ions
superoxydes et des radicaux hydroxyle. Une autre hypothese soutient que la bléomycine
interagit directement avec I'ADN menant a son ionisation et la formation de cassures

(Murray et al., 2018).

2. Survie des tardigrades aux rayonnements ionisants et

ultraviolets

Dans cette partie, je résume l'ensemble de la littérature réalisée sur la tolérance des
tardigrades aux rayonnements ionisants (Tableau 3.1) et ultraviolets (Tableau 3.2) puis je

discute de l'origine possible de cette tolérance.

a. Tolérance aux rayonnements ionisants

i. Limites de la comparaison entre les différentes études sur la

radiotolérance

Il est a noter qu'une majorité des études sur les effets des rayonnements sur les tardigrades
basent la mesure de la tolérance sur la viabilité apparente de I'animal (elle-méme souvent
basée sur la présence ou absence de mouvement par exemple) plutot que sur les effets au
niveau cellulaire ou moléculaire. Par conséquent, la tolérance apparente présentée ici ne
signifie pas objectivement que les animaux ne sont pas affectés par l'exposition aux
rayonnements ou par les dommages causés et il serait pertinent de réaliser des études
comparant les performances phénotypiques générales aux effets aux niveaux cellulaire et
moléculaire. Je tiens a préciser également que ce tableau ne présente que les expériences

réalisées sur des tardigrades matures, ainsi n'est pas rapportée la tolérance aux
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rayonnements des embryons ou de tardigrades juvéniles qui y sont généralement plus
sensibles. De plus, bien que certaines études s'intéressent aux mémes types de
rayonnements, il n'est pas assuré que celles-ci soient strictement comparables. En effet, le
matériel d'irradiation utilisé, la calibration de la source d'émission, I'état des tardigrades au
moment de l'irradiation (nourris, a jeun, régime alimentaire, age moyen de la population
étudiée), la méthode de mesure de la survie, ou les habitudes de I'expérimentateur sont tout
autant de raisons d'observer des variabilités entre les différentes études, a doses
comparables pour un organisme donné. Bien que conscient de ces biais potentiels, je m’'en

affranchis lors de la discussion qui suit.

ii. Description générale de la radiotolérance aux rayonnements

ionisants

Les études qui ont été réalisées sur la tolérance aux rayonnements ionisants a faible TEL
(tableau 3.1) font état chez la plupart des eutardigrades testés a |'état hydraté ou
anhydrobiotique de LD50 allant de 3kGy a 5,7kGy. Concernant les hétérotardigrades, aucune
expérience de tolérance n'a été réalisée sauf pour E. sigismundi apres exposition a des
rayonnements y. Sa LD50 de 1,59kGy, bien qu’élevée par rapport a d'autres organismes non
radiotolérants, est tres en deca de celles des eutardigrades testés. Cela suggere que les
hétérotardigrades peuvent montrer une certaine radiotolérance, bien que moindre

comparée aux eutardigrades.

Le peu d'études qui ont été réalisées sur la radiotolérance des tardigrades aux rayonnements
a haut TEL fait état de LD50 s'étendant de 5,4kGy a 10,24kGy. Ces études n'ont éteé réalisées

que sur des tardigrades de I'ordre Apochela, R. coronifer et M. inceptum.

iii.  Une radiotolérance a l'état actif plus importante gu'a |'état

anhydrobiotique

L'observation des données de survie en réponse aux rayonnements ionisants semble

montrer que les tardigrades sous forme anhydrobiotique, leur forme la plus résistante aux
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conditions extrémes, n‘ont pas une survie plus élevée que la forme active. C'est d'ailleurs
I'inverse qui est observé dans toutes les publications ou la comparaison de la tolérance entre
les deux états est réalisée, a I'exception de I'exposition aux rayonnements o réalisée par May
et al,, 1964. Cela suggere que les tardigrades testés possedent bien des mécanismes actifs
de protection et réparation des composants cellulaires et moléculaires endommagés qui
peuvent s'activer indépendamment de la réponse a la dessiccation. Il est possible qu'il y ait
un effet additif entre les dommages liés a l'irradiation et les dommages ou les ERO
accumulés durant la forme anhydrobiotique (Neumann et al., 2009) qui pourrait expliquer

une vulnérabilité supérieure a I'état anhydrobiotique.

iv. Une radiotolérance plus élevée aux rayonnements a haut TEL ?

A doses égales, les rayonnements particulaires a haut TEL sont beaucoup plus nocifs pour
les tissus et I'ADN que les rayonnements a faible TEL (M. Anderson, 2000). Comme exposé
précédemment, les rayonnements a haut TEL génerent des dommages complexes sur 'ADN
et notamment des CDB quand les rayonnements a faible TEL génerent en majorité du stress
oxydant, mais aussi, en moindre proportion des CSB et des CDB. Pourtant les quelques
études qui se sont intéressées aux rayonnements haut TEL sur les tardigrades, semblent
montrer qu'ils y sont plus résistants qu’aux rayonnements ionisants a faible TEL comme R.
coronifer (Nilsson et al. (2010 ; Jonsson et al. 2005). Cela pourrait éventuellement suggérer
que les tardigrades sont mieux équipés pour tolérer les dommages a I'ADN que les
dommages non génotoxiques induits par le stress oxydant, comme les dommages
protéotoxiques ou sur les lipides. Toutefois, trop peu d'études ont été réalisées sur les

radiotolérances aux rayonnements a haut TEL pour pouvoir conclure.

b. Tolérance aux rayonnements ultraviolets

Il est difficile de comparer les tolérances aux rayonnements UV entre différentes études étant
donné la différence entre les nombreuses variations expérimentales, a commencer par les
doses et les longueurs d'ondes utilisées. Je ne compare donc ici que les résultats au sein

d'une méme étude.
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De maniere générale, on observe que les tardigrades irradiés aux UV sous leur forme
anhydrobiotique sont plus résistants que sous leur forme active (cas de R. varieornatus:
Horikawa et al. 2013), et plus le pourcentage d’humidité relative est faible, plus la tolérance
semble augmenter (Cas de P. richtersi: Altiero et al. 2011) . Il est possible que les
rayonnements UV soient moins déléteres sous la forme anhydrobiotique qui limite les
réactions chimiques en raison de 'absence ou la diminution d'eau. Enfin, le tardigrade H.
exemplaris, moins tolérant a la dessiccation rapide est extrémement sensible aux UVC en
comparaison de R. varieornatus, ce qui rentre en contradiction avec les résultats observés en
réponse aux raynnements ionisants a faible TEL. Dans le cas des UV, la tolérance semble

corrélée avec la capacité a tolérer la dessiccation.
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Tableau 3.1: Ftudes en lien avec la tolérance aux rayonnements ionisants chez les

tardigrades. Les espéces sur fond gris sont des tardigrades semi-terrestres et sur fond bleu

des tardigrades marins

Type de rayonnement et

2000Gy

A Etat LD50 ou % de survie Effets sur la reproduction Remarques Auteur
doses testées
Irradiations a faible TEL: rayonnement X ou y
Pas de différence de fertilité avec le controle Beltran-Pardo
y: 0,1 - 5kGy Hydraté - LDsp/24n=4,2 kGy jusqu'a 100Gy. Infertilité totale a partir de
etal. (2015)
500Gy.
Hypsibius Survie élJ10: .
exemplaris B ;ngtrollz.;sﬁ . dez et
. . - 3kGy: 12% " ) ernandez e
y: 3kGy et 5kGy Hydraté - 5KGy: 5% Pas d'information (1) al. (2016)
- Bystander 3kGy: 22%
- Bystander 5kGy: 22%
.. Pas d'effet sur la fécondité jusqu'a 2kGy - les Jonsson et al.
:1-9kG Anhydrobiot -LD =3kG
v Y nhydroblotique 50/22h Y ceufs n'éclosent pas méme dans le contréle (2005)
. Pas d'effet sur la fécondité jusqu'a 2kGy - les Jonsson et al.
10,5 - 5kG Hydrat - LD, =4,7kG
Y0 Y yerate s0/181=% 7KEY ceufs n'éclosent pas sauf dans le contrdle (2005)
Richtersius cf. Diminution du taux de production d'ceufs en
coronifer : - - 40% de survie 24h post-irradiation a 1000Gy fonction de la dose, mais statistiquement Jonsson and
X: 50 - 20006y Anhydrobiotique - 0% de survie 24h post-irradiation a 2000Gy non significative. Possiblement en raison de 2 Wojcik (2017)
la taille limitée de I'échantillon étudié.
y: 500Gy Anhydrobiotique  Non atteinte Pas d'information Sjciri]lsls(zgg;)
(3)
y: 500Gy Hydraté Non atteinte Pas d'information sjci?;s(;g;)
X: 1-12kGy Anhydrobiotique - LDsg/24,=5,4kGy Pas d'information M(alygzz)al.
Paramacrobiotus
areolatus I
X: 1-12kGy Hydraté - LDsg/24n=5,7kGy Pas d'information ay et al
(1964)
- Pas de ponte pour les irradiations > 2kGy - Horikawa et
10,5 - 7kG Anhydrobiot - LD, =5,2kG
V0 Y nhydroblotique 50/24n=2,2KEY Aucune éclosion sauf dans le contrdle al. (2006)
Milnesium
inceptum .
(anciennement y: 0,5 - 7kGy Hydraté - LDsg/24n=5,4kGy Pas d'information Horikawa et
o al. (2006)
Milnesium
tardigradum)
y: 70Gy Hydraté Non atteinte Pas d'information (4) B::t;ﬁr;-ZI:Jalr:)o
Echiniscoides . " . Jénsson et al.
e — y: 0,1 - 5kGy Hydraté - LDsg/24n=1,59kGy Pas d'information (5) (2016a)
Irradiations a haut TEL: rayonnement a, 8- ou B+ ou ions
. tons ;Ig(l)lgrgy(He): Anhydrobiotique  100% de survie Pas d'information H;flr:(\),g]g;t
Ramazzottius )
varieornatus | Heli " Horik "
ons 4;()';any( e): Hydraté 100% de survie Pas d'information ;r'l(:(\)/:)as;e
Milnesium Rayonnement a: 5 - 8kGy ~ Anhydrobiotique - LDgy/54,=5,4kGy Pas d'information Horikawa et
inceptum al. (2006)
(anciennement
Milnesium ) " ) Horikawa et
tardigradum) Rayonnement a: 5 - 8kGy Hydraté - LDso/24n=6,3kGy Pas d'information al. (2006)
.. " . Nilsson et al.
Protons: 0,5 - 15kGy Anhydrobiotique - LDsg/,4,=10,24kGy Pas d'information (7) (2010)
Richtersius cf. lons Helium (He): 50 - Anhvdrobiotique  Non atteinte iminution d d duction d'ceuf ® Jénsson and
coronifer 1000Gy Y q Diminution du taux de production d'ceufs en Wojcik (2017)
fonction de la dose, mais statistiquement |
non significative. Possiblement en raison de .
lons Fer (Fe): 50 - Anhydrobiotique  Non atteinte la taille limitée de I'échantillon étudié. (9) J6nsson and

Wojcik (2017)
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)
3)

Mesure de la survie sur 30 jours avec ou sans effet Bystander: mise en contact de tardigrades irradiés avec des
tardigrades non irradiés (exposition indirecte). Diminution de la survie dose dépendante Les tardigrades non
exposés mais ayant subi I'effet bystander ont une survie diminuée par rapport aux contréles mais supérieure aux
irradiés.

Survie bien moindre par rapport I'étude de Jonsson et al. (2005) aprés irradiation y

Induction de Hsp70 en réponse a l'irradiation en comparaison du contréle Induction similaire aux conditions de
deshydratation ou de choc thermique

Forte induction de la protéine Rad51, recombinase impliquée dans la réparation de I'ADN

Tardigrade marin (Classe heterotardigrada, ordre Echiniscoidea)

Une seule dose testée

Tres peu affecté jusqu'a 10kGy. Au-dessus la survie chute brutalement et est quasiment nulle a 15kGy

Aucune mortalité au 7éme jour a la dose maximale (1000Gy)

Aucune mortalité au 7éme jour a la dose maximale (2000Gy)

80



Tableau 3.2: Etudes en lien avec la tolérance aux rayonnements ultraviolets chez les

tardigrades.

Type de
rayonnement et Etat LD50 ou % de survie Effets sur la reproduction Remarques Auteur
doses testées
Rayonnement ultraviolets
. g Aucune information car tous les individus Horikawa et
UVC: 254 nm Hydraté - 0% de survie dés 2,5kim> meurent dés la premitre dose al. (2013)
:2,5kim-2 - 20kJ.m-2 !
g Pas de différence de fertilité avec les
ibi - Irradiés: 18% - 27% d ie 3 60kim? Kuzmic et al.
Hypm;ms, UVC: 254 nm Anhydrobiotique a IeAS N on € sur\{le ? mrz contréles: ~1,5 - 2 ceufs / adulte (1) uzr;olclz a
exemplaris : 60kIm-2 - 180k).m-2 - Contréles: 40 -45% de survie 4 60kim Taux d'éclosion des ceufs de 11%
, B Aucune information car tous les individus Kuzmic et al.
UVC:254 nm Hydraté - 0% de survie des 60kim® meurent des la premiére dose 2019
1 60kim-2 - 180k).m-2
Production d'ceufs jusqu'a la dose maximale
- 98% de survie 3 10kJm™a J5 post irradiation de 20kJm™
UVC : 254 nm Anhydrobiotique 80% de survie a 20kJm™ 3 J5 post irradiation Diminution rapide de la production en Horikawa et
. 2500kim-2 - 20K).m-2 - 20% de survie 3 10kim™ et 20kim 2 J30 post fonction de la dose al. (2013)
irradiation Aucun impact de I'irradiation sur I'éclosion
Ramazzottius des ceufs
varieornatus
-81,1% de survie a 2,5kJm'Z a J5 post irradiation Production diminuée de 70% par rapport au
UVC: 254 nm Hydraté - 45% de survie a 2,5kim” & J30 post irradiation contréle a 2,5kIm . Aucune ponte au dessus @ Horikawa et
. 2500kim-2 - 20kl.m-2 -20% a de survie & 10kim™ 2 J5 post irradiation de cette dose. al. (2013)
- 0% de survie a 10kim™ dés J15 post irradiation Taux d'éclosion des ceufs a 80%
UVB:312 nm . Altiero et al.
.10.32 587.72 kim-2 Anhydrobiotique - LDsp/54,=49,67kim 23 35% d'humidité relative Pas d'information (3) 12011)
Ramazzottius
oberhaeuseri
UVB:312 nm . g . . Altiero et al.
1032387 72 kim-2 Hydraté - LDso/244=35,83kIim™ Pas d'information 12011)
Ur\]/in'fzo:;r:; Anhydrobiotique  Aucun effet sur la survie au bout de 6h d'exposition Pas d'information Mggzz;"
Paramacrobiotus
areolatus
Ur\1/ocn‘ f;;;r::; Hydraté - Survie de 59% au bout d'1h d'exposition Pas d'information M(alygzz)al.
- LDsoy24v=62,42kIm* & 35% d'humidité relative
UVB: 312 E Alti t al.
1032387 72n:}m_2 Anhydrobiotique - LDsy/54,=40,64kim 2 3 50% d'humidité relative Pas d'information (3) I(ezgjli) @
Paramacrobiotus o :
richtersi
UVB:312 nm . g . . Altiero et al.
1032387 72 kim-2 Hydraté - LDso/pap=44.57kIim™ Pas d'information 12011)
UVB:312 nm
12, -22178. - -LD UVg) =97,57kIm” ietal.
2.58kim-22178.02 kl m-2 Anhydrobiotique so2an (UVs) 5 Pas d'information Cesari et al
UVC: 254 nm - LDso/aan (UVe) =14,42kIm (2022)
:2.5 kI m-22a40.00 ki m-2
Macrobiotus
kyoukenus UVB :312 nm
:2.58 k) m-23178.02 k) m-2 . - LDsg/zan (UVg) =80,11kIm™ . . Cesari et al.
Hydraté 5 Pas d'information
UVC: 254 nm - LDso/aan (UVc) =8,44kim (2022)
: 2.5k m-2a40.00 ki m-2
Diminution de la production d'ceufs.
A — UVAL;‘(‘J;E?(TO;) nm - Survie aux UV, : 0% Les ceufs pondus aprés irradiation UV, g 1 tal
ichtersius : m- . » 6nsson et al.
R ; .~
coronifer UVA+B: 116.5-400 nm  Annydrobiotique - Survie aux UVyg: ~2% meclosentpas. (2008)
. 7577 kIm-2 (Cf. remarques) Pas de pontes aprés irradiation aux UV, car
survie des adultes nulle.
(4)
Milnesium
inceptum UVAL;O;E(E:O(Z) nm - Survie aux UVy: ~“3% Diminution de la production d'ceufs Jénsson et al
(anciennement UVA){' B: 116.5-400 nm Anhydrobiotique - Survie aux UV, 5: ~35% Les ceufs pondus apres irradiation UVA,B (2008) ’
Milnesium . 7577 k:lm-Z (Cf. remarques) éclosent
tardigradum) ’
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(1) Forte mortalité apres réhydratation dans les contrdles

(2) Accumulation de diméres de thymines et surexpression de la photolyase A (PhrA) a 18h post irradiation.

(3) Evaluation de I'impact de I'humidité relative et de la température face aux UV:
- meilleure survie a 35% d'humidité relative qu'a 50% d'humidité relative
- Les températures élevées (35°C) impactent négativement la survie

(4) Expérience réalisée en condition de vide spatial. Exposition aux rayonnements solaires pendant 10 jours. Et survie
mesurée apres réhydratation (16-22 jours apres la fin de I'exposition).

Pourcentages de survie apres réhydratation donnés pour 4 réplicats, 30 individus par réplicat
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c. Origine de la résistance aux rayonnements ionisants et UV

L'hypothése d'une tolérance croisée entre résistance a la dessiccation et résistance aux
rayonnements ionisants / UV est souvent avancée. La tolérance croisée peut se produire
lorsqu'un organisme a développé des mécanismes pour se protéger d'un type de facteur de
stress, qui assurent également une protection contre l'autre type de facteur de stress. Dans
le cadre de cette hypothése, un organisme qui est tolérant a la dessiccation pourrait
également étre tolérant aux radiations, car les mécanismes qui protegent contre la
dessiccation pourraient également protéger contre les dommages induits par les radiations.
Bien que cette hypothése ne soit pas formellement prouvée, la corrélation entre les deux
types de tolérance interpelle. Cette hypothese n’est pas nouvelle dans la recherche sur les
anhydrobiontes, comme les rotiferes bdelloides (Hespeels et al., 2020) pour expliquer la
tolérance aux stress génotoxiques. En se placant avec cet angle de réflexion sur la
problématique de I'anhydrobiose chez le tardigrade, il est alors possible de décomposer les
mécanismes de la machinerie anhydrobiotique en différents aspects, comprenant
notamment la résistance aux dommages a I’ADN, au stress oxydatif, au manque d’eau, a
I'agrégation protéique ou aux changements de concentration en sels. Ainsi, en étudiant de
maniere croisée, d'une part la réponse transcriptomique ou protéomique des tardigrades a
la dessiccation et d'autre part leur réponse aux stress génotoxiques, on pourrait mettre en
évidence les mécanismes que les tardigrades ont spécifiquement acquis pour répondre aux

stress génotoxiques (Arakawa, 2022).
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B. Mécanismes mis en jeu pour résister aux stress

génotoxiques

A la lumiere des données résumées obtenues a partir des différentes études sur la tolérance
des tardigrades a la dessiccation et a certains stress génotoxiques, j'ai tenté d'exposer que
ces derniers montraient effectivement des tolérances impressionnantes et en faisaient des
modeles d'intérét pour étudier la résistance aux stress génotoxiques et plus particulierement
aux rayonnements ionisants. Par conséquent, I'étape suivante est de discuter des données

qui relatent les mécanismes sous-jacents a leur tolérance.

Afin de détailler ces points, je ferai au préalable une présentation succincte des voies de
réparation des dommages décrites chez la plupart des eucaryotes, pour ensuite décrire les
mécanismes de réparation de I'’ADN chez les tardigrades, ainsi que leurs réponses aux stress
génotoxiques. Pour finir, je développerai le cas particulier de la protéine Dsup, protéine

unique aux tardigrades qui pourrait avoir un role dans la résistance aux dommages.

1. Les dommages a I’ADN et leur réparation

a. De nombreux types de dommages a I'’ADN et des voies de

réparation spécifiques

i. Réparation des bases modifiées par Excision de Base (BER)

Certaines bases azotées de I'ADN sont modifiées par alkylation, oxydation ou déamination.
Ces bases sont alors reconnues par des ADN glycosylases qui peuvent retirer la base
modifiée (par ex. ADN glycosylase UNGT1), créant un site apurique ou apyrimidique suivi d'un
clivage de I'ADN en 5’ du site abasique par une AP endonucléase, ou aussi elles peuvent
retirer un nucléotide (ADN glycosylases NEIL1-3). Puis une DNA polymérase (polymérase [3
ou e) ajoute la base manquante par complémentarité avec le brin intact. Enfin une ligase
(DNA Ligase 3 ou 1), permet la ligation du brin réparé ((Robertson et al., 2009)). D'autres
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protéines participent a ces différentes étapes comme, XRCC1, PARP1-4 ou la polynucléotide

kinase, PNPK.

ii. Réparation des mésappariements de bases par la Réparation des

Mésappariements (MMR)

La voie MMR prend en charge les mésappariements lors de la réplication. MutS reconnait le
mésappariement. Puis MutS recrute MutL qui a son tour, recrute différentes protéines sur le
site, permettant |'excision de la région mésappariée sur le brin fille, notamment I'exonucléase
EXO1 et une zone d’ADNsb recouverte de RPA est ainsi générée. Finalement la réparation

se conclut par la néopolymérisation et la ligation du brin réparé (Li, 2008).

iii. Réparation des pontages par Excision de Nucléotides (NER)

Le NER implique plus de 30 protéines et permet la réparation des diméres de thymines
formés apres exposition aux UV ou des pontages intrabrins générés par le cisplatine, un
agent chimique génotoxique. Le Tres schématiquement, la reconnaissance des dommages
fait intervenir la protéine XPC pour la voie GG-NER (global genome NER) et CSB et CSA pour
la voie TC-NER (transcription coupled NER). Puis TFIIH va permettre I'ouverture de I'ADN.
L'action successive de ERCC1/XPF puis de XPG permet I'excision d'une zone de 20-30
nucléotides autour de la zone lésée. La séquence est reconstituée par les DNA polymérases
(6 ou e) selon la complémentarité avec le brin intact, puis une DNA Ligase (LIG3 ou LIG1)

(Marteijn et al., 2014)

iv. Les cassures double brin sont réparées par différentes voies

Les cassures double brin (CDB) se produisent lorsque les deux brins de I'ADN sont rompus.
Il existe plusieurs voies de réparation de ces dommages, principalement la recombinaison
homologue (RH) et la jonction d'extrémités non-homologues (c-NHEJ). Mais il existe aussi
des voies alternatives appelées Alt-EJ (ou MME)) et Single Strand Annealing (SSA). Les CDB

sont considérés comme particulierement dangereuses pour la cellule car elles menacent
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I'intégrité des chromosomes et leur réparation doit absolument aboutir, sinon elle mene a
la mort cellulaire (Grabarz et al, 2012). Les mécanismes de réparation des cassures double-
brin sont plus complexes que ceux des cassures simple-brin. Les réparations mal effectuées
peuvent aussi avoir des conséquences graves sur le fonctionnement de la cellule. Dans la

section suivante, je vais décrire les différentes voies de réparation des cassures double-brin.

b. Fonctionnement des principales voies de réparation des

cassures double-brin d’'ADN

Les CDB sont des lésions hautement toxiques. Les cellules ont développé des mécanismes

spécifiques de détection et de réparation de ces cassures.

i. Détection des CDB

Chez 'Homme, la réponse aux CDB débute par I'activation d’ATM, une kinase de la famille
PI3K (phophoinositide 3-kinase) qui est recrutée au niveau de la chromatine par le complexe
MRN, composé des protéines MRE11, RAD50 et NBS1, en réponse a I'apparition de CDB. Ce
recrutement déclenche une cascade de phosphorylations qui mene a I'activation de points
de contrdle du cycle cellulaire et le recrutement de protéines de réparation au niveau des
sites de cassure. Cela débute notamment par la phosphorylation du variant d’histone H2AX
par ATM qui devient alors yH2AX. Cette phosphorylation déclenche un phénomene de
rétrocontréle positif. En effet le variant yH2AX en association avec MDC1 permet le
recrutement de protéines ATM supplémentaires qui vont-elles méme recruter encore plus

de protéines de réparation et phosphoryler davantage d'histones H2AX.

Les protéines de réparation recrutées par ATM meénent vers les deux voies prédominantes
de réparation des CDB, la RH et le c-NHEJ. Toutefois I'existence d'un mécanisme alternatif
de ligation d'extrémités non-homologues d’ADN a été découvert, appelé Jonction
d'extrémités alternatif (ou Alt-EJ pour « Alternative end-joining »). Enfin il existe un
mécanisme appelé hybridation simple brin (ou SSA: Single Strand Annealing). La

coexistence de ces quatre voies de réparation des CDB nécessite la mise en place de systéeme
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de régulation afin de choisir la voie plus adéquate en fonction de I'étape du cycle cellulaire

dans laquelle la cellule se trouve (Figure 8 A) (Ceccaldi et al., 2016).

ii. Choix de la voie de réparation

Je présente ici des données obtenues chez des mammiferes. La premiere phase de
signalisation fait intervenir |'activation de kinases, et la phosphorylation de cibles spécifiques
va permettre le recrutement de protéines au site de cassure. Les premieres protéines
phosphorylées qui sont recrutées au niveau du site de cassure sont 53BP1 et CtIP et vont
déterminer par quelle voie la réparation se fera. L'équilibre entre 53BP1 et BRCAT module le

choix de la voie soit en bloquant, soit en permettant la résection (Figure 8 B).

53BP1 recrute RIF1 qui permet a son tour le recrutement du complexe Shieldin (Chapman et
al. 2013 ; Gupta et al,, 2018) et protege ainsi les extrémités de la cassure de la résection, et
dans le méme temps inhibe le recrutement de BRCA1 et bloquant l'acces a CtIP, dirigeant

ainsi la réparation vers le c-NHEJ (Bunting et al,, 2010; Escribano-Diaz et al., 2013).

Une premiére phase de résection des extrémités de la cassure par CtIP et la nucléase MRE11
d'un petit nombre de paires de bases (20pb chez les mammiferes) débute et libere des
extrémités d'’ADNsb qui peuvent étre réparées par Alt-EJ (Truong et al., 2013). Une seconde
phase de résection des extrémités par des hélicases et exonucléases (CtIP, DNA2, BLM, WNR
et EXO1) génere un long ADNsb qui dirige la réparation vers la RH ou la SSA (Symington
and Gautier, 2011 ; Sturzenegger et al.,, 2014). Des kinases dépendantes de cyclines (CDKs)
phosphorylent CtIP ce qui favorise son interaction avec BRCA1 pendant les phases S/G2
(Huertas and Jackson, 2009) et de déplacer 53BP1, inhibant ainsi le c-NHEJ (Bunting et al.,
2010).

Ainsi le principal facteur qui détermine le choix entre les voies est I'extension de la résection
des extrémités cassées, mineure dans le cas du c-NHEJ et croissante lors du Alt-EJ, SSA a la

RH (Zhao et al, 2020) et sa régulation au cours du cycle cellulaire.
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Cassure double-brin (CDB)
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DNA-PKcs Artemis CtiP, MRN
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ligase IV, XRCCA Invasion de brin Hybridation sur les grandes homologies Hybridation sur les microhomologies
: RPA, RADS1
BRCA2 RADS2 PARP-1 ﬁl
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Délétions de 1-4 nt
DNA DNA +
(A) c-NHE! &i-, — ligase | ligase Il
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Réparation fidele Larges délétions Réarrangements
Conversion génique Pas d’insertion (indels)
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ATM > BRCA1/CtIP

v

Résection des extrémités

HR SSA Alt-EJ
(8) © (D)

Figure 8 : (A) Quatre voies de réparation des cassures double brin (CDB) de I'ADN. (A-D) Le
choix de la voie de réparation des CDB de I'ADN dépend principalement de I'existence ou
non d'une résection de I'extrémité de I'ADN. Lorsque la résection est bloquée, la réparation
par c-NHEJ est favorisée. Cependant, lorsque la résection de I'ADN a lieu, trois voies (RH,
Alt-EJ et SSA) peuvent entrer en compétition pour la réparation des CDB. En effet, il existe
deux niveaux de compétition pour la réparation des CDB. Dans un premier temps, a |'étape

de la résection, le c-NHEJ entre en compétition avec les voies dépendantes de la résection.
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Ensuite, une fois que la résection a eu lieu la RH, l'alt-EJ et le SSA peuvent entrer en
compétition pour la réparation. Chacune des quatre voies de réparation conduit a des
modifications génétiques (conversion génique, délétions, insertions) et la fidélité du
mécanisme de réparation est mentionnée pour chaque voie. nt, pour nucléotides. (B)
Mécanismes régulant la résection des extrémités de I'ADN dans les cellules de mammiferes
et leur influence sur le choix de la voie de réparation des cassures. Le cycle cellulaire contrdle
la compétition entre le c-NHEJ et les voies de réparation dépendantes de la résection (RH,
Alt-EJ, SSA). La résection étendue est stimulée dans la phase S/G2 du cycle cellulaire et
dépend de l'activité de la CDK, qui induit la phosphorylation de composants du complexe
MRN et de CtIP. Dans la phase G1 du cycle cellulaire, les protéines 53BP1 et RIF1 se localisent
aux CDB, inhibent le recrutement de BRCA1, bloquent la résection des extrémités de I'ADN
et favorisent ainsi le c-NHEJ. Dans les phases S et G2 du cycle cellulaire, la kinase ATM, qui
phosphoryle le complexe MRN, BRCA1, CtIP ou BLM, favorise les trois voies de réparation
des DSB dépendantes de la résection (RH, Alt-EJ ou SSA). Cependant, des études suggerent
que Alt-EJ pourrait se produire en G1. Abréviations : ATM, Ataxia Telangiectasia Mutated ;

CDK, cyclin-dependent kinase. (Figures traduites de Ceccaldi et al., 2016).

iii. Lavoie du c-NHEJ

Le c-NHEJ et est la voie préférentiellement utilisée pour réparer les CDB dans la plupart des
systéemes eucaryotes (~75% des évenements de réparation des CDB en cellules humaines),
puisqu'active pendant une grande partie du cycle cellulaire (dominant dans les phases
GO0/G1 et G2 du cycle (Chiruvella et al., 2013; Karanam et al., 2012)) . Des études en cellules
humaines montrent aussi que la réparation par c-NHEJ est plus rapide que ne I'est celle par
recombinaison homologue, avec le c-NHEJ qui se produit en moins de 30 minutes, tandis
que la RH peut prendre jusqu'a 7 heures (Mao et al., 2008; Kowalczykowski, 2015). Elle
permet de réparer des CDB présentant des extrémités franches ou de courtes extensions

d'ADN simple brin libres (Dynan and Yoo, 1998).

Plus précisément, les extrémités d’ADN double brin sont reconnues et protégées par les

protéines Ku70 et Ku80 formant un hétérodimere. Ce dimere est capable de former un
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complexe, appelé DNA-PK, avec la protéine kinase dépendante de I'ADN, DNA-PKcs, qui
joue le réle de sous-unité catalytique du complexe. Ce complexe sert de plateforme de
recrutement pour les autres protéines du complexe c-NHEJ comme les filaments protéiques
de XRCC4 et XLF (Chiruvella et al., 2013). Les deux extrémités sont rapprochées grace a
I'hétérodimere Ku70-Ku80, ainsi que les filaments protéiques de XRCC4 et XLF (Mahaney et
al, 2013). Pour étre religuées, les extrémités au niveau des sites de cassure doivent étre
nettes. La nucléase Artemis peut alors intervenir pour supprimer quelques bases ou la
polymérase Poly pour en synthétiser. Ainsi la ligase 4 peut jouer son réle dans ligation des

deux extrémités (Ceccaldi et al,, 2016).

Le c-NHEJ n’est pas une voie mutagene et ne génere intrinsequement pas de mutations mais
c'est une voie de réparation des CDB versatile et adaptable qui peut toutefois résulter en
des mutations si les extrémités a ligaturer sont imparfaites, par exemple si les bases sont
modifiées ou s'il y a des tige-boucles d’ADN (« hairpin »). Dans le cas ou les extrémités sont
imparfaites, une étape de modification des extrémités est nécessaire, pour restaurer des
extrémités ligaturables. Ainsi la précision du c-NHEJ est dictée par la nature des extrémités
a réparer plutdét que par sa machinerie (Bétermier et al., 2014). Ainsi, selon le type de CDB et
la complexité des extrémités, le c-NHEJ s'accompagne de courtes délétions de 0 a 14pb ou

d'insertions, aussi appelés indels (Lieber, 2010).

iv. La voie de la recombinaison homologue (RH)

Le recours a la RH est maximal dans la moitié de la phase S et la moitié de la phase G2
(Karanam et al., 2012). Cette voie permet une réparation fidele et nécessite l'invasion d'un
brin homologue au niveau du site de cassure. Le brin homologue provient d'une chromatide
sceur ou d'un chromosome homologue qui sert alors de matrice pour la réparation. Le
complexe MRN va initier avec CtIP la résection des extrémités 5' qui se poursuit avec EXO1,
DNAZ2 et BLM et libére ainsi des extrémités d’ADNsb 3’ sortantes, qui seront recouvertes de
RPA. RPA protege alors I'’ADN et joue un rdle d'arrimage pour de nouvelles protéines comme
Rad52 et BRCA2 qui permettent le recrutement de la recombinase Rad51 sur ’'ADNsb qui

remplace la protéine RPA. Rad51 forme alors un nucléofilament protéique qui recherche une
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séquence homologue a I'ADNsb sur le chromosome homologue ou la chromatide sceur
(Krejci et al, 2012). Lorsque la séquence homologue est trouvée, l'invasion de I'ADNsb
homologue par I'ADNsb qui forme une D-Loop est catalysée par Rad51. Cela résulte en un
échange de brin et libération d’ADNsb qui sert de matrice a des polymérases qui vont
synthétiser et reconstituer I'’ADN au voisinage du site de cassure. L'entrecroisement des brins
d'’ADN génere des jonctions de Holliday qui sont résolues par des hélicases comme la
protéine BLM. Plusieurs voies de résolution des jonctions de Holliday sont possibles et
peuvent mener a la génération ou non de crossing-over, et I'échange de matériel génétique
qui peut mener a de la conversion génique et donc la perte d’hétérozygotie (Krejci et al.,

2012).

v. Les voies Alt-EJ et SSA

Comme pour la RH, la réparation par les voies Alt-EJ et SSA démarre par la résection des
extrémités 5', mais de facon moins extensive. Mais contrairement a la RH, les voies Alt-EJ et

SSA sont intrinsequement mutagéenes.

L'Alt-EJ est souvent réduit a une seule voie appelée jonction d'extrémités orientée par micro-
homologie (ou MMEJ pour « Microhomology-Mediated End Joining »), bien qu’elle ne soit

pas la seule voie alternative au c-NHEJ. Je me focaliserai donc uniquement sur le MMEJ.

Cette voie permet la réparation par ligation d'extrémités indépendamment des protéines Ku
ou DNA ligase IV et implique de courtes séquences homologues de part et d'autre de la
cassure, appelées microhomologies ; ces séquences sont a l'origine de délétions spécifiques,
signatures de la mutagénicité de la voie MMEJ. La premiere étape est la reconnaissance de
la cassure par PARP1, qui va permettre de recruter le complexe MRN. Les premiéres études
chez la levure ont montré que I'Alt-EJ débute de la méme maniére que la RH, par la
génération d'une incision sur les brins en 3’ de la cassure par l'activité endonucléase de la
sous-unité MRE11 du complexe MRN, activée par CtIP (Sae2 chez la levure S. cerevisiae) et
dépendant de l'activité ATPase de Rad50 (Cannavo and Cejka, 2014). Ensuite l'activité
exonucléase de MRE11 digere de 3’ vers 5', en direction du site de cassure (Paull and Gellert,
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1998). Puis I'exonucléase Exo1 plus processive, digére I'ADN depuis l'incision, vers la
direction opposée au site de cassure. Ainsi sont générées des extrémités 3' d’ADNsb (Garcia
et al., 2011). Cette activité implique aussi la protéine BLM ainsi que I'hélicase/nucléase ATP
dépendante DNA2 (Sturzenegger et al., 2014). Mais contrairement a la RH, RPA est déplacée
de I'ADN simple brin par l'activité hélicase de la polymérase 8 (gene PolQ), protéine
spéecifique de la voie MMEJ, inhibant ainsi la RH et permettant I'hybridation des
microhomologies. Puis apres excision des extrémités 3’ simple brin (ou flaps) et
polymérisation par la polymérase Theta (gap filling) la DNA ligase 3 va procéder a la ligation

des extrémités.

Dans la voie SSA, les deux brins complémentaires subissent de la méme facon que pour RH
et MMEJ, une résection de 5’ vers 3, ce qui va exposer des régions simple brin contenant
des séquences complémentaires d'au moins 25 nucléotides, incluses dans des régions
répétées en tandem. Les ADNsb générés sont recouverts par RPA puis par Rad52. Comme
pour le MMEJ. L'hybridation des séquences complémentaires laisse des extrémités 3’ libres
qui sont éliminées, puis les nucléotides manquants sont synthétisés pour ensuite donner lieu
a la ligation des extrémités, probablement par la DNA ligase 1. Cette voie de réparation non
conservative, généere des délétions intrachromosomiques, d'une des deux répétitions et de
la séquence entre les répétitions, mais peut aussi générer des translocations induites par

I'interaction des éléments répétés de chromosomes différents.

2. Les systemes de réparation de I’ADN chez les tardigrades

Comme exposé dans le chapitre précédent, les tardigrades sont remarquablement résistants
aux stress génotoxiques, probablement en raison d'une tolérance croisée acquise pour
résister a la dessiccation, dont il a été montré qu'elle génere également de nombreux
dommages a ’'ADN (Neumann et al., 2009). Un échec de la réparation des dommages induits
pendant leur état cryptobiotique pourrait altérer des processus biologiques essentiels
comme la réplication ou la transcription. L'une des hypothéses avancées pour expliquer leur
résistance aux dommages a I’ADN proviendrait de I'efficacité remarquable de leurs systemes

de réparation a |'état actif, lors de la réhydratation (Forster et al., 2012; Horikawa et al., 2013).
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Toutefois peu d'études ont été menées sur les systemes de réparation de 'ADN chez les
tardigrades, bien qu'il s'agisse probablement d'un aspect treés important de leur résistance
aux stress génotoxiques. Récemment Kamilari et al. ont réalisé une analyse comparative
globale entre des génomes d'eutardigrades (R. varieornatus et H. exemplaris), des
transcriptomes de I'Eutardigrade R. coronifer et de I'hétérotardigrade résistant a la
dessiccation E. sigismundi ainsi que de 6 autres especes modeéles eucaryotes (hors
tardigrada) dont un représentant des arthropodes (Drosophila melanogaster), des
nématodes (Caenorhabditis elegans) et 4 représentants des chordés dont Homo sapiens. De
cette étude, ils ont réalisé un inventaire des voies de réparation retrouvées chez les
tardigrades, révélant les expansions et pertes de génes parmi les espéces étudiées (Kamilari
et al, 2019). Cette étude a permis d'avoir une premiere vision des voies potentiellement

sollicitées par certains tardigrades pour répondre aux dommages a I'’ADN.

a. p53, le gardien du génome, est présent chez les

eutardigrades

Les eutardigrades étudiés possedent tous une version du gene p53, mais celui-ci semble
absent dans le transcriptome de E. sigismundi (Kamilari et al, 2019). De plus, aucun gene de
la famille p53 (p63/p73-like) n'a été retrouvé chez I'hétérotardigrade. p53 est un facteur de
transcription essentiel souvent appelé « gardien du génome » qui régule de nombreux
processus comme la réparation de I'’ADN, le cycle cellulaire, I'apoptose et I'autophagie
(Zhang and Lozano, 2017). Il est un acteur essentiel dans la protection contre les cancers
(Van Dyke, 2007) et a été retrouvé chez toutes les especes animales étudiées jusqu'ici. Il faut
cependant prendre cette affirmation avec précaution, et des investigations supplémentaires
et notamment l'acces a un génome assemblé de bonne qualité sont nécessaires pour
affirmer son absence avec plus de robustesse chez les hétérotardigrades. Toutefois, si son
absence est effectivement avérée, cela signifierait que la signalisation de la réponse aux

dommages passe par un ou d'autres acteurs encore non identifiés.
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b. Conservation des genes du NER et réponses aux UV

Les résultats indiquent une conservation complete des voies du NER avec une expansion de
certains genes (e.g. CDK7, ERCC1, ERCC5). Le NER couplé a la transcription (TC-NER ou
« Transcription-coupled NER ») est une voie du NER pour réparer les lésions que va
rencontrer '’ARN polymérase lors de la transcription d'un géne actif (Duan et al., 2021).
L'utilisation du NER serait alors en concordance avec le fait que les tardigrades, dont les
cellules se divisent peu a |'exception de certains tissus (Czernekova and Jonsson, 2016),

utilisent plutét des voies de réparation de I'ADN indépendantes de la réplication.

Le NER est une voie importante qui permet d'éliminer les dommages générés par les UV
comme les dimeres de thymine par exemple (Rumora et al., 2008; Mullenders, 2018). Ainsi
R. varieornatus, plus résistant aux UVC que H. exemplaris (Horikawa et al., 2013), possede 2
copies du gene XPC. La protéine XPC pourrait donc contribuer a la forte tolérance de R.
varieornatus qui montre beaucoup moins de dimeres de thymine sur son ADN en réponse
aux UVC en comparaison de H. exemplaris. Toutefois R. varieornatus montre également une
surexpression de la photolyase A (PhrA) 18h apres exposition aux UVC. Cette expression
revient a des niveaux normaux 112h post-exposition, quand tous les dommages sont
réparés. PhrA est une photolyase de I'ADN qui répare les CPD (Cyclobutane Pyrimidin
Dimers), des dimeres de pyrimidines induits par exposition a de la lumiére bleue (<300nm)
en les ramenant a la forme monomérique par excision de nucléotides (Ng et al,, 2000). La
résistance de R. varieornatus aux UVC pourrait alors étre expliquée par l'action conjointe de

la réparation par NER et de PhrA.

c. Une expansion des géenes de la voie du BER chez les

eutardigrades

Concernant la voie du BER, tous les tardigrades étudiés semblent posséder plus de genes
putatifs de cette voie que les autres animaux inclus dans I'analyse. C'est le cas de POLE
(polymérase €),qui présente en au moins une copie supplémentaire, voire 4 copies

supplémentaires pour R. coronifer par rapport aux especes non-tardigrades étudiées. De
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maniere générale, R. coronifer semble avoir plus de copies des familles de génes impliqués
dans le BER (POLE, FEN1, PARP1-4). Toutefois E. sigismundi (Heterotardigrada) semble
manquer de POLB (polymérase ), tout comme D. melanogaster et C. elegans ainsi que du
gene APTX (aprataxin), contrairement aux eutardigrades qui en possedent 2 copies, soit plus
que les autres especes non-tardigrades comparées. Cela signifie que POLB a été perdu a
plusieurs reprises au cours de I'évolution du super-embranchement des ecdysozoaires.
L'hétérotardigrade étudié ne possede donc pas tout le panel de genes du BER, ce qui
pourrait éventuellement diminuer sa tolérance aux stress génotoxiques. Cette hypothese est
supportée par le fait que E. sigismundi présente une LD5024n aux rayonnements y bien

inférieure a celles des eutardigrades (Tableau 3.1).

d. Une voie MMR similaire a celles des autres ecdysozoaires

Tous les ecdysozoaires analysés, tardigrades inclus, semblent manquer de la protéine MSH3
et I'hétérotardigrade semble manquer additionnellement de la protéine EXO1, mais cela
reste a confirmer. Sinon ils possedent les autres genes impliqués dans la voie de réparation
MMR, nécessaire a la réparation des dommages post-réplicatifs qui n'auraient pas été
corrigés par I'’ADN polymérase, ou les mésappariements issus de recombinaisons, indiquant
que les tardigrades possedent des outils similaires aux autres ecdysozoaires pour corriger
les mésappariements. La voie du MMR est surtout sollicitée pour corriger les erreurs dues a
la réplication, par conséquent, on peut s'attendre a ce que chez les tardigrades, qui
présentent peu de division cellulaire, (Gross et al., 2018), cette voie ne soit pas d'importance

primordiale pour leur résistance aux stress génotoxiques.

e. La réparation par End Joining est une voie de réparation

active chez les eutardigrades

Pour répondre aux cassures double-brin, les eutardigrades possedent tous les genes
essentiels du c-NHEJ a I'exception XRCC4 (X-Ray Cross-Complementing 4). En revanche, les
tardigrades étudiés ne semblent pas posséder la DNA Ligase 3 (LIG3) mais la DNA Ligase 1

est présente. R. varieornatus semble posséder une copie de LIG4 de plus que H. exemplaris,
95



bien que Kamilari et al. rapportent respectivement 3 et 2 copies pour R. varieornatus et H.
exemplaris, tandis que Carrero et al. indiquent avoir trouvé 2 et 1 copies respectivement par
séquencage Sanger ou RNASeq. Les ligases (LIG1, LIG3, LIG4) sont des protéines essentielles
durant la réplication et la réparation et chez I'Homme, des mutations de la LIG4 sensibilisent
les cellules aux radiations ionisantes et alterent leur croissance (Barazzuol and Jeggo, 2016;
Carrero et al,, 2019). La présence d'une copie supplémentaire de LIG4 chez R. varieronatus
pourrait étre une piste pour expliquer sa grande résistance. D'un autre cOté
I'hétérotardigrade E. sigismundi semble manquer de I'intégralité des genes essentiels du c-
NHEJ et de 53BP1, protéine se liant a p53 et essentielle pour promouvoir le c-NHEJ, en
concordance avec I'absence de p53 chez E. cf sigismundi. Il a été montré expérimentalement
que chez plusieurs tuniciers comme Oikapleura dioica, I'absence de c-NHEJ est compensée
par l'utilisation d'autres genes conservés comme PARP1, MRE11, XRCC1, RAD50, et LIG1,
potentiellement par un mécanisme alternatif de c-NHEJ comme le MMEJ (Deng et al., 2018).
Ces genes sont également présents chez E. cf sigismundi. Comme évoqué a plusieurs
reprises, cet hétérotardigrade est drastiquement moins tolérant aux rayonnements ionisants
a faible TEL que tous les eutardigrades testés, et cela pourrait signifier que le c-NHEJ est une

voie indispensable chez les tardigrades pour expliquer leur radiotolérance.

Des données récentes ont montré que le c-NHEJ était probablement sollicité chez H.
exemplaris pour réparer des CDB induites par le systeme CRIPSR/Cas9 apres injection
(éventuellement suivie d'une électroporation) du complexe ribonucléoprotéique Cas9 en
présence d’ARN guides dirigés contre le gene de I'hemerythine ou le gene Dsup (HeDsup).
Apres injection et électroporation de deux ARN guides ciblant chacun des deux genes, une
délétion correspondant exactement a la ligation des deux extrémités coupées par le sytéme
CRISPR est généré, la réparation des CDB se fait systématiquement par un phénomeéne de
ligation des extrémités qui ne génere aucune mutation supplémentaire au niveau des sites
de cassure (Kumagai et al., 2022). Le c-NHEJ n’est pas une voie mutagene et si la réparation
des CDB générées par le systeme CRISPR/Cas9 produit exactement la délétion
correspondant aux sites de cassures chez H. exemplaris, cela est compatible avec le fait que

les extrémités générées par le systeme CRISPR Cas9 sont simples et pourrait de plus
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suggérer que H. exemplaris protege ses extrémités d’ADN cassées en préparation de la
réparation par le c-NHEJ comme je le décrirai plus bas (dans la partie 3.e). En effet ce
phénomene a aussi été observé en cellules humaines mais avec un taux de délétion “exacte”

un peu plus faible que dans cette étude chez le tardigrade (Kumagai et al., 2022).

f. La_recombinaison homologue est présente mais certains

acteurs essentiels sont manquants

Enfin chez tous les tardigrades étudiés, de nombreux génes de la recombinaison homologue
semblent présents a I'exception de certains pourtant essentiels chez I'Homme. Cette voie est
probablement active chez certains tardigrades, comme I|'a montré l'induction de la
recombinase de la RH Rad51 chez M. inceptum en réponse a une dose de rayonnements y
de 70 Gy (Beltran-Pardo et al. 2013). Toutefois certains genes d'initiation de la résection par
le complexe MRN semblent absents, en effet aucun homologue de NBS1 n'a été retrouvé ni
chez les eutardigrades, ni chez les hétérotardigrades E. cf sigismundi ou E. testudo (Murai et
al., 2021). E. sigismundi semble manquer de SLX1 et SLX4, normalement impliqués dans la
résolution des jonctions de Holliday, mais aussi des protéines EXO1 et MLH3, indiquant qu'il
ne possede pas de systeme connu de résolution des jonctions, ce qui pourrait suggérer un
mécanisme inconnu de résolution des jonctions, différent de celui des eutardigrades. Chez
R. varieornatus, on retrouve 4 copies de MRE11, soit 2 fois plus que R. coronifer et 4 fois plus
que H. exemplaris et E. sigismundi, ce qui suggere un réle important de cette protéine dans

la remarquable résistance de R. varieornatus.

Il serait intéressant de comprendre comment les voies de la RH fonctionnent chez les
tardigrades, surtout en |'absence d'acteurs primordiaux tels que NBS1. Sont-ils remplacés
par des acteurs jouant le méme role qu'eux ou bien cela passe-t-il par des systemes

completement différents ?

Le nombre d'études limité sur les systemes de réparation de I'ADN ne permet pas de

conclure sur une efficacité particuliere de leur mécanisme et d'autres recherches sont
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nécessaires. Toutefois, d'autres hypotheses sont émises pour expliquer leur tolérance aux

stress génotoxiques, notamment |'existence de mécanismes de protection du génome.

3. Dsup : un acteur de la résistance aux stress génotoxiques

Parmi les mécanismes originaux développés par certaines especes de tardigrades, Dsup est
un acteur qui a suscité le plus d'attention récemment. Partant du principe que les tardigrades
sont extraordinairement résistants aux radiations ionisantes dont I'ADN est une cible,
Hashimoto et al. ont émis I'hypothese qu'il existait des protéines uniques aux tardigrades
associées a I'ADN et qui le protégeaient et/ou le réparaient de maniere efficace. Pour
explorer cette possibilité, ils ont isolé une fraction chromatinienne du tardigrade tres
résistant a la dessiccation R. varieornatus, dont ils ont analysé les protéines par spectrométrie
de masse. Apres identification de ces dernieres et leur expression hétérologue en fusion GFP
en cellules de drosophile, ils ont identifié une protéine qu’ils ont baptisée Dsup pour
« Damage Suppressor » colocalisée avec I'ADN nucléaire et cette localisation a été confirmée
par analyse immunohistochimique d’embryons de R. varieornatus. Par ailleurs, une analyse
transcriptomique des embryons de ce méme tardigrade a montré que Dsup était parmi les
100 genes les plus exprimées durant la phase embryonnaire, ce qui pourrait suggérer que la
réplication intensive de I'ADN pendant ces phases précoces nécessite une protection
particuliere chez ces animaux souvent exposés aux stress génotoxiques (Hashimoto et al.,
2016b). Une autre propriété intéressante concernant Dsup qui sera détaillée plus loin, est sa
capacité a conférer a des cellules humaines en culture, une tolérance aux rayonnements X
quasiment doublée. Dsup est un exemple représentatif d’'une innovation unique aux
tardigrades qui pourrait expliquer leur résistance, et en ce sens, il est possible que les
tardigrades aient développé des mécanismes de tolérance uniques et originaux durant
I'évolution, rendant ces especes pertinentes a étudier pour comprendre les mécanismes
moléculaires de tolérance aux stress extrémes. Ces mécanismes pourraient par ailleurs
inspirer d'éventuelles applications biotechnologiques, par transfert de ces capacités a

d'autres organismes moins tolérants par exemple.
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Dans cette partie j'exposerai I'état de la connaissance concernant cette protéine Dsup, a
commencer par sa présence potentielle chez d'autres especes de tardigrades, puis je décrirai
les effets protecteurs a I'ADN qu’elle confére in vivo et in vitro, ainsi que ses cibles
d'interaction moléculaire. Enfin je discuterai de sa structure et du mécanisme potentiel qui

pourrait expliquer son effet protecteur contre les stress génotoxiques.

a. Une protéine présente chez H. exemplaris

La comparaison de la séquence de Dsup aux bases de données disponibles n'a montré que
tres peu de similarités a des protéines ou motifs connus, renforcant I'idée que cette protéine
est unique aux tardigrades. Néanmoins un orthologue potentiel a été identifié chez I'espéce
H. exemplaris malgré la faible identité (26,4%) et similarité (35,5%) entre les deux séquences
protéiques (Hashimoto et al., 2016b). Cette identification repose sur la conservation de la
synténie aprés examen des régions chromosomiques entourant les deux genes chez les deux
especes (Chavez et al, 2019). D'autres indices laissent penser que le Dsup-like de H.
exemplaris HeDsup (328 acides aminés) est homologue a celui de R. varieornatus
RvDsup (445 acides aminés), comme la présence d'une séquence de localisation nucléaire
(NLS) en région C-Terminale, la stricte conservation de motifs courts et un profil de charge
et d'hydrophobicité similaire au Dsup de R. varieornatus. Je reviendrai sur les aspects suivants
plus en détail lorsque j'évoquerai la relation entre structure et fonction de la protéine Dsup
(Hashimoto et al., 2016b). L'existence d'un Dsup potentiel chez un H. exemplaris, suggere
qu'il pourrait étre présent aussi chez d'autres tardigrades et qu'il pourrait expliquer la

tolérance remarquable de certaines de ces especes.

Afin de différencier les Dsup issus de ces deux organismes, je nommerai le Dsup de R.
varieronatus par RvDsup et celui de H. exemplaris par HeDsup et j'utiliserai le terme général
de Dsup lorsque je souhaite mentionner I'ensemble des protéines Dsup toutes especes

confondues.
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b. Un effet protecteur contre les rayonnements ionisants et les

radicaux libres in vivo

Comme évoqué au début de cette partie, Dsup semble protéger contre les dommages a
I'’ADN. En effet des cellules humaines HEK 293-T transfectées avec Dsup ont montré une
fragmentation de leur ADN 40% inférieure a des cellules non transfectées apres un
traitement aux rayons X (~4Gy) ou au peroxyde d’hydrogene. Afin de valider ces résultats,
Hashimoto et al. ont compté et comparé le nombre de foyers y-H2AX entre les noyaux de
cellules exprimant ou non Dsup. Le variant d’histone H2AX est recruté et phosphorylé au
niveau des sites de cassures double-brin (il devient alors y-H2AX), et apparait sous forme de
foci lorsqu'il est révélé par cyto-immunofluorescence. La quantification de ces foyers y-H2AX
peut alors étre utilisée en tant qu’indicateur de CDB. Ainsi les noyaux des cellules
transfectées avec Dsup montrent moins de foyers que les controles (Hashimoto et al.,
2016b). Afin de trancher entre I'hypothése d'une radioprotection ou d'une réparation
améliorée conférée par Dsup, les auteurs ont irradié les cellules dans la glace et les ont
immédiatement soumises a un test des cometes afin de détecter la fragmentation de 'ADN
avant que des processus de réparation ne s'enclenchent. Ainsi, ils ont conclu que le nombre
de foyers réduit dans les cellules exprimant Dsup était probablement due a la protection
contre les dommages a I'’ADN, plutot qu’'a une amélioration des processus de réparation de

I'ADN (Hashimoto et al., 2016b).

De plus I'effet radioprotecteur de Dsup a été démontré par analyse de la viabilité et de la
prolifération des cellules transfectées par Dsup ou non, apres irradiation aux rayons X . La
prolifération des cellules non transfectées étant abolie tandis que les cellules exprimant Dsup
ont une viabilité significativement supérieure aux cellules non transfectées et leur

prolifération n'est pas interrompue.

Par ailleurs, I'expression de Dsup dans des plants de tabac de Nicotiana tabacum leur confere
une croissance et survie accrues en réponse a des agents mutagenes ou des radiations. Par

des tests des cometes, les auteurs ont montré que les plants exprimant Dsup gardent plus
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de noyaux intacts que les plants contrOles. Les plants exprimant Dsup présentent un profil
d’'expression de genes endogenes différent des plants contrdles en réponse aux traitement
génotoxiques. On observe notamment une sous-expression par rapport au controle du gene
ATR impliqué dans la signalisation des dommages, en accord avec le fait que les plants Dsup

présentent moins de dommages dans leur génome (Kirke et al., 2020).

Enfin la transformation bactérienne de E. coli avec Dsup ou RecA ou uvrD (deux genes
impliqués dans la survie aux irradiations de la bactérie radiotolérante Deinococcus
radiodurans (Narasimha and Basu, 2021)) montre que les bactéries exprimant Dsup ont une
survie accrue par rapport au controle, tandis que les bactéries exprimant RecA et uvrD ne

montrent pas d'amélioration dans la survie (Puig et al,, 2021).

L'ensemble de ces expériences montre que Dsup offre un effet protecteur contre
I'introduction de dommages in vivo en expression hétérologue. Dsup semble pouvoir
exercer son role malgré son expression dans un systeme biologique éloigné des tardigrades,
et donc semble avoir une fonction autonome ne nécessitant pas des acteurs spécifiquement
présents chez les tardigrades. Il serait important de confirmer ces résultats par des
expériences de perte de fonction chez le tardigrade, par exemple par interférence par ARN
de Dsup ou par génération de lignées KO pour Dsup, afin de vérifier si leur radiotolérance

est conservée.

c. Dsup protege de la dégradation de I'ADN par des radicaux

libres in vitro

In vitro, de I'’ADN libre ou des nucléosomes mis en présence de Dsup en concentration
croissante montrent une dégradation diminuée en présence de radicaux hydroxyle. La
dégradation diminue quand le ratio Dsup : ADN augmente. Toutefois, quels que soient les
ratios testés (jusqu'a 6: 1 de ratio Dsup : ADN), de la fragmentation est observée en
comparaison des contrdles non traités aux radicaux hydroxyles. L'effet protecteur est plus
flagrant sur les nucléosomes que sur I'ADN libre, peut-étre parce que Dsup a une plus forte

affinité pour les nucléosomes (voir plus bas, partie d, ii). Dans cette expérience, les essais
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avec RvDsup montrent moins de fragmentation de ’'ADN qu'avec HeDsup bien que les deux
diminuent la fragmentation. RvDsup semble par conséquent avoir un pouvoir protecteur

plus fort que HeDsup contre les radicaux hydroxyle in vitro (Chavez et al., 2019).

d. Domaines fonctionnels de Dsup : interaction avec I'’ADN et

effet protecteur

Région en hélice a Domaine de liaison
~100-125 aux nucléosomes des
~160-170, protéines HMGN
~270-290 363-370

1 I I I 445 aa

Dsup l | [ |

Région N-terminale Région C-terminale

Figure 9 : Structure schématique de la protéine RvDsup (445 acides aminés). La fleche
indique une région prédite en hélice o dans la région centrale de la protéine et le rectangle
noir dans la région C-Terminale indique la séquence de localisation nucléaire. (Tiré et

modifié de Hashimoto and Kunieda, 2017, Minguez-Toral et al. 2020).

i. Un domaine de liaison a 'ADN : la région C-Terminale

Hashimoto et al. ont montré in vitro que la région C-Terminale de RvDsup (Figure 9), riche
en acides aminés basiques, était requise et suffisante pour interagir avec I'’ADN, et également
nécessaire pour colocaliser avec I'ADN dans des cellules transfectées. Par ailleurs, la
diminution de fragmentation de I'ADN n’est plus observée dans les cellules transfectées avec
RvDsup tronqué de sa région C-Terminale, suggérant que son association avec 'ADN est
nécessaire pour protéger '’ADN contre les rayons X. La région C-Terminale exprimée seule
(RvDsup-C) colocalise également avec I'ADN, mais induit une agrégation anormale de I'ADN
et empéche la génération de lignées stables. Cela évoque que cette association non-

spécifique de RvDsup-C avec I'ADN interfere avec les processus réplicatifs ou
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transcriptionnels des cellules, empéchant ainsi leur croissance normale (Hashimoto et al.,

2016b; Hashimoto and Kunieda, 2017).

La modélisation computationnelle de I'interaction entre Dsup et I'ADN par Minguez-Toral et
al. suggere que Dsup peut interagir avec I'ADN grace la seule force de l'attraction
électrostatique entre les charges positives des acides aminés basiques de Dsup et les charges
négatives des phosphates de I'ADN. Ceci suggere que Dsup peut se lier a '’ADN de maniéere
non spécifique de séquence, comme observé expérimentalement et décrit précédemment.
La région C-Terminale, chargée positivement est celle qui montre le plus de contacts avec le
double-brin (Minguez-Toral et al., 2020), ce qui est en accord avec le fait que son expression
transitoire en cellules est suffisante pour interagir avec I'ADN comme décrit plus haut

(Hashimoto et al.,, 2016b).

ii. Un motif de liaison aux nucléosomes

De plus, les régions C-Terminales des Dsup contiennent un motif strictement conservé qui
s'apparente a un domaine de liaison aux nucléosomes des protéines HMGN. Ces protéines
qui font partie du High mobility group (HMG)-N sont une famille de petites protéines qui se
lient aux nucléosomes mais qui ne sont pas des histones. Elles peuvent se lier a des sites de
haute affinité présents sur les nucléosomes, indépendamment de la séquence d’ADN
(Nanduri et al,, 2020). La délétion ou la mutation de ce domaine HMGN-like de Dsup mene

a une forte diminution de l'interaction avec les nucléosomes in vitro.

Chavez et al. ont montré in vitro que Dsup, pour les deux especes, a une plus grande affinité
pour I’ADN nucléosomal que pour I'ADN nu. Il s'incorpore de maniere périodique dans les
nucléosomes, sans perturber leur assemblage avec I'’ADN lors des tests d'assemblage de la
chromatine in vitro en présence du moteur protéique dépendant de I'ATP ACF qui catalyse
I'assemblage chromatinien (« ACF-mediated chromatin assembly »). Il semble également
pouvoir interagir in vitro avec les nucléosomes méme en présence de I'histone H1, et
pourrait potentiellement fonctionner de maniere conjointe avec cette histone. Dans des
expériences de gel retard, ou des protéines Dsup sont mises en présence de nucléosomes,

103



2 bandes sont observables, une minoritaire et l'autre majoritaire. La bande minoritaire
représente un ratio Dsup : nucléosome de 1 :1 tandis que la bande majoritaire, qui semble
augmenter avec la concentration Dsup, pourrait correspondre a un ratio 2 :1 (Chavez et al.,
2019). L'affinité préférentielle in vitro des Dsup pour les nucléosomes en comparaison de
I'’ADN libre a mené les auteurs a spéculer que ces protéines pouvaient potentiellement

former une structure plus résistante avec les nucléosomes.

iii.  Des domaines intrinsequement désordonnés

L'analyse des séquences des Dsup ainsi que leur modélisation par analyse computationnelle
ont permis d'observer qu'elles possédaient de nombreuses régions désordonnées faisant
d'elles des protéines intrinsequement désordonnées (PID). Elles sont enrichies en acides
aminés du type sérine, alanine, glycine et lysine (SAGK). RvDsup possede plus de 60% de
résidus du type SAGK et HeDsup en contient plus de 50% (Hashimoto et al., 2016b; Minguez-
Toral et al, 2020). Ces acides aminés sont souvent retrouvés dans les protéines
désordonnées. Les protéines désordonnées ne possedent pas de structure tridimensionnelle
stable, et il est suggéré que cela pourrait leur conférer la capacité a résister a des conditions
biochimiques défavorables, comme la dessiccation (Boothby and Pielak, 2017). En effet, les
PID sont connues pour étre capables de rester stables a haute température ou en conditions
tres acides ou de récupérer rapidement leur fonction apres un stress (Battaglia et al., 2008;
Janis et al, 2018). De plus, le désordre intrinseque est retrouvé chez de nombreuses
protéines interagissant avec 'ADN et I'ARN comme les facteurs de transcription (Garvie et
al., 2002) ou les histones (Oliver and Denu, 2011a, 2011b). Ces observations suggerent que
ce désordre intrinseque fait que Dsup ne possede pas de conformation propre mais un
ensemble de conformations dynamiques variables qui lui permettent d'avoir une structure

flexible qui s'adapte a I'ADN (Minguez-Toral et al., 2020).

Par ailleurs, les Dsup possedent deux motifs conservés, et le second se positionne plus
proche de I'’ADN par analyse computationnelle et est prédit pour avoir une structure d'hélice
o. Il n'est similaire a aucun motif connu et est chargé positivement, ce qui renforce

I'hypothése de son interaction avec I'ADN. Les auteurs suggerent que ce motif pourrait avoir
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un role structural de « switch » entre une forme désordonnée et ordonnée qui s'activerait
quand Dsup interagit avec I'ADN. Les auteurs suggerent que Dsup se structure autour de la
double-hélice indépendamment de la conformation de I'ADN grace a sa flexibilité
intrinseque et pourrait former un bouclier qui protege a la fois 'ADN et les nucléosomes
(Minguez-Toral et al., 2020), ce qui est concordant avec les expériences de Chavez et al

(Chavez et al., 2019).

e. Mécanisme protecteur proposé

L'hypothese a été faite que I'effet protecteur de Dsup proviendrait de sa capacité a bloquer
I'acces au petit sillon de la double-hélice aux ERO en formant un bouclier selon le modeéle
proposé dans la figure 10 (Chavez et al,, 2019). Dans ce modele, Dsup se lie spécifiquement
aux nucléosomes et protege I'ADN en couvrant la chromatine avec ses régions
désordonnées enrichies en acides aminés du type SAGK, conformément a sa flexibilité
prévue par l'analyse computationnelle décrite plus haut. Bien que les preuves manquent,
Dsup pourrait également avoir un effet protecteur en absorbant I'impact des particules
chargées qui viennent a se rencontrer et ainsi réduire les occurrences d'ionisation directe de

I’ADN (Minguez-Toral et al., 2020).

Il faut toutefois noter que la majorité des expériences pour proposer ce modele ont été
réalisées i(n vitro avec des tests biochimiques et in silico, et il serait nécessaire de réaliser
davantage d'expériences in vivo, ainsi que des études structurales du complexe Dsup-ADN

pour confirmer ou invalider ce modele.

Par ailleurs, si Dsup protege effectivement bien I'’ADN, on pourrait faire I'hypothése que
I'absence d'indels lors la production d’'une délétion par le c-NHEJ apres induction de deux
cassures chez H. exemplaris comme évoqué dans la partie (I1.B.2.e) serait la conséquence de
la protection des extrémités libres a ligaturer par Dsup, en attendant la réparation par le c-

NHEJ (Kumagai et al., 2022).
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Figure 10 : Modéle proposé dans lequel Dsup se fixe aux nucléosomes et protege
I’ADN chromatinien des radicaux libres. Dans ce modeéle, Dsup se lie spécifiquement aux
nucléosomes et protege I'ADN des agents génotoxiques comme les radicaux hydroxyles, en
couvrant la chromatine avec ses régions désordonnées enrichies en acides aminés du type

SAGK. (Figure de Chavez et al., 2019).
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C. Radiotolérances remarquables au sein des eucaryotes

Au cours de I'évolution certains organismes ont développé des stratégies de survie et de
colonisation de milieux dits extrémes. Ces environnements treés inhospitaliers peuvent
présenter des conditions telles qu'une forte pression, une forte salinité, de fortes variations

de températures, la dessiccation, d'intenses rayonnements UV ou ionisants.

Afin de comparer les différentes stratégies adoptées par le monde du vivant a celles des
tardigrades, je décrirai ici le cas de certaines especes remarquablement radiorésistantes, les

rotiferes bdelloides et la mouche Polypedilum vanderplanki.

1. L'exemple des rotiféres bdelloides
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Figure 11 : (A) Résumé des relations au sein des métazoaires. Les taxons Tardigrada et
Rotifera sont encadrés en vert. |l est a noter que Hypsibius dujardini prend désormais le nom
de Hypsibius exemplaris. (B) Morphologie du rotifére bdelloide Adineta steineri. L'axe antéro-

postérieur est indiqué (A-P). Images modifiées de Marlétaz et al., 2019 ; Nowell et al., 2021.
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a. Présentation générale des rotiféeres

Les rotiferes sont de petits métazoaires dont la taille ne dépasse généralement pas 1000um
et dont le nombre de cellules est fixe a I'état adulte (~1000 cellules). Ce sont des organismes
complexes qui possedent un systeme musculaire, nerveux, digestif et excrétoire complet.
L'embranchement des rotiferes (autrement appelé Syndermata) se situe dans le super-
embranchement des platyzoaires et il est relativement éloigné du super-embranchement
des ecydsozoaires (Figure 11 A) (Edgecombe et al., 2011). Malgré tout, ces deux taxons
présentent de nombreuses similarités en termes de taille, nombre de cellules et de milieu de
vie avec les tardigrades. C'est notamment le cas du taxon des rotiferes bdelloides (Figure
11 B), qui présentent de tres nombreuses similarités avec les tardigrades limnoterrestres, a
commencer par les biotopes qu'ils colonisent. En effet, leur distribution biogéographique
s'étend des poles a I'équateur, ce qui en fait un clade cosmopolite (Ricci, 2017). lls sont aussi
adaptés a des environnements qui voient parfois se succéder périodiquement et de maniere
rapide des cycles d’humectation et de sécheresse, comme les mousses et lichens. Pour ce, a
I'instar de nombreuses especes d'eutardigrades, ils supportent la dessiccation et la
réhydratation pendant toutes les étapes de leur cycle de vie et les individus matures peuvent
entrer en anhydrobiose. Les bdelloides (~450 especes décrites) sont seulement capables de

reproduction asexuée par parthénogenese (Mark Welch and Meselson, 2000).

b. Des animaux tolérants aux stress génotoxiques

lls présentent également de nombreuses résistances a des conditions extrémes et montrent
notamment une grande tolérance aux rayonnements UV et ionisants (Ricci et al, 2005;
Fischer et al., 2013; Jonsson and Wojcik, 2017). Cependant, aucune étude a ce jour n'a mesuré
de doses létales de radiations ionisantes pour des rotiferes bdelloides, mais Gladyshev et
Meselson ont montré que les bdelloides Adineta Vaga et Philodina roseola a I'état hydraté
survivent a des doses d'irradiations y montant jusqu'a 1120Gy, mais pas le rotifere
monogonte Euchlanis dilatata (Gladyshev and Meselson, 2008). Il est intéressant de noter
que les rotiferes monogontes, contrairement aux bdelloides ne sont pas résistants a la

dessiccation et sont capables de reproduction sexuée.
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c. Des mécanismes particuliers de tolérance aux stress

génotoxiques

L'une des principales raisons de la résistance élevée des rotiferes bdelloides aux dommages
de I'ADN semble étre la présence de mécanismes efficaces de réparation de I'ADN. Ces
mécanismes permettent aux rotiferes de réparer rapidement les dommages pouvant
survenir sur leur ADN, contribuant ainsi a garantir que leur matériel génétique reste stable
et fonctionnel. Le bdelloide Adineta vaga possede de nombreux genes de la réponse aux
dommages a I'ADN, des genes obtenus via transfert horizontal et des genes présents en
grand nombre de copies. Ces expansions de genes sont retrouvées principalement dans les
voies du c-NHEJ et du BER, deux voies qui peuvent réparer les dommages générés par les
stress oxydatifs, comme les CDB et les modifications de bases (Hecox-Lea and Mark Welch,

2018).

i. Reconnaissance d'une grande variété de dommages et

"nettoyage” d'extrémités par des protéines acquises par transfert

horizontal

Chez A. vaga, on retrouve des enzymes qui peuvent reconnaitre une large variété de
substrats grace a une variété de glycosylases et d’endonucléases qui ne sont pas ou peu
présentes chez les métazoaires ou les eucaryotes. C'est le cas des enzymes Fpg
(« formamidopyrimidine DNA glycosylase »), AlkD (« alkylpurine DNA glycosylase » et UVDE
(« ultraviolet damage endonuclease »), treés probablement acquises par transfert horizontal

de genes bactériens, d'archées ou de champignons.

Ensuite certaines autres protéines peuvent réparer des lésions qui bloquent I'accés aux
extrémités d’ADN a des enzymes comme les ADN polymérases. Ce processus, aussi appelé
« end repair » est essentiel pour "nettoyer”’les extrémités et pour permettre la synthése ou
la ligation par les enzymes des voies de réparation du BER ou du c-NHEJ par exemple. C'est

le cas de la Ligase K, potentiellement acquise par transfert horizontal qui pourrait augmenter
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le « end repair », libérant ainsi les extrémités bloquées et améliorant la réparation et donc la

résistance aux dommages oxydatifs (Hecox-Lea and Mark Welch, 2018).

Chez les tardigrades, on n‘observe pas de transfert horizontal particulierement élevé (2,3%
chez H. exemplaris, (Yoshida et al. 2017) comme chez les rotiferes bdelloides (5 a 10% des
genes) (Eyres et al., 2015). Le mécanisme de libération des extrémités des bdelloides semble
différent de I'hypothese émise pour le tardigrade H. exemplaris, qui pourrait potentiellement
protéger les extrémités d'’ADN en amont pour ne pas avoir a les "nettoyer” par la suite

(Kumagai, 2022).

ii. Des qgenes de réparation en copies multiples et sous-

fonctionnalisés

Enfin, les rotiferes présentent de multiples copies des genes du c-NHEJ (Ku70, Ku80,
DNAPKcs, Artemis, XRCC4, APLF, et PolA) ou de LigK. Ces multiples copies sont parfois tres
divergentes en termes de séquence primaire, et different aussi dans leur structure secondaire
ou tertiaire. D'autres différences sont observables en termes de modifications post-
traductionnelles ou de niveau d'expression en réponse a la dessiccation. En effet, de
nombreux genes du c-NHEJ (7 sur les 10 examinés) ont des ohnologues et la majorité ont

des profils d'expression différents en réponse a la dessiccation (Hecox-Lea et al. 2018).

Curieusement, a quelques exceptions pres, les genes du NHEJ ne sont pas présents en
multiples copies chez les autres eucaryotes, suggérant que les autres especes ne sont pas
capables de maintenir la duplication de ces genes. En effet, lorsque que deux genes
dupliqués atteignent un certain niveau de divergence par accumulation de mutation, ils
finissent par ne plus étre orthologues (Walsh, 2003 ; Hecox-Lea and Mark Welch, 2018). Ainsi,
chez les bdelloides, le maintien de la duplication malgré une divergence fonctionnelle
suggere que ces ohnologues couvrent des fonctions multiples et différentes dans la
réparation de 'ADN. Maintenir plusieurs fonctions est intuitivement plus simple en passant

par différentes copies plutot que par une seule. La polyploidisation aurait alors pu favoriser
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I'émergence de sous-fonctionnalisations ou de néofonctionnalisations parmiles ohnologues

(Hecox-Lea and Mark Welch, 2018).

Chez les tardigrades, les cas de polyploidisation n'ont pas encore été étudiés, et il n'a pas
été pour le moment été rapporté de duplication systématique du génome avec la présence

d'ohnologues, ni d’'une sous-fonctionnalisation de certains genes.

En outre, il a été montré chez les bdelloides Adineta vaga et Philodina roseola, qu'on ne
retrouve pas le variant H2AX, normalement phosphorylé en réponse aux CDB. Il n'existe pas
d'autres exemples décrits chez les eucaryotes d'absence de I'histone H2AX. Par ailleurs la
famille d'histones H2A que possedent les bdelloides montre des divergences inhabituelles
au niveau de leur région C-terminale rapport a ce qui retrouvé chez les autres eucaryotes.
Ces variations pourraient s'expliquer par une évolution de ces familles d’histone sous la
pression des stress génotoxiques générés par la dessiccation chronique a laquelle ils sont

confrontés dans leur environnement (Van Doninck et al., 2009).

iii. La conversion génique, un moyen d’'échapper a I'accumulation de

mutations déléteres

L'hypothese du Muller's ratchet, prédit que la parthénogenese aboutit sur I'accumulation de
mutations déléteres dans le génome a cause de |'absence de recombinaison qui permet de
dissocier les mutations déléteres des mutations bénéfiques. L'accumulation trop importante
de mutations déléteres chez les especes parthénogénétiques pourrait mener a long terme a
leur extinction (Muller, 1964). Les bdelloides affichent un haut taux de conversion génique,
ce qui pourrait permettre de remplacer des mutations déléteres. Ce phénomene pourrait
alors ralentir la dégénérescence moléculaire du génome par le Muller's ratchet (Flot et al.,
2013). Toutefois, de nombreux genes de la RH manquent chez A. vaga (Rad52, BRCA2, les
hélicases BLM), alors que ces enzymes contribuent a la conversion génique (Kikuchi et al,
2009; LaRocque and Jasin, 2010). Leur absence pourrait alors avoir un effet modérateur sur
le taux de conversion génique de cette espece. En empéchant qu'il y en ait trop, elles

pourraient éventuellement permettre d'avoir un équilibre entre limitation de I'accumulation
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de mutations par homogénéisation du génome et l'acquisition de nouvelles fonctions

protéiques (Hecox-Lea and Mark Welch, 2018)

2. Un insecte résistant a la dessiccation et aux rayonnements

ionisants, Polypedilum vanderplanki

Polypedilum vanderplanki est une mouche aquatique appartenant a la famille des
Chironomidae qui vit dans les régions semi-arides d'Afrique. Pendant son stade larvaire, cet
insecte montre une tolérance a la dessiccation presque compléte la vie dans I'heure suivant
sa réhydratation (Watanabe et al., 2002). Comme chez certains tardigrades, il a été rapportée
que cette espéce accumule du tréhalose et des protéines LEA pendant la dessiccation pour
protéger la structure cellulaire (Kikawada et al., 2006; Nakahara et al., 2008), ainsi qu'une
augmentation de I'expression de protéines chaperonnes pour protéger les protéines de la
dénaturation (Gusev et al., 2011). Les larves a I'état anhydrobiotique montrent une plus forte
tolérance aux rayonnementsi onisants que les larves hydratées (Watanabe et al., 20063,
2006b, 2007). De maniere intéressante, les larves en cours de réhydratation montrent aussi

une tolérance a ces rayonnements (Watanabe et al., 2006a; Gusev et al., 2010).

Bien qu'ils possedent des agents bio-protecteurs comme le tréhalose ou les LEA pour
maintenir leur intégrité cellulaire et limiter les dégats inhérents a la dessiccation, ce n'est pas
suffisant pour expliquer la tolérance de ces animaux aux stress génotoxiques générés par la
dessiccation. En effet, malgreé la présence de ces agents bio protecteurs, une fragmentation
de I'ADN est observée en réponse a la dessiccation (Gusev et al., 2010). Par ailleurs, une
fragmentation de 'ADN comparable est observée apres irradiation avec des rayonnements
ionisants a haut TEL (70Gy). En réponse a ces conditions P. vanderplanki montre une
surexpression d'enzymes de réparation comme Rad23 et Rad51. Rad23 est impliquée dans
la reconnaissance et la réparation par excision (ER) ou dans la dégradation protéosomale
des protéines mal conformées. Rad51 est impliqué dans la recombinaison homologue. Par
ailleurs, les larves montrent en réponse a la dessiccation ou aux radiations ionisantes une

forte surexpression d'enzymes antioxydantes comme la SOD et la glutathione peroxydase.
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Pour résumer, la dessiccation et I'irradiation activent chez P. vanderplanki une réponse
physiologique a ce que l'on observe chez certains tardigrades. Cela se reflete par la
surexpression de protéines chaperonnes, de protéines de réparation (Rad23, 51) et
d'enzymes antioxydantes. Toutefois la tolérance des tardigrades aux stress génotoxiques est
bien plus grande que celle de P. vanderplanki. En effet P. vanderplanki tolere une centaine
de Gy de rayonnements ionisants quand les tardigrades tolerent jusqu’a plusieurs milliers de

Gy.
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IV. Problématique et objectifs du travail de thése

J'ai présenté durant cette introduction les connaissances générales que nous avons sur les
tardigrades. J'ai également dressé un état des connaissances actuelles sur leur tolérance a la
dessiccation et aux stress génotoxiques, ainsi que les mécanismes qui pourraient expliquer
cette tolérance. Bien qu'il existe un ensemble d'études qui décrivent leur radiotolérance, on
constate que les mécanismes ont été essentiellement abordés pour la résistance a la

dessiccation.

Avant le début de ce travail, des études similaires avaient été réalisées pour caractériser la
réponse transcriptomique a la dessiccation (Yoshida et al, 2017b), et une étude s'était
intéressée a la mesure de I'expression de génes précis comme I'expression de la photolyase
A en réponse aux UVC chez R. varieornatus (Horikawa et al. 2013). Néanmoins il n'y avait
aucune étude qui caractérisait de maniere globale la réponse spécifique aux rayonnements
ionisants chez les tardigrades. La découverte de la protéine de protection de '’ADN unique
aux tardigrades Dsup, ayant suscité un intérét supplémentaire quant a la possibilité que les
tardigrades aient développé leurs propres mécanismes uniques et originaux de résistances
aux dommages a I'’ADN, il semblait important de mieux comprendre les mécanismes mis en
jeu. C'est dans ce contexte que j'ai débuté ce travail de recherche. Néanmoins, au cours de
ma these, de nouvelles données ont été publiées. En effet, I'équipe de Kazuharu Arakawa a
caractérisé la réponse transcriptomique croisée de R. varieornatus aux UVC et a la
dessiccation (Yoshida et al., 2022) et a publié des données brutes de transcriptomique de R.
varieornatus en réponse aux rayonnements y (Yoshida et al. 2021). Egalement, une analyse
comparative entre plusieurs génomes et transcriptomes de tardigrades a permis de faire un
bilan partiel des genes de réparation présents chez les tardigrades (Kamilari et al., 2019).
Malgré ces quelques études supplémentaires, les mécanismes moléculaires impliqués dans
la tolérance aux stress génotoxiques restent encore largement inexplorés justifiant I'intérét

de ce travail de recherche sur la réponse au dommage de I'ADN des tardigrades.

L'objectif de mon doctorat était ainsi d'améliorer la compréhension des mécanismes

moléculaires de protection et de réparation de I'ADN qui expliquent I'extraordinaire
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résistance des tardigrades aux dommages a I'ADN, avec une attention particuliéere portée
sur leur réponse moléculaire aux radiations ionisantes et a la bléomycine, un
radiomimétique. De nombreux genes présents chez les tardigrades dont des données
génomiques et transcriptomiques sont disponibles n‘ont pas de fonctions connues. Ainsi, a
I'instar de Dsup ou des TDP, des protéines possédant de nouvelles fonctions pourraient
permettre d'expliquer la forte tolérance de ces animaux aux irradiations. La question se pose
notamment quant a la part entre protection du génome et efficacité de la réparation de
I’ADN chez les tardigrades. Plus particulierement, ces animaux atténuent-ils les dommages
dans leur ADN en réponse aux stress génotoxiques ou bien subissent-ils les dommages et y
survivent-ils jusqu'a les avoir réparés grace a des mécanismes de réparation de I'ADN

efficace ?

Pour répondre a ces questions j'ai travaillé pendant ma these sur trois especes de tardigrades
. H. exemplaris, A. antarcticus et P. fairbanksi, toutes trois appartenant a I'ordre Parachela des
eutardigrades, mais la derniere ayant divergé des 2 premieres il y a plus de 200 M d'années
(superfamille des Hypsibioidae vs Macrobiotoidae). Ces 3 especes, outre le fait qu'elles
soient cultivables en laboratoire, font toutes parties du méme ordre, qui compte de
nombreuses especes radiotolérantes. Toutefois, elles sont assez éloignées entre elles pour
étudier pertinemment une réponse biologique commune aux rayonnements ionisants. Nous
avons cherché dans un premier temps a identifier la cinétique de réparation de I'ADN chez
H. exemplaris apres exposition aux rayonnements y et a mesurer les réponses
transcriptomique et protéomique globales aprés exposition a des stress génotoxiques qui
génerent des cassures simples et double-brin dans I'ADN. Aprés avoir réussi a mettre en
culture suffisamment de tardigrades des especes A. antarcticus et P. fairbanksi, nous avons
cherché a identifier des genes candidats de résistance aux cassures d’ADN conservés chez
ces trois especes. Enfin, la caractérisation de la fonction des genes candidats, a été menée,
notamment par des expériences de gain de fonction en expression hétérologue transitoire

en cellules humaines.

Les résultats obtenus sont présentés dans l'article du deuxieme chapitre de ce manuscrit.
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En parallele de ces travaux j'ai entrepris de mieux caractériser les propriétés de résistance de
I'espece A. antarcticus, connue pour sa résistance élevée aux rayonnement UV (Giovaninni
et al. 2018). J'ai évalué dans un premier temps la tolérance de A. antarcticus aux
rayonnements ionisants. Puis nous avons séquencé, assemblé et annoté son génome pour
avoir une vision plus globale des genes présents chez A. antarcticus, et permettre d'examiner
s'ils étaient conservés chez d'autres especes de tardigrades. De maniére plus générale, le
séquencage de nouveaux génomes permettra plus tard de réaliser une analyse comparative
globale des genes connus comme impliqués dans la protection, la réparation des dommages

a I’ADN ou la tolérance a la dessiccation.

Enfin j'ai entrepris l'identification de Dsup dans cette espéce et ai trouvé un orthologue
potentiel de RvDsup précédemment décrit. J'ai commencé a caractériser fonctionnellement
cet orthologue, en évaluant son impact sur les dommages induits par la bléomycine en

cellules humaines.

Ces résultats complémentaires sont présentés a la suite de I'article dans le deuxieme chapitre

de ce manuscrit.
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Deuxieme chapitre : Résultats

I. Article : Novel tardigrade unique gene improves

resistance to ionizing radiation in human cells
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ABSTRACT

Recent studies have shown that tardigrades have unique proteins that are involved in the
remarkable ability of these small animals to withstand desiccation and ionizing radiation (IR).
For resistance to IR, only one tardigrade specific protein has been identified so far: DNA
damage suppressor (Dsup), found in R. varieornatus and H. exemplaris. Rv-Dsup protects from
DNA damage by X-rays in human cells, suggesting that DNA protection is important for
resistance to IR. Here, we chose to investigate the role of DNA repair and search for novel
tardigrade unique genes involved in resistance to IR.

Our results show that in H. exemplaris single strand breaks are induced by IR at rates
equivalent to those reported in human cells, suggesting that DNA protection plays a minor
role in radioresistance in this species. However, we observed recovery of DNA integrity 72h
after 1000 Gy y-rays, demonstrating efficient DNA repair. Next, we examined gene expression
in response to ionizing radiation in three different tardigrade species, including one species
missing Dsup. In all three species, we observed overexpression of genes needed for repair of
DNA damages induced by IR including RNF146, a ubiquitin ligase previously reported to be
essential for resistance to IR in human cells, suggesting highly conserved mechanisms of DNA
repair per se take place. In addition, in all three tardigrade species, among the most
overexpressed genes, we found a novel tardigrade specific gene: Tardigrade DNA Damage
Response gene 1 (TDR1). In vitro, TDR1 protein interacted with DNA and formed condensates
suggesting an ability to compact DNA. Importantly, when expressed in human cells, TDR1
improved resistance to Bleomycin, a radiomimetic drug. We propose that TDR1 is a novel
tardigrade-unique gene needed for resistance to IR, possibly by helping to preserve

chromosome organization until DNA repair is achieved.



INTRODUCTION

Tardigrades are small aquatic animals living in marine and freshwater environments that are
also commonly found in lichen, mosses and other terrestrial habitats. Tardigrades in such
habitats are exposed to desiccation which they can withstand by contracting into a
dehydrated, a-metabolic tun. Preservation of cell and tissue integrity during dehydration
involves several families of proteins such as CAHS, MAHS and SAHS proteins that are unique
to tardigrades, (Hesgrove and Boothby 2020; Arakawa 2022) .

Similar to many organisms resistant to desiccation, tardigrades are also resistant to ionizing
radiation (IR) (Jonsson 2019). For example, the model species H exemplaris, whose genome
has been sequenced (Yoshida et al. 2017), can survive y-ray doses superior to 4000 Gy
(Beltran-Pardo et al. 2015). In contrast to the numerous proteins involved in resistance to
desiccation, only one protein unique to tardigrades, called Dsup for DNA damage suppressor,
has been involved in resistance to IR so far (Hashimoto et al. 2016). Dsup is thought to
contribute to resistance to IR by protecting the genome from DNA damage. It interacts with
DNA and when expressed in human cells, DNA damage induced by X-rays is reduced and cell
survival increased (Hashimoto et al. 2016). In addition, in vitro, Dsup can reduce DNA damage
induced by hydroxyl radicals (Chavez et al. 2019).

DNA protection, possibly through DNA condensation (Levin-Zaidman et al. 2003), was also
previously suggested to play a role in the exceptional radioresistance of D. radiodurans
bacteria. Nevertheless, high levels of DNA damage are still induced in D. radiodurans and
studies of DNA repair and gene expression in response to IR have unravelled original proteins
and molecular mechanisms involved (Zahradka et al. 2006; Timmins and Moe 2016). In order
to improve our understanding of resistance to IR in tardigrades, we therefore sought to
investigate the potential role of DNA repair and to identify novel proteins unique to
tardigrades involved in resistance to IR.

For this purpose, we first examined the kinetics of DNA damage and repair after IR in H.
exemplaris tardigrades. Next, in order to identify novel genes involved in resistance to IR, we
analyzed gene expression in response to IR in three tardigrade species. A tardigrade unique
gene, which we named Tardigrade DNA damage response gene 1, (TDR1), was strongly
upregulated in all three species tested in response to IR. Differential analysis of the proteome

in H. exemplaris showed a good correlation with changes of the transcriptome, including for
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TDR1, whose activation was further established by western blot. Recombinant TDR1
interacted with DNA in vitro and at high concentrations, it formed condensates with plasmid
DNA. Importantly, when expressed in human cells, TDR1 reduced the number of phospho-
H2AX foci induced by Bleomycin, a DNA damaging drug used as a radiomimetic. TDR1 is
therefore a novel tardigrade unique DNA binding protein that could play an important role in

DNA repair after IR in tardigrades and have original biotechnological applications.

RESULTS

Single and double strand breaks are induced and repaired after exposure to IR

Both directly, by attacking DNA, or indirectly, by generating reactive oxygen species from
water, IR induces a variety of DNA damages, including single and double strand breaks and
chemical changes of bases (Téoule 1987). In order to investigate the role of DNA protection
and repair in resistance of tardigrades to IR, we assessed the physical integrity of genomic
DNA at several time points after irradiation. H. exemplaris tardigrades were exposed to either
100 or 1000 Gy of '3’Cs y-rays, doses known to be well tolerated by H.exemplaris (Beltran-
Pardo et al. 2015). Single strand breaks (SSBs) were evaluated by denaturing gel
electrophoresis of DNA extracted at 30 min, 4h30, 8h, 24h and 72 h after irradiation. DNA
from control, non-irradiated tardigrades could be visualized as a predominant band running
above the 20 kb marker with a smear. The smear, likely due to the harsh extraction conditions
needed for tardigrade lysis, extended down between 20 and 10 kb markers where a discrete
band, of unknown origin, could be detected (Figure 1a). At 30 min after 1000 Gy irradiation,
the high molecular weight band was drastically reduced and DNA between 10 and 20 kb was
strongly increased. In addition, the discrete band could no longer be detected. IR therefore
induced high rates of SSBs and the size of DNA fragments reinforcing the smear and of the
discrete band that disappeared are consistent with a rate of 1 SSB every 10 to 20 kb. Between
4h30 and 24h, the DNA migration profile was progressively restored and between 24h and
72h, it was identical to controls. Similar results were observed with the 100 Gy dose. However,
compared to 1000Gy, changes were milder at all times post-irradiation and the discrete 10-20
kb band could always be detected. Taken together, these results indicate that single-strand
breaks are inflicted by IR in a dose-dependent manner, roughly estimated at 1 SSB every 10 to

20 kb for 1000 Gy, and progressively repaired within the next 24 to 72h (Figure 1a).
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Importantly, the rate of SSBs inflicted by*3’Cs y-rays did not appear significantly different from
that inflicted in human cells, which was reported to be of 0,17 SSB/Gy/Mb .

In order to detect DSBs, samples from Figure 1a were also run in native agarose gels but
irradiated samples were indistinguishable from non-irradiated controls (supp Fig 1a), likely
due to insufficient DSBs at the doses tested. To have a more sensitive method for detecting
DSBs, we therefore raised an antibody against phosphorylated H2AX (supp Fig 2). In
eukaryotes, from yeast to humans, phosphorylation of H2AX is a universal response to DSBs
and a prerequisite step towards DNA repair (Fernandez-Capetillo et al. 2004). We next
analyzed phospho-H2AX in H. exemplaris protein extracts prepared at different time points
after irradiation. For both 100 and 1000 Gy doses, phospho-H2AX was detected at 30 min
post-irradiation, reached its highest levels at 4h30 and 8h time points and later decreased
(Figure 1b). Similar kinetics were also observed when using an accelerated electron beam
which allowed to deliver identical doses in much shorter times and made it possible to better
appreciate the early peak of phospho-H2AX (supp Fig 1b).

Altogether, the experiments from Figure 1 suggest that SSBs are inflicted at equivalent rates
in H. exemplaris tardigrades than in human cells and that consequently, the exceptional
resistance of tardigrades to IR must involve DNA repair. In addition, by examining single- and
double- strand breaks after IR, we provided direct evidence of repair of both types of DNA

damages.

Tardigrades of three different species overexpress canonical DNA repair genes in response
to IR as well as unique genes restricted to tardigrades

Previous studies had indicated that after irradiation with IR, expression of Rad51, the
canonical recombinase of homologous recombination, is induced in M. inceptum (Beltran-
Pardo et al. 2013) and that XRCC5 and XRCC6, the DNA binding proteins bridging DNA ends in
Non-Homologous End Joining, are induced in R. varieornatus (Yoshida et al. 2021). To examine
global gene expression patterns associated with tardigrade response to DNA damage from IR,
RNA sequenced 4h post-irradiation. In addition to the H. exemplaris model species, one
additional species of the Hypsibiidae family was selected, Acutuncus antarcticus, which was
previously shown to be resistant to high doses of UV, possibly related to high UVB exposure
in its natural Antarctic environment (Giovannini et al. 2018), and Paramacrobiotis fairbanksi

(Guidetti et al. 2019), which was reared from a suburban garden moss and was of interest as
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a representative of Macrobiotoidae, a major tardigrade superfamily considered to have
diverged from Hypsibioidea more than 250 My ago (Regier et al. 2005) and in which the first
demonstration of resistance to y-irradiation resistance was carried out (LD5024n = 5700Gy of
Macrobiotus areolatus species) (May 1964).

In all three species, numerous genes were significantly overexpressed in response to IR and
fold stimulation of RNA levels was often remarkably high (Figure 2, Table 1). For example, in
H. exemplaris, 421 genes were overexpressed more than 4-fold (with an adjusted p-value <
0,05), including 120 more than 16-fold (supp Table 1). In particular, both genes with and
without homologs in C. elegans, D. melanogaster or humans were overexpressed. Strikingly,
many overexpressed genes were common to all three species (Figure 2, Table 1, supp Table
1-3) suggesting (i) that some of these genes may be essential for resistance of tardigrades to
IR and (ii) that a conserved signaling and transcriptional program is involved in their
upregulation in response to IR.

Key genes of DNA repair pathways already known to be essential for repair of DNA damages
inflicted by IR were strongly overexpressed in all three species. For example, genes for XRCC5
and XRCC6, forming the Ku complex needed to stabilize DNA ends during DSB repair by Non-
Homologous End Joining (Doherty and Jackson 2001), were among the most strongly
stimulated genes in all three species (Figure 3a). Similarly, the gene for POLQ, the key
distinctive polymerase acting at multiple steps in Micro-homology Mediated End Joining
(Mateos-Gomez et al. 2015); genes for RAD51 and MACROH2A1 in Homologous
recombination (Khurana et al. 2014; Baumann and West 1998); for XRCC1 and LIG1 in Base
Excision repair (Whitehouse et al. 2001; Krokan and Bjgras 2013) as well as for PARP2 and
PARP3, catalyzing parylation of many DNA repair proteins (Pascal 2018), were also among the
most significantly and strongly overexpressed genes in all three species (Figure 3a). More
generally, among all significantly stimulated genes, an impressive number genes of DSB, SSB
and Base Excision repair were overexpressed after IR in all three species (supp Fig 3).
Unexpectedly, strong upregulation of RNF146 was observed. RNF146 is a RING finger ubiquitin
ligase known to interact with parylated proteins and trigger their degradation by the ubiquitin
proteasome system. Although best studied for its role in Wnt signaling (Zhang et al. 2011),
RNF146 has also been reported to be essential for tolerance to IR in human cells (Kang et al.
2011). Although only reported once in human cells before, activity of RNF146 could therefore

also be essential to the remarkable resistance of tardigrades to IR.



Interestingly, among genes overexpressed in all three species with no homologs in C. elegans,
D. melanogaster or humans, there were 108 genes that could therefore be specific to
tardigrade DNA damage response to IR (Table 1). The 108 genes included many previously
uncharacterized genes but also included genes already known to be unique to tardigrades
such as AMNP (Yoshida et al. 2022) and CAHS12 (Arakawa 2022). AMNP is from a recently
discovered family of tardigrade unique Mn Peroxidases reported to be overexpressed in
response to desiccation and UVC in R. varieornatus and illustrating the concept of cross-
tolerance, i.e. that pathways of resistance to dessication benefit the response to other types
of stresses. AMNP was found to protect from oxidative stress when expressed in human cells
(Yoshida et al. 2022) and could also do so after IR. In order to prioritize among previously
uncharacterized genes of interest, we also determined the transcriptomic response to
Bleomycin, a well-known genotoxic drug (Bolzdn and Bianchi 2018), in H. exemplaris and A.
acutuncus. 25 genes with no homologs in the model species were overexpressed in all species
and all conditions (supp Table 6) and the top ranking in most cases was the same gene. We
named it TDR1 (for Tardigrade DNA damage Response 1). Because TDR1 expression was
strongly upregulated in response to IR and Bleomycin, we considered it was a promising

candidate to investigate further for a potential role in DNA repair.

Analysis of TDR1 protein expression and global proteome response to IR in H. exemplaris

We next sought to ascertain whether stimulation of gene expression at the RNA level led to
increased protein levels and whether TDR1 protein was indeed expressed. For this purpose,
we first generated specific antibodies to H. exemplaris TDR1, XRCC5, XRCC6 and Dsup proteins.
Protein extracts from H. exemplaris treated with Bleomycin for 4 days or 1000Gy of y-rays at
4hr and 24hr post-irradiation were compared to untreated controls. As for phospho-H2AX,
TDR1 was only detected after induction of DNA damage (Figure 3a, supp Figure 4). XRCC5 and
XRCC6 protein levels were also stimulated by both Bleomycin and IR treatments, albeit fold
stimulation was much lower than for RNA (Figure 3a). In addition, we also checked expression
of Dsup, which was constant at the RNA level (supp Table 1), and found that it also remained
stable at the protein level after induction of DNA damage. Furthermore, to check that
stimulation at the protein level was due to new protein synthesis, tardigrades were incubated
with cycloheximide prior to irradiation. As expected, no stimulation of protein levels could be

detected after irradiation in extracts from animals treated with cycloheximide (supp Figure 5).
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In particular, TDR1 protein could not be detected when animals were treated with
cycloheximide, further showing that TDR1 is strongly upregulated in response to IR.

To further extend the analysis of the response to IR at the protein level, we performed an
unbiased proteome analysis by mass spectrometry and compared proteomes from H.
exemplaris at 4h post-irradiation, 24h post-irradiation and after Bleomycin treatment with
untreated controls. More than 5600 proteins could be detected in each condition and 168 had
a Log2 (FC)> 0.3 with a p-value < 0.01 (Figure 3b, Table 2 and supp Table 7-10). We observed
a good correlation between fold stimulation at RNA and protein levels (Figure 3c). In keeping
with observations on stimulation of XRCC5 and XRCC6 by western blot, however, we noted
that the fold stimulation of protein levels was always much weaker than for RNA (2 to 100
times weaker). For all strongly overexpressed genes discussed above, we confirmed
significantly increased protein levels in response to IR (Figure 3b). Importantly, despite the
small size of the predicted TDR1 protein, abundant TDR1-related peptides were recovered in

irradiated samples, thus providing direct evidence of TDR1 expression in response to IR.

He-TDR1 interacts directly with DNA

In addition to the three species studied, BLAST searches allowed to identify potential TDR1
orthologs in several other Macrobiotoidea (Figure 4a). The predicted sequence of TDR1
proteins is between 144 and 291 amino acids long. They differ at the N-terminal end, which
can be of different lengths, and are most similar in the C-terminal end which is predicted to
have 4 separate alpha-helices (Figure 4b). Interestingly, TDR1 sequences contain a relatively
high proportion of basic amino acid residues (20,5% of K or R amino acids), including at
conserved positions of the 4 predicted alpha helices. We therefore wondered if TDR1 might
interact directly with DNA. To test this possibility, we purified from E. Coli recombinant
HeTDR1 and HeTDR1-GFP, a fusion of He-TDR1 and eGFP, (supp Fig 6). Interestingly, elution
of He-TDR1 on gel filtration coincided with an apparent size two- to three-fold higher than
predicted, suggesting the constitutive formation of TDR1 homo-dimers or -trimers (supp Fig
6c). Next, we tested interaction with DNA by gel shift assays. As shown in Figure 4,
fluorescently labelled single-stranded or double-stranded oligonucleotides were incubated
with increasing concentrations of He-TDR1 and analyzed by gel electrophoresis. When higher
than 0.2 uM He-TDR1 was added, the fluorescently labelled oligonucleotides could no longer

be detected (Figure 4c). Identical results were obtained with He-TDR1-GFP (Figure 4d). This
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strongly suggests non-sequence specific interaction of He-TDR1 with DNA. Given the amount
of DNA used, roughly one He-TDR1 protein is bound every 3 bp of DNA, similar to the binding
reported for other non-sequence specific DNA binding proteins such as Rad51 (Zaitseva,
Zaitsev, and Kowalczykowski 1999). Possible explanations for the absence of DNA signal in the
presence of excess HeTDR1 include quenching of the fluorophore or formation of He-
TDR1/DNA aggregates that could not enter into the gel. Interaction of He-TDR1-GFP with
plasmid DNA was also investigated. At 10 uM He-TDR1-GFP, samples were examined by
fluorescence microscopy and fluorescent spots could clearly be visualized in these conditions
(Figure 4e), suggesting that high concentrations of He-TDR1-GFP lead to the formation of large
protein-DNA condensates (of approximately 5 um) that are unable to enter into the gels.
Taken together, these experiments clearly document interaction of He-TDR1 with DNA and an

unexpected ability of He-TDR1 to compact DNA into condensates.

He-TDR1 is localized in tardigrade nuclei

In order to test the subcellular localization of He-TDR1, we generated a tardigrade expression
plasmid with He-TRD1-mNeonGreen cDNA downstream of He-Actin promoter sequences and
transferred it into live tardigrades using a recently reported protocol ((S. Tanaka, Aoki, and
Arakawa 2022), summarized in Fig5a-b). He-TDR1-mNeonGreen was predominantly
expressed in muscle cells, likely due to high muscle-specific activity of the actin promoter, and
predominantly localized to nuclei, as examined by confocal microscopy both before and after
irradiation by y-rays (Figure 5c-d). Importantly, He-TDR1 co-localized with Hoechst staining

(Figure 5d), consistent with He-TDR1 being able to interact with DNA in vivo.

TDR1 orthologs diminish phospho-H2AX foci in human U20S cells treated with Bleomycin

We next wondered if TDR1 expression could impact the number of phospho-H2AX foci upon
treatment of human U20S cells with Bleomycin. Upon induction of double-strand breaks,
H2AX is phosphorylated along extended DNA regions near the break and phospho-H2AX foci
can be easily detected by immunolabeling, thus allowing to indirectly visualize and quantify
DSBs in nuclei (Lowndes and Toh 2005). We thus designed plasmids for expression of fusion
proteins of several TDR1 proteins with GFP, transfected them into human U20S cells, and 48h
later, treated the cells with 10pg/ml Bleomycin to generate DSBs. This allowed to visualize the

subcellular localization of the TDR1 proteins by immunofluorescence and to quantify
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phospho-H2AX foci in response to Bleomycin by immunolabeling with anti-human phospho-
H2AX antibody. As controls, we transfected plasmids expressing either GFP or RvDsup-GFP
into U20S cells. As shown in Figure 6a, TDR1-GFP proteins were localized in the nucleus of
transfected cells, consistent with the ability of He-TDR1 to directly interact with DNA in vitro
and its nuclear localization after transgenic expression in H. exemplaris tardigrades. Many
DNA repair proteins co-localize with phospho-H2AX foci or exhibit foci upon induction DSBs
but this was not the case for He-TDR1-GFP nor for RvDsup (Figure 6a). Quantification of
phospho-H2AX was done in transfected cells and is shown in Figure 6b. As previously shown
(Hashimoto et al. 2016), expression of RvDsup reduced the number of phospho-H2AX foci.
Importantly, expression of all tardigrade TDR1-GFP fusion proteins tested also significantly
reduced the number of phospho-H2AX foci in human cells treated with Bleomycin, consistent

with a potential role of TDR1 proteins in tardigrade resistance to IR.

DISCUSSION

DNA protection and repair in resistance of tardigrades to IR

Examining DNA on denaturing agarose gels led us to infer that SSBs were induced every 10 to
20 kb after exposure of H. exemplaris tardigrades to 1000 Gy y-rays. This corresponds to a rate
of 0.1 to 0.2 SSB/Gy/Mb which, unexpectedly, is remarkably similar to the rate of 0.17
SSB/Gy/Mb reported for cultured human cells (Mohsin Ali et al. 2004). Our finding may
therefore be taken to imply that DNA protection, if any, only plays a minor role in resistance
to IR of H. exemplaris tardigrades. Mechanistic studies should allow to further address this
guestion. For example, recent progress in tardigrade transgenesis (S. Tanaka, Aoki, and
Arakawa 2022) is a promising step towards gene editing and knocking out the Dsup gene
would be needed to further evaluate the relative importance of DNA protection. Other types
of DNA damages might still be mitigated by DNA protection, as was suggested for thymine
dimers induced by UVC in dehydrated R. variernatus compared to H. exemplaris (Horikawa et
al. 2013a). Different species may also exhibit differences in the relative importance of Dsup
and DNA protection processes.

Our semi-quantitative evaluation of SSBs also suggests, given the size of the H.exemplaris

genome is 104 Mb, that 10-20 000 SSBs are present per cell at 30 min post-irradiation with a
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1000 Gy and that these appear to have been repaired by 24h post-irradiation. If we
hypothesize that DSBs are also induced at a rate similar to human cells, irradiation with 1000
Gy would simultaneously involve the challenge of 500 DSBs per cell. We detected DSBs
indirectly, by western blot with an antibody raised against phosphorylated He-H2AX, and
could not estimate absolute DSB levels but clearly showed significant repair over the 72h post-
irradiation. Our analysis of DNA damage provides direct evidence for the importance of DNA
repair in resistance of tardigrades to IR. In other radioresistant organisms, high levels of DNA
damage, comparable to non-radioresistant organisms, were also detected (Gladyshev and
Meselson 2008). Altogether, direct evidence for DNA protection in living organisms remains
controversial and adaptation of DNA repair therefore appears to be a common requirement

for resistance to IR.

Fine regulation of scaffolding proteins interacting with DNA damage to cope with high rates
of DNA damage inflicted by IR

By comparing the transcriptional response to IR in three different species, we uncovered a
shared upregulation of a wide number of DNA repair genes. Remarkably, highest induction
levels, both at RNA and protein levels, were detected for proteins acting early in DNA repair
in the different pathways involved (XRCC5/XRCC6/LIG4 in NHEJ, POLQ in MMEJ, XRCC1/LIG1
in BER and SSB, PARP2 and PARP3 in DSB pathways and in BER). A common molecular feature
of these early acting proteins is that they either stabilize DNA ends or provide essential
scaffolding for subsequent steps of DNA repair. One possibility is therefore that higher levels
of such proteins may be essential to maintain DNA ends long enough for more limiting
components of DNA repair to cope with exceptionally abundant breaks. PARP proteins act as
sensors of DNA damage in DSB repair pathways and BER but also catalyze PARylation of
numerous DNA repair proteins. In response to IR, a poorly characterized reader of poly (ADP-
ribosyl) modification, the RNF146 ubiquitin ligase was also strongly upregulated. Interestingly,
RNF146 is itself a target for PARylation, which triggers its allosteric activation (DaRosa et al.
2015), and RNF146 was previously shown to target PARylated XRCC5, XRCC6, XRCC1 and
PARP2 for degradation by the ubiquitin proteasome system (Kang et al. 2011). It is therefore
tempting to speculate that a fine balance of synthesis and targeted degradation of XRCC5,
XRCC6, XRCC1 and PARP2, possibly as a requirement for removing initial scaffolding complexes

from DNA, is essential for resistance of tardigrades to IR.
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Further studies should investigate the molecular mechanisms leading to such marked
upregulation of RNA levels of these genes. Functional analysis of promoter sequences in
transgenic tardigrades is now possible and could help to identify a conserved set of
transcription factors and/or co-regulators common at least to the Macrobiotodea and
Hypsibioidea tardigrades studied here. Such information would provide original insight into
the acquisition of resistance to IR and help analyze its relation to the resistance to desiccation.
Another outstanding issue, given the high rates of DNA damage that appear to take place, is
whether DNA repair is accurate. This is particularly relevant for germ line cells at lower doses
compatible with reproduction where mutations will be transmitted to the progeny. Finally,
although we chose to focus on DNA damage and repair mechanisms, all components in the
cell are impacted by IR. Protection and repair of proteins and lipids have been less investigated
but are also essential to radioresistance. We noted that genes for the mitochondrial
chaperone BCS1L, which may help repair mitochondria damaged by IR (Pearce et al. 2001),
and the sequestosome SQSTM1, whose functions in human cells include targeting aggregates
of misfolded proteins for degradation (Ciechanover and Kwon 2017), were among the most
overexpressed genes in all three species studied and have also been recently found
upregulated in response to desiccation and UVB (Yoshida et al. 2022). Further datamining may

therefore pinpoint interesting candidates in repair of damaged proteins or lipids.

A novel tardigrade-unique DNA binding protein involved in resistance to IR

Among the genes overexpressed in response to IR that are common to the three species
studied and that don’t have any homolog in C. elegans, D. melanogaster or humans, we
identified TDR1 as a promising candidate. The C-terminal portion of TDR1 is conserved in
species of Macrobiotoidea and Hypsibioidea superfamilies of tardigrades but absent from
other species, including R. varieornatus, a third species of the Hypsibioidea and M. inceptum,
the only representative of the Milnesiidae for which transcriptomic data is available (supp
Figure 7). Compared to Dsup, which has only been found in Hypsibioidea and whose H.
exemplaris and R. varieornatus orthologs only have very low sequence homology, TDR1 could
therefore be a more ancient gene of tardigrades. It will also be interesting to find out if TDR1
and Dsup are conserved in species that have lost the ability to resist desiccation (and possibly
IR) and further establish their phylogeny. More generally, evolution of tardigrade-unique gene

sequences is highly dynamic in the phylum (Horikawa et al. 2013b) and sequencing of
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tardigrade genomes will help to get a better picture of these remarkable evolutionary
processes.

At the functional level, we found that TDR1 protein interacts with DNA, most likely
independently of DNA sequence, and that when expressed in human cells, TDR1 protein can
reduce the number of phospho-H2AX foci induced by Bleomycin. TDR1 is strongly
overexpressed in response to IR and our results therefore suggest that it favors DNA repair.
Proteins directly involved in DNA repair, however, usually accumulate at sites of DNA damage
(Rothkamm et al. 2015), which did not appear to be the case for TDR1 overexpressed in human
cells orin tardigrades. Given that TDR1 can form multimers and condensates with DNA in vitro,
we speculate that it may favor DNA repair by regulating chromosomal organization.
Intriguingly, the DNA binding activities of TDR1 are reminiscent of DdrC from R. radiodurans.
DrdC is a small DNA binding protein which is among the most strongly overexpressed proteins
after irradiation of R. radiodurans with y-rays (M. Tanaka et al. 2004) and DdrC also forms
dimers and condensates with DNA in vitro (Banneville et al. 2022; Bouthier de la Tour et al.
2017). Further investigations of Dsup and TDR1 should unravel an unexpected diversity of
molecular activities in maintenance of genome integrity and may shed light on potential

parallels between radioresistance in tardigrades and bacteria.
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MATERIAL AND METHODS

Tardigrade culture

Hypsibius exemplaris (souche 2151, Sciento, UK) and Acutuncus antarcticus (Giovannini et al.
2018) were cultivated in mineral water (Volvic, France) at 16°C with a 14h day and 10h night
cycle and fed with Chlorella vulgaris microalgae (kindly provided by Sahima Hamlaoui,
Algothéque MNHN, France). Paramacrobiotus fairbanksi was isolated from a suburban garden
moss by A.D.C. and cultivated in the same conditions adding rotifers isolated from the same
moss sample (grown separately in mineral water and fed with Chlorella) of as supplementary
food for adults. Identification as P. fairbanksi was achieved by morphological and

mitochondrial DNA analysis (supp Figure 8).

y-ray and Bleomycin treatments of tardigrades

Tardigrades were exposed to ionizing radiation from a *3’Cs y-ray source (GSR-D1 irradiator,
RPS Services Limited) at a dose rate of 12,74 or 16Gy/min. For investigation of early first time
point just after ionizing radiation, an electronic beam (KINETRON, GCR-MeV) with 4.5MeV
energy and maximum dose rate of 4.103 Gy/sec was also used (Lansonneur et al. 2019). Prior
to irradiation, tardigrades were separated from chlorella by filtering with a 70 um mesh and
cultivated without Chlorella for 3 to 7 days. For Bleomycin treatment, after separating
tardigrades from Chlorella by filtration, Bleomycin sulfate (#85507 SIGMA) was added to the

water for 4 or 5 days at a final concentration of 100 uM.

Genomic DNA extraction and analysis

Tardigrade genomic DNAs (gDNAs) were extracted using the Monarch HMW DNA extraction
kit for Tissue from NEB with the following modifications. Lysis buffer was supplemented with
proteinase K before proceeding to lysis. Pellets of 8000-12000 tardigrades were resuspended
in 35 uL of lysis buffer and grinded on ice for 1 minute. This step was repeating twice leading
to a final volume of = 125 pL. After grinding, lysis proceeded in three steps: 1) incubation of
15 min at 56°C under gentle agitation (300 rpm), step 2) incubation of 30 min at 56°C and step
3) incubation of 10 min 56°C after addition of RNAse A. Proteinase K and RNAse A were added
at the concentration recommended by NEB. Proteins were next separated from the gDNA by

adding 40 pL of protein separation solution. Samples were next centrifuged (20 minutes,
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16000 g, 20°C). gDNA was precipitated with 2 beads and next eluted from the beads with 100
uL of elution buffer. Extracted gDNAs were analysed by electrophoresis on native (0.9%
agarose/1X TAE) or denaturing (0.9% agarose/ CHECK 50 mM NaOH/ 1 mM EDTA) gels.
Electrophoresis conditions were: 2h30/ 60 V/ 20°C for native gels, and 18 V/ 15 hours/ 20°C
for denaturing gel. Native gels were stained with ethidium bromide and denaturing gels with

SyBRGreen I.

Production of antibodies against H. exemplaris proteins

Antibodies were raised against H. exemplaris proteins in rabbits by injecting selected peptide
sequences by Covalab (Bron, France). For He-Ku80 (XRCC5), He-Ku70 (XRCC6 C-term) He-Dsup,
He-TDR1 two peptides were injected in two rabbits and serums tested by Western blot on H.
exemplaris extracts from animals treated with 100uM Bleomycin during 4 days. Serum
showing the best response at day 88 after injections was purified on Sepharose beads coupled
to immunogenic peptides. Peptides used were the following., He-TDR1: (BV898 14257
corrected for 2" Exon) : Peptide 1 (37-52): C-IQDEVLDSSRSGSRNVcoNH2, Peptide 2 (109-123):
C-DKKKQKSLPKIRRDN-coNH2; He-Ku80 (XRCC5): Peptide 1 (120-135): C-IQFDEESSKKKRFAKR-
coNH2, Peptide 2 (444-457):C-LDGKAKDTYQPNDE-coNH2; He-Ku70 (XRCC6 Cterm): Peptide 1
(182-197): C-IRPAQFLYPNEGDIRG-coNH2, Peptide 2 (365-372): C-YDPEGAHTKKRVYEK-coNH2;
He-Dsup: Peptide 1 (63-77): C-KTAEVKEKSKSPAKE-coNH2, Peptide 2 (166-181): C-
KEDASATGTNGDDKKE-coNH2. Production of antibody to He-phospho-H2AX is detailed in

supp. Fig. 2.

Western blot analysis

>10 000 tardigrades were irradiated and 1000-2000 tardigrades were collected at different
times after irradiation, centrifuged at 8000 rpm in 1,5 mL tubes for 5 min and the pellet frozen
at -80°C until analysis. Lysis was carried out by sonication (Bioruptor, Diagenode) at 4°C in
100uL/5000 tardigrades pellet of the following solution 12mM sodium deoxycholate, 12mM
N-Laurylsarcosine sodium, 80mM Tris-HCl pH8,5, 400mM NaCl, 1X protease inhibtor (Roche)
and 1X PhosSTOP (Roche). 0,5 vol of protein gel loading buffer (LDS 4X, Bio-Rad) was added
and the mixture heated at 95°C for 5 min before loading onto TGX Stain-Free AnyKD (Bio-Rad)
and migration in 1x Tris-Glycine-SDS buffer at 200V. Semi-dry transfer of proteins was

performed with Transblot Turbo (Biorad) onto nitrocellulose membrane and the membrane
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was cut half to separately detect proteins > 50 kDa and <50 kDa. Protein detection was done
with rabbit primary antibodies diluted 1:1000 or 1:2000 (20-200ng/mL depending on
antibody) in TBS-0,1% Tween, 5 % BSA, supplemented with 1:10000 dilution of anti-mouse
alpha-Tubulin (Clone B-5-1-2; SIGMA) and secondary antibodies diluted 1:5000 (anti-rabbit
Starbright 720 (Biorad) for specific tardigrade proteins and anti-mouse Starbright 520 (Bio-
Rad) for alpha-tubulin detection) in TBS-0,1% Tween using Chemidoc MP imager (Bio-Rad).

RNA sequencing

After centrifugation at 8000 rpm in 1,5 mL tubes, RNA was extracted from 15000 -20000 H.
exemplaris, 1000-1500 A. antarcticus and 500-1000 P. faibanksi using Trizol (#15596-026,
Invitrogen) and by three freeze-thaw cycles in an ethanol-dry ice bath and mechanical
disruption with glass beads and a plastic micro-tube homogenizer at each cycle. Yield was
approximately 1ug RNA/ 1000 tardigrades. Integrity of RNAs was checked on an Agilent 2100
Bioanalyzer with the Eukaryote Total RNA Nano kit and only samples with RIN (RNA Integrity
Number) >6 were sequenced. For H. exemplaris RNA samples, single end (1x75) sequencing
(TruSeqg Stranded) was done on lllumina NextSeq 500. For A. acutuncus and P. fairbanksi
(whose genomes are not available), paired end (2x150) sequencing (TruSeq Stranded) was
performed. In addition to short read RNA sequencing in the different experimental conditions,
long read sequencing of a mixture of RNA samples of A. acutuncus and P. fairbanksi species,
respectively, was performed with Minion Oxford Nanopore technology to help improve
transcriptome assembly. 1D libraries were prepared according to ONT protocol with 1D PCR
Barcoding kit and full length non-directional sequencing was performed (using Clontech-
SMART-Seq v4 Ultra Low Input kit). Basecalling was conducted using guppy version v6.4.2 { -
-min_qgscore 7 --flowcell FLO-MIN106 --kit SQK-PBKOO4 --use_quantile_scaling --

trim_adapters --detect_primer —trim_primers).

De novo Transcriptome assembly

Since, no genome assembly was available for A. antarcticus and P. fairbanksi, we assembled a
de novo transcriptome using full length cDNA sequences for each species. We used the
software RNA-Bloom (v2.0.0) to assemble the long reads, using also a subset of the produced
short reads to correct the contigs. Then we used CD-Hit-EST (v4.8.1) to cluster together

transcript isoforms from a same gene. We set the divergence to 0.9 for A. antarcticus and 0.8
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for P. fairbanksi, the latter seems to be triploid and the divergence between isoforms was
higher.

For A. antarcticus and P.fairbanski, we conducted the gene expression analysis using the
softwares embedded in the Trinity suite (v2.15.0). We first mapped RNA-seq reads on the
transcriptomes using Salmon, then we measured differential gene expression using DESeq2.
As H.exemplaris genome was available, gene expression analysis for this species was
conducted using Eoulsan workflow version 2.2 (v2.2-0-g4d7359e). First, we mapped RNA-seq
reads on the transcriptomes using STAR, then we measured differential gene expression using
DESeq2. CHECK Laurent Jourdren

The results were plotted using R (v4.2.2) with the ggplot2 and ggrepel packages.

To annotate the transcriptomes, we ran EggNog v2.1.9 on the assemblies using the genome
mode. We also annotated all expressed genes through a sequence homology search approach
(using blastx) on Drosophila melanogaster (GCF_000001215.4), Caenorhabditis elegans
(GCF_000002985.6) and Homo sapiens (GCF_000001405.40) RefSeq proteomes. Gene
sequences with no hit in all three RefSeq proteomes were considered as Tardigrade specific

and noted “Tardi” in supp Tables and data.

Proteome analysis

For each replicate (n=4 independent biological samples), 18000 tardigrades per conditions
(untreated, treated with Bleomycin at 100uM for 4 days, Irradiated with 137Cs y-ray source
(GSR-D1 irradiator, RPS Services Limited) at a dose rate of 12,74Gy/min and collected 4h after
irradiation or 24h after irradiation), were pelleted by centrifugation in 1,5mL tubes (8000 rpm
for 5 min) and split in 2: 13000 tardigrades for differential proteomic analysis and 5000
tardigrades for western blotting experiments. The pellets were frozen at -80°C until all sample
were available. All samples were lysed the same day 2 weeks before proteomics analysis in
100puL iST-NHS-Lysis buffer (PreOmics GmbH) by sonication (Bioruptor (Dlagenode) 15s
ON/15s OFF 15 for 15 min), and heating at 95°C for 10min. Soluble fractions were collected by
centrifugation at 13000g for 15min at 4°C and frozen at -80°C until analysis. The 16 samples
were labelled respectively with TMTpro 16plex kit (Thermo Scientific), pooled, desalted and
fractionated on Reverse Phase high pH (Pierce). 8 fractions were analysed in mass
spectrometry to incease the proteome coverage. Protein were identified and quantified with

MaxQUant software(Cox and Mann 2008). Statistical analysis was carried out with ProStaR
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(Wieczorek et al. 2017). Proteins considered as differentially expressed were quantified in 3
replicates over 4 in the 3 conditions tested and have an p-value < 0,01 (test Limma) and a

Log2(FoldChage)<-0.3 or log2(FoldCHange)>0,3.

Production of recombinant He-TDR1 and He-TDR1-GFP

He-TDR1 and He-TDR1-GFP were transformed in E.coli Rosetta™ 2(DE3) Singles competent
cells (Novagen, MerckMillipore). Protein expression was induced with 1 mM IPTG at
OD600=0,6-0,7 in 2xYT medium (containing 50 pg/mL carbenicillin, 35 pg/mL chloramphenicol
and 1% glucose) at 25°C during 20h. Cells were resuspended in lysis buffer 25 mM Tris-HCI
pH8, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, 1 mM TCEP (supplemented with protease inhibitor
cocktail (Roche)), and lysed by sonication (7 sec ON / 7 sec OFF, 50% amplitude, 10 min). First
step purification is binding on Ni Sepharose 6 Fast Flow resin. After binding, the resin was
washed with lysis buffer and the protein was eluted with 25 mM Tris-HCIl pH8, 500 mM Nacl,
250 mM imidazole, 10% glycerol, 1 mM TCEP. Eluted protein is concentrated (Amicon Ultra
10K) and diluted in buffer 25 mM Tris-HCl pH8, 150 mM NacCl, 10% glycerol, 1 mM TCEP.
Second step purification is a gel filtration Superdex 200 increase 10/300 GL (Cytiva)
equilibrated with 25 mM Tris-HCI pH8, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM TCEP using AKTA

Pure instrument (Cytiva). Mw calibration was obtained using Gel Filtration Standard (Bio-Rad).

Gel shift assays

Recombinant HeTDR1 or He-TDR1-GFP was mixed with 10nM of a 5’-Cy5 labelled DNA duplex
(57pb Cy5-5-CCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCCACGGCGTGCAG-TGCTTCAGCC-
3'/ 5’- GGCTGAAGCACTGCACGCCGTGGGTCAGGGTGGTCACGAGGGTGGGCC-AGGGCACGG-3')
substate or its corresponding Cy5 labelled single-strand substrate (57nt) at 25°C for 30
minutes in 10mM Tris-HCI pH8, NaCl 150mM, BSA 0.1mg/mL, Glycerol 2%, TCEP 0.2mM,
migrated at room temperature on 4% agarose in TAE 0.5X and Cy5 fluorescence and revealed

with ChemiDoc MP imager (Bio-Rad).

For He-TDR1 interaction with plasmid DNA, a 5900bp plasmid (Xie, Kwok, and Scully 2009)
30uM in bp (ie: 5nM in plasmid molecule) was incubated for 10 min at room temperature with
10uM of HeTDR1-GFP in10mM tris-HCI PH8, 150mM NaCl, 10 Glycerol and 1mM TCEP (storage

buffer of the protein). 10uL reaction was observed in Kova counting chamber using with Leica
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DMIRE2 40X lens. Image were acquired using Metamorph soft, coolsnap HQ camera and

treated with Imagel software.

Expression of He-TDR1-mNeongreen in H. exemplaris tardigrades

Act-He-TDR1-mNeongreen (NG) and Act-mCherry expression plasmids were constructed by
Gibson assembly with plasmid backbone from (Loulier et al. 2014). Actin promoter sequences
were amplified from H. exemplaris genomic DNA, HeTDR1 cDNA from RNA of H. exemplaris
adult tardigrades and mCherry from a mCherry containing plasmid. Act5C-HeTDR1-GFP and
Act5C-mCherry plasmids (2ug/pL in milliQ water each) were coinjected in starved
H.exemplaris adults using Quartz micropipets. After 1h of microinjection, animals are let to
recover in Volvic mineral water for 15min to 1h15. The electroporation with NEPAGENE21 was
carried out in 0,7X Optimem (Gibco, Thermofisher Life Sciences) with settings from (Tanaka
S., et al, Biorxiv, 2022). After 5 days, expression of mCherry expression is checked and best
expressing animals are selected for treatment either with 3’Cs y-rays (500 Gy) or Bleomycin
100uM for 2 days. Hoechst 33342 20uM for 2 days or 40uM for 1 day is also added to mineral
water (Volvic, France) for live staining of the nucleus during imaging by confocal microscopy

(Zeiss (LSM 880 and AiryScan module) with x40 and x63 lens) using Zenblack software.

Expression of TDR1-GFP fusion proteins in human U20S cells

Expression plasmids for fusion proteins of GFP and tardigrade proteins were constructed by
Gibson assembly into pEGFP-N1 (Clontech) of the tardigrade cDNA (obtained by gene
synthesis from Integrated DNA) or ordered from TwistBiosciences. Full sequences of fusion
proteins are provided as supplementary information. Plasmids were transfected into human
U20S cells (ATCC HTB-96) by Amaxa electroporation with Nucleofector™ Kit V (Lonza) and

plated in 6 well plates containing glass slides.

Immunolabeling of phospho-H2AX foci in response to Bleomycin treatment and image
analysis

2 days after transfection, Bleomycin sulfate- treated (treatment was for 1h30min with 1ug/mL
Bleomycin sulfate) or control cells were rinsed three times with PBS and fixed with 3,7%
formaldehyde in PBS for 15 min at room temperature, rinsed three times with PBS,

permeabilized with PBS, 0,5% Triton for 15 min, blocked with PBS, 0,1% Tween, 5% Fetal Calf
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Serum and incubated for 1h30min with specific anti-GFP (1 in 200 dilution of GFP Chicken
polyclonal. Référence: ab13970, Abcam) and anti-phospho H2AX (1 in 800 dilution of BW301,
Merck) antibodies. After three PBS, 0,1% Tween washes, cells were incubated with secondary
anti-chicken (Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Chicken. Reference: 703-546-155, Jackson
Immunoresearch) and anti-mouse (Cy™3 Goat Anti-Mouse. Reference: 115-167-003, Jackson
Immunoresearch) antibodies. After three PBS, 0,1% Tween washes, cells were incubated with
Hoechst solution (11534886, Invitrogen) diluted 1/5000 in PBS, 0,1% Tween and mounted
with ProLong™ Glass Antifade Mountant (P36982, Invitrogen). Cells were next imaged by
confocal microscopy (Zeiss LSM 880) using Zenblack software and x40 lens in AiryScan mode
acquisition of 7x7 contiguous XY fields and a Z-stack of 30 images at 0,1um intervals and
analyzed with Zen Blue 2.3 software to automatically segment nuclei (using Hoechst staining),
identify GFP-positive nuclei and count phospho-H2AX foci therein. When phospho-H2AX
staining occupied more than a 1/3 of the nucleus surface, the number of foci was arbitrarily
fixed as >400. Statistical significance of the difference in phosphor-H2AX foci was measured
with the non-parametric, rank-based Kruskal-Wallis test (using GraphPad Prism 9.3.1

software).
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Figure 1 Analysis of DNA fragmentation after y-ray irradiation

(a) Analysis of single strand breaks by denaturing agarose gel electrophoresis of DNA isolated from
~8000 H. exemplaris individuals at different timepoints post-irradiation (100Gy or 1000Gy y-rays from
137Cs source). ( - ) lanes show DNA from control, non-irradiated tardigrades. MW corresponds to the
Molecular Weight ladder (kb is shown on the right). Denaturing gel was 0.9% agarose/ 30 mM NaOH/1
mM EDTA with SyBRGreen staining.

(b) Analysis of phospho-H2AX expression after exposure of H.exemplaris to IR

Western blot analysis with in-house antibody against phosphorylated H. exemplaris H2AX (anti-
phospho-H2AX) at indicated timed points after irradiation of H. exemplaris tardigrades. Phospho-H2AX
levels were normalized by total atubulin expression levels and quantification is provided in supp Figure
1c. UT stands for Untreated.
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Figure 2 Transcriptomic response to IR in three tardigrade species, H. exemplaris, A.
antarcticus and P. fairbanksi

Volcano plots representing Log2 fold change (log2 FC) and adjusted p-value (-log base 10) of RNA
levels between tardigrades irradiated with 1000Gy y-rays and untreated controls from H.exemplaris
(n=3) (a), A.antarcticus (n=3) (b) or P.fairbanksi (n=4) (c) species.

Grey points represent transcripts with Log2 FC of adjusted p value p >= 0.05. The blue dots represent
transcripts with homologs in C. elegans, D. melanogaster or humans with a Fold Change (FC) of
adjusted p-value p<0,05. The mustard dots represent transcripts with no homologs in C. elegans, D.
melanogaster or humans with a FC of adjusted p-value p<0,05. Are indicated: genes commonly
upregulated in the 3 species and, either representative of the different DNA repair pathways or specific
to tardigrades and already known to be involved in oxidative stress or desiccation tolerance, as well as
the TDR1 gene identified in this work. AMNPL strands for AMNP-like and refer to the cluster genes
homologue to AMNP/g12777 upregulated in response to desiccation and UVC (Yoshida et al 2020)
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Figure 3 Changes in protein expression in H. exemplaris after exposure to IR

(a) Western blot analysis of He-TDR1, He-XRCC5, He-XRCC6 (among the most strongly stimulated genes
at the RNA level) and He-Dsup (not stimulated at the RNA level) in irradiated H. exemplaris tardigrades
untreated (Ctrl) or treated with either 100uM Bleomycin during 4 days, 1000Gy y-rays and extracts
prepared at indicated times post-irradiation

(b) Volcano plot representing Log2 fold change (log2 FC) with adjusted p-value (-log base 10) of
proteins between tardigrades irradiated with 1000Gy y-rays and untreated controls from
H.exemplaris.

Grey points represent proteins with Log2(FC) of adjusted p value p >= 0.05. The blue dots represent
proteins with homologs in C. elegans, D. melanogaster or humans with a fold change (FC) of adjusted
p-value p<0.05. The mustard dots represent proteins with no homologs in C. elegans, D. melanogaster
or humans with a fold change (FC) of adjusted p-value p<0.05. (n=4)

(c) Correlation between Fold Changes of protein levels, as estimated in (b), and RNA levels, as
estimated in Figure 2a.
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Figure 4 He-TDR1 interacts directly with DNA

(a) Sequence alignment of TDR1 proteins conserved C-terminal domain from H.exemplaris (He-TDR1),
A. antarcticus (Aa-TDR1), M.philippinicus (Mp-TDR1), P.metropolitanus (Pm-TDR1), R.coronifer (Rc-
TDR1), P.richtersi (Pr-TDR1), P.fairbanksi (Pf-TDR1), (“*” indicates fully conserved residue; “:” and “.”
indicate sites belonging to groups showing strong and weak similar properties, respectively).

(b) Alpha-fold model prediction of He- TDR1 protein structure.

(c-d) Gel shift assay of purified He-TDR1 (c) or He-TDR1-GFP (d) on 10nM of a 5’-Cy5 labelled DNA
duplex (57pb) substate (right panel) or its corresponding single-strand substrate (57nt) (left panel).
Reactions incubated with indicated concentration of proteins at 25°C for 30 minutes and migrated at
room temperature on 4% agarose and Cy5 fluorescence was revealed with ChemiDoc MP imager.

(e) Brightfield and GFP fluorescence imaging of plasmid DNA 10uM in bp (5900pb) incubated in
presence of 10uM of He-TDR1-GFP (10 min at 25°C in 10mM Tris-HCI pH8, NaCl 150mM, Glycerol 10%,
1mM TCEP). No aggregates are observed with the DNA or the protein alone. Large condensates of DNA
with the protein are observed both in bright-field and in fluorescence microscopy as a result of the
binding of He-TDR1-GFP. (Same condensates are observed in bright-field for HeTDR1 (data not shown).
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(a) Expression plasmid of He-TDR1-mNeonGreen (mNG) and mCherry under the Actin promoter
(850bp).

(b) Experimental scheme for microinjection and electroporation of expression plasmids into adult H.
exemplaris tardigrades, selection of best expressing animals, treatments and imaging. Treatment was
with either **’Cs y-rays (500 Gy) or treatment with 100uM Bleomycin for 2 days.

(c)-(d) Confocal microscopy was carried out on live animals immobilized in carbonated water at day 8
post-microinjection, after 2 days of treatment with 100uM Bleomycin and 20uM Hoechst 33342 (c) or
24h after irradiation and 1 day of incubation with 40uM Hoechst 33342 (d). Airyscan2 module is used
in d) for high resolution imaging of nuclei expressing He-TDR1-mNG and Hoechst staining of the
nucleus. Nuclear localization of He-TDR1-mNG is observed with co-localization with Hoechst staining
except for 1 big foci which was observed in some high-resolution images (d-yellow channel).
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Figure 6 Reduced formation of phospho-H2AX foci after Bleomycin treatment of human U20S
cells expressing TDR1-GFP from multiple tardigrade species
(a) Analysis of subcellular localization of indicated TDR1-GFP fusion proteins (H.exemplaris (He-TDR1),
A. antarcticus (Aa-TDR1), R.coronifer (Rc-TDR1), P.richtersi (Pr-TDR1)) by confocal fluorescence
microscopy. Expression plasmids for indicated proteins were electroporated into U20S cells. 2 days
later, transfected cells were treated with 10ug.ml™ Bleomycin during 1 hour, fixed with a 4% PFA PBS
solution for 1h, immunolabeled with chicken anti-GFP and mouse anti-phospho-H2AX antibodies.
(b) Violin plot of the number of phospho-H2AX foci per nucleus is shown. Phospho-H2AX foci were
counted after 10ug.ml™* Bleomycin treatment of U20S cells electroporated with a plasmid expressing
either eGFP (control), a fusion of RvDsup and GFP (RvDsup-GFP) or fusions of indicated TDR1 protein
and GFP. ****pP<0.0001; NS not significant (Kruskal-Wallis Test). A minimum of 330 nuclei were
counted in each experimental condition. A representative experiment is shown here. Data from
independent replicates is given in supp Figure 9.
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v Irradiation vs Control H.exemplaris A.antarcticus P.fairbanksi Bleomycin vs Control H.exemplaris A.antarcticus
pValue.adj pValue.adj pValue.adj pValue.adj pValue.adj
<0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Total number of DEG 6209 4740 13733 Total number of DEG 5116 1675
Number of DEG Up 3178 2625 7017 Number of DEG Up 2284 562
Number of DEG Down 3031 2115 6716 Number of DEG Down 1113 1113
Total Number of annotated DEG (unique element) 4333 (3369)  3360(2298) 8660 (3943) Total Number of annotated DEG (unique element) 3664 (2461) 829 (597)
Number of annotated DEG Up 2293 1832 4714 Number of annotated DEG Up 1493 316
Number of annotated DEG Down 2040 1528 3946 Number of annotated DEG Down 2171 513
Commun number of annotated DEG (unique 977 Commun number of annotated DEG (unique 317
element) element)
Total Number of putative Tardigrade specific DEG 1642 1203 4588 Total Number of putative Tardigrade specific DEG 1602 942
Number of putative Tardigrade specific DEG Up 812 715 2133 Number of putative Tardigrade specific DEG Up 724 340
Number of putative Tardigrade specific DEG Down 830 488 2455 Number of putative Tardigrade specific DEG Down 602 602
Commun number of putative Tardigrade DEG 108 Commun number of putative Tardigrade DEG 182

IR & Bleo Commun number of putative Tardigrade DEG

25

Table 1: Number of differentially expressed genes (adjusted pValue < 0,05) IR vs untreated in 3 species (H. exemplaris, A.antarcticus, P.fairbanksi) and
Bleomycin 4 days in H.exemplaris and A.antarcticus.. Number of commun annotated genes are shown (unique element corresponding to the number
of different genelD in the list). Number of gene that have no homology with model organism database are also reported as tardiigrade DEG. A total of
108 tardigrade genes are commun to the 3 species in response to IR and 182 commun to He and Aa in response to Bleomycin treatment. The list of

the 25 candidates commun to both treatment is given in supp Table 6.
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v Irradiation vs Control IR4h vs Ctrl IR24h vs Ctrl Bleomycin vs
Pval<0,01 Pval<0,01 Ctrl Pval<0,01

Total number of Identified Proteins 5625
Total number of DE Proteins 58 266 185
Number of DE Proteins Up 42 168 128
Number of DE Proteins Down 16 98 57
Commun number of DE Proteins 36
Total Number of Tardigrade specific DE protein 13 61 70
Number of Tardigrade specific DE protein Up 11 52 47
Number of Tardigrade specific DE protein Down 2 9 23
Commun number of Tardigrade specific DEG 9

Table 2: Proteomic analysis metrics: number of differentially expressed proteins (pValue < 0,01
and log2FoldChange<-0,3 or >0,3 ) in each condition for tarigrade H.exemplaris. Number of

protein that have no homology with model organism database are also reported as tardiigrade
specific. Finally 9 proteins with no homologue in model species were common to 3 treatments.
The list of the 25 candidates common to both treatment is given in supp Table 7.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supp Figure 1 Analysis of DNA fragmentation after y-ray irradiation

(a) Analysis of double-strand breaks by native agarose gel electrophoresis of DNA isolated from ~8000 H.
exemplaris individuals at different timepoints post-irradiation (100Gy or 1000Gy y-rays from **’Cs
source). ( - ) lanes show DNA from control, non-irradiated.

(b) Quantifications of phospho-H2AX kinetics after 13’Cs gamma irradiation or accelerated electronic
beam irradiation as indicated.
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Supp Figure 2 Characterization of anti-phospho-H2AX antibody

(a) Alignment of C-terminal end of candidate H2AX homologs in H. exemplaris

(b) Western blot analysis of protein extracts from H exemplaris treated with indicated concentrations of
Bleomycin for 4 days using anti-phosphoH2AX and anti-H2AX antibodies raised against phosphorylated
H2AX and control non-phosphorylated H2AX peptides, respectively. Peptide sequence was from potential
homolog highlighted in green in (a) with phosphorylated Ser 145.
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Supp Figure 3 DNA repair genes of major repair pathways of DNA damages inflicted by IR are
upregulated in all three species studies

(a) Schematic representation of DNA repair genes up- or down regulated in H. exemplaris after IR.

Genes in blue colored boxes are upregulated with adjusted p-value < 0.05.

Genes in red colored boxes are downregulated with adjusted p-value < 0.05.

Genes with no homolog identified in H. exemplaris genome are checked with a black cross.

(b) Table of DNA repair genes up- or down regulated in H. exemplaris, A. antarcticus, P. fairbanksi after IR,
classified based on KEGG database; note that the MMEJ pathway is not indicated in KEGG and POLQ gene
indicated in the BER pathway. Only genes showing differential gene expression with adjusted p value <
0.05 are shown
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Supp Figure 4: Expression of selected proteins by western blot and quantifications
(a) Kinetics of protein expression after g-irradiation (100Gy (left) and 1000Gy (right) assessed by western
blots with antibodies against HeDsup, HeTDR1, HeKu70-XRCC6, HeKu80-XRCC5 and alpha-Tubulin for

normalization.

(b) Quantification of western blots presented in (a)(dark blue triangle) and other experiments carried out
with accelerated electron beam (first time point 30min after irradiation start)(green dot or purple
triangle (FLASH mode)) or another g-irradiation with 3’Cs (pink square except in the upper panel where
Dsup quantification of (a) is presented also with a pink square). Signal is normalized with tubulin.

(c) Quantification of western blots obtained (n=4) before differential proteomic analysis in Figure 3
(normalized to tubulin signal). FC stands for Fold Change. For low amount of protein in untreated
tardigrades, FC was estabished vs Bleomycin treatment (normalized to 1 in TDR1 and phospho-H2AX
western blots quantifications). Kruskal-wallis statistical test * p-value<0.05 ** p-value<0.005 ***p-

value<0.0005.
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Supp Figure 5 Impact of cycloheximide on protein levels in H. exemplaris after exposure to IR

(a) Experimental set up.

(b) Western blot analysis of TDR1, XRCC5, XRCC6 (among the most strongly stimulated genes at the RNA
level) and Dsup (not stimulated at the RNA level) in irradiated H. exemplaris tardigrades untreated ( - ) or
treated with 1000Gy y-rays and extracts prepared at indicated times post-IR
(c) Quantification of western blots (normalized to tubulin signal)
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Supp Figure 6 Production of recombinant He-TDR1 and He-TDR1-GFP

(a) Vector construct for expression in E.coli Rosetta2(DE3): He-TDR1 (Mw= 17,5kDa) and its GFP fusion
(Mw= 45,3KDa) are His-tagged in C-term for affinity purification on Nickel sepharose beads.

(b) SDS-PAGE after His-TRAP sepharose beads chromatography (Instant blue stained). Both proteins are
soluble. Fraction VO to E4 were collected and concentrated on 10kDa MWCO Amicon for gel filtration.

(c) Chromatogram (UV absorbance at 260nm, 280nm and 488nm for GFP).

(d) SDS-PAGE of corresponding fractions obtained after Superdex 200 Increase gel filtration (Cytivia) for
He-TDR1 (C upper panel) and He-TDR1-GFP (C bottom panel). VO and Mw calibration protein volume are
reported for comparison to the apparent Mw of He-TDR1 (purified protein peak shown in blue) and He-
TDR1-GFP (purified protein peak shown in yellow) (by-product GFP protein is also purified (shown in green)
and serves as internal Mw control). Apparent Mw of He-TDR1 and its GFP fusion is higher than expected
and suggest a possible multimerization of the protein.
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Apochela H Milnesiidae I—Mlnesiuminceptum

Eutardigrada

Macrobiotoidea H: o

Nucleus

Other cellular compartments Secreted

Hypsibius exemplaris

Hypsibioidea

Acutuncus antarcticus

Echiniscoididae
Arthrotardigrada

Echiniscoides sigismundi

Echiniscoidea

Echiniscus testudo

Heterotardigrada

Ramazzottius varieornatus

TDR1

CAHS  EtAHS-A EtAHS-B  SAHS

| [

Supp Figure 7 Phylogenomics of tardigrade unique genes involved in resistance to desiccation

and DNA damages (adapted from Arakawa, 2022)

A-39



15.0kV 6.0mm x270 SE

e 11 99

15.0kV 6.4mm x1.10k SE e rrn 15.0kV 6.3mm x2.70k SE

Supp Figure 8. Identification of P. fairbanksi

(a) TEM of adult specimen with magnification of mouth and claws.
(b) TEM of egg with magnification of characteristic spikes decorating the egg surface.

Bright-field morphological analysis confirmed P. fairbanksi identification (R. Guidetti, data not shown).
Species identification was further confirmed by 28S, 18S, COX1, ITS2 sequencing (see next page).
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>Pdec 18S
ATCTGATCGGAAACAGAACTGAACGCAGTTCAAGAGCGCTCAGGATTACTTGTAGCGTGCAAGTATATATCCTGACTCGA
TACGTGCTCGTTGGTATGGTATGCATTCTCTCGATCGCTTGACGGGGTATGAATTGCGAGCCATCTGTGCCGCTGCGCCA
GAAGGTAAGCACAAACCGCATATCGCTGTAAACCTGGCCAGCGCAGTGAAGCTGGTGTCTAGGATACTGTCGATGGTTTG
TTCTAACACTCCTACTGCGTCGAAGTTGCAGCAGCGCTTACGCGCTTACCGACCGATGTAGTACGTGGACAGGTACGCGT
TTCTCGCTTGTTATGCGTTGTGTAGCGTGCACAGCGGACAACGATGGAACAGTATCCGATAAAATGTCCAATGATTGCTA
CCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTCAGTACTTGCTATCACAAGGCG
AAACCGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATGGTTCACTAGATCGTACCGTTTACACGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGC
TAATACGTGCAACCAGCTCGTTTCCTCGTGAAGCGAGCGCAGTTATTAGAACAAGACCAATCCGGCCTTCGGGTCGGTAA
CTTGGTGACTCTGAATAACCGAAGCAGAGCGCATGGTCTCGTACCGGCGCCAGATCTTTCAAGTGTCTGACTTATCAGCT
TGTTGTTAGGTTATGTTCCTAACAAGGCTATTACGGGTGACGGGGTATCAGGGTCCGATACCGGAGAGGGAGCCTGAGAA
ACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCAGCACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACG
ATGCGAGGGCTTTATGCCTCTCGCAATCGGAATGGGTACACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCTATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTG
GGCAGTTGGACGGATGGTGCGCTTCACAGCGCTACTGTCTGCTCGGCGCCACAAGCCGGCCATGTCTTGCATGCCCTTCA
CTGGGTGTGCTTGGCGACCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGCTCAAAGCAGGCGTACGGCCTTGCATAATGGT
GCATGGAATAATGGAATAGGACCTCGGTTCTATTTTGTTGGTTTTCGGAACTCGAGGTAATGATTAATAGGAACAGACGG
GGGCATTCGTATTGCGGCGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGTCGCAAGACGAACTACTGCGAAGGCATTTGCCAAGAAT
GTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCAA
CCAGCGATCCGTCGGTGTTTATTTGATGACTCGACGGGCAGCTTCCGGGAAACCAAAGTGCTTAGGTTCCGGGGGAAGTA
TGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACA
CGGGAAAACTTACCCGGCCCGGACACTGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGGTGGTGGTGCAT
GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTAGCCTGCTAAATAGCCAACTG
ATCCGCAGCGTCAGTTGCTACAAAAGCTTCTTAGAGGGACAGGCGGCGTTTAGTCGCACGAGATTGAGCAATAACAGGTC
TGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAAGGGAGCAACGTGCTTAATCACCTTGGCCGGAAGGC
CTGGGGAATCCGATTAAACCCCTTCGTGATTGGGATTGAGCTTTGTAATTATCGCTCATGAACGAGGAATTCCCAGTAAG
CGCGAGTCATAAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAG
TGAGGTCTTCGGACTGGCCATCGAGGCTGCCGCAAGGCGGCTTCGTCTGGTTGGGAAGACGACCAAACTGGCTCATTTAG
AGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGTGTAATCGGGCGGCGTGTGCCT
GTGCGCTAGGTCTTCGGGCCTGGCCGGGTGCCGTGCTCGTACGCGATAAGCGCTTCTAGCGCTTAACCTGAAAGTCGAGT
CTACACGAACGGTGACTCGCCTATCGTTACTATCCGGAGCGTTTGGTCAGCAATCGCAGCGTGCTTTGCCGACTGCCGGG
GTACGGTAGTGAACTGGTAACTTCGGTACACCGTCGCATGTTGATTTACCTGTCGGAGCGTGAACGGGTGGTCGACACTG
TAATGGCTGTGCCACGGGATACCTACCGTTCTACAAGACGATGCTCTGCGGTCGCTTGAATAACTCACGCGAGACCGTGG
AGAGGCATTCGCCGTAGAATGAGGGCCAGCAGCGCCCAAGGGTATAAAGTAGCTGCAACGAGCGTCGTTGCCGGTTATAT
CCACGATAACGCATCTGTCGTGGGGTATATACCGAATTGGCCGTCCCGCTGCATTTC

>Pdec ITS2
TCAAAGTGCTTTTCAATTTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGACTCGTGGTCATATTTAGCCTTCGATGGAGTTTA
CCACCGACTTCACCTTGTACTCACAAACAAGGCGACTCTCCGAAGATGTACACCGGCATCAACTGCTCACGATACGGGCC
TTGCACCCTCCATGGGATGGAGCCTCACTCAGGAGAACTTACGCAAGCAAGCCACACCGGTAACCACCTTCTTCACGCCA
CAGTTCCTGTCACCGTTACCAGCAACAGGATTCGGCGCTGGGCTGTTCCCCTTTCACTCGCAGTTACTATGGGAATCCCC
GTTGGTTTCTTTTCCTCCGCTTAGTAATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAATCTCGTCTGAGCTGAGGTCAAAAGATGAGTG
TAGCGAAGCGCAAGTGATTCTTCACGGCCCTGTTCTACAGTTTACTTGCTCCGTAGATTGGGACCTGTTCACCGCTCAAC
GCATAGTTGGCACAGATACGCCACGAACGTGTTCTGTTTTGCTGAACCACTGAAGTGCCGTTGGCAGCTAATCGATACAC
GTGCAACTGCGGCGCACGGCTTCGACAGCCTTCTGCTCCAACTAGCAACACCAGCATTTACCGGTCAGCTAACGAGAACG
CGTATCTGGTCTAGATTTCATCTGATAGCGCCTTATGCAAGCGCTAGCCAGACAATCCGTAGCTTTCACGCAGCTACGAT
TAGTTTTAATCAACTGACCCTCAACCAGGCGTGGCTTCAGTTAACCCGAAGCCGCAATGTGCGTTCGAAGATCCGACGTT
CACAAAGTCCTGCAATTCACGTCGCGTCTCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGACCCACGAGCCGAATGATCCACCGCAC
AGAGTGATTCATCGGTTTGCATTTTTCGGCTGCTGCTGGGCTGCTGTCTTGCTGACGAGCGCGCCACAACATCAAGCCTC
AAATAGAATACCTTGATACAAATAACGCATTTCCGAAGAAATGCAGCGGGACGGCCAATTCGGTATATACCCCACGACAG
ATGCGTTATCGTGGATATAACCGGCAACGACGCTCGTTGCAGCTACTTTATACCCTTGGGG

>Pdec COI

CTGCGATGATTTTTCTCTACAAACCACAAAGATATTGGGACTCTCTATTTTATTTTTGGGCTTTGGGCAGCCACCATTGG
GACCTCTTTGAGATTTATTATCCGATCTGAATTAAGCCAACCTGGACAATTGTTTGCAGACGAGCAATTATTTAATGTTA
CAGTAACAAGACATGCCTTTGTTATAATTTTCTTTTTTGTGATACCTATTCTTATTGGGGGGTTTGGTAACTGATTGGTC
CCCCTCATAATTGGGGCTCCAGATATGGCTTTTCCTCGAATAAACAACTTAAGATTTTGACTCCTGCCTCCTTCTTTTCT
TCTTATCCTTATGGGAACAATGGCAGAACAAGGGGCGGGTACTGGATGAACTGTTTACCCGCCACTCTCCCACTATTTTG
CTCATAGCGGCCCTAGGGTTGACCTAACAATTTTTTCTCTTCATATCGCCGGAGCATCTTCTATTTTAGGAGCTATTAAT
TTTATTACTACAATTCTTAATATACGATCTTATTCTATAAGAATAGAGCAAATACCTTTATTTGTATGGTCAGTGCTTAT
CACCGCTATTTTACTCCTTTTAGCTCTACCCGTTTTAGCTGGGGCTATTACTATACTACTTCTAGACCGAAATTTTAATA
CTTCTTTTTTTGACCCAGCAGGAGGGGGGGACCCTATTTTATACCAGCATCTGTTTTGATTCTTTGGCCACCCAGAGGTC
TACATTCTAATTCTTCCGGGATTTGGTATTATTTCTCAAGTTATTATCCACTTTAGAGGAAAGTCACTAACATTTGGACA
TTTGGGTATAATTTATGCAATAAGAACAATCGGCCTATTGGGATTTATTGTGTGAGCACACCATATGTTCACAGTAGGTA
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TAGACTTAGATACCCGTGCATACTTTACAGCCGCCACTATAATTATTGCCATTCCTACAGGTGTAAAAGTTTTTAGATGA
CTAAGAACAATTTACGGAAGAAAAATTACATTTAGGGCCCCGATATGATGAGCCCTGGGATTTATTTTCCTTTTTACCCT
GGGAGGACTGACAGGGATTGTGTTATCAAATTCAAGAATTGATATTGCTCTCCATGATACTTACTACGTGGTCGCCCACT
TTCACTACGTCCTGTCTATAGGAGCAGTTTTTGCAATTATTTGCGGGGTAGCTCACTGATTCCCTCTTTTGATAGGGGTT
CAAATGAACAATAAATGACTCCAATCCCAGTTTTTGATTATATTTATTGGGGTGAATATAACCTTTTTCCCTCAACATTT
TCTAGGGTTGGCCGGCATACCACGACGATATGTAGATTACCCAGACACCTTTTTTTCGTGGAACATGGCCTCTTCTTTTG
GGTCCTTATTATCAGCACTCTCTGTTATTTTTCTTTTTTTTATTCTATGAGAAGCAATTGTTTCACAACGTTCAACGTAC
CCGGTGTA

>Pdec 28S

GGATAACTGGTTAATACCAGAACGACGATCAGTACATCTGATCGGAAACAGAACTGAACGCAGTTCAAGAGCGCTCAGGA
TTACTTGTAGCGTGCAAGTATATATCCTGACTCGATACGTGCTCGTTGGTATGGTATGCATTCTCTCGATCGCTTGACGG
GGTATGAATTGCGAGCCATCTGTGCCGCTGCGCCAGAAGGTAAGCACAAACCGCATATCGCTGTAAACCTGGCCAGCGCA
GTGAAGCTGGTGTCTAGGATACTGTCGATGGTTTGTTCTAACACTCCTACTGCGTCGAAGTTGCAGCAGCGCTTACGCGC
TTACCGACCGATGTAGTACGTGGACAGGTACGCGTTTCTCGCTTGTTATGCGTTGTGTAGCGTGCACAGCGGACAACGAT
GGAACAGTATCCGATAAAATGTCCAATGATTGCTACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAA
GCCATGCATGTCTCAGTACTTGCTATCACAAGGCGAAACCGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATGGTTCACTAGATCGT
ACCGTTTACACGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCAACCAGCTCGTTTCCTCGTGAAGCGAGCGCAGTTA
TTAGAACAAGACCAATCCGGCCTTCGGGTCGGTAACTTGGTGACTCTGAATAACCGAAGCAGAGCGCATGGTCTCGTACC
GGCGCCAGATCTTTCAAGTGTCTGACTTATCAGCTTGTTGTTAGGTTATGTTCCTAACAAGGCTATTACGGGTGACGGGG
TATCAGGGTCCGATACCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCA
CTCCCAGCACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACGATGCGAGGGCTTTATGCCTCTCGCAATCGGAATGGGTACACTTTA
AATCCTTTAACGAGGATCTATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAA
AGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTGGGCAGTTGGACGGATGGTGCGCTTCACAGCGCTACTGTCTGCTCG
GCGCCACAAGCCGGCCATGTCTTGCATGCCCTTCACTGGGTGTGCTTGGCGACCGGAACGTTTACTTTGAAAAAATTAGA
GTGCTCAAAGCAGGCGTACGGCCTTGCATAATGGTGCATGGAATAATGGAATAGGACCTCGGTTCTATTTTGTTGGTTTT
CGGAACTCGAGGTAATGATTAATAGGAACAGACGGGGGCATTCGTATTGCGGCGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGTCG
CAAGACGAACTACTGCGAAGGCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCA
GATACCGCCCTAGTTCTAACCATAAACGATGCCAACCAGCGATCCGTCGGTGTTTATTTGATGACTCGACGGGCAGCTTC
CGGGAAACCAAAGTGCTTAGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCAC
CAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCCGGCCCGGACACTGTAAGGATTGACAGATTG
AGAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATA
ACGAACGAGACTCTAGCCTGCTAAATAGCCAACTGATCCGCAGCGTCAGTTGCTACAAAAGCTTCTTAGAGGGACAGGCG
GCGTTTAGTCGCACGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAA
GGGAGCAACGTGCTTAATCACCTTGGCCGGAAGGCCTGGGGAATCCGATTAAACCCCTTCGTGATTGGGATTGAGCTTTG
TAATTATCGCTCATGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAGTCATAAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACA
CACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAGTGAGGTCTTCGGACTGGCCATCGAGGCTGCCGCAAGGCGGCTTCG
TCTGGTTGGGAAGACGACCAAACTGGCTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
AGGATCATTAACGTGTAATCGGGCGGCGTGTGCCTGTGCGCTAGGTCTTCGGGCCTGGCCGGGTGCCGTGCTCGTACGCG
ATAAGCGCTTCTAGCGCTTAACCTGAAAGTCGAGTCTACACGAACGGTGACTCGCCTATCGTTACTATCCGGAGCGTTTG
GTCAGCAATCGCAGCGTGCTTTGCCGACTGCCGGGGTACGGTAGTGAACTGGTAACTTCGGTACACCGTCGCATGTTGAT
TTACCTGTCGGAGCGTGAACGGGTGGTCGACACTGTAATGGCTGTGCCACGGGATACCTACCGTTCTACAAGACGATGCT
CTGCGGTCGCTTGAATAACTCACGCGAGACCGTGGAGAGGCATTCGCCGTAGAATGAGGGCCAGCAGCGCCCAAGGGTAT
AAAGTAGCTGCAACGAGCGTCGTTGCCGGTTATATCCACGATAACGCATCTGTCGTGGGGTATATACCGAATTGGCCGTC
CCGCTGCATTTCTTCGGAAATGCGTTATTTGTATCAAGGTATTCTATTTGAGGCTTGATGTTGTGGCGCGCTCGTCAGCA
AGACAGCAGCCCAGCAGCAGCCGAAAAATGCAAACCGATGAATCACTCTGTGCGGTGGATCATTCGGCTCGTGGGTCGAT
GAAGAACGCAGCAAAATGCGAGACGCGACGTGAATTGCAGGACTTTGTGAACGTCGGATCTTCGAACGCACATTGCGGCT
TCGGGTTAACTGAAGCCACGCCTGGTTGAGGGTCAGTTGATTAAAACTAATCGTAGCTGCGTGAAAGCTACGGATTGTCT
GGCTAGCGCTTGCATAAGGCGCTATCAGATGAAATCTAGACCAGATACGCGTTCTCGTTAGCTGACCGGTAAATGCTGGT
GTTGCTAGTTGGAGCAGAAGGCTGTCGAAGCCGTGCGCCGCAGTTGCACGTGTATCGATTAGCTGCCAACGGCACTTCAG
TGGTTCAGCAAAACAGAACACGTTCGTGGCGTATCTGTGCCAACTATGCGTTGAGCGGTGAACAGGTCCCAATCTACGGA
GCAAGTAAACTGTAGAACAGGGCCGTGAAGAATCACTTGCGCTTCGCTACACTCATCTTTTGACCTCAGCTCAGACGAGA
TTACCCGCTGAACTTAAGCATATTACTAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACGGGGATTCCCATAGTAACTGCGAGTGAAAGG
GGAACAGCCCAGCGCCGAATCCTGTTGCTGGTAACGGTGACAGGAACTGTGGCGTGAAGAAGGTGGTTACCGGTGTGGCT
TGCTTGCGTAAGTTCTCCTGAGTGAGGCTCCATCCCATGGAGGGTGCAAGGCCCGTATCGTGAGCAGTTGATGCCGGTGT
ACATCTTCGGAGAGTCGCCTTGTTTGTGAGTACAAGGTGAAGTCGGTGGTAAACTCCATCGAAGGCTAAATATGACCACG
AGTCCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAATTGAAAAGCACTTTGAAGAGAGAGCGAAACAGTGCGTGAAACCGCTC
AGAGGCAAGCAGATGGGGCCTCGAAGGCAAAGCAGTGAATTCAGCCGGTGTGGTGCGTGGCTGGTTGGTGTTGGGATCGC
AAGACCCTAGCTGATTATGCTCGCGTGCTGGCCGGTGCATTTTCGCTGTTTGTACGTCACCGCCGTTGAGCGAGCATCCG
TCGGGTATGCGTGTGAAGCCTTATTCCTTCGGGCGTAGGTGCTTACTGCTAACTTGTACGCGTTTGCGCCTCAACTGGTC
ATGTCAGCGTGTGCCAGCGTTAGCGTTGGGCCGGTATGCTCTGCGGTGTGTTGTGGGATGACGAGCTTGCTCGGCTCCTC
GATACGCAGTGGACTCGTTGCCGGTTTTCAACGTAGGCACATTGTAGATTCGGTGGCGAGTAGACGGCTGCCCATCTAAC
CCGTCTTGWAACACGGACCAAGGAGTTCAACATGCGCGCTAGTTGTTGGGACTTGAAGCCCGCTAGCAAAGTGAAAGCAA
GACACAGTGTACGCTGTGTATTGGCGAGATCCCGTCACCTGGTTTACCAGGCCGGGCGCACCGCCGGCCCGTCAAAAGCT
CATGTGGCTTTGGCGGAGCTTGAGCGTGCACGTTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGGGCAGGATGAAGCCAGG
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GGAAACTCTGGTGGAGGTCCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGACCTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATC
GAACCATCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCTGGCACTCGAGAGAACGTAGTCTCTCCCGGTAAA
GCGAATGATTAGTGGCCTTGGGGTCGAAACGACCTTAACCAATTCTCAAACTTTAAATGGGTGAGAAGTCCGGCTTGCTT
AAATGCATAGCTGAAGTCCGGACGTTGGATACGAGCGCCTAGTGGGCCACTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGCTGTGGGAT
GAACCGAACGCTGAGTTATGGCGCCCGACGAGACGCTCATCAGATCCCAGAAAAGGTGTTGGTTGCTATAGACAGCAGGA
CGGTGGCCATGGAAGTCGGAACCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAAGCAACTAGCCCTGAAAATGGATGG
CGCTAGAGCGTCTGGCCTATACTCGGCCGTTGCAGCAGCAGCAACGTTAAGTCAAGCTGCAACGAGTAG
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Supp Figure 9. Independent replicate of experiments of Figure 6.
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Supp Table 1: First 100 most significant differentially expressed genes in H.exemplaris (IR vs Ctrl)

GenelD
Hexe_genelD_BV898_18082
Hexe_genelD_BV898_01166
Hexe_genelD_BV898_08059
Hexe_genelD_BV898_18536
Hexe_genelD_BV898_07590
Hexe_genelD_BV898_07145
Hexe_genelD_BV898_02637
Hexe_genelD_BV898_14257
Hexe_genelD_BV898_17031
Hexe_genelD_BV898_14774
Hexe_genelD_BV898_13167
Hexe_genelD_BV898_09437
Hexe_genelD_BV898_10478
Hexe_genelD_BV898_12022
Hexe_genelD_BV898_16499
Hexe_genelD_BV898_17036
Hexe_genelD_BV898_16497
Hexe_genelD_BV898_09662
Hexe_genelD_BV898_06932
Hexe_genelD_BV898_01286
Hexe_genelD_BV898_03941
Hexe_genelD_BV898_08674
Hexe_genelD_BV898_06221
Hexe_genelD_BV898_00321
Hexe_genelD_BV898_10457
Hexe_genelD_BV898_04045
Hexe_genelD_BV898_10564
Hexe_genelD_BV898_10406
Hexe_genelD_BV898_02009
Hexe_genelD_BV898_13865
Hexe_genelD_BV898_05933
Hexe_genelD_BV898_02636
Hexe_genelD_BV898_15820
Hexe_genelD_BV898_05956
Hexe_genelD_BV898_02010
Hexe_genelD_BV898_11662
Hexe_genelD_BV898_11453
Hexe_genelD_BV898_09370
Hexe_genelD_BV898_12881
Hexe_genelD_BV898_05766
Hexe_genelD_BV898_17839
Hexe_genelD_BV898_16700
Hexe_genelD_BV898_10264
Hexe_genelD_BV898_20143
Hexe_genelD_BV898_09594
Hexe_genelD_BV898_11349
Hexe_genelD_BV898_03002
Hexe_genelD_BV898_06508
Hexe_genelD_BV898_06951

baseMean
216120,1
222704,8
46670,7
22589,2
131886,0
5553,5
32183,1
33930,8
10453,2
43750,1
9899,4
19394,3
56563,5
17855,5
1493,9
1605,2
8634,7
4112,8
4468,9
18285,0
4747,1
1226,1
7782,5
10226,4
21764,7
6052,0
968,3
15830,3
2449,5
969,8
3979,1
17993,6
883,2
11851,5
3836,7
19054,1
9900,2
1932,1
8432,2
805,0
1261,7
3902,5
18273,2
1442,2
13827,1
762,1
301,6
3906,2
8593,5

log2FoldChange
8,10
8,73
6,71
5,33
7,29
6,54
6,57
7,94
7,00
7,18
5,65
6,56
7,26
5,64
7,24
5,09
6,48
6,67
6,60
5,31
6,76
4,92
5,06
5,14
14,82
4,72
8,24
4,09
4,61
5,50
3,66
3,54
8,42
5,53
4,37
5,07
4,77
3,10
3,64
9,22
4,98
3,00
3,75
5,41
3,62
3,31
5,81
3,47
3,14

padj
0,0E+00
0,0E+00
1,4E-241
1,5E-239
1,0E-212
8,6E-211
7,8E-208
2,1E-202
2,3E-191
2,1E-186
1,0E-180
1,2E-175
2,3E-168
1,5E-164
6,0E-161
6,0E-158
8,9E-156
1,1E-152
1,5E-140
4,8E-135
3,9E-122
2,5E-121
9,2E-110
1,8E-103
1,1E-92
8,7E-92
1,0E-88
7,6E-85
2,5E-80
3,4E-80
1,8E-79
8,4E-79
1,2E-76
3,5E-72
9,4E-71
7,7E-70
8,0E-70
2,1E-69
1,1E-65
4,5E-63
2,1E-62
1,6E-61
1,1E-60
1,9E-60
2,1E-60
3,2E-60
1,2E-57
1,1E-56
1,1E-56

Hsap_BH
LIG1
XRCC5
PARP2
LIG4
PARP3
XRCC6
TK2
NA
BCS1L
PNKP
XRCC6
PCNA
MACROH2A1
pPoLQ
ADAMTS10
BCS1L
RNF146
NA
NA
NAPRT
H3-3A
IGFALS
RRM2
RAD51
NA
DCUN1D4
PPM1B
NA
BCS1L
NA
NA
EIF5B
PRSS36
BARD1
BCS1L
XRCC1
NA
KIF3B
NA
NA
NA
TTC14
NA
NA
SLC6A7
NA
NA
NA
EIF2B5

Name on
graph

LIG1
XRCC5
PARP2
LIG4
PARP3
XRCC6
NA
TDR1
NA
PNKP
NA
NA
MACROH2A1
pPoLQ
NA
NA
RNF146
NA
NA
NA
NA
NA
NA
RAD51
DDR1
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
AMNP
NA
NA
NA
NA
NA
NA

putative

Tardigrade
specific gene

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
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Hexe_genelD_BV898_06497
Hexe_genelD_BV898_12244
Hexe_genelD_BV898_03839
Hexe_genelD_BV898_15239
Hexe_genelD_BV898_06112
Hexe_genelD_BV898_10530
Hexe_genelD_BV898_07406
Hexe_genelD_BV898_13869
Hexe_genelD_BV898_00230
Hexe_genelD_BV898_18922
Hexe_genelD_BV898_18081
Hexe_genelD_BV898_09371
Hexe_genelD_BV898_03840
Hexe_genelD_BV898_14258
Hexe_genelD_BV898_05048
Hexe_genelD_BV898_14775
Hexe_genelD_BV898_13643
Hexe_genelD_BV898_12027
Hexe_genelD_BV898_15819
Hexe_genelD_BV898_13877
Hexe_genelD_BV898_13871
Hexe_genelD_BV898_03203
Hexe_genelD_BV898_08057
Hexe_genelD_BV898_18698
Hexe_genelD_BV898_13872
Hexe_genelD_BV898_12245
Hexe_genelD_BV898_14864
Hexe_genelD_BV898_08291
Hexe_genelD_BV898_18954
Hexe_genelD_BV898_03659
Hexe_genelD_BV898_01623
Hexe_genelD_BV898_08860
Hexe_genelD_BV898_08121
Hexe_genelD_BV898_19153
Hexe_genelD_BV898_10678
Hexe_genelD_BV898_03022
Hexe_genelD_BV898_19152
Hexe_genelD_BV898_05795
Hexe_genelD_BV898_03259
Hexe_genelD_BV898_01539
Hexe_genelD_BV898_07716
Hexe_genelD_BV898_07835
Hexe_genelD_BV898_12219
Hexe_genelD_BV898_04104
Hexe_genelD_BV898_06986
Hexe_genelD_BV898_13895
Hexe_genelD_BV898_03841
Hexe_genelD_BV898_05953
Hexe_genelD_BV898_09099
Hexe_genelD_BV898_11357

4995,9
321,2
763,5

30122,8

9349,6
7496,9
1335,5

292,1

11566,7

569,9
2647,8
838,3
193,8
5145,5
5565,9
1651,5
7407,2
31134,4
1281,8
429,4
307,9
1850,2
180,0
244,0
238,9
9622,8
1381,7
1272,6
3454,2
1699,0
2090,9
1033,2
1988,8
794,6
429,9
2924,9
908,7
127,5

20890,3

11414,0
769,8

1800,2
765,5
4233
236,2

1592,3
113,3
172,4
920,1

3292,2

2,61
4,00
3,33
3,19
3,94
3,49
3,20
5,37
3,14
4,56
2,93
3,07
4,82
2,28
3,24
4,68
2,67
2,09
4,07
6,13
5,15
4,04
5,34
6,57
4,51
3,74
3,51
2,51
3,13
3,96
3,14
3,43
2,59
6,35
4,85
3,61
6,50
4,37
2,99
2,65
2,70
2,03
5,72
3,65

2,79
2,87
4,87
4,91

2,10
1,95

1,0E-54
3,0E-53
2,3E-52
5,3E-52
1,6E-51
2,2E-51
5,0E-51
3,1E-50
2,7E-49
1,5E-48
1,7E-48
2,7E-48
6,2E-48
8,8E-48
9,9E-48
1,7E-46
2,4E-46
3,6E-46
6,7E-46
6,2E-45
1,7E-44
3,0E-44
2,2E-43
4,2E-43
8,8E-41
2,0E-40
2,4E-40
2,6E-40
1,8E-39
7,1E-38
8,2E-38
2,4E-37
3,5E-37
7,8E-37
3,0E-36
1,2E-35
2,5E-35
9,2E-35
1,4E-34
1,7E-34
8,6E-34
3,6E-33
6,8E-33
9,8E-33
1,5E-32
6,2E-32
8,8E-32
1,0E-31
1,1E-31
1,7E-31

NA

NA
PDRG1
TXN
GADDA45A
NA

ERI1

NA
ABLIM3
TMEM151B
FAM126A
TERT

NA
SHOC2
SBNO2
NDUFAF6
PRPF39
NA

NA

NA

NA

NA
PARP2
BCS1L
NA
NOS1
NA

NA
ABCC10
APOD
LENG9
TRPT1
GOLT1B
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
SNAPC1
HDHD2
NA

NA

NA

NA

NA

NA
MEP1B
SLC30A2

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
SBNO2
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi
Tardi
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
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Supp Table 2: First 100 most significant differentially expressed genes in P.fairbanksi (IR vs Ctrl)

GenelD
Pfai_genelD_00161
Pfai_genelD_02481
Pfai_genelD_05434
Pfai_genelD_02525
Pfai_genelD_02614
Pfai_genelD_01190
Pfai_genelD_00554
Pfai_genelD_03633
Pfai_genelD_41464
Pfai_genelD_60778
Pfai_genelD_04948
Pfai_genelD_26337
Pfai_genelD_00791
Pfai_genelD_02210
Pfai_genelD_05525
Pfai_genelD_49423
Pfai_genelD_52906
Pfai_genelD_63518
Pfai_genelD_72730
Pfai_genelD_60987
Pfai_genelD_08992
Pfai_genelD_00164
Pfai_genelD_65628
Pfai_genelD_12683
Pfai_genelD_00468
Pfai_genelD_01297
Pfai_genelD_26751
Pfai_genelD_50862
Pfai_genelD_02102
Pfai_genelD_31040
Pfai_genelD_15712
Pfai_genelD_22578
Pfai_genelD_21558
Pfai_genelD_30175
Pfai_genelD_05565

baseMean
49921,2
18628,9
118796,0
82396,7
73499,5
10448,8
5191,8
14802,4
99236,4
3617,9
32373,9
2230,0
7594,7
2667,5
43492,0
1919,6
22732,3
41361,6
1327,1
2537,5
4654,3
2887,0
1597,1
4777,7
3968,1
1354,2
1877,3
2349,7
1005,8
4293,2
175780,3
71216,4
792,9
976,6
364,8

log2Fold
Change

7,5
4,2
6,5
6,1
6,3
5,7
4,7
6,4

10,9
5,7
6,3
5,4
53
6,8
6,7
6,1
58
8,2
6,5
5,4
4,7
8,4
2,6
5,7
53
7,1
9,0
4,0
7,1
5,0
5,6
55
4,5
4,4
38

padj
0,0E+00
0,0E+00
0,0E+00
2,1E-279
1,4E-242
8,5E-237
3,5E-234
2,3E-233
6,0E-227
8,5E-226
1,6E-224
5,0E-218
4,8E-210
3,1E-209
6,3E-207
6,3E-201
8,6E-199
2,5E-198
3,8E-183
7,8E-183
3,6E-180
5,1E-172
2,0E-171
1,2E-160
5,4E-160
9,8E-157
4,6E-144
1,6E-143
2,9E-140
2,7E-139
8,3E-138
4,7E-136
5,8E-128
1,6E-127
8,0E-127

Hsap_BHx
MYH7
NUP50
PARP3
MACROH2A1
PNKP
SMARCAD1
PRPF19
MACROH2A1
HMGB3
RPA2
NAPRT
LIG1
TDP2
RRM2
XRCC6
PRPF19
UNG
CHEK2
H33A
MACROH2A1
LIG4
MYH7
NA
PRPF19
PoLQ
FANCM
PARP3
SuB1
NA
XRCC1
BCS1L
NA
LSM14B
MACROH2A1
UBA1

Name on
graph

NA
NA
NA
MACROH2A1
PNKP
NA
NA
NA
NA
RPA2
NA
LIG1
NA
NA
XRCC6
NA
NA
NA
NA
NA
LIG4
NA
NA
NA
PoLQ
NA
PARP3
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi_Pfai
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA

Hexe_GenelD
_BH

Hexe_genelD_BV898_01166
Hexe_genelD_BV898_08184
Hexe_genelD_BV898_07590
Hexe_genelD_BV898_10478
Hexe_genelD_BV898_14774
Hexe_genelD_BV898_10412
Hexe_genelD_BV898_00972
Hexe_genelD_BV898_10478
Hexe_genelD_BV898_09620
Hexe_genelD_BV898_02372
Hexe_genelD_BV898_01286
Hexe_genelD_BV898_18082
Hexe_genelD_BV898_04866
Hexe_genelD_BV898_06221
Hexe_genelD_BV898_13167
Hexe_genelD_BV898_00972
Hexe_genelD_BV898_17296
Hexe_genelD_BV898_07560
Hexe_genelD_BV898_07478
Hexe_genelD_BV898_10478
Hexe_genelD_BV898_18536
Hexe_genelD_BV898_18762
NA

Hexe_genelD_BV898_00972
Hexe_genelD_BV898_12022
Hexe_genelD_BV898_17966
Hexe_genelD_BV898_07590
Hexe_genelD_BV898_16384
Hexe_genelD_BV898_11725
Hexe_genelD_BV898_11662
Hexe_genelD_BV898_13185
Hexe_genelD_BV898_04586
Hexe_genelD_BV898_09752
Hexe_genelD_BV898_10478
Hexe_genelD_BV898_03325

Aant_GenelD
_BH

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Aant_genelD_04970
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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Pfai_genelD_13471
Pfai_genelD_46989
Pfai_genelD_58294
Pfai_genelD_42546
Pfai_genelD_78766
Pfai_genelD_35597
Pfai_genelD_57107
Pfai_genelD_30592
Pfai_genelD_49818
Pfai_genelD_33091
Pfai_genelD_24577
Pfai_genelD_50016
Pfai_genelD_43859
Pfai_genelD_07429
Pfai_genelD_00069
Pfai_genelD_21557
Pfai_genelD_62527
Pfai_genelD_46659
Pfai_genelD_44641
Pfai_genelD_03884
Pfai_genelD_19012
Pfai_genelD_39386
Pfai_genelD_53377
Pfai_genelD_21076
Pfai_genelD_42796
Pfai_genelD_29131
Pfai_genelD_53434
Pfai_genelD_04249
Pfai_genelD_54600
Pfai_genelD_57628
Pfai_genelD_55125
Pfai_genelD_31293
Pfai_genelD_31535
Pfai_genelD_30202
Pfai_genelD_55310
Pfai_genelD_01020
Pfai_genelD_08056
Pfai_genelD_80174
Pfai_genelD_16208
Pfai_genelD_01443
Pfai_genelD_52850

1481,6
15240,9
419,3
25952,6
3254,6
4405,3
2483,5
2029,5
944,2
567,1
12052,8
4914,5
18384,9
1137,8
1383,0
404,4
4282
1411,2
980,2
3053,3
1739,0
821,4
930,0
955,6
55628,5
1342,4
1550,9
356,1
44133
39956,5
1980,2
362,1
1770,8
3095,0
1264,1
1548,5
7894,3
24470,2
698,9
1419,4
830,2

3,6
2,9
4,5
6,2
8,4
4,9
4,6
3,4
5,9
53
53
5,2
6,3
4,4
33
4,5
4,5
6,5
55
4,2
7,4
4,9
3,1
43
35
3,1
3,9
5,0
5,4
2,6
38
4,4
3,4
5,0
4,6
3,7
2,7
8,5
2,8
3,5
4,1

8,0E-127
8,3E-127
5,5E-124
7,7E-118
2,5E-117
4,4E-115
5,6E-114
6,9E-114
3,2E-113
6,7E-111
8,7E-110
2,2E-109
3,4E-108
4,1E-107
9,6E-107
1,9E-105
5,9E-104
1,1E-103
3,6E-101
8,2E-101
1,3E-100
2,1E-99
8,7E-99
1,9€-98
6,0E-98
2,4E-97
5,7E-96
9,6E-96
2,2E-94
2,5E-94
4,8E-94
2,1E-93
1,6E-92
1,7€-92
2,8E-91
8,3E-91
4,7E-90
1,5E-89
1,2E-87
1,6E-87
4,4E-87

NA

NA
RPA2
TK2

NA
XRCC1
RCE1
RPA1
UNG
XRCC1
LIG1
CBX6
TK2
NLGN3
USP34
NOLC1
Sumo1
NA
KBTBD8
SMC5
NAPRT
NA
BTBD3
TDP2
NA
MINDY2
NA

NA
RPA2
NA

NA
RADS54L
RPA1
MRE11
NA
ABCB1
CYP2J2
NA
PURA
RRM1
ELOVL2

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
RPA1
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
RAD54
NA
MRE11
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA

Hexe_genelD_BV898_12013
Hexe_genelD_BV898_05814
Hexe_genelD_BV898_02372
Hexe_genelD_BV898_02637
NA

Hexe_genelD_BV898_11662
Hexe_genelD_BV898_02302
Hexe_genelD_BV898_09830
Hexe_genelD_BV898_17296
Hexe_genelD_BV898_11662
Hexe_genelD_BV898_18082
Hexe_genelD_BV898_07002
Hexe_genelD_BV898_02637
Hexe_genelD_BV898_14418
Hexe_genelD_BV898_13570
Hexe_genelD_BV898_05605
Hexe_genelD_BV898_00738
Hexe_genelD_BV898_04036
NA

Hexe_genelD_BV898_05719
Hexe_genelD_BV898_01286
NA

Hexe_genelD_BV898_01638
Hexe_genelD_BV898_04866
Hexe_genelD_BV898_05814
Hexe_genelD_BV898_05993
NA

NA

Hexe_genelD_BV898_02372
Hexe_genelD_BV898_10309
NA

Hexe_genelD_BV898_07392
Hexe_genelD_BV898_09830
Hexe_genelD_BV898_01799
NA

Hexe_genelD_BV898_13682
Hexe_genelD_BV898_00591
NA

Hexe_genelD_BV898_15513
Hexe_genelD_BV898_01538
Hexe_genelD_BV898_14386

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Aant_genelD_12044
NA
NA
Aant_genelD_00826
NA
NA
NA
NA
Aant_genelD_32489
Aant_genelD_11800
NA
NA
Aant_genelD_10509
NA
NA
NA
Aant_genelD_16604
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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Pfai_genelD_30192
Pfai_genelD_07913
Pfai_genelD_10021
Pfai_genelD_33351
Pfai_genelD_43377
Pfai_genelD_00882
Pfai_genelD_07671
Pfai_genelD_47313
Pfai_genelD_71072
Pfai_genelD_32535
Pfai_genelD_37407
Pfai_genelD_20051
Pfai_genelD_01137
Pfai_genelD_46610
Pfai_genelD_47008
Pfai_genelD_12963
Pfai_genelD_52230
Pfai_genelD_55033
Pfai_genelD_79528
Pfai_genelD_42979
Pfai_genelD_09201
Pfai_genelD_28249
Pfai_genelD_00094

1923,0
970,1
2405,5
737,3
1046,5
2835,3
1118,8
57226,7
28628,8
412,1
271,5
7320,1
1876,8
1229,2
942,4
50663,2
1423,7
4688,0
1747,7
458,3
4603,3
1391,4
2966,65

3,31

2,8
6,1
35
3,0
9,4
55
43
2,6
5,2
6,0
5,1
4,4
3,0
4,5
7,5
4,4
5,4
3,7
2,5
4,7
3,9
2,9

1,3E-85
1,4E-85
2,0E-85
3,1E-85
2,5E-83
1,5E-82
1,8E-81
1,6E-80
6,6E-80
7,0E-80
1,3E-79
1,5E-79
7,9E-79
8,2E-79
1,0E-78
2,9E-77
4,9E-76
3,3E-75
4,4E-75
5,4E-75
2,3E-74
4,8E-74
8E-74

STK11
TDP2
NA
RAD51
NA
ATR
PRDX6
NA
H33A
UNG
SND1
SUB1
SHPRH
NA

NA
GTPBP10
H3C13
NA

NA
CASP10
DNA2
COQ8A
USP34

NA
NA
NA
RAD51
NA
ATR
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
DNA2
NA
NA

NA
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA

Hexe_genelD_BV898_12954
Hexe_genelD_BV898_04866
Hexe_genelD_BV898_12013
Hexe_genelD_BV898_00321
NA

Hexe_genelD_BV898_08877
Hexe_genelD_BV898_18618
Hexe_genelD_BV898_05814
Hexe_genelD_BV898_07478
Hexe_genelD_BV898_17296
Hexe_genelD_BV898_06645
Hexe_genelD_BV898_16384
Hexe_genelD_BV898_10690
NA

NA

Hexe_genelD_BV898_20059
Hexe_genelD_BV898_01614
NA

Hexe_genelD_BV898_07798
Hexe_genelD_BV898_11959
Hexe_genelD_BV898_09864
Hexe_genelD_BV898_03787
Hexe_genelD_BV898_13570

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Aant_genelD_14810
NA
NA
Aant_genelD_02119
NA
NA
NA
NA
NA
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Supp Table 3: First 100 most significant differentially expressed genes in A.antacticus (IR vs Ctrl)

GenelD
Aant_genelD_28326
Aant_genelD_37213
Aant_genelD_33900
Aant_genelD_34075
Aant_genelD_38343
Aant_genelD_33068
Aant_genelD_34872
Aant_genelD_38326
Aant_genelD_15772
Aant_genelD_23080
Aant_genelD_04489
Aant_genelD_17815
Aant_genelD_17825
Aant_genelD_34997
Aant_genelD_01745
Aant_genelD_29485
Aant_genelD_08289
Aant_genelD_34222
Aant_genelD_21686
Aant_genelD_38826
Aant_genelD_24333
Aant_genelD_30525
Aant_genelD_16820
Aant_genelD_31228
Aant_genelD_26370
Aant_genelD_17044
Aant_genelD_30154
Aant_genelD_28654
Aant_genelD_32587
Aant_genelD_34878
Aant_genelD_33328
Aant_genelD_18198
Aant_genelD_11585
Aant_genelD_13060
Aant_genelD_27158

baseMean

4894,9
28782,4
4726,9
3089,5
8475,5
2338,9
5311,7
2792,4
11458,0
1462,4
2002,9
1835,0
3416,8
10046,2
2377,5
2417,9
2201,5
2031,0
4522,6
4624,8
23761,1
936,6
1839,9
761,3
23742,6
27773,3
2336,1
1920,1
7709,0
2827,8
818,4
3273,6
1507,0
6165,8
2713,0

log2FoldChange
5,92
4,74
5,98
8,68
4,93
5,12
4,09
3,89
6,62
6,99
4,50
5,09
5,10
6,45
4,88
5,27
4,23
3,80
3,33
3,50
5,96
5,11
5,23
5,66
7,15
5,42
4,34
5,50
5,77
3,03
6,77
6,81
3,68
7,14
5,23

padj

0,0E+00

0,0E+00
1,2E-249
1,7E-227
1,8E-218
1,1E-207
1,2E-196
4,1E-191
1,3E-185
6,1E-181
5,0E-180
2,7E-176
4,2E-174
7,0E-174
2,4E-173
1,8E-172
6,7E-155
1,2E-153
4,6E-149
2,7E-141
1,0E-138
1,6E-133
2,2E-131
3,0E-129
1,6E-123
2,1E-121
2,2E-121
2,3E-120
2,0E-118
2,7E-116
2,5E-110
7,8E-109
8,1E-107
1,8E-105
2,7E-104

Hsap_BHx
RAD51
H2BC13
NA
NA
NA
RNF146
PITHD1
NA
LIG1
EXO5
RAD50
MRE11
POLL
TRPT1
SBNO1
MGMT
XRCC1
NA
FAF2
H2AX
BCS1L
FUT3
XRCC6
RRM2B
PNKP
SELENOO
NA
RRM2
NA
NA
NDUFB8
LIG1
RNF14
RPL35
RRM2B

Name on
graph

RAD51
NA
NA
TDR1
NA
RNF146
NA
NA
LIG1
NA
RAD50
MRE11
NA
NA
SBNO1
NA
NA
NA
NA
H2AX
NA
NA
XRCC6
NA
PNKP
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

putative
Tardigrade
specific gene
NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA

Hexe_GenelD
Hexe_genelD_BV898_00321
Hexe_genelD_BV898_01753
Hexe_genelD_BV898_10619
Hexe_genelD_BV898_14257
Hexe_genelD_BV898_10619
Hexe_genelD_BV898_16497
Hexe_genelD_BV898_05722
NA
Hexe_genelD_BV898_18082
Hexe_genelD_BV898_08148
Hexe_genelD_BV898_09974
Hexe_genelD_BV898_01799
Hexe_genelD_BV898_09905
Hexe_genelD_BV898_08860
Hexe_genelD_BV898_05048
Hexe_genelD_BV898_12449
Hexe_genelD_BV898_11662
Hexe_genelD_BV898_09622
Hexe_genelD_BV898_13413
Hexe_genelD_BV898_01616
Hexe_genelD_BV898_12811
Hexe_genelD_BV898_01632
Hexe_genelD_BV898_13167
Hexe_genelD_BV898_06221
Hexe_genelD_BV898_14774
Hexe_genelD_BV898_03891
Hexe_genelD_BV898_09858
Hexe_genelD_BV898_06221
NA
Hexe_genelD_BV898_03892
Hexe_genelD_BV898_01167
Hexe_genelD_BV898_18082
Hexe_genelD_BV898_07718
Hexe_genelD_BV898_00635
Hexe_genelD_BV898_06221
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Aant_genelD_17090
Aant_genelD_32635
Aant_genelD_28464
Aant_genelD_00329
Aant_genelD_13906
Aant_genelD_15705
Aant_genelD_13418
Aant_genelD_14122
Aant_genelD_35876
Aant_genelD_01752
Aant_genelD_14818
Aant_genelD_05739
Aant_genelD_12145
Aant_genelD_10990
Aant_genelD_30735
Aant_genelD_00985
Aant_genelD_03103
Aant_genelD_18944
Aant_genelD_32833
Aant_genelD_37336
Aant_genelD_31872
Aant_genelD_19829
Aant_genelD_27751
Aant_genelD_00835
Aant_genelD_22892
Aant_genelD_06212
Aant_genelD_04058
Aant_genelD_28512
Aant_genelD_14171
Aant_genelD_30119
Aant_genelD_36430
Aant_genelD_12291
Aant_genelD_06679
Aant_genelD_16030
Aant_genelD_08201
Aant_genelD_28397
Aant_genelD_13983
Aant_genelD_11493
Aant_genelD_30943
Aant_genelD_07873
Aant_genelD_32354

1142,0
3009,9
1847,2

791,0
2475,6
923,1
18074,2
535,7
997,5

12508,5
2381,4
1851,7
1007,8

15706,5

853,3
5542,9
2046,3
1243,8

801,9

576,4
1970,8
4464,5

806,9

523,2

335,1
1636,2
1124,7
1496,6

377,1

508,4
2775,7

483,2
1400,9
3052,8
1056,9
7700,4

384,3
2395,9
1315,4

194,2
4657,5

3,27
3,18
7,62
4,57
5,22
4,89
7,74
4,92
4,75
7,87
3,13
3,72
4,24
7,54
6,22
3,34
7,98
10,09
3,50
5,70
2,77
7,07
3,71
7,53
5,02
5,28
5,45
2,00
5,33
3,20
2,90
3,02
3,84
2,71
3,15
1,69
7,81
2,17
2,76
4,14
3,33

7,5E-103
1,1E-101
3,9E-96
3,2E-95
2,4E-94
2,8E-92
9,9E-91
1,2E-90
1,2E-88
2,0E-88
5,8E-87
1,1E-86
9,2E-85
7,0E-83
5,5E-76
2,1E-75
6,7E-74
7,1E-74
1,4E-73
4,3E-73
1,2E-72
7,3E-72
8,9E-70
1,6E-68
8,2E-68
8,5E-68
7,5E-64
3,7E-63
6,7E-63
1,8E-61
3,8E-61
1,4E-60
4,0E-60
6,9E-59
1,1E-57
1,3E-57
1,9E-57
2,6E-55
1,5E-54
7,9E-54
4,0E-52

NA

NA
H3C13
FANCM
PARP2
ARIH1
XRCC5
PARP2
NA
PARP3
DDX23
PCK1
LIG4
XRCC5
NA
RIOK3
CSNK2B
TK2
DTYMK
NA
GCLM
LIG1
NA
RPS2
POLL
XRCC6
TK2
ZNF622
RADS54L
DCUN1D4
POLD4
DDX23
ERCC6
NA
TBXAS1
NA
XRCC5
WDR45
SLC25A46
ERG28
NA

NA
NA
NA
NA
PARP2
NA
XRCC5
NA
NA
PARP3
NA
NA
LIG4
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
RAD54
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi
Tardi

Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
Tardi

Hexe_genelD_BV898_05274
Hexe_genelD_BV898_06110
Hexe_genelD_BV898_16478
Hexe_genelD_BV898_17966
Hexe_genelD_BV898_08059
Hexe_genelD_BV898_07414
Hexe_genelD_BV898_01166
Hexe_genelD_BV898_08059
NA

Hexe_genelD_BV898_07590
Hexe_genelD_BV898_09760
Hexe_genelD_BV898_04654
Hexe_genelD_BV898_18536
Hexe_genelD_BV898_01166
NA

Hexe_genelD_BV898_04027
Hexe_genelD_BV898_03942
Hexe_genelD_BV898_02637
Hexe_genelD_BV898_15086
NA

Hexe_genelD_BV898_12892
Hexe_genelD_BV898_18082
Hexe_genelD_BV898_05927
Hexe_genelD_BV898_10615
Hexe_genelD_BV898_09905
Hexe_genelD_BV898_13167
Hexe_genelD_BV898_05149
Hexe_genelD_BV898_05746
Hexe_genelD_BV898_07392
Hexe_genelD_BV898_04045
Hexe_genelD_BV898_18581
Hexe_genelD_BV898_09760
Hexe_genelD_BV898_02473
Hexe_genelD_BV898_07384
Hexe_genelD_BV898_11786
Hexe_genelD_BV898_06284
Hexe_genelD_BV898_01166
Hexe_genelD_BV898_15952
Hexe_genelD_BV898_12636
Hexe_genelD_BV898_10086
Hexe_genelD_BV898_01580
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Aant_genelD_24093
Aant_genelD_22917
Aant_genelD_28102
Aant_genelD_34101
Aant_genelD_06849
Aant_genelD_23769
Aant_genelD_25330
Aant_genelD_09650
Aant_genelD_04428
Aant_genelD_40208
Aant_genelD_10850
Aant_genelD_30000
Aant_genelD_16793
Aant_genelD_12843
Aant_genelD_01757
Aant_genelD_38250
Aant_genelD_33541
Aant_genelD_02600
Aant_genelD_37275
Aant_genelD_18559
Aant_genelD_33316
Aant_genelD_32258
Aant_genelD_18762

1707,1
525,0
1912,4
1543,7
359,8
3341,1
197,2
763,9
370,1
276,9
262,3
183,9
39891,4
1036,4
6094,7
153,2
1756,3
1144,3
2145,8
201,7
247,4
990,4
1071,6

1,69
3,52
3,16
1,81
3,51
2,11
6,51
2,39
3,91
7,22
3,54
5,79
1,38
2,36
6,31
5,57
1,74
2,46
2,45
6,84
3,83
2,21
3,38

4,7E-52
2,5E-51
1,1E-50
3,5E-50
1,9E-48
3,3E-48
5,9E-48
9,4E-48
1,2E-46
3,3E-46
6,0E-45
8,8E-45
1,1E-44
1,3E-44
3,7E-44
5,5E-44
7,5E-44
1,5E-43
3,3E-43
3,3E-42
3,8E-42
4,3E-42
5,2E-42

NA
SOCS6
JOSD2
NA

PCK1
CTBS
PGGT1B
DIS3L2
PCK1

NA
SELENOO
NA
HSP90AA1
RFC1
PARP3
NA
UBE2A
ATP13A3
ELOC
YIF1B
NA

CRYZ
CHAF1A

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
NA

Hexe_genelD_BV898_14004
Hexe_genelD_BV898_02659
Hexe_genelD_BV898_11384
Hexe_genelD_BV898_00927
Hexe_genelD_BV898_04654
Hexe_genelD_BV898_18096
Hexe_genelD_BV898_10620
Hexe_genelD_BV898_10638
Hexe_genelD_BV898_04654
Hexe_genelD_BV898_00644
Hexe_genelD_BV898_03891
NA

Hexe_genelD_BV898_05798
Hexe_genelD_BV898_01929
Hexe_genelD_BV898_07590
NA

Hexe_genelD_BV898_12627
Hexe_genelD_BV898_15790
Hexe_genelD_BV898_17028
Hexe_genelD_BV898_15766
Hexe_genelD_BV898_17634
Hexe_genelD_BV898_06375
Hexe_genelD_BV898_05912
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Supp Table 4: First 100 most significant differentially expressed genes in H.exemplaris

(Bleomycin vs Ctrl)

GenelD
Hexe_genelD_BV898_18082
Hexe_genelD_BV898_10478
Hexe_genelD_BV898_01166
Hexe_genelD_BV898_11662
Hexe_genelD_BV898_14774
Hexe_genelD_BV898_07590
Hexe_genelD_BV898_10457
Hexe_genelD_BV898_14257
Hexe_genelD_BV898_15545
Hexe_genelD_BV898_08059
Hexe_genelD_BV898_03941
Hexe_genelD_BV898_04948
Hexe_genelD_BV898_09437
Hexe_genelD_BV898_16497
Hexe_genelD_BV898_05766
Hexe_genelD_BV898_16683
Hexe_genelD_BV898_07145
Hexe_genelD_BV898_18536
Hexe_genelD_BV898_14014
Hexe_genelD_BV898_15239
Hexe_genelD_BV898_06932
Hexe_genelD_BV898_19152
Hexe_genelD_BV898_14751
Hexe_genelD_BV898_04740
Hexe_genelD_BV898_02637
Hexe_genelD_BV898_12219
Hexe_genelD_BV898_19153
Hexe_genelD_BV898_17031
Hexe_genelD_BV898_09662
Hexe_genelD_BV898_13167
Hexe_genelD_BV898_14191
Hexe_genelD_BV898_11236
Hexe_genelD_BV898_04045
Hexe_genelD_BV898_06221
Hexe_genelD_BV898_12245
Hexe_genelD_BV898_01286
Hexe_genelD_BV898_20143
Hexe_genelD_BV898_13865
Hexe_genelD_BV898_02010
Hexe_genelD_BV898_00321
Hexe_genelD_BV898_03400
Hexe_genelD_BV898_02009
Hexe_genelD_BV898_14063
Hexe_genelD_BV898_05956
Hexe_genelD_BV898_03002
Hexe_genelD_BV898_12022
Hexe_genelD_BV898_00680
Hexe_genelD_BV898_11453
Hexe_genelD_BV898_03452
Hexe_genelD_BV898_01686
Hexe_genelD_BV898_15820
Hexe_genelD_BV898_11237
Hexe_genelD_BV898_13871
Hexe_genelD_BV898_17036
Hexe_genelD_BV898_13869

baseMean

31833,5
13462,6
35346,8
9765,3
5188,0
18397,3
7635,8
3783,6
953,5
11915,2
1907,0
17986,0
4015,8
2359,2
1914,5
4276,3
1620,3
6071,9
2632,5
13099,7
1136,9
585,7
6130,2
859,6
6352,2
373,3
509,8
2345,4
1645,1
2760,4
419,6
1268,4
1661,6
2306,1
6803,0
4224,2
519,7
505,2
1193,8
4700,3
11305,9
689,3
272,4
3963,0
185,0
7783,9
2550,4
2625,0
310,4
452,3
229,2
1446,1
143,7
520,3
147,8

log2FoldChang
e

5,2
5,1
55
3,8
4,6
3,7
10,8
4,0
6,1
4,7
5,0
7,2
45
4,6
9,1
4,2
45
3,1
3,5
2,3
48
5,4
2,7
7,0
3,7
4,7
5,7
4,9
4,7
3,5
3,1
45
2,5
3,4
2,7
2,8
31
43
2,9
3,2
4,2
2,9
6,8
3,4
53
4,1
2,8
2,8
3,7
3,0
6,9
3,2
3,9
2,7
3,9

padj
0
2,368E-297
5,8596E-275
4,3497E-258
3,1264E-241
3,5561E-194
7,3304E-183
2,7968E-179
4,4123E-167
1,6254E-154
7,1569E-148
3,0305E-143
9,2331E-133
1,0771E-131
1,5024E-129
7,0119E-129
3,0176E-120
6,2757E-114
1,0131E-110
8,8534E-109
3,2887E-106
2,5727E-105
4,3607E-100
2,11671E-92
2,09485E-87
1,13509E-86
1,43736E-85
6,68313E-85
3,13637E-84
5,13625E-75
1,99024E-72
6,11461E-69
1,91986E-66
4,01865E-64
2,19497E-61
2,07811E-60
7,39656E-58
8,19388E-57
1,74346E-55
7,664E-53
8,19757E-52
4,64651E-49
1,66977E-47
1,64912E-46
8,99875E-46
1,04309E-44
1,63787E-43
2,30936E-43
7,99843E-43
2,17417€-41
3,04635E-40
1,04489E-39
4,61265E-39
1,09886E-38
2,95848E-38

Hsap_RBH
LIG1
MACROH2A1
XRCC5
XRCC1
PNKP
PARP3
NA
NA
NA
PARP2
NA
NA
NA
RNF146
NA
NA
NA
LIG4
NA
NA
NA
NA
NA
NA
TK2
NA
NA
NA
NA
XRCC6
NA
NA
DCUN1D4
NA
NA
NAPRT
NA
NA
NA
RAD51
NA
NA
CFAP52
NA
NA
pPoLQ
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Name
LIG1
MACROH2A1
XRCC5
NA
PNKP
PARP3
DDR1
TDR1
NA
PARP2
NA
NA
NA
RNF146
NA
NA
XRCC6
LIG4
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
RAD51
NA
NA
NA
NA
NA
pPoLQ
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi
NA
NA

NA
NA

Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA

NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
Tardi
NA
Tardi
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Hexe_genelD_BV898_07775
Hexe_genelD_BV898_06264
Hexe_genelD_BV898_08674
Hexe_genelD_BV898_17839
Hexe_genelD_BV898_14190
Hexe_genelD_BV898_12244
Hexe_genelD_BV898_14775
Hexe_genelD_BV898_03888
Hexe_genelD_BV898_07972
Hexe_genelD_BV898_03086
Hexe_genelD_BV898_10564
Hexe_genelD_BV898_10912
Hexe_genelD_BV898_08612
Hexe_genelD_BV898_02916
Hexe_genelD_BV898_03914
Hexe_genelD_BV898_06994
Hexe_genelD_BV898_16499
Hexe_genelD_BV898_08265
Hexe_genelD_BV898_03212
Hexe_genelD_BV898_00016
Hexe_genelD_BV898_05719
Hexe_genelD_BV898_18687
Hexe_genelD_BV898_02424
Hexe_genelD_BV898_07523
Hexe_genelD_BV898_06377
Hexe_genelD_BV898_01554
Hexe_genelD_BV898_13877
Hexe_genelD_BV898_10656
Hexe_genelD_BV898_16682
Hexe_genelD_BV898_12248
Hexe_genelD_BV898_18457
Hexe_genelD_BV898_03394
Hexe_genelD_BV898_13872
Hexe_genelD_BV898_06447
Hexe_genelD_BV898_18922
Hexe_genelD_BV898_12883
Hexe_genelD_BV898_10261
Hexe_genelD_BV898_12856
Hexe_genelD_BV898_13814
Hexe_genelD_BV898_06925
Hexe_genelD_BV898_05048
Hexe_genelD_BV898_00510
Hexe_genelD_BV898_15183
Hexe_genelD_BV898_02093

946,5
8264,5
406,1
268,7
918,8
169,8
297,3
423,8
137,2
981,5
172,2
180,4
97,8
1099,0
3092,3
2106,1
93,0
428,2
1209,1
802,6
1598,2
3250,0
115,0
240,8
7545,7
634,8
101,5
213,9
2405,1
1473,2
2872,1
215,6
129,0
830,9
132,5
524,6
3676,5
2364,9
737,5
237,8
3784,3
624,9
135,5
103,26114

3,26936793

2,2
3,5
3,2
3,0

3,7
3,1
2,6

-4,0
4,4

-1,6
4,9
5,4

41
3,8
43
3,4
3,8
32

1,7

3,6
1,7

2,6

3,5

-1,9

2,6

2,6
3,1
2,2
2,9
1,6

.4
4,9
3,6

2,3
2,4
1,8
2,1

2,2
1,3
2,9
2,2

3,5

2,5

6,88752E-38
1,69095E-37
2,98977E-37
1,54759E-36
7,22143E-36
3,80451E-35
2,15707E-34
3,01743E-34
9,6818E-34
1,27274E-33
2,61335E-32
2,99496E-32
3,60844E-32
6,04445E-32
3,68151E-31
1,01911E-28
3,58726E-28
4,1093E-28
1,63375E-27
1,80196E-27
1,9421E-27
3,45233E-27
6,41252E-27
9,87027E-27
1,1094E-26
2,26918E-26
3,35841E-26
3,6856E-26
4,40904E-26
5,5165E-26
6,86769E-26
7,34332E-26
1,32948E-25
1,35914E-25
1,56962E-25
1,5753E-25
1,72338E-25
1,98735E-25
3,46644E-25
3,54686E-25
6,77258E-25
2,98473E-24
3,004E-24
5,0971E-24

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NDUFAF6
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
MTARC1
NA
SMC5
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
C90rf85
NA
NA
NA
NA
SBNO2
NA
RORB
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
SBNO2
NA
NA
NA

Tardi
Tardi
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
NA
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
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Supp Table 5: First 100 most significant differentially expressed genes in A.acutuncus (Bleomycin vs Ctrl)

GenelD
Aant_genelD_38523
Aant_genelD_29485
Aant_genelD_29872
Aant_genelD_24333
Aant_genelD_39673
Aant_genelD_28326
Aant_genelD_22540
Aant_genelD_31705
Aant_genelD_04821
Aant_genelD_04097
Aant_genelD_31898
Aant_genelD_23080
Aant_genelD_08773
Aant_genelD_39805
Aant_genelD_13060
Aant_genelD_23209
Aant_genelD_36112
Aant_genelD_38738
Aant_genelD_26970
Aant_genelD_37541
Aant_genelD_37265
Aant_genelD_37702
Aant_genelD_37213
Aant_genelD_05177
Aant_genelD_28102
Aant_genelD_32930
Aant_genelD_31668
Aant_genelD_03270
Aant_genelD_27732
Aant_genelD_37892
Aant_genelD_32277
Aant_genelD_20305
Aant_genelD_22819
Aant_genelD_35643

baseMean

13807,7
920,8
862,7
4219,0
25767,8
1220,5
933,8
5866,9
880,4
705,1
611,8
507,9
626,1
2823,7
644,2
1795,8
678,3
588,7
2927,4
592,1
688,7
721,2
5668,6
4315,5
955,4
537,2
12885,3
560,0
521,7
4113,3
1489,9
2781,3
664,2
1091,6

log2FoldChange

4,2
3,6
4,1
3,3
3,9
3,9
-10,6
-9,7
-4,7
-1,9
-3,8
5,0
-10,0
3,9
3,9
-1,6
-8,8
-7,3
4,4
-10,9
-11,2
2,4
2,0
1,4
1,7
-10,8
-1,5
3,5
-8,5
2,9
1,8
2,4
-6,4
-2,8

padj
9,5E-41
7,6E-30
1,0E-26
1,2E-21
1,6E-20
4,7E-20
2,2E-19
5,3E-19
1,1E-18
2,2E-18
2,2E-18
2,5E-18
3,5E-17
6,3E-17
8,4E-16
2,0E-14
2,0E-14
3,7E-14
1,1E-13
1,7€-13
4,8E-13
6,3E-13
7,4E-13
7,8E-13
8,5E-13
8,9E-13
3,5E-12
3,5E-12
4,9E-12
7,9E-12
9,5E-12
1,1E-11
1,4E-11
2,7E-11

Hsap_BHx
NA
MGMT
NA
BCS1L
NA
RAD51
NA
ACTB
TMPRSS4
SHPK
NA
EXO5
NA
NA
RPL35
VPS33A
NA
ARF1
MACROH2A1
oDC1
NA
NA
H2BC13
NA
JOoSD2
NA
CTSV
CD109
NA
NA
NA
DNASE1
HSP90AB1
NA

Name on
graph

NA

NA

NA

NA

NA
RAD51
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
MACROH2A1
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

putative
Tardigrade
specific
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi
NA

NA
Tardi
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
Tardi

Hexe_GenelD
NA
Hexe_genelD_BV898_12449
Hexe_genelD_BV898_09789
Hexe_genelD_BV898_12811
NA
Hexe_genelD_BV898_00321
NA
Hexe_genelD_BV898_02877
Hexe_genelD_BV898_04490
Hexe_genelD_BV898_16557
Hexe_genelD_BV898_04643
Hexe_genelD_BV898_08148
NA
NA
Hexe_genelD_BV898_00635
Hexe_genelD_BV898_08839
NA
Hexe_genelD_BV898_03185
Hexe_genelD_BV898_10478
Hexe_genelD_BV898_12605
NA
NA
Hexe_genelD_BV898_01753
Hexe_genelD_BV898_04755
Hexe_genelD_BV898_11384
NA
Hexe_genelD_BV898_09384
Hexe_genelD_BV898_06922
NA
NA
Hexe_genelD_BV898_12300
Hexe_genelD_BV898_14383
Hexe_genelD_BV898_05798
Hexe_genelD_BV898_09394
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Aant_genelD_21633
Aant_genelD_13418
Aant_genelD_29359
Aant_genelD_34415
Aant_genelD_22390
Aant_genelD_30210
Aant_genelD_10376
Aant_genelD_21686
Aant_genelD_13906
Aant_genelD_35885
Aant_genelD_33981
Aant_genelD_38827
Aant_genelD_17831
Aant_genelD_06343
Aant_genelD_37042
Aant_genelD_03553
Aant_genelD_36041
Aant_genelD_31215
Aant_genelD_01766
Aant_genelD_10338
Aant_genelD_26370
Aant_genelD_01740
Aant_genelD_15401
Aant_genelD_35728
Aant_genelD_17825
Aant_genelD_35498
Aant_genelD_05805
Aant_genelD_24285
Aant_genelD_01757
Aant_genelD_31558
Aant_genelD_35636
Aant_genelD_34872
Aant_genelD_27380
Aant_genelD_35431
Aant_genelD_34997
Aant_genelD_30326
Aant_genelD_29919
Aant_genelD_30526
Aant_genelD_33234

955,4
2414,9
566,3
1792,4
5124,8
1123,1
515,9
1651,7
550,8
608,0
4309,8
3291,5
2361,6
1573,2
7510,5
655,2
502,7
603,0
15241,4
54239,4
1370,3
2186,0
784,4
828,9
564,5
1177,6
3261,6
849,2
847,2
785,3
2541,0
948,6
2330,6
945,9
1053,3
1018,9
1129,9
6478,4
3007,8

3,2
4,0
3,2
2,5
2,6
2,9
3,1
1,4
2,9
3,2
4,7
-4.6
1,3
2,9
2,5
3,3
5,1
2,6
1,8
2,4
2,9
-1,8
1,7
2,4
1,9
-4.8
2,6
2,7
2,7
2,1
2,3
1,4
2,1
2,5
2,8
-1,8
1,3
1,7
43

3,1E-11
3,76-11
5,8E-11
7,9E-11
1,0E-10
2,1E-10
2,5E-10
2,6E-10
3,1E-10
3,7E-10
4,6E-10
5,2E-10
7,6E-10
7,8E-10
8,0E-10
1,4E-09
2,0E-09
2,3E-09
2,9E-09
4,6E-09
6,5E-09
6,9E-09
7,6E-09
7,7E-09
9,2E-09
9,7E-09
1,0E-08
1,8E-08
2,9E-08
3,3E-08
4,3E-08
5,6E-08
5,6E-08
5,9E-08
6,3E-08
6,7E-08
6,8E-08
7,2E-08
7,2E-08

CTSB
XRCC5
NA

NA

NA

NA
SCGN
FAF2
PARP2
ASTL
NA

NA
TLL1
NA
CLEC4C
CD109
TG
CYB561
POLR2B
PTPN13
PNKP
NA
DDO
CD63
POLL
GM2A
NA

NA
PARP3
CYB561
RIDA
PITHD1
DNASE1
NA
TRPT1
NA
NUBP1
NA

NA

NA
XRCC5
NA
NA
NA
NA
NA
NA
PARP2
NA
TDR1
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
PNKP
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
Tardi
Tardi
NA
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi
NA
NA
NA
NA
Tardi
Tardi
NA
NA
NA
NA
NA
Tardi
NA
Tardi
NA
Tardi
Tardi

Hexe_genelD_BV898_05306
Hexe_genelD_BV898_01166
Hexe_genelD_BV898_02424
Hexe_genelD_BV898_18950
Hexe_genelD_BV898_14190
Hexe_genelD_BV898_10016
Hexe_genelD_BV898_11621
Hexe_genelD_BV898_13413
Hexe_genelD_BV898_08059
Hexe_genelD_BV898_09470
Hexe_genelD_BV898_14257
NA

Hexe_genelD_BV898_13083
Hexe_genelD_BV898_14516
Hexe_genelD_BV898_00747
Hexe_genelD_BV898_06922
Hexe_genelD_BV898_04497
Hexe_genelD_BV898_09936
Hexe_genelD_BV898_10450
Hexe_genelD_BV898_08386
Hexe_genelD_BV898_14774
Hexe_genelD_BV898_06366
Hexe_genelD_BV898_17607
Hexe_genelD_BV898_04966
Hexe_genelD_BV898_09905
Hexe_genelD_BV898_14843
Hexe_genelD_BV898_14516
Hexe_genelD_BV898_14190
Hexe_genelD_BV898_07590
Hexe_genelD_BV898_09936
Hexe_genelD_BV898_07305
Hexe_genelD_BV898_05722
Hexe_genelD_BV898_14383
Hexe_genelD_BV898_18950
Hexe_genelD_BV898_08860
Hexe_genelD_BV898_06963
Hexe_genelD_BV898_07259
Hexe_genelD_BV898_07371
Hexe_genelD_BV898_10457
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Aant_genelD_39163
Aant_genelD_34806
Aant_genelD_36728
Aant_genelD_01745
Aant_genelD_04489
Aant_genelD_39689
Aant_genelD_34110
Aant_genelD_30411
Aant_genelD_37387
Aant_genelD_29991
Aant_genelD_05573
Aant_genelD_31787
Aant_genelD_32183
Aant_genelD_15772
Aant_genelD_34657
Aant_genelD_30462
Aant_genelD_31895
Aant_genelD_33598
Aant_genelD_39085
Aant_genelD_29596
Aant_genelD_38343
Aant_genelD_34629
Aant_genelD_36087
Aant_genelD_04468
Aant_genelD_27214
Aant_genelD_24929

2275,8
577,1
799,3
540,4
696,2

4684,2

2151,5

14395,6

3130,1

13581,2

3616,6

9358,3

2605,5
710,3

8651,3

2730,4

5426,4

6568,2

5035,4

1610,1

1010,5
841,4

1679,3

1578,8
786,1

1670,7464

-2,72983

2,1
-3,0
3,2
2,3
2,4
-11,3
2,1
-1,5
3,5
-1,3
1,2
3,2
1,7
2,6
1,1
2,8
2,9
2,7
-4,2
-1,8
1,8
3,7
2,3
2,2
-3,0

7,2E-08
7,2E-08
1,2E-07
1,3E-07
1,3€-07
1,5€-07
1,6E-07
1,6E-07
1,7€-07
1,8€-07
1,8€-07
2,2E-07
2,5E-07
2,6E-07
2,76-07
2,8E-07
2,9€-07
3,0E-07
3,0E-07
3,3E-07
3,6E-07
4,0E-07
4,6E-07
4,6E-07
6,6E-07
7E-07

NA

NA

NA
SBNO1
RAD50
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
LIG1
NA

NA

NA

NA

NA
CYB561
NA
ASTL
RIDA
NA

NA
SMOX

NA
NA
NA
SBNO1
RAD50
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
LIG1
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tardi
Tardi
Tardi
NA

NA

Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
NA

Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
Tardi
NA

Tardi
NA

NA

Tardi
Tardi
NA

NA

Hexe_genelD_BV898_05032
NA

Hexe_genelD_BV898_05048
Hexe_genelD_BV898_09974
NA

Hexe_genelD_BV898_00645
Hexe_genelD_BV898_03296
Hexe_genelD_BV898_03453
Hexe_genelD_BV898_03297
Hexe_genelD_BV898_04755
Hexe_genelD_BV898_03888
Hexe_genelD_BV898_01092
Hexe_genelD_BV898_18082
NA

Hexe_genelD_BV898_12940
Hexe_genelD_BV898_00016
NA

NA

Hexe_genelD_BV898_09937
Hexe_genelD_BV898_10619
Hexe_genelD_BV898_18267
Hexe_genelD_BV898_07305
Hexe_genelD_BV898_14517
Hexe_genelD_BV898_12940
Hexe_genelD_BV898_08951
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Supp Table 6: GenelD (H.exemplaris) list of Tardigrade specific gene differentially expressed
in 3 species (H.exemplaris, A.antarcticus & P.fairbanksi) and in response to Irradiation and

Bleomycin treatment

List of common Hexe_Aant_Pfai & common IR_Bleo Tardigrade specific DEG

Hexe_genelD_BV898 14517
Hexe_genelD_BV898 05184
Hexe_genelD_BV898 02067
Hexe_genelD_BV898 12027
Hexe_genelD_BV898 16027
Hexe_genelD BV898 14516
Hexe_genelD_BV898 03883

Hexe_genelD_BV898 12300 => AMNP like

Hexe_genelD_BV898 00134

Hexe_genelD_BV898 10264 => AMNP like

Hexe_genelD_BV898 07371
Hexe_genelD_BV898 01090
Hexe_genelD_BV898 07261

Hexe_genelD_BV898 14257 =>TDR1

Hexe_genelD_BV898 03015
Hexe_genelD_BV898 06824
Hexe_genelD_BV898 00644
Hexe_genelD_BV898 05627
Hexe_genelD_BV898 04755
Hexe_genelD_BV898 07382
Hexe_genelD_BV898 01092
Hexe _genelD BV898 16264
Hexe_genelD_BV898_17708
Hexe_genelD_BV898 03259
Hexe_genelD_BV898 08745
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Supp Table 7: Commun protein list of Tardigrade specific gene differentially expressed in
response to Irradiation and Bleomycin treatment. In italic 3 of them are commum with RNA
seq data on 3 species (Supp Table 6)

Up(+)/Down(-) List of common Tardigrade specific DE NCBI protein ID
protein locus ID (IR4h /IR24h/Bleomycin)
+ BV898 14257 =>TDR1 oQvii4de1.1
+ BV898 12300 =>AMNP like 0oQVv13448.1
+ BV898_14013 0QV11669.1
+ BV898 10262 =>AMNP like 0QV15540.1
+ BV898_06508 0QVv19521.1
+ BV898 10264=>AMNP like 0QV15542.1
+ BV898_ 06926 0QVv19074.1
+ BV898 01539 0QVv24477.1;,0QVv24476.1
- BV898_17845 OWAS53415.1

A-59



Supp Table 8: List of significantly differentially expressed proteins IR4h vs Ctrl (green Up / blue down)

isDifferential (IR4

log2FC (IR4 FC(IR4vs P_Value
Majority_protein_IDs Attributed_locusID Prefered_name vs CT) -log10(P_Value) CT) (CT_vs_IR4)
0QV13463.1 BV898_12315 SQSTM1 1,92 9,73 3,78 1,85E-10
0Qv19074.1 BV898_06926 BV898_06926 1,84 10,04 3,59 9,16E-11
0QV24956.1 BV898_01166 XRCC5 1,46 11,11 2,74 7,76E-12
0QV13462.1 BV898_12314 SQSTM1 1,41 8,84 2,67 1,46E-09
0QVv19601.1 BV898_06375 CRYZ 1,28 4,81 2,43 1,53E-05
0QV11669.1 BV898_14013 BV898_14013 1,10 6,77 2,15 1,70E-07
0QVv18386.1 BVv898_07590 PARP3 1,02 7,01 2,03 9,76E-08
0QVv23520.1 BV898_02637 TK2 0,99 6,80 1,99 1,60E-07
0Qv21277.1 BV898_04763 BV898_04763 0,93 3,09 1,90 8,11E-04
OWA53661.1 BV898_18082 LIG1 0,92 6,75 1,90 1,78E-07
OWA50251.1 BV898_14774 PNKP 0,91 5,36 1,87 4,33E-06
OWA52580.1 BVv898_17031 BCS1L 0,89 7,91 1,86 1,23E-08
0QVv11461.1 BV898_14257 TDR1 0,85 8,03 1,80 9,24E-09
0QVv19521.1 BV898_06508 BV898_06508 0,80 4,06 1,74 8,65E-05
0QV19679.1 BV898_06221 RRM2 0,72 5,00 1,65 1,01E-05
0QVv15542.1 BV898_10264 AMNP 0,71 7,05 1,64 8,89E-08
0oQv11974.1 BV898_ 13768 METTL1 0,71 2,53 1,63 2,92E-03
AG(C52845.1;0QV26202.1 BV898_00321 RAD51 0,70 4,82 1,62 1,50E-05
0QVv22180.1 BV898_04027 RIOK3 0,66 3,97 1,58 1,06E-04
0QV24477.1,0QV24476.1 BV898_01539 BVv898_01539 0,64 5,84 1,56 1,44E-06
0QVv26048.1 BVv898_00178 JUND 0,60 6,15 1,52 7,13E-07
0Qv17931.1 BV898_08059 PARP2 0,60 4,79 1,52 1,64E-05
0oQVv15372.1 BV898_10478 MACROH2A1 0,57 2,85 1,48 1,40E-03
0QV19951.1;0QV19950.1 BV898_05956 BARD1 0,55 4,27 1,47 5,38E-05
0QV15540.1 BV898_10262 BV898_10262 0,55 6,89 1,46 1,29E-07
0Qv18151.1 BV898_07739 ZFAND2B 0,54 3,02 1,46 9,53E-04
0Qv21154.1 BV898_04915 SPART 0,52 6,42 1,43 3,83E-07
0QVv12855.1 BV898_12876 CYP2J2 0,52 2,99 1,43 1,03E-03
0oQVv18764.1 BVv898_07201 SQSTM1 0,51 3,38 1,43 4,21E-04
0QV16446.1 BV898_09437 PCNA 0,49 3,35 1,41 4,50E-04
OWA50659.1 BV898_15169 GALM 0,48 2,95 1,40 1,13E-03
0Qv15124.1 BV898_10638 DIS3L2 0,45 2,41 1,36 3,88E-03
0QV18655.1 BV898_07284 ARHGAP27 0,45 4,17 1,36 6,79E-05
0QV24563.1 BV898_01623 LENG9 0,43 3,76 1,35 1,74E-04
0QVv16348.1 BV898_09493 BV898_09493 0,40 2,63 1,32 2,37E-03
0QV15629.1 BVv898_10216 BVv898_10216 0,38 2,07 1,30 8,42E-03
OWA52401.1 BV898_16858 KLF5 0,34 2,03 1,27 9,24E-03
0QVv13448.1 BV898_12300 BV898_12300 0,34 2,20 1,26 6,29E-03
0QVv24481.1 BVv898_01543 DNAJA1 0,33 2,56 1,26 2,75E-03

Putative
Tardigrade
specific
protein
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0QVv13594.1
OWA51658.1
OWA54637.1
OWA52355.1
OWAS53415.1
0QV14064.1
0QV13455.1
0QV14356.1
0QVv26244.1
oQvi1e6132.1
0QVv20756.1
0QVv24286.1
0QVv18449.1
0QVv20519.1
0oQv21784.1
oQv21412.1
0QVv12189.1
OWAS53314.1
OWA51956.1

BV898_12231
BV898_16133
BV898_19036
BV898_16810
BV898_17845
BV898_11729
BV898_12307
BV898_11474
BV898_00362
BV898_09767
BV898_05334
BV898_01827
BV898_07459
BV898_05563
BV898_04360
BV898_04621
BV898_13531
BV898_17749
BV898_16415

TDO2

VWASA
ADIPOR2
RTF2
BV898_17845
BV898_11729
SQSTM1
TAF1

CAMKK2
TMEM®63B
EPG5

PRDX1
PITPNA

MAF1

NOL12
NOP53
TRRAP
GTF2E1
AMOT

0,32
0,32
0,30
0,32
0,32
0,33
0,34
-0,40
-0,42
0,44
-0,54
0,55
0,57
0,62
-0,64
0,75
0,90
-1,03
-1,54

2,15
3,58
2,22
2,10
3,12
3,05
2,32
3,50
3,06
3,87
2,80
3,32
2,16
6,44
2,82
2,96
2,47
4,10
4,20

1,25
1,25
1,23
0,80
0,80
0,80
0,79
0,76
0,75
0,74
0,69
0,68
0,67
0,65
0,64
0,59
0,53
0,49
0,35

7,09E-03
2,61E-04
6,04E-03
7,92E-03
7,54E-04
8,89E-04
4,83E-03
3,13E-04
8,78E-04
1,34E-04
1,57E-03
4,83E-04
6,98E-03
3,66E-07
1,53E-03
1,10E-03
3,38E-03
7,96E-05
6,37E-05
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Supp Table 9: List of significantly differentially expressed proteins IR24h vs Ctrl (green Up / blue down)

log2FC
(IR24 vs FC (IR24 P_Value
Majority_protein_IDs Attributed_locusID Prefered_name CT) -log10(P_Value) vs CT) (CT_vs_IR24)
0QV24956.1 BV898_01166 XRCC5 2,07 13,34 4,18 4,53E-14
0QV23520.1 BV898_02637 TK2 1,75 10,19 3,37 6,44E-11
0QV18386.1 BV898_07590 PARP3 1,65 9,89 3,14 1,30E-10
OWAS53661.1 BV898_18082 LIG1 1,55 9,82 2,92 1,52E-10
0Qv17931.1 BV898_08059 PARP2 1,55 10,16 2,92 6,90E-11
0QV19951.1;0QV19950.1 BV898_05956 BARD1 1,49 9,74 2,81 1,81E-10
0QV11669.1 BvV898_14013 BvV898_14013 1,39 8,11 2,62 7,69E-09
0Qv19679.1 BV898_06221 RRM2 1,36 8,52 2,57 3,00E-09
AGC52845.1,0QV26202.1 BV898_00321 RAD51 1,33 8,36 2,52 4,39E-09
0oQv21277.1 BV898_04763 BV898_04763 1,33 4,62 2,51 2,39E-05
0QV11461.1 BV898_14257 TDR1 1,33 10,76 2,51 1,73E-11
0Qv19521.1 BV898_06508 BV898_06508 1,31 6,55 2,49 2,81E-07
OWA50251.1 BV898_14774 PNKP 1,19 6,84 2,28 1,43E-07
0QV25999.1 BvV898_00133 BvV898_00133 1,18 4,60 2,27 2,50E-05
0QV15542.1 BV898_10264 AMNP 1,09 9,57 2,12 2,68E-10
0QV18933.1 BV898_06994 BV898_06994 1,05 5,76 2,07 1,75E-06
0QV13630.1 BV898_12172 BV898_12172 1,04 2,05 2,06 8,86E-03
0QV24477.1,0QV24476.1 BV898_01539 BV898_01539 0,96 8,15 1,95 7,10E-09
0Qv20141.1 BV898_05933 BV898_05933 0,95 3,44 1,93 3,64E-04
0oQv11974.1 BV898_13768 METTL1 0,93 3,53 1,91 2,92E-04
0QV16446.1 BV898_09437 PCNA 0,93 6,35 1,90 4,43E-07
sp|POCU46.1| CAHS2_HYPDU;0QV23218.1 BV898_02951 BV898_02951 0,92 3,34 1,89 4,59E-04
0QVv14697.1 BV898_11072 RPRD2 0,90 2,15 1,86 7,05E-03
0QV13463.1 BV898_12315 SQSTM1 0,88 5,26 1,84 5,47E-06
0Qv19074.1 BV898_06926 BV898_06926 0,87 5,68 1,83 2,10E-06
0QV15396.1 BV898_10406 BV898_10406 0,84 3,26 1,79 5,55E-04
0Qv22180.1 BV898_04027 RIOK3 0,83 5,07 1,78 8,53E-06
0Qv21154.1 BV898_04915 SPART 0,83 9,16 1,78 6,97E-10
oQvi13712.1 BV898_12106 MPG 0,83 2,42 1,77 3,77E-03
OWA50732.1 BV898_15239 TXN 0,82 3,44 1,77 3,66E-04
0Qv18892.1 BvV898_07145 XRCC6 0,80 4,88 1,74 1,33E-05
0Qv13448.1 BV898_12300 BV898_12300 0,78 5,68 1,72 2,10E-06
0QV15629.1 BV898_10216 BV898_10216 0,78 4,79 1,72 1,61E-05
0Qv21448.1 BV898_04654 PCK1 0,76 2,33 1,69 4,68E-03
0QV26055.1;0QV26054.1 BV898_00184 BV898_00184 0,75 6,79 1,68 1,63E-07
OWA52580.1 BV898_17031 BCS1L 0,74 6,83 1,67 1,47E-07
0QV21189.1 BV898_04948 SORL1 0,74 6,47 1,67 3,35E-07
OWAS50137.1 BV898_14663 BV898_14663 0,73 2,62 1,65 2,41E-03
0Qv22650.1 BV898_03475 BV898_03475 0,72 3,43 1,65 3,73E-04
0QVv15372.1 BV898_10478 MACROH2A1 0,72 3,74 1,65 1,80E-04
0QV21185.1 BV898_04945 ASF1A 0,71 3,05 1,64 8,84E-04
0Qv15541.1 BV898_10263 BV898_10263 0,71 3,39 1,64 4,11E-04

isDifferential
(IR24 vs CT)

Putative
Tardigrade
specific
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OWA49868.1 BV898_14405 DHRS11 0,70 2,93 1,63 1,18E-03

0QV16348.1 BV898_09493 BV898_09493 0,68 4,80 1,60 1,58E-05 Tardi
0QV16848.1 BV898_09020 RPTN 0,67 3,20 1,59 6,31E-04 Tardi
0QV12406.1 BV898_13357 OSGEP 0,67 2,83 1,59 1,46E-03
0QV25728.1 BV898_00658 RAB11FIP3 0,66 6,74 1,58 1,81E-07
0QV24563.1 BV898_01623 LENG9 0,66 5,80 1,58 1,58E-06
0QV19601.1 BV898_06375 CRYZ 0,64 2,17 1,56 6,81E-03
0QV12605.1 BV898_13167 XRCC6 0,64 4,94 1,56 1,15E-05
0QV15540.1 BV898_10262 BV898_10262 0,64 7,80 1,56 1,57E-08 Tardi
0QV24785.1 BV898_01375 SPARC 0,64 4,03 1,55 9,39E-05
OWA53212.1 BV898_17645 QpcT 0,63 4,99 1,55 1,01E-05
0QV23789.1 BV898_02515 BV898_02515 0,62 2,97 1,54 1,07E-03 Tardi
OWA52718.1 BV898_17164 CSMD3 0,61 5,35 1,53 4,46E-06
OWA52270.1 BV898_16728 DPH3 0,61 2,79 1,53 1,61E-03
0QV23600.1 BV898_02347 KLKB1 0,61 2,02 1,52 9,56E-03
0QV21891.1;0Qv21898.1 BV898_04104 BV898_04104 0,60 2,60 1,52 2,51E-03 Tardi
0QV13462.1 BV898_12314 SQSTM1 0,60 4,20 1,52 6,24E-05
0QV22790.1 BV898_03226 PIP4P1 0,58 2,09 1,49 8,07E-03
0QV11519.1 BV898_14175 BV898_14175 0,57 2,96 1,48 1,10E-03 Tardi
OWA52677.1 BV898_17123 TRIM71 0,57 2,11 1,48 7,81E-03
0QV18546.1 BV898_07371 BV898_07371 0,57 3,08 1,48 8,23E-04 Tardi
0QV26048.1 BV898_00178 JUND 0,57 5,82 1,48 1,52E-06
0QV23646.1 BV898_02389 RBM17 0,56 2,75 1,47 1,79E-03
0QV13594.1 BV898_12231 TDO2 0,55 4,04 1,46 9,08E-05
0QV24306.1 BV898_01845 sob1 0,54 3,89 1,45 1,30E-04
0QV25078.1 BV898_01286 NAPRT 0,54 3,08 1,45 8,24E-04
0QVv13511.1 BV898_12258 TMPRSS11F 0,53 3,87 1,45 1,35E-04
0QV18151.1 BV898_07739 ZFAND2B 0,53 2,93 1,44 1,18E-03
OWA54118.1 BV898_18536 LIG4 0,53 4,27 1,44 5,42E-05
0QV12620.1 BV898_13110 CHMP2B 0,53 4,18 1,44 6,55E-05
OWA53868.1 BV898_18287 TMEM184B 0,52 5,51 1,44 3,06E-06
0QV25220.1 BV898_00908 ATF2 0,52 2,40 1,44 3,96E-03
0QV18057.1 BV898_07828 CTSL 0,52 2,78 1,44 1,64E-03
0QV15872.1 BV898_09968 PPP1R11 0,52 2,01 1,43 9,85E-03
0QV14678.1 BV898_11184 CTRL 0,51 2,89 1,43 1,28E-03
OWA51725.1 BV898_16197 HSPB2 0,51 2,88 1,43 1,33E-03
0QV15131.1 BV898_10646 PEX19 0,51 2,26 1,43 5,54E-03
0QV15094.1 BV898_10725 ZupP1 0,51 2,80 1,42 1,60E-03
0QV22825.1 BV898_03259 BV898_03259 0,50 3,09 1,42 8,18E-04 Tardi
0QV21676.1 BV898_04251 BV898_04251 0,50 2,70 1,41 2,01E-03 Tardi
0QV12861.1 BV898_12881 BV898_12881 0,50 4,33 1,41 4,71E-05 Tardi
0QV24573.1 BV898_01633 BV898_01633 0,49 3,49 1,41 3,20E-04
0QV12840.1 BV898_12861 TLL2 0,49 3,34 1,41 4,52E-04
0QV11502.1 BV898_14160 BV898_14160 0,49 2,99 1,40 1,01E-03 Tardi
0QV13400.1 BV898_12352 CHMP1A 0,48 3,48 1,40 3,30E-04
OWA54170.1 BV898_18585 DNAAF11 0,48 3,61 1,40 2,46E-04
0QV15292.1 BV898_10523 BV898_10523 0,48 2,41 1,40 3,89E-03 Tardi
0QV18764.1 BV898_07201 SQSTM1 0,47 3,09 1,39 8,13E-04
0QV21113.1;0Qv21114.1 BV898_04877 ERI3 0,47 3,50 1,39 3,13E-04
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0Qvi14335.1
0QVv23568.1
OWA52246.1
0Qv24539.1
OWA51354.1
OWA51225.1
0Qv17276.1
0QVv12040.1
OWA53135.1
0Qv25751.1
0QVv15330.1
0Qvie454.1
0Qvi12823.1
0Qv22942.1
OWA50788.1
OWA52821.1
0Qv17798.1
0QVv18580.1
0Qvis124.1
0QV18095.1
0QVv24807.1
0QVv16566.1
0QV18655.1
0Qv14190.1
0Qv19138.1
0Qv23451.1
0QVv19096.1
0Qv12855.1
OWA52491.1
0Qv12155.1
0Qv25146.1
0Qv22651.1
0oQviz2313.1
0oQv22714.1
0Qv16964.1
0QVv23630.1
0QVv19509.1
0Qv14478.1
0Qv13593.1
0QVv24450.1
OWA49859.1
0Qv19139.1
0oQviessil
OWA52059.1;,0WA52058.1
OWA50238.1
0Qv12483.1
0Qv13770.1
0oQvis742.1
0QVv20099.1

BV898_11453
BV898_02686
BV898_16704
BV898_01599
BV898_15840
BV898_15719
BV898_08674
BV898_13690
BV898_17570
BV898_00680
BV898_10556
BV898_09444
BV898_12952
BV898_02994
BV898_15295
BV898_17264
BV898_08094
BV898_07406
BV898_10638
BV898_07866
BV898_01398
BV898_09240
BV898_07284
BV898_11662
BV898_06776
BV898_02573
BV898_06951
BV898_12876
BV898_16943
BV898_13572
BV898_00836
BV898_03476
BV898_13424
BV898_03543
BV898_08969
BV898_02373
BV898_06497
BV898_11320
BV898_12230
BV898_01514
BV898_14396
BV898_06777
BV898_09496
BV898_16522
BV898_14761
BV898_13284
BV898_11990
BV898_10131
BV898_05892

BV898_11453
BV898_02686
C70rf50
BV898_01599
GPN2
BV898_15719
IGFALS

PDPR

CTSv
BV898_00680
BV898_10556
SAP30L

KRI1
BV898_02994
POLR2J

BST1
BV898_08094
ERI1

DIS3L2
FAM177A1
BV898_01398
CHMP4B
ARHGAP27
XRCC1
VWASA
BV898_02573
EIF2B5
CYP2J2
TFAP2A
BV898_13572
BANF1
ACSBG1
BV898_13424
FLT1
BV898_08969
PPP1R37
BV898_06497
BV898_11320
TDO2
FRA10AC1
BV898_14396
VWASA
C90rf78
ABCB6
BV898_14761
PPT2

MEX3C

RPA3

CUBN

0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,45
0,45
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,42
0,42
0,42
0,42
0,41
0,41
0,41
0,41
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,39
0,39
0,39
0,37
0,37
0,36
0,36
0,36
0,36
0,36
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35

3,24
2,41
3,28
2,12
2,80
3,77
4,54
2,75
2,74
3,01
2,14
2,30
2,37
2,02
2,73
2,19
2,06
2,71
2,31
2,47
3,07
3,98
3,92
3,68
4,97
2,82
3,78
2,21
2,46
2,28
3,42
4,27
2,45
4,34
3,96
4,33
3,48
3,12
2,31
2,02
2,12
2,41
2,30
3,71
2,02
2,35
2,28
2,31
3,23

1,39
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,37
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,34
1,34
1,34
1,34
1,33
1,33
1,33
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,31
1,31
1,31
1,30
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,27

5,77E-04
3,85E-03
5,26E-04
7,61E-03
1,60E-03
1,71E-04
2,89E-05
1,79E-03
1,84E-03
9,83E-04
7,25E-03
5,00E-03
4,26E-03
9,46E-03
1,87E-03
6,47E-03
8,81E-03
1,96E-03
4,89€-03
3,41E-03
8,50E-04
1,05E-04
1,19E-04
2,09E-04
1,07E-05
1,52E-03
1,64E-04
6,20E-03
3,46E-03
5,21E-03
3,84E-04
5,36E-05
3,55E-03
4,57E-05
1,09E-04
4,62E-05
3,326-04
7,51E-04
4,93£-03
9,51E-03
7,66E-03
3,89E-03
4,98E-03
1,95E-04
9,63E-03
4,45E-03
5,21E-03
4,94E-03
5,85E-04
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0QVv22396.1
0QVv15509.1
0QVv16995.1
0QVv18556.1
OWA51658.1
0QVv24960.1
0QV21139.1;ALT32101.1
0Qv12203.1
0oQviess1.l
OWA53399.1
OWA53268.1
0Qv21269.1
OWA53980.1
0QVv14030.1
0QVv16625.1
0Qv26191.1
0Qv12675.1
0QV19906.1;0QVv19907.1

0QV25041.1;0QVv22225.1;0QV15271.1;,0QV14272.1

0Qv13g47.1
OWA54823.1
0oQvies19.1
0Qv24481.1
0oQv17261.1
0QV23224.1;0Qv23223.1
0Qv22758.1
OWA50399.1
0QV24418.1
OWA53106.1
0QV19877.1;0QVv19880.1
0Qv23886.1
0QV11478.1
0QV24411.1;0QV24410.1
OWA52099.1
0Qv24347.1
0QV14949.1
0Qv26244.1
0QVv24570.1
0QVv22753.1;0QV22752.1
0QVv14290.1
0oQv17571.1
0Qv23884.1
0Qv19153.1
0QVv25345.1
0QV24955.1
0Qvi1s194.1
0QV19545.1
OWA54698.1
0Qv20721.1

BV898_03572
BV898_10375
BV898_08860
BV898_07382
BV898_16133
BV898_01170
BV898_04901
BV898_13545
BV898_09023
BV898_17830
BV898_17701
BV898_04755
BV898_18403
BV898_11801
BV898_09294
BV898_00311
BV898_13083
BV898_06175
BV898_01248
BV898_11956
BV898_19217
BV898_09627
BV898_01543
BV898_08659
BV898_02955
BV898_03195
BV898_14918
BV898_01950
BV898_17539
BV898_06145
BV898_02235
BV898_14207
BV898_01943
BV898_16561
BV898_01885
BV898_10853
BV898_00362
BV898_01630
BV898_03190
BV898_11527
BV898_08342
BV898_02233
BV898_06792
BV898_01024
BV898_01165
BV898_07784
BV898_06532
BV898_19099
BV898_05303

LRPAP1
OPN4

TRPT1
BV898_07382
VWASA

TEX2

WIPI2
BV898_13545
BV898_09023
INTS9
VAMP4
BV898_04755
CNOT10

HAL

BRD2
BV898_00311
TLLL
SERPINB9
UBA52
POLR2C
BV898_19217
ADH1C
DNAJAL
FABP7
BV898_02955
BV898_03195
BV898_14918
BV898_01950
NVL

EDEM1
PTRH2
BV898_14207
MAP2K4
RPS8

RPS6

RBKS
CAMKK2
CELF3
PBRM1
SRSF1

RPS25

TMX2

RPL13
SLC25A1
SF3B6

TPH1

GCHFR
PAPOLG
KIAAO513

0,34
0,34
0,34
0,34
0,34
0,34
0,34
0,33
0,33
0,33
0,32
0,32
0,32
0,32
0,32
0,32
0,32
0,32
0,32
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,30
0,30
0,30
-0,30
-0,30
-0,31
-0,31
-0,31
-0,31
-0,31
-0,31
-0,32
-0,32
-0,33
-0,33
-0,33
-0,33
-0,33
-0,34
-0,35
-0,36
-0,36
-0,36
-0,36
-0,36

2,14
2,59
4,44
2,82
3,81
2,61
2,62
2,61
2,07
3,35
2,17
3,94
2,74
2,52
2,99
3,06
2,35
3,01
2,34
2,52
2,04
2,45
2,31
3,52
2,33
2,06
2,12
2,28
2,19
4,05
2,11
3,20
4,12
2,37
2,08
2,01
2,17
3,18
2,52
2,18
2,38
3,71
2,15
2,35
2,68
2,32
2,24
2,70
2,97

1,27
1,27
1,27
1,27
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,23
1,23
1,23
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,79
0,79
0,79
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78

7,28E-03
2,59E-03
3,66E-05
1,50E-03
1,54E-04
2,43E-03
2,42E-03
2,44E-03
8,61E-03
4,49E-04
6,72E-03
1,15E-04
1,82E-03
3,05E-03
1,02E-03
8,71E-04
4,45E-03
9,84E-04
4,53E-03
3,01E-03
9,15E-03
3,55E-03
4,86E-03
3,03E-04
4,64E-03
8,73E-03
7,58E-03
5,26E-03
6,39E-03
8,92E-05
7,79E-03
6,37E-04
7,54E-05
4,25E-03
8,33E-03
9,85E-03
6,70E-03
6,57E-04
3,03E-03
6,63E-03
4,17€-03
1,94E-04
7,16E-03
4,43E-03
2,09E-03
4,82E-03
5,70E-03
2,02E-03
1,08E-03
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0oQviee43.1

0oQv22371.1

0Qv25113.1
OWA53415.1
0Qv16120.1

0Qv21453.1

0Qv25893.1
0QV15972.1;0QV15971.1
0oQvi4152.1
OWA53126.1
OWA52897.1
OWA52191.1
0QV25248.1;0Qv25249.1
0QV17478.1
0QVv17810.1;0QVv17812.1
0QVv20336.1
YP_004123096.1;CBY83889.1
0Qv21252.1

0QVv20556.1

0Qv13186.1
0QV17981.1;0QV17984.1
OWA51880.1
0Qv11826.1

0Qv14015.1

0Qv25892.1

0oQviss511.1

oQvie132.1

0oQVv11770.1
OWA52355.1
0Qv11997.1

0QV24479.1
OWA52151.1;,0WA52150.1
0Qv14029.1
OWA51888.1
0Qv26262.1

0QV17480.1;,0QV17479.1,0QV25871.1

0Qvies44.1
0oQvi13273.1
0QVv14865.1
0oQv22271.1
0QVv14356.1
0oQv21521.1
0Qv13g73.1
0Qv25704.1
0Qv12467.1
0QVv26099.1
0Qv13857.1
0QVv24766.1
OWA53038.1

BV898_09313
BV898_03869
BV898_00805
BV898_17845
BV898_09755
BV898_04658
BV898_00037
BV898_09893
BV898_11625
BV898_17559
BV898_17338
BV898_16650
BV898_00934
BV898_08413
BV898_08106
BV898_05623

#N/A
BV898_04739
BV898_05378
BV898_12614
BV898_07923
BV898_16341
BV898_13881
BV898_11786
BV898_00036
BV898_10377
BV898_09767
BV898_13965
BV898_16810
BV898_13721
BV898_01541
BV898_16611
BV898_11800
BV898_16349
BV898_00380
BV898_08414
BV898_09016
BV898_12479
BV898_10897
BV898_03774
BV898_11474
BV898_04423
BV898_11871
BV898_00635
BV898_13267
BV898_00225
BV898_11964
BV898_01357
BV898_17474

CHD7
DNAJC15
SLC25A12
BV898_17845
RPL37
BV898_04658
TN

PARD3
IRF2BP2
RPL21

UGTS
NDUFA11
LARS1
MMAA

FHL2

RPS18

ATPS
POLR1C
PXDN
NCKAP1
LACTB
BV898_16341
STRIP1
CYP3A4
BV898_00036
ODR4
TMEM63B
RPL18

RTF2
NUDT14
ETNPPL
GUF1
BV898_11800
ECI2

cDC34
PRDM4
CYP51A1
CLPTM1L
GOT2
POLR2K
TAF1

TLLL
TGFBRAP1
RPL35

HPRT1

CHDH
DIAPH3

SRM
BV898_17474

-0,36
-0,36
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,38
-0,39
-0,39
-0,40
-0,40
-0,40
-0,41
-0,41
-0,41
-0,41
-0,41
-0,41
-0,42
-0,42
-0,43
-0,43
-0,44
-0,44
-0,44
-0,45
-0,45
-0,45
-0,45
-0,45
-0,47
-0,48
-0,48
-0,51
-0,51
-0,52
-0,52
-0,53
-0,56
-0,56
-0,57
-0,57
-0,57
-0,57
-0,58
-0,58
-0,58
-0,58
-0,59

2,90
2,67
2,01
3,65
2,29
2,48
5,88
3,33
2,01
2,15
2,89
2,40
4,05
3,44
3,36
2,85
4,23
2,19
2,96
2,28
2,15
2,29
2,51
2,48
3,17
3,03
3,96
2,10
3,26
2,93
2,77
2,43
2,32
2,66
2,18
2,05
3,46
2,37
2,89
2,08
5,10
2,19
2,93
2,37
2,08
2,20
2,89
2,19
2,07

0,78
0,78
0,78
0,77
0,77
0,77
0,77
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,72
0,72
0,72
0,70
0,70
0,70
0,70
0,69
0,68
0,68
0,68
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,66

1,26E-03
2,14E-03
9,69E-03
2,24E-04
5,18E-03
3,35E-03
1,32E-06
4,73E-04
9,67E-03
7,15E-03
1,27E-03
3,95E-03
8,89E-05
3,62E-04
4,35E-04
1,42E-03
5,90E-05
6,47E-03
1,09E-03
5,27E-03
7,11E-03
5,07E-03
3,07E-03
3,34E-03
6,70E-04
9,38E-04
1,09E-04
7,99E-03
5,49E-04
1,17E-03
1,71E-03
3,71E-03
4,78E-03
2,17E-03
6,61E-03
8,87E-03
3,50E-04
4,24E-03
1,29E-03
8,35E-03
7,87E-06
6,50E-03
1,16E-03
4,28E-03
8,39E-03
6,35E-03
1,29E-03
6,46E-03
8,58E-03
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0Qv21198.1

0Qv13285.1

0Qv13267.1
0QV20630.1;0Qv20629.1
OWA49944.1
0Qv22014.1
OWA50079.1
0QVv20756.1

0QVv24286.1
OWA53691.1
OWA54581.1
oQv21411.1
OWA49780.1
oQv21412.1

0Qv14285.1

0oQv17474.1

0QVv18063.1
0QV21423.1;0Qv21422.1
OWA52478.1,0WA52476.1
0QVv22489.1
OWA53314.1
OWA53388.1
0QV23354.1;0QVv23353.1
OWA54371.1
OWA51956.1
OWA50929.1
YP_004123106.1;,CBY83899.1

BV898_04957
BV898_12491
BV898_12474
BV898_05447
BV898_14478
BV898_04224
BV898_14605
BV898_05334
BV898_01827
BV898_18113
BV898_18981
BV898_04620
BV898_14317
BV898_04621
BV898_11522
BV898_08408
BV898_07834
BV898_04631
BV898_16931
BV898_03664
BV898_17749
BV898_17818
BV898_02800
BV898_18775
BV898_16415
BV898_15430

#N/A

PANK1
POLB
MRPL17
BV898_05447
BV898_14478
ENTPD1
MECR

EPGS

PRDX1

PARG

DST

MMGT1
NHP2

NOP53

COA7
ZMYND8
NDUFA6
RMNDSB
PNLIPRP1
RAPSN
GTF2E1
C150rf40
EDEM3
BV898_18775
AMOT
BV898_15430
MT-CYB

-0,62
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
-0,66
0,67
0,74
-0,75
-0,78
-0,79
0,81
0,84
-0,85
-0,85
0,87
-0,88
0,91
0,91
0,94
0,97
-1,03
-1,30
-1,54
-1,59
-1,65

2,43
2,79
3,32
2,55
2,51
2,20
2,39
3,56
4,54
2,01
3,02
2,45
2,80
3,38
2,48
2,57
2,13
2,53
3,83
2,09
3,71
2,66
2,27
2,23
4,21
2,62
2,29

0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,64
0,63
0,63
0,60
0,60
0,58
0,58
0,57
0,56
0,55
0,55
0,55
0,54
0,53
0,53
0,52
0,51
0,49
0,41
0,34
0,33
0,32

3,76E-03
1,62E-03
4,80E-04
2,82E-03
3,10E-03
6,36E-03
4,10€-03
2,75E-04
2,86E-05
9,81E-03
9,49E-04
3,52E-03
1,58E-03
4,12E-04
3,29E-03
2,69E-03
7,33E-03
2,93E-03
1,47E-04
8,18E-03
1,96E-04
2,21E-03
5,41E-03
5,87E-03
6,13E-05
2,38E-03
5,15E-03
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Supp Table 10: List of significantly differentially expressed proteins Bleomycin vs Ctrl (green Up / blue down)

log2FC
(Bleo vs FC(Bleovs P_Value
Majority_protein_IDs Attributed_locusID Prefered_name CT) -log10(P_Value) CT) (CT_vs_Bleo)
0QVv11669.1 BV898_14013 BV898_14013 2,18 10,88 4,54 1,31E-11
0QV11670.1 BV898_14014 BV898_14014 2,04 9,27 4,10 5,35E-10
0QV24627.1 BV898_01686 DUSP11 1,60 7,27 3,02 5,43E-08
0QVv18546.1 BV898_07371 BV898_07371 1,56 8,10 2,94 7,94E-09
0QVv18386.1 BV898_07590 PARP3 1,38 8,77 2,60 1,68E-09
0QVv15539.1 BV898_10261 BV898_10261 1,29 7,54 2,45 2,90E-08
0oQv17931.1 BV898_08059 PARP2 1,26 8,88 2,39 1,31E-09
OWAS53661.1 BV898_18082 LIG1 1,24 8,48 2,37 3,33E-09
0QVv16446.1 BV898_09437 PCNA 1,24 8,01 2,36 9,79E-09
0QVv23520.1 BV898_02637 TK2 1,19 7,86 2,29 1,38E-08
OWA50251.1 BV898_14774 PNKP 1,18 6,77 2,26 1,68E-07
OWA50223.1 BV898_14748 BV898_14748 1,18 4,79 2,26 1,63E-05
AGC52845.1,0QV26202.1 BV898_00321 RAD51 1,17 7,61 2,25 2,48E-08
OWAS54640.1;0WA55395.1;,0QV18996.1 BV898_19039 BV898_19039 1,17 4,54 2,25 2,88E-05
0oQv18574.1 BV898_07400 BV898_07400 1,16 4,50 2,23 3,14E-05
0QVv19679.1 BV898_06221 RRM2 1,15 7,53 2,22 2,94E-08
0Qv16848.1 BV898_09020 RPTN 1,15 5,64 2,22 2,31E-06
0Qv13448.1 BV898_12300 BV898_12300 1,15 7,80 2,21 1,60E-08
0QVv24573.1 BV898_01633 BV898_01633 1,12 7,64 2,18 2,28E-08
0QVv13640.1 BV898_12111 BV898_12111 1,09 2,03 2,13 9,37E-03
0QV15951.1;,0QV15952.1 BV898_09873 POLR1F 1,07 3,96 2,10 1,10E-04
0Qv15292.1 BV898_10523 BV898_10523 1,04 5,65 2,06 2,22E-06
0QV19951.1;0QV19950.1 BV898_05956 BARD1 1,03 7,54 2,05 2,85E-08
0QV24956.1 BV898_01166 XRCC5 1,02 8,92 2,03 1,20E-09
0Qv18933.1 BV898_06994 BV898_06994 1,02 5,62 2,03 2,41E-06
0Qv13619.1 BV898_12162 BV898_12162 1,02 5,19 2,02 6,48E-06
0oQv25751.1 BV898_00680 BV898_00680 1,02 6,94 2,02 1,15E-07
0QVv12313.1 BV898_13424 BV898_13424 0,96 6,33 1,95 4,72E-07
0Qv15372.1 BV898_10478 MACROH2A1 0,95 5,03 1,93 9,24E-06
0QVv18394.1 BV898_07597 BV898_07597 0,94 5,21 1,92 6,12E-06
0QV22180.1 BV898_04027 RIOK3 0,90 5,47 1,87 3,43E-06
0QVv14190.1 BV898_11662 XRCC1 0,89 7,55 1,86 2,80E-08
0QVv12675.1 BV898_13083 TLL1 0,89 7,00 1,86 1,01E-07
0QVv13463.1 BV898_12315 SQSTM1 0,86 5,18 1,82 6,56E-06
0Qv15542.1 BV898_10264 AMNP 0,85 8,06 1,80 8,72E-09
0Qv18803.1 BV898_07060 DHRS11 0,84 2,71 1,79 1,96E-03
0QVv21113.1;0Qv21114.1 BV898_04877 ERI3 0,84 6,25 1,79 5,57E-07
0QV11461.1 BV898_14257 TDR1 0,82 7,78 1,76 1,65E-08
OWA50732.1 BV898_15239 TXN 0,81 3,39 1,76 4,08E-04
OWA50683.1 BV898_15193 PXDN 0,81 7,09 1,75 8,16E-08
OWA52580.1 BV898_17031 BCS1L 0,79 7,22 1,73 6,08E-08
0QV13350.1;0WA54893.1 BV898_12386 BV898_12386 0,78 4,71 1,71 1,95E-05

isDifferential
(Bleo vs CT)

Putative
Tardigrade
specific
protein
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0Qv18ga2.1
0QVv19140.1
OWA50953.1
0Qv14335.1
0QVv20099.1
0oQv21274.1
0Qv25081.1
0QVv24899.1
0Qv16788.1
0QVv15330.1
0Qv13303.1
0Qv19521.1
0Qv22758.1
0Qv25078.1
OWA50137.1
0Qv1s5541.1
OWA53343.1
0Qv26017.1
OWA50748.1
0oQvis7e4.1
0QVv12605.1
0Qv13462.1
0Qvi128e61.1
0oQv22414.1
0oQviess1.l
OWA54746.1
0QV12609.1;0QVv12608.1
0QVv22650.1
0QV24477.1,0QV24476.1
0Qv23451.1
0Qv24563.1
0Qv19074.1
OWA52225.1
0QVv20462.1
0QV23504.1;0QVv23503.1
0Qv21954.1
0Qv22826.1
0QVv15629.1
0QVv20952.1
0oQv17261.1
OWA54118.1
0Qv15581.1
0Qv12639.1
0oQvisgiliil
0QVv12040.1
0QVv13957.1
0QVv15350.1
0oQV17276.1
0Qv11502.1

BV898_07145
BV898_06780
BV898_15454
BV898_11453
BV898_05892
BV898_04760
BV898_01289
BV898_01481
BV898_09144
BV898_10556
BV898_12509
BV898_06508
BV898_03195
BV898_01286
BV898_14663
BV898_10263
BV898_17776
BV898_00148
BV898_15254
BV898_07201
BV898_13167
BV898_12314
BV898_12881
BV898_03588
BV898_09023
BV898_19145
BV898_13100
BV898_03475
BV898_01539
BV898_02573
BV898_01623
BV898_06926
BV898_16683
BV898_05507
BV898_02623
BV898_04165
BV898_03260
BV898_10216
BV898_05027
BV898_08659
BV898_18536
BV898_10301
BV898_13128
BV898_11922
BV898_13690
BV898_11839
BV898_10456
BV898_08674
BV898_14160

XRCC6
UNC79
BV898_15454
BV898_11453
CUBN

CKAPS
BV898_01289
BV898_01481
NID2
BV898_10556
PHKG2
BV898_06508
BV898_03195
NAPRT
BV898_14663
BV898_10263
BV898_17776
ASTL
BV898_15254
sQSTM1
XRCC6
sQSTM1
BV898_12881
DDX49
BV898_09023
TMPRSS9
PPP1R12A
BV898_03475
BV898_01539
BV898_02573
LENG9
BV898_06926
DHRS11
BV898_05507
BV898_02623
BV898_04165
BV898_03260
BV898_10216
AP3S1

FABP7

LIG4
BV898_10301
RMND1
CHRNA3
PDPR
BV898_11839
BV898_10456
IGFALS
BV898_14160

0,75
0,73
0,73
0,73
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,70
0,66
0,65
0,64
0,62
0,62
0,61
0,59
0,58
0,57
0,57
0,56
0,55
0,55
0,55
0,55
0,54
0,53
0,52
0,52
0,52
0,51
0,51
0,50
0,50
0,49
0,49
0,49
0,48
0,48
0,48
0,47
0,46
0,46
0,44
0,44
0,44
0,43
0,42
0,41

4,57
3,57
5,09
5,14
6,79
3,14
3,76
2,20
2,58
3,70
3,31
3,20
4,93
3,63
2,15
2,82
2,93
4,01
2,95
3,30
4,30
3,83
4,81
2,87
3,76
2,39
3,04
2,33
4,83
3,74
4,57
3,23
3,44
2,05
3,87
3,32
2,51
2,82
2,56
5,55
3,79
4,56
4,44
2,54
2,69
2,21
3,44
4,21
2,42

1,68
1,66
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,64
1,62
1,58
1,57
1,56
1,54
1,54
1,53
1,51
1,50
1,49
1,48
1,47
1,47
1,46
1,46
1,46
1,45
1,44
1,44
1,44
1,44
1,43
1,42
1,42
1,42
1,41
1,40
1,40
1,40
1,40
1,39
1,39
1,38
1,37
1,36
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0QVv24526.1
OWA51658.1
0QVv13594.1
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0QVv16355.1
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0Qv14435.1
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OWA49778.1
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0QV11571.1;,0WA53076.1
0Qv13g73.1
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0Qvi1s613.1
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OWA52548.1
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0Qv13197.1
0Qv16687.1
0QVv18449.1
0QVv24286.1
0QVv25929.1
OWA50729.1
0Qv17882.1
0oQvi4121.1
0QVv22958.1
0QV24726.1
0Qv20756.1
0QV18363.1;0Qv22041.1
0Qv22628.1
0Qv24781.1
0Qv12189.1
0oQv21412.1
OWA50339.1
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OWA53314.1
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BV898_14147
BV898_11871
BV898_09767
BV898_10202
BV898_14383
BV898_17000
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BV898_15236
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BV898_03010
BV898_01318
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BV898_07566
BV898_03453
BV898_01371
BV898_13531
BV898_04621
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BV898_12399
BV898_07010
BV898_17749
BV898_01416
BV898_16415

CYP51A1
BV898_14190
PXDN

MRC1
BV898_17454
TOP3B

PLINS
BRWD1
BV898_03889
BV898_14315
PDIA4
BV898_08387
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CSTA
BV898_00200
EPX
BV898_14147
TGFBRAP1
TMEM63B
BV898_10202
DNASE1L3
TLL2
BV898_14883
BV898_12521
BV898_09198
PITPNA
PRDX1
PRSS55
BV898_15236
CTSB
BV898_11696
MRC2
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BV898_07566
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TRRAP
NOP53
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-1,21
-1,80
-2,18

2,31
2,33
2,84
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3,48
2,85
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2,34
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5,54
5,06
3,56
3,60
7,18
2,33
3,83
3,02
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2,14
4,09
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3,35
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7,04E-03
1,63E-03
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Il. _Résultats complémentaires

A. Caractérisation des propriétés de résistance de lI'espéece A.
antarcticus

Les résultats précédents ont montré qu'A. antarcticus était capable d'induire différentes
voies de réparation en réponse aux dommages créés par les rayonnements ionisants ou le
traitement a la bléomycine. Néanmoins, aucune donnée n’est actuellement disponible sur
la résistance de cette espece aux rayonnements ionisants. Afin de répondre a cette
question, j'ai soumis des individus adultes a des doses croissantes de rayonnements y
allant de 100 a 5000Gy (débit de dose de 14Gy/min) (n=4). J'ai ensuite évalué la viabilité
des tardigrades (sensibilité a la lumiere et mouvement des pattes) a 24, 48, 72 et 96h. Jai
réalisé en parallele le méme protocole avec H. exemplaris (Figure 1), comme comparaison.
Il avait été rapporté que H. exemplaris possédait une LD504gn de 4180Gy au rayonnements
Y (Beltran-Pardo et al. 2015).

Des doses de rayonnements y jusqu'a 1000Gy n’affectent pas la survie d’A. antarcticus
(Figure 1 A) (97% de survie) par rapport aux contréles (100% de survie) quel que soit le
temps post-irradiation. A partir de 2000Gy, la survie de A. antarcticus commence a diminuer
(par ex pour 2000Gy : 92% de survie a 24h et 86% a 96h). Pour 5000Gy, la survie a 24h est
de 89% et descend a 62% a 96h. Les doses utilisées ne sont pas suffisamment élevées pour
affecter le taux de survie d'A. antarcticus de plus de 50%. Une extrapolation de la LD504gn
nous a permis d'obtenir une valeur indicative située entre 5680Gy et 7680Gy (Figure 1 C).
En comparaison, H. exemplaris (Figure 1 B) est affecté des 500Gy et 72h post-irradiation
(Survie de 91% a 72h post-irradiation et 87% a 96h) en comparaison des controles (97% de
survie a 72h et 96h post-irradiation). L'impact négatif sur la survie augmente avec la dose
pour atteindre seulement 33% de survie a 24h a 2000Gy et 13% a 96h. A partir de 4000Gy,
la survie est nulle quel que soit le temps post-irradiation considéré. Ces résultats nous ont
permis d'estimer une LD504gn de 1440Gy pour H. exemplaris (Figure 1 C). Cette valeur est
tres différente de celle précédemment publiée de 4180Gy (Beltran-Pardo et al. 2015). Cela
pourrait étre d0 notamment aux différences de conditions expérimentales et a la difficulté
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de comparer les différentes études comme discuté dans l'introduction. Toutefois, nous
pouvons conclure que A. Antarcticus présente une bien plus grande résistance aux

rayonnements y que H. exemplaris.
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Figure 1: Taux de survie de (A) A. antarcticus et (B) H. exemplaris adultes apres exposition

a différentes doses de rayonnements y. Les barres d'erreur représentent les écarts types
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(n= 3 ou n=2), pour la courbe de survie a 4000Gy de A. antarcticus ; expériences avec 10

animaux). (C) Estimation de la LD504gh au rayonnement y pour les 2 especes.
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B. Séquencage de novo, assemblage et annotation du
génome d’A. antarcticus

Au méme titre que R. varieornatus et par sa résistance aux UV, a la dessiccation (Horikawa
et al. 2013), a la congélation (Tsujimoto et al. 2020), A. antarcticus pourrait s'avérer étre un
modele de tardigrade extémotolérant plus intéressant ou complémentaire a H. exemplaris.
Néanmoins, aucune donnée génomique ou transcriptomique n’est a ce jour publiée pour A.
antarcticus.

Afin d'avoir une vision globale des genes présents chez A. antarcticus et de pouvoir réaliser
des analyses de génomique comparative avec d'autres espéces dont les ressources
génomiques sont disponibles, mais aussi d'avoir a disposition des outils génomiques
robustes pour étudier des acteurs moléculaires d'intérét chez cette espéce, nous avons choisi
de séquencer et assembler de novo le génome d'A. antarcticus.

Pour cela, nous avons mis en place la culture de A. antarcticus au laboratoire en partant d'un
seul individu isolé et nous avons généré au bout de deux années d'élevage de larges
populations de ce tardigrade. Ainsi, nous avions assez de biomasse pour réaliser un
séquencage de qualité. Le séquencage a ainsi pu étre réalisé par Dovetail Genomics, a partir
de I'’ADN extrait de 80000 individus, pour s'assurer d'avoir une couverture et une profondeur
de lecture élevées qui facilitent I'assemblage du génome (263X de couverture des lectures).
Pour augmenter la précision et la contiguité des contigs assemblés, des longues lectures
avec un faible taux d'erreurs (longs reads PacBio HiFi de 15kB) ont été générées. Le
scaffolding des contigs a été amélioré par le protocole Hi-Rise qui utilise la fréquence des
contacts chromatinien de différentes régions et génere des paires de reads par ligation de
proximité (Protocole Omni-C comparable au Hi-C). Avec cette approche un assemblage avec
des scaffolds proches de I'échelle chromosomique a pu étre obtenu.

L'assemblage généré fait 170 Mpb et contient 2013 scaffolds, avec un L50 de 6 (Figure 1 A).
Cela signifie que les 6 contigs les plus longs couvrent 50% de la taille totale de I'assemblage.
Ces 6 premiers scaffolds ont des tailles voisines allant de 13817017pb a 15135999pb et

I'analyse de leur profil en k-mer (5mer) en analyse en composante principale montre des
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profils similaires, différent de la majorité du reste des scaffolds (Exemple en Figure 2 Bavec
les scaffolds 6 et 7). Les différences de profils d’ACP entre scaffolds indiquent que certains
contiennent des séquences contaminantes. Quelques rares scaffolds ont toutefois un profil
en k-mer comparable aux 6 premiers scaffolds, suggérant qu'ils contiennent probablement
des séquences d'A. antarcticus pas encore parfaitement assemblées.

Ces 6 scaffolds contenant plus de 50% de l'information génétique de I'assemblage, de tailles
similaires et avec des profils différents nous suggerent qu'ils pourraient étre assemblés a un
niveau proche de I'échelle chromosomique, en accord avec le fait que A. antarcticus possede
6 chromosomes (n=6) (Altiero et al. 2015). Toutefois, des caractérisations supplémentaires,
comme la comparaison de la conservation de la synténie avec d'autres génomes de
tardigrades proches et de bonne qualité comme celui d'H. exemplaris permettraient de
confirmer cela.

L'assemblage contient aussi une part non négligeable de contaminations issues de I’"ADN
d’'organismes procaryotes (Données supplémentaires: contamination par Scaffold sélection
contigs). Par comparaison de séquences a la base de données nr de NCBI, certains scaffolds
montrent jusqu'a 100% de similarité avec des séquences bactériennes. Les 6 premiers
scaffolds ont été identifiés comme contenant entre 9 et 13% de séquences bactériennes. Par
conséquent, une méthode de filtrage des scaffolds contaminés sur la base de ces données
reste a faire afin d'éliminer les scaffolds entierement bactériens de I'assemblage.
L'évaluation quantitative de la complétude du génome a été réalisée avec le programme
BUSCO sur la base de données eucaryote (Figure 2 C) et indique que le génome d’A.
antarcticus est complet a 93% avec un nombre de séquences dupliquées aux alentours de
30%. La complétude de ce nouveau génome est supérieure a ce qui a déja été publié pour
H. exemplaris, qui n'a toutefois que peu de duplication. Le taux élevé de duplication obtenu
est sans doute dU a des séquences assemblées plusieurs fois sur différents scaffolds plutot
gu'a une réalité biologique.

Nous avons également réalisé une annotation du génome qui prédit 13372 séquences
codantes chez A. antarcticus, toutefois le nombre de genes présents chez H. exemplaris est
de l'ordre de 20000 (Yoshida et al. 2017), ainsi il est probable que |'annotation soit

incomplete. En effet, lorsque nous recherchons certains genes d'intérét comme AaDsup dans
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I'annotation, nous ne le trouvons pas alors qu'il est retrouvé par comparaison de séquence
avec la méthode de Blast (Figure 3). Nous devons donc affiner la stratégie de prédiction de
gene afin de prédire plus de genes et notamment les genes uniques aux tardigrades que
nous avons identifiés comme surexprimés suite a lirradiation dans notre analyse

transcriptomique.

BUSCO Assessment Results
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Figure 2 : (A) Métriques du génome de Acutuncus antarcticus. (B) Analyse en composantes
principales selon les variables 1 et 2 (gauche) et 1 et 3 (droite) de I'analyse en 5mer des
scaffolds apres fragmentation en morceaux non chevauchants de 5kpb. Chaque point rouge

représente un fragment de 5kb parmi I'ensemble du scaffold et chaque point noir représente
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un fragment de 5kb parmi I'ensemble de I'assemblage. Les points noirs ont été affichés en

transparence afin de montrer les différences de densité entre le scaffold considéré (rouge)

et la distribution de I'assemblage (noir). (C) Résultats de |'évaluation des BUSCOs (base de

données eucaryotes) pour le génome de A. antarcticus (Aa_Genome) en comparaison du

génome déja publié de H. exemplaris (He_Genome).

C. Un homoloque de Dsup chez A. antarcticus
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Figure 3: Alignement de séquences obtenu avec T-COFFEE, (Version 11.00) de la protéine
Dsup de R. varieornatus (RvDsup) et de ses orthologues putatifs de H. exemplaris (HeDsup)
et A. antarcticus (AaDsup) ("*" indique un résidu parfaitement conservé " :" et "." indiquent
des résidus appartenant a des groupes respectivement avec des propriétés fortement ou
faiblement similaires). Les éléments rose foncé sont tres fiables, tandis que les éléments
bleus foncés et verts ne sont pas fiables d'apres la base de données de T-Coffee. Les

éléments encadrés sont soit des domaines conservés, se référer a la légende pour la

signification des couleurs.

1. Identification d’'un homologue de Dsup chez A. antarcticus

A partir du génome assemblé de A. antarcticus nous avons identifié une protéine homologue
de RvDsup (29% d'identitée) et de HeDsup (31% d’'identité). HeDsup avait été initialement
identifié sur la base d'une homologie faible avec RvDsup (26.4% d'identité) (Hashimoto et
Kunieda, 2017) puis par analyse de la synténie (Chavez et al, 2019).

L'alignement des 3 protéines sur T-Coffee, montre que AaDsup possede des régions
conservées, qui correspondent a des domaines fonctionnels décrits pour RvDsup et HeDsup,
avec la conservation du domaine de liaison aux nucléosomes HMGN et la présence d'une
séquence de localisation nucléaire en région C-Terminale de la protéine (Minguez-Toral et
al. 2020, Chavez et al. 2019). D'autres domaines conservés mais dont on ne connait pas la
fonction sont retrouvés (encadrés en gris/noir) et pourraient étre des régions importantes
pour l'activité de liaison a I'ADN / protectrice de Dsup. Nous avons identifié la présence d'un
motif trés conservé entre les 3 protéines, déja décrit comme conservé entre HeDsup et
RvDsup, que nous avons nommé KEK domain (Figure 3 : tres forte conservation entre

RvDsup et HeDsup, et moins avec AaDsup).

2. HeDsup et AaDsup se localisent dans le noyau en cellules humaines
U20S

Afin de voir si tout comme RvDsup (Hashimoto et al. 2016), HeDsup et AaDsup se localisait
bien dans le noyau , nous avons transfecté un plasmide exprimant la protéine de fusion
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HeDsup-EGFP et AaDsup-EGFP en cellules humaines en culture (U20S). Au bout de 48h, on
observe une localisation nucléaire (colocalisation Hoechst / GFP) de toutes les protéines

transfectées, par immunofluorescence, apres avoir immunomarqué la GFP avec un anticorps

anti-GFP (Figure 4 A).
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Figure 4 : Diminution du nombre de foyers yH2AX formés dans les noyaux de cellules
humaines en culture transfectées avec un plasmide codant pour RvDsup-GFP, HeDsup-
GFP ou AaDsup-GFP. (A) Analyse de la localisation subcellulaire des protéines de fusion
Dsup-GFP (R.varieronatus (RvDSup), H. exemplaris (HeDsup), A. antarcticus (AaDsup)) par
microscopie confocale a fluorescence. Les plasmides d'expression des protéines indiquées
ont été électroporés dans des cellules U20S. 2 jours plus tard, les cellules transfectées ont
été traitées avec 10ug.ml-1 de bléomycine pendant 1 heure, fixées avec une solution PFA
PBS a 4% pendant 1h, immunomarquées avec des anticorps poulet anti-GFP et souris anti-
yH2AX. Un minimum de 580 noyaux ont été comptés pour chaque condition expérimentale
selon une méthode décrite en détail en matériel et méthode complémentaire. (B)
Représentation en violin plot de la distribution du nombre de foyers yH2AX par noyau pour
une experience représentative (n=3). Le comptage des foci a été effectué sur des lignées
cellulaires U20S électroporées avec un plasmide exprimant la protéine EGFP seule (contréle)
ou une fusion du gene Dsup et de la GFP (Dsup-GFP) apres un traitement a la bléomycine
de 10pg.ml-1. Dsup de R. varieornatus décrite a I'origine est nommé RvDsup tandis que
HeDsup et AaDsup se réferent respectivement aux orthologues putatifs retrouvés chez H.

exemplaris et A. antarcticus ****P<0.0001 (test de Kruskal-Wallis).

3. HeDsup et AaDsup diminuent le nombre de foyers yH2AX en cellules
humaines apres traitement a la bléomycine

Nous avons également voulu vérifier si HeDsup et AaDsup conferent une tolérance aux stress
génotoxiques aux cellules humaines comme RvDsup (Hashimoto et al. 2016). Pour ceci nous
avons regardé si |'expression transitoire de ces protéines avait un impact sur le nombre de
foyers yH2AX dans les noyaux de cellules humaines traitées a la bléomycine. Apres
transfection des plasmides Dsup-GFP de chacune des 3 especes ou du plasmide exprimant
la GFP seule, nous avons traité les cellules avec 10pg/mL de bléomycine pendant 1 heure.
Cela nous a permis de visualiser par immunofluorescence le nombre de foyers yH2AX au
niveau nucléaire dans les cellules exprimant les différentes protéines Dsup. Comme montré
dans la figure 4 B, HeDsup et AaDsup diminuent significativement le nombre de foyers

YH2AX, au méme titre que RvDSup (médiane <= 6 foyers / noyau) en comparaison du
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controle GFP (médiane de 34 foyers/noyau). Cette activité, renforce I'hypothése d'orthologie
de AaDsup et HeDsup avec RvDsup.
En conclusion, nous avons identifié un orthologue potentiel de RvDsup chez A. Antarcticus

et validé en cellules humaines I'activité de HeDsup, étudiée jusqu'alors seulement in vitro.

4. Caractérisation de l'effet protecteur des mutants de RvDsup en

cellules humaines (en cours)
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Figure 5: Alignement de séquences obtenu avec T-COFFEE, Version 11.00 de la protéine
Dsup de R. varieornatus (RvDsup) et du mutant que nous avons congu pour le tester.
RvDsupAHMGN1 est supprimé du domaine HMGN1 ; RvDsupAKEK est supprimé du
domaine KEK conservé, tandis que RvDsup mutE KEK et RvDsup mutE KEK contiennent
respectivement une substitution K > E et K > A du domaine KEK. Les cadres cyan indiquent
les régions mutées de chaque mutant testé. (" * " indique un résidu entierement conserveé ;

":"et"."indiquent des sites appartenant a des groupes présentant des propriétés similaires

fortes et faibles, respectivement). Les régions rose foncé sont tres fiables, tandis que les

régions bleus et verts sont peu fiables d'aprées la base de données de T-Coffee.

Pour caractériser le mécanisme d'action de RvDsup nous avons réalisé des mutants des
domaines fonctionnels identifiés (Figure 5) et décrits plus haut en Figure 3. Les mutants
réalisés sont :
- RvDsup avec une délétion du domaine HMGN de liaison aux nucléosomes
- RvDsup avec une délétion du premier motif conservé nommé KEK domain sur la
Figure 3
- RvDsup avec une mutation des acides aminés K en A

- RvDsup avec une mutation des acides aminés K en E

Avec ces mutants nous souhaitons tester si le domaine HMGN1 de liaison au nucléosome et
le domaine conservé "KEK domain” est important pour la fonction protectrice de RvDsup.
Des mutants similaires ont été produits pour HeDsup et AaDsup, afin de tester les mémes

hypothéses.

Les expériences de caractérisation de I'effet protecteur des mutants en cellules humaines est

en cours.
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lll. Matériel et méthode complémentaire : séquencage

et assemblage du génome d’Acutuncus antarcticus

A. Préparation des échantillons et séquencage du génome

d’'Acutuncus antarcticus

~80 000 specimens d'A. antarcticus a |'état actif ont été culotés en tube eppendorf 1,5mL
et congelés a -80°C avec le minimum d’eau puis envoyés a Dovetail Genomics LLC (Scotts
Valley, Californie, Etats-Unis) qui ont réalisé la lyse, I'extraction d’ADN, le contréle qualité,

la préparation des banques et le séquencgage PacBio CLR.
B. Assemblage de novo du génome d’'Acutuncus antarcticus

et annotation

1. Assemblage

Au total 26,3 gigabases de paires de reads ont été générés par séquencage et utilisées
avec I'assembleur WTDBG2 v2.5 avec les paramétres suivants :

Taille de génome : 0,1g

Longueur minimum des reads : 20000

Longueur minimum d'alignement : 8192

Réalignement autorisé avec l'option -R

Le type de lecture (read) a été programmé avec l'option -x sq

Des comparaisons entre I'assemblage réalisé par WTDBG?2 et la base donné nt de NCBI ont
été faites par blast et données a blobtools v1.1.1 pour identifier les contigs contaminés
(bactéries, plantes, champignons) et les éliminer de I'assemblage. Le programme

purge_dups v1.2.3 a été utilisé pour retirer les haplotigs et les contigs redondants.
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2. Annotation

Les familles de répétitions présentes dans les assemblages du génome d'Acutuncus
Antarcticus ont été identifiées de novo et classées a I'aide du logiciel RepeatModeler
(version 2.0.1). RepeatModeler est dépendant des programmes RECON (version 1.08) et
RepeatScout (version 1.0.6) pour l'identification de novo des répétitions dans le génome.
La banque de répétitions personnalisée obtenue de RepeatModeler a été utilisée pour
détecter, identifier et masquer les répétitions dans le fichier d'assemblage en utilisant
RepeatMasker (version 4.1.0). Les séquences codantes d'Hypsibius exemplaris et de
Ramazzottius varieornatus ont été utilisées pour entrainer le modeéle ab initio initial pour
Acutuncus Antarcticus en utilisant le logiciel AUGUSTUS (version 2.5.5). Six cycles
d'optimisation de la prédiction de géne ont été effectués avec le logiciel fourni par
AUGUSTUS. Les mémes séquences codantes ont également été utilisées pour entrainer un
modele ab initio distinct pour A. antarcticus en utilisant SNAP (version 2006-07-28). Les
lectures RNAseq du transcriptome d'A. antarcticus ont été mappées sur le génome a l'aide
du logiciel STAR aligner (version 2.7) et des indicateurs d'introns (intron hints) ont été
générés avec les outils bam2hints du logiciel AUGUSTUS. MAKER, SNAP et AUGUSTUS
(grace aux limites intron-exon générées grace au RNA-Seq) ont ensuite été utilisés pour
prédire les genes dans le génome de référence d'ou les répétitions avaient été masquées.
Pour aider a guider le processus de prédiction, les séquences peptidiques Swiss-Prot de la
base de données UniProt ont été téléchargées et utilisées conjointement avec les
séquences protéiques de Hypsibius exemplaris et R. varieornatus pour générer des preuves
peptidiques (peptide evidence) dans le pipeline Maker. Seuls les génes prédits a la fois par
les logiciels SNAP et AUGUSTUS ont été retenus dans les sets de genes finaux. Pour aider a
évaluer la qualité de la prédiction des genes, des scores AED ont été générés pour chacun
des genes prédits dans le cadre du pipeline MAKER. Les genes ont été caractérisés pour
leur fonction putative en effectuant une recherche BLAST des séquences peptidiques dans
la base de données UniProt. Les ARNt ont été prédits a I'aide du logiciel tRNAscan-SE

(version 2.05).
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C. Préparation des banques Omni-C et séquencage Hi-C

Les contigs ont été regroupés par scaffold grace a la méthode de Hi-C

La banque Omni-C a été préparée en utilisant le kit DovetailTM Omni-C™ et le protocole

du fabricant.

Pour chaque banque Dovetail Omni-C, la chromatine a été fixée dans le noyau avec du
formaldéhyde puis extraite. La chromatine a ensuite été digérée avec la DNAse | et les
extrémités ont été réparées puis liguées a un adaptateur biotinylé. Les adaptateurs
biotinylés a proximité I'un de l'autre ont été ligués (ligation de proximité) puis le
crosslinking a été défait et I'ADN purifié. L'ADN purifié a été traité de maniere a retirer la
biotine qui n'était pas dans les fragments ligués. Les banques ont été générées en utilisant
le kit NEBNext Ultra enzymes et des adapteurs lllumina compatibles. Les fragments liés a la
biotine ont été isolés grace a des billes de streptavidine, puis chaque banque a été enrichie
par PCR. Les banques ont été séquencées sur un séquenceur lllumina HiSegX, avec des

séquences ayant une couverture d'environ 30X.

D. Regroupement en scaffold de |'assemblage avec le

protocole HiRise

Pour le scaffolding, le protocole HiRise a été utilisé avec des reads MQ>50. Ce protocole a
été réalisé spécifiguement pour assembler des contigs en scaffolds a partir de données de
séquencage issues de ligations de proximité (Putnam et al., 2016). L'assemblage De novo
généré par WTBG2 et la banque Omni-C ont été utilisés pour le protocole. Les séquences
de la banque Omni-C ont été alignées a I'assemblage issu de WTBG2 grace au programme

bwa (https://github.com/Ih3/bwa). Les paires de lectures Omni-C qui ont mappé sur les
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scaffolds ont été analysées par HiRise afin de définir un modele de vraisemblance pour
évaluer les distances entre paires de lectures. Ce modele a éteé utilisé pour identifier et
éliminer les points de contacts erronés, repérer des points de contact potentiels et les

scorer afin de récupérer ceux qui satisfont les seuils de sélection requis.
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Troisieme chapitre : Discussion

A I'heure actuelle, beaucoup de questions restent a élucider concernant la réponse des
tardigrades aux dommages a I’ADN. Le domaine reste peu étudié et il est tres probable que
les tardigrades aient acquis d'autres systemes de protection et/ou de réparation que ceux
décrits auparavant.

Par ailleurs, les études sur le tardigrade A. antarcticus sont tres limitées, et les seules publiées
s'intéressent a sa tolérance aux UV (Giovannini et al., 2018) et leur capacité antioxydantes
face a la dessiccation (Giovannini et al, 2022). Aucune donnée génomique ou

transcriptomique n’est pour le moment publiée chez cette espece.

L'objectif de ce travail de recherche était d'avoir une vision d’ensemble sur l'importance de
la protection et de la réparation de 'ADN chez les tardigrades, d'identifier des candidats
potentiels uniques chez ces derniers et tester s'ils induisent une réduction des dommages
de I'ADN dans des cellules humaines a la suite de stress génotoxiques.

Nous avons également souhaité caractériser la tolérance de A. antarcticus aux rayonnements
ionisants et produire un génome annoté de qualité suffisante afin de posséder les outils
génomiques qui nous permettraient de mieux caractériser les acteurs impliqués dans la

tolérance aux stress génotoxiques de cette espece.

Je discuterai dans un premier temps de I'impact des rayonnements ionisants sur le génome
de H. exemplaris ainsi que la cinétique de réparation qui se met en place suite aux cassures
générées dans son ADN, puis de la réponse globale aux dommages de I'ADN chez nos 3
especes.

Dans un second temps, je discuterai du réle de TDR1, géne unique aux tardigrades impliqués
dans la réponse aux dommages a I'’ADN, et proposerai des approches complémentaires pour

approfondir la compréhension de sa fonction.
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Dans un troisieme temps, je discuterai de la forte tolérance d'A. antarcticus aux
rayonnements ionisants en comparaison de H. exemplaris puis du nouvel orthologue
potentiel de Dsup découvert chez cette espece.

Enfin, j'aborderai des questionnements plus généraux sur la survie et la forte tolérance des
tardigrades. Puis je finirai sur les perspectives soulevées par ce travail de recherche et une

conclusion générale.

. La réponse aux dommages de I'’ADN chez les

eutardigrades

A.Impact des rayonnements ionisants sur le génome de

H. exemplaris et cinétique de réparation de I’ADN

Ces travaux montrent qu’en réponse a des doses élevées de rayonnements ionisants (100
Gy et 1000 Gy de rayonnements y), H. exemplaris subit des CSB dans son ADN détectée des
30 minutes post-irradiation en électrophorese sur gel d'agarose en conditions dénaturantes.
Pour une dose de 1000Gy, on observe I'apparition d'un smear sur le gel et la perte de la
bande majoritaire de haut poids moléculaire (>20kb) qui correspond a I'ADN génomique.
Une bande minoritaire plus discrete est présente entre 10 et 20kb et suit la méme cinétique
de disparition / réapparition que la bande majoritaire. L'origine de cette bande est inconnue,
mais pourrait éventuellement étre d’'origine mitochondriale.

Ce phénomene est maximal entre 4h30 et 8h post-irradiation, puis diminue a partir de 24h
pour atteindre un aspect comparable au contréle au bout de 72h. L'analyse de la taille des
fragments d’ADN simple brin a 30 min post-irradiation nous permet d'estimer qu'ily a 1
CSB tous les 10-20kb chez H. exemplaris.

Les résultats obtenus aux deux doses de rayonnements montrent une tendance similaire,
mais le phénomene de dégradation est moins visible a 100Gy qu’a 1000Gy, suggérant un
effet de dégradation dose-dépendant de la dose de rayonnement utilisée.
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En conclusion, H. exemplaris subit un nombre de cassure massif dans son ADN suite a
I'exposition a de fortes doses de rayonnements y et semble réparer completement son ADN

entre 24h et 72h post-irradiation.

En mesurant les CDB en faisant migrer I'ADN de H. exemplaris post-irradiation sur gel
d'agarose en condition native, on n‘observe pas de dégradation de I'ADN. Ces résultats
semblent étre en contradiction avec l'impact connu des rayonnements y sur I'’ADN.
Néanmoins, avec un taux de CDB équivalent a ce qui a été mesuré dans des cellules
humaines, pour une dose de 1000 Gy, on s'attendrait a induire une CDB/200 kpb. La taille
des fragments induits avec ce taux de CDB ne peut pas étre résolue dans le gel d'agarose
utilisé. De plus, I'extraction d’ADN, en elle méme, produit une fragmentation de I’ADN et
dans les conditions actuelles, les fragments obtenus sont de taille bien inférieurs a 200 kpb
pour des animaux non-irradiés. En ce sens, il serait intéressant nécessaire d'essayer de faire
une électrophorese en champ pulsé pour détecter la présence de CDB. Une exposition a
des doses élevées de rayonnements y chez le rotifere A. vaga montre I'apparition de CDB
apres migration de leur ADN génomique par électrophorese en champ pulsé (Gladyshev and
Meselson, 2008).

Quoi qu'il en soit, nous avons détecté indirectement I'apparition de CDB dans I'ADN en
utilisant un anticorps dirigé contre la protéine yH2AX de H. exemplaris qui est phosphorylée
en réponse a l'apparition de ce type de cassures. Apres irradiations aux mémes doses de
rayonnements ionisants de H. exemplaris et extraction protéique des individus irradiés, une
phosphorylation du variant d’'histone est détectée par immunoblot des 30 min post-
irradiation, avec une réponse maximale entre 4h30 et 8h post-irradiation et une diminution
du marquage progressive dées 24h post-irradiation. La diminution du marquage yH2AX
signifie qu'il y a une diminution du nombre de CDB avec le temps et suggere que H.
exemplaris exhibe une réponse de réparation aux CDB, qui se traduit par une
phosphorylation H2AX suite a une fragmentation de son génome.

La cinétique de réparation semble indiquer que H. exemplaris peut survivre pendant
plusieurs heures (réparation complete entre 24 et 72 post-irradiation) avec de nombreuses

CDB dans son génome.
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La cinétique de phosphorylation de H2AX est similaire a la cinétique de réparation des
dommages dans I'’ADN de H. exemplaris. Ainsi, nous montrons pour la premiere fois que H.
exemplaris survit et répare '’ADN endommagé par les rayonnements gamma et qu'une partie
des dommages réparés passe par les voies de réparation des CDB avec la phosphorylation

du variant d'histone H2AX.

B. Une réponse conservée aux cassures double-brin chez

les tardigrades

Apres avoir montré que H. exemplaris subissait et réparait les dommages induits dans son
génome par des rayonnements y, nous avons voulu regarder globalement |'expression
génique. Les 3 especes de tardigrades traitées aux rayonnements y ou a la bléomycine
montrent une surexpression massive de nombreux genes de réparation des cassures double
brin en réponse aux deux types de traitements. Cette réponse transcriptomique est corrélée
chez H. exemplaris a une réponse protéique similaire, renforgant les résultats obtenus dans
I'analyse différentielle des transcriptomes. La discussion suivante est basée sur des données
de transcriptomiques dans lesquelles les transcrits sont identifiés par homologies de
séquence. Ainsi, j'ai conscience que les hypotheses émises sur I'absence de certains acteurs
de la réparation sont a prendre avec précaution et nécessitent confirmation par I'étude de
génomes complets ou des expériences de biologie fonctionnelle directement sur les

tardigrades.

1. Une surexpression massive et conservée des genes du c-NHEJ

Nos données montrent la surexpression de nombreux genes du c-NHEJ. En particulier, on
observe une forte surexpression des genes XRCC5 et XRCC6 en réponse aux stress
génotoxiques induits chez nos 3 especes. Ces deux genes du c-NHEJ codent pour les
protéines Ku80 et Ku70, qui forment un hétérodimere essentiel pour stabiliser les extrémités

de la CDB. La surexpression de ces protéines a été confirmée par I'analyse d'extraits
138



protéiques d'H. exemplaris irradiés a 1000Gy ou traités a la bléomycine. Cette analyse a été
réalisée par immunoblot avec des anticorps que nous avons générés spécifiquement pour
cibler les protéines Ku70 et Ku80 de H. exemplaris. L'enzyme de libération des extrémités
PNKP est également surexprimée chez les 3 especes. Enfin la Ligase 4 qui permet la ligation
des extrémités dans la derniere étape du c-NHEJ montre elle aussi une forte surexpression.
Dans le cas des CDB provoquées par irradiation, le traitement des extrémités endommagées
par PNPK ou par Artemis peut induire des mutations dans le génome, ainsi cela signifie que
le recours massif au c-NHEJ chez le tardigrade pourrait donner lieu a l'apparition de
mutations dans le génome de ces animaux. Par conséquent, il est possible que les animaux

irradiés, bien qu'ils réparent leur ADN, soient affectés sur le long terme.

En effet, la perte éventuelle de genes importants pourrait diminuer leur adaptation et celle
de leur descendance. Cette hypothese pourrait étre testée en séquencant la descendance

pour évaluer le taux de d'indel en comparaison de colonies normales.

2. Une réponse aux CDB conservée pour les acteurs essentiels de

la RH et du MMEJ mais pas des génes de la résection

La recombinase RAD51, protéine caractéristique de la RH qui permet I'invasion du brin
homologue, est surexprimée chez les 3 espéces en accord avec ce qui avait été montré en
expression protéique chez M. inceptum, un eutardigrade de |'ordre Apochela (Beltran-Pardo
et al., 2013b). L'histone Macro-H2A1 est également fortement surexprimée. Il a été montre
que cette histone réprime I'ouverture de la chromatine et favorise la RH (Khurana et al. 2014).
Toutefois, la protéine BRCA2 semble absente chez les tardigrades. Ce médiateur central de
la RH, est essentiel pour stabiliser la recombinase RAD51 au niveau du site de cassure (Shahid
et al,, 2014). Son absence pourrait suggérer |'existence d'autres acteurs de recrutement de

Rad51 chez les tardigrades.

Nos résultats montrent une forte surexpression du gene POLQ chez les 3 espéces. Cette

protéine joue le role de polymérase-hélicase et est un acteur central du MMEJ (Mateos-
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Gomez et al. 2015). Néanmoins la Ligase 3, acteur majeur de cette voie, est absente chez les
tardigrades. Son absence pourrait toutefois étre supplée par la ligase 1 qui elle est largement

sur-exprimée dans les 3 especes en réponse aux dommages induits.

MRE11, protéine du complexe MRN impliquée dans l'initiation de la résection montre une
forte surexpression chez A. antarcticus et P. fairbanksi, mais pas chez H. exemplaris. SiMRE11,
joue un role dans la radiotolérance des tardigrades, alors I'absence de surexpression de
MRE11 chez H. exemplaris pourrait éventuellement expliquer sa plus faible tolérance aux
rayonnements gamma par rapport a celle de A. antarcticus. Une hypothese similaire avait
d‘ailleurs été suggérée avec l'exemple de R. varieornatus qui est plus résistant que H.
exemplaris aux UV et a la dessiccation que H. exemplaris. Les auteurs avaient suggéré que
cela pourrait en partie s'expliquer par le fait que MRE11 est présent en 4 copies chez R.
varieornatus contre une seule chez H. exemplaris (Hashimoto et al. 2016; Yoshida et al. 2017;
Carrero et al,, 2019).

La protéine NBS1, aussi impliquée dans le complexe MRN, n'est retrouvée chez aucun des
tardigrades étudiés, ni dans les données génomiques publiées d'autres tardigrades. Cela
pourrait suggerer que NBS1 est remplacé par un autre acteur dans le complexe MRN.
Néanmoins, c'est aussi possible qu'il existe bien une protéine NBS1 chez les tardigrades mais
que sa séquence n'est pas suffisamment conservée pour étre identifiée par BLAST. Dans ce
sens, une protéine NBS1 a bien été caractérisée chez C. elegans. Cette protéine interagit bien
avec MRE11 et RAD50 mais son homologie de séquence avec les protéines NBS1 identifées
précédemment n'est pas suffisante pour une identification par BLAST. La protéine Rad50,
dernier acteur du complexe, est retrouvée mais n'est surexprimée chez aucune des 3
especes. Cette divergence entre la surexpression de MRE11 et Rad50, ainsi que |'absence de
NBS1 interroge sur le fonctionnement et le role de ce complexe dans la réponse aux
dommages.

CtIP joue également un role crucial dans la résection et interagit avec MRN. Bien que présent
chez tous les eucaryotes, ce gene avait été décrit comme absent chez H. exemplaris et R.
varieornatus (Kamilari et al., 2019). Cependant, nous avons trouvé un homologue putatif

fortement surexprimé aux stress génotoxiques induits chez H. exemplaris. Un homologue est
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également retrouvé chez A. antarcticus et P. fairbanksi, mais il n'est pas surexprimé en
réponse aux stress que nous avons induits. Enfin, nous avons trouvé un homologue dans le
génome publié de R. varieornatus. Bien qu'elle soit forte, 'homologie de séquence entre ces
protéines et le CtIP de C. elegans (Sae2), D. melanogaster ou H. sapiens est limitée a un
domaine caractéristique de CtIP (Sae2/RBBP8 domain), ce qui pourrait expliquer les
difficultés pour identifier cette protéine chez les tardigrades. Il serait nécessaire
d'approfondir les études sur ce gene afin de confirmer ou non I'orthologie entre ce géne et
CtIP.

De maniere générale, des études fonctionnelles pourraient apporter des réponses plus
concretes quant a I'importance de chaque acteur mentionné précédemment dans la réponse
aux CDB chez les tardigrades. Par exemple en isolant et identifiant les partenaires des
protéines par Co-IP et spectrométrie de masse et en comparant la radiotolérance de lignées

de tardigrades KO pour ces genes grace au systeme CRISPR/Cas9.

141



3. Réparation des cassures simple brin chez les tardigrades

Les génes du BER XRCC1, Lig1, PARP2 et PARP3 sont également surexprimés dans toutes les
conditions testées et chez les 3 especes. Les rayonnements ionisants génerent des clusters
de sites apurinique/apyrimidique (ou site AP) avec un ratio de 1 DSB pour 1,5 cluster de sites
AP en cellules de mammiféres (Sutherland et al., 2003) et il est attendu que le BER soit
impliqué dans leur réparation (Robertson et al., 2009). Cela suggere que les dommages aux

bases et les CSB sont bien réparés par le mécanisme du BER chez les tardigrades.

D'autre part, RNF146 est communément et fortement surexprimée en réponse aux
dommages induits. Il a été montré que cette E3 ubiquitine ligase poly(ADP-ribose)
dépendante de (PAR) (aussi appelée Iduna) facilitait la réparation de I'’ADN par excision des
bases alkylées, probablement par I'association (PAR)-dépendante et I'ubiquitination
d'acteurs clés tels que PARP1, PARP2, XRCC1 et I'ADN ligase 3 chez I'Homme qui permet de
les envoyer vers la voie du protéasome pour dégradation (Kang et al., 2011). On pourrait
faire I'nypothese que la surexpression de RNF146 pourrait s'expliquer par la nécessité d'un
fort turn-over de protéines de réparation pour traiter le grand nombre de cassures de I'’ADN.
Ainsi ce fort turn-over permettrait de moduler I'accés aux sites de cassures aux différents
acteurs de la réparation, en libérant au fur et a mesure les sites pour laisser la place aux

acteurs suivants des voies de réparation.

4. Absence de la protéine ATM: quelles voies de détection des

CDB?

En amont de ces voies, l'initiation de la réponse aux dommages double-brin semble étre
différente chez les tardigrades, en raison de I'impossibilité d'identifier un homologue d’ATM
chez ces derniers. Cette kinase, normalement recrutée par le complexe MRN, joue un rdle
dans la régulation de la réponse aux CDB en phosphorylant des cibles, comme H2AX en
YH2AX, qui participent au recrutement d'autres protéines de la réparation et de contrdle du

cycle cellulaire.
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Pourtant, cette absence d’ATM est contradictoire avec la réponse aux CDB médiée par la
phosphorylation de yH2AX chez H. exemplaris et I'accumulation de la protéine Macro-H2A1.
En effet, il a été montré que Macro-H2A1 était dépendante de l'activité de ATM en cellules
humaines (Khurana et al. 2014). Cela pourrait indiquer I'existence d'un ATM tres divergent
chez les tardigrades et/ou l'existence de voies de régulations de la réponse aux CDB
différentes chez les tardigrades comme un remplacement par la kinase ATR, une autre kinase

impliquée dans la détection des dommages a I'’ADN.
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C. Des géenes uniques aux tardigrades pour pallier aux

dommages

Parmi tous les genes surexprimés de maniere commune chez les 3 espéces, il y a 108 genes
pour lesquels nous n'avons retrouvé aucun homologue chez C. elegans, D. melanogaster ou
chez 'Homme. Ce qui suggere que nombre d'entre eux sont des genes uniques aux
tardigrades et pourraient jouer un réle dans la tolérance des tardigrades aux rayonnements
ionisants. Certains sont des genes de tardigrades déja caractérisés comme I'AMNP
(«Anhydrobiosis-related Mn-dependent peroxidase»). Cette protéine fait partie d'une
famille de peroxydases uniques aux tardigrades présente chez les deux classes de
tardigrades (Eutardigrada et Heterotardigrada). Elle a été initialement découverte chez R.
varieornatus en analysant les genes communément surexprimés en réponse a I'anhydrobiose
et aux UVC (Yoshida et al., 2022). Sa surexpression chez nos 3 especes suggere
éventuellement qu'elle pourrait aussi avoir un réle dans la détoxification aux ERO induits par

les rayonnements ionisants ou la bléomycine.

Parmi les candidats potentiels impliqués dans la tolérance aux dommages a I'ADN, nous
avons identifié un géne inconnu tres surexprimé en réponse aux rayonnements y chez les 3
especes, il est également surexprimé dans les transcriptomes réalisés en réponse a la
bléomycine (H. exemplaris / A. antarcticus). Ce géne est le plus surexprimé des genes
inconnus dans quasiment toutes les conditions et toutes especes confondues.

Nous l'avons nommé TDR1 (pour Tardigrade DNA Damage Response 1). La forte
surexpression d'’homologues conservés de HeTDR1 (TDR1 de H. exemplaris) chez A.
antarcticus et P. fairbanksi nous a conduit a penser que ces genes sont des orthologues, qui

prennent respectivement le nom de AaTDR1 et PfTDR1.
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1. TDR1, un gene présent chez les eutardigrades de I'ordre

Parachela

En plus d'étre présent chez les 3 especes étudiées, on retrouve TDR1 chez tous les
tardigrades de |'ordre Parachela dont les données génomiques et transcriptomiques sont
disponibles publiquement, sauf chez R. varieornatus. Son absence chez ce dernier pourrait
toutefois provenir d'un génome incomplet et des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer sa réelle absence. Nous n'avons pas trouvé de trace
d’homologues de ce gene chez les hétérotardigrades de |'ordre Echiniscoidea (E. sigismundi
et E. testudo). Sur la base de ces données, TDR1 semble étre conservé tant chez les super-
familles Macrobiotoidea que Hypsibiodea. Cela pourrait suggérer que ce gene est apparu
chez les Parachela, et si son absence est avérée chez R. varieornatus, cela pourrait
éventuellement provenir d'une perte secondaire.

Des recherches supplémentaires seraient nécessaires pour confirmer son existence chez
I'autre ordre des eutardigrades. Nous n'avons pas identifié pour le moment la présence de
TDR1 chez M. inceptum (Milnesiidae), seul Apochela dont les données transcriptomiques

sont publiées a I'heure actuelle.

2. HeTDR1 se localise dans le noyau des tardigrades et interagit

avec I’ADN in vitro

En injectant chez H. exemplaris un plasmide exprimant HeTDR1-GFP sous promoteur de
I'actine de H. exemplaris (HeActin), en microscopie confocale a épifluorescence on observe
une localisation de HeTDR1-GFP au niveau nucléaire avec une expression majoritairement
musculaire comme attendu en raison de la spécificité pour les cellules musculaires du
promoteur HeActin utilisé. Cette localisation spécifiquement nucléaire de la protéine TDR1
est retrouvée en cellules humaines par expression transitoire de plasmides codant pour
TDR1-GFP sous promoteur CMV. Ce résultat est systématiquement retrouvé pour tous les

TDR1 testés (ceux de H. exemplaris, A. antarcticus, P. richtersi et R. coronifer). Cette
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localisation renforce I'idée que TDR1 interagit avec I'’ADN et pourrait avoir un réle dans la

tolérance aux dommages a I’ADN chez les tardigrades.

La séquence prédite de cette protéine suggere qu'elle possede 4 hélices alpha et de
nombreux acides aminés chargés positivement qui pourraient lui permettre d'interagir avec
I’ADN. Cette hypothese est étayée par des expériences de gel-retard ou la protéine TDR1
recombinante a été mise en présence d'oligonucléotides simples ou double-brin marqués
par une sonde fluorescente. La protéine semble interagir avec I'’ADN de maniere non
spécifique, comme suggéré pour Dsup (Chavez et al., 2019). Toutefois, au-dela d'une
certaine concentration le signal fluorescent n'est plus détectable, ce qui suggere un
quenching de la sonde ou la formation d'agrégats de TDR1-ADN qui ne peuvent migrer sur

le gel. Des expériences de microscopie nous ont permis de visualiser des agrégats.

3. HeTDR1 diminue le nombre de dommages dans I’ADN apres

irradiation

Nous avons utilisé yH2AX comme indicateur de cassures double-brin en cellules humaines
aprés transfection d'un plasmide de fusion TFR1-GFP sous controle d'un promoteur CMV.
Ainsi nous avons montré que l'expression transitoire de la protéine TDR1-GFP en cellules
U20S traitées a la bléomycine diminuait le nombre de foyers yH2AX générés en
comparaison de cellules transfectées avec un plasmide exprimant la GFP seule. Ce résultat
est observé pour tous les TDR1 testés (H. exemplaris, A. antarcticus, P. richtersi et R. coronifer)
et corrobore I'importance de cette protéine dans la tolérance contre les dommages a I'’ADN.
De maniere complémentaire, il serait également intéressant de mesurer si TDR1 est capable
d'améliorer la survie des cellules aux rayonnements y / bléomycine apres transfection du

plasmide TDR1-GFP.
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4. Quel mécanisme pour TDR1?

En I'état, nos expériences d'expression de TDR1 dans des cellules humaines ne permettent
pas de trancher entre un effet protecteur ou un effet d'amélioration de la réparation de
I'’ADN par TDR1. Pour répondre a cette question, on pourrait réaliser une mesure de I'état
de I'ADN et de sa réparation en fonction du temps. Si TDR1 améliore I'efficacité de la
réparation, alors on verra une amélioration de I'état de I'’ADN avec le temps dans les cellules
exprimant TDR1 en comparaison des cellules ne I'exprimant pas. S'il a un effet protecteur, le
taux de dommages a I’ADN sera toujours plus faible que dans les conditions contréles. Ces
cinétiques seraient sans doute aussi plus précises si au lieu d'utiliser la Bléomycine, on
irradiait les cellules aux rayons X.

Enfin, réaliser des expériences de génétique fonctionnelle chez le tardigrade serait la maniere
la plus directe de valider I'importance de TDR1 dans la tolérance des tardigrades aux stress
génotoxiques. Cette hypothese pourrait étre vérifiée par la génération de lignées de
tardigrades KO pour TDR1. En effet, apres exposition a des doses croissantes de
rayonnements ionisants, on pourrait mesurer la survie et donc la LD50 des lignées KO pour
TDR1 en comparaison de lignées wild-Type. De la méme maniere on pourrait aussi mesurer
et comparer le niveau de dégradation de leur ADN apres exposition aux rayonnements
ionisants. Néanmoins des développements sont encore nécessaires pour pouvoir réaliser de
telles lignées puisque I'utilisation du systeme CRISPR/Cas9 ne permet pas encore de réaliser
des mutants dans la lignée germinale chez les tardigrades (Kumagai et al. 2022).

Il serait également intéressant de révéler les acteurs protéiques interagissant avec TDR1.
Nous pourrions identifier ses partenaires potentiels chez le tardigrades par des expériences
de co-immunoprécipitation en utilisant I'anticorps anti-HeTDR1, que nous avons développé,
pour isoler les partenaires potentiels de HeTDR1 et les identifier par spectrométrie de masse.
Bien que dans nos expériences d'interaction in vitro, la fixation de TDR1 soit indépendante
de la séquence d’ADN, des expériences de CHIP-seq pourraient permettre de voir si elle
interagit préférentiellement avec certains types de séquence dans le contexte génomique

(hétérochromatine, euchromatine, ...).
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ll. Propriété de résistance aux rayonnements

ionisants chez Acutuncus antarcticus

A.Acutuncus  antarcticus, un tardigrade tres

radiotolérant

Les tests de survie aux rayonnements gamma réalisés sur A. antarcticus ne nous ont pas
permis de déterminer une LD50 jusqu’a 96h post-irradiation. La dose de 5000 Gy de
rayonnements gamma n’est en effet pas suffisante pour tuer 50% des individus, suggérant
que A. antarcticus est extrémement radio-tolérant. Notre estimation de la LD504sn par un
modele de courbe dose réponse (avec un facteur de Hill situé entre -4,108 to -2,541) nous
a permis d'obtenir une valeur indicative située entre 5680Gy et 7680Gy. La valeur la plus
élevée rapportée a ce jour étant une LD5024n de 5700Gy pour P. areolatus (May et al. 1964),
suggérant que A. antarcticus est potentiellement aussi radiotolérant face aux
rayonnements a faible LET que cette espece a I'état actif. Des caractérisations
supplémentaires de la radiotolérance seraient nécessaires en augmentant les doses afin de

pouvoir estimer de maniere fiable une LD50.

Etonnamment, les taux de survie de H. exemplaris aux rayonnements gamma mesurés dans
nos expériences sont bien inférieurs a ce qui avait été rapporté dans de précédentes études.
La LD504gh rapportée dans la littérature est de 4180 Gy (Beltran-Pardo 2015). A partir de nos
données, nous estimons que H. exemplaris a une LD504n de 1440 Gy. Comme dit en
introduction de ce manuscrit, cette importante différence de LD504gn souligne la difficulté de
comparer les LD50 obtenues dans les différentes études. Elles peuvent étre affectées en
particulier, par I'état des tardigrades utilisés (affamés ou venant d'étre nourris), le moment
ou ils sont nourris apres irradiation, le débit de dose utilisé pour l'irradiation ainsi que le
stress lié au transport ou le volume d’eau présent au moment de l'irradiation (distance a la

source). Nous en concluons donc que H. exemplaris est effectivement trés radiotolérant, mais
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comparativement moins que d'autres especes de tardigrades et en particulier A. antarcticus,
bien plus tolérant dans les mémes conditions expérimentales.

Au méme titre que R. varieornatus, A. antarcticus pourrait s'avérer étre un modele de
tardigrade extrémotolérant complémentaire a H. exemplaris pour comprendre les
mécanismes de radiotolérance des tardigrades. Pour une analyse comparative, il serait
également intéressant de voir s'il existe des especes de tardigrades ayant perdu la
radiorésistance. En particulier, il serait intéressant de tester la radiorésistance d'especes
exclusivement aquatiques qui ne supportent pas la dessiccation (comme par exemple

Thulinius ruffoi (Kondo et al., 2020)).

B. Confirmation du role protecteur de HeDsup en cellule
humaine et de I'orthologue potentiel de Dsup chez A.

antarcticus (AaDsup)

1. Un nouvel orthologue de Dsup chez A. antarcticus?

Nous avons retrouvé un orthologue potentiel de Dsup chez A. antarcticus que nous avons
nommé AaDsup. Il présente de nombreuses homologies de séquence avec RvDsup et
HeDsup. Le domaine HMGN de liaison aux nucléosomes et la séquence de localisation
nucléaire sont retrouvés dans la région C-Terminale de AaDsup comme montré par
Minguez-Toral et al. 2020 dans HeDsup et RvDsup. Dans cette méme étude, il avait été
rapporté I'existence de 2 motifs tres conservés et I'hypothése a été faite qu'ils pourraient
jouer un role de “switch” conformationnel entre la forme désordonnée de Dsup et sa forme
d'interaction avec I'ADN (Minguez-Toral et al. 2020). Le premier motif, que nous avons
nommé "KEK domain” en raison des acides aminés caractéristiques de ce motif, est tres
conservé chez les 3 espéces, bien que la conservation soit Iégerement moins bonne chez
AaDSup. Ainsi, cette conservation suggere qu'il pourrait avoir un role essentiel dans le

fonctionnement de Dsup. Nous avons également trouvé de nouveaux motifs conservés en

149



ajoutant AaDsup a l'alignement. Il serait alors pertinent d'étudier la relation entre la structure

et la fonction de Dsup, notamment en étudiant ces domaines.

Le second motif mentionné par Minguez-Toral et al. 2020 (respectivement position 262-275
et 214-228 dans RvDsup et HeDsup) chargé positivement n’est pas retrouvé dans AaDsup,
suggérant que ce motif n'est pas essentiel au fonctionnement de AaDsup. Et si AaDsup est
effectivement orthologue aux deux autres Dsup, alors ce motif n'est peut-étre pas essentiel

au fonctionnement de Dsup.

2. HeDsup et AaDsup sont nucléaires et conférent un effet
protecteur contre les CDB induites par la bléomycine en cellules

humaines

L'expression transitoire de plasmides codant pour les protéines HeDsup et AaDsup
fusionnées a la GFP en cellules U20S montre une localisation nucléaire des 3 protéines
comme montré auparavant pour RvDsup (Hashimoto et al., 2016). Il avait également été
montré que RvDsup diminuait le nombre de foyers yH2AX de cellules humaines en
comparaison de cellules non transfectées apres traitement avec des rayons X (Hashimoto et
al, 2016). Nous confirmons les résultats retrouvés pour RvDsup aprées un traitement a la
bléomycine et nous montrons pour la premiere fois un effet similaire de HeDsup en cellules
humaines. Nos résultats montrent également un effet diminution du nombre de foyers
yH2AX le nouvel orthologue potentiel AaDsup. Des études de viabilité cellulaire en réponse
a la bléomycine ou aux rayonnements ionisants apres transfection de HeDsup ou AaDsup

pourraient compléter ces résultats.

C. Assemblage et annotation du génome d’A. antarcticus
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Afin d'avoir des outils plus robustes pour caractériser la tolérance de A. antarcticus aux stress
génotoxiques, nous avons séquencé son génome. Nous avons désormais a disposition un
génome avec un assemblage de bonne qualité. Les 6 premiers scaffolds semblent concorder
avec les chromosomes d'A. antarcticus. Un filtrage des scaffolds contaminés par des genes
bactériens reste a réaliser. Un premier modele de prédiction de genes a permis d'annoter 13
372 séquences codantes, mais cela reste inférieur au nombre de séquences codantes
estimées chez H. exemplaris. Ainsi une amélioration de I'annotation en affinant le modele de

prédiction des genes est nécessaire pour compléter ce travail.

D. Perspectives a court terme pour caractériser Dsup et

exploiter le génome d’A. antarcticus

1. Caractérisation supplémentaires des orthologues de Dsup

Il serait intéressant d'étudier les domaines conservés entre les 3 orthologues potentiels de
Dsup.

Avec le test fonctionnel en cellules humaines que nous avons développé, nous pourrions
"disséquer” et tester I'importance de chaque domaine conservé dans |'effet protecteur de
Dsup, en mutant et/ou supprimant séquentiellement ces régions conservées. Nous avons
pour le moment réalisé des expériences préliminaires de délétion / mutation du domaine
HMGN et du domaine KEK qui n‘ont pas été présentées dans ce manuscrit. Ensuite,
I'approche développée pour utiliser le systeme CRISPR/Cas9 chez H. exemplaris pourrait étre
adaptée a A. antarcticus et R. varieornatus pour étudier I'importance de Dsup chez ces 3
especes. Pour avoir assez d'animaux pour étudier la radiorésistance, il faudrait disposer de
lignées d’'animaux mutants, ce qui nécessitera de réussir a modifier la lignée germinale

(Kumagai et al., 2022).
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2. Analyse comparative des voies conservées et perdues chez les

tardigrades

L'un des objectifs de ce travail de these était initialement de réaliser une analyse comparative
du génome d'A. antarcticus avec celui des autres especes de tardigrades. L'objectif de cette
analyse est de réaliser un catalogue des genes communément présents chez les tardigrades
concernant la réparation de I'’ADN, la réponse a la dessiccation et au stress oxydatif. Cette
comparaison sera réalisée a partir de toutes les données transcriptomiques et génomiques
de tardigrades obtenues. Ce travail nous permettra de mettre en évidence des évenements
de spéciation et d'adaptation par acquisition ou perte de certaines voies biologiques chez

les différents clades de tardigrades.

lll. Questionnements généraux sur I'adaptation des

tardigrades et leur radiotolérance

A.Des systemes de réparation de I’ADN tres fideles ?

Afin de vérifier leur capacité a maintenir leur génome intact apres réparation, il serait
intéressant d'isoler des individus apres irradiation afin de générer de nouvelles populations
« clonales » a partir d'un oeuf descendant de l'individu irradié. Ensuite, en séquencant les
populations clonales issues de cet oeuf et en les comparant entre elles et avec des
populations clonales issues d'oeufs normaux, on pourrait observer et mesurer la divergence
entre les séquences génomiques et mesurer le taux de mutation, ainsi que la présence
réarrangement chromosomiques par Chromosome Conformation Capture (Hi-C). Cette

expérience pourrait également étre réalisée entre deux populations clonales non soumises
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a des agents mutagenes, afin de mesurer le taux de mutation naturel de ces animaux et donc

estimer la divergence allélique.

Une possibilité pour limiter I'accumulation de mutations dans des genes essentiels pourrait
étre simplement expliquée par un tres faible taux de mutation. Nous savons que les
tardigrades accumulent des dommages a I'’ADN suite a I'entrée en forme anhydrobiotique
(Neumann et al., 2009) et nous avons montré qu'ils subissent des dommages suite a stress
génotoxiques. Ainsi, leurs mécanismes de protection de 'ADN ne sont pas suffisants pour
expliquer un faible taux de mutation. Ce phénomene pourrait étre maintenu par un systeme
tres efficace et fidele de réparation de I'ADN. Toutefois, la surexpression massive de genes
du c-NHEJ en réponse aux stress génotoxiques suggere que la réparation chez les
tardigrades n’est pas assurément conservatrice, comme I'a montré également la réparation
de CDB générées par le systeme CRISPR/Cas9 (Kumagai et al. 2022). Enfin, un haut taux de
conversion génique, comme décrit chez certains rotiferes, pourrait permettre le
rétablissement de genes essentiels qui auraient muté.

Toutefois, la plupart des tardigrades décrits sont soit diploides, soit triploides, écartant la
possibilité de complémenter les genes perdus par la présence de nombreuses copies comme
observé chez les rotiféres (Flot et al.,, 2013). Il n'y a cependant aucune étude qui rapporte le
taux de conversion génique chez les tardigrades, et cela pourrait étre une piste pour

expliquer le maintien de 'asexualité chez ces animaux.

B. Une tolérance supérieure aux rayonnements a haut

TEL?

Les rayonnements a haut TEL sont bien plus dommageables pour la survie et 'ADN a dose
égale que les rayonnements a faible TEL (M. Anderson, 2000). Ces rayonnements génerent
majoritairement des CDB en comparaison des rayonnements a faible a TEL qui eux générent
majoritairement du stress oxydatif (Respectivement ~90% des dommages générés contre

~20% des dommages générés) (Hagiwara et al, 2019; Mavragani et al., 2019). Ainsi, on
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s'attendrait chez les tardigrades a observer une survie diminuée face aux rayonnements a
haut TEL en comparaison de rayonnements a faible TEL. Pourtant les données de survie des
tardigrades aux rayonnements ionisants, montre qu'ils tolérent mieux les rayonnements a
haut TEL qu'a faible TEL chez M. inceptum et R. coronifer (Horikawa et al. 2006 ; Nilsson et al.
2010).

Cela pourrait suggérer que les tardigrades sont plus résistants aux dommages occasionnés
sur leur ADN et notamment aux CDB qu'aux autres dommages générés par le stress oxydatif.
En effet, le stress oxydatif en plus de générer des dommages dans I'ADN, génere des
dommages protéotoxiques et aux lipides. Cela pourrait alors signifier que que les tardigrades
présentent une vulnérabilité relativement plus forte aux stress protéotoxiques et sur leurs
lipides qu’aux dommages a I'ADN. Il a par ailleurs été montré que H. exemplaris accumule
de la carbonylation protéique persistante en réponse aux UV et qu'elle était un marqueur
dage (Kuzmic et al. 2018). Ainsi, il se pourrait que les systemes de décarbonylation protéique
soient un « talon d'Achille » chez ces animaux. Afin de vérifier cette hypothese, on pourrait
soumettre des échantillons d'espéeces de tardigrades radiotolérantes a des doses similaires
de rayonnements a haut TEL et faibles TEL, puis mesurer leur taux de survie, leur fécondité
et leur fertilité. Cela permettrait d'acquérir des données comparatives sur la tolérance d'une
méme population d'individus a différents types de rayonnements. Ensuite, il serait
intéressant de relier ces performances phénotypiques a des effets mesurables aux niveaux
cellulaire et moléculaire. Par exemple en mesurant la dégradation de leur ADN (CSB et CDB),
la carbonylation de leurs protéines et la peroxydation des lipides. La peroxydation des lipides
est un processus au cours duquel des radicaux libres peuvent retirer des électrons aux
lipides, produisant des intermédiaires réactifs qui peuvent a leur tour réagir avec d'autres
molécules. Les membranes cellulaires, en raison de leur forte teneur en lipides, sont
particulierement sensibles aux rayonnements ionisants. La peroxydation des lipides qu'elles
contiennent peut alors altérer leur structure et entrainer des lésions et la mort cellulaire

(Kiang et al. 2012).
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C. Survie a des doses massives de dommages : pertes de

voies de réponse aux stress ?

Dans notre étude, nous avons montré que H. exemplaris montrait des CSB sur son génome
suite a des doses massives de rayonnements y et qu'il pouvait prendre plusieurs jours a
reconstituer un génome comparable a celui de tardigrades non irradiés. Pourtant des doses
élevées de rayonnements ionisants induisent rapidement la mort cellulaire (Eriksson and
Stigbrand, 2010), ainsi cela suggere que les tardigrades peuvent retarder ou éviter la mort
cellulaire en attendant de réparer les dommages de leur ADN. Ceci pourrait étre rendu
possible par la perte de certaines voies de réponse aux stress. En effet, il a été montré par
génomique comparative que 5 espéces de tardigrades (R. varieornatus, H. exemplaris, E.
sigismundi, R. coronifer et E. testudo; (Murai et al., 2021) montrent une perte du géne Gadd45
qui est une protéine exprimée de maniere ubiquitaire et souvent induite en réponse aux
dommages a I’ADN et associée avec |'arrét de la croissance cellulaire et 'apoptose (Salvador
et al., 2013). Elles manquent également du gene de la Sestrine qui est une cible induite par
p53 en réponse aux stress génotoxiques et connecte les voies de réponse aux stress
génotoxiques aux voies de signalisation par mTOR (Budanov and Karin, 2008). Le fait que
ces genes soient absents chez des eutardigrades et des hétérotardigrades suggere que ces
orthologues ont été perdus avant la divergence entre les deux classes. L'analyse en
génomique comparative de H. exemplaris et R. varieornatus (Hashimoto et al., 2016a) indique
également une absence du gene REDD1 qui est aussi une cible de p53 en réponse aux stress
génotoxiques. REDD1 est connecté a la voie mTOR par les génes TSC1/TSC2, qui peuvent
aussi étre activés par les stress oxydatifs et qui manquent également chez les deux
tardigrades (Zhang et al.,, 2013). La voie de signalisation mTOR est impliquée dans le contréle
de l'apoptose et de l'autophagie (Castedo et al., 2002; Deleyto-Seldas and Efeyan, 2021).
L'absence des genes qui relient la voie de signalisation mTOR aux voies de signalisation des
stress génotoxiques et oxydatifs pourrait alors permettre de limiter les processus de mort
cellulaire en attendant la réparation des dommages dans I'’ADN. Cela corroborerait avec le

fait que I'anhydrobiose génere des dommages dans I'’ADN des tardigrades et qu'il faille
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regarder la mort cellulaire a la sortie de la forme anhydrobiotique pour avoir le temps de

réparer les dommages.
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Conclusion

L'objectif de ce travail de these était d’améliorer la compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans la protection et la réparation de I'’ADN chez les tardigrades qui
pourraient expliquer leur extraordinaire tolérance aux stress génotoxiques. Nos résultats
indiquent que les tardigrades subissent des dommages dans leur ADN en réponse a des
stress génotoxiques induits par les rayonnements ionisants et qu'ils possedent une réponse
conservée de certaines voies de réparation de I'’ADN (c-NHEJ, RH et BER) pour répondre aux

dommages causés.

lls mettent également en jeu un ensemble d'acteurs protéiques uniques aux tardigrades,
dont le candidat TDR1, conservé chez de nombreux tardigrades de I'ordre Parachela, que
nous avons identifié comme interagissant avec '’ADN et conférant un effet protecteur en
réponse a la bléomycine en cellules humaines. Par ailleurs, nous avons réalisé et annoté le
génome du tardigrade A. antarcticus. Ce génome est complet et utilisable, mais nécessite
des étapes de décontamination supplémentaires. Ceci nous a permis d'identifier un potentiel
orthologue de Dsup chez A. antarcticus qui confere une protection contre les dommages
générés par la bléomycine en cellules humaines. Ce résultat a également été démontré pour
HeDsup, renforcant I'idée qu'ils sont des orthologues de RvDsup qui ont un réle essentiel
dans la protection du génome des tardigrades considérés. Enfin nous avons montré que
cette espece extrémement résistante aux rayonnements ionisants en comparaison de
I'espece déja tres résistante H. exemplaris. Pour toutes ces raisons A. antarcticus semble étre
une nouvelle espece modele de choix pour étudier la résistance aux stress génotoxiques

chez les tardigrades.

Avec l'acquisition du nouveau génome de A. antarcticus nous souhaitons réaliser un
catalogue des genes communément présents ou perdus chez les différents clades de
tardigrades dont les données génomiques et transcriptomiques sont disponibles. Cela nous
permettra d'acquérir une vision d'ensemble des acteurs moléculaires que les tardigrades

peuvent mettre en jeu pour résister aux stress génotoxiques et a la dessiccation. Enfin nous
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souhaitons caractériser davantage la fonction et les mécanismes de TDR1 et Dsup en cellules
humaines en mutant les domaines conservés de ces protéines, mais aussi chez I'animal grace
au développement récent de la technique d'édition du génome CRISPR/Cas9 chez H.

exemplaris.
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