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Chapitre I  
Agrégation en réponse au stress : mise en 
évidence d’un moyen de défense de 
Chlamydomonas reinhardtii  
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1 Introduction 
 Réponses au stress chez Chlamydomonas 

 Chlamydomonas, un organisme unicellulaire modèle  

Chlamydomonas reinhardtii (nommé « Chlamydomonas » ci-après) est la microalgue modèle 
la plus utilisée pour des recherches fondamentales mais aussi pour des applications 
biotechnologiques. Chlamydomonas a, en effet, plusieurs avantages : elle est facile à cultiver 
en hétérotrophie ou autotrophie, sur milieu liquide ou solide et elle est haploïde, ce qui facilite 
grandement les expériences de génétique. Cette microalgues a permis, en particulier, d’étudier 
le fonctionnement de la photosynthèse puisqu'elle n'est pas indispensable à son 
fonctionnement, ou du flagelle du fait de l'importance fondamentale de cette structure chez 
certaines cellules animales (Salomé and Merchant, 2019). Ces avancées ont pu être réalisées 
grâce aux nombreux outils disponibles. En premier lieu, le génome est séquencé et annoté ce 
qui est une source d’information primordiale pour étudier la génétique et la biologie 
moléculaire de Chlamydomonas (Merchant et al., 2007). Le séquençage de ce génome a aussi 
permis la création d’une banque de mutants appelée CLiP (Li et al., 2019). Cette collection 
compte plus de 62 000 mutants couvrant environ 83% du génome. Ces mutants ont été 
générés par transformation qui est aussi une technique très facile à mettre en œuvre chez 
Chlamydomonas (Salomé and Merchant, 2019). La banque CLiP est utilisée pour trouver de 
nouvelles fonctions de gènes (Vilarrasa-Blasi et al., 2020) et faire de la génétique inverse chez 
Chlamydomonas, c’est-à-dire se procurer un ou plusieurs mutants pour un gène d’intérêt 
(www.chlamylibrary.org). Si aucun mutant n’est disponible pour un gène précis, il est possible 
d’en générer de façon ciblée par CRISPR-Cas9 (Greiner et al., 2017). De nombreux autres outils 
ont été adaptés à Chlamydomonas comme des promoteurs, des terminateurs, des marqueurs 
de sélection, des protéines fluorescentes, ou encore des miRNA. Ces briques moléculaires 
utilisées pour générer différentes constructions génétiques ont été regroupées sous formes de 
briques standardisées dans un kit de clonage modulaire (MoClo) que nous avons développé 
dans l’équipe (Annexe 3, Crozet et al., 2018), et enrichi au cours du temps (chapitre II.2, de 
Carpentier et al., 2020). Ce kit permet l’assemblage rapide et directionnel de constructions 
complexes par clonage Golden Gate (Engler et al., 2014). De plus, la standardisation du système 
permet un partage rapide des briques à toute la communauté (se référer au Chapitre II). Les 
avantages de Chlamydomonas et les outils disponibles en font un organisme adapté pour 
étudier de nombreux domaines dont la réponse au stress.  

Lorsque les plantes font face à un environnement néfaste, les cellules coopèrent pour 
assurer la survie de l’individu. Par exemple, les pathogènes induisent la réaction hypersensible, 
c’est-à-dire que certaines cellules s’autodétruisent pour permettent aux autre de mieux survivre 
(Saur and Hückelhoven, 2021). Chez les unicellulaires comme Chlamydomonas, l’individu est 
composé d’une seule cellule et doit donc opter pour des stratégies différentes. Si les cellules 
possèdent des défenses individuelles, elles sont aussi capables de coopérer entre elles. Nous 
avons écrit une revue présentant ces réponses de Chlamydomonas au stress 
environnementaux (se référer à 1.1.2). Les défenses individuelles identifiées sont l’acclimatation 
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et le renforcement de la paroi. L’acclimatation est une réponse induite par l’environnement qui 
permet à l’organisme de survivre à de nouvelles expositions au stress. Chez Chlamydomonas 
l’acclimatation est induite par plusieurs stress, dont les ROS (Reactive Oxygen Species), et des 
facteurs de transcription ont été identifiés comme nécessaires à l’acclimatation (Ledford et al., 
2007; Wakao et al., 2014). Chlamydomonas est aussi capable de modifier sa paroi pour mieux 
résister au stress et des microalgues proches, comme Chlamydomonas nivalis, prennent une 
forme de dormance appelée « cyste » en réponse à des conditions environnementales 
défavorables (Remias et al., 2005). Et, de façon remarquable, Chlamydomonas met en place 
des comportements collectifs. Cette socialisation comprend la mort cellulaire programmée 
(PCD) et la formation de structures multicellulaires. En effet, certaines cellules sont capables de 
s’autodétruire pour permettre une meilleure survie du reste de la population (Durand et al., 
2011). Plusieurs structures multicellulaires de taille variable ont été identifiées en fonction du 
stress.  

Les différentes réponses individuelles et collectives, leurs mécanismes et leurs régulations 
sont discutés dans la revue « When Unity Is Strength: The Strategies Used by Chlamydomonas 
to Survive Environmental Stresses » disponible ci-après.  

 When Unity Is Strength: The Strategies Used by Chlamydomonas to Survive 
Environmental Stresses 
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Abstract: The unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii is a valuable model system to study
a wide spectrum of scientific fields, including responses to environmental conditions. Most studies
are performed under optimal growth conditions or under mild stress. However, when environmental
conditions become harsher, the behavior of this unicellular alga is less well known. In this review
we will show that despite being a unicellular organism, Chlamydomonas can survive very severe
environmental conditions. To do so, and depending on the intensity of the stress, the strategies used
by Chlamydomonas can range from acclimation to the formation of multicellular structures, or involve
programmed cell death.

Keywords: stress responses; acclimation; palmelloid; aggregation; programmed cell death

1. Introduction

The photosynthetic green alga Chlamydomonas reinhardtii is the most prominent model organism
in the green algae lineage for both basic research and biotechnological applications. One of the current
challenges for a better understanding of the functioning of this unicellular model organism is to
understand how it adapts to hostile environmental conditions. While the different stress response
strategies of multicellular photosynthetic organisms are now well known (e.g., programmed cell death
(PCD), hypersensitive reaction, and autophagy) [1], much less is known for unicellular organisms like
Chlamydomonas. Nevertheless, several reports have described the response to environmental stresses of
Chlamydomonas, showing how this alga is able to adapt and trigger specific responses according to the
intensity of the stress it faces. For instance, in Chlamydomonas, like in other photosynthetic organisms,
environmental stresses most often result in the disturbance of photosynthesis and the production of
reactive oxygen species (ROS) [2–6]. The first line of defense aims at containing the occurrence of
this oxidative stress by decreasing ROS production and increasing ROS degradation using multiple
strategies, such as non-photochemical quenching [7], alternative electron transport pathways [7,8],
or the activation of antioxidant enzymes and pathways [6]. If these strategies are not sufficient to
limit the impact of environmental stresses on the cell, Chlamydomonas will trigger alternate processes.
The first strategy is acclimation which consists of building stronger defenses to protect the cell against
future stress episodes. If acclimation does not provide sufficient protection to the cell, the socialization
processes will be triggered, which ranges from the formation of multicellular structures to the outbreak
of PCD. In all cases, interaction between Chlamydomonas cells will allow survival under severe stress
conditions. In this review, we will describe the different strategies implemented by Chlamydomonas to
survive environmental stresses.
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2. Coping Strategies for Moderate Stress

2.1. Acclimation: Building Defenses to Protect Cells from Future Stresses

Acclimation is regarded as an environmentally-induced, short-term response leading to
an improved tolerance to subsequent stresses [9]. In Chlamydomonas, acclimated cells are known to
survive stress that would kill non-acclimated cells. Acclimation has been shown to be induced by
several stresses, including ROS [10,11], UV-B [12], salt [13], and ionic stress [14]. Interestingly ROS,
such as hydrogen peroxide (H2O2) or superoxide (1O2), induce specific acclimation pathways, and no
cross acclimation between different ROS is observed [9,10]. Similarly, in plants, specific signaling
pathways are associated with different ROS [15]. In Chlamydomonas, singlet oxygen acclimation is
mediated by the key regulator SAK1 (singlet oxygen acclimation knocked-out 1) and the sak1 mutant is
unable to acclimate to 1O2 [10]. SAK1 is a basic leucine zipper (bZIP) transcription factor that regulates
the expression of important genes involved in acclimation, including glutathione peroxidase—GPXH,
and glutathione S-transferase—GSTS1 [10]. SOR1 (Singlet Oxygen Resistant 1) is also a bZIP transcription
factor, and the corresponding mutant, which is more resistant to 1O2, has higher levels of GPXH and
GSTS1 transcripts [16].

It seems that at least some of the mechanisms controlling acclimation in Chlamydomonas are
conserved in plants. For example UV-B acclimation in plants is mainly controlled by UVR8 (UV
resistance locus 8) that interacts with COP1 (constitutively photomorphogenic 1) to induce a signaling
pathway involving the bZIP transcription factors HY5 (elongated hypocotyl 5) and HYH (HY5
homolog) [17]. In Chlamydomonas, the roles of UVR8 and COP1 appear to be similar, suggesting a very
early evolution of UV-B acclimation in photosynthetic organisms [12].

Acclimation is triggered in conditions of moderate stress that do not kill cells. While in the face
of harsher stresses, Chlamydomonas will be able to enable a range of alternate strategies involving
interaction between multiple cells and/or programmed cell death (Figure 1).
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Figure 1. The strategies used by Chlamydomonas to survive increasing stress intensities. Under optimal
conditions Chlamydomonas can grow normally (green cell); under moderate stress conditions (light
green cell), several acclimation processes can be triggered to allow the cells to better adapt and resist
the occurrence of any additional stress of similar or greater magnitude. Under more intense stress
conditions (orange cell), cells can form multicellular structures such as palmelloids or aggregates that
can dissociate when environmental conditions improve.
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Under very harsh stress conditions (red cell), the most exposed cells will self-destruct and release in
the medium, molecules that will allow other cells to survive, to avoid the disappearance of the entire
population. In the case of a stress of an intensity such that the cell cannot overcome (skull), the cell is
physically destroyed by its environment through necrosis.

2.2. Protection by Degradation

There are two main degradative pathways to recycle cellular components in eukaryotic cells: the
ubiquitin-proteasome system (UPS) and autophagy.

UPS is a degradation pathway that allows eukaryotic cells to control the abundance of numerous
cellular proteins [18,19]. Ubiquitinated proteins are targeted for degradation by the proteasome,
a multiproteic complex. In Chlamydomonas, UPS was found to be activated by stresses such as chloroplast
damage [20], cold stress [21], copper [22], arsenate [23], metal nanoparticles [24], or selenite [25].
Selenite stress is associated with ROS production, which can inhibit UPS at a high concentration [25],
as previously reported in mammals [26]. This could indicate that in the face of harsh stress conditions,
UPS is not sufficient and more dramatic responses have to be triggered. In plants, UPS plays a prominent
role in stress responses by degrading specific transcription factors [27,28]. It would be interesting to
determine if such mechanisms are conserved in Chlamydomonas.

Autophagy is a catabolic membrane-trafficking process where cytosolic components,
including proteins and membranes, are enclosed selectively or non-selectively within a double
membrane vesicle, termed the autophagosome, and delivered to the vacuole or lysosome for degradation
by resident hydrolases [29,30]. Autophagy usually occurs at a low, basal level under optimal growth
and is activated upon stress in order to maintain cellular homeostasis. It is a pro-survival mechanism
under stress conditions allowing cells to eliminate damaged cellular elements and recycle them into
essential components [31]. Selective forms of autophagy exist in plants, such as chlorophagy [32] or
mitophagy [33] but have not yet been reported in Chlamydomonas. Nevertheless, in Chlamydomonas,
non-selective autophagy, i.e., macroautophagy (hereafter referred to as ‘autophagy’), which degrades
cytosolic components, has been extensively studied during the last decade [34,35]. Autophagy is well
conserved among eukaryotes and is mediated by AuTophaGy-related (ATG) genes [36]. The main
role of ATG proteins is the formation and regulation of autophagosomes where damaged components
will be imported. In Chlamydomonas, autophagy is strongly induced under different stress conditions,
including nitrogen or carbon starvation [37,38], endoplasmic reticulum stress (accumulation of
unfolded proteins) [39], the impairment of starch biosynthesis [40], metal exposure [41], high-light,
and carotenoid deficiency [42]. The study of ATG mutants shows that autophagy is essential for cell
survival, chlorophyll content, and starch accumulation during nutrient starvation [34]. ROS appears to
play a major role in the control of autophagy in all organisms, including plants and algae; they have
been proposed to constitute a link between the perception of stress and autophagy induction [43].
The intracellular redox state was found to control autophagosome formation and the small disulfide
oxidoreductase thioredoxin plays an important role through regulation of the activity of the Atg4
protease in both Saccharomyces cerevisiae [44] and Chlamydomonas [45]. In addition, oxidative stress
triggered by endoplasmic reticulum (ER) stress plays a role in the induction of autophagy [39].
Therefore UPS and autophagy are induced under moderate stress conditions, probably through ROS
signaling, to eliminate toxic molecules and recycle nutrients that will allow survival until a return to
optimal conditions. However, under extreme stress conditions, alternate processes are required to
allow cell survival (Figure 1).

3. Socialization Allows for Better Resistance to Severe Stress

3.1. Multicellular Structures: Stronger Together

When confronted with harsh environmental stress conditions, adaptation processes are not
sufficient to survive and Chlamydomonas cells interact to form two types of multicellular structures:
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palmelloids and aggregates (Figure 2). The name “palmelloid” comes from the resemblance of this
structure with the alga Palmella [46]. Palmelloids are composed of 4 to 16 cells surrounded by a cell
wall and are the result of successive divisions induced by stress without degradation of the cell wall.

In Chlamydomonas, stress induced palmelloid formation was initially reported by Iwasa and
Murakami in the presence of organic acids [47]. Since then, a few studies have described palmelloid
formation in response to a diversity of stresses (Table 1). Palmelloids can be induced by biotic and
abiotic stresses in Chlamydomonas, and palmelloid-like structures have been reported in other green
algae, such as Scenedesmus or Chlorella, suggesting that this mechanisms of stress response may be
conserved in green algae [48,49].

Table 1. Multicellular structure formation in response to stress in Chlamydomonas. In response to
different types of biotic or abiotic stresses and depending on their intensity, Chlamydomonas can form
palmelloids or aggregates, suggesting that socialization may be a conserved mechanism that help algal
cells adapt to harsh environmental conditions.

Behavior Stress Conditions Reference

Palmelloids

Predator Brachionus calyciflorus [50]

Organic acids (succinate, fumarate,
aspartate, glutamate, glycolate,

citrate, phthalate)
0.15–5% [47]

EDTA, GEDTA 1.25 mM [51]
Calcium deficiency <3.5 µM

Phosphorous deficiency <1 µg/L [52]

Cadmium 200–400 µM [53]

NaCl
300–700 mM [54]

100–150 mM [55]

50–150 mM [56]

Acidic pH pH 4.4 [57]

Chloroplatinic acid 50 µM [58,59]

Aggregates

Predator
Brachionus calyciflorus [50]

Peranema trichophorum [60]

Acidic pH pH 3.4 [57]

pH 2.5–pH 4
[61]Basic pH pH 10–pH 13

FeCl3, CaCl2, MgCl2 1–10 mM

Naphthenic acids 100 mg/L [62]

In their natural environment, microalgae, as primary producers, are surrounded by grazers able
to ingest algal cells [63]. A common defensive strategy employed by algae is to form colonies or
palmelloids to exceed the upper size limit for ingestion. The rotifer predator Brachionus calyciflorus
is indeed able to induce palmelloidation of Chlamydomonas within a day [50]. Palmelloid formation
has also been observed under abiotic stress conditions (Table 1). During palmelloidation induced by
NaCl, Khona and colleagues showed that inside the palmelloid, a stress dependent exopolysaccharides
matrix is generated, probably for cell protection [55]. Inhibition of the destruction of the wall
surrounding palmelloids may participate in their stabilization and could be mediated by inactivation
of specific metalloproteinases (MMP) [55]. When conditions are favorable again, palmelloids dissociate
rapidly; in less than an hour, and cells start to divide again (Figure 2) [55]. In case of prolonged
or excessive stress, the cells remain in palmelloid form but will eventually die, through a process
that may involve programmed cell death [54,55]. Proteomic analysis of the medium surrounding
palmelloids indicates that the abundance of several hydroxyproline-rich glycoprotein (HPRG), such as
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pherophorins and MMPs, increases during palmelloid dissociation [55], suggesting that the medium
could play an important regulatory role in this process. Interestingly, cells in palmelloids were found
to contain more autophagic vesicles, suggesting that both autophagy and palmelloidation processes
could be initiated concomitantly or that cells first induce acclimation before engaging in the path of
palmelloidation [35].
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Figure 2. Social behavior in response to stress in Chlamydomonas. When facing adverse conditions,
Chlamydomonas vegetative cells can form palmelloids, a cluster of 4 to 16 cells surrounded by a cell wall
resulting from the division of a single cell. As soon as the environmental conditions improve, the outer
cell wall is hatched, to allow the liberation of daughter cells [55]. When confronted with harsher
stress conditions, Chlamydomonas cells are able to form larger multicellular structures called aggregates
that might confer stress tolerance [60,61]. Under conditions of non-optimal growth (e.g., nitrogen
or light limitation), Chlamydomonas can induce gamete differentiation to enable sexual reproduction,
which leads to zygote formation after the mating of gametes. Maturation of the zygospore confers
resistance to environmental stresses, such as desiccation [64]. In liquid cultures, early and mature
zygospores can form aggregates, that could further enhance resistance to stress [65–67].

In more severe conditions, the size of palmelloids may be too limited to allow survival and
Chlamydomonas forms larger multicellular structures called aggregates or flocculates (hereafter referred
to as “aggregates”). Palmelloids and aggregates are distinct structures. Aggregates are formed by
a few tens, to several thousand cells, held together in an extracellular matrix, whereas palmelloids are
composed of 4 to 16 cells surrounded by a cell wall (Figure 2).

Aggregation can be induced by predators, such as Peranema trichophorum (Euglenoidea),
forming multicellular structures containing up to 100,000 Chlamydomonas cells [60]. Aggregated cells can
secrete a mucous extracellular matrix (ECM) that may improve resistance to digestion [50,64]. Interestingly,
strains of Chlamydomonas with smaller cells that are more easily engulfed by Peranema but are also
slow-swimming, were found to form more aggregates compared to large fast-swimming strains [60].

The formation of aggregates may result either from agglutination of cells or from consecutive
cell divisions without cell separation. When aggregation was induced in a mixed population of
Chlamydomonas strains by the Peranema predator, the aggregates were found to be composed of cells
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from the different strains [60]. In addition, the mixing of a stained population with an unstained
one also resulted in the formation of mixed aggregates [60]. This suggests that Peranema induces
aggregation by the agglutination of cells. By contrast, aggregates of Chlamydomonas induced by a rotifer
predator were formed only in the presence of light, suggesting that active growth may be required
and that the aggregates result from consecutive divisions [50]. Therefore, multiple mechanisms of
aggregate formation may exist. Unraveling these mechanisms will require more extensive cellular and
molecular studies under a wide range of stresses.

Abiotic stresses, such as acidic or basic pH, can also induce aggregation (Table 1). Chlamydomonas
culture medium is usually adjusted to pH 7. Basic pH is an efficient inducer of aggregation,
especially above 10, where cations such as Ca2+ and Mg2+ form precipitates which are suggested
to trigger aggregation [61]. Aggregation at low and high pH is correlated with a raise of the zeta
potential [61]. The zeta potential characterizes the surface charge of a particle [65]. When aggregation is
induced in Chlamydomonas by cationic cassia, a biopolymer, a shift of zeta potential is also observed [66].
It is, therefore, conceivable that by modifying the charge of the surface of Chlamydomonas cells,
their ability to interact with each other would be modified and that a rise of the cell surface zeta
potential might be important for aggregation.

In several studies, the mechanisms of aggregation in Chlamydomonas have been confronted with
other species capable of forming multicellular structures. The self-flocculating yeast Saccharomyces
bayanus was shown to induce Chlamydomonas aggregation, indicating that similarities in the aggregation
process could exist between these two unicellular organisms [67]. In Saccharomyces, flocculation is
mainly controlled by flocculin (FLO) genes [68,69] for which no homologs are present in Chlamydomonas
genome [70]. Nevertheless, the expression of yeast FLO5 in Chlamydomonas was shown to induce
aggregation [71]. FLO5 is a lectin, a family of calcium dependent glycoproteins. Interestingly,
concanavalin A, a plant lectin, is also able to induce aggregation in Chlamydomonas [67], maybe through
binding to the flagella of vegetative cells [72,73]. The role of flagella seems to be important, since during
aggregation induced by a predator, cell mobility was impaired although the flagella remained intact
and active [74], and strains lacking flagella aggregated much less in response to pH stress [61].
Altogether these results suggest that, as in yeasts and plants, lectins could also play a role in the
control of aggregation in Chlamydomonas, maybe in connection with flagella. Twenty genes containing
a lectin-C domain have been identified in the Chlamydomonas genome [75] but their possible role in
controlling aggregation remains to be explored.

Volvox carteri, a multicellular organism, belonging like Chlamydomonas to the order of Volvocales,
uses an ECM mainly composed of HPRG to hold cells together. The heterologous expression of Volvox
Algal-CAM (Cell Adhesion Molecule) is able to induce aggregation in Chlamydomonas [76]. Algal-CAM
is a HPRG exhibiting an N-terminal extensin-like domain and two fasciclin1 (FAS1) domains. FAS1 is
known to mediate cell-cell adhesion in many organisms, such as bacteria, fungi, plants, and algae [77,78].
The Chlamydomonas genome encodes five proteins showing identity with Algal-CAM, called FAS2,
FAS3, FAS4, FAS7, and a Periostin-related protein (Cre17.g745097) [70], whose role in the aggregation
process remains to be explored.

More than twenty-five examples of transitions from uni to multi-cellular organization have been
reported in diverse phylogenetic groups [79]. Volvocales, with their colonial organisms like Volvox or
Gonium and unicellular relatives like Chlamydomonas, are excellent models to study the evolutionary
pathways leading from unicellularity to multicellularity [80,81]. Selection of Chlamydomonas sedimented
cells (multicellular structures) through multiple generations allowed researchers to detect de novo
multicellular forms [82]. Predation has also been used to create de novo multicellular Chlamydomonas
lineages. Using selection in the presence of a ciliate predator (Paramecium tetraurelia), Chlamydomonas’
multicellular structures appeared after roughly 750 generations [83]. Since multicellular structures
can be generated in response to specific stress conditions, it is conceivable that there is a link between
stress responses, evolution, and the transition from unicellularity to multicellularity [81,84].
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3.2. Programmed Cell Death: Sucide for the Good of the Community

Programmed cell death was identified in animals in 1972 on the basis of morphological criteria [85],
and over the years, additional cellular hallmarks were found to distinguish PCD from necrosis,
the accidental cell death. Mitochondria were found to play a crucial role in the control of PCD,
and signals emanating from this organelle (particularly cytochrome C and apoptotic protease activating
factor-1) lead to irreversible destruction of the cell [29]. This process starts with the activation of
caspases, a family of proteases specifically induced during PCD. Caspases are cysteine proteases
cleaving proteins after an aspartate residue, the specificity being conferred by the three amino acids
preceding the aspartate [86]. The specific activities of the different caspases can be measured using
artificial peptides as substrates. These peptides are often coupled to fluorophores, allowing detection of
caspase activities by measuring changes in the fluorescence signal. Caspases can be inhibited using the
same peptides coupled to aldehyde (CHO, reversible inhibition) or methylketone radicals (CMK, FMK:
irreversible inhibition). During PCD, several caspases are activated for degradation of specific targets,
resulting in DNA and nucleus fragmentation, dismantling of the cell, and the formation of apoptotic
bodies [87]. The specific degradation of DNA during PCD is detectable in situ by the TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling) reaction. It can also be visualized
through gel electrophoresis by the specific appearance of a DNA ladder of 180 base pairs, the size of
a nucleosome, whereas DNA degradation during necrosis is random and results in a smear [88].

Although it adopts variable forms, PCD exists in all multicellular organisms, where it is required
for homeostasis, various developmental processes, and resistance to biotic or abiotic stresses [89]. If for
a multicellular organism, it is clear that the disappearance of certain cells by PCD can be beneficial
to the whole individual (to eliminate cells infected by a pathogen or abnormal cells for example),
for a unicellular organism like Chlamydomonas, it seems paradoxical that PCD could exist, as it would
result in the destruction of the organism itself. However, a few examples of PCD have been described
in microorganisms, including, bacteria, yeasts, and microalgae [90–92]. In recent years, several teams
have attempted to identify specific criteria for PCD in Chlamydomonas. In particular, it has been
shown that during death induced by different stresses, caspase-like activities are induced and specific
inhibitors are able to block these activities but also cell death [93–95]. Like land plants, Chlamydomonas
does not appear to encode canonical caspases; however, other types of proteases have been shown to
be responsible for caspase-like activities in plants [96,97]. Chlamydomonas contains two metacaspase
genes, MC1 and MC2 [70]. In animals and plants, metacaspases are arginine and lysine-specific
proteases which are involved in PCD induction [98,99]. This role might be conserved in Chlamydomonas,
since MC genes were found to be induced during oxidative stress [100]. Therefore, the exact function
of Chlamydomonas MC1 and MC2 will have to be clarified, for example, using knockout mutants.

The specific degradation of DNA during PCD has also been described in Chlamydomonas in
response to different stresses, and could be detected by TUNEL or by the detection of a DNA ladder by
electrophoresis [93–95,101–103]. Other markers of PCD have also been detected in Chlamydomonas,
such as phosphatidylserine membrane translocation by annexin V [102] or fragmentation of
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) [95]. Altogether these results suggest that a PCD-like process
exists in Chlamydomonas, while the very reason for its existence remains to be established. Several studies
have attempted to address this question by inducing PCD using heat shock [103] or UV-C [102]. In both
cases the principle was to induce PCD in a culture, then to get rid of the cells to recover only the
pre-conditioned “PCD” culture medium where fresh cells are inoculated, grown, and treated with the
same stress that induced PCD in the first part of the experiment. The authors found that the cells
placed in the PCD medium were more resistant than control cells [102,103]. Thus, the most exposed
cells would be destroyed by PCD and could release into the medium, molecules capable of helping
remaining cells of the population to better resist to death. This suggests that PCD should be considered
as a pro-survival mechanism at the level of the whole population (Figure 1). These results also indicate
that the culture medium has a fundamental role and allows cells to communicate to better adapt
to their environment. The identification of molecules involved in cell to cell communications and
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enabling increased resistance to stress would be a major milestone for understanding this peculiar type
of survival mechanism.

4. Cellular Reinforcement Strategies

4.1. The Cell Wall: The Last Defender

The cell wall plays an important role in the mechanisms allowing the protection of Chlamydomonas
from environmental stresses. It is mainly composed of HPRGs [104], whose nature is likely to change
according to environmental conditions. Consistently, cell wall-less strains are less resistant to metals
such as cadmium, cobalt, copper, and nickel [105–107]. The cell wall has been reported to be modified
by environmental conditions, including high-CO2, the presence of singlet oxygen, sulfur depravation,
or an acidic pH [9,57,108,109]. High-CO2 cells produce different HPRGs and MMPs [108]; under sulfur
starvation the profile of extracellular proteins is strongly modified [109,110]; and incubation at pH 3.4
induces significant thickening of the cell wall [57].

In nutrient-limiting conditions, cell wall thickening can lead to Daphnia resistance in
Chlamydomonas [111]. Indeed, Chlamydomonas is able to resist digestion in the gut of its predator Daphnia,
while cell wall-less strains are digested [111–113]. This may be crucial for survival of the population
under nutrient-limiting conditions where the cell cycle is arrested, and therefore, every single life
matters for the population to survive. In open-water ecosystems, a Chlamydomonas population could
remain at equilibrium thanks to this mechanism of resistance to digestion [111,114]. It has also been
proposed that the passage through the gut allows Chlamydomonas to take up nutrients from Daphnia [64].
A complete cell wall does not seem to be crucial for aggregation, as cellwall-less strains are also able to
generate aggregates [61,76,115]. The role of the cell wall in the stress response has also been highlighted
in cysts, where a thicker cell wall helps the cell to resist to extreme conditions.

In Chlamydomonas, strains used for genetic or reverse genetic experiments are usually
cell-wall-deficient because of their higher transformation efficiencies [116]. Therefore special attention
should be paid to studies on stress resistance using such strains.

4.2. Cyst: Surviving Extreme Conditions

If, like Charles Darwin, you were walking in the snows of the Andes mountains, European Alps,
Antarctica, or Alaska, you might encounter the strange phenomenon of red snow [117,118].
This pink–red coloration of the snow is due to extremophile microalgae living in these hostile
environments. The red snow appears in the spring/summer melting snows, at the onset of high
intensities of sun radiation [119,120]. Most of snow algae are members of the Volvocales order [117].
This is a striking example of the ability of some photosynthetic microorganisms to survive under very
harsh conditions, such as very low temperature, drought, starvation, and high radiation [121,122].
For instance, Chlamydomonas nivalis turns red in response to environmental stress, where it becomes a cyst
(also named “aplanospore” or “hypnospore”) [120,121]. In Haematococcus pluvialis, similar encystement
has been shown to be triggered by stress conditions [123], including nutrient deprivation [124],
high light [125], salinity [126,127], or high or low temperatures [128]. The red pigmentation is
mainly due to the accumulation of astaxanthin [129] which is produced from β-carotenes through
the xanthophyll cycle using the beta-carotene ketolase (BKT) [130,131]. The very large amount of
cytoplasmic astaxanthin esters acts like a filter that absorbs the excess of light that could lead to
photoinhibition and photooxidative damages [121,122,132,133]. A homologue of the BKT gene exists
in Chlamydomonas, although its expression level and the amount of astaxanthin are very low [134,135];
therefore, the link between BKT, astaxanthin, and stress responses, remains to be investigated. A first
step may have been taken by Perozeni and colleagues, who managed to produce astaxanthin in
Chlamydomonas reinhardtii by overexpressing a re-designed version of BKT [134].
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4.3. Zygospore: When Sex Comes to the Rescue

In environmental stress conditions, Chlamydomonas haploid cells can differentiate into gametes
which can mate to form diploid zygotes (Figure 2). In Chlamydomonas, gametogenesis have been shown
to be triggered by nitrogen starvation and light variations [136], but in related organisms such as Volvox,
ROS can also induce sexual behavior [137], suggesting that a greater variety of stresses could induce
this differentiation in Chlamydomonas. The zygote-specific wall is better adapted to stress, as it is thicker
and reinforced by isodityrosine cross-linking of proteins [138], and transglutamination linking lysine
to glutamine [139]. Additionally, its cell wall is composed of different HPRGs [140,141], some of which
are only present in the zygote, such as ZSP1 and ZSP2 (zygotic serine-proline rich) [142,143]. Recently,
a giant type I polyketide synthase (PKS1) was shown to be involved in zygospore maturation [143].
The PKS1 gene is strongly overexpressed within a few days after the mating. The pks1 mutant
does not survive desiccation but is still able to germinate, suggesting that PKS1 is rather involved
in stress resistance of the zygospore rather than in mating. PKS1 is mandatory for the formation of
knob-like structures on the cell surface and contributes to the construction of the cell wall central
layer [143,144]. This cell wall organization allows the cells to survive hostile environments, such as
darkness, desiccation, starvation, and freezing [143,145–147]. For instance, zygospores can allow
survival during the winter and can germinate when temperatures increase to release haploid cells [146].
Moreover zygospores can aggregate into clumps (Figure 2) that are extremely difficult to break
up [142,144,148], and could provide additional resistance to extreme environmental stresses.

5. Conclusions

A better knowledge of the mechanisms controlling stress responses in Chlamydomonas is
important both for basic research and biotechnological applications. Fundamental research may
help in understanding how unicellular algae are able to withstand very unfavorable environmental
conditions. We have seen specific socialization mechanisms implied, for which next to nothing is
known, although this process may be central in the transition from uni to multicellularity. It would be
interesting to understand which genes and signals are involved in controlling the dialogue between
cells that results in multicellular structure formation but also PCD. A major goal would be to identify the
molecules released into the medium by dying cells to help other cells survive unfavorable conditions.
These molecules could be of great interest for many fields and applications. Understanding stress
responses in Chlamydomonas may allow engineering microalgae for improved growth under harsh
industrial conditions or high light intensities, and thereby increase the productivity and economic
viability of large-scale cultures of microalgae. Cell aggregation could also prove to be a very interesting
process to develop alternate and cheap methods for harvesting microalgae [149,150].
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119. Procházková, L.; Remias, D.; Holzinger, A.; Řezanka, T.; Nedbalová, L. Ecophysiological and morphological
comparison of two populations of Chlainomonas sp. (Chlorophyta) causing red snow on ice-covered lakes in
the High Tatras and Austrian Alps. Eur. J. Phycol. 2018, 53, 230–243. [CrossRef]

120. Müller, T.; Bleiß, W.; Martin, C.-D.; Rogaschewski, S.; Fuhr, G. Snow algae from northwest Svalbard: Their
identification, distribution, pigment and nutrient content. Polar Biol. 1998, 20, 14–32. [CrossRef]

121. Remias, D.; Lütz-Meindl, U.; Lütz, C. Photosynthesis, pigments and ultrastructure of the alpine snow alga
Chlamydomonas nivalis. Eur. J. Phycol. 2005, 40, 259–268. [CrossRef]

122. Gorton, H.L.; Vogelmann, T.C. Ultraviolet Radiation and the Snow Alga Chlamydomonas nivalis (Bauer) Wille.
Photochem. Photobiol. 2003, 77, 608–615. [CrossRef]

123. Boussiba, S. Carotenogenesis in the green alga Haematococcus pluvialis: Cellular physiology and stress
response. Physiol. Plant. 2000, 108, 111–117. [CrossRef]

124. Kakizono, T.; Kobayashi, M.; Nagai, S. Effect of carbon/nitrogen ratio on encystment accompanied with
astaxanthin formation in a green alga, Haematococcus pluvialis. J. Ferment. Bioeng. 1992, 74, 403–405. [CrossRef]

125. Li, Y.; Sommerfeld, M.; Chen, F.; Hu, Q. Effect of photon flux densities on regulation of carotenogenesis and
cell viability of Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae). J. Appl. Phycol. 2010, 22, 253–263. [CrossRef]

126. Li, Y.; Sommerfeld, M.; Chen, F.; Hu, Q. Consumption of oxygen by astaxanthin biosynthesis: A protective
mechanism against oxidative stress in Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae). J. Plant. Physiol. 2008, 165,
1783–1797. [CrossRef]

127. Sarada, R.; Tripathi, U.; Ravishankar, G.A. Influence of stress on astaxanthin production in Haematococcus
pluvialis grown under different culture conditions. Process. Biochem. 2002, 37, 623–627. [CrossRef]

128. Tjahjono, A.E.; Hayama, Y.; Kakizono, T.; Terada, Y.; Nishio, N.; Nagai, S. Hyper-accumulation of astaxanthin
in a green alga Haematococcus pluvialis at elevated temperatures. Biotechnol. Lett. 1994, 16, 133–138. [CrossRef]

129. Rezanka, T.; Nedbalová, L.; Sigler, K.; Cepák, V. Identification of astaxanthin diglucoside diesters from
snow alga Chlamydomonas nivalis by liquid chromatography-atmospheric pressure chemical ionization mass
spectrometry. Phytochemistry 2008, 69, 479–490. [CrossRef]

130. Grossman, A.R.; Lohr, M.; Im, C.S. Chlamydomonas reinhardtii in the Landscape of Pigments. Annu. Rev.
Genet. 2004, 38, 119–173. [CrossRef]

131. Lemoine, Y.; Schoefs, B. Secondary ketocarotenoid astaxanthin biosynthesis in algae: A multifunctional
response to stress. Photosynth. Res. 2010, 106, 155–177. [CrossRef]

132. Bidigare, R.R.; Ondrusek, M.E.; Kennicutt, M.C.; Iturriaga, R.; Harvey, H.R.; Hoham, R.W.; Macko, S.A.
Evidence for a photoprotective function for secondary carotenoids of snow algae. J. Phycol. 1993, 29, 427–434.
[CrossRef]

133. Scibilia, L.; Girolomoni, L.; Berteotti, S.; Alboresi, A.; Ballottari, M. Photosynthetic response to nitrogen
starvation and high light in Haematococcus pluvialis. Algal Res. 2015, 12, 170–181. [CrossRef]

134. Perozeni, F.; Cazzaniga, S.; Baier, T.; Zanoni, F.; Zoccatelli, G.; Lauersen, K.J.; Wobbe, L.; Ballottari, M. Turning
a green alga red: Engineering astaxanthin biosynthesis by intragenic pseudogene revival in Chlamydomonas
reinhardtii. bioRxiv 2019, 535989. [CrossRef]

135. Strenkert, D.; Schmollinger, S.; Gallaher, S.D.; Salomé, P.A.; Purvine, S.O.; Nicora, C.D.; Mettler-Altmann, T.;
Soubeyrand, E.; Weber, A.P.M.; Lipton, M.S.; et al. Multiomics resolution of molecular events during a day in
the life of Chlamydomonas. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2019, 116, 2374–2383. [CrossRef]

136. Zou, Y.; Wenzel, S.; Müller, N.; Prager, K.; Jung, E.-M.; Kothe, E.; Kottke, T.; Mittag, M. An Animal-Like
Cryptochrome Controls the Chlamydomonas Sexual Cycle. Plant. Physiol. 2017, 174, 1334–1347. [CrossRef]

137. Nedelcu, A.M.; Marcu, O.; Michod, R.E. Sex as a response to oxidative stress: A twofold increase in cellular
reactive oxygen species activates sex genes. Proc. R. Soc. B Biol. Sci. 2004, 271, 1591–1596. [CrossRef]

138. Waffenschmidt, S.; Woessner, J.P.; Beer, K.; Goodenough, U.W. Isodityrosine cross-linking mediates
insolubilization of cell walls in Chlamydomonas. Plant. Cell 1993, 5, 809–820.

139. Waffenschmidt, S.; Kusch, T.; Woessner, J.P. A Transglutaminase Immunologically Related to Tissue
Transglutaminase Catalyzes Cross-Linking of Cell Wall Proteins in Chlamydomonas reinhardtii. Plant. Physiol.
1999, 121, 1003–1015. [CrossRef]

http://dx.doi.org/10.1080/09670262.2018.1426789
http://dx.doi.org/10.1007/s003000050272
http://dx.doi.org/10.1080/09670260500202148
http://dx.doi.org/10.1562/0031-8655(2003)0770608URATSA2.0.CO2
http://dx.doi.org/10.1034/j.1399-3054.2000.108002111.x
http://dx.doi.org/10.1016/0922-338X(92)90041-R
http://dx.doi.org/10.1007/s10811-009-9453-6
http://dx.doi.org/10.1016/j.jplph.2007.12.007
http://dx.doi.org/10.1016/S0032-9592(01)00246-1
http://dx.doi.org/10.1007/BF01021659
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2007.06.025
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.genet.38.072902.092328
http://dx.doi.org/10.1007/s11120-010-9583-3
http://dx.doi.org/10.1111/j.1529-8817.1993.tb00143.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.algal.2015.08.024
http://dx.doi.org/10.1101/535989
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1815238116
http://dx.doi.org/10.1104/pp.17.00493
http://dx.doi.org/10.1098/rspb.2004.2747
http://dx.doi.org/10.1104/pp.121.3.1003


Cells 2019, 8, 1307 16 of 16

140. Lopez, D.; Hamaji, T.; Kropat, J.; De Hoff, P.; Morselli, M.; Rubbi, L.; Fitz-Gibbon, S.; Gallaher, S.D.;
Merchant, S.S.; Umen, J.; et al. Dynamic Changes in the Transcriptome and Methylome of Chlamydomonas
reinhardtii throughout Its Life Cycle. Plant. Physiol. 2015, 169, 2730–2743. [CrossRef]

141. Joo, S.; Nishimura, Y.; Cronmiller, E.; Hong, R.H.; Kariyawasam, T.; Wang, M.H.; Shao, N.C.; El Akkad, S.-E.-D.;
Suzuki, T.; Higashiyama, T.; et al. Gene Regulatory Networks for the Haploid-to-Diploid Transition of
Chlamydomonas reinhardtii. Plant. Physiol. 2017, 175, 314–332. [CrossRef]

142. Suzuki, L.; Woessner, J.P.; Uchida, H.; Kuroiwa, H.; Yuasa, Y.; Waffenschmidt, S.; Goodenough, U.W.;
Kuroiwa, T. A Zygote-Specific Protein with Hydroxyproline-Rich Glycoprotein Domains and Lectin-Like
Domains Involved in the Assembly of the Cell Wall of Chlamydomonas reinhardtii (chlorophyta). J. Phycol.
2000, 36, 571–583. [CrossRef]

143. Heimerl, N.; Hommel, E.; Westermann, M.; Meichsner, D.; Lohr, M.; Hertweck, C.; Grossman, A.R.; Mittag, M.;
Sasso, S. A giant type I polyketide synthase participates in zygospore maturation in Chlamydomonas reinhardtii.
Plant. J. 2018, 95, 268–281. [CrossRef]

144. Cavalier-Smith, T. Electron microscopy of zygospore formation in Chlamydomonas reinhardii. Protoplasma
1976, 87, 297–315. [CrossRef]

145. VanWinkle-Swift, K.P.; Rickoll, W.L. The Zygospore Wall of Chlamydomonas Monoica (chlorophyceae):
Morphogenesis and Evidence for the Presence of Sporopollenin1. J. Phycol. 1997, 33, 655–665. [CrossRef]

146. Suzuki, L.; Johnson, C. Photoperiodic control of germination in the unicell Chlamydomonas. Naturwissenschaften
2002, 89, 214–220. [CrossRef]

147. Trainor, F.R.; Gladych, R. Survival of algae in a desiccated soil: A 35-year study. Phycologia 1995, 34, 191–192.
[CrossRef]

148. Suzuki, L.; Yuasa, Y.; Kuroiwa, T. Transcription and Translation involved in Pellicle Formation in the
Chlamydomonas reinhardtii Zygote. Cytologia 1997, 62, 421–425. [CrossRef]

149. Avnimelech, Y.; Troeger, B.W.; Reed, L.W. Mutual Flocculation of Algae and Clay: Evidence and Implications.
Science 1982, 216, 63–65. [CrossRef]

150. Salim, S.; Bosma, R.; Vermuë, M.H.; Wijffels, R.H. Harvesting of microalgae by bio-flocculation. J. Appl.
Phycol. 2011, 23, 849–855. [CrossRef]

© 2019 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

http://dx.doi.org/10.1104/pp.15.00861
http://dx.doi.org/10.1104/pp.17.00731
http://dx.doi.org/10.1046/j.1529-8817.2000.99112.x
http://dx.doi.org/10.1111/tpj.13948
http://dx.doi.org/10.1007/BF01624002
http://dx.doi.org/10.1111/j.0022-3646.1997.00655.x
http://dx.doi.org/10.1007/s00114-002-0302-6
http://dx.doi.org/10.2216/i0031-8884-34-3-191.1
http://dx.doi.org/10.1508/cytologia.62.4_421
http://dx.doi.org/10.1126/science.216.4541.63
http://dx.doi.org/10.1007/s10811-010-9591-x
http://creativecommons.org/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.


20 
 

 Comportements multicellulaires chez les organismes 
unicellulaires  

 Différentes structures multicellulaires 

La coopération est partie intégrante de la vie des animaux, des plantes et des microorganismes. 
D’aucuns pourraient penser que la théorie darwinienne implique une compétition absolue, rien 
n’est plus faux (Pennisi, 2009). Même les microorganismes les plus simples sont capables de 
comportements altruistes et collectifs parmi lesquels la PCD et la formation de structures 
multicellulaires. De nombreux organismes unicellulaires sont capables de se regrouper pour 
former de telles structures. Plusieurs architectures de groupes multicellulaires existent en 
environnement liquide, on peut les classer en fonction de leurs propriétés d’adhésion 
(Figure 1A). Si les cellules n’adhèrent à rien, elles restent seules en suspension dans le liquide, 
elles sont dites planctoniques. Si elles adhèrent entre elles, on obtient des agrégats (aussi 
appelés « floc ») ou des flor. La différence est que les agrégats sont en suspension dans le 
liquide et que les flor flottent à la surface en contact avec l’air. Enfin si les cellules adhèrent 
entre elles et à une surface solide, il s’agit d’un biofilm. La force d’adhésion des biofilms dépend 
de l’espèce mais aussi de la nature physico-chimique de la surface solide. Ces différentes 
architectures sont adoptées par des microorganismes de tous types, aussi bien des bactéries 
que des levures ou des microalgues (Figure 1 B, C et D) (Brückner and Mösch, 2012; Lürling, 
2021; Whiteley et al., 2017). 

Figure 1. Architecture des structures multicellulaires chez les microorganismes unicellulaires. 
(A) Les cellules peuvent adopter un mode de vie solitaire (planctonique), regroupées en 
flottaison à la surface air-liquide (flor), regroupées en suspension dans le liquide (agrégat) ou 
collées à une surface solide (biofilm). Schéma adapté de Brückner and Mösch, 2012. Ces trois 
comportements multicellulaires peuvent être induits chez des organismes unicellulaires 
photosynthétiques : (B) flor du chlorophyte Chlorella vulgaris, (C) agrégats de la cyanobactérie 
Microcystis aeruginosa et (C) biofilms de cyanobactéries et chlorophytes (Boelee, 2013; Low 
and Lau, 2017; Shao et al., 2012). 

La formation de structures multicelluaires n’est pas toujours optimale pour un 
unicellulaire, cela peut diminuer, par exemple, son accès aux ressources ou sa dispersion. S’il 
adopte ce comportement, c’est qu’il offre une protection contre l’environnement néfaste ou 
permet de coopérer avec une autre espèce. Par exemple, les biofilms bactériens sont induits 
par un stress, comme les antibiotiques, et les cellules en sont ainsi protégées (Lewis, 2001). 
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Chez Chlamydomonas et d’autres microalgues des structures multicellulaires sont formées en 
réponse au stress abiotique et à la prédation (se référer à 1.1). Nous metterons en perspective 
ces observations avec d’autres organismes unicellulaires comme la levure ou la bactérie.  

 Structures multicellulaires en réponse au stress abiotique et la prédation 

Chez Chlaymdomonas, la formation de palmelloïdes (colonies de 4 à 16 cellules) ou d’agrégats 
est déclenchée par une variété de stress comme des acides, des métaux et des variations de 
pH (se référer à 1.1.2). En revanche, à notre connaissance, aucune publication n’a encore 
montré la présence d’agrégats de grande taille en réponse au stress abiotique. Chez d’autres 
microalgues comme Chlorella, Dunaliella et Scenedesmus, les quelques études disponibles 
confirment que de gros agrégats sont formés en réponse au pH basique, aux nanoparticules 
d’argent et à l’aluminium qui induit un stress oxydatif (Ameri et al., 2020; Oukarroum et al., 
2012; Yang et al., 2016). Une variété de stress induisent donc des structues multicellulaires chez 
les microalgues. Mais la manière dont ce processus est contrôlé et son rôle restaient à être 
caractérisés au début de ma thèse, qui aura donc été dédiée à une meilleure compréhension 
de ce sujet chez l'espèce modèle Chlamydomonas.  

La prédation est un élément majeur qui forge l’évolution, les équilibres écologiques et 
les comportements des espèces (Calsbeek and Cox, 2010). La formation de structures 
multicellulaires en réponse à la prédation a été observée chez les bactéries et les levures mais 
aussi chez les microalgues (Khong et al., 2019; Pentz et al., 2015). Les observations faites chez 
ces dernières sont synthétisées dans le Tableau 1. Le développement d’agrégats ou de colonies 
est induit par des prédateurs chez les chlorophytes (algues vertes) et les haptophytes (algues 
brunes) qui sont des groupes très éloignés, ce qui montre que cette réponse n’est pas 
spécifique à un groupe. Il concerne aussi bien des cellules mobiles comme Chlamydomonas 
ou non mobiles comme les espèces de Scenedesmus (Kapsetaki et al., 2017). En revanche, les 
espèces de Chlamydomonas nageant le moins vite agrègent plus, certainement car elles sont 
moins efficaces pour fuir (Sathe and Durand, 2016). Les prédateurs sont aussi des groupes très 
variés, allant de multicellulaires comme les crustacés Daphnia ou des rotifères aux unicellulaires 
comme des dinoflagellés, ciliés ou alvéolés. Certains prédateurs comme Daphnia magna aient 
un effet sur plusieurs espèces différentes (Tableau 1). La formation de structures multicellulaires 
est donc une réponse largement répandue chez les microalgues. Enfin, l’agrégation en réponse 
aux prédateurs est visible dans le milieu naturel montrant qu’il ne s’agit pas d’un artéfact de 
laboratoire (Lürling and Van Donk, 1997). 
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Tableau 1. Comportements multicellulaires des microalgues induits par les prédateurs (vivants ou milieu) et les en protégeant (Protec.).  

 

Proie Prédateur Multi. 
Protec. Référence 

Type Espèce Type Espèce Vivant Milieu 

Chlorophyta 

Chlamydomonas 
reinhardtii 

Rotifère Brachionus calyciflorus Oui   Oui Lurling and Beekman, 2006 

Euglenoidea Peranema trichophorum Oui Oui Oui Sathe and Durand, 2016 

Chlorella sorokiniana 
Crustacés Daphnia magna Oui Oui Non Kapsetaki and West, 2019; 

Kapsetaki et al., 2017 Chrysophyceae  Ochromonas danica Oui   Oui 

Chlorella vulgaris 
Crustacés Daphnia magna Oui Oui   Kapsetaki et al., 2017 

Ciliés Tetrahymena thermophila Oui Oui  Fisher et al., 2016 

Scenedesmus acutus 

Rotifère Brachionus calyciflorus   Oui   

Ha et al., 2004; Kapsetaki 
et al., 2017; Lürling and 
Van Donk, 1996, 1997, 
2000; Lürling et al., 1997; 
Zhu et al., 2015 Crustacés 

Daphnia pulex   Oui Non 

Daphnia cucullata   Non Oui 

Daphnia magna, 
Eudiaptomus gracilis or 
Bosmina longirostris 

  Oui   

Daphnia galeata Oui Oui   

Scenedesmus obliquus 
Daphnia magna Oui Oui Oui 

Daphnia cucullata     Oui 
Desmodesmus 
subspicatus 

Daphnia magna Oui Non  

Scenedesmus dimorphus 
Daphnia magna   Oui   

Moina macrocopa  Oui  

Sphaerocystis schroeteri 
Daphnia galeata or 
Daphnia hyalina 

Oui Non Oui Kampe et al., 2007 

Haptophyta Phaeocystis globosa 
Dinoflagellata 

Noctiluca scintillans Oui   Non 
Jakobsen and Tang, 2002 

Gyrodinium dominans Oui   Oui 

Ciliés Euplotes sp. Oui Oui Oui Long et al., 2007 
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Les prédateurs des unicellulaires s’en nourrissent généralement par phagotrophie, c’est-
à-dire en les ingérant entiers pour ensuite les digérer. Si les cellules forment des groupes de 
taille suffisante, les prédateurs deviennent incapables de les ingérer. La taille relative de la 
structure multicellulaire et du prédateur détermine si la proie sera protégée ou non. Chez les 
microalgues, la forme multicellulaire apporte une protection dans la majorité des cas 
(Tableau 1), si bien que cela peut amener à l’extinction du prédateur (Jakobsen and Tang, 2002). 
En revanche, parfois la taille des agrégats n’est pas suffisante pour assurer une protection. Par 
exemple, les gros Daphnia magna et Daphnia pulex sont capables d’ingérer des colonies alors 
que les petits Daphnia cucullata ne le sont pas (Lürling and Van Donk, 1996). Cependant, les 
deux premiers (Daphnia magna et Daphnia pulex) induisent tout de même la production de 
colonies, certainement pour désavantager le troisième (Daphnia cucullata) (Lürling et al., 1997). 

 Mutualisme et agrégation inter-espèces 

La formation de structures multicellulaires est un moyen de défense contre les agressions mais 
permet aussi la coopération entre espèces. Des microalgues peuvent s’associer avec des 
organismes aussi divers que des salamandres (Burns et al., 2017, 2020), des éponges, des 
polychètes, des cnidaires (Baulina et al., 2016), des foraminifères (Lee, 2006), des bactéries ou 
des champignons (Cooper and Smith, 2015). Plusieurs associations impliquant 
Chlamydomonas et d’autres microorganismes ont été décrites. Par exemple, Chlamydomonas 
ne peut pas se développer avec certains acides aminés et peptides comme seule source 
d’azote. Cependant, en association avec Methylobacterium spp., Chlamydomonas pousse sur 
ces substrats grâce à un mutualisme obligatoire carbone-azote (Figure 2 A et B).  

Chlamydomonas fixe le CO2 et le transmet à Methylobacterium sous forme de carbone 
organique qui en retour minéralise les peptides contenant de la glycine, proline et 
hydroxyproline (Figure 2B) (Calatrava et al., 2018). Plusieurs bactéries entretiennent un 
mutualisme facultatif en augmentant la fixation du CO2 par Chlamydomonas, comme 
Azospirillum brasilense ou des Azotobacter (Preininger et al., 2006). De même, Pseudomonas 
putida, Escherichia coli et Rhizobium etli permettent un développement accéléré de 
Chlamydomonas en lui transmettant de l’acide acétique  (Fakhimi et al., 2019). Chlamydomonas 
est aussi capable d’échanger de l’azote pour du carbone avec de nombreux champignons 
filamenteux ou unicellulaires, comme Saccharomyces cerevisiae. Le mutualisme 
Chlamydomonas-Saccharomyces peut être obligatoire en absence de CO2 et en présence de 
glucose et KNO2 (Figure 2 A et B) (Hom and Murray, 2014). Dans certains cas, le mutualisme 
s’accompagne de contact physique. Dans la nature, il a été observé des biofilms mixtes stratifiés 
avec des microalgues et des cyanobactéries en surface qui ont ainsi accès à la lumière 
(Kublanovskaya et al., 2020). Sur milieu gélosé, Chlamydomonas se développe en contact de la 
bactérie Azotobacter (Preininger et al., 2006) et du champignon Alternaria (Figure 2C) (Lőrincz 
et al., 2010). En conditions liquides, Chlamydomonas peut s’agréger avec des bactéries comme 
Methylobacterium (Figure 2C et (Calatrava et al., 2018)). De même, certaines bactéries 
s’agrègent avec la microalgue Chlorella vulgaris (Figure 2D) (Lee et al., 2013). Chlamydomonas 
peut aussi s’agréger avec les champignons filamenteux Neurospora crassa et Aspergillus 
nidulans (Figure 2C). Cette interaction physique est d’autant plus forte chez des mutants de N. 
crassa et A. nidulans incapables de réduire le nitrite et formant donc un mutualisme obligatoire 
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avec Chlamydomonas. À notre connaissance, rien ne permet d’affirmer que l’agrégation 
impliquant des microalgues améliore la résistance au stress. Les association microalgues-
champignons pourraient être à l’origine du développement des lichens (Hom and Murray, 
2014).  

Figure 2. Mutualisme et agrégation entre Chlamydomonas et d’autres organismes. (A) Avec 
certains acides aminés comme seule source de carbone et d’azote, Chlamydomonas ne pousse 
qu’en coculture avec des methylobactéries et inversement. De même, en l’absence de CO2, 
Chlamydomonas et Saccharomyces cerevisiae ne peuvent pousser l’un sans l’autre. (B) En 
présence de CO2 Chlamydomonas fournit du carbone en échange d’azote et inversement en 
absence de CO2. (C) Chlamydomonas s’agrège avec des methylobactéries et des champignons 
filamenteux (Neurospora crassa et Aspergillus nidulans) en conditions liquides et avec des 
azotobacter et le champignon Alternaria sur milieu gélosé (Calatrava et al., 2018; Hom and 
Murray, 2014; Lőrincz et al., 2010). (D) Chlorella vulgaris s’agrège très fortement avec des 
bactéries des genres Flavobacterium, Terrirons et Sphingobacterium (Lee et al., 2013).  

 Morphologie et régulation des structures multicellulaires 

 Perception du stress et communication 

La première étape d’un comportement multicellulaire est la perception du danger. La 
perception du stress abiotique est mal connue chez les microalgues, en revanche la 
reconnaissance des prédateurs est mieux connue. En effet, le milieu de culture de prédateurs 
est suffisant pour induire la formation de colonies ou d’agrégats chez les microalgues 
(Tableau 1). Les kairomones responsables sont des sulfates aliphatiques et des sulfamates 
(Lürling, 2021). Dans certains cas, le prédateur vivant induit une réponse mais pas son milieu 
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de culture comme, par exemple, Sphaerocystis schroeteri en réponse à Daphnia galeata 
(Kampe et al., 2007). Il y aurait donc un autre moyen que les kairomones du prédateur pour 
induire le comportement multicellulaire. On ne peut que faire des hypothèses : contact 
physique, mort de certaines cellules ou signalisation entre les microalgues ?  

Le quorum sensing permet aux cellules de sentir la densité de population au moyen de 
molécules spécifiques. Il a d’abord été découvert chez les procaryotes où il est impliqué, entre 
autres, dans la régulation des biofilms. Les molécules impliquées sont en majorité de la famille 
des homosérine lactones (Whiteley et al., 2017). Chez Saccharomyces cerevisiae et Candida 
albicans, l’agrégation est aussi sous contrôle du quorum sensing, au moyen d’alcools 
aromatiques dont le tryptophol (Chen and Fink, 2006; Smukalla et al., 2008; Winters et al., 2019). 
À notre connaissance, un seul article fait référence au quorum sensing concernant l’agrégation 
chez les microalgues, dans lequel certaines homosérine lactones induisent la production d’EPS 
(Extracellular polymeric substance) dans des agrégats mixtes de bactéries et microalgues 
(Zhang et al., 2019). De plus, Chlamydomonas est capable de mimer un signal de quorum 
sensing en produisant du lumichrome qui active le récepteur à homosérine lactone LasR de 
Pseudomonas aeruginosa (Rajamani et al., 2008; Teplitski et al., 2004). De nouveaux travaux 
seraient cependant nécessaires pour évaluer un lien potentiel du quorum sensing dans 
l’agrégation chez Chlamydomonas.  

 Mode de formation des agrégats : clonal ou agrégatif 

L’environnement toxique induit la formation d’agrégats chez les organismes unicellulaires, 
mais comment ces structures multicellulaires se forment elles ? Deux mécanismes ont été 
identifiés (Pentz et al., 2020) (Figure 3A), les cellules peuvent : 

- Se diviser et ne pas se séparer, c’est le mode clonal ; 
- Une adhésion entre les cellules, c’est le mode agrégatif. 

Le processus agrégatif à l’avantage d’être bien plus rapide ce qui permet à l’organisme 
de se protéger très vite d’une agression de l’environnement. Par exemple, l’amibozoaire 
Dictyostelium s’agrège en quelques heures en réponse au manque de nutriments et la levure 
peut floculer en quelques secondes (Hashimura et al., 2019; Stratford and Keenan, 1988). Le 
développement clonal permet, d’un point de vue évolutif, une sélection plus rapide des 
caractères avantageux (West et al., 2021). Les levures, comme Kluyveromyces lactis ou 
Saccharomyces cerevisiae, sont des organismes modèles intéressants car elles sont capables 
de déclencher les deux types de processus (Brückner and Mösch, 2012; Driscoll and Travisano, 
2017). Chez Saccharomyces cerevisiae, des souches agrégeant spontanément ont été isolées. 
En particulier, snowflake (ace2) forme des agrégats avec des filaments en étoile rappelant un 
flocon de neige, d’où son nom, et floc (FLO+), des agrégats irréguliers (Ratcliff et al., 2015; 
Smukalla et al., 2008). Dans des cultures de ces deux mutants, la moitié des cellules ont été 
marquées en rouge et l’autre en vert. Si les agrégats obtenus sont homogènes, c’est-à-dire 
d’une seule couleur, il s’agit de développement clonal, sinon d’agrégation. Ainsi, les auteurs 
ont déterminé que snowflake était clonal (agrégat homogène, Figure 3B) et floc agrégatif 
(agrégat hétérogène, Figure 3C) (Pentz et al., 2020). La souche sauvage peut s’agréger avec les 
cellules floc mais ces dernières s’agrègent préférentiellement entre elles (Smukalla et al., 2008). 
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floc a donc un comportement « altruiste » avec les cellules sauvages « tricheuses ». Lorsqu’ils 
sont cultivés séparément, floc agrège beaucoup mieux que snowflake. En coculture, snowflake 
et floc agrègent ensemble fortement et d’avantage que chacune des souches seule. Lorsqu’ils 
sont mis en compétition, snowflake prend le dessus sur floc jusqu’à l’extinction de ce dernier 
(Pentz et al., 2020). Ces résultats montrent qu’en monoculture le développement agrégatif est 
supérieur au clonal, que les deux peuvent agréger en synergie et qu’en compétition le 
comportement clonal remplace l’agrégation.  

Snowflake est muté pour le facteur de transcription ace2 qui contrôle de nombreux gènes 
de la séparation des cellules mère et fille après la mitose (Oud et al., 2013; Ratcliff et al., 2015). 
La souche floc surexprime FLO1 et de manière générale le mode agrégatif est induit par les 
protéines FLO, des flocculines qui se fixent aux sucres de la paroi (Brückner and Mösch, 2012; 
Smukalla et al., 2008). Le comportement agrégatif est donc contrôlé par des protéines 
extracellulaires d’adhésion et le mode clonal par des protéines de la division cellulaire.  

Figure 3. Processus clonal et agrégatif de la formation des structure multicellulaires. (A) Si une 
cellule se divise et que les cellules filles ne se séparent pas, il s’agit d’un développement clonal. 
Si, au contraire, plusieurs cellules se regroupent et restent collées, on parle de développement 
agrégatif. Chez Saccharomyces cerevisiae des mutants existent pour les deux processus, 
(B) snowflake est clonal alors que (C) floc est agrégatif (Pentz et al., 2020). (C) Comportement 
agrégatif de la microalgue Chlorella sorokiniana. (Kapsetaki et al., 2017). Les barres d’échelle 
représentent 10 µm (B et C) et 20 µm (D). 

Comme nous l’avons vu précédemment (voir 1.1.2), les microalgues sont capables 
d’agréger en réponse au stress par deux moyens : les palmelloïdes ou les agrégats. Les 
palmelloïdes se forment par division d’une cellule mère dont les cellules filles restent dans la 
paroi (Khona et al., 2016), c'est la définition même d’un processus clonal. Pour les agrégats, 
peu d’études ont tenté de trancher entre les 2 hypothèses. Chez Chlamydomonas, en réponse 
au prédateur Peranema, les agrégats sont chimériques c’est-à-dire composés de plusieurs 
espèces différentes. De plus, le mélange d’une population marquée et d’une non-marquée de 
la même espèce donne des agrégats hétérogènes (Sathe and Durand, 2016). Cet article ne 
présente malheureusement pas d'illustration de ces résultats. À l'inverse, les agrégats induits 
par le rotifère Brachionus ne se forment qu’en présence de lumière, suggérant que la croissance 
serait nécessaire et qu'il s'agirait plutôt ici d'un processus de type clonal (Lürling and Beekman, 
2006). Enfin, les zygotes (diploïdes) de Chlamydomonas forment spontanément une pellicule 
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très solides quelques heures après la reproduction sexuée. Dans ce cas, il s’agit forcément d’un 
développement agrégatif car les zygospores ne se divisent pas, ils vont être amenés à germer 
en nouvelles cellules végétatives (Suzuki et al., 2000). Hormis Chlamydomonas, quelques autres 
microalgues ont été étudiées pour leur façon de former des groupes multicellulaires : Chlorella 
et Scenedesmus. En présence de prédateur, Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris ou 
Scenedesmus obliquus forment en majorité des structures multicellulaires par agrégation 
(Figure 3D) mais aussi de façon clonale. De plus, ces trois espèces agrègent ensemble deux à 
deux, par exemple Chlorella sorokiniana avec Scenedesmus obliquus ou Chlorella sorokiniana 
avec Chlorella vulgaris. Les microalgues sont donc capables de former des structures 
multicellulaires par un mode agrégatif ou clonal comme la levure. Enfin, le milieu de Daphnia 
n’induit que des agrégats alors que le prédateur vivant donne à la fois des agrégats et des 
colonies (Kapsetaki et al., 2017). Cette différence suggère que des régulations différentes 
pourraient être à l’origine de l’une ou l’autre des formes multicellulaires.  

Les bases moléculaires de ces différentes régulations n’ont été étudiée que récemment. 
Roccuzzo et ses collègues ont identifié les protéines exprimées dans les développements 
clonaux et agrégatifs chez Scenedesmus. Le premier serait déclenché par la production d’ATP, 
de protéines de la photosynthèse et d’acides gras membranaires. A l’opposé, l’agrégation 
nécessite la production de composés extracellulaires dont des protéines avec des ponts 
disulfure, des carbohydrates et des lipides (Roccuzzo et al., 2020). Chez Chlamydomonas, 
l’agrégation des zygotes nécessite ZSP-2 (Zygote Specific Protein), une protéine riche en 
hydroxyproline avec un domaine lectine (Suzuki et al., 2000). C’est la seule protéine de 
Chlamydomonas connue comme impliquée dans l’agrégation. En outre, certaines lectines de 
plante, de levure ou de bactérie induisent l’agrégation en particulier la Concanavalin A qui se 
fixe à des résidus mannosyl et glucosyl (Díaz-Santos et al., 2015, 2016; Sharabi and Gilboa‐

Garber, 1980). On retrouve ici des mécanismes similaires à la levure avec une altération de la 
division cellulaire pour le développement clonal et une adhésion avec des protéines (lectines ?) 
et sucres pour l’agrégation.  

 Matrice extracellulaire 

Chez les bactéries, la matrice extracellulaire (ECM) est un élément constitutif du biofilm. Elle est 
décrite dès la découverte des biofilms dans les années 1970 (Costerton et al., 1978). Dans la 
majorité des cas, les microorganismes composent moins de 10% de la masse du biofilm, les 
90% restants étant de la matrice. L’ECM des biofilms bactériens est composée d’EPS qui sont 
des polysaccharides mais aussi des protéines ou des acides nucléiques. Sont aussi associés aux 
biofilms de nombreuses enzymes qui dégradent les sucres, protéines et lipides (Flemming and 
Wingender, 2010).  

On peut se demander si une telle matrice existe chez les microalgues et quel serait alors 
son rôle dans la protection et/ou l’adhésion. Chez Chlamydomonas, il a été montré que les 
palmelloïdes induits par le stress avaient une matrice contenant des sucres (Khona et al., 2016). 
En réponse au cadmium et au plomb, Chlamydomonas développe une ECM qui protège les 
cellules en fixant ces métaux (Li et al., 2021). Les colonies de Phaeocystis contiennent une 
épaisse ECM qui leur apporte une protection supplémentaire contre la prédation (Dutz et al., 
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2005). Les protéines et les sucres de la matrice ont une importance pour l’agrégation chez 
Scenedesmus (Roccuzzo et al., 2020) et l’adhésion aux surfaces chez Nannochloropsis (Soriano-
Jerez et al., 2020), mais de nouvelles études seraient nécessaires pour comprendre leur rôle 
précis.  

 Réversibilité : retour à la forme planctonique  

Pourquoi les microalgues ne restent-elles pas définitivement sous forme multicellulaire ? Chez 
Scenedesmus aucune différence n’a été observée en termes d’efficacité photosynthétique et 
de croissance mais les grosses particules sédimentent plus facilement. Cela les éloigne de la 
lumière et des températures clémentes (Lürling and Van Donk, 2000). Dès le retour à des 
condition favorables, les microalgues retournent donc à leur état unicellulaire qui leur permet 
de se développer plus efficacement. Par exemple, les palmelloïdes de Chlamydomonas se 
dissocient en une heure après l’arrêt d’un stress salin (Khona et al., 2016). Le retour à la forme 
planctonique peut aussi être induit par un stimulus extérieur. En effet, contrairement à la 
majorité des prédateurs, Acartia tonsa préfère ingérer les colonies aux cellules planctoniques. 
En réponse à ce copépode, dont la présence est trahie par un composé lipide-soluble non 
volatile, les colonies de Phaeocystis ou de la diatomée Skeletonema marinoi se dissocient 
(Bjærke et al., 2015; Long et al., 2007).  

Les processus moléculaires en jeu dans la dissociation impliquent une dégradation 
enzymatique de la matrice ou de la paroi retenant les cellules. En effet, la matrix 
métalloprotéinase MMP13 de Chlamydomonas est fortement surexprimée à ce moment-là 
(Khona et al., 2016). D’autres protéinases pourraient être impliquées dans la dégradation de la 
paroi comme des MMP, dont les gamétolysines (Luxmi et al., 2018), ou la subtilisine VLE1 (Kubo 
et al., 2009).  

Les comportements multicellulaires et le retour à la forme planctonique sont donc des 
réponses physiologiques rapides et contrôlées.  

 Comment devenir multicellulaire et le rester ? 

 Innovations morphologiques et génétiques 

Comme les organismes unicellulaires en réponse au stress, les organismes multicellulaires 
adoptent des développements agrégatifs et clonaux. En outre, les formes clonales sont bien 
plus fréquentes que les agrégatives (Figure 4A). Elles ont plusieurs morphologies comme des 
sphères organisées ou non, des filaments ou des syncytiums (cellules à plusieurs noyaux issues 
de la fusion de plusieurs cellules) (Brunet and King, 2017; Grosberg and Strathmann, 2007). Les 
Volvocales sont un ordre de chlorophytes contenant des espèces unicellulaires 
(Chlamydomonas), coloniales (Gonium) et multicellulaires (Volvox) (Figure 4B). Les espèces 
coloniales contiennent plusieurs cellules mais non différenciées. Les espèces multicellulaires 
ont au moins deux types de cellules, par exemple Volvox a des cellules somatiques et sexuelles 
(Yamashita et al., 2016). Ces éléments font du lignage des Volvocales un terrain formidable 
pour étudier la transition vers la multicellularité. L’espèce la plus simple est l’unicellulaire 
Chlamydomonas et les multicellulaires sont plus ou moins complexes allant de 4 à plusieurs 
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milliers de cellules comme suit : Tetrabaena (4 cellules), Gonium (8 ou 16), Pandorina (16), 
Eudorina (16 ou 32), Astrephomene (32 ou 64), Pleodorina (64 ou 128) et enfin Volvox (jusqu’à 
plusieurs milliers ) (Yamashita et al., 2016).  

Pour comprendre la transition vers la multicellularité chez les Volvocales, on peut étudier 
les différences morphologiques mais aussi génomiques. Quatre génomes ont été séquencés: 
Chlamydomonas reinhardtii, Tetrabaena socialis, Gonium pectorale et Volvox carteri 
(Featherston et al., 2018; Hanschen et al., 2016; Merchant et al., 2007; Prochnik et al., 2010). De 
façon générale, les changements génétiques sont relativement faibles. Ce constat corrobore 
l’hypothèse selon laquelle la transition vers la multicellularité ne nécessite pas la modification 
d'un grand nombre de gènes (Pennisi, 2010). Les comparaisons de génomes montrent des 
modifications du cycle cellulaire, en particulier les cyclines et la voie du rétinoblastome. En 
effet, l’expression du rétinoblastome de Gonium chez Chlamydomonas induit un 
développement clonal (Hanschen et al., 2016). De plus, les familles de gènes qui s’expandent 
le plus chez Volvox sont les PHCs et les MMPs/gamétolysines qui agissent essentiellement au 
niveau du développement de l’ECM (Prochnik et al., 2010).  

 

Figure 4. Différentes formes de multicellularité et morphologie des Volvocales. (A) Formes 
agrégatives et clonales de multicellularité dans le vivant (Brunet and King, 2017). (B) Formes 
unicellulaires, coloniales et multicellulaires de complexité croissante chez les Volvocales 
(Yamashita et al., 2016).  
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 Evolution expérimentale de la multicellularité 

La multicellularité est apparue de nombreuses fois dans le vivant, chez les procaryotes et 
les eucaryotes. Il est improbable qu’un phénomène si complexe soit apparu par chance si 
fréquemment, sous des formes variées et dans des groupes très différents (Grosberg and 
Strathmann, 2007). Quels sont les pressions évolutives qui amènent à cette convergence ? On 
peut se baser sur les réponses physiologiques amenant des comportements multicellulaires 
pour trouver ces pressions évolutives. La socialisation est une réponse adaptative qui ne 
nécessitent pas de sélection naturelle. Cependant, les causes de la formation des structures 
multicellulaires pourraient être les mêmes que celles de l’apparition de la multicellularité stricto 
sensus. Pour étudier ceci, des études d’évolution expérimentale en laboratoire ont permis de 
transformer des organismes unicellulaires en multicellulaires. Les premières expériences ont 
été faites en sélectionnant sur un grand nombre de générations les cellules sédimentant le 
plus. Cette pression de sélection artificielle a permis de générer des souches multicellulaires de 
Saccharomyces cerevisiae et Chlamydomonas (Moulton and Bell, 2013; Ratcliff et al., 2012, 
2013). De façon plus intéressante, la prédation, qui est une pression de sélection présente dans 
la nature (voir 1.2.2), induit aussi une transition vers la multicellularité en quelques centaines 
de générations chez Chlorella et Chlamydomonas (Becks et al., 2010; Boraas et al., 1998; Herron 
et al., 2019). Les souches ainsi obtenues ont une ECM mais sont peu organisées et non motiles 
contrairement à Tetrabaena ou Gonium ce qui indique qu’il s’agit d’une forme coloniale 
primitive (Boyd et al., 2018). Les levures multicellulaires ont la morphologie clonale snowflake. 
En revanche, si la pression de sélection est plus intense, la levure évolue en énormes agrégats 
formés de snowflakes collés dans une matrice de protéines (Gulli et al., 2019). Cela montre que 
l’évolution d’une multicellularité agrégative est possible. Chez les microalgues, les formes 
multicellulaires obtenues par sédimentation ou prédation sont clonales. Ces souches montrent 
une expression différente de nombreux gène dont ceux de la reproduction et du cycle cellulaire 
(Herron et al., 2018), ce qui est en corrélation avec le développement clonal en réponse au 
stress (se référer à 1.2.2).  

En conclusion, les Volvocales ont développé une multicellularité qui peut être 
partiellement reproduite par évolution dirigée. Que ce soit dans la nature ou 
expérimentalement, la multicellularité est clonale et est due à des modification du cycle 
cellulaire et de l’ECM. En réponse au stress, le comportement clonal est aussi dû à une 
modification du cycle cellulaire et de l’ECM (se référer à 1.2). En revanche, il a été proposé que 
la transition vers la multicellularité soit une combinaison de mécanismes clonaux et agrégatifs 
(Olson, 2013). Le scénario proposé est le suivant : dans des conditions défavorables, les cellules 
se regroupent. Si les périodes de stress persistent, l’agrégation devient un avantage évolutif. 
Par conséquent, le développement clonal devient aussi un avantage et est aussi sélectionné. 
Ainsi, les mécanismes clonaux et agrégatif pourraient être à l’origine de la multicellularité.  
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2 Résultats 
 Bases de l’agrégation chez Chlamydomonas 

 Résumé de l’article 

Historiquement, l’équipe de Stéphane Lemaire est experte dans la régulation redox de la 
fixation du carbone chez Chlamydomonas (Michelet et al., 2013). D’autres thématiques ont été 
développées plus récemment. D’une part, l’équipe contribue fortement aux prémices de la 
biologie synthétique chez Chlamydomonas avec en particulier la création d’un kit de clonage 
modulaire (voir Chapitre II.1, Crozet et al., 2018). D’autre part, plusieurs réponses au stress ont 
été étudiées comme l’autophagie (Pérez-Pérez et al., 2016) ou l’adaptation au manque de 
soufre (Mia et al., 2019). Pour étudier ces domaines, le laboratoire s’appuie sur une solide 
expertise en biochimie, protéomique et biologie moléculaire chez Chlamydomonas. Lorsqu'il a 
rejoint l'équipe, Antoine Danon mon directeur de thèse souhaitait étudier les mécanismes de 
la PCD chez un organisme unicellulaire. Pour induire la PCD, les cellules ont été soumises à des 
stress d’intensités variables (se référer à 1.1.2). Il a également pu constater que, comme ce qui 
était décrit dans la littérature, le milieu de culture de cellules mortes par PCD permettait de 
protéger les autres cellules de la population (Moharikar et al., 2006). C'est ainsi qu'il a initié les 
premières études de caractérisation du milieu de culture pour essayer de comprendre quelles 
étaient les molécules impliquées. Le pH est l'un des paramètres importants du milieu de 
culture, c'est pour cela qu'il a été analysé dans des conditions d'induction de la PCD. Les 
premières expériences ont montré que le pH du milieu de culture passait de 7 à 8,4 en quelques 
jours, non seulement dans les cultures pour lesquelles on avait induit la mort mais aussi pour 
les cultures contrôle. Pour voir si les cellules se développent mieux à pH 8,4, nous avons essayé 
les mettre directement en culture à ce pH. C'est alors que nous avons observé l’agrégation, en 
effet, les cellules forment dans ces conditions des agrégats visibles à l’œil nu. À la suite de cette 
observation, Antoine Danon a testé d’autres stress qui se sont montré tout autant capable 
d'induire la formation d'agrégats, il a alors émis l’hypothèse que les cellules s’agrègeraient 
pour se protéger du stress. L’agrégation de Chlamydomonas est la plupart du temps perçue 
comme un artéfact gênant les expériences (Harris, 1989). Au contraire, nous avons voulu 
étudier ce phénomène très peu décrit dans la littérature (voir 1.1.2). À cet égard, nous nous 
sommes posé plusieurs questions. Quelles conditions induisent l’agrégation ? Les cellules sont-
elles protégées du stress dans les agrégats ? Les agrégats se forment-ils par agrégation ou de 
façon clonale ? Ce phénomène est-il contrôlé génétiquement ? Si oui, quels sont les gènes 
impliqués ?  

Pour montrer la diversité des stress abiotiques pouvant aboutir à l’agrégation, nous 
avons mis Chlamydomonas en présence des stress oxydatif, nitrosatif et thermique. Face à des 
doses sublétales de ces stress, les cellules ont formé des structures multicellulaires visibles à 
l’œil nu composées de plusieurs milliers de cellules. Chez les unicellulaires, de telles structures 
multicellulaires peuvent être formées par un processus clonal ou agrégatif (voir 1.3.2 et Figure 
3). Dans notre cas, nous avons montré qu’elles se formaient de façon agrégative. Nous avons 
ensuite caractérisé l’environnement des cellules agrégées en étudiant l’ECM et le milieu 
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extracellulaire. Une ECM riche en sucres a pu être détectée au sein des agrégats. Le milieu 
extracellulaire de cellules agrégées est suffisant pour induire l’agrégation. Enfin, nous avons 
montré que les agrégats protégeaient les cellules du stress. Pour identifier les régulateurs 
moléculaires de l’agrégation, la famille de mutants socializer (saz) agrégeant spontanément a 
été générée. Le fait que des mutants agrègent spontanément montre que ce phénomène est 
contrôlé génétiquement. Le mutant saz1 est décrit en détail dans l’article ci-après, il est inactivé 
pour la subtilisine VLE1. Les agrégats de ce mutant et de la souche sauvage en réponse au 
stress ont des caractéristiques identiques. Ils ont une taille comparable, sont formés de façon 
agrégative, ont une ECM riche en sucres, protègent les cellules du stress et leur milieu induit 
l’agrégation. Pour identifier les régulateurs centraux de l’agrégation, une analyse multiomique 
a été menée sur six mutants saz. Les protéines du milieu ont été analysées en protéomique 
quantitative et l’expression des gènes a été mesurée en RNA-Seq. Ces deux analyses couplées 
nous ont permis d’identifier des gènes candidats régulateurs de l’agrégation. Pour certains 
d’entre eux nous avons caractérisé les mutants. Par cette stratégie de génétique inverse, nous 
avons obtenu des mutants incapables d’agréger et agrégeant spontanément confirmant que 
les gènes concernés sont impliqués dans l’agrégation. Cet article présente donc la première 
description de l’agrégation en réponse au stress abiotique chez Chlamydomonas. Nous y 
décrivons les bases moléculaires régulant ce processus.  

 Stress-induced collective behavior leads to the formation of multicellular 
structures and the survival of the unicellular alga Chlamydomonas reinhardtii 
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Summary 

In response to hostile environments, unicellular organisms such as yeast or bacteria form 

multicellular structures known as biofilms as a protection mechanism. In the model green alga 

Chlamydomonas reinhardtii, the formation of multicellular structures in response to stress remains 

poorly documented, and a potential protective role of these structures has never been described. We 

report in this paper the discovery of an abiotic stress response that Chlamydomonas can trigger to 

form large multicellular structures made of several thousand cells. We show that these aggregates 

constitute an effective bulwark within which the cells are efficiently protected from the toxic 

environment. We have generated the first family of mutants that aggregate spontaneously, the 

socializer mutants (saz), of which we describe here in detail saz1. We took advantage of the saz 

mutants to implement a large scale multiomics approach whose results shows that aggregation is not 

the result of passive agglutination, but rather genetic reprogramming and substantial modification of 

the protein composition of the extracellular compartment. The reverse genetic analysis we conducted 

on some of the most promising candidates allowed us to identify the first positive and negative 

regulators of aggregation and to make hypotheses on how this process is controlled in 

Chlamydomonas. 

 

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii, abiotic stresses, aggregation, cooperation, multicellularity 
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Introduction 
 
When confronted with environmental stress, multicellular organisms implement a set of reactions 

involving signaling and cooperation between cells from the same tissue. A typical example is the 

hypersensitive response triggered by plants against pathogens, during which certain cells will be led 

to self-destruction to enable the entire organism to survive (Saur, 2021).  

In harsh environments, some unicellular organisms such as yeast or bacteria activate defense 

systems, which also favor the emergence of collective behaviors between cells. These mechanisms 

involve the formation of multicellular structures, such as biofilms, whose structure and function are 

well documented (Karatan and Watnick, 2009; Smukalla et al., 2008). Biofilms, as opposed to 

aggregates, are surface-anchored structures composed of an extracellular matrix (ECM) made of 

proteins and sugars, in which cells are embedded to better resist to environmental stresses (Flemming 

et al., 2016; Váchová and Palková, 2018).  

In the unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii (hereafter named 

Chlamydomonas), the formation of multicellular structures has been observed, but the existence and 

the function of collective behavior mechanisms remain largely unknown. In response to abiotic stress 

or to predation, Chlamydomonas is able to form clonal assemblies up to 16 cells (palmelloids), or 

can passively flocculate by addition of destabilizing agents like multivalent cations or upon pH 

elevation (de Carpentier et al., 2019). Bigger multicellular structures have been reported in response 

to predators (Sathe and Durand, 2016), or by selection of sedimenting cells over a long period of 

time (Ratcliff et al., 2013). However, the function of these multicellular structures, their composition, 

and how their formation is controlled remain to be explored.  

In this study, we unravel that the formation of large multicellular structures containing 

thousands of cells can be induced by a wide range of abiotic stresses, and that this process is a crucial 

pro-survival mechanism for Chlamydomonas cells. The formation of multicellular structures can be 

aggregative, when cells assemble together, or clonal when cells do not separate after division (de 

Carpentier et al., 2019). We demonstrate that in the conditions tested, aggregates are formed by an 

aggregative process, and that they include a sugar-rich ECM. To understand the genetic basis of this 

collective behavior, we have generated and screened 13,000 insertional mutants, and identified 16 

socializer mutants (saz), which spontaneously form multicellular structures. We characterize here in 

detail the saz1 mutant which is defective for the vegetative lytic enzyme (VLE) gene (Kubo et al., 

2009). The aggregates formed by saz1 result from an aggregative process, and they also contain a 
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sugar-rich ECM. Moreover, saz1 was found to be more resistant to several abiotic stresses. For both 

saz1 and stress-induced aggregates, the extracellular compartment had a central role in the formation 

of multicellular structures. Finally, a large scale multiomics approach taking advantage of the saz 

mutant collection revealed a network of regulators of aggregation in Chlamydomonas. 

 

Results 

Characterization of aggregation in response to stress 

Wild-type cells from the D66 strain (CC4425) (Schnell and Lefebvre, 1993), were subjected to 

several stresses: S-Nitrosoglutathione (GSNO, nitrosative stress, Morisse et al., 2014), rose bengal 

(singlet oxygen, Fischer et al., 2005), paraquat (superoxide/H2O2, Laloi et al., 2007) and heat shock 

(Durand et al., 2011; Schroda et al., 2015). For all the stresses tested, at low intensity no impact 

could be visualized in the cultures, while at higher doses cells died. Nevertheless, at intermediate 

stress levels, large aggregates visible to the naked eye were detected and their surface area quantified 

(Figure 1A). Aggregates could be detected after one day and their size continued to increase steadily 

with time. To determine whether Chlamydomonas cells form multicellular structures through 

aggregation or clonal assembly under our conditions, we constructed a strain expressing mVenus, a 

cytosolic yellow fluorescent protein (YFP) (Crozet et al., 2018). The mVenus strain was grown 

together with the wild type and treated with rose bengal to induce aggregation. The multicellular 

structures obtained were then analyzed and found to be aggregative, since they were composed of 

mVenus and wild-type cells (Figure 1B). During our observations, we found that within the 

aggregates a translucent structure resembling ECM was very frequently visible (Figure 1E). 

Knowing that in bacteria and yeasts the ECM present in biofilms are rich in sugar (Flemming et al., 

2016), we have tried to detect the presence of these compounds in our aggregates. We induced 

aggregation using rose bengal and stained the cells in the presence of fluorescently-labeled 

Concanavalin-A (ConA-FITC), that binds glucosyl and mannosyl residues (Cavada et al., 2018). In 

Figure 1C, it appears clearly that the structures we identified as ECM, exhibit a strong fluorescence 

showing the presence of sugar.  

To test whether the formation of aggregates could enable increased stress resistance, we 

treated wild-type cultures with rose bengal, and stained dead cells using Evans blue 

(Vijayaraghavareddy et al., 2017). We observed that most of the time, within multicellular structures, 

cells were protected from the toxic environment, while the others were dead (Figure 1D). To quantify  
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Figure 1. Protective aggregation in response to stress. (A) Wild-type (CC4425) cultures were 

exposed to heat shock (50°C, 3 min), GSNO (0.5 mM), rose bengal (2 µM) and paraquat (0.1 µM) 

and placed in a 24-well plate for 48 h. For each well aggregates were detected, and their surface 

measured. For each condition, all the aggregates detected in 4 independent wells are shown, each 

point represents an aggregate. The bar chart represents the average total surface area of the 4 wells. 

(B) Microscopic observations of a representative aggregate induced by heat shock (50°C, 3 min), 

consisting of a mixture of wild-type and mVenus (YFP) cells. Red fluorescence represents 

chlorophyll and yellow fluorescence represents mVenus. (C) Microscopic observations of sugar 

detection in extracellular matrix-like structures (arrow), within a rose bengal-induced representative 

aggregate, imaged in brightfield (upper panel), chlorophyll (red) and ConA-FITC fluorescence 

(green) (lower panel). (D) Labeling of dead cells with Evans blue (arrow) 48 hours after treatment 

with rose bengal (4 µM). (E) Relationship between the viability of the structures detected and their 

surface after a 48-hour treatment with rose bengal (4 µM), “n” values represent the total number of 

objects analyzed from four biological replicates. Error bars (A) and shaded area (D) indicates ± SEM 

and for t-test: * p ≤ 0.05 or ** p ≤ 10-2. Scale bars represents 50 µm (B and E) and 100 µm (C).  

 

this phenomenon, we developed an image analysis process allowing detection of all the structures, 

their size and whether the cells are alive (green) or dead (blue). These analyses clearly showed that 

the larger the structures to which the cells belong, the more the phenomenon of protection is 

exacerbated (Figure 1E).  

 

Socializer 1 mutant 

To understand the genetic mechanisms that control the process of aggregation, we created 

and screened a library of 13,000 insertional transformants. This allowed identification of 16 mutants 

dubbed socializer (saz) for their ability to aggregate spontaneously. In The present study we have 

extensively characterized the mutant saz1 which forms large multicellular structures visible to the 

naked eye and containing several thousand cells (Figure 2A). The size of saz1 aggregates varied 

between 100 µm2 and several mm2, in the same range as stress-induced aggregates of wild type cells 

(Figure 2C). When observed under the microscope, we saw that the cells form a homogeneous  
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Figure 2. Socializer1 characterization. (A) Representative microscopic observation of cultures of 

the wild type (CC4425) and saz1 mutant under standard culture conditions. (B) Insertion sites of the 

cassette in the VLE gene (Cre01.g049950) in saz1 and three CLiP mutants (LMJ.RY0402.131694, 

LMJ.RY0402.140798 and LMJ.RY0402.057262). (C) Cultures of saz1, the CLiP mutants and the 

corresponding wild-types, respectively CC4425 and CC5325, in 24 well plate. For each well 

aggregates were detected, and their surface measured. For each condition, all the aggregates detected 

in 6 independent wells are shown, each point represents an aggregate. The bar chart represents the 

average total surface area of the 6 wells. (D) Microscopic observations of a representative aggregate 

formed in a co-culture of wild-type and Venus (YFP) strains. Red fluorescence represents 

chlorophyll and yellow fluorescence represents mVenus. (E) Microscopic observations of sugar 

detection in extracellular matrix-like structures (arrow), within a representative saz1 aggregate, 

imaged in brightfield (left panel), chlorophyll (red) and ConA-FITC fluorescence (green) (right 

panel). (F) Evaluation of dead cell percentage in wild-type and saz1 cells using Evans blue staining, 

after heat shock (50°C - 4 min, 24 h), GSNO (1 mM, 24 h) (G) and rose bengal (4 µM, 8 h) (H) 

treatments. Error bars indicates ± SEM and for t-test: ** p ≤ 10-2; *** p ≤ 10-3 or **** p ≤ 10-4. Scale 

bars represents 50 µm (D) and 100 µm (A, H).  

 

structure in which the cells appear to be attached to each other (Figure 2D). The SAZ1 locus was 

characterized using the protocol described in (González-Ballester et al., 2005). The saz1 mutant 

harbors an insertion in the Cre01.g049950 gene (Figure 2B), previously named vegetative lytic 

enzyme (VLE) (Matsuda et al., 1995) or sporangin (SPO) (Kubo et al., 2009). We precisely localized 

the insertion in the exon 21 of Cre01.g049950 and verified that a wild-type copy of the corresponding 

mRNA was no longer expressed in saz1 (Figure S1). To confirm that a mutation in the VLE gene 

leads to a spontaneous aggregation phenotype, we analyzed three additional insertional vle mutants 

obtained from the CLiP library (Li et al., 2019) (LMJ.RY0402.131694, LMJ.RY0402.140798 and 

LMJ.RY0402.057262). In these mutants with an insertion respectively in the 1st exon, the 6th exon 

and the 17th intron, the VLE mRNA could not be detected (Figure S1). Similarly to saz1, these three 

mutants aggregated spontaneously as opposed to the corresponding wild-type strain (CC5325) 

(Figure 2C).  

To determine the way aggregates are formed in saz1, we grew cultures composed of a 

combination of saz1 and the mVenus strain described in Figure 1B. As in the case of the aggregates 
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formed in response to stress by wild type cells, the multicellular structures spontaneously formed by 

saz1 were heterogenous and therefore the result of an aggregative process (Figure 2D). A sugar-rich 

ECM could be detected in saz1 aggregates using ConA-FITC (Figure 2E). The formation of wild 

type aggregates allowed increased resistance of the cells to stress conditions (Figure 1C-D). 

Consistently, saz1, which forms aggregates spontaneously, was also more resistant to stress. Indeed, 

saz1 showed a higher resistance to all the stresses tested (GSNO, rose Bengal and heat shock), 

(Figure 2F-H), confirming the protective role of aggregates. 

 

The culture medium is sufficient to induce aggregation. 

Growing saz1 with the mVenus strain that does not spontaneously aggregate, induces the formation 

of heterogenous multicellular structures (Figure 2D), suggesting a potential role of the culture 

medium in transmitting an aggregation signal. To test this hypothesis, we removed the cells from the 

culture medium by centrifugation and filtration. Wild-type cells were then grown in this culture 

medium, and the formation of multicellular structures was quantified. Remarkably, the culture 

medium of the mutant was able to induce a strong aggregation of wild-type cells (Figure 3A). There 

is therefore probably one or several molecules in the culture medium capable of inducing 

aggregation. To investigate the nature of this molecule we subjected the culture medium to different 

treatments. After boiling for two minutes, a treatment that denatures proteins, the culture medium 

was no longer able to induce aggregation (Figure 3A). Filtration of the culture medium revealed that 

only the fraction containing molecules above 30 kDa was capable of inducing aggregation (Figure 

3A). These results are consistent with the hypothesis that one or several proteins in the culture 

medium might induce aggregation. To test whether the culture medium resulting from stress-induced 

aggregation could also induce the formation of aggregates, we induced aggregation using heat shock, 

as this treatment does not require incorporation of foreign molecules into the culture medium. This 

culture medium was just as capable as the medium of the saz1 mutant to trigger aggregation of non-

stressed cells (Figure 3B).  
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Figure 3. Induction of aggregation by the culture medium. (A) Medium from wild-type 

(CC4425) and saz1 cultures were harvested by centrifugation and filtrated. Wild-type (grey) or saz1 

(red) medium were then used to start wild-type cultures in 24-well plates. Other cultures were 

initiated in wild-type (grey) or saz1 (red) medium that were boiled for 2 minutes or fractionated 

using a 30 kDa filter. For each culture, aggregates were detected, and their surface measured. Values 

represent the average of total surface area of 4 independent wells. (B) Wild-type (CC4425) cells 

were grown in 24-well plates in control (grey), or heat shock (purple) medium. In both cases, values 

represent the average of total surface area of the aggregates detected in 4 independent wells. Error 

bars indicates ± SEM and for the t-test ** p ≤ 10-2 or *** p ≤ 10-3. 

 

Quantitative analysis of the secretome  

As the culture medium is sufficient to induce aggregation in Chlamydomonas, possibly by way of 

proteins, we performed a quantitative proteomic analysis by comparing the culture media of 6 saz 

mutants with that of the wild type. For each strain, five biological replicates were prepared and 

analyzed by tandem mass spectrometry. In our seven samples we identified a total of 762 proteins 

in the culture medium (Table S1). The PredAlgo algorithm (Tardif et al., 2012), predicts that 341 

(44.7%) of these proteins are exported, 108 (14.2%) are chloroplastic, 44 (5.8%) are mitochondrial 

while 269 (36.3%) of them have no prediction. Consistent with the fact that the culture medium was 

analyzed, a majority of the identified proteins are predicted to be secreted. The proteins whose 

content is altered in several mutants in comparison to the wild type, were classified into different 

categories, depending on whether their expression is altered in 6, 5, 4, 3 or 2 mutants (Figure 4A).  
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Figure 4. Quantitative proteomic analysis of the extracellular medium. We analyzed the protein 

content of the culture medium in the wild type in comparison to 6 different saz mutants. The results 

are expressed as a ratio (log2) of the different mutants compared to the wild type, we classified them 

according to whether the proteins are under-represented (A) or over-represented (B) in 6, 5, 4, 3 or 

2 mutants. (C) We analyzed the function of the proteins deregulated in 5 or 6 mutants according to 

their description on the Phytozome v13.0 website or in the literature, and we divided them into 
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different categories according to the number of proteins represented. The list of these proteins is 

available in Table S3. 

 

To identify common regulators of aggregation, we focused on the proteins deregulated in 6 but also 

in 5 mutants (208 proteins) to avoid missing interesting candidates. We classified the proteins into 

different categories according to their annotation on the JGI Phytozome v13.0 website 

(https://phytozome-next.jgi.doe.gov), and their descriptions in the literature (Figure 4B).  

In this list pherophorins hold an especially important place. These proteins are essential constituents 

of the ECM in Volvox carteri, a multicellular organism that belongs, like Chlamydomonas species, 

to the order of Volvocales (Hallmann, 2006). Among the most represented protein classes, we also 

found proteases, including the subtilisin VLE which is absent in saz1 as expected, and interestingly 

downregulated in the medium of all the other saz mutants. We also detected several matrix 

metalloproteinases (MMPs), such as gametolysins which are known to degrade the cell wall during 

mating in Chlamydomonas (Abe et al., 2004; Kinoshita et al., 1992), but also to contribute to the 

destruction of the ECM in Volvox carteri (Nishimura et al., 2017) and animals (Zaragoza et al., 

2002). Other proteins related to the ECM were also detected, such as VSPs (vegetative, SP rich) 

(Waffenschmidt et al., 1993), lysyl oxidases (LOX) containing scavenger receptor cysteine-rich 

(SRCR) domains, which are necessary for ECM formation in animals (Laczko and Csiszar, 2020), 

or formin which influences ECM stability through the control of actin polymerization (Alieva et al., 

2019; Eisenmann et al., 2007). We also found many sugar-related proteins, mainly involved in 

catabolism (e.g., Glucan 1,3-β-glucosidase or β-galactosidase), glycosylation or sugar binding 

(lectins). Interestingly, we found four ephrin A/B receptor-like proteins that are known in animals 

to mediate cell-cell adhesion (Niethamer and Bush, 2019). Two of them share similarities with 

mastigonemes which have been proposed to play a role in adhesion through an interaction with the 

transient receptor potential cation channel PKD2 (polycystic kidney disease 2) (Liu et al., 2020). 

The latter mediates flagellar agglutination during mating (Huang et al., 2007). Altogether this 

suggests that adhesion mechanisms could also have a role in the assembly of multicellular structures. 

Hydroxylation and glycosylation of proline residues are associated with protein secretion (Duruflé 

et al., 2017). In our secretome, eight enzymes linked to these post-translational modifications, were 

upregulated in saz mutants. We identified members of another protein family also capable of 

modifying prolines residues, the peptidyl-prolyl cis-trans isomerases (PPI), which contribute to 
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protein folding by catalyzing the cis/trans-isomerization of peptidyl-prolyl bonds (Singh et al., 

2020). Finally, we found several lipases that are downregulated in saz mutants, suggesting that lipids 

may be important for the aggregation process (Figure 4C). The entire list of the 208 proteins is shown 

in Table S2.  

 

Transcriptomic analysis of the saz mutants  

We completed our systemic approach by analyzing the transcriptome of the same six saz mutants in 

comparison with the wild type, using an RNA-Seq approach. During this analysis, a total of 16,829 

messenger RNAs were detected (Table S3). Principal component analysis (PCA) showed that each 

of the biological triplicates used for the different strains are homogenous and that the different strains 

analyzed are clearly distinct (Figure 5B). However, the gene expression profile of one of the strains, 

saz6, was quite different compared to the other 5 mutants (Figure 5A-B). As we did for our 

proteomics analysis, we focused on genes deregulated in 6 but also in 5 mutants, to avoid missing 

important genes that would not be affected in one mutant. This subset corresponds to the 192 genes 

up- or down-regulated at least 4-fold in at least 5 saz mutants (Table S4).  

Strikingly, many genes belong to the main families identified during our proteomic analysis 

including several genes encoding pherophorins, proteases, lipases, as well as proteins linked to the 

ECM (Figure 5C). We also identified several genes encoding lectins, that bind specifically to sugars. 

Beyond these families also found in our secretome, this transcriptomic analysis uncovered additional 

gene families that may be involved in the intracellular signaling controlling aggregation. Sixteen 

genes encode kinases, which are key players in cellular signaling. Interestingly, six genes related to 

cyclic guanosine monophosphate (cGMP), which can act as a second messenger controlling kinase 

activities (Kim and Sharma, 2021), are downregulated in saz mutants, including four guanylate 

cyclases. Other interesting genes with a potential role in sensing or signaling include several ion 

channels, receptors, or transporters (Figure 5C). 
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Figure 5. Transcriptomic analysis of the saz mutants. We analyzed the transcriptome of the wild 

type in comparison to 6 different saz mutants. The results are expressed as a ratio (log2) of the 

different mutants compared to the wild type, we classified them according to whether the genes are 

repressed (A) or induced (B) in 6, 5, 4, 3 or 2 mutants. (C) Principal component analysis (PCA) of 

the transcript levels, for each strain 3 biological replicates were analyzed. (D) We analyzed the 

function of the genes that are deregulated in 5 or 6 mutants according to their description on the 

Phytozome v13.0 website or in the literature, and we divided them into different categories according 

to the number of gene represented. The list of these genes is available in Table S4. 

A B C 
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Cross-analysis of the transcriptomic and proteomic analyses  

To determine whether correlations exist between changes in protein abundance in the medium and 

gene expression profiles, we have cross-analyzed our results, focusing on the 42 pherophorins and 

the 15 MMPs that were detected in the extracellular compartment. For many members of these two 

families, we find both under-expressed and over-expressed representatives, illustrating the 

complexity of the signaling pathways induced during aggregation (Figure 6A-B). We observed that 

the variation in the amount of protein in the extracellular compartment is not always accompanied 

by a variation in the expression of the corresponding gene. For a few genes, such as PHC30 or 

PHC75, the changes in gene and protein expression are even opposite. In such cases, other 

mechanisms than transcription are attributable to this difference like changes in mRNA or protein 

stability, in translation or subcellular localization. Nevertheless, for a vast majority of genes, the 

variation in the expression of a gene and the amount of the corresponding protein are correlated 

(Figure 6A-B). 

 

Identification of new regulators of aggregation  

Our multiomic analysis allowed identification of candidates potentially involved in the control of 

aggregation. To assess this possible function, we analyzed insertion mutants of the CLiP library (Li 

et al., 2019), for some of the genes of the main categories identified. We selected several 

pherophorins, MMPs, VSPs and Glucan 1,3-Beta-Glucosidases (GBGs), from our proteomic or 

transcriptomic analyses. Among the selected mutants, several exhibit a phenotype related to 

aggregation, which we have characterized in more detail. For each mutant strain, we confirmed the 

presence of the insertion sequence at the expected locus identified by the CLiP library (Figure S2). 

The ability of each mutant to aggregate in response to stress was investigated. Three mutants affected 

in pherophorin genes (PHC30, PHC41 and PHC50), which are all up regulated in saz mutants, are 

no longer able to aggregate in response to rose bengal (Figure 7A). This suggests that the 

corresponding proteins have a pro-aggregation role. Conversely, several mutants spontaneously 

form aggregates, indicating that the corresponding proteins probably have an anti-aggregation role 

(Figure 7B). For all these mutants, except mmp23, the pro-aggregation role is consistent with the 

downregulation of the corresponding protein (PHC28, PHC35, MMP32, VSP4, GBG) or mRNA 

(PHC28, PHC35) revealed by our multiomic analysis (Figure 7B). 
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Figure 6. Cross-analysis of our multiomic study for pherophorins and MMPs. We have 

compiled the results obtained during our proteomics and transcriptomics studies for all pherophorins 

(PHC), (A) or matrix metalloproteinases (MMP), (B) that were detected in the culture medium. The 

bars represent the ratio between the average expression of the six mutant and the expression of the 

wild type, the green bars represent the results of the transcriptomics analysis and the orange bars 

represent the results of the proteomic analysis. Each point according to its color represents the ratio 
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associated with a particular mutant. 

 

Figure 7. Reverse genetic analysis. From our multiomics analysis, we have selected and 

characterized CLiP mutants of genes of potential interest, strains exhibiting an aggregation-related 

phenotype are presented here. These strains were grown in 24-well plates and aggregates were 

detected and their surface measured. For each condition, values represent the average of total surface 

area of 4 independent wells. Some of the mutants we analyzed are no longer able to form aggregates 

in response to rose bengal (A), other mutants spontaneously form aggregates under standard culture 

conditions (B). When a gene or protein is down- or up-regulated in saz mutants, the symbols (-) or 

(+) is notified under its name. 

 

Discussion 

Several responses to abiotic stress have been reported in Chlamydomonas including acclimation, 

palmelloid formation and programmed cell death (de Carpentier et al., 2019). Here we report the 

discovery of a mechanism of abiotic stress response involving collective behavior and the formation 

of large multicellular structures visible to the naked eye (Figure 1A). This phenomenon appears as 

a general stress response since aggregation is induced and can confer resistance to stresses of 

different nature. The mode of aggregate formation is not simply the result of the non-separation of 

cells after division (clonal mode), but rather a complex process that may involve communication 

between cells, a change in their ability to interact and a sugar-rich ECM (Figure 1B-C). We show 
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here that the formation of aggregates is an efficient way for Chlamydomonas to survive abiotic stress, 

and that the size of aggregates correlates with the capacity to survive under stress conditions (Figure 

1D-E). 

 To understand how this complex process is genetically controlled, we have identified the first 

family of mutants exhibiting a spontaneous aggregation phenotype, the socializer (saz) mutants. A 

large scale multiomic analysis of these mutants revealed the existence of a common genetic program 

and the importance of the secretome to implement cellular aggregation. Spontaneous aggregation of 

saz mutants appears comparable to stress-induced aggregation including the same mode of aggregate 

formation, a sugar-rich ECM (Figure 2D-E), a pro-aggregative culture medium (Figure 3), and 

increased resistance to stress (Figure 2D-E). The saz mutant collection therefore constitutes an 

invaluable tool for the understanding of this phenomenon. 

 In the present study, we further characterized the saz1 mutant and showed that inactivation 

of the Cre01.g049950 gene induces a spontaneous aggregation phenotype (Figure 2A-C). This gene 

has already been described in the literature as vegetative lytic enzyme (VLE) (Matsuda et al., 1995) 

or sporangin (SPO) (Kubo et al., 2009). Because of its expression profile, its spatio-temporal 

localization and its biochemical function, it was suggested that VLE was responsible for sporangial 

cell wall degradation during cell division (Kubo et al., 2009; Matsuda et al., 1995). However, this 

hypothesis has never been validated by the characterization of a VLE mutant. If the sole function of 

VLE was to release cells during division, a culture of the vle mutant would likely consist only of 

cells in sporangia or possibly in larger multicellular structures resulting from a clonal formation 

process. By contrast, for the four vle mutants analyzed, we observed both free cells, as well as large 

aggregates (Figure 1A), which we showed to be heterogeneous and therefore not the result of a clonal 

formation process (Figure 2D). This would suggest that not only VLE, but several enzymes are 

capable of releasing cells during division, and that VLE has at least one other function in controlling 

aggregation in Chlamydomonas. Other authors have suggested that VLE could be a gametolysin 

activator (Luxmi et al., 2018). Gametolysins are MMPs that are responsible for cell wall removal 

during mating and need to be activated by a still unknown serine protease (Snell et al., 1989). 

Therefore VLE, which was the only serine endoprotease identified in the mating secretome, might 

be responsible for the cleavage activation of gametolysins during this process (Luxmi et al., 2018). 

MMPs are also known to control the degradation of the ECM in plants (Marino and Funk, 2012) and 

animals (Fanjul-Fernández et al., 2010; Zaragoza et al., 2002). The possible MMP activation 
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function of VLE could explain how it contributes to the control of aggregation in Chlamydomonas, 

as ECMs are present in all the aggregates we analyzed (Figure 2E). Another argument in favor of 

the importance of MMPs in the control of the aggregation process is that several of them are 

deregulated in saz mutants, at the gene and/or the protein level (Figure 6B). To investigate the 

potential involvement of the selected MMPs, the corresponding mutants were characterized. Two 

mutants exhibit a spontaneous aggregation phenotype (MMP23 and MMP32), giving them an anti-

aggregation role in this process (Figure 7). Beyond MMPs which are known to target ECM proteins 

(Fanjul-Fernández et al., 2010; Marino and Funk, 2012), we identified other protein controlling ECM 

formation in other organisms. Pherophorins are a family of extracellular hydroxyproline rich 

glycoproteins, whose function remains poorly known in Chlamydomonas. In Volvox carteri, 

pherophorins are known to be necessary for the formation of the ECM (Hallmann, 2006). A 

pherophorin was also proposed to participate in the signaling process leading to sexual reproduction 

in Volvox carteri (Sumper et al., 1993). In both our transcriptomic and proteomic analyses, we found 

many pherophorins which are over- or underexpresed in saz mutants. The role of pherophorins in 

relation to aggregation in Chlamydomonas appears complex. Indeed, while some are present in all 

saz mutants and absent in the wild type, which one would expect from a protein necessary for the 

formation of the ECM, the opposite situation is also true and even more frequent (Figure 6A). There 

would thus exist pherophorins having a pro-aggregative or anti-aggregative role. This hypothesis 

has been confirmed by our reverse genetic analysis, which shows that when pherophorins are absent 

in saz mutants and present in the wild type (PHC28, PHC35), the corresponding mutants 

spontaneously aggregate, whereas when they are absent in the mutants and present in the wild type 

(PHC30, PHC41, PHC50), their mutants are no longer able to aggregate in response to stress (Figure 

7). Pherophorins have A and B globular domains similar to plant lectins, suggesting that beside being 

glycosylated, they may also have sugar-binding functions (Hallmann, 2006), such as an interaction 

with the sugar-rich ECM we detected in aggregates (Figure 1C-2E). Sugar-related proteins, whether 

in terms of metabolism (e.g. beta-galactosidase, glucanase), transfer (e.g. glycosyltransferase) or 

affinity (lectins), represent an important category of the candidates we identified in our multiomic 

analysis. Sugars could have a role in the ECM, or in modifying the properties of the cell wall which 

contains many glycoproteins (Voigt and Frank, 2003). We focused our attention on Glucan 1,3-Beta-

Glucosidase (GBG), of which 5 members are deregulated in saz mutants. β-glucans are glucose 

polymers that play a role in the response to pathogens in both plants (Fesel and Zuccaro, 2016) and 
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animals (Hopke et al., 2019). These sugars are mostly present in fungal cell wall and act as elicitors 

perceived by specific receptors which trigger the immune response against these pathogens (Rivera, 

2020). In plants, 1-3 β-glucans are also able to trigger stress responses at the transcriptome level and 

to modify the antioxidant system of cells and induce an increased ability to resist abiotic stress 

(Gauthier et al., 2014; Wu et al., 2016). One mutant of a GBG whose protein abundance is down-

regulated in the culture medium of all mutants, exhibits a spontaneous aggregation phenotype, 

suggesting that 1-3 β-glucan might have a pro-aggregation role in Chlamydomonas (Figure 7B). The 

role of 1-3 β-glucan in stress signaling is still unknown in Chlamydomonas, but several 1,3-β-glucan 

synthases exist in its genome and we have shown that the corresponding degradation enzymes are 

present in the extracellular compartment in Chlamydomonas. Finally, we analyzed a family of 

extracellular proteins, the VSPs (vegetative, SP rich) which are hydroxyproline and Serine-Proline 

(SP) rich proteins enriched during the vegetative stage of Chlamydomonas cycle (Waffenschmidt et 

al., 1993). Three VSP proteins (VSP4, VSP6 and VSP7) are downregulated in the culture medium 

of all saz mutants (Table S2). We further show here that an insertion in VSP4 induces the formation 

of multicellular structures (Figure 7B) suggesting an anti-aggregative function for VSP4.  

The protein content of Chlamydomonas medium has already been analyzed in the context of 

saline stress inducing the formation of palmelloids (Khona et al., 2016). Cross-analysis of these 

results with ours, shows that the formation of palmelloids and large aggregates involves specific sets 

of proteins. Indeed, even if MMPs or pherophorins are found in the secretome during palmelloid 

formation, their identities are distinct from those identified in the medium of aggregates. Moreover, 

among the 62 proteins identified during the formation or dislocation of palmelloids, only one 

(MMP3) is common to our list of 208 proteins of interest, showing that the formation of aggregates 

involves a protein network completely specific to this process. 

 Genes possibly involved in intracellular signaling during aggregation were suggested by our 

transcriptomic study. Several genes related to cGMP are inhibited in saz mutants, including four 

guanylate cyclase genes, which are responsible for its synthesis (Table S2). This suggests that this 

secondary messenger could participate in the signaling pathway leading to aggregation. 

Interestingly, in animals the destruction of ECM is mediated by MMPs that are activated by a 

signaling pathway involving cGMP and nitric oxide (NO) (Denninger and Marletta, 1999; Dey and 

Lincoln, 2012). This activation occurs through the activation of kinases, which regulate gene 

expression, and may also involve the MAP kinase signaling pathway (Zaragoza et al., 2002). 
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Moreover, the two most represented families in our transcriptomic analysis are those of ECM-related 

proteins and kinases, among which we identified a MAP kinase kinase (MAP2K), whose gene is 

under-expressed in saz mutants. The fact that the signaling pathway known in animals to destroy the 

ECM through the activation of MMPs is inhibited in saz mutants is consistent with an important role 

of MMPs and ECM regulation for the establishment of multicellular structures in Chlamydomonas. 

We now plan to investigate the role of cGMP as a secondary messenger in the signaling pathway 

leading to aggregation.  

 In conclusion, we describe in this study the discovery of a new mode of adaptation of 

Chlamydomonas in response to stress, which involves the formation of multicellular structures that 

can comprise several thousand cells. We show that this process is fundamental, since within these 

aggregates the cells can survive environmental stresses. VLE seems to play a particularly important 

role in this process, since its absence leads to aggregation in saz1 and it is downregulated in the 

extracellular compartment of the five other saz mutants we analyzed. We detected within the 

aggregates a sugar-rich ECM which, based on the results of our multiomics and reverse genetic 

analyses, appears to be central to the formation of the aggregates. We hypothesize that an 

intracellular signaling pathway partly involving the regulation of gene expression leads to an 

equilibrium in the extracellular compartment between pro- and anti-aggregative proteins such as 

pherophorins, MMPs, or glucanases, to control the establishment of protective multicellular 

structures.  

 The description of the dynamics of aggregation will inform us about the directions of 

causality in the gene regulation network that underpins aggregate formation. This knowledge is a 

prerequisite to optimize the aggregation process in biotechnological applications involving the 

harvesting of Chlamydomonas cells (Singh and Patidar, 2018). Now that we have demonstrated that 

in response to harsh conditions, Chlamydomonas is capable of forming multicellular structures to 

survive, it is conceivable to postulate that this process played a role for the transition to 

multicellularity in evolution over long periods of stress, as the hypotheses classically formulated for 

this transition, is the formation of an intermediate stage of aggregation (Olson, 2013). The order of 

Volvocales is particularly well adapted to study this phenomenon (Hallmann, 2006), given that it 

extends over a relatively short evolutionary distance, from the unicellular Chlamydomonas to the 

multicellular Volvox carteri.  
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Materials and Methods 

Strains, media, and growth condition 

The D66 strain (CC-4425) (Schnell and Lefebvre, 1993), was used as a wild type for this study in 

addition to the wild-type strain of the CLiP library CMJ030 (CC-4533) (Li et al., 2019), when 

necessary. We used the following CLiP (www.chlamylibrary.org) mutants for VLE 

(Cre01.g049950): vle1 (LMJ.RY0402.057262), vle2 (LMJ.RY0402.131694) and vle3 

(LMJ.RY0402.140798). For the reverse genetic analysis, we used : gbg (Cre16.g693600, 

LMJ.RY0402.168539), mmp23 (Cre07.g333400, LMJ.RY0402.185101), mmp32 (Cre14.g625850, 

LMJ.RY0402.170721), phc28 (Cre17.g717950, LMJ.RY0402.116054), phc30 (Cre09.g404201, 

LMJ.RY0402.246644), phc35 (Cre05.g238687, LMJ.RY0402.201505), phc41 (Cre12.g506750, 

LMJ.RY0402.152127), phc50 (Cre06.g292249, LMJ.RY0402.121429), vsp4 (Cre09.g391801, 

LMJ.RY0402.176992). Cells were grown in liquid cultures mixotrophically in Tris acetate 

phosphate (TAP) medium (Gorman and Levine, 1965) on a rotary shaker (120 rpm) under 

continuous light (40-60 µmol photons.m-2.s-1), at 25°C. Aggregation assay and stress treatments were 

done in 24-well plates in a 1 mL volume at a concentration of 4-8 × 106 cells.mL−1. Rose bengal 

(330000) and paraquat (856177) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). S-

Nitrosoglutathione (GSNO) was synthesized as described in (Hart, 1985). 

 

Aggregate area and cell death image analysis 

Multi-well plates were imaged with the Perfection V800 scanner (Epson, Suwa, Japan) and 

micrograph were taken using the BX43 (Olympus, Tokyo, Japan) and Axio Observer (Zeiss, 

Oberkochen, Germany) microscopes. The software used were Fiji / ImageJ 1.52a (Schindelin et al., 

2012) and R Studio 1.2.5 (tidyverse, ggpubr and PlotsOfData) (Postma and Goedhart, 2019; 

Wickham, 2016). The particle areas were determined from 24-well plate scans using a Fiji macro 

(github.com/fdecarpentier/ParticleWell). The quantification of cell death was done following the 

previously published method (de Carpentier et al., 2020), using a final concentration of 0.2% w/v 

Evans Blue (E2129, Sigma-Aldrich). The percentage of dead cells was calculated on a minimum of 

100 individuals. To quantify the area and viability of each particle, we created a Fiji macro 

(github.com/fdecarpentier/PlantDeath) based on the CIELAB color space.  

 

mVenus plasmid construction 
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Unless otherwise specified, the enzymes were bought from New England BioLabs (Ipswich, USA). 

The level one plasmid pCM1-034 was constructed by cloning the parts PPSAD (pCM0-016), mVenus 

(pCM0-086) and TPSAD (pCM0-114) (Crozet et al., 2018) in the acceptor plasmid pICH47732 

(Weber et al., 2011) by a Golden Gate reaction. pCM1-034 was then assembled with the blasticidin 

resistance transcription unit pCM1-029 (de Carpentier et al., 2020) and the empty linker pICH50881 

in the level M acceptor plasmid pAGM8031 (Weber et al., 2011) yielding pCMM-23.  

 

Chlamydomonas transformation and generation of saz mutants  

i72 cassette conferring paromomycin resistance was excised from pSL72 plasmid (Pollock et al., 

2004) using XhoI and EcoRI, isolated on agarose gel and purified with the NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Bethlehem, USA). Transformants were generated using 

electroporation as previously described (de Carpentier et al., 2020), and selected on agar plates 

containing paromomycin at a concentration of 20 mg/L. The transformants were then grown in 96-

well plates from which were selected the saz mutants that aggregated spontaneously.  

For the generation of the mVenus strain, pCMM-23 was electroporated in D66 as previously 

described (Onishi and Pringle, 2016). Transformants were selected agar plates using with 50 mg/L 

blasticidin (de Carpentier et al., 2020). After 6 days of growth, the plates were scanned with a 

Typhoon FLA 9500 laser scanner (GE Healthcare, Chicago, USA) at  473 nm excitation with the 

filters BPG1 for YFP and LPG for chlorophyll, to select a fluorescent strain called the mVenus.  

 

Insert localization in saz1 and CLiP mutants 

Genomic DNA purification method was adapted from (Danon and Gallois, 1998). The insertion 

locus of i72 was determined by RESDA-PCR (Restriction Enzyme Site-Directed Amplification 

PCR) (González-Ballester et al., 2005). PCR were performed with Quick-Load® Taq 2x Master Mix 

(New England BioLabs) according to the manufacturer recommendations with the primer displayed 

in Table S5. We used the NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) for band 

purification and sequencing was performed by Eurofins Genomics.  

 

Medium purification and protein quantitation by tandem mass spectrometry 

Culture medium was harvested after for 5 days of culture in TAP medium and cleared of cells by 

centrifugation (2500 x g, 5 min) and 0.45 µm filtration. For quantitative proteomics, 50 mL medium 
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was concentrated 125 times at a 10 kDa cutoff (4000 x g, 4°C). The concentrated medium was 

centrifugated (10 min, 17000 x g, 4°C) to pellet the insoluble debris. 20 µg of protein were denatured, 

separated by a short migration (< 0.5 cm), and stained with Coomassie blue. Whole protein tracks 

were trypsin-digested in gel according to Marchand et al., 2010. For each strain, five biological 

replicates were prepared and split in 2 x 30 µL which were hereafter analyzed as technical replicates. 

The samples were analyzed in label free LC-MS/MS quantitative analysis with the Q Exactive 

Hybrid Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) and the 

MS/MS spectra were quantified following the method published in Morisse et al., 2014 with 

Progenesis QI (Waters, Milford, USA) and MaxQuant (Tyanova et al., 2016) against the 

Chlamydomonas reinhardtii genome v.5.6 (Blaby et al., 2014). Proteins detected in at least three 

biological replicates and with a Wilcoxon-Mann-Whitney non parametrical test p-value above 0.05 

were regarded as differently present in comparison with the wild type.  

 

RNA analysis 

Total RNA of Chlamydomonas was extracted from 10 mL cultures at 5-6 x 106 cells/mL according 

to the protocol described in Cavaiuolo et al., 2017. RNAs were treated with DNase I (New England 

BioLabs) according to the manufacturer recommendations. RNA quality was checked on agarose 

gel and with the TapeStation System (Agilent, Santa Clara, USA), three samples per strain with a 

RINe (RNA integrity number equivalent) above 5.5 were kept. Library preparation and sequencing 

were performed by the iGenSeq genotyping and sequencing core facility (ICM Institute - Hôpital 

Pitié-Salpêtrière AP-HP, Paris, France) using KAPA HyperPrep Kits (Roche, Basel, Switzerland) 

and the NovaSeq 6000 sequencer (Illumina, San Diego, USA). Paired-end reads were mapped 

against the Chlamydomonas reinhardtii genome v.5.6 using Bowtie2 v2.3.4.3 (Blaby et al., 2014; 

Langmead and Salzberg, 2012). We kept the 16,829 genes with above 30 reads. Differential analysis 

was performed according to DEseq2 v1.30.0 (Love et al., 2014). Genes were regarded as 

differentially expressed than the wild type for adjusted p-values < 0.05 and log2(Fold Change) > 2. 

For quantitative reverse transcription PCR analysis, the Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit 

for RT-qPCR (ThermoFisher Scientific) was used for both DNase treatment and reverse-

transcription according to the manufacturer recommendations. Quantitative PCR were performed 

with the  iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) and the 

primer displayed in Table S5. Relative mRNA, abundance was calculated using the comparative 
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delta-Ct method, and normalized to the corresponding RACK1 (CBLP) (Cre06.g278222) gene levels.  
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Supplementary material 

 

Figure S1 : Genotype analysis of saz1, LMJ.RY0402.131694, LMJ.RY0402.140798 and 

LMJ.RY0402.057262 strains mutated for VLE (Cre01.g049950). (A) Inserts locus confirmation 

by PCR amplification with primers of the flanking genomic regions. The pairs vle1/vle2 and 

vle3/vle4 leads to fragments of respectively 1694 and 2521 bp in the wild types CC4425 and 

CC5325. CBLP amplification (Cre06.g278222) was used as a positive control for the PCR (de 

Carpentier et al., 2020). (B) VLE expression in saz1 and the CLIP mutants quantified by RT-qPCR. 

For each strain, the flanking region was amplified with highly specific primers: vle5/vle6 for saz1; 

vle1/vle7 for LMJ.RY0402.057262; vle8/vle9 for LMJ.RY0402.131694 and vle10/vle11 for 

LMJ.RY0402.140798. mRNA levels were calculated with CBLP amplification as a reference. 

Values are mean of 3 biological replicates with 2 technical replicates. Error bars indicates ± SEM 

and symbols correspond to t-test p-values of * ≤ 0.05 or ** ≤ 10-2. (C) Sanger sequencing of 

paromomycin resistance gene (i72) flanking region in saz1 with primers from the gene and the 

cassette (González-Ballester et al., 2005; Li et al., 2019). A junk DNA fragment made of 

Cre07.g350600 and Cre16.g671250 was found at the 5’ end of i72. Primers sequences can be found 

in Table S1.  

 

Figure S2 : Genotype analysis of reverse genetics mutants. (A) CLIP mutant name, gene baring 

the insertion CIB1 and strain number (Li et al., 2019). (B) PCR performed with primers on both 

sides of the respective insertion locus. Only the wild-type gDNA allowed amplification of the 

expected products of 930 (gbg.1/gbg.2), 775 (mmp23.1/mmp23.2), 328 (mmp32.1/mmp32.2), 225 

(phc28.1/phc28.2), 339 (phc30.1/phc30.2), 216 (phc35.1/phc35.2), 392 (phc41.1/phc41.2), 192 

(phc50.1/phc50.2) and 365 nt (vsp4.1/vsp4.2). The control was made by amplification of the CBLP 

gene (Cre06.g2782221) leading to a 633 nt fragment. Primers sequences can be found in Table S1. 

 

Table S1. Primers used in this study.  



5’-acgcggccacaagctgcagctcaagggtgtgttaccgtagtcccgtgcattaaggccatgctccattcgctttttgcttttcccaccttgcagCTTCGAAGCG
GTCTCTATGGCACCGGCACCGCCATGCTCAACCCCGCCAACTATGTGGTGTATGGCTATGCCCGCACCAACCTT
GCGCCGAGGGCCTTCAGCCAGGGCGTGGCCTTCCGCCTGCGCgtgagtgcaaaatgtccgcgccgcacacatcttggcctttttaa
aagagaaaccgatgtaaaggcgcttgcttgtggccactgttatgcaaagcctctttctgaatacctgtcaatatgtcccacttgtagctgcgcttagcgttcctcgtgcg
cgtgtgctgcttctcaaccgaccacagGGCCCGCACACGCGCCTGTTCATCAACGGGCAGTTGGTCTATGACTTCCAGTCC
ACGTCCGTGTTCCAGACCGTCACGCCTTGCCGCGTGTGGCCCAGCTGGTCCTGGCCGCCAGCAATCAGTTCT
CTGAGCAGATGTCGGCCACCAACGGCAACCGGTTCGCGTGGCTGCAGGATAGCCAGGCCGGCGACAGCAAG
GCTGGCTGTGTTCCAGCGGTTCCACGGTTCAGCACACACCTGCCCGTCTGCCTGACAGGAAGTGAACGCATG
TCGAGGGAGGCCTCACCAATCGTCACACGAGCCCTCGTCAGAAACACGTCTCCGCCACGCTCTCCCTCTCAC
GGCCGACCCCGCAGCCCTTTTGCCCTTTCCTAGGCCACCGACAGGACCCAGGCGCTCTCAGCATGCCTCAAC
AACCCGTACTCGTGCCAGCGGTGCCCTTGTGCTGGTGATCGCTTGGAAGCGCATGCGAAGACGAAGGGGCGG
AGCAGGCGGCCTGGCTGTTCGAAGGGCTCGCCGCCAGTTCGGGTGCCTTTCTCCACGCGCGCCTCCACACC
TACCGATGCGTGAAGGCAGGCAAATGCTCATGTTTGCCCGAACTCGGAGTCCTTAAAAAGCCGCTTCTTGTCGT
CGTTCCGAGACATGTTAGCAGATCGCAGTGCCACCTTTCCTGACGCGCTCGGCCCCATATTCGGACGCAATTG
TCATTTGTAGCACAATTGGAGCAAATCTGGCGAGGCAGTAGGCTTTTAAGTTGCAAGGCGAGAGAGCAAAGTG
GGACGCGGCGTGATTATTGGTATTTACGCGACGGCCCGGCGCGTTAGCGGCCCTTCCCCCAGGCCAGGGACG
ATTATGTATCAATATTGTTGCGTTCGGGCACTCGTGCGAGGGCTCCTGCGGGCTGGGGAGGGGGATCTGGGAA
TTGGAGGTACGACCGAGATGGCTTGCTCGGGGGGAGGTTTCCTCGCCGAGCAAGCCAGGGTTAGGTGTTGCG
CTCTTGACTCGTTGTGCATTCTAGGACCCCACTGCTACTCACAACAAGCCCATATGGACGATGCGTTGCGTGCA
CTGCGGGGTCGGTATCCCGGTTGTGAGTGGGTTGTTGTGGAGGATGGGGCCTCGGGGGCTGGTGTTTATCGG
CTTCGGGGTGGTGGGCGGGAGTTGTTTGTCAAGGTGGCAGCTCTGGGGGCCGGGGTGGGCTTGTTGGGTGA
GGCTGAGCGGCTGGTGTGGTTGGCGGAGGTGGGGATTCCCGTACCTCGTGTTGTGGAGGGTGGTGGGGACG
AGAGGGTCGCCTGGTTGGTCACCGAAGCGGTTCCGGGGCGTCCGGCCAGTGCGCGGTGGCCGCGGGAGCA
GCGGCTGGACGTGGCGGTGGCGCTCGCGGGGCTCGCTCGTTCGCTGCACGCGCTGGACTGGGAGCGGTGT
CCGTTCGATCGCAGTCTCGCGGTGACGGTGCCGCAGGCGGCCCGTGCTGTCGCTGAAGGGAGCGTCGACTT
GGAGGATCTGGACGAGGAGCGGAAGGGGTGGTCGGGGGAGCGGCTTCTCGCCGAGCTGGAGCGGACTCGG
CCTGCGGACGAGGATCTGGCGGTTTGCCACGGTCACCTGTGCCCGGACAACGTGCTGCTCGACCCTCGTACC
TGCGAGGTGACCGGGCTGATCGACGTGGGGCGGGTCGGCCGTGCGGACCGGCACTCCGATCTCGCGCTGG
TGCTGCGCGAGCTGGCCCACGAGGAGGACCCGTGGTTCGGGCCGGAGTGTTCCGCGGCGTTCCTGCGGGA
GTACGGGCGCGGGTGGGATGGGGCGGTATCGGAGGAAAAGCTGGCGTTTTACCGGCTGTTGGACGAGTTCTT
CTGAGATATCGAATTCTCGCACGAGATCTACCTCTACTTCGCTGCAATGgtgcgtgatgcgacgcaacgcagcaaggcagactg
ccacggccgtgggcttcttggggtcgtgcagggcattgttgctacgtgctcagtgggcctcatcatgctgccaggtcgtagcccatgcgcatgtaaccctgcgtttgag
cccggttgccctgtccccgcgcccttcctgcagCTCAACAACACCGCGCCTGTGGGCATTCAGTGGGCCAACTGCAGCTCGCC
CAACCAGCCCGCG-3’
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5' flanking sequence : [5410 : 5889]
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Table S1.

target name sequence gDNA (nt) cDNA (nt)

vle1 CCTCCAACATGCAAATCGG

vle2 CGGAAGAGAAGGACACGTAG

vle3 TGTCAGTGAATCTTGCTGGC

vle4 CCTGTTCTGTTTTGGCCAGT

vle5 CGTGGATATACCAGTACGGC

vle2 CGGAAGAGAAGGACACGTAG

vle1 CCTCCAACATGCAAATCGG

vle6 CGAAGTTGAAGTCAGGCACA

vle7 CCTGGAAAGGAGCGACGCAG

vle8 TCTGCACCCGTGATGTGTAT

vle9 TGAATGACCCGCAACTGAGC

vle10 AGCGAATGTGTTTTTGCCGATG

CBLP.5 GACGTCATCCACTGCCTGTG

CBLP.3 CGACGCATCCTCAACACACC

oMJ005 GCTGGCACGAGTACGGGTTG

RB4 TGGTTCGGGCCGGAGTGTTC

gbg.1 TCGCACCTATTTTTACAGCAC

gbg.2 GGCATCAAAACCAGAGATGAG

mmp23.1 TGGCACTTCTGGGTCTACAG

mmp23.2 GTCCACAACATGCAAACACAC

mmp32.1 GCAGGTTCAGATTGTTTGTTGG

mmp32.2 AGCATGACGATGGATGTGATG

phc28.1 AGTCAACTTCAATAGCTTCCG

phc28.2 TGTTCATCCATTATCTATGGCG

phc30.1 ACAGTTGGTGGGGTTTGAG

phc30.2 TGCGGTTGTGATAGGTAGAAG

phc35.1 CGTGAAGTTCTCGATCATTCC

phc35.2 TCGCCACAAATTGTCATGTAG

phc41.1 ACCTCCACTTCTCGGTATG

phc41.2 TTCAGAACGTGTGATGACG

phc50.1 TCTTCACAGCACCATCGCTC

phc50.2 ACAACCCACGTAGAAGTCGC

vsp4.1 GCACTCGTCGTTACGCAATG

vsp4.2 CAAGTGTGGAAACGATTCGCC

403633

465

519

327

Cre16.g693600

Cre07.g333400

i72

Cre01.g049950

332

1694

Cre06.g278222

2521

Cre06.g292249

Cre09.g391801

930

775

328

225

339

216

392

192

365

Cre14.g625850

Cre17.g717950

Cre09.g404201

Cre05.g238687

Cre12.g506750
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 Caractérisation des autres mutants socializer 

 Création de la banque de mutants saz 

Pour identifier les mécanismes contrôlant l’agrégation, nous avons créé des mutants agrégeant 
spontanément. Cette banque de mutants a été générée avant mon arrivée au laboratoire par 
transformation de la souche sauvage avec le gène de résistance à la paromomycine i72 (ParoR). 
Cette cassette est composée du promoteur constitutif PPSAD mais d’aucun terminateur (Pollock 
et al., 2004). Cette absence de terminateur permet d’augmenter la fréquence d’insertion dans 
les séquences codantes. L’électroporation peut induire de multiples insertions (Li et al., 2019), 
par conséquent uniquement 40 ng d’ADN ont été utilisés par transformation, quantité que 
nous avons déterminée comme minimale pour générer des transformants. La souche sauvage 
D66 (CC4425) a été utilisée car on peut la transformer efficacement (Schnell and Lefebvre, 
1993). Plus de 13,000 transformants ont été obtenus et criblés en plaque 96 puits pour 
sélectionner les mutants agrégeant sans stress. Ainsi 16 mutants agrégeant spontanément ont 
été isolés, ils ont été appelés socializer (saz). Les mutants saz ont été mis en culture en plaque 
24 puits pour confirmer leur phénotype. On voit que tous forment des agrégats visibles à l’œil 
nu (Figure 5) semblables à ceux induits en réponse au stress (se référer à 2.1.2 Figure 1A).  

 

Figure 5. Exemples de phénotypes d’agrégation des mutants saz. Les mutants saz et la souche 
sauvage ont été cultivés en condition liquide en plaque 24 puits. La barre d’échelle correspond 
à 0,5 cm.  

 Morphologie des mutants saz 

La morphologie des mutants saz a été observée plus en détail pour étudier les différences qui 
pourraient exister entre mutants. Au microscope, tous les mutants saz forment des cellules 
planctoniques et des agrégats de taille variable allant jusqu’à plusieurs milliers de cellules 
(Figure 6). Saz2 et saz7 ont des agrégats plus petits et moins nombreux que les autres mutants. 
Les agrégats de saz3 et saz6 sont de taille intermédiaire et ceux dont la taille est la plus 
importante sont observés chez saz1, saz4 et saz5. Les mutants saz ont aussi des différences de 
morphologie au niveau des agrégats eux-mêmes. Les mutants saz1 à saz7 forment toujours 
des agrégats irréguliers, c’est-à-dire sans forme particulière (Figure 6). Ils sont comparables aux 
agrégats observés en réponse au stress chez la souche sauvage (voir 2.1.2 Figure 1 C et D). Les 
mutants saz8 et saz9 font des agrégats irréguliers mais aussi des agrégats « sphériques » 
réguliers (Figure 6). Certains mutants sont aussi enrichis en palmelloïdes (voir 1.1.2). On observe 
ces derniers chez les mutants saz1 à saz7 mais ils sont presque absents des cultures de saz8 et 
saz9. Quoi qu'il en soit dans les cultures de tous les mutants étudiés on distingue aussi un 
grand nombre de cellules seules.  
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Certains mutants peuvent donc former des agrégats de taille particulière. Les 
palmelloïdes sont peut-être en lien avec l’agrégation, en effet certains mutants en forment en 
plus des agrégats. En revanche, ils ne semblent pas nécessaires à l’agrégation puisque des 
mutants agrégeant en sont presque ou totalement dépourvus. Ces observations au microscope 
chez les mutants saz restent qualitatives. C’est pourquoi nous avons développé des outils pour 
quantifier l’agrégation. 

 

Figure 6. Observation microscopique des agrégats générés chez les mutants saz. Photos 
représentatives prises après 5 jours de croissance sans stress en plaque 24 puits. La barre 
d’échelle correspond à 200 µm.  
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 Quantification de l’agrégation 

 Analyse d’image 

Pour quantifier l’agrégation, beaucoup d’études utilisent la vitesse de sédimentation se basant 
sur le fait que plus une particule est grosse plus elle va sédimenter vite (Salim et al., 2011). 
Cependant, cette méthode indirecte ne renseigne pas sur la distribution de taille des particules 
et la motilité des cellules pourrait entrainer des erreurs (Chen et al., 2020). En effet, chez 
Chlamydomonas, le stress peut avoir un effet sur le flagelle et donc la motilité (Wakabayashi 
et al., 2011). Pour ces raisons, nous avons mis en place des mesures directes de l’agrégation en 
imagerie microscopique et macroscopique.  

Figure 7. Les cellules agrégées ou non sont visibles au microscope. Elles sont détectées grâce 
au canal bleu, qui permet de sélectionner une seule copie des cellules en mouvement rapide 
apparaissant dédoublées (flèche), puis avec un filtre gaussien et un seuil. Enfin, l’image 
originale peut être labellisée (ligne rouge) et l’aire des particules mesurée. 

Les cellules et agrégats de Chlamydomonas sont visibles en microscopie ce qui permet 
de les décrire qualitativement (Figure 6). Cependant, quantifier ce phénomène permet de 
décrire de façon plus fine des souches qui agrègent plus ou moins. La quantification des 
particules permet aussi d’obtenir la distribution de taille et d’étudier différentes populations 
riches en palmelloïdes ou en agrégats (se référer à 1.1.2). Nous appelons ici « particules » les 
cellules seules, les palmelloïdes et les agrégats. On peut quantifier l’aire des particules avec 
ImageJ (Schindelin et al., 2012). Ce logiciel permet non seulement d’effectuer du traitement 
d’images mais aussi de faire des mesures d’aire, de forme ou de couleur. Le principe général 
consiste à transformer une image couleur en noir et blanc afin de détecter automatiquement 
les particules en fonction de leur valeur de gris (Figure 7). Cependant, les cellules en 
mouvement rapide induisent un artefact de mesure, c’est-à-dire qu’elles sont imagées deux 
fois par la caméra, une fois en orange et une fois en bleu (Figure 7, flèche). Pour éviter de 
compter deux fois ces cellules, uniquement le canal bleu de l’image couleur est gardé. Ensuite, 
plusieurs mesures étaient inexactes car le logiciel détectait parfois les chloroplastes au lieu des 
cellules entières. C’est pour cela que nous avons ajouté un filtre gaussien qui permet une 
détection précise des particules d’intérêt.  Le traitement a été automatisé dans une macro 
ImageJ (github.com/fdecarpentier/ParticleArea).  

Les observations et quantifications d’images de microscope apportent des informations 
importantes sur la morphologie et l’aire des particules. Cependant, certains agrégats sont si 
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gros qu’ils sortent du champ de vision (Figure 6). De plus, au microscope les images sont prises 
arbitrairement par l’expérimentateur, elles ne représentent pas toutes les cellules présentes sur 
la lame et ne sont donc pas complétement représentatives. Pour mesurer de façon 
représentative les agrégats de toutes tailles, les cultures ont été effectuées en plaque 24 puits 
qui ont été imagées entières par le dessous au moyen d’un scanner. Les agrégats sont ensuite 
détectés avec ImageJ (Schindelin et al., 2012) suivant le même principe que pour les 
photographies de microscope. Cependant, du fait de la faible différence de couleur entre les 
agrégats et l’arrière-plan, l’éclairage ou répartition inégale induit une détection aspécifique de 
certaines zones (Figure 8, flèche). Pour résoudre ce problème, nous avons généré un arrière-
plan artificiel avec un filtre gaussien que nous avons soustrait à l’image d’origine. Cette 
correction permet de détecter efficacement les agrégats et surtout de ne pas détecter de zone 
aspécifique dans le contrôle non agrégé (Figure 8). Une fois que les particules ont 
été détectées, l’aire de chaque particule est mesurée. On peut ensuite représenter 
graphiquement toutes les particules et l’aire totale agrégée pour chaque puit (se référer à 2.1.2, 
Figures 1A et 2B). Nous avons automatisé cette technique avec une macro ImageJ 
(github.com/fdecarpentier/ParticleWell), ce qui permet de comparer rapidement de 
nombreuses cultures (se référer à 2.1.2 Figures 1, 2, 3 et 7).  

 

Figure 8. Détection des agrégats en plaque 24 puits dans une culture agrégée (saz1) et le 
sauvage non agrégé (contrôle). La répartition des cellules et l’éclairage inégal sont 
responsables de détections aspécifiques (flèches). Ce problème est résolu en appliquant une 
soustraction de l’arrière-plan obtenu par un filtre gaussien.  

En conclusion, nous avons développé des outils d’imagerie qui permettent de quantifier 
l’agrégation au niveau microscopique et macroscopique. Les photos au microscope sont 
adaptées aux particules jusqu’à une taille d’environ 1 mm2 ce qui comprend les cellules seules, 
les palmelloïdes et certains agrégats. Les scans cultures en plaque 24 puits permettent de 
détecter tous les agrégats, les deux techniques sont donc complémentaires pour caractériser 
les structures multicellulaires.  

 Quantification de l’agrégation des mutants saz 

La taille des agrégats est variable selon les mutants et certains produisent aussi des 
palmelloïdes (voir 2.2.2). En premier lieu, nous avons mesuré l’aire des cellules seules (n = 948) 
et des palmelloïdes (n = 1414). Cela nous a permis d’estimer les intervalles de taille 
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correspondant à ces deux types de particules (Figure 9A). L’aire des particules chez la souche 
sauvage et chez les mutants saz a ensuite été quantifiée.  

Figure 9. Distribution de l’aire des particules chez les mutants saz et chez la souche sauvage. 
(A) Chaque point correspond à une particule, c’est-à-dire une cellule, un palmelloïde ou un 
agrégat. Les aires de référence correspondent à l’intervalle entre les quartiles 5 et 95 de 
populations de cellules seules ou de palmelloïdes. (B) Aire moyenne des particules (n = 4). Les 
barres d’erreur correspondent à l’erreur type. 

Les différences entre les mutants sont visibles au niveau de la distribution des aires des 
particules (Figure 9A) et de l’aire moyenne (Figure 9B). En termes de taille et de nombre, saz2 
est le mutant qui agrège le moins et saz4 le plus. Les mutants qui forment le plus de gros 
agrégats supérieurs à 104 µm2 sont saz1, saz3, saz4 et saz5. Certains ont beaucoup d’agrégats 
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de taille intermédiaire entre 103 et 104 µm2 comme saz7. Ces mesures sont cohérentes avec les 
photographies au microscope (Figure 6).  

Comme nous l’avons vu précédemment certains mutants saz forment aussi des 
palmelloïdes ce qui est confirmé par la quantification (Figure 9A). Les mutants qui en forment 
le plus sont saz4, saz5 et saz6. Les mutants saz8 et saz9 ont une distribution très similaire au 
sauvage pour les particules d’aire inférieure à 100 µm² (Figure 9A). Cela est cohérent avec le 
fait que saz8 et saz9 ne forme pas ou très peu de palmelloïdes. Cette absence de palmelloïdes 
est peut-être la raison pour laquelle saz8 et saz9 forment des agrégats plus réguliers. Ces 
résultats montrent que les mutants forment plus ou moins de palmelloïdes en plus d’agrégats 
de tailles variable.  

 Agrégation et résistance au stress 

 Analyse d’image 

Figure 10. Quantification de l’agrégation et la mort cellulaire. (A) Positionnement schématique 
de la couleur des cellules colorées au bleu d’Evans dans l’espace de couleur CIELAB. (C) Canal 
b* et (D) photographie couleur au microscope de cellules soumises à 4 µM de rose bengale. 
(B) Valeur maximum b* de 804 cellules, la moitié vivantes et la moitié mortes. Le pic de gauche 
correspond aux cellules mortes et celui de droite aux vivantes, l’abscisse du minium local de 
30,5 est utilisée pour discriminer les deux populations. (C et D) La couleur du contour 
correspond à la viabilité des cellules déterminée en fonction de la valeur b* : en beige les 
cellules vivantes (b* > 30,5) et en rouge les mortes (b* < 30,5).  

Pour analyser le rôle des agrégats dans la résistance au stress nous avons détecté les 
cellules mortes avec du bleu d’Evans (Vijayaraghavareddy et al., 2017). Nos observations 
microscopiques ont permis de montrer que les agrégats survivent alors que les cellules seules 
meurent (se référer à 2.1.2 Figure 1D). Cependant, une description précise demande la 
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quantification de ce phénomène, c’est-à-dire de l’aire des particules vivantes et mortes. Dans 
l’espace de couleur CIELAB (Commission Internationale de l’Eclairage) (Connolly and Fleiss, 
1997), les cellules mortes bleues et vivantes vertes peuvent être discriminées selon leur valeur 
b* (Figure 10A). L’ensemble des particules est détecté puis l’image est transposée en CIELAB et 
le canal b* isolé. Par exemple, sur une échelle de valeur de gris, les valeurs hautes de b* 
apparaissent en blanc alors que les valeurs basses en noir (Figure 10C). Pour déterminer la 
valeur discriminante de b*, une culture vivante a été comparée avec une culture tuée avec 
16 µM de rose bengale. La valeur b* maximale de 402 cellules vivantes et 402 mortes donne 
une double gaussienne dont l’abscisse du minimum local est 30,5 (Figure 10C). Ainsi, les 
particules vertes peuvent être discriminées des bleues et l’efficacité vérifiée sur l’image 
d’origine (Figure 10E). Pour une exécution plus rapide, le traitement a été automatisé dans une 
macro ImageJ disponible ici : github.com/fdecarpentier/PlantDeath. Cette méthode a permis 
d’établir la corrélation entre aire des particules et mort cellulaire (voir 2.1.2 Figure 1E).  

 Résistance au stress des mutants saz 

Chez la souche sauvage, les cellules des agrégats survivent mieux au stress que les cellules 
planctoniques (voir 2.1.2 Figure 1 D et E). Nous avons montré aussi que le mutant saz1 résistait 
mieux au rose bengale, au GSNO (S-Nitrosoglutathion) et au choc thermique (se référer à 2.1.2 
Figure 2 F, G et H). Chez Chlamydomonas, le rose bengale induit un stress oxydatif par la 
production d’oxygène singulet en présence de lumière (Fischer et al., 2005) et le GSNO 
provoque un stress nitrosatif par nitrosylation des protéines, entre autres (Corpas and Barroso, 
2013; Morisse et al., 2014). L’agrégation confère donc une meilleure résistance à ces stress chez 
le sauvage et saz1. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons testé la résistance au stress 
oxydatif et nitrosatif des 8 autres mutants saz. En conditions liquides en présence de rose 
bengale (4 µM) ou de GNSO (1 mM), la culture de la souche sauvage meurt ce qui est visible 
par la perte de la chlorophylle (Figure 11A). À l’inverse, tous les mutants saz résistent au stress 
oxydatif et nitrosatif comme saz1. La quantification précise du taux de mortalité est illustrée ici 
par l'exemple de saz3 et du GSNO. Les cultures du sauvage et de saz3 ont été soumises à un 
traitement de 1 mM de GSNO pendant 24 h puis colorées au bleu d’Evans. La mortalité du 
sauvage atteint plus de 70% des cellules alors que celle saz3 n’est que de 13% (Figure 11B). 
Ces résultats confirment que l’agrégation permet aux cellules de survivre au stress oxydatif et 
nitrosatif.  

Figure 11. Résistance au stress des mutants saz. (A) Culture liquide en plaque 96 puits de la 
souche sauvage et des mutants saz en présence de rose Bengale (4 µM) ou de GSNO (1 mM). 
(B) Mort cellulaire chez la souche sauvage et saz3 après un traitement de 24h au GSNO (1 mM). 
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Les barres d’erreur correspondent à l’erreur type et la valeur p est calculée avec un test de 
Student, *** : p ≤ 0.001.  

 Mode de formation des agrégats : clonal ou agrégatif 

 Création d’une souche rapportrice 

Chez les unicellulaires, les agrégats peuvent se former de façon agrégative ou clonale (voir 
1.3.2, Pentz et al., 2020). On peut donc se demander quel mécanisme est à l’origine des 
agrégats induits par le stress abiotique chez Chlamydomonas. Pour répondre à cette question, 
il nous faut mélanger deux populations de cellules, l’une marquée (rapportrice) et l’autre non. 
Nous avons choisi d'utiliser une souche rapportrice exprimant mVenus, une YFP (Yellow 
Fluorescent Protein). Pour cette raison, nous avons donc créé une souche CC4425 exprimant 
mVenus. Le plasmide pCMM-23, composé de PPSAD-mVenus-TPSAD lié à la résistance à la 
blasticidine PA/R-BSR-TRBCS2 (Figure 12A), a été généré grâce au kit MoClo de Chlamydomonas 
(se référer au Chapitre II 1). Le détail du clonage de pCMM-23 et du développement de BSR 
sont explicités en 2.1.2 et au Chapitre II 2.3.2. pCMM-23 a été digéré, la cassette a été purifiée 
et enfin insérée par électroporation dans la souche sauvage (CC4425). La souche Venus sera 
utilisée pour visualiser des cellules dans les agrégats, il faut donc que les cellules fluorescentes 
soient bien visibles. Il est aussi important que la souche Venus ait une fluorescence constante 
dans la population, c’est-à-dire que toutes les cellules soient détectables. En effet, chez 
Chlamydomonas l’extinction de l’expression des gènes est forte (Schroda, 2019) et nous ne 
souhaiterions pas confondre une cellules sauvage avec une cellule où le transgène mVenus 
serait éteint. C’est pour ces raisons qu’un grand nombre de colonies (40) ont été striées sur 
boite et scannées pour la fluorescence jaune ainsi que celle de la chlorophylle (Figure 12B). La 
souche CC5325-mVenus fluoresce en jaune, elle est donc utilisée ici comme contrôle positif. 
Les transformants expriment mVenus à différents niveaux et surtout certains de façon plus 
constante que d’autres. Par exemple, les transformants 3 et 10 présentent certaines zones 
fluorescentes et d’autres non. À l’opposé, le transformant 8 est fortement fluorescent et ceci 
sur l’entièreté de sa population, il a donc été sélectionné et renommé wt-mVenus. Cette souche 
a ensuite été vérifiée au microscope et toutes les cellules sont bien fluorescentes (n = 390) 
(Figure 12C). mVenus est localisée dans le cytoplasme, en dehors du chloroplaste qui est bien 
visible grâce à la chlorophylle. Les réglages utilisés ne donnent aucun signal aspécifique dans 
la souche sauvage ce qui permet de différencier avec certitude les cellules fluorescentes ou 
non (Figure 12C), ceci est important car elles seront mélangées.  

Si les agrégats sont composés d’un mélange de cellules fluorescentes et non 
fluorescentes (agrégat mixte), il s’agit d’un mode de formation agrégatif sinon c’est un mode 
clonal. La mise au point de la souche mVenus nous a permis de montrer que le mélange des 
cellules sauvages et mVenus donnent des agrégats mixtes en réponse au choc thermique et 
au stress oxydatif (voir 2.1.2 Figure 1B). Ceci indique que les agrégats se forment par un mode 
agrégatif en réponse au stress. On peut alors se demander si le mécanisme de formation est 
identique chez les mutants saz.  
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Figure 12. Souche mVenus et mutants saz. (A) Construction utilisée dans le but d’exprimer la 
YFP mVenus dans le cytoplasme de Chlamydomonas. pCMM-23 contient l’unité de 
transcription de mVenus (PPSAD-mVenus(intron de RbcS2)-TPSAD) et la résistance à la blasticidine 
(PA/R-BSR-TRBCS2) (voir Chapitre II 2.3). (B) Transformants obtenus avec la cassette pCMM-23 
imagés au scanner à fluorescence. CC4425 et CC5325-mVenus sont les contrôles négatif et 
positif, et les transformants sont numérotés de 1 à 12. Les images sont un composite de la 
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chlorophylle en rouge et de la YFP en vert, la superposition de ces deux signaux donne donc 
du jaune-orange. (C) Image au microscope de la souche sauvage (CC4425) et wt-mVenus en 
DIC, YFP (mVenus), chlorophylle et composite YFP-chlorophylle. (D) Les mutants saz ont été 
mélangés à la souche wt-mVenus puis les agrégats ont été observés au microscope. (E) Images 
représentatives d’agrégats obtenus pour les mutants saz. Les canaux utilisés sont DIC, YFP 
(mVenus) et Chlorophylle. Les barres d’échelle représentent 10 µm (C) et 50 µm (E).  

 Mode d’agrégation des mutants saz 

La souche wt-mVenus a été mélangé avec chacun des 9 mutants saz, puis mise en culture 
(Figure 12D). Les agrégats ainsi obtenus ont été visualisés en lumière visible ainsi qu’en 
fluorescence pour mVenus (jaune) et la chlorophylle (rouge) (Figure 12E). On peut constater 
que les agrégats obtenus sont hétérogènes pour tous les mutants. Dans chaque cas, il y a des 
cellules fluorescentes seules au cœur des agrégats. Cette observation montre que ces dernières 
ne sont pas uniquement une agglutination de palmelloïdes. Cependant, certains ilots 
fluorescents sont visibles chez saz1, saz2, saz3, saz5 et saz7, ce qui pourrait être des 
palmelloïdes agrégés. En effet, ces mutants forment des palmelloïdes en plus des agrégats, 
(voir 2.2.2), ils pourraient aussi induire la formation de palmelloïdes de la souche sauvage 
fluorescente. Une autre hypothèse est que des cellules continuent à se diviser dans les 
agrégats. En conclusion, les structures multicellulaires chez les mutants saz se forme par 
agrégation comme en réponse au stress chez la souche sauvage. Il est intéressant de noter que 
le sauvage s’agrège avec chacun des mutants saz sans besoin d’un stress. Cela nous amène à 
nous intéresser au rôle du milieu extracellulaire dans l’agrégation.  

 Rôle du compartiment extracellulaire dans l’agrégation 

 Effet du milieu extracellulaire des mutants saz 

Nous avons vu que le milieu de cellules sauvages agrégées était suffisant pour induire 
l’agrégation (voir 2.1.2 Figure 3). Ce constat nous amène donc à nous intéresser au rôle du 
milieu extracellulaire des mutants saz. Les cellules sauvages ont donc été mises en culture en 
plaque 24 puits dans le milieu purifié des 9 mutants saz. Le milieu des mutants et capable 
d’induire une forte agrégation de la souche sauvage à l’exception de saz8 et saz9 (Figure 14). 
Le milieu de saz8 n’induit aucune agrégation et le milieu de saz9 induit quelques gros agrégats 
comme les autres mutants mais très peu de petits, ce qui donne une agrégation totale faible. 
C’est pour ces raisons que ces deux mutants n’ont pas été inclus dans l’analyse de protéomique. 
Nous verrons plus tard que ces 2 mutants sont effectivement particuliers et se distinguent des 
autres saz. Le milieu de la majorité des mutants saz est capable d’induire l’agrégation. Ces 
résultats apportent une solide confirmation du rôle primordial du milieu extracellulaire dans 
l’agrégation. Les protéines du milieu de 6 mutants saz ont ensuite été identifiées en 
protéomique quantitative, et analysées (voir 2.1.2 Figure 4).  
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Figure 13. Agrégation induite par le milieu de culture des mutants saz. La souche sauvage a 
été mise en culture pendant 5 jours, en plaque 24 puits, dans le milieu purifié des mutants saz. 
L’aire de chacun des agrégat identifiés dans 6 puits est représenté par un point. Le diagramme 
en barres correspond à l’aire totale agrégée par puit. Les barres d’erreur représentent l’erreur 
type et la statistique est obtenue par un test de Student (ns : p > 0.05 ; * : p ≤ 0.05 ; ** : p ≤ 10-

2 ; *** : p ≤ 10-3 ; **** p ≤ 10-4).  

 Tentative d’identification du type de molécules pro-agrégatives 

Nous avons montré que l’activité agrégative du milieu était annulée par une dénaturation 
thermique. Cela est vrai pour le milieu issu de saz1 ou de cellules sauvages agrégées ou mortes 
(voir 2.1.2 Figure 3) (Figure 13). Les molécules responsables de cette activité sont thermolabiles, 
une caractéristique des protéines. D’autre part, les protéines sont abondantes dans le milieu 
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ce qui est visible sur gel SDS-Page (Figure 14A) mais aussi en protéomique quantitative où 
nous en avons identifié 762 (voir 2.1.2). Il semble donc possible que les molécules responsables 
de l’agrégation soient des protéines. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons voulu voir 
l'impact de l'absence de protéines dans le milieu de culture sur l'agrégation. Pour cela nous 
avons traité le milieu à la protéinase K. Le pH du milieu extracellulaire de Chlamydomonas est 
de pH 8.4, c’est pourquoi nous avons choisi cette peptidase qui a une activité optimale entre 
pH 7.5 et pH 12.0 contrairement à la pepsine qui fonctionne à pH acide par exemple (Cornish-
Bowden and Knowles, 1969; Ebeling et al., 1974). Cette enzyme pouvant être toxique pour les 
cellules, nous avons cherché la dose minimale pour digérer les protéines du milieu. Pour cela le 
milieu de la souche sauvage a été digéré avec des quantités croissantes de protéinase K (Figure 
14A). Nous avons choisi une concentration de protéinase K de 2,5 mg/L, ce qui est suffisant 
pour digérer toutes les protéines du milieu en 3h. Le milieu de cellules sauvages a été traité à 
la protéinase K puis de nouvelles cellules sauvages y ont été incubées pendant 48h. Nous avons 
constaté qu’à cette faible concentration la protéinase K reste très toxique puisqu’elle tue une 
grande partie des cellules, celles qui survivent étant agrégées et accrochant très fortement au 
fond des puits (Figure 14D). Un traitement à la protéinase n’est donc pas adapté dans le 
contexte de nos études sur l'agrégation induite par le stress, ou alors il faudrait pouvoir 
l’inactiver avant de tester les milieux. Nous n’avons donc pas pu déterminer avec certitude si 
l’activité agrégative du milieu était due à des protéines.  

Les molécules du milieu induisant l’agrégation pourraient aussi être des acides 
nucléiques (Flemming and Wingender, 2010). Pour tester cette hypothèse, nous avons traité le 
milieu à la RNAse A et la DNase I. Comme la protéinase K, ces deux enzymes sont actives à pH 
8,4 (Tanford and Hauenstein, 1956; Yasuda et al., 2004). La DNase I nécessite la présence de 
cations divalents métalliques qui sont déjà présents dans le TAP en quantité suffisante à 
hauteur de 0,34 mM pour Ca2+et 0,41 mM pour Mg2+ (Campbell and Jackson, 1980; Gorman 
and Levine, 1965). Les quantités d’acides nucléiques du milieu sont très faibles, à peine visibles 
sur gel d’agarose (Figure 14 B et C). On observe un dégradé continu sur toute la longueur de 
la bande contrôle avec une prévalence entre 0.1 et 0.5 kb, autour de 1.5 kb et au-dessus de 10 
kb. Le dégradé continu et la bande de haut poids moléculaire sont facilement digérés par la 
DNase, il s’agit donc vraisemblablement d’ADN (Figure 14C). La présence ou l’absence de 
tampon ne semble pas affecter l’efficacité de la digestion. De grandes quantités de RNase A, 
induisent également la digestion de l’ADN (Figure 14B). Nous avons donc utilisé la RNase A et 
la DNase I à des concentrations de 75 mg/L et 10 U/mL, respectivement. Ces quantités sont 
suffisantes pour digérer l’ARN et l’ADN présents dans le milieu. Le milieu de la souche sauvage 
a été traité la RNase A ou la DNase I, puis de nouvelles cellules sauvages y ont été mises en 
culture. Dans les conditions testées, ces deux enzymes n’induisent pas la mort des cellules mais 
une légère agrégation a été observée (Figure 14 D et E). Pour rappel, le milieu de saz1 induit 
l’agrégation des cellules sauvages, nous l’avons donc aussi traité à la RNase et la DNase 
(Figure 14E). Si l’agrégation induite par milieu de saz1 avait été réduite par le traitement à la 
RNase ou la DNase, nous aurions pu conclure que l’ARN ou l’ADN avait un rôle. Or, ces deux 
traitements induisent l’agrégation dans le milieu sauvage et n’ont pas d’influence sur 
l’agrégation du milieu de saz1. Nous ne pouvons donc pas conclure concernant le potentiel 
effet des acides nucléiques du milieu de culture sur l’agrégation. En outre, ces résultats 
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montrent qu’une attention particulière doit être portée au milieu de culture pour tirer des 
conclusions solides sur l’agrégation en réponse au stress. 

Figure 14. Nature des molécules pro-agrégatives du milieu extracellulaire. Le milieu de culture 
sauvage a été traité avec des doses croissantes de (A) protéinase K, (B) RNAse A et (C) DNAse I 
et visualisées sur SDS-Page (A) par une coloration au nitrate d’argent ou gel d’agarose (B et C). 
(C) La digestion de l’ADN a été effectuée avec ou sans tampon. (D) Effet de la RNase A, DNase I 
ou protéinase K sur les cellules sauvages en plaque 24 puits après 4 jours de croissance. Images 
représentatives de 4 cultures indépendantes. La barre d’échelle correspond à 0.5 cm. (E) 
Agrégation de cellules sauvages induite par le milieu de culture du sauvage et de saz1 traités 
à la RNase ou la DNase en plaque 24 puits. Les valeurs représentent l’aire totale agrégée par 
puits, les barres d’erreur sont ± l’erreur type et les symboles représentent la valeur p calculée 
avec un test de Student selon les correspondances suivantes : ns : p > 0.05 ; * : p ≤ 0.05 ; ** : p 
≤ 10-2 ; *** : p ≤ 10-3 ; **** p ≤ 10-4.  

 Analyse transcriptomique des mutants saz 

Etant donné que les mutants saz aggrègent tous spontanément, les gènes sur ou sous exprimés 
chez tous ces mutants pourraient être des régulateurs centraux de l’agrégation. Dans cette 
persepective, nous avons séquencé l’ARN des mutants saz. L’ARN a été extrait avec du phénol 
acide (Schmitt et al., 1990) car la technique classique au Trizol ne donnait pas une pureté 
suffisante (Pinto et al., 2009). Après un traitement à la RNAse, l’intégrité des ARN a été vérifiée 
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par électrophorèse sur gel et en capilaire (TapeStation). Sur gel, les bandes des ARN 
ribosomiques 18S et 25S doivent être intenses et fines. La TapeStation utilise aussi l’abondance 
de ces deux ARNr pour calculer le RINe (RNA integrity number equivalent). Pour les mutants 
saz1 à saz9, trois réplicats ayant un RINe supérieur à 5,5 ont été séquencés. L’alignement des 
séquences contre le génome de Chlamydomonas (Merchant et al., 2007) et la quantification 
des ARNn a été faite par Alexandre Maes. L’analyse transcriptomique des mutants saz1 à saz6 
a été décrite en détail dans la partie 2.1.2. Dans cette partie (pour l’article) nous nous sommes 
limités à ces mutants car la reproductibilité de saz7 n’est pas suffisante (Figure 15A). De plus, 
saz8 et saz9 ont une morphologie différente des autres (voir 2.2.2) et leur milieu extracellulaire 
n’induit pas ou peu d’agrégation (voir 2.6.1).  

Suivant la PCA (Analyse en Composante Principale) résumant les variations de transcrits 
dans chaque souche (Figure 24B), les mutants ont des profils différents. saz1, saz2, saz3, saz4, 
saz5 et saz7 forment un premier groupe éloigné de la souche sauvage, saz8 et saz9 un second 
très proche de cette dernière. saz6 est distinct de tous les autres mutants et de la souche 
sauvage.  

Pour se concentrer sur les gènes importants dans l’agrégation, nous avons sélectionné 
des 100 gènes ayant la variance la plus élevée entre la souche sauvage et les 9 mutants saz 
(Figure 15B). Pour ce sous-ensemble de gènes on retrouve des groupes similaires avec d’une 
part saz1, saz2, saz3, saz4, saz5 et saz7 et d’autre part saz8 et saz9. Ici saz6 est plus proche de 
saz8 et saz9 ce qui n’est pas évident sur la PCA (Figure 15). Certains gènes exprimés 
différemment chez les mutants saz1 à saz6 et que nous avons identifiés comme importants 
pour l’agrégation (voir 2.1.2) ne sont pas dérégulés chez saz8 et saz9. Parmi ces gènes, ceux 
codant pour la phérophorine PHC18 (Cre24.g755997), la protéine associée au flagelle FAP41 
(Cre10.g452250), une lipase (Cre09.g399400) et deux protéines SRCR (Scavenger Receptor 
Cysteine Rich, Cre09.g404750 et Cre10.g458850) sont surexprimés uniquement chez saz1 à 
saz6. Ces deux mutants ont un profil d’expression de gènes totalement différent des autres 
mutants saz. Pour rappel, ces deux mutants ont une morphologie différente des autres mutants 
saz et leur milieu de culture n’est pas capable d’induire l’agrégation (voir 2.2.2 et 2.6.2). Il y a 
donc une corrélation entre le phénotype de ces mutants et l’expression de leurs gènes.  
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Figure 15. Analyse transcriptomique des mutants saz. (A) Analyses en composante principale 
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résumant les niveaux d’expression des gènes obtenus par une analyse en RNAseq. (B) Sélection 
des 100 gènes les plus variants. Les couleurs représentent le log2 du ratio entre la souche 
sauvage et les mutants saz.  

 Génotype des mutants saz 

 Identification des gènes inactivés chez les mutants saz 

Nous avons identifié une famille de 16 mutants saz à la suite d’une mutagenèse insertionnelle 
aléatoire en utilisant la cassette de résistance à la paromomycine (ParoR - i72) (voir 2.2.1). Nous 
avons tenté de localiser l’insertion de la cassette chez les mutants saz, pour déterminer les 
gènes dont l’inactivation est potentiellement responsable du phénotype d’agrégation de ces 
mutants. Pour cela, nous avons utilisé la RESDA-PCR (Restriction enzyme site-directed 
amplification PCR) dont le principe est décrit en Figure 16A (González-Ballester et al., 2005). 
Pour chaque mutant saz, l’ADN génomique de la souche sauvage et du mutant saz ont été 
purifiés et deux PCR successives ont été effectuées pour amplifier la zone flanquante de la 
cassette ParoR. Les produits spécifiques, c’est-à-dire présents uniquement dans le mutant 
d’intérêt, ont été purifiés sur gel et séquencés. En alignant les séquences obtenues avec le 
génome de Chlamydomonas par BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Merchant et al., 
2007), nous avons pu localiser les insertions dans les mutants saz1, saz3, saz4 and saz5 (Figure 
17A). Cependant, pour le reste des mutants, la RESDA-PCR n’a pas donné de résultats, nous 
avons donc utilisé la méthode adaptateur-PCR décrite en Figure 16B (Pollock et al., 2017). Dans 
ce cas, l’ADN génomique de la souche sauvage et du mutant a été entièrement digéré par des 
enzymes de restriction, des adapteurs ont été liés aux fragments et deux PCR imbriquées ont 
été effectuées avec des amorces spécifiques de ParoR et des adapteurs. Les produits de PCR 
spécifiquement présents dans le mutant saz d’intérêt ont finalement été séquencés. Cette 
technique a permis d’identifier les locus d’insertion chez saz2, saz6 and saz7 (Figure 17A).  

Figure 16. Techniques de localisation de la cassette de résistance à la paromomycine chez 
Chlamydomonas. (A) La RESDA-PCR consiste en une amplification avec une amorce spécifique 
de ParoR (RB1) et des amorces dégénérées contenant le site Q0 (en jaune) et s’hybridant à des 
sites de restriction courants du génome. S’en suit une PCR avec les amorces RB2 et Q0 dont 
les produits sont séquencés (González-Ballester et al., 2005). (B) La méthode adapteur-PCR 
consiste en une digestion complète du génome avec 4 enzymes (dont les sites de restriction 
sont courants) suivie de la ligature d’un adaptateur double brin (en vert) aux extrémités des 
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fragments ainsi obtenus. Deux PCR successives avec des amorces spécifiques de ParoR (RIM3.1 
et RIM3.2) et de l’adaptateur (AP1 et AP2) permettent ensuite d’obtenir des produits qui sont 
séquencés (Pollock et al., 2017).  

Figure 17. Génotype des mutants saz. (A) Gènes mutés par l’insertion ParoR (i72, trait rouge) 
dans les mutants saz1 à saz7. Les exons sont représentés en couleur et les régions non traduites 
(UTR) en gris. (B) Position schématique des amorces spécifiques de PPI (ppi.1 et ppi.2) et de la 
cassette ParoR i72 (RB4) utilisées pour les PCR de vérification chez saz3. (C) PCR de vérification 
du locus d’insertion sur l’ADNg des mutants saz1 à saz6. La zone flanquante correspond aux 
PCR avec des amorces de part et d’autre de l’insertion. Les bandes obtenues ont les tailles 
attendues pour VLE (984 pb), FAP59 (521 pb), PPI (329 pb), HIK (882 pb), CAL (798 pb) et GML 
(1806 pb). Les PCR avec l’insert ont été faites avec l’amorce RB4, s’hybridant sur ParoR, et une 
amorce du gène (González-Ballester et al., 2005). Le contrôle est une amplification de 633 pb 
du gène CBLP (Cre06.g278222).  



85 
 

Les insertions de la cassette ParoR dans les mutants saz1 à saz7 sont localisés dans des 
gènes différents (Figure 17A), la fonction de ces gènes sera décrite ci-après. L’insertion est 
située dans la séquence codante à part pour saz4 où elle est dans le 3’UTR (Figure 17A). Pour 
3 mutants, l’insertion est dans un exon et pour 3, dans un intron. Pour confirmer que les 
insertions sont bien au locus identifié, nous avons effectué des amplifications spécifiques des 
locus d’intérêt par PCR. Si l’insert est au locus identifié on s’attend à ce que des amorces de 
part et d’autre du locus donnent un fragment de taille attendue chez le sauvage et aucun 
fragment chez le mutant. C’est, par exemple, ce qui a été fait chez saz3 avec les amorces ppi.1 
et ppi.2 (Figure 17B). Ensuite, pour vérifier la nature (ParoR), le sens et la position de la cassette, 
une PCR avec des amorces spécifiques de ParoR et du gène est effectuée. Cela donne une 
amplification chez les mutants saz mais pas chez la souche sauvage. Dans l’exemple de saz3, 
cette dernière PCR a été effectuée avec les amorces ppi.1 et RB4 (Figure 17B) (González-
Ballester et al., 2005). Ces deux PCR ont aussi été effectuées avec les amorces appropriées chez 
les mutants saz1 à saz6 (Figure 17C). On confirme ainsi que l’insert ParoR est situé à l’endroit 
identifié dans les mutants saz.  

Le locus d’insertion a aussi été séquencé pour certains des mutants saz. Pour cela, la zone 
de l’insert a entièrement été amplifiée en allongeant le temps d’élongation de la PCR. La bande 
correspondante obtenue après migration par électrophorèse a ensuite été purifiée et 
séquencée avec les amorces du gène et de l’insert. Pour saz1, les deux côtés de l’insert ont été 
séquencés (voir 2.1.2 Figure S1). De même, le gène PPI a été séquencé en partie dans le mutant 
saz3 (Figure 18). Nous avons ainsi pu déterminer le locus de l’insertion au nucléotide près. On 
peut constater beaucoup de disparités entre notre séquence et celle du génome de référence. 
Cela s’explique par le fait que nous utilisons la souche sauvage D66 (CC4425) alors que la 
souche de référence du génome est CC-503 et que les disparités entre les souches sont 
importantes chez Chlamydomonas (Gallaher et al., 2015).  
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Figure 18. Séquençage de la zone flanquant l’insertion ParoR (i72) dans le gène PPI. Le locus de 
l’insertion a été déterminé avec précision par 3 séquençages successifs.  

 Fonction des gènes identifiés chez les mutants saz 

La fonction putative de protéines peut être déduite par leur séquence (Blaby et al., 2014). Les 
gènes que nous avons trouvés comme inactivés chez les mutants saz ont des fonctions liées à 
la signalisation cellulaire, la protéolyse ou la sécrétion.  

Chez saz4, l’insertion est dans le 3’UTR du gène HIK (Cre13.g571200) qui code pour une 
histidine kinase. Une insertion dans cette zone n’inactive pas forcément le gène, nous avons 
donc mesuré l’expression de HIK en qPCR. Dans saz4, HIK s’exprime 15 fois moins que dans la 
souche sauvage, il s’agit donc d’un mutant knock down et non knock out. Cette famille de 
protéines a pour rôle de transmettre un signal au travers de la membrane cytoplasmique. La 
signalisation médiée par les histidine kinases est très peu connue chez Chlamydomonas. HIK a 
une structure similaire à l’histidine kinase rhodopsin 1 qui est un photorécepteur (Luck and 
Hegemann, 2017). A l’extrémité C-terminale, est prédit un domaine de type régulateur de 
réponse (Response regulator receiver domain en anglais) qui permet de sonder 
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l’environnement extracellulaire. Il y a deux domaines HisKA et H-ATPase putatifs d’histidine 
kinase dans HIK. Leur rôle est de transférer un phosphate inorganique de l’ATP vers un 
régulateur protéique qui active ainsi une cascade de signalisation intracellulaire (Zschiedrich et 
al., 2016). On peut postuler de ces différentes caractéristiques que HIK est un senseur de 
l’environnement capable de percevoir le stress, qui phosphoryle un régulateur de l’agrégation. 
La diminution de HIK dans le mutant saz4 pourrait conduire à l’expression différentielle de 
gènes pro ou anti-agrégatifs.  

Le gène inactivé chez saz5 code aussi pour une protéine de la signalisation : une 
calcineurine (CAL) (Cre17.g718800). Les calcineurines sont des serine/thréonine phosphatase 
activées par le calcium et les calmodulines. Ces protéines déphosphorylent des facteurs de 
transcription qui activent l’expression de certains gènes (Kumar et al., 2020). L’inactivation de 
CAL dans le mutant saz5 arrête possiblement une cascade de signalisation qui aboutit à une 
expression différentielle de gènes de l’agrégation. Chez les plantes le calcium a un rôle dans la 
perception mécanique et l’adhésion, en particulier au moyen du canal Ca2+ DEK1 (Tran et al., 
2017). Chez Chlamydomonas, le stress osmotique entraine un influx rapide de calcium 
(Bickerton et al., 2016). Le calcium et la signalisation associée pourrait donc avoir un rôle dans 
l’agrégation en réponse au stress chez Chlamydomonas.  

Deux mutants (saz1 et saz6) sont mutés pour des protéases. saz1 est muté pour le gène 
Cre01.g049950 qui code pour VLE, une proprotéine convertase subtilisine/kexine (Luxmi et al., 
2018). Le détail de l’insertion et du rôle de VLE sont présentés dans la partie 2.1.2. Dans la 
littérature, VLE a d’abord été identifiée comme une enzyme responsable de la dégradation de 
la paroi lors de la division cellulaire (Kubo et al., 2009; Matsuda et al., 1995). Or le mutant saz1 
forme des agrégats par un mode agrégatif. Si VLE avait uniquement un rôle dans la division, 
on s’attendrait à avoir des agrégats formés de façon clonale. Cela montre que VLE a aussi un 
rôle dans l’agrégation. Il a été proposé que VLE1 soit un homologue de prohormone 
convertases (PC) qui sont impliquées dans la machinerie des neuropeptides chez les animaux. 
Dans notre analyse protéomique nous avons trouvé dans le milieu de culture deux peptides 
similaire à ceux des animaux, il serait intéressant d'analyser leur rôle dans l'agrégation. VLE1 
est sécrétée dans le compartiment extracellulaire comme les MMPs (Wood et al., 2013). Le rôle 
de VLE pourrait également être d’activer des MMPs en les clivant (Luxmi et al., 2018). Or nous 
avons trouvé un mutant inactivé pour une gamétolysine : saz6. 

Le mutant saz6 est muté pour une gamétolysine (GML) (Cre06.g278161). Les 
gamétolysines font partie des MMPs qui sont des protéases impliquées dans la dégradation 
de l’ECM chez les plantes et les animaux (Marino-Puertas et al., 2017). Chez Chlamydomonas, 
les gamétolysines sont responsables de la dégradation de la paroi ce qui permet la fusion des 
deux gamètes lors de la reproduction sexuée (Joo et al., 2017). De plus ces enzymes pourraient 
avoir un rôle dans le maintien de la paroi des cellules végétatives et des zygotes (Cronmiller et 
al., 2019; Kubo et al., 2001). La paroi de Chlamydomonas est composée de glycoprotéines 
riches en hydroxyprolines (HPRGP) dont les PHCs. Une des cibles des MMPs sont les HPRGPs 
qui sont aussi des constituants importants de la matrice de Volvox (Hallmann, 2006). Par des 
expériences de génétique inverse, nous avons montré que certaines PHCs étaient pro-
agrégatives (PHC30, PHC41 et PHC50) et d’autres anti-agrégatives (PHC28 et PHC35) (voir 2.1.2 
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Figure 7). La séquence de GML a été analysées avec l’algorithme PredAlgo (Tardif et al., 2012) 
et est prédite sécrétée. On peut supposer que GML est sécrétées dans le milieu et y dégrade 
des HPRGP (PHCs ?) pour empêcher l’agrégation. Lorsque GML est inactivé, les HPRGPs ne sont 
plus dégradées et forment donc une matrice permettant l’agrégation.  

L’insertion chez saz3 est dans le gène Cre01.g017200 qui code une Peptidyl Prolyl 
cis/trans Isomerase (PPI). Les protéines de cette famille permettent d’interconvertir les isomères 
cis et trans des liens peptidiques avec une proline (Lang and Schmid, 1988). PPI pourrait donc 
catalyser des modifications post traductionnelles qui auraient pour effet de moduler les 
propriétés (activité, stabilité, structure) de protéines (Theuerkorn et al., 2011). De plus PPI 
possède trois domaines de types FKBP (FK506 Binding Protein) qui sont impliqués dans la 
signalisation de réponse au stress de type TOR (Target Of Rapamycin) chez les plantes et 
Chlamydomonas (Fu et al., 2020; Pérez-Pérez et al., 2017). Nous avons donc identifié trois 
candidats relatifs à la signalisation : HIK serait un senseur du signal extracellulaire, CAL peut 
moduler la signalisation intracellulaire et PPI pourrait être responsable de modification post 
traductionnelles et/ou de signalisation.   

Les mutations chez saz2 et saz7 concernent des protéines du flagelle de 
Chlamydomonas. Saz2 comporte une insertion dans le gène Cre17.g701250 qui correspond à 
FAP59 (Flagellar Associated Protein), une protéine du flagelle au rôle inconnu. Chez saz7, le 
gène muté est Cre12.g522550 qui code une protéine du transport intraflagellaire appelé KMP 
pour Kinesin Motor Protein (Miller et al., 2005). Chez Chlamydomonas les protéines sécrétées 
transitent par les flagelles jusqu’à leur extrémité, où elles sont majoritairement sécrétées dans 
des microvésicules appelées ectosomes (Wood and Rosenbaum, 2015). Le transport 
intraflagellaire pourrait donc réguler la sécrétion de protéines comme VLE ou GML et ainsi 
modifier le contenu du compartiment extracellulaire. 

 Complémentation de saz3 avec PPI 

Lorsqu’un gène est identifié comme inactivé chez un mutant, il faut confirmer que c’est bien 
cette mutation qui est responsable du phénotype observé. Pour cela, la meilleure stratégie est 
de complémenter le mutant d’intérêt. La complémentation d’un mutant consiste à restaurer le 
phénotype sauvage par l'introduction dans le génome d'une nouvelle copie sauvage du gène 
candidat. L’insertion dans le mutant saz3 a été localisée au niveau de l’exon 11 du gène 
Cre01.g017200 codant pour une Peptidylprolyl cis-trans isomerase (PPI) (Figure 17B). Pour 
cloner PPI, nous utilisons le kit de clonage modulaire de Chlamydomonas que nous avons 
développé (voire Chapitre II 1). La séquence codante a été réencodée selon le biais de codon 
de Chlamydomonas car cela est censé améliorer son expression (Schroda, 2019). Le clonage 
golden gate utilise les enzymes de type II S BsaI et BbsI, nous avons donc retiré les sites de ces 
enzymes, de la séquence du gène, par des mutations silencieuses. Enfin, nous utilisons le 
standard MoClo plantes, nous avons dont ajouté des sites de fusion des positions B3-B4 aux 
extrémités des séquences (Patron et al., 2015). Ces sites de fusion de quatre bases sont digérés 
par BsaI ce qui donne une extrémité en surplomb qui s’assemble ensuite de façon 
directionnelle permettent l’assemblage directionnel (voir Chapitre II 1). Le plasmide de niveau 
0 p0-257 contenant la séquence codante de PPI a ensuite été assemblé avec le promoteur 
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constitutif PPSAD (pCM0-007), un tag 3xHA (pCM0-093) et le terminateur TPSAD (pCM0-114) pour 
ainsi obtenir le plasmide de niveau 1 p1-167. L’étiquette HA (Human influenza Hemagglutinin) 
a été ajoutée en prévision d’une éventuelle détection avec anticorps ou purification de PPI dans 
le futur. Ce dernier plasmide a enfin été assemblé avec l’unité de transcription de résistance à 
l’hygromycine pCM1-031 (PA/R-aph7’’-TRBCS2) pour obtenir le plasmide de niveau M pM-127 
(Figure 20B). La combinaison de promoteur et de terminateur  
PPSAD + TPSAD a été choisie car elle permet théoriquement une 
expression forte des transgènes et elle est différente de PA/R + 
TRBCS2 qui a été utilisée pour la résistance à l’hygromycine (Schroda, 
2019).  

Pour transformer la souche sauvage et saz3 nous avons 
d’abord utilisé le protocole d’électroporation Lemaire (voir 
Chapitre II 2.2.3, de Carpentier et al., 2020) mais si celui-ci 
fonctionne très bien avec la souche sauvage, il induit la mort des 
cellules des mutant saz (Figure 19). La raison pour laquelle les 
mutants saz sont moins résistants est inconnue. Peut-être qu’ils 
ont une paroi différente qui leur permet d’agréger mais est plus 
sensible aux pores induits par l’électroporation. La composition 
particulière du milieu de culture pourrait aussi jouer un rôle. Nous 
avons néanmoins opté pour un autre protocole d’électroporation 
adapté de Onishi and Pringle, 2016 qui a permis de transformer les 
mutants saz efficacement.  

Figure 19. Mort des 
mutants saz 18h après 
électroporation avec le 
protocole Lemaire. 
Photos r 
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Figure 20. Complémentation de saz3 avec le gène PPI (PeptidylProlyl cis-trans Isomerase). 
(A) Gène PPI portant la cassette de résistance à la paromomycine i72 chez le mutant saz3. 
(B) Construction utilisée pour la complémentation de saz3 contenant la résistance à 
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l’hygromycine (PA/R-aph7’’-TRBCS2) ainsi que l’unité de transcription de PPI (PPSAD-PPI-3HA-TPSAD). 
(C) Culture en plaque 24 puits de le souche sauvage (CC4425), du mutant saz3 et de trois 
transformants saz3-ppi. Les images ont été analysées pour déterminer la taille de chaque 
agrégat qui est représentée par un point. Le diagramme en barres représente l’aire total 
agrégée par puit (n = 2). (D) Photos au microscope des mêmes souches où l’aire de chaque 
particule a été quantifiée. Le diagramme en barres représente l’aire moyenne des particules 
dans chaque souche (n = 2 avec 5 photos par réplicat). (E) Courbe de fusion des amorces ppi.3 / 
ppi.4 et CBLP sur l’ADNc de la souche sauvage en fonction de la température mesurée en qPCR. 
(F) Expression de PPI chez la souche sauvage, saz3 et saz3-ppi 1 à 3 avec les amorces ppi.3 et 
ppi.4, 100 étant la référence pour la souche sauvage. Les barres d’erreur représentent l’erreur 
type et la statistique est obtenue par un test de Student (ns : p > 0.05 ; * : p ≤ 0.05 ; ** : p ≤ 
0.01).  

L’électroporation Onishi est faite à 1500 V/cm, dans un tampon CHES-sucrose-sorbitol après 
incubation à 15°C alors que le protocole Lemaire utilise 2000 V/cm, un tampon sucrose et une 
incubation à 4°C. Le protocole Onishi est moins stressant pour les cellules ce qui explique la 
survie des mutants saz. Le plasmide pM-127 a été excisé avec BsaI, purifié puis transformé dans 
saz3. Une quarantaine de transformants ainsi générés ont été testés pour le phénotype 
d’agrégation en plaque 24 puits ce qui a permis d’obtenir 3 mutants complémentés saz3-ppi. 
La capacité d’agrégation de ces souches a été quantifiée (voir 2.3.1), la souche sauvage 
n’agrège quasiment pas contrairement à saz3 qui forme de nombreux agrégats de toutes tailles 
(Figure 20C). Les trois souches saz3-ppi n’agrègent que très faiblement, ne forment aucun gros 
agrégat et leur aire agrégée par puit est identique à celle du sauvage. Ces observations 
macroscopiques ont été confirmées en microscopie (Figure 20C).  

Nous avons ensuite vérifié l’expression du transgène PPI dans les souches saz3-ppi. Pour 
cela, des amorces spécifiques de PPI ont été conçues et testés en qPCR. Les amorces CBLP ainsi 
que ppi.3 /ppi.4 ne s’hybrident qu’à une unique température précise ce qui montre qu’elles 
sont spécifiques (Figure 20E). Après transcription inverse de l’ARN, l’expression de PPI dans la 
souches sauvages, saz3, et saz3-ppi a été quantifiée (Figure 20F). On confirme ici que PPI est 
bien inactivé dans saz3 et les souches complémentées l’expriment entre 35% et 84% du niveau 
du sauvage. Nous n’avons pas observé de différence phénotypique notable entre saz3-ppi 1, 
2 et 3, il semblerait donc que 35% d’expression soit suffisant à éviter le phénotype d’agrégation. 
L’expression de PPI dans saz3 permet donc de restaurer le phénotype sauvage ce qui confirme 
bien que ce gène est responsable de l’agrégation dans ce mutant.  

 Tentatives de complémentation de saz1 avec VLE 

Sachant que nous avions réussi à complémenter saz3, nous avons essayé d’appliquer la même 
stratégie pour saz1 avec le gène VLE (Cre01.g049950) (Figure 17A). VLE a été cloné de la même 
façon que PPI avec le kit MoClo de Chlamydomonas (Annexe 3). La séquence codante de VLE 
a été réencodée selon le biais de codon de Chlamydomonas et clonée pour obtenir le plasmide 
p0-VLE. Ce dernier a été assemblé avec PPSAD (pCM0-007), 3xHA (pCM0-093) et TPSAD (pCM0-
114) donnant p1-VLE qui a été lié à la résistance à l’hygromycine pCM1-031 (PA/R-aph7’’-TRBCS2) 
pour obtenir enfin pVLE1 (Figure 21A). Après purification, la casette VLE1 a été transformée 
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dans saz1. Une centaine de transformants ont été mis en culture et aucun n’a perdu sa capacité 
d’agrégation. La présence de la cassette VLE1 a été détectée par PCR dans une dizaine de 
transformants (Figure 21B). L’expression du gène VLE dans ces transformants a été estimée par 
RT-PCR et seulement une amplification très faible a été détectée pour trois transformants.  

Chez Chlamydomonas, l’expression de transgènes est souvent difficile. Même si le 
transgène est situé à côté du marqueur de sélection et que la pression est maintenue, il se peut 
qu’il ne s’exprime jamais. Cela est dû à une extinction des transgènes au niveau transcriptionnel 
et post-transcriptionnel. Les raisons pour lesquelles elle est si efficace chez Chlamydomonas 
n’est pas connue (Schroda, 2019). Plusieurs éléments sont importants pour améliorer 
l’expression des transgènes. En premier lieu, les séquences ayant le biais de codon de 
Chlamydomonas s’expriment mieux (Barahimipour et al., 2015). Dans notre cas, la séquence 
codante de VLE a été réencodée selon ce biais de codon, ça ne serait donc pas la raison de 
notre échec. Ensuite, les promoteurs et terminateurs sont importants pour l’expression des 
transgènes. Les promoteurs les plus efficaces chez Chlamydomonas sont PA/R et PPSAD et le 
meilleur terminateur est TPSAD (Crozet et al., 2018). La contribution des terminateurs dans 
l’expression est plus importante que celle des promoteurs, dans les conditions testées par 
Crozet et al., 2018. Cependant selon les cas, l’un ou l’autre des promoteurs ou terminateurs 
sera plus ou moins efficace pour exprimer un transgènes (Schroda, 2019). Enfin, la présence 
d’introns permet d’exprimer les transgènes de façon plus efficace. Cela s’explique car les 
introns ont des séquences qui améliorent l’initiation de la transcription et l’élongation par 
l’ARN polymérase II (Schroda, 2019). Nous avons donc essayé de faire varier ces éléments 
régulateurs (promoteur, terminateur et intron) pour tenter d’exprimer VLE.  

Nous avons tiré profit de l’efficacité du clonage modulaire pour faire varier aléatoirement 
le promoteur, le terminateur et la présence d’un intron. Le clonage modulaire permet en une 
seule réaction d’assembler plusieurs briques dans un ordre voulu (se référer au Chapitre II.1). Il 
est donc possible d’utiliser plusieurs versions d’une brique, comme différents promoteurs, dans 
la même réaction. Le principe consiste à créer plusieurs versions d’une construction en une 
réaction, de les transformer en même temps et de chercher des transformants où le gène serait 
exprimé. Cette technique est appelée le Golden Gate Shuffling (Engler et al., 2009). Ainsi p0-
VLE a été assemblé avec les promoteurs (+5’UTR) PPSAD, PAR ou PA’R et les terminateurs (+3’UTR) 
TPSAD, TRBCS2 ou TβTUB2 (Annexe 3). On obtient un mélange de plasmides contenant la séquence 
codante de VLE flanquée de combinaisons différentes de promoteurs et terminateurs 
(Figure 21A). Ce mélange a enfin été assemblé avec la résistance à l’hygromycine pCM1-031 
(PA/R-aph7’’-TRBCS2) donnant les plasmides pVLE2. Nous avons vu que la présence d’un intron 
pouvait améliorer l’expression des transgènes (Schroda, 2019). De la même façon que pour 
pVLE1, les mélanges de plasmides pVLE3 et pVLE4 ont été générés en ajoutant l’intron βTUBi2 
après ou avant la séquence codante de VLE (Crozet et al., 2018). Les mixes pVLE2, 3 et 4 ont 
été transformés chez saz1 et cinquante transformants de chaque ont été criblés pour leur 
capacité d’agrégation (Figure 21A). Cependant cette stratégie n’a pas permis d’obtenir des 
transformants n’agrégeant plus et donc de complémenter saz1.  
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Figure 21. Tentative de complémentation de saz1 avec VLE. (A) Les photos sont représentatives 
de cultures en plaque 24 puits de la souche sauvage, de saz1 et de transformants obtenus avec 
les plasmides pVLE représentés schématiquement. Le gène VLE est en rose et ses introns en 
blanc. pVLE2, 3 et 4 sont des mix contenant plusieurs versions de la construction (rand.) avec 
les promoteurs(+5’UTR) PPSAD, PAR ou PA’R et les terminateurs(+3’UTR) TPSAD, TRBCS2 ou TβTUB2 
(Crozet et al., 2018). La barre d’échelle correspond à 0,5 cm. (B) Expression de VLE dans la 
souche sauvage, saz1 et 12 transformants obtenus avec pVLE1. L’amplification du gène VLE 
permet d’obtenir un produit de taille attendue (465 pb) avec l’ADNc de la souche sauvage mais 
pas chez les transformants saz1-VLE1, hormis 7, 9 et 10 où des bandes d’intensité extrêmement 
faible sont visibles en surexposant le gel. Le contrôle est une amplification de 207 pb du gène 
MAT3 (Cre06.g255450). (C) Expression de PPI et de VLE dans la souche sauvage mesurée par 
qPCR avec CBLP (Cre06.g278222) comme gène de référence. Les barres d’erreur représentent 
l’erreur type et la statistique est obtenue par un test de Student ; ** : p ≤ 0.01. 

Enfin, nous avons essayé d’exprimer VLE avec sa séquence génomique qui contient ses 
propres introns. La séquence génomique de VLE contient les sites de restriction des enzymes 
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BsaI et BbsI qui sont utilisées en clonage modulaire ce qui rend ce dernier difficilement 
utilisable. Les clonages suivants ont donc été effectués par la technique de la Gibson assembly 
(Gibson et al., 2009). Le gène a été amplifié par PCR du début de la prédiction de son 5’UTR à 
la fin de son terminateur, puis cloné dans le plasmide pSL-Hyg ayant la résistance à 
l’hygromycine. Ainsi la séquence génomique de VLE est mise sous contrôle du promoteur PPSAD 
dans le plasmide pVLE5. De même, VLE a été cloné avec son propre promoteur dans pSL-Hyg 
excisé de PPSAD pour donner pVLE6. La transformation de ces deux plasmides dans saz1 et 
l’analyse des transformants n’a pas permis de complémenter ce dernier.  

Aucune des constructions testées n’a permis de complémenter le mutant saz1. De plus 
nous avons essayé de complémenter d’autres mutants saz, en particulier saz4, saz5 et saz6 sans 
de succès. Ceci confirme les difficultés d’exprimer les transgènes chez Chlamydomonas 
(Schroda, 2019). Nous avons réussi à complémenter le mutant saz3 (Figure 20), comment 
expliquer cette différence ? L’expression de PPI et de VLE dans la souche sauvage a été mesurée 
par qPCR (Figure 21C). VLE s’exprime 60 fois plus que PPI, ce qui peut expliquer pourquoi nous 
avons réussi à exprimer le second et non le premier. Pour confirmer que l’inactivation de VLE 
est bien responsable du phénotype de saz1, nous avons opté pour une autre stratégie : 
plusieurs mutants indépendants inactivés pour VLE ont été caractérisés.  

 Epissage de la cassette chez un mutant CLiP vle 

La complémentation par le gène VLE ayant échoué chez saz1, nous avons essayé une autre 
stratégie. Nous nous sommes procuré, dans la banque CLiP (Li et al., 2019), des mutants 
générés indépendamment et comportant des insertions à différents endroits de VLE. Leur 
capacité d’agrégation a été quantifiée, et nous avons montré que pour trois d’entre eux 
(131694, 140798 et 057262), ils agrégeaient comme saz1. La caractérisation phénotypique et 
génotypique de ces mutants est détaillée dans la partie 2.1.2 (Figures 2B, 2C et S1). Ces résultats 
montrent que l’inactivation de VLE induit l’agrégation chez Chlamydomonas.  

Cependant, un quatrième mutant vle de la banque CLiP (159901), a semé le doute dans 
notre étude puisqu'il n’agrège pas ce qui est visible en plaque 24 puits (Figure 22A). La souche 
131694 est montrée ici comme contrôle positif, et nous pouvons constater que 159901 a un 
phénotype proche du sauvage sans gros agrégats et une surface agrégée par puits très faible. 
Ce résultat est étonnant, nous avons donc voulu vérifier que l’insertion était bien à l’endroit 
indiqué par la banque CLiP (Li et al., 2019). Pour cela, une PCR avec des amorces de part et 
d’autre des insertions prédites chez les mutants a été effectuée (Figure 22B). L’amplification a 
généré un fragment de taille attendue dans la souche sauvage et aucun chez le mutant 131694 
ni 159901 (Figure 22C). Cela montre que l’insertion est bien à l’endroit attendu dans 159901. 
On peut imaginer que malgré une insertion, on obtienne une protéine tronquée mais 
fonctionnelle. Cependant, cette hypothèse est peu probable car l’insert est à des postions très 
proche dans 131694 et 159901, et de surcroit au début de la séquence codante. Il nous reste 
donc une hypothèse : l’épissage de la cassette de résistance qui induirait une expression 
normale de VLE. En effet, l’insertion chez 131694 est dans un exon alors que chez 159901 elle 
est dans le deuxième intron (Figure 22B). Pour vérifier cette hypothèse, l’expression de VLE 
dans 159901 a été quantifiée par qPCR. Des amorces spécifiques ont été conçues de part et 
d’autre des locus mutés chez 131694 et 159901 (Figure 22D). Dans le contrôle 131694, VLE est 
bien inactivé mais il s’exprime chez 159901 au même niveau que le sauvage voire plus (Figure 
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22E). Cela montre que l’insert positionné dans un intron est éliminé au cours de l'épissage et 
qu’un ARNm correct est obtenu et traduit normalement. Nous avons donc mis en évidence un 
phénomène assez rare mais qui existe chez les mutants d'insertion. Cela nous rappelle qu'il 
faut prendre beaucoup de précautions avant de conclure sur la fonction d'une protéine en 
fonction de l'analyse d'un mutant d'insertion du gène correspondant. Nous pouvons donc bien 
conclure qu’une inactivation de VLE provoque un phénotype d'agrégation spontanée.  

Figure 22. Phénotype et génotype des mutants vle 131694 et 159901. (A) Les cultures en plaque 
24 puits de la souche sauvage (CC5325) et des mutants vle 159901 et 131694 montrent leur 
phénotype d’agrégation (n = 6). 131694 est utilisé ici comme contrôle positif de l’agrégation. 
Chaque point du graphique représente un agrégat et l’aire totale agrégée par puits est 
présentée sur le diagramme en barres. (B) Locus d’insertion de la cassette de résistance à la 
paromomycine CIB1 dans VLE chez les mutants 159901 et 131694 (Li et al., 2019). (C) PCR sur 
l’ADN génomique de la souche sauvage, 159901 et 131694 avec les amorces vle3 et vle4 situées 
de part et d’autre des locus d’insertion. Les bandes obtenues ont les tailles attendues de 
2521 pb pour vle et 633 pb pour CBLP. (D) Hybridation des amorces vle7/vle8 et CBLP sur 
l’ADNc de sauvage en fonction de la température mesurée en qPCR. Une paire d’amorces 
spécifiques s’hybrident à une température précise. (E) Expression de VLE chez la souche 
sauvage, 159901 et 131694 fixée à 100 pour la souche sauvage. Les barres d’erreur représentent 
l’erreur type et la statistique est obtenue par un test de Student (ns : p > 0.05 ; ** : p ≤ 10-2 ; 
**** : p ≤ 10-4).  
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 Cluster d’agrégation du chromosome 6 

Le mutant saz6 est muté pour une gamétolysine (GML) dont le gène est positionné sur le 
chromosome 6. De façon intéressante, de nombreux gènes voisins de cette gamétolysine, dans 
une zone de 98 kb, appartiennent à des familles liées à l’agrégation (Figure 23A). En premier, 
lieu cette zone contient 6 gènes codant pour des gamétolysines qui sont des protéases 
extracellulaires. Ces gamétolysines ont une très forte homologie de séquence, il pourrait donc 
s’agir d’une duplication de gènes. Cette concentration de gamétolysines est d'autant plus 
surprenante que, le chromosome 6 en compte 7 et le génome entier 48 (Merchant et al., 2007). 
Deux autres protéines prédites comme sécrétées dans le compartiment extracellulaire sont 
présentes dans cette zone. Une protéine de la famille des fasciclines qui sont impliquées dans 
l’adhésion chez les animaux et les plantes (Huber and Sumper, 1994). Enfin, le gène codant 
pour la phérophorine PHC3 est située juste à côté de GML. Les PHCs sont des HPRGPs 
constituant la paroi et de la matrice chez Volvox (voir 1.4.1 et 2.1.2, Hallmann, 2006). Nous 
avons donc commandé un mutant CLiP muté pour PHC3 dont nous avons montré qu’il agrège 
spontanément (Figure 23B). Il reste cependant à confirmer que l’insertion a bien les effets 
escomptés sur l'expression du gène.    

Figure 23. Ensemble de gènes liés à l’agrégation sur le chromosome 6. (A) La zone autour de 
GML, qui est muté chez saz6, comporte de nombreux gènes liés à l’agrégation. (B) Agrégation 
spontanée du mutant phc3 par rapport au sauvage (CC5325). Les valeurs correspondent à l’aire 
totale agrégée par puits. La statistique est calculée par un test de Student avec **** : p ≤ 10-4.  
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3 Discussion 
 Mécanismes de l’agrégation 

Dans l’introduction, nous avons vu que les éléments les plus importants du processus 
d’agrégation étaient la perception de l’environnement, la communication, le mode de 
formation (clonal ou agrégatif) et le développement d’une ECM (voir 1.3). L’étude que nous 
avons menée chez Chlamydomonas nous apporte des réponses sur nombre de ces éléments.  

La première étape de la formation de structures multicellulaires est la perception des 
conditions environnementales. Chlamydomonas agrège face à des prédateurs dont la présence 
est trahie par un signal chimique composé de sulfamates et sulfates aliphatiques (voir 1.3.1, 
Lürling, 2021). Nous avons induit l’agrégation en présence de ROS (oxygène singulet, H2O2 et 
superoxyde) et de GSNO (se référer à 2.1.2). Ces substances soit pénètrent dans la cellule, soit 
y sont produites. En effet en présence de lumière, le paraquat bloque la chaine de transfert 
d’électrons ce qui entraine une production de ROS (Laloi et al., 2007). Chez les plantes, le choc 
thermique induit aussi la production de ROS dans la cellule (Pucciariello et al., 2012). De 
nombreux stress induisent la production de ROS chez les organismes photosynthétiques en 
perturbant l'efficacité de la photosynthèse (Danon, 2012). Il serait donc intéressant 
d’investiguer un éventuel rôle de la signalisation rédox dans la transmission du signal menant 
à l'agrégation.  

L’agrégation implique plusieurs individus, on peut donc se demander si les cellules 
communiquent entre elles (voir 1.3.1). Nous avons soumis des cellules à un choc thermique qui 
induit l’agrégation (voir 2.1.2 Figure 1A). Le milieu de ces cellules, une fois purifié, est suffisant 
pour induire l’agrégation de nouvelles cellules (voir 2.1.2 Figure 3). De plus, le milieu des 
mutants saz1 à saz7 est aussi pro-agrégatif (Figure 13). Il existe donc une interaction entre les 
cellules qui provoque l’agrégation de la population. Il y a probablement dans le milieu de 
culture une ou des molécules capables de transmettre le signal de l'agrégation (voir 1.3.1). 
Chez Volvox, le sexe est déclenché pas une PHC qui agit comme une phéromone à des 
concentrations très faibles (Sumper et al., 1993). Nous avons trouvé plusieurs PHCs impliquées 
dans l’agrégation dans le milieu. Il est possible que ces glycoprotéines soient des phéromones 
de l’agrégation. Il se peut aussi que ce soit une activité enzymatique qui modifie les propriétés 
d’adhésion des autres cellules. En effet, nous avons trouvé de nombreuses protéines 
extracellulaires qui ont un rôle dans le maintien de la paroi ou de l’ECM (se référer à 2.1.2). 

Nous avons tenté d’identifier la nature des molécules responsables de l’activité 
agrégative du milieu. Cette activité est annulée par une dénaturation thermique et uniquement 
la fraction au-dessus de 30 kDa la conserve. Les molécules qui nous intéressent ici sont donc 
thermolabiles de taille supérieure à 30 kDa. Nous avons tenté de les caractériser plus avant en 
traitant le milieu à la protéinase K. Malheureusement cette endopeptidase, même utilisée à des 
concentrations très faibles, tue une grande majorité des cellules et fait adhérer le reste au 
récipient ce qui la rend inutilisable seule. Cependant, il existe des inhibiteurs spécifiques de la 
protéinase K (peptides modifiés) commercialement disponibles que nous pourrions utiliser 
après digestion du milieu pour contrer les effets néfastes de cette enzyme (Kore et al., 2010). 
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Nous avons aussi digéré l’ADN et l’ARN présents dans le milieu mais les enzymes utilisées 
induisent une légère agrégation des cellules (Figure 14). Pour ces expériences, les quantités 
d’enzymes ont été fixées pour digérer les acides nucléiques en 3h à 25°C avant d’inoculer les 
cellules. Etant donné que Chlamydomonas pousse à cette température et que l’agrégation est 
mesurée après 48h, il doit être possible ajouter des quantités plus faibles d’enzymes mais 
suffisantes juste avant l’inoculation. Ainsi, l’effet négatif d’agrégation de la RNAse et la DNAse 
serait limité. Dans le milieu, nous avons trouvé de nombreuses protéines régulant l’agrégation. 
Il est donc probable que les molécules du milieu impliquées dans l’agrégation soient des 
protéines. Le plus vraisemblable étant toutefois que des protéines soient responsables de la 
signalisation de l’agrégation dans le milieu de culture, puisque nous avons trouvé plusieurs 
protéines du compartiment extracellulaire régulant l’agrégation dans nos expériences de 
génétique et de génétique inverse.  

Il existe des formes multicellulaires clonales et agrégatives chez les organismes 
unicellulaires comme Saccharomyces cerevisiae (voir 1.3.2 Pentz et al., 2020). Chez 
Chlamydomonas, les prédateurs peuvent induire des palmelloïdes et des gros agrégats (Lürling 
and Beekman, 2006; Sathe and Durand, 2016). L’exposition au stress abiotique induit des 
palmelloïdes qui par définition résultent d’un mode clonale (Khona et al., 2016). Nous montrons 
pour la première fois que d’imposantes structures multicellulaires sont induites par une variété 
de stress abiotiques. Nous avons, en outre, montré que ces structures étaient formées par un 
mode agrégatif en réponse au stress et chez les mutants saz (voir 2.1.2 Figure 1B), (Figure 12). 
Pour étudier la dynamique de formation des agrégats, nous avons mis en place une 
collaboration avec l’équipe de Nicolas Desprat au laboratoire de physique de l'Ecole Normale 
Supérieure qui est experte en microscopie et biophysique. Comme en réponse aux prédateurs, 
le stress abiotique est donc à l’origine de formes clonales ou agrégatives. Le milieu 
extracellulaire des mutants saz induit la formation d’agrégats mais aussi de quelques 
palmelloïdes mais nous n’avons pas quantifié ce phénomène. Il serait intéressant d’étudier la 
formation de palmelloïdes en présence du milieu de cellules agrégées obtenu par un stress. 
Notre analyse multiomique des mutants saz a permis d’identifier des protéines impliquées dans 
l’agrégation qui sont différentes des protéines identifiées dans les palmelloïdes induits par un 
stress salin (Khona et al., 2016) ce qui montre qu’il s’agit de phénomènes régulés différemment.  

Le stress implique la formation de structures multicellulaires mais quel bénéfice les 
cellules en tirent-elles ? Nous avons montré que les agrégats protégeaient Chlamydomonas 
du stress abiotique. Dans nos conditions, les palmelloïdes survivent moins bien que les 
agrégats (voir 2.1.2 Figure D et E). Cela montre que ces derniers sont supérieurs pour protéger 
Chlamydomonas. Il serait intéressant de quantifier l’aire des particules survivantes avec une 
gamme de faible incrémentation. Ainsi on pourrait déterminer dans quelles gammes de stress 
les palmelloïdes ou les agrégats sont efficaces pour protéger les cellules. Cette corrélation 
entre la taille des particules et la mortalité peut être quantifié avec une macro ImageJ que nous 
avons développée. C’est, à notre connaissance, la première détection automatique du bleu 
d’Evans avec un outil d’analyse d’image. Il existe d’autres marqueurs de la viabilité qui sont 
fluorescents dans les cellules vivantes (Haire et al., 2018). La quantification basée sur le bleu 
d’Evans est plus simple car une seule prise de vue est nécessaire alors que pour les marqueurs 
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fluorescents une image en lumière visible et une en fluorescence sont nécessaires. Les cellules 
de Chlamydomonas étant mobiles, le temps entre les prises de vue peut engendrer des erreurs 
d’identification de particules. ImageJ est un logiciel extrêmement populaire chez les 
biologistes, notre système pourrait donc être aussi utile à d’autres chercheurs travaillant chez 
les microalgues ou les plantes (Schindelin et al., 2012).  

Chez les bactéries la matrice est un élément très important des biofilms (voir 1.3.3). Les 
sphéroïdes de Volvox et les palmelloïdes de Chlamydomonas sont aussi composés d’ECM riche 
en sucres (se référer à 1.3.2 et 1.4). Nous avons identifié une ECM riche en sucre au sein des 
agrégats formés en réponse au stress et chez saz1. La matrice peut permettre l’adhésion des 
cellules ou leur protection du stress (voir 2.1.2 Figures 1C et 2E). Pour étudier ce phénomène, 
il serait intéressant de tenter de digérer cette ECM dans les agrégats avec des enzymes 
dégradant les sucres ou des protéases comme des MMPs (Cronmiller et al., 2019). Il serait aussi 
possible de la purifier et d’en identifier les constituants (Flemming and Wingender, 2010).  

Pour découvrir les régulations de l’agrégation, nous avons généré la première banque de 
mutants agrégeant spontanément chez Chlamydomonas. L’étude de la banque de mutants saz 
nous a permis de la diviser en deux classes. La première est la classe MA (« Milieu Actif ») qui 
comprend les mutants de saz1 à saz7. Ces mutants forment des agrégats irréguliers et quelques 
palmelloïdes et leur milieu extracellulaire est pro agrégatif (Figures 6, 9 et 13). Les agrégats de 
la souche sauvage en réponse au stress ont toutes les caractéristiques des agrégats de classe 
MA (voir 2.1.2 Figure 1 C et D). Les mutants saz8 et saz9 font partie de la classe MI (« Milieu 
Inactif »). On y trouve des agrégats réguliers sphériques, pas de palmelloïdes et leur milieu n’a 
pas d’activité agrégative (Figures 6, 9 et 13). Peut-être que le fait que ces mutants ne produisent 
pas de palmelloïdes est à l’origine de la régularité des agrégats. Notre analyse 
transcriptomique montre aussi que la classes MA et MI sont très différentes sauf pour saz6 
(Figure 15). Nous avons aussi constaté que l’expression des gènes chez saz6 est très différente 
de tous les autres mutants saz. Une analyse plus approfondie serait nécessaire pour 
comprendre la spécificité de saz6. Enfin, les gènes inactivés par l’insertion de la résistance à la 
paromomycine dans les souches saz8 etsaz9 n’ont pu être identifiés ni par RESDA ni par 
adaptateur-PCR (Figure 16, González-Ballester et al., 2005; Pollock et al., 2017). Nous avons 
prévu de les identifier en séquençant ces souches entièrement avec un séquenceur nanopore 
que nous avons acquis récemment (O’Donnell et al., 2020). Les analyses microscopiques et 
macroscopiques sont très complémentaires pour la caractérisation de l'agrégation induite chez 
les mutants saz, puisqu'elles permettent de détecter des palmelloïdes de petite taille mais aussi 
l'ensemble du processus sur une grande surface. Pour quantifier l’aire des agrégats au cours 
d’une analyse macroscopique, les cultures en plaque 24 puits sont scannées puis analysées 
avec un programme que nous avons développé (Figure 8). Cette macro ImageJ est très efficace 
pour caractériser de nombreuses conditions rapidement mais pourrait être améliorée. En 
particulier, le filtre gaussien pourrait être remplacé par un filtre médian qui n’a pas d’effet sur 
les bords des particules et du puit. Ce filtre permet donc d’analyser une plus grande surface, 
actuellement uniquement 62% de la surface du puit est analysable. Le filtre médian est très 
lent c’est pourquoi il faut utiliser la carte graphique au lieu du processeur ce qui sera bientôt 
possible avec le package CLIJ2 encore en développement (clij.github.io).  
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 Régulation de l’agrégation 

Pour identifier les régulateurs importants de l’agrégation, nous nous sommes concentrés sur 
les mutants de classe MA car leur morphologie d’agrégats est identique à la souche sauvage 
en réponse au stress. En outre, ils sont plus nombreux donc, peut-être, impliqués dans un 
processus plus courant. Pour identifier des protéines candidates, nous avons d’abord identifié 
les gènes inactivés par l’insertion de la cassette de résistance à la paromomycine. L’inactivation 
de ces gènes est suffisante pour induire l’agrégation, ils codent donc pour des protéines anti-
agrégatives. Pour deux d’entre eux, VLE et PPI, leur implication dans le phénotype d’agrégation 
a été prouvée par la complémentation ou l’utilisation de mutants CLiP (voir 2.8).  

D’autre part, l’analyse multiomique à grande échelle que nous avons menée sur plusieurs 
mutants saz, nous a permis d’identifier d’autres régulateurs importants de l’agrégation. 
L’implication de certains gènes a pu être confirmée grâce à une approche de génétique inverse. 
Nous avons ainsi obtenu de nouveaux mutants agrégeant spontanément ainsi que des mutants 
incapables d’agréger en réponse au stress (se référer à 2.1.2 Figure 7). L'ensemble de ces 
résultats nous a permis d'identifier les premières protéines pro- et anti-agrégatives chez 
Chlamydomonas. Nous les avons placées dans un modèle de travail, en fonction de l'état actuel 
de nos connaissances (Figure 24).  

Figure 24 : Modèle de travail de la régulation de l’agrégation chez Chlamydomonas.  

En réponse au stress ou à un signal d’agrégation une signalisation intracellulaire semble 
se mettre en place. En premier lieu HIK étant une histidine kinase dont le rôle putatif est de 
transmettre un signal au travers de la membrane cytoplasmique (Zschiedrich et al., 2016), elle 
pourrait être impliquée dans la perception du stress à l’origine de la signalisation aboutissant 
à l'agrégation. Nous avons identifié deux inhibiteurs de l’agrégation impliqués dans la 
signalisation. La calcineurine (CAL) qui est une phosphatase dépendante du calcium et des 
calmodulines. Une fois activée les calcineurines phosphorylent des facteurs de transcription qui 
activent l’expression de gènes. Chez Chlamydomonas, une seule calcineurine a été caractérisée, 
les auteurs ont montré qu’elle était bien activée par le Ca2+ (Kumar et al., 2020). De plus, elle a 
été trouvée au niveau de la membrane plasmique en contact avec des canaux à Ca2+ et elle est 
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différentiellement exprimée en réponse au stress abiotique, dont le paraquat, l’H2O2 et la 
chaleur. Ces résultats montrent que la calcineurine que nous avons identifiée pourrait participer 
à la signalisation aboutissant à l’agrégation. Nous avons aussi identifié une PPI, protéines qui 
sont connues pour changer la conformation des protéines au niveau des prolines. Les PPI 
peuvent influer sur l’expression des gènes en modifiant des facteurs de transcription (Shaw, 
2007). Enfin six gènes liés à la guanosine monophosphate cyclique (cGMP) dont des guanylate 
cyclases sont sous exprimés chez les mutants saz. La cGMP contrôle l’activité de kinases dont 
certaines sont aussi fortement dérégulées en transcriptomique. Ces régulateurs pourraient 
permettre de réguler l’expression de gènes liés à l’agrégation.  

Un grand nombre de protéines liées à l’agrégation que nous avons identifiées sont 
extracellulaires et riches en proline comme les MMPs et les PHCs (Figure 24). Ces prolines sont 
hydroxylées et glycosylées pour permettre la sécrétion (Ramos‐Martinez et al., 2017). Les 
protéines impliquées dans l’agrégation sont certainement sécrétées puisqu’on les retrouve 
dans le milieu. La sécrétion chez Chlamydomonas se fait par le transport intraflagellaire dont 
nous avons identifié deux protéines (KMP et FAP59) comme anti-agrégatives. Il est possible 
que dans le milieu, les protéines interagissent. En premier lieu nous avons identifié plusieurs 
PHCs qui sont des HPRGPs. PHC30, PHC41 et PHC50 sont pro agrégatives et, d’autre part, 
PHC28 et PHC35 sont anti-agrégatives (voir 2.1.2 Figure 7). Chez Chlamydomonas, les HPRGPs 
sont dégradées par les gamétolysines qui sont des MMPs. Et, nous avons identifié des MMPs 
anti-agrégatives. Les régulations de l’agrégation dans le milieu semblent donc complexes. Il a 
été proposé que la subtilisine VLE1 soit une activatrice de MMPs (Luxmi et al., 2018). L’absence 
de VLE1 induirait donc une inactivité de certaines MMPs qui ne dégraderaient donc pas les 
PHCs pro agrégatives. Enfin, nous avons identifié des GBGs (Glucane 1,3-β-Glucosidases) dont 
l’un des mutants agrège très fortement (voir 2.1.2 Figure 7). Chez les plantes, les β-glucanes 
sont des polymères de glucose qui sont impliqués dans la réponse aux pathogènes, peuvent 
induire un transcriptome de réponse au stress et permettre une meilleure résistance (Fesel and 
Zuccaro, 2016; Wu et al., 2016). Les GBGs pourraient réguler l’agrégation au niveau de la 
signalisation extracellulaire ou des sucres de l’ECM.  

Ce modèle est cohérent mais l’implication de certains des gènes responsables des 
phénotypes que nous avons identifiés chez les mutants saz reste à confirmer. L’implication de 
certains gènes a pu être confirmée mais nous avons vu qu’il est difficile d’exprimer des 
transgènes chez Chlamydomonas. Les différentes stratégies que nous avons testées chez saz1 
n’ont pas fonctionné, mais d’autres solutions existent. En premier lieu nous avons utilisé l’intron 
βTUBi2 mais une étude récente a montré qu’il n’était pas efficace pour améliorer l’expression. 
Les auteurs ont aussi identifié de nouveaux introns que nous pourrions adapter au MoClo et 
tester (Baier et al., 2020). L’expression des transgènes peut aussi être améliorée en mettant le 
gène d’intérêt et le marqueur de sélection sous le contrôle d’un unique promoteur. Ainsi en 
maintenant ou augmentant la pression de sélection, le gène de résistance s’exprime et le 
transgène aussi. Pour cela les deux séquences codantes sont séparées par une courte séquence 
qui permet d’arrêter la transcription et d’en initier une nouvelle juste dans la continuité, au 
niveau du second gène (Onishi and Pringle, 2016). On appelle cela une construction 
bicistronique qui pourrait être faite avec nos gènes d’intérêt dans le kit MoClo (Crozet et al., 
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2018). Enfin il existe des souches modifiées pour l’expression de transgènes chez 
Chlamydomonas (Neupert et al., 2020). Cependant, il faudrait générer les mutants saz dans ces 
souches et nous ne pourrions pas utiliser la banque CLiP (Li et al., 2019). Finalement, nous nous 
sommes procuré des mutants CLiP (Li et al., 2019) pour les gènes CAL, HIK et GML et leur 
caractérisation phénotypique et génotypique est en cours.  
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Chapitre II  
Nouveaux outils génétiques pour 
Chlamydomonas reinhardtii 
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1 Introduction au Clonage Modulaire 
Chlamydomonas est un organisme modèle en recherche fondamentale et biotechnologique 
(Salomé and Merchant, 2019). De puissants outils moléculaires y sont, en effet, disponibles. 
Premièrement, les systèmes CRISPR (Ferenczi et al., 2017; Greiner et al., 2017; Kao and Ng, 
2017) sont efficaces pour éditer le génome de façon précise et ciblée. De plus, d’autres outils 
génétiques ont été regroupés dans le kit MoClo de Chlamydomonas que nous avons 
développé au sein de l’équipe avec des collaborateurs. Ce kit est composé de 119 briques 
d’ADN, parmi lesquelles des promoteurs, terminateurs, marqueurs, tags, peptides 
d’adressages, etc (Figure 25 C et D, Annexe 3). Toutes ces briques peuvent être assemblées de 
façon directionnelle et rapide par clonage Golden Gate (Figure 25). Grace à la puissance du 
MoClo nous avons terminé la construction d’un senseur d’activité protéasique impliquées dans 
la PCD et développé un nouveau marqueur de sélection.  

La majorité de ces outils génétiques requièrent la transformation des cellules et la 
sélection d’une résistance à un antibiotique ou un herbicide. Chez Chlamydomonas, il existe 
des marqueurs de restauration de l’autotrophie, des marqueurs de résistance nécessitant des 
mutants ou non (Salomé and Merchant, 2019). Nous nous intéresserons à cette dernière 
catégorie qui est la plus pratique car utilisable dans toute souche. Il existe dix marqueurs de 
sélection positive pour Chlamydomonas dont six sont couramment utilisés et ont été intégrés 
au kit MoClo (Tableau 2) (Crozet et al., 2018). Dans le cas de transformations successives, de 
nombreux marqueurs de sélection indépendants sont nécessaires. Pour cela, nous avons 
identifié dans la littérature des candidats intéressants : les trichothécènes et la blasticidine.  

 
Tableau 2 : Marqueurs de sélection positive disponibles chez Chlamydomonas (adapté de 
Salomé and Merchant, 2019).  

Marqueur Origine du marqueur Antibiotique  Référence 
OxR2 b Chlamydomonas oxyfluorfen Bruggeman et al., 2014 
aphVIII a Streptomyces rimosus paromomycine Sizova et al., 2001, 1996 

aadA a, b E. coli spectinomycine 
Meslet-Cladière and Vallon, 
2011 

ble a Streptoalloteichus 
hindustanus 

bléomycine ou 
zéocine c 

Stevens et al., 1996 

aph7'' a Streptomyces 
hygroscopicus hygromycine Berthold et al., 2002 

NPTII a, b E. coli Tn5 transposon kanamycine Barahimipour et al., 2016 
NAT b Streptomyces noursei nourséothricine Yang et al., 2019 
sul b Enterobacteriaceae  sulfadiazine Tabatabaei et al., 2019 

tetX b Enterobacteriaceae tétracycline 
Garcia-Echauri and 
Cardineau, 2015 

CRTIop b, d Pantotea ananatis norflurazon Molina-Márquez et al., 2019 
a Présent dans le Kit MoClo de Chlamydomonas (Crozet et al., 2018) 
b Encodé selon l’usage de codons du génome nucléaire de Chlamydomonas 
c Induit des cassures de l’ADN (Chankova et al., 2007; Gatignol et al., 1988) 
d Modifie les caroténoïdes de Chlamydomonas (Molina-Márquez et al., 2019) 
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Figure 25. Clonage modulaire. (A) Le clonage modulaire utilise les enzymes de restriction de 
type II S qui coupent l’ADN en dehors de leur site de reconnaissance. Ainsi les sites de coupure 
de BsaI appelés sites de fusion (en rouge) peuvent être standardisés pour assembler des 
fragments. Les briques sont flanquées de sites de fusion adaptés et des sites de BsaI et clonés 
dans des plasmides de niveau 0 (Entr.). Le plasmide de destination (Dest.) possède aussi les 
sites de fusion et les sites BsaI. Ces plasmides sont assemblés en une seule réaction avec BsaI 
et de la ligase. Le plasmide de niveau 1 ainsi obtenu possède une résistance à la spectinomycine 
mais n’a pas LacZ. On peut donc le sélectionner en prenant les colonies banches résistantes à 
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la spectinomycine sur X-Gal. (B) De même, des plasmides de niveau 1 peuvent être assemblés 
avec BbsI pour donner un plasmide multigénique de niveau M. Schémas adaptés de Casini et 
al., 2015, AmpR : résistance à l’ampicilline, SpecR : résistance à la spectinomycine, UT : unité de 
transcription. (C) Différentes positions disponibles (A1 à C1) et sites de fusion standardisé 
(couleurs) permettant l’assemblage des briques chez Chlamydomonas (Patron et al., 2015). (C) 
Liste des briques disponibles classées par fonction et position. Les symboles correspondent au 
code visuel SBOL2.0 (Roehner et al., 2016). Pour plus d’informations, se référer à Crozet et al., 
2018 (Annexe 3).  
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2 Biosenseur d’activités métacaspases 
Notre équipe s’intéresse à la réponse au stress sous l’angle de l’agrégation mais aussi de la 
mort cellulaire programmée. En parallèle de l’étude de l’agrégation, j’ai participé à la 
caractérisation moléculaire de la PCD chez Chlamydomonas avec les stagiaires Cyrielle Durand 
(Master 2) et Thomas Clerc (Master 1). Chez les mammifères, la PCD est mise en place par des 
protéases appelées caspases. Chez Chlamydomonas, il n’y a pas de caspases mais des 
métacaspases qui sont des homologues distants (voir 1.1.2, Choi and Berges, 2013). Nous avons 
comme projet de développer un biosenseur des activités caspases et métacaspases. Pour cela 
nous avons adapté un système existant chez les mammifères (Tebo and Gautier, 2019). Ce 
biosenseur, basé sur le rapporteur FAST (Fluorescence-
Activating and absorption-Shifting Tag), émet une fluorescence 
verte dans le noyau lorsque le substrat d’une (méta)caspase est 
coupé (Figure 30). Les caspases et les métacaspases ont des 
substrats différents qui sont présentés dans le Tableau 3 
(Tsiatsiani et al., 2011). La puissance du MoClo permet de 
construire rapidement des nouveaux assemblages. Nous 
pouvons donc construire un biosenseur pour chaque substrat 
et donc chaque (méta)caspase. Pour le moment, nous avons pu 
construire les plasmides avec les substrats GRR et DEVD, mais 
du fait des conditions sanitaires, nous n’avons pas encore pu 
les tester (Figure 30A). Nous avons pour projet de détecter les 
activités (méta)caspases in vivo en conditions de stress, dans 
des mutants de métacaspases et à moyen terme d’effectuer un crible pour trouver de nouveaux 
candidats contrôlant la PCD chez Chlamydomonas. C’est un bon exemple de système complexe 
et modulaire qui peut être construit rapidement grâce au MoClo.  

Figure 26. Biosenseur d’activité caspase ou métacaspase. (A) Construction MoClo permettant 
d’exprimer les deux parties du biosenseur : (B) bFos-CFAST-3HA dans le noyau et bJun-Myc-
NFAST-NLS-DEVD-mCherry-NES qui est adressé au cytoplasme grâce au NES (Nuclear Export 
Signal). La coupure d’une caspase au niveau du substrat (ici DEVD) induit une délocalisation de 
bJun-NFAST-NLS dans le noyau grâce au NLS (Nuclear Localization Signal). L’affinité de bJun 
pour bFos permet de rassembler les parties N- et C de la protéine FAST qui induit une 
fluorescence dans le noyau en présence de son substrat : HBR (hydroxybenzylidene rhodan). 
Le substrat de (méta)caspase peut être changé pour détecter différentes activités caspase ou 
métacaspase (Tableau 3). mCherry sert de contrôle positif dans le cytoplasme. Constructions 
et schémas adapté de Tebo and Gautier, 2019.  

Protéase Substrats 

Métacaspase 

VRPR 
IISK 
EGR 
GRR 
GGR 
FESR 

Caspase 
DEVD 
YVAD 
WEDH 

Tableau 3. Substrats des 
métacaspases et caspases 
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3 Nouveaux marqueurs de sélection 
 Chlamydomonas est sensible Trichothécènes 

Plusieurs résistances à des antibiotiques semblent adaptables chez Chlamydomonas. En 
premier lieu, nous nous sommes intéressés à la famille des trichothécènes (Figure 27A). 
Chlamydomonas est sensible à certains trichothécènes, en particulier le deoxynivalenol (DON), 
le 3,15-diacetoxyscirpenol (DAS) et la toxine T2 qui ont tous un groupement OH en C3 (R1 sur 
la Figure 27A). La toxicité est sensiblement réduite pour les équivalents avec un acétyle 
(3ADON, TAS et 3-acetyl T-2) ou un glucoside (deoxynivalenol-3-glucoside - DON3G) à cette 
position (Figure 27 B et C) (Alexander et al., 1999; Suzuki and Iwahashi, 2015). Nous avons 
effectué des expériences préliminaires confirmant que Chlamydomonas est sensible au DAS et 
que 10 mg/L sont suffisants pour une sélection (Figure 27D). Il nous faudrait désormais une 
enzyme capable de transférer un acétyle ou un glucoside en C3 (Figure 27A). De telles enzymes 
ont été isolées en nombre ce qui rend l’étude complexe (voir 4). De plus, elles n’ont pas été 
utilisées comme marqueurs de sélection et jamais exprimées chez des algues. C’est pourquoi 
nous avons opté pour un candidat plus simple à adapter chez Chlamydomonas car déjà utilisé 
chez les microalgues : la résistance à la blasticidine (Ortega-Escalante et al., 2018).  

Figure 27. Toxicité des trichothécènes chez Chlamydomonas. (A) Structure chimique des 
trichothécènes. Les résidus R1 à R5 sont explicités dans le tableau pour deoxynivalenol (DON), 
3-acetyldeoxynivalenol (3ADON), deoxynivalenol-3-glucoside (DON3G), 4,15-
diacetoxyscirpenol (DAS), triacetoxyscirpenol (TAS), toxine T2 et 3-acétyle T-2. OAc = O-
acétyle ; IsovalO = isovaleryl-O. Inhibition de croissance en présence de trichothécènes après 
(B) 192 h (adapté de Alexander et al., 1999) ou (C) 144 h (adapté de Suzuki and Iwahashi, 2015). 
(D) Culture de Chlamydomonas pendant 5 jours en plaque 24 puits, en lumière continue dans 
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du TAP en présence de quantités croissante de DAS. Le DAS est solubilisé dans l’éthanol et le 
control contient le même volume d’éthanol ce qui correspond aux pourcentages indiqués.  

 BSR comme marqueur de sélection chez Chlamydomonas 

 Résumé de l’article 

La blasticidine peut être détoxifiée par une enzyme appelée blasticidine S désaminase (BSR) 
encodée par le gène BSR qui a été utilisé comme marqueur chez la levure (Fukuda and Kizaki, 
1999), les mammifères (Izumi et al., 1991), les plantes (Kamakura et al., 1990), et les microalgues, 
en particulier Phaeodactylum tricornutum (Buck et al., 2018), Nannochloropsis gaditana (Ajjawi 
et al., 2017) et Volvox carteri (Ortega-Escalante et al., 2018).  

Il était admis, dans la littérature, que Chlamydomonas était relativement résistant à la 
blasticidine (Harris, 1989; Picard-Bennoun and Bennoun, 1985). Au contraire, nous avons 
montré qu’une concentration de 50 mg/L de blasticidin permettait une sélection efficace de 
toutes les souches de Chlamydomonas couramment utilisées en laboratoire. Cette 
concentration est comparable à celles utilisées pour les autres antibiotiques. En comparaison 
avec d’autres microalgues, Chlamydomonas est moins sensible que P. tricornutum (4 à 
10 mg/L) (Buck et al., 2018) ou V. carteri (10 mg/L) (Ortega-Escalante et al., 2018) mais plus que 
N. gaditana (100 mg/L) (Ajjawi et al., 2017).  

La séquence codante de BSR de Bacillus cereus a été réencodée selon le biais de codon 
nucléaire de Chlamydomonas ce qui permet une meilleure expression des transgènes 
(Tableau 2) (Schroda, 2019). BSR a été ensuit clonée par Golden Gate avec d’autres briques du 
kit MoClo : le promoteur PA/R et le terminateur TRBCS2

 (voir 1). Cette unité de transcription a 
permis d’obtenir des transformants stables résistants à la blasticidine. La présence de la 
cassette a été vérifiée par PCR dans plusieurs transformants. Chez V. carteri, un intron a été 
ajouté au sein de BSR mais ceci sans preuve de son utilité (Ortega-Escalante et al., 2018). Au 
contraire, la séquence codante de BSR seule est suffisante chez Chlamydomonas comme chez 
P. tricornutum et N. gaditana (Ajjawi et al., 2017; Buck et al., 2018).  

L’intérêt de créer un nouveau marqueur de sélection est de pouvoir l’utiliser en 
combinaison avec d’autres. En effet, certaines études nécessitent des transformations 
successives avec différents marqueurs de sélection. Pour cela, nous avons montré que BSR ne 
confère pas de résistance à la zéocine, l’hygromycine, la kanamycine la paromomycine ou la 
spectinomycine. De plus les gènes de résistance à ces antibiotiques ne confèrent pas non plus 
de résistance à la blasticidine. Enfin, nous avons montré qu’une souche résistante à la 
blasticidine pouvait être retransformée et sélectionnée avec les gènes de résistance à la 
zéocine, l’hygromycine, la kanamycine la paromomycine ou la spectinomycine.  

 Blasticidin S Deaminase: A New Efficient Selectable Marker for 
Chlamydomonas reinhardtii 
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Stéphane D. Lemaire1 and Antoine Danon1*
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Chlamydomonas reinhardtii is a model unicellular organism for basic or biotechnological
research, such as the production of high-value molecules or biofuels thanks to its
photosynthetic ability. To enable rapid construction and optimization of multiple designs
and strains, our team and collaborators have developed a versatile Chlamydomonas
Modular Cloning toolkit comprising 119 biobricks. Having the ability to use a wide
range of selectable markers is an important benefit for forward and reverse genetics
in Chlamydomonas. We report here the development of a new selectable marker
based on the resistance to the antibiotic blasticidin S, using the Bacillus cereus
blasticidin S deaminase (BSR) gene. The optimal concentration of blasticidin S for
effective selection was determined in both liquid and solid media and tested for multiple
laboratory strains. In addition, we have shown that our new selectable marker does
not interfere with other common antibiotic resistances: zeocin, hygromycin, kanamycin,
paromomycin, and spectinomycin. The blasticidin resistance biobrick has been added
to the Chlamydomonas Modular Cloning toolkit and is now available to the entire
scientific community.

Keywords: blasticidin, Chlamydomonas reinhardtii, antibiotic resistance, selectable marker, synthetic biology,
modular cloning, algal biotechnology

INTRODUCTION

Chlamydomonas reinhardtii is a model microalga widely used for basic and biotechnological
research such as photosynthesis, cilia/flagella, production of biofuels, or other molecules of interest
(Georgianna and Mayfield, 2012; Barahimipour et al., 2016; Salomé and Merchant, 2019). In the
last decades Chlamydomonas has been shown to be amenable to powerful genetic approaches
including CRISPR-Cas9 gene editing (Jiang et al., 2014; Greiner et al., 2017; Kao and Ng, 2017). The
creation of the Chlamydomonas Library Project (CLiP), which contains more than 62,000 mutants
covering roughly 83% of Chlamydomonas genes (Li et al., 2019), has also greatly contributed
to the development of Chlamydomonas reverse genetics. A wide range of molecular tools for
engineering of the nuclear genome are also available in Chlamydomonas, most of which have
been grouped in a Modular Cloning toolkit (Chlamy MoClo toolkit). This collection contains
119 biobricks (promoters, terminators, reporter genes, selectable markers, targeting peptides,
antibiotic resistance genes, riboswitch, miRNA backbone, etc.), which can be easily assembled
through Golden Gate cloning (Crozet et al., 2018). Most applications related to the manipulation
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of nuclear gene expression require transformation of
Chlamydomonas cells followed by selection of transformants
on plates using a selectable marker, which is in most cases
an antibiotic resistance gene enabling selection on a medium
containing the appropriate antibiotic. In the case of multiple
consecutive transformations several selectable markers are
required. Therefore, it is essential for advanced genetic
engineering to have as many selectable markers as possible.
At the moment, six antibiotic resistances are commonly used
in Chlamydomonas as selectable markers: zeocin (Stevens
et al., 1996), hygromycin (Berthold et al., 2002), kanamycin
(Barahimipour et al., 2016), paromomycin (Sizova et al.,
2001), sulfadiazine (Tabatabaei et al., 2019), and spectinomycin
(Meslet-Cladière and Vallon, 2011).

Blasticidin S (hereafter referred to as “blasticidin”) is an
antibiotic that inhibits cytosolic protein synthesis by blocking
ribosomal translation termination (Svidritskiy et al., 2013).
Blasticidin S deaminase (BSR) detoxifies blasticidin by catalyzing
its deamination (Seto et al., 1966; Endo et al., 1987). The
BSR gene has been successfully used as a selectable marker in
mammals (Izumi et al., 1991), plants (Kamakura et al., 1990),
yeasts (Kimura et al., 1994; Fukuda and Kizaki, 1999), and algae,
including the diatom Phaeodactylum tricornutum (Buck et al.,
2018) and the Chlamydomonas-related volvocine alga Volvox
carteri (Ortega-Escalante et al., 2018).

We report here that blasticidin can be used as an antibiotic in
Chlamydomonas, for all six laboratory strains tested. We show
that BSR is functional in Chlamydomonas and can be used as
a selectable marker, without conferring resistance to the other
commonly used antibiotics. We also show that BSR can be used
in combination with all other antibiotic resistance genes available
in Chlamydomonas.

MATERIALS AND METHODS

Strains, Media, and Growth Conditions
If not otherwise specified, the reference strain used in the present
study is CC-4533 (CMJ030), the CLiP library recipient strain
used to generate the insertional mutants (Li et al., 2019). We
also used other common laboratory strains CC-4051 (4A+) (Kim
et al., 2005), CC-400 (cw15) (Roy Davies, 1972), CC-4425 (D66)
(Schnell and Lefebvre, 1993), UVM4 (Neupert et al., 2009),
and CC-124 (137c) (Pröschold et al., 2005). Chlamydomonas
cells were grown on agar plates or liquid medium, using Tris-
acetate-phosphate (TAP) medium (Gorman and Levine, 1965)
at 25◦C, under continuous light (40–60 µmol photon·m−2

·s−1)
and shaking (130 rpm). Growth analysis were performed in
the Algem R© labscale double photobioreactor systems (Algenuity,
Stewartby, United Kingdom) under continuous light (200 µmol
photons·m−2

·s−1) and 120 rpm agitation in TAP or high
salt medium (HSM) (Sueoka, 1960), with bubbling air. The
absorbance at 740 nm was recorded every 10 min using the
built-in sensor. The maximal growth rate was determined as the
maximal slope of the growth curve (1abs/1time). Linearity of
the growth curve was estimated through linear regression every
200 min over a period of 13 h for TAP or 300 min over a period

of 40 h for HSM condition. The slopes of these linear regressions
were selected only for regressions displaying an R2 < 99.5%.
Finally, the maximal slope was chosen as the maximal growth rate
(Supplementary Figure S2B). Antibiotics used were blasticidin
S (Sigma-Aldrich: SBR00022), zeocin (Invitrogen: R25005),
hygromycin B (Sigma-Aldrich: H9773), kanamycin (Sigma-
Aldrich: K1377), paromomycin (Sigma-Aldrich: P8692), or
spectinomycin (Sigma-Aldrich: S4014). Chlamydomonas multi-
well plates and Petri dishes were scanned using a Perfection V800
scanner (Epson).

Cell Death Quantification
Dead cells were detected using Evans blue (Sigma-Aldrich:
E2129) at a final concentration of 0.2% w/v. Dead cells appear
in blue whereas living cells that are impermeable to Evans
blue remain green (Gaff and Okong’o-Ogola, 1971). Cells were
observed with a microscope (Olympus BX43, Tokyo, Japan). For
each sample multiple microscopic fields were analyzed and Evans
blue-positive cells scored. For each value the percentage of dead
cells was calculated on a minimum of 100 individuals.

Plasmid Construction
Protein and nucleic acid designs were performed in silico
on Serial Cloner 2.6.1 software. Bacillus cereus BSR protein
sequence (NCBI accession number: WP_076871832.1) was
reverse translated using Chlamydomonas nuclear genome
codon usage table1. The resulting BSR coding sequence was
domesticated by removing BbsI restriction sites, designed for
the position B3–B5 of the common Plant MoClo syntax (Patron
et al., 2015), synthetized (Twist Bioscience), and cloned by
Golden Gate reaction with BsaI-HFv2 (New England Biolabs)
in pICH41308 (Weber et al., 2011) yielding plasmid pCM0-
120, numbered according to the Chlamydomonas MoClo toolkit
nomenclature (Crozet et al., 2018). Two other parts from the
toolkit were used to build the BSR module (pCM1-029), the
promoter PA/R coupled to the 5′UTR of RBCS2 (pCM0-020) and
the 3′UTR of RBCS2 coupled to terminator TRBCS2 (pCM0-115)
(Schroda et al., 2002; Crozet et al., 2018). The other antibiotic
resistance genes were built using these same regulatory sequences
and the coding sequence (CDS) from pCM0-077 (zeocin),
pCM0-073 (hygromycin), pCM0-074 (paromomycin), pCM0-
075 (kanamycin) and pCM0-076 (spectinomycin) generating the
plasmids pCM1-030 (zeocin), pCM1-031 (hygromycin), pCM1-
032 (kanamycin), pCM1-027 (paromomycin), and pCM1-033
(spectinomycin), respectively. All plasmid sequences are available
in Supplementary Files S1–S7.

Chlamydomonas Transformation
Transformations were performed as previously described (Crozet
et al., 2018). Briefly, Chlamydomonas cells were grown in TAP to
early exponential phase (1–2 × 106 cells/mL), concentrated 100
times in TAP + 60 mM sucrose. After incubation of 250 µL of
cells with DNA (55 fmol of purified resistance module excised
with BbsI-HF; New England Biolabs) at 4◦C for 20 min, they
were electroporated (2000 V/cm, 25 µF, no shunt resistance)

1www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=3055
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and incubated for 16–20 h in 10 mL of TAP + 60 mM sucrose
prior to be plated on TAP-agar complemented with appropriate
antibiotic(s). Transformants were selected on TAP-agar medium
containing blasticidin S (50 mg/L, unless otherwise specified),
zeocin (15 mg/L), hygromycin B (20 mg/L), kanamycin
(50 mg/L), paromomycin (20 mg/L), and/or spectinomycin
(100 mg/L). Plates and transformants were analyzed after 5–
7 days of growth in continuous light (50 µmol photon m−2 s−1)
at 25◦C.

Insert Detection
Cells were pelleted (5 min, 2500 × g, room temperature) and
lysed in 400 µL of extraction buffer (200 mM Tris-HCl pH
7.5; 200 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0.5% SDS) for 10 min at
37◦C under agitation (1400 rpm). After centrifugation (3 min,
17,000 × g, room temperature), the supernatant was harvested
and the genomic DNA was precipitated with one volume of
isopropanol for 10 min at room temperature, washed with 70%
ethanol, dried and resuspended in water. PCR was performed
using the Quick-Load R© Taq 2× Master Mix (New England
Biolabs) according to the manufacturer recommendations with
the primers BSR.5 (5′-GCTGTACGAGGACAACAAGC-
3′), TRBCS2.3 (5′-ACGGAGGATCGTTACAACC-3′),
CBLP.5 (5′-GACGTCATCCACTGCCTGTG-3′), and CBLP.3
(5′-CGACGCATCCTCAACACACC-3′).

RESULTS

Chlamydomonas Is Sensitive to
Blasticidin
To test the sensitivity of Chlamydomonas to blasticidin, the
cells were grown in the presence of increasing blasticidin
concentrations (25, 50, or 75 mg/L) in both solid and liquid
cultures. Blasticidin was very effective to kill Chlamydomonas
cells and the minimum efficient concentration was 50 mg/L in
both conditions (Figure 1A). Many reference strains are used
within the community and they present an important genetic
diversity and substantial phenotypic differences (Gallaher et al.,
2015). Compared to the reference strain of this study (CC-
4533), some strain specific phenotypes, such as the absence of
the cell wall, could alter blasticidin resistance. To assess whether
this genetic diversity among common reference strains affects
their sensitivity to blasticidin, CC-4051 (4A+), CC-400 (cw15),
CC-4425 (D66+), UVM4, and CC-124 (137c) were cultivated
on a solid medium supplemented or not with blasticidin
(50 mg/L). In all cases, none of the strains survived in the
presence of blasticidin, regardless of the initial number of cells
tested (Figure 1B).

Blasticidin S Deaminase Can Be Used as
a Selectable Marker in Chlamydomonas
To test whether the BSR module could be used as a selectable
marker in Chlamydomonas, we engineered B. cereus BSR coding
sequence to fit the optimal codon bias of Chlamydomonas
nuclear genome. This has been already shown to improve

transgene expression efficiency, including selection markers
(Barahimipour et al., 2015, 2016). The engineered BSR coding
sequence was then domesticated by removing BbsI and BsaI
recognition motif and adding appropriate fusion sites of the
Plant MoClo syntax (Patron et al., 2015). It was finally assembled
with the parts PA/R (the hybrid promoter of HSP70A coupled
to the 5′UTR of RBCS2) and TRBCS2 (coupling the 3′UTR
and terminator of RBCS2) to form a functional module. PA/R
is a chimeric constitutive promoter made up of HSP70A
and RBCS2 promoters that was proven to be very efficient
in Chlamydomonas by significantly reducing gene silencing
(Schroda et al., 2002). We also chose this promoter/terminator
combination because it allows successful expression of the
same BSR gene in Volvox (Ortega-Escalante et al., 2018).
The resulting construct pCM1-029 (pCM stands for plasmid
Chlamydomonas MoClo) is represented in Figure 2A using
the MoClo nomenclature (Crozet et al., 2018). pCM0-120 and
pCM1-029 plasmid sequences are available in Supplementary
Files S1, S2, respectively. Cells transformed with pCM1-029 or
an empty vector were incubated on plates containing blasticidin.
Transformants appeared only when the cells were transformed
with pCM1-029 (Blasticidin resistant cells are hereafter referred
to as “BlastR”), as shown in Figure 2B, indicating that BSR can
be used as a selectable marker in Chlamydomonas. The insertion
of the BSR module was confirmed by PCR in four independent
BlastR strains (Supplementary Figure S1).

To precisely evaluate the effect of blasticidin on the mortality
of wild-type and BlastR cells, we used Evans blue as a
death marker (Gaff and Okong’o-Ogola, 1971). To avoid the
heterogeneity that comes from the position of the transgene
insertion locus, dozens of BlastR colonies were collected from
a Petri dish and then mixed in liquid culture (BlastR culture).
Wild-type and BlastR cultures were grown in a 24-well plate
with or without blasticidin, and the percentage of dead cells was
evaluated several days after treatment. In the wild-type strain
treated with blasticidin, the percentage of dead cells increased
after 3 days and all the cells died after 5 days, while no
significant levels of death was detected for BlastR and untreated
cells (Figure 2C). To assess a potential detrimental effect of
BSR on Chlamydomonas, wild-type and BlastR growth were
quantified in a photobioreactor, in both mixotrophic (TAP) and
autotrophic (HSM) conditions. No differences in the growth rate
were observed suggesting that BSR does not affect growth or
photosynthesis (Supplementary Figure S2).

Blasticidin Can Be Used in Combination
With Other Antibiotics
To test the possible interactions of blasticidin with the other most
commonly used selectable markers in Chlamydomonas, we first
generated strains resistant to these antibiotics by transformation
of wild-type cells with plasmids containing modules conferring
resistance to zeocin (pCM1-030), hygromycin (pCM1-031),
kanamycin (pCM1-032), paromomycin (pCM1-027), and
spectinomycin (pCM1-033) under the control of the same
regulatory sequences used for BSR in pCM1-029. Transformants
were selected on plates containing the appropriate antibiotic
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FIGURE 1 | Sensitivity of Chlamydomonas to blasticidin. (A) Chlamydomonas CC-4533 (CMJ030) was grown with increasing concentrations of blasticidin: 25, 50,
or 75 mg/L, in both liquid and 24-well agar plates. For both liquid and solid media, cultures were photographed after 3 days of growth. (B) Spot tests were
performed for six standard laboratory strains with or without blasticidin (50 mg/L). The results shown are representative of three biological replicates.

and pooled to take into account position effect, as for
BlastR culture. These cultures were called ZeoR, HygroR,
KanaR, ParoR, and SpecR. The wild-type strain and the six
antibiotic resistant cultures were cultivated in 96-well plates
until exponential phase (5 × 106 cells/mL) prior to treatment
with the different antibiotics. Five days after the addition
of antibiotics, only the cells carrying the corresponding
resistance gene survived the treatment, and importantly, only
the BlastR culture had survived upon blasticidin treatment
(Figure 3A). It is to be noticed that KanaR strains are also
resistant to paromomycin (Figure 3A), as previously reported
(Barahimipour et al., 2016).

If the resistance modules tested display no cross reactivity
to one another, they can be combined to allow double
selection. To use the BSR module and blasticidin in combination
with another selectable marker, there must then be no
interference between the different antibiotics and resistance
modules. To verify possible interference, a single BlastR strain
was transformed with either pCM1-030 (zeocin resistance),
pCM1-031 (hygromycin resistance), pCM1-032 (kanamycin
resistance), pCM1-027 (paromomycin resistance), or pCM1-
033 (spectinomycin resistance) (Figure 3B). Transformants were
selected on plates containing both blasticidin and the appropriate
antibiotic. For each combination tested, transformants resistant
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FIGURE 2 | Blasticidin S deaminase expression in Chlamydomonas. (A) The blasticidin resistance module pCM1-029 is built from a constitutive promoter
(PA/R + 5′UTR of RBCS2), the BSR coding sequence and a terminator (3′UTR of RBCS2 + TRBCS2) and was assembled using Golden Gate cloning. The numbers 1,
6, 9, and 11 stand for the standard fusion sites used for cloning (Crozet et al., 2018). SBOL2.0 visual syntax is shown above the module (Roehner et al., 2016). (B)
CC-4533 cells were transformed with pCM1-029 or an empty vector (pICH47742) (Weber et al., 2011) and plated on TAP-agar supplemented with blasticidin
(50 mg/L). Results are representative of three biological replicates. (C) The percentage of dead cells was evaluated using Evans blue in wild-type and BlastR cultures
with or without blasticidin, several days after treatment. Values represent the means and standard deviations of three independent experiments, symbol (∗) shows the
samples found to be significantly different doing an ANOVA analysis for each time points (p < 0.001).

to both antibiotics could be obtained (Figure 3B), indicating that
no interference exists between the selectable markers tested.

DISCUSSION

Here we report the development of a new selectable marker
for C. reinhardtii. Our data show that using blasticidin at
a concentration of 50 mg/L ensures proper selection for all
common laboratory strains of Chlamydomonas (Figure 2C). This
concentration is slightly higher than the efficient concentration
reported for V. carteri (Ortega-Escalante et al., 2018) or diatoms
(Buck et al., 2018), but remains comparable with other antibiotics
used in Chlamydomonas (Crozet et al., 2018).

We successfully engineered BSR coding sequence to adapt
it to Chlamydomonas and no addition of intron was necessary
for efficient expression, contrary to what was reported for
V. carteri (Ortega-Escalante et al., 2018). Now that we have
developed the blasticidin resistance module, seven antibiotic-
based selectable markers are available for Chlamydomonas. This
new tool can become important for advanced synthetic biology

strategies requiring successive transformations of the same strain
in combination with new engineering tools including the CLiP
library (Li et al., 2019), the CRISPR/Cas technology (Jiang et al.,
2014; Greiner et al., 2017; Kao and Ng, 2017) and the MoClo
toolkit (Crozet et al., 2018). It is also important to increase the
number of selectable markers available because the use of certain
antibiotics should be taken with care. For instance zeocin is not
always recommended since it can potentially cause DNA damages
(Chankova et al., 2007; Čížková et al., 2019) and subsequent
unwanted mutations. The kanamycin selectable marker NPTII
is also conferring resistance to paromomycin (Barahimipour
et al., 2015; Figure 3A) which makes it impossible to use in
CLiP strains that are paromomycin resistant (Li et al., 2019).
We show here that it is possible to use BSR and blasticidin
in combination with all the other commonly used selectable
markers in Chlamydomonas. BSR gene has been integrated as a
new biobrick into the Chlamydomonas MoClo toolkit, and is now
available to the entire community through the Chlamydomonas
Resource Center2.

2www.chlamycollection.org/
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FIGURE 3 | Cross reactivity test. (A) Liquid cultures in exponential phase of wild-type strain and ZeoR, HygroR, KanaR, ParoR, and SpecR cultures were placed in a
96-well plate and treated with blasticidin (Blast, 50 mg/L), zeocin (Zeo, 15 mg/L), hygromycin B (Hygro, 20 mg/L), kanamycin (Kana, 50 mg/L), paromomycin (Paro,
20 mg/L), and spectinomycin (Spec, 100 mg/L) for 5 days. (B) A blasticidin resistant strain carrying pCM1-029 was independently transformed with the resistance
modules to zeocin (pCM1-030), hygromycin (pCM1-031), kanamycin (pCM1-032), paromomycin (pCM1-027), and spectinomycin (pCM1-033). The numbers 1, 6, 9,
and 11 stand for the standard fusion sites used for cloning (Crozet et al., 2018). Transformants were selected on plate containing both blasticidin and the appropriate
antibiotic. The results showed are representative of three biological replicates. The full experiment with the different controls is available in Supplementary
Figure S3.
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FIGURE S1 | Detection of the BSR module. pCM1-029 plasmid and the genomic
DNA of the wild type (CC-4533) and four independent transformants BlastR were
used to amplify by PCR a fragment of the BSR resistance module. A product at
the expected size (546 bp) was amplified only for pCM1-029 (positive control) and
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the BlastR transformants. Amplification of CBLP (Cre06.g278222) was used as a
positive control for the experiment.

FIGURE S2 | Growth of wild-type (CC-4533) and BlastR strains in a controlled
photobioreactor. (A) Measurement of growth as detected by absorbance at
740 nm every 10 min, in TAP (mixotrophy) and HSM medium (autotrophy), light
was set to 200 µmol photons·m−2

·s−1 with temperature and shaking set at 25◦C
and 120 rpm, respectively. (B) Quantification of the average growth rate of
wild-type and BlastR cells, corresponding to the growth curves shown in Graph
(A). Error bars represent the standard error to the mean of two
biological replicates.

FIGURE S3 | Transformation of a blasticidin resistant strain with zeocin,
hygromycin, kanamycin, paromomycin and spectinomycin resistance plasmids.
A blasticidin resistant strain (BlastR) carrying pCM1-029 was independently
transformed with the resistance modules to zeocin (pCM1-030), hygromycin
(pCM1-031), kanamycin (pCM1-032), paromomycin (pCM1-027), and
spectinomycin (pCM1-033) or an empty vector (pICH50881). The numbers 1, 6,
9, and 11 stand for the standard fusion sites used for cloning (Crozet et al., 2018).
BlastR transformed cells were selected on plate containing both blasticidin and the
appropriate antibiotic. CC-4533 was also transformed with the same five
resistance modules or the empty vector and selected on the corresponding
antibiotic with or without addition of blasticidin. The results showed are
representative of three biological replicates.

FILE S1 | Annotated sequence of pCM0-120, the level 0 plasmid containing
BSR coding sequence engineered for Chlamydomonas nuclear genome and
designed for the position B3–B5 of the Chlamydomonas MoClo toolkit
(Crozet et al., 2018).

FILE S2 | Annotated sequence of pCM1-029, the level 1 plasmid made up of the
promoter AR (PA/R + 5′UTR of RBCS2), BSR coding sequence and the terminator
of RBCS2 (3′UTR of RBCS2 + TRBCS2) conferring blasticidin resistance in
Chlamydomonas (Crozet et al., 2018).

FILE S3 | Annotated sequence of pCM1-027, the level 1 plasmid made up of the
promoter AR (PA/R + 5′UTR of RBCS2), aphVIII coding sequence and the
terminator of RBCS2 (3′UTR of RBCS2 + TRBCS2) conferring paromomycin
resistance in Chlamydomonas (Sizova et al., 2001; Crozet et al., 2018).

FILE S4 | Annotated sequence of pCM1-030, the level 1 plasmid made up of the
promoter AR (PA/R + 5′UTR of RBCS2), Ble coding sequence and the terminator
RBCS2 (3′UTR of RBCS2 + TRBCS2) conferring zeocin resistance in
Chlamydomonas (Stevens et al., 1996; Crozet et al., 2018).

FILE S5 | Annotated sequence of pCM1-031, the level 1 plasmid made up of the
promoter AR (PA/R + 5′UTR of RBCS2), aph7′′ coding sequence and the
terminator RBCS2 (3′UTR of RBCS2 + TRBCS2) conferring hygromycin resistance
in Chlamydomonas (Berthold et al., 2002; Crozet et al., 2018).

FILE S6 | Annotated sequence of pCM1-032, the level 1 plasmid made up of the
promoter AR (PA/R + 5′UTR of RBCS2), NPTII coding sequence and the
terminator RBCS2 (3′UTR of RBCS2 + TRBCS2) conferring kanamycin resistance
in Chlamydomonas (Barahimipour et al., 2016; Crozet et al., 2018).

FILE S7 | Annotated sequence of pCM1-029, the level 1 plasmid made up
of the promoter AR (PA/R + 5′UTR of RBCS2), aadA coding sequence
and the terminator RBCS2 (3′UTR of RBCS2 + TRBCS2) conferring
spectinomycin resistance in Chlamydomonas (Meslet-Cladière and Vallon, 2011;
Crozet et al., 2018).
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4 Discussion 
Nous avons développé un kit de clonage modulaire qui est déjà utilisé par la communauté 
travaillant avec Chlamydomonas (Mehrshahi et al., 2020). Pour l’étude de l’agrégation, ce kit 
nous a permis de construire rapidement de nombreux plasmides (voir Chapitre I). Nous avons 
ainsi effectué la construction complexe d’un biosenseur d’activités (méta)caspases pour étudier 
la PCD. Nous avons aussi développé un nouveau marqueur de résistance à la blasticidine. 
Augmenter le nombre de marqueurs disponibles est important pour les études moléculaires 
complexes d’autant plus que certains antibiotiques doivent être utilisées avec prudence. La 
zéocine crée des cassures de l’ADN et donc potentiellement des mutations non désirées 
(Chankova et al., 2007; Čížková et al., 2019; Gatignol et al., 1988). CRTI qui confère la résistance 
au norflurazon modifie les caroténoïdes de Chlamydomonas (Molina-Márquez et al., 2019). Le 
gène de résistance à la kanamycine (NPTII) confère aussi la résistance à la paromomycine ce 
qui rend NPTII inutilisable dans la banque CLiP résistante à la paromomycine (Barahimipour et 
al., 2016; Li et al., 2019). BSR est un marqueur de sélection efficace chez Chlamydomonas qui 
ne pose pas ces problèmes. De plus, BSR ne mesure que 423 pb ce qui en fait le plus petit 
marqueur de résistance chez Chlamydomonas. En effet, ble, aph7’’, NPTII, aphVIII, aadA, NAT, 
tetX, CRTIop et OxR2 mesurent respectivement 526, 999, 792, 804, 1026, 573, 1166, 1476 et 
1124 pb (pour les références, voir le Tableau 2). La petite taille de BSR peut être un avantage 
pour de grands assemblages. Nous l’avons d’ores et déjà utilisé avec succès pour générer une 
souche exprimant mVenus (voir Chapitre I, Figure 12).  

Pour continuer de développer le kit MoClo et apporter de nouveaux marqueurs de 
sélection, les trichothécènes sont de bons candidats. La littérature montre que 
Chlamydomonas est sensible à ces mycotoxines ce que nous avons confirmé pour le DAS 
(Figure 27). La détoxification des trichothécène peut se faire par ajout enzymatique d’un 
groupement en C3 (Figure 27). Des enzymes catalysant de telles réactions ont été isolées chez 
les organismes producteurs (Fusarium spp.) ou cibles (H. vulgare, A. thaliana et O. sativa) de 
ces toxines. Leur expression apporte une résistance au DON chez H. vulgare , A. thaliana, O. 
sativa, T. aestivum et S. cerevisiae (Khatibi et al., 2011; Li et al., 2015, 2017; Manoharan et al., 
2006; Michlmayr et al., 2015; Muhitch et al., 2000; Poppenberger et al., 2003; Schweiger et al., 
2010; Shin et al., 2012). Ces gènes pourraient être adaptés à Chlamydomonas en tant que 
marqueur de sélection. Enfin, il est possible de muter l’UDP-glycosyltransférase du riz pour 
moduler sa sélectivité pour le DON ou la toxine T2 (Wetterhorn et al., 2017). Il semble donc 
possible de mettre au point un marqueur spécifique à l’un ou l’autre des trichothécènes. De 
plus, les trichothécènes sont un problème phytosanitaire majeur en agriculture (Foroud and 
Eudes, 2009) et Chlamydomonas a déjà été proposé comme organisme modèle pour les 
étudier (Alexander et al., 1999).  
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Conclusion générale et perspectives 
 

Dans la présente thèse, nous avons caractérisé un nouveau moyen de défense de 
Chlamydomonas contre le stress abiotique. Nous avons montré, pour la première fois, la 
formation de structures multicellulaires visibles à l’œil nu en réponse à une variété de stress. 
En outre, le rôle protecteur, les mécanismes et les bases génétiques de ce phénomène ont été 
décrits. Ces recherches pourraient permettre de mieux comprendre la physiologie de 
Chlamydomonas d’avoir des débouchés en biotechnologie mais aussi d’appréhender la 
transition vers la multicellularité.  

1 Multicellularité 
Une meilleure compréhension de la transition vers la multicellularité est un défi majeur de la 
biologie (Grosberg and Strathmann, 2007). Chlamydomonas fait partie du lignage des 
Volvocales qui est utilisé pour étudier cette transition. L’agrégation a été proposée comme un 
stade intermédiaire vers la multicellularité (Olson, 2013). Il est possible que les gènes impliqués 
dans l’agrégation aient évolué pour permettre la multicellularité. En effet, nous avons identifié 
des gamétolysines, MMPs et PHCs qui sont des familles potentiellement impliquées dans la 
transition vers la multicellularité chez Volvox (Prochnik et al., 2010). Les autres gènes impliqués 
dans l’agrégation comme ceux de la signalisation cellulaire pourraient donc être aussi 
important pour la transition vers la multicellularité. D’autre part, les agrégats produisent une 
matrice contenant des sucres et abondante comme celle de Volvox. L’étude de ces matrices 
pourrait permettre de comprendre leur rôle structural et de protection dans la réponse au 
stress et la multicellularité.  

2 Biotechnologies 
Chlamydomonas est une microalgue prometteuse pour le traitement des eaux (Escudero et al., 
2020; Park et al., 2011) et la production de biocarburants, d’aliments pour le bétail ou de 
molécules à haute valeur ajoutée (Burgess et al., 2011; Lam et al., 2018). Aujourd’hui la 
production de biocarburants par des microalgues n’est pas compétitive économiquement et 
énergétiquement à cause des coûts de récolte. Par exemple, la récupération de la biomasse se 
fait souvent par centrifugation qui peut représenter jusqu’à 30% du coût. Une autre technique 
de récolte plus rentable a été proposée : la floculation/agrégation. Plusieurs substances 
induisent la floculation passive des cellules ce qui les fait sédimenter et permet ainsi de les 
récupérer (Salim et al., 2011). Les résultats que nous avons découverts sur l’agrégation peuvent 
permettre d’améliorer cette technique de récolte.  

En premier lieu, les substances que nous avons utilisées induisant le stress oxydatif et 
nitrosatif font agréger les cellules ce qui les fait sédimenter. Ensuite, l’ingénierie génétiques de 
Chlamydomonas pourrait permettre d’obtenir des souches avec les propriétés d’agrégation 
recherchées. Les mutants saz et de génétique inverse agrégeant spontanément pourraient être 
utilisés pour cela (voir 2.1.2 et 2.2). Peut-être que la surexpression de PHC30, PHC41 ou PHC50 
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permettrait d’obtenir des souches qui agrègent comme ce qui a été fait, chez Chlamydomonas, 
avec la fascicline Algal-CAM de Volvox (Lowder and Herbert, 2015) ou la flocculine FLO5 de 
Saccharomyces bayanus (Díaz-Santos et al., 2016). Le problème de ces souches est qu’elles 
agrègeraient tout le temps. Ces gènes pourraient alors être mis sous le contrôle d’un 
promoteur inductible. Un gène pro-agrégation comme FLO5 devraient être exprimé dans le 
sauvage sous le contrôle d’un tel promoteur qui serait activé pour induire l’agrégation. Un gène 
anti-agrégatif comme VLE devraient alors être exprimé dans le mutant saz1, le promoteur 
inductible permettrait de le réprimer lorsque l’agrégation est voulue. Chez Chlamydomonas, il 
existe plusieurs promoteurs inductibles comme PNIT1 qui est induit par le nitrate ou PMETE qui 
est réprimé par la vitamine B12 (Crozet et al., 2018).  

De telles systèmes pourraient nécessiter plusieurs transformations de constructions 
complexes. Nous avons développé un kit de MoClo et un nouveau marqueur de sélection, la 
résistance à la blasticidine, qui faciliteront la mise au point de ces souches. Enfin, les avancées 
faites chez Chlamydomonas pourraient être transposées chez des microalgues plus 
performantes pour la production de lipides comme Chromochloris zofingiensis (Roth et al., 
2017) et Nannochloropsis gaditana (Ajjawi et al., 2017) ou des consortia de microorganismes 
(Brenner et al., 2008). En conclusion, la compréhension de l’agrégation chez Chlamydomonas 
devrait permettre l’amélioration de la récolte de biomasse pour la production industrielle et le 
développement des biocarburants de troisième génération.  
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Matériel et Méthodes 
1 Cultures et stress de Chlamydomonas  

 Souches et conditions de cultures 

La souches de Chlamydomonas reinhardtii utilisées sont D66 (CC4425) (Schnell and Lefebvre, 
1993) et la souche de référence de la banque CLiP CC5325 (Li et al., 2019). Nous avons aussi 
utilisé les mutants vle1 (LMJ.RY0402.057262), vle2 (LMJ.RY0402.131694), vle3 
(LMJ.RY0402.159901), vle4 (LMJ.RY0402.140798) et phc3 (LMJ.RY0402.224025) que nous nous 
sommes procuré sur www.chlamylibrary.org. Les souches de Chlamydomonas ont été cultivées 
en conditions mixotrophes dans du milieu TAP (Tris acetate phosphate) liquide sous lumière 
continue (40 à 60 µmol photons.m-2.s-1) à 25°C sous agitation (120 rpm). Les cultures solides 
ont été effectuées sur du TAP-agar dans les mêmes conditions de température et de lumière. 
Le diacetoxyscirpenol (DAS) (Apollo Scientific, Stockport, UK) a été solubilisé dans l’éthanol 
pour la solution stock.  

 Stress  

Les tests d’agrégation et de stress ont été fait en plaque 24 puits avec 1 mL de culture à 6 x 
106 cellules/mL par puit supplémentés des doses appropriés stress. Sauf information contraire, 
les produits chimiques ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). Les stress 
chimiques ont été effectués avec du rose bengale (330000), du paraquat (856177) ou du GSNO 
(S-nitrosoglutathion). Le GSNO a été synthétisé à partir de glutathion commercial par la 
méthode de Hart de nitrosation acide-catalysée (Hart, 1985). En bref, 3,065g de glutathion ont 
été dissouts dans 21 mL d’acide chlorhydrique 476 mM et gardés sur glace. 0,691 g de nitrite 
de sodium ont été ajoutés en une fois, le mélange a été ensuite gardé sous agitation pendant 
45 min protégé de la lumière. 10 mL d’acétone ont ensuite été ajoutés rouge et gardés sous 
agitation pour 10 min supplémentaires. La suspension rouge a été filtré sur entonnoir fritté en 
verre et le précipité a été lavé à l’eau (4 x 20 mL), l’acétone (3 x 20 mL) et éther diéthylique (3 
x 20 mL). Les traces d’eau et de solvants ont été éliminés sous vide pendant 24 h et le GSNO 
en poudre a été conservé à -20°C en présence de déshydratant. La pureté du GSNO a été 
vérifiée par RMN du proton et spectrophotométrie avec les coefficients d’extinction molaire de 
922.0 M-1.cm-1 (335 nm) et 15.9 M-1.cm-1 (545 nm). Les solutions de GSNO ont été préparée 
fraiches dans l’eau avant usage et la concentration a été déterminée par absorbance à 355 nm.  

2 Quantification de l’agrégation et de la mort 
cellulaire 
 Matériel de capture et logiciels 

Les plaques 24 ou 96 puits ont été scannés avec le scanner Perfection V800 (Epson, Suwa, 
Japan). Les photos de cellules ont été effectuées avec les microscopes à fluorescence BX43 
(Olympus, Tokyo, Japan) et Axio Observer (Zeiss, Oberkochen, Germany). Les images ont été 
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analysées grâce aux logiciels ImageJ 1.52a et Fiji (Schindelin et al., 2012) et les données traités 
sur R studio 1.2.5 avec les librairies tidyverse, data.table, ggbeeswarm, ggpubr, cowplot, scales 
et PlotsOfData (Postma and Goedhart, 2019; Wickham, 2011).  

 Quantification de l’aire des particules 

L’aire des particules, c’est-à-dire cellules seules ou agrégats, imagées au microscope a été 
quantifié avec une macro ImageJ (github.com/fdecarpentier/ParticleArea). Cette macro permet 
aussi discriminer les doubles images dues aux cellules en mouvement. Pour les plaques 24 
puits, les puits sont séparés grâce à la macro split_plate.ijm puis l’aire des agrégats est 
quantifiée par la macro ParticleWell.ijm avec un seuil (threshold) manuel et le positionnement 
manuel de la zone d’intérêt circulaire (1,3 cm de diamètre) 
(github.com/fdecarpentier/ParticleWell).  

 Quantification de la mortalité 

Les cellules mortes ont été colorées en bleu avec une concentration finale de 0,2% m/v de bleu 
d’Evans (E2129) selon la méthode précédemment publiée (de Carpentier et al., 2020; Gaff and 
Okong’o-Ogola, 1971). Pour chaque échantillon, plusieurs champs de microscope (Olympus 
BX43) ont été analysés et le pourcentage de mort a été calculé pour un minimum de 100 
individus. Pour quantification simultanée de l’aire et du statut mort/vivant des particules 
colorés au bleu d’Evans nous avons créé une macro Fiji (github.com/fdecarpentier/PlantDeath). 
La différenciation entre les particules vivantes (vertes) et mortes (bleues) est faite selon la valeur 
b* (axe bleu à jaune) de l’espace de couleur CIELAB (Commission Internationale de l’Eclairage) 
(Connolly and Fleiss, 1997). Les mesures ont été effectuées après l’application d’une balance 
des blancs automatique (adaptée de github.com/pmascalchi/ImageJ_Auto-white-balance-
correction).  

3 Construction des plasmides 
Sauf précision contraire, les enzymes ont été achetées chez New Englands Biolabs (Ipswich, 
USA) et les antibiotiques chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). Le travail in silico sur les 
protéines et acides nucléiques a été réalisé sur Genome Compiler, DSGene 15, Serial Cloner 
2.6.1 et Phytozome13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov) (Blaby et al., 2014).  

 Clonage Modulaire 

Les plasmides pCM1-034, pM-127, pVLE1, pVLE2, pVLE3 et pVLE4 ont été clonés en golden 
gate avec des plasmides du kit MoClo de Chlamydomonas avec la méthode publiée dans de 
Carpentier et al., 2020 et Crozet et al., 2018 avec les plasmides receveurs de (Weber et al., 2011). 
Les séquences codantes de PPI (Cre01.g017200.t1.2) et VLE (Cre01.g049950.t1.1) ont été 
réencodées selon le biais de codon de Chlamydomonas (www.kazusa.or.jp/codon/cgi-
bin/showcodon.cgi?species=3055), les sites de restriction de BsaI et BbsI ont été retirés, les 
sites de fusion et les sites BbsI ont été ajoutés pour la position B3-B4 pour PPI et B3-B4 ou B3 
pour VLE (Patron et al., 2015) et enfin synthétisées (Twist Bioscience, San Francisco, USA). Les 
séquences domestiquées de PPI (B3-B4) et VLE (B3-B4) ont été cloné dans pAGM1287 pour 
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donner p0-257 et p0-165 et VLE (B3) dans pICH41258 pour donner p0-258. p0-257 (PPI) et p0-
165 (VLE) ont été assemblés avec PPSAD (pCM0-007), 3xHA (pCM0-093) et TPSAD (pCM0-114) 
dans pICH47742 pour ainsi obtenir les plasmid p1-168 et p1-169. Ces deux plasmides ont été 
assemblés avec la résistance à l’hygromycine pCM1-031 (PA/R-aph7’’-TRBCS2) et le linker 
pICH50881 dans pAGM8031 pour obtenir pM-127 et pM-128. PPSAD (pCM0-016), PA’R (pCM0-
020), PA/R (pCM0-017), VLE (B3-B4) (p0-165), mSTOP (pCM0-101), TPSAD (pCM0-114), TRBCS2 
(pCM0-115), TβTUB2 (p0-118) dans pICH47732 pour donner p1-170. PPSAD (pCM0-016), PA’R 
(pCM0-020), PA/R (pCM0-017), VLE (B3) (p0-258), βTubi2 (pCM0-088), mSTOP (pCM0-101), TPSAD 
(pCM0-114), TRBCS2 (pCM0-115), TβTUB2 (p0-118) dans pICH47732 pour donner p1-171. Enfin, 
PPSAD (pCM0-010), PA’R (pCM0-015), PA/R (pCM0-011), βTubi2 (pCM0-041), VLE (B3-B4) (p0-165), 
mSTOP (pCM0-101), TPSAD (pCM0-114), TRBCS2 (pCM0-115), TβTUB2 (p0-118) dans pICH47732 
pour donner p1-172. p1-170, p1-171 et p1-172 ont été assemblés avec la résistance à 
l’hygromycine (p1-050) et le linker pICH50881 dans pAGM8031 pour donner pM-129 (pVLE2), 
pM-130 (pVLE3) et pM-131 (pVLE4).  

Le plasmide de niveau 1 pCM1-034 a été construit par assemblage du promoteur et 
5’UTR PPSAD (pCM0-016), du gène rapporteur mVenus (pCM0-086) et du terminateur et 3’UTR 
TPSAD (pCM0-144) dans le plasmide accepteur pICH47732. L’unité de transcription de résistance 
à la blasticidine S pCM1-029 a été assemblée à partir du promoteur PA/R couplé au 5’UTR de 
RBCS2 (pCM0-020), du gène BSR (pCM0-120) et du 3’UTR de RBCS2 couplé au terminateur 
TRBCS2 (pCM0-115) dans le plasmide pICH47742 (voir Chapitre II.2.2). Les unités de transcription 
pCM1-034 (mVenus) et pCM1-029 (blasticidin résistance) ont été combinés dans le plasmide 
récepteur pAGM8031 pour obtenir le plasmide de niveau M pCMM-23.  

Pour la construction du biosenseur d’activités caspases nous avons utilisé les séquences 
publiées dans Tebo and Gautier, 2019. Ainsi les briques ont été réencodées selon le biais de 
codon de Chlamydomonas (www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=3055), 
domestiquées pour le kit MoClo de Chlamydomonas (Crozet et al., 2018), synthétisées (Twist 
Bioscience, San Francisco, USA) et clonées dans pAGM1311 pour obtenir les plasmides p0-215 
(bFos), p0-216 (bJun-Myc), p0-217 (CFAST11), p-218 (NFAST-3NLS), p0-219 (mCherry-NES) et 
p0-221 (DEVD). Les plasmides pCM0-010 (PPSAD), p0-215, p0-217, p0-151 et pCM0-114 (TPSAD) 
ont été assemblés dans pICH47732 pour donner p1-144. D’autre part, pCM0-015 (PA/R), p0-
216, p0-218, p0-221, p0-219 et pCM0-115 (TRBCS2) ont été assemblés dans pICH47742 pour 
obtenir p1-146. Finalement, p1-144 et p1-146 ont été assemblés avec p1-20 (HygroR) et le 
linker pICH50892 dans pAGM8031 ce qui donne le plasmide final pM-109.  

 Gibson Assembly 

Les plasmides pVLE4 et pVLE5 ont été construits avec la technique de la Gibson assembly 
(Gibson et al., 2009). VLE avec son propre 5’UTR a été amplifié avec la KAPA HiFi polymerase 
(Roche, Bâle, Suisse) avec les amorces vle-ga.1 (tgctactcacaacaagcccaCTTGACCTGACACAACTT-
AA) et vle-ga.2 (tggagctccaccgcggtggcTCCTCGGTTAGTCTCGTTGC). Le produit de PCR de 8237 
pb a été purifié sur gel avec le kit « NucleoSpin Gel and PCR Clean-up » (Macherey-Nagel, 
Düren, Allemagne). Le plasmid pSL-Hyg a été digéré avec NdeI et NotI puis assemblé avec le 
produit de PCR avec le kit NEBuilder HiFi DNA Assembly donnant pVLE4. De même, pour 
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pVLE5, VLE avec son propre promoteur a été cloné avec les amorces vle-ga.3 
(tgaacgcatgtcgagggagg-CGGCTGACGCATGGTTCGTGAG) et vle-ga.2 donnant un produit de 
8648 pb qui a été assemblé avec pSL-Hyg digéré avec NotI et StuI. Dans ces deux cas, les 
constructions ont été vérifiées en PCR sur colonie avec des amorces spécifiques de VLE et en 
les digérant avec PsiI ou NotI.  

4 Transformation de Chlamydomonas et cribles 
 Création de la banque de mutants saz 

Pour la création des banques de mutants saz, la transformation a été faite selon le protocole 
Lemaire précédemment publié (de Carpentier et al., 2020; Pollock et al., 2017). La cassette de 
résistance à la paromomycine chez Chlamydomonas reinhardtii, utilisée pour la création des 
banques de mutants saz, a été excisée du plasmide pSL72 (Pollock et al., 2004) avec XhoI et 
EcoRI, isolée sur gel d’agarose puis purifiée avec le kit « NucleoSpin Gel and PCR Clean-up » 
(Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) pour ainsi obtenir l’insert i72. Les cellules de 
Chlamydomonas reinhardtii ont été cultivés en TAP jusqu’à une concentration de 1-2 x 106 
cellule/mL et concentrés 100 fois dans du TAP-sucrose 60 mM. 250 µL de suspension ont été 
incubés au moins 20 min à 4°C en présence de 40 ng de l’insert i72. Les cellules ont été 
électroporées à 2000 V.cm-1, 25 µF et sans résistance de shunt et incubées dans 10 mL de TAP-
sucrose 60 mM pendant 16 à 20 h en faible lumière avant d’être étalées sur boites de TAP-agar 
supplémentés de paromomycine (20 mg/L). Les transformants ont été criblés après 5 à 7 jours 
de croissance sous lumière continue. Environ 13 000 transformants ont été criblés pour leur 
capacité à agréger spontanément en plaque 96 puits avec 200 µL de TAP/puits et sous 
agitation (350 rpm) pendant 5 jours. Ce crible a permis d’obtenir 16 mutants appelés saz.  

 Autres transformations 

Pour l’expression de transgènes dans la souche sauvage et les mutants, une autre méthode 
publiée a été adaptée Onishi and Pringle, 2016. L’insert a été excisé du plasmide de niveau M 
désiré avec BsaI, isolé sur gel d’agarose et purifié avec le kit « NucleoSpin Gel and PCR Clean-
up » (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne). Chlamydomonas reinhardtii en croissance 
exponentielle a été concentré à 2 x 108 cellules/mL dans 240 µL tampon CHES (10 mM CHES 
pH9.25 (C2885), 40 mM sucrose et 10 mM sorbitol) contenant 1,0 µg de l’insert désiré. Le 
mélange a ensuite été incubé à 15°C sous agitation (700 rpm) pendant au moins 20 min et 
électroporé (1500 V.cm-1, 25 µF et pas de résistance de shunt). Les cellules ont été incubés 16 
à 20 h dans 13 mL de TAP-sucrose pour récupérer, étalées sur boîtes de TAP-agar 
supplémentés de blasticidine S (50 mg/L) ou hygromycine B (20 mg/L) et laissées pousser 
pendant 5 à 7 jours en lumière continue.  

Pour la souche Venus (CC4425-mVenus), les transformants ont été imagées avec le 
scanner laser Typhoon FLA 9500 (GE, Healthcare) à une excitation de 473 nm avec les filtres 
BPG1 pour la YFP et LPG pour la chlorophylle. 40 colonies fluorescentes ont été striées sur boite 
et scannées une deuxième fois pour déterminer la souche la plus fluorescente.  
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5 Détection de l’insert 
L’insert de résistance à la paromomycine a été localisé dans les mutants saz avec les techniques 
RESDA ou adaptateur-PCR (González-Ballester et al., 2005; Pollock et al., 2017). Pour 
l’adaptateur-PCR, la restriction et la ligation de l’adaptateur ont été effectuées en une seule 
étape comme décrit dans l’article (Pollock et al., 2017). Les PCR ont été effectuées avec la 
polymerase Quick-Load® Taq 2x Master Mix selon les recommandations du fabriquant. Les 
PCR de vérification ont été effectuées avec les amorces suivantes : CBLP.5 
(GACGTCATCCACTGCCTGTG), CBLP.3 (CGAC-GCATCCTCAACACACC), ppi.1 (AGAACCTGTCGT-
TTGAGGC), ppi.2 (CCTTGTACCCGTCAATCTTG), hik.1 (ATTTCCCTAATACCGTGGGGGC), hik.2 (C-
ACCAACGCAAAAACGGTGC), cal.1 (CAACAGCGCCTGCGAGTCGC), cal.2 (CTCGAAGATTGTCAG-
AGCG), gam.1 (CCACCATGCAGGAGTACTAC), gam.2 (CGCGATAGCTCACGAACAAC), vle.1 (CGT-
GGATATACCAGTACGGC), vle.2 (CGGAAGAGAAGGACACGTAG) et RB4 (TGGTTCGGGCCGGAG-
TGTTC).  

6 RT-qPCR 
L’ARN a été purifié avec du Trizol à partir de 2 mL cultures en phase exponentielles de 
croissance en conditions standard. Le traitement à la DNase et la transcription inverse ont été 
effectuées avec le kit « Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR » (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, USA) selon les recommandations de fabriquant. Les qPCR ont été 
effectuées avec les réactifs « iTaq Universal SYBR Green Supermix » et le thermocycleur CFX96 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Les amorces utilisées sont les suivantes : CBLP.5 
(GACGTCATCCACTGCCTGTG), CBLP.3 (CGAC-GCATCCTCAACACACC), ppi.3 (CAGTGGAGTTTG-
AGGTGGAG), ppi.2 (CCTTGTACCCGTCAATCTTG), vle.1 (CGTGGATATACCAGTACGGC), vle.2 (C-
GGAAGAGAAGGACACGTAG), vle7 (CCTGGAAAGGAGCGACGCAG) et vle8 (TCTGCACCCGTGAT-
GTGTAT). Le niveau d’ARN a été quantifié avec la méthode des delta-Ct avec le logiciel CFX 
Manager 3.1 (Bio-Rad Laboratories), et normalisé avec le contrôle CBLP.   
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Annexes 
1 Analyse protéomique 
Protéines sur- ou sous-représentées dans le milieu de 6 ou 5 mutants saz (se référer à 2.1.2). 

2 Analyse RNA-Seq 
Transcrits dérégulés chez 6 ou 5 mutants saz (se référer à 2.1.2).  

3 Birth of a Photosynthetic Chassis: A MoClo Toolkit 
Enabling Synthetic Biology in the Microalga 
Chlamydomonas reinhardtii 
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Cre02.g110350.t1.2PTHR10774 - EXTENDED SYNAPTOTAGMIN-RELATED Cre14.g613100.t1.1Unknown, Insulin-like growth factor binding protein, N-terminal

Cre10.g452250.t1.1Flagellar Associated Protein 41, PRICHEXTENSN Cre12.g487050.t1.1Unknown, Secretory Pathway

Cre17.g715300.t1.2PTHR10877//PTHR10877:SF135 - POLYCYSTIN-RELATED // SUBFAMILY  Cre02.g080150.t1.1Unknown, Secretory Pathway

Cre10.g434600.t1.2PTHR22847//PTHR22847:SF493 - WD40 REPEAT PROTEIN // SUBFAMILY  Cre12.g518700.t1.1Unknown, Secretory Pathway

Cre02.g077800.t1.2Flagellar Associated Protein 310 Cre03.g192250.t1.1PHC69 PF12499 - Pherophorin (DUF3707)

Cre02.g077850.t1.2Flagellar Associated Protein 212 Cre02.g118650.t1.1PHC47 PF12499 - Pherophorin (DUF3707)

Cre01.g052750.t1.1PF06011//PF13418 - Transient receptor potential (TRP) ion channel (TRP) //     Cre01.g047265.t1.1PHC52

Cre06.g278212.t1.1Conserved in the Green Lineage Cre02.g081700.t1.1PHC66

Cre01.g005050.t1.1K06816 - golgi apparatus protein 1 (GLG1, ESL1) Cre17.g706050.t3.1PTHR19331//PTHR19331:SF328 - LYSYL OXIDASE-RELATED // SUBFAMI   

Cre01.g021500.t1.1K15377 - solute carrier family 44 (choline transporter-like protein), member 2  Cre06.g296300.t2.1SRR1 Lysyl oxidases are major actors of microenvironment and extracellular 

Cre12.g547302.t1.1PF13360 - PQQ-like domain (PQQ_2) Cre05.g233304.t1.1CHI3 chitinase (CHI3L1) belongs to glycoside hydrolase family 18. It binds to                                

Cre13.g584450.t2.1PTHR27000//PTHR27000:SF160 - FAMILY NOT NAMED // LEUCINE-RICH   Cre10.g423300.t1.1Bleomycin hydrolase / Aminopeptidase C

Cre02.g079351.t1.1Unknown Cre11.g467600.t1.1Gametolysin / Lysin

Cre06.g298500.t1.1Unknown Cre13.g572900.t2.13.4.24.70 - Oligopeptidase A

Cre09.g398250.t1.1Unknown Cre07.g324500.t1.2MMP22 3.4.24.38 - Gametolysin / Lysin

Cre09.g406600.t1.1Unknown Cre19.g750447.t1.1PTHR10795//PTHR10795:SF403 - PROPROTEIN CONVERTASE SUBTILIS     

Cre18.g748297.t1.1Unknown Cre02.g076950.t1.13.4.21.62 - Subtilisin

Cre09.g390350.t1.1Unknown, 3'5'-cyclic nucleotide phosphodiesterase, catalytic domain, Secret  Cre16.g659750.t1.13.4.18.1 - Cathepsin X / Lysosomal carboxypeptidase B

Cre17.g696700.t1.2PHC22 Cre07.g333400.t1.1MMP23 3.4.24.38 - Gametolysin / Lysin

Cre17.g718500.t1.1MMP1 Cre05.g232600.t1.13.4.24.38 - Gametolysin / Lysin

Cre01.g049826.t1.1PHC59 PF12499 - Pherophorin (DUF3707) Cre06.g309450.t1.23.4.17.22 - Metallocarboxypeptidase D / Carboxypeptidase D

Cre06.g278165.t1.13.4.24.38 - Gametolysin / Lysin Cre02.g083800.t2.1K12450 - UDP-glucose 4,6-dehydratase (RHM)

Cre16.g694200.t1.1MMP15 3.4.24.38 - Gametolysin / Lysin Cre03.g173100.t1.23.2.1.39 - Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase / Laminarinase

Cre09.g393700.t1.1MMP3 3.4.24.38 - Gametolysin / Lysin Cre02.g117200.t1.23.2.1.23 - Beta-galactosidase / Lactase

Cre02.g116500.t1.1PTHR11802//PTHR11802:SF30 - SERINE PROTEASE FAMILY S10 SERINE    Cre02.g119700.t1.13.2.1.23 - Beta-galactosidase / Lactase

Cre11.g467684.t1.13.4.24.38 - Gametolysin / Lysin Cre06.g278252.t1.11.1.3.9 - Galactose oxidase / Beta-galactose oxidase

Cre06.g260650.t1.1STELLO glycosyltransferases related Cre10.g458350.t3.1PF00059//PF00530//PF00704//PF03762//PF14295 - Lectin C-type domain (L                          

Cre05.g240700.t1.1PF00530//PF05572 - Scavenger receptor cysteine-rich domain (SRCR) // Pre    Cre13.g589400.t1.1PTHR10334 - CYSTEINE-RICH SECRETORY PROTEIN-RELATED

Cre17.g725350.t2.1K08288 - protein kinase C substrate 80K-H (PRKCSH) Cre06.g278166.t1.1PTHR10334//PTHR10334:SF165 - CYSTEINE-RICH SECRETORY PROTEIN    

Cre06.g255200.t1.12.7.11.1 - Non-specific serine/threonine protein kinase / Threonine-specific p  Cre12.g559750.t1.2PTHR10334 - CYSTEINE-RICH SECRETORY PROTEIN-RELATED

Cre05.g236500.t1.13.5.1.23 - Ceramidase / Acylsphingosine deacylase Cre02.g089400.t1.12.7.11.18 - [Myosin light-chain] kinase / Smooth-muscle-myosin-light-chain k

Cre01.g045700.t1.11.11.1.21 - Catalase peroxidase Cre11.g467770.t1.12.7.2.3 - Phosphoglycerate kinase

Cre04.g230536.t1.12.1.1.53 - Putrescine N-methyltransferase Cre02.g114600.t1.2K03386 - peroxiredoxin (alkyl hydroperoxide reductase subunit C) [EC:1.11.1    

Cre16.g681550.t1.1Chlamydomonas-specific family protein Cre03.g158800.t3.13.1.2.12 - S-formylglutathione hydrolase

Cre01.g004350.t1.2K12200 - programmed cell death 6-interacting protein (PDCD6IP, ALIX, RIM Cre03.g180750.t1.22.1.1.14 - 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-methyltran    

Cre06.g273500.t2.1K14641 - apyrase (APY1_2), ATP-diphosphatase, adenosine diphosphatase                              Cre04.g226600.t1.13.1.6.1 - Arylsulfatase / Sulfatase, arylsulfatases (ARS),  extracellular arylsulf        

Cre09.g392867.t1.1KOG1218 - Proteins containing Ca2+-binding EGF-like domains Cre06.g262300.t1.2K05864 - peptidyl-prolyl isomerase D [EC:5.2.1.8] (PPID, CYPD)

Cre12.g551353.t1.1Periplasmic L-amino acid oxidase, catalytic subunit, partial Cre02.g084400.t1.2PFH9 PROLYL 4-HYDROXYLASE ALPHA SUBUNIT

Cre11.g467663.t1.1PF01833//PF10162 - IPT/TIG domain (TIG) // G8 domain (G8) Cre01.g014650.t1.2PTHR10869//PTHR10869:SF71 - PROLYL 4-HYDROXYLASE ALPHA SUBU     

Cre12.g551352.t1.1PTHR10742//PTHR10742:SF288 - AMINE OXIDASE // SUBFAMILY NOT NA Cre10.g460600.t1.1PTHR11071//PTHR11071:SF297 - PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS ISOMER        
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Cre06.g293150.t1.2PTHR23029:SF12 - PHOSPHOMUTASE PMU1-RELATED Cre12.g511900.t1.2RPE1 RIBULOSE-5-PHOSPHATE-3-EPIMERASE 

Cre09.g396438.t1.1Unknown Cre11.g476750.t1.21.18.1.2 - Ferredoxin--NADP(+) reductase
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Cre17.g728450.t1.2PF06011 - Transient receptor potential (TRP) ion channel (TRP)

Cre13.g585500.t1.2Putative haloperoxidase

Cre12.g522600.t1.2K08738 - cytochrome c (CYC)

Cre09.g392251.t1.12.7.7.6 - DNA-directed RNA polymerase / RNA polymerase III

Cre16.g685550.t1.2OASTL4 Cysteine synthase

Cre15.g643550.t1.2PDX1 pyridoxal 5'-phosphate synthase pdxS subunit

Cre16.g677205.t3.1PF00207 - Alpha-2-macroglobulin family (A2M), Glycoprotéine joue aussi un                            

Cre17.g709300.t1.1PF10009 - Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2252) (DUF2

Cre09.g386119.t2.1PF13383 - Methyltransferase domain (Methyltransf_22)

Cre12.g544450.t1.2Predicted protein of CSE family

Cre12.g550850.t1.2PSBP1

Cre16.g662250.t1.1PTHR12106 - SORTILIN RELATED

Cre07.g316000.t1.2PTHR12612 - NUCLEAR TRANSPORT FACTOR 2

Cre07.g344000.t1.1PTHR31988:SF1 - 9-O-ACETYL-N-ACETYLNEURAMINIC ACID DEACETYL

Cre17.g732350.t1.1PTHR32208:SF21 - F10A5.18

Cre03.g201300.t1.1SSA10  DOPAMINE BETA HYDROXYLASE RELATED It is the only enzyme          

Cre05.g235950.t1.2Unknown

Cre13.g588700.t1.1Unknown

Cre09.g393247.t1.1Unknown protein

Proteomic analysis
Protein downregulated in saz  mutants Protein upregulated in saz  mutants

In 6 mutants

In 6 mutants

In 5 mutants

In 5 mutants



Cre09.g401900.t1.2Unknown protein

Cre12.g513350.t1.1Unknown, Insulin-like growth factor binding protein, N-terminal, Secretory Pa

Cre16.g693300.t1.1Unknown, Secretory

Cre12.g493750.t1.2Unknown, Secretory Pathway

Cre02.g113626.t1.1Unknown, Secretory Pathway

  



Cre13.g577352 Proline rich extensin signature Secretory Pathway, hydroxyproline rich cell w  Cre03.g208558 Tropomyosin superfamily domain, Tropomyosins are a large family of integra                 

Cre09.g398500 Formin homology 2 domain (FH2 domain), extensin class Cre12.g506750 PHC41 PF12499 - Pherophorin (DUF3707)

Cre18.g748347 Concanavalin A-like lectin/glucanase domain Cre02.g081700 PHC66 PF12499 - Pherophorin (DUF3707)

Cre04.g217990 RNA-directed DNA polymerase / Revertase Cre06.g292249 PHC50 PF12499 - Pherophorin (DUF3707)

Cre16.g682200 CsbD-like, CsbD is a bacterial general stress response protein, The exact rol        Cre09.g391150 PF05548 - Gametolysin peptidase M11 (Peptidase_M11)

Cre17.g738632 SAND domain-like Cre03.g201552 PF05548 - Gametolysin peptidase M11 (Peptidase_M11)

Cre24.g755997 PF12499 - Pherophorin (DUF3707) FAP150 Cre03.g175351 PF01476 - LysM domain (LysM) found in enzymes involved in bacterial cell w  

Cre09.g404750 PTHR19331 - LYSYL OXIDASE-RELATED, catalyzes the conversion of lysin             Cre33.g758947 2.8.2.8 - [Heparan sulfate]-glucosamine N-sulfotransferase / PAPS:N-desulfo  

Cre10.g417600 PTHR11339 - EXTRACELLULAR MATRIX GLYCOPROTEIN RELATED Cre08.g376650 2.8.2.8 - [Heparan sulfate]-glucosamine N-sulfotransferase / PAPS:N-desulfo  

Cre06.g281450 1.4.3.13 - Protein-lysine 6-oxidase / Lysyl oxidase Cre09.g396350 PTHR24089:SF51 - MITOFERRIN-1

Cre07.g342700 2.7.11.1 - Non-specific serine/threonine protein kinase / Threonine-specific p  Cre12.g502400 PTHR23423//PTHR23423:SF17 - ORGANIC SOLUTE TRANSPORTER-REL    

Cre13.g579650 PTHR23257 - SERINE-THREONINE PROTEIN KINASE Cre16.g663450 PF01062 - Bestrophin, RFP-TM, chloride channel (Bestrophin)

Cre09.g400849 2.7.10.2 - Non-specific protein-tyrosine kinase / Cytoplasmic protein tyrosine Cre17.g728450 PF06011 - Transient receptor potential (TRP) ion channel (TRP)

Cre13.g603350 4.6.1.2 - Guanylate cyclase / Guanylyl cyclase Cre09.g402293 A0A5D2UGY5 Protein kinase domain-containing protein, A0A5F5Q1T4 Proto               

Cre16.g681200 1.1.1.12 - L-arabinitol 4-dehydrogenase Cre02.g107000 PTHR24056//PTHR24056:SF11 - CELL DIVISION PROTEIN KINASE // CYC   

Cre09.g389050 PTHR16861 - GLYCOPROTEIN 38 Cre07.g333100 Homolog to Non-specific serine/threonine protein kinase

Cre08.g364351 2.4.1.68 - Glycoprotein 6-alpha-L-fucosyltransferase / Guanosine diphosphof  Cre11.g467653 2.7.11.1 - Non-specific serine/threonine protein kinase / Threonine-specific p  

Cre09.g399400 PF01764 - Lipase (class 3) (Lipase_3) Cre01.g012950 PTHR23257//PTHR23257:SF529 - SERINE-THREONINE PROTEIN KINASE    

Cre03.g175100 3.1.1.3 - Triacylglycerol lipase / Triglyceride lipase Cre08.g367500 K08907 - light-harvesting complex I chlorophyll a/b binding protein 1 (LHCA1

Cre09.g398400 PTHR13800 - TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL CATION CHANNEL, SU    Cre08.g367400 K08907 - light-harvesting complex I chlorophyll a/b binding protein 1 (LHCA1

Cre03.g175050 PTHR10117 - TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL CHANNEL Cre12.g512300 1.13.11.12//1.13.11.58 - Linoleate 13S-lipoxygenase / Lipoxidase // Linoleate    

Cre10.g452250 Flagellar Associated Protein 41 Cre06.g266200 3.1.4.11 - Phosphoinositide phospholipase C / Triphosphoinositide phosphod

Cre16.g650850 KOG1121 - Tam3-transposase (Ac family), A0A2H5U392 Zinc finger bed dom                                                     Cre21.g752947 DNA breaking-rejoining enzyme, catalytic core, Integrase-like, catalytic doma

Cre12.g532400 KOG1121 - Tam3-transposase (Ac family), A0A2H5U392 Zinc finger bed dom                                                     Cre12.g534945 K18740 - exonuclease 3'-5' domain-containing protein 1 (EXD1, EGL)

Cre18.g749547 PF07510 - Protein of unknown function (DUF1524) (DUF1524) Cre09.g401551 3-beta hydroxysteroid dehydrogenase/isomerase

Cre11.g467900 PF13578 - Methyltransferase domain (Methyltransf_24) Cre01.g037300 EF-hand domain pair, calcium ion binding

Cre11.g477200 PTHR14194 - NITROGEN METABOLIC REGULATION PROTEIN NMR-RELA Cre12.g545600 PF00097 - Zinc finger, C3HC4 type (RING finger) (zf-C3HC4)

Cre14.g615550 PTHR21493:SF153 - PROTEIN T08B1.4, ISOFORM B-RELATED Cre06.g303200 PF07202 - T-complex protein 10 C-terminus (Tcp10_C)

Cre05.g236250 PTHR22847//PTHR22847:SF459 - WD40 REPEAT PROTEIN // SUBFAMILY  Cre04.g221301 PTHR10177 - CYCLINE

Cre16.g681400 Unknown Cre13.g569400 PTHR10696 - GAMMA-BUTYROBETAINE HYDROXYLASE-RELATED

Cre09.g405100 Unknown Cre07.g320000 PTHR12203 - KDEL  LYS-ASP-GLU-LEU  CONTAINING - RELATED

Cre18.g748097 Unknown Cre03.g151650 PTHR14614 - HEPATOCELLULAR CARCINOMA-ASSOCIATED ANTIGEN

Cre18.g748297 Unknown Cre21.g752347 Unknown

Cre09.g398450 Unknown Cre04.g216550 Unknown

Cre17.g734125 Unknown Cre07.g318276 Unknown

Cre16.g681351 Unknown Cre13.g570801 Unknown

Cre09.g396438 Unknown Cre12.g545619 Unknown

Cre09.g398250 Unknown Cre21.g752797 Unknown

Cre16.g681000 Unknown Cre04.g221600 Unknown

Cre02.g102776 Unknown Cre13.g567426 Unknown

Cre17.g745497 Unknown Cre06.g268925 Unknown

Cre12.g536950 Unknown Cre02.g103750 Unknown

Cre17.g733900 Unknown Cre08.g360650 Unknown, chloroplast

Cre14.g613800 Unknown Cre09.g386500 Unknown, chloroplast

Cre09.g402050 Unknown Cre07.g321750 Unknown, Secretory Pathway

Cre04.g228950 Unknown Cre03.g151950 Zygote-specific Cys-rich small protein

Cre02.g114150 Unknown Cre21.g752397 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases

Cre01.g030750 Unknown Cre09.g404201 PHC30 PF12499 - Pherophorin (DUF3707)

Cre12.g507850 Unknown Cre01.g025750 PF01551 - Peptidase family M23 (Peptidase_M23)

Cre16.g672161 Unknown Cre02.g097100 PF01697 - Glycosyltransferase family 92 (Glyco_transf_92)

Cre06.g278193 Unknown Cre16.g662600 PF01062 - Bestrophin, RFP-TM, chloride channel (Bestrophin)

Cre17.g726526 Unknown Cre02.g144650 K14640 - solute carrier family 20 (sodium-dependent phosphate transporter)  

Cre11.g480725 Unknown Cre06.g309000 PTHR30520//PTHR30520:SF0 - FORMATE TRANSPORTER-RELATED // FO   

Cre04.g216811 Unknown Cre03.g195950 PTHR11584//PTHR11584:SF381 - SERINE/THREONINE PROTEIN KINASE     

Cre03.g181800 Unknown, Secretory Pathway Cre06.g300450 PTHR20953 - KINASE-RELATED

Cre13.g585000 WD40/YVTN repeat-like-containing domain, Secretory Pathway Cre12.g555100 Protein kinase-like domain

Cre14.g612633 PHC58 PF12499 - Pherophorin (DUF3707) Cre24.g755597 1.14.13.122 - Chlorophyllide-a oxygenase / Cholorophyll-b synthase

Cre05.g238687 PHC35 PF12499 - Pherophorin (DUF3707) Cre14.g630350 PTHR11306 - NIEMANN PICK TYPE C2 PROTEIN NPC2-RELATED, lipid tra   

Cre17.g717950 PHC28 PF12499 - Pherophorin (DUF3707) Cre04.g217981 PTHR23151//PTHR23151:SF69 - DIHYDROLIPOAMIDE ACETYL/SUCCINY     

Cre01.g042352 PTHR19331//PTHR19331:SF299 - LYSYL OXIDASE-RELATED // SUBFAMI   Cre11.g467610 PTHR10751//PTHR10751:SF2 - GUANYLATE BINDING PROTEIN // GUANY  

Cre08.g360001 Proline rich extensin signature Secretory Pathway hydroxyproline rich cell wa  Cre14.g630950 2.8.1.1 - Thiosulfate sulfurtransferase / Thiosulfate thiotransferase

Cre11.g468362 PRECURSOR SIGNAL GLYCOPROTEIN DIRECT HYDROXYPROLINE-RIC      Cre02.g095114 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase

Cre16.g652200 MMP9 PF05548 - Gametolysin peptidase M11 (Peptidase_M11) Cre17.g703650 Ribonuclease Inhibitor-like

Cre03.g170850 MMP19 3.4.24.38 - Gametolysin / Lysin Cre03.g163950 1.13.11.20 - Cysteine dioxygenase

Cre04.g217908 KOG0508//KOG0512//KOG4412 - Ankyrin repeat protein // Fetal globin-induc            Cre13.g572750 1.4.3.22 - Diamine oxidase / SSAO

Cre17.g697300 3.4.22.67 - Zingipain / Zingibain Cre06.g310950 1.5.8.3 - Sarcosine dehydrogenase, also known as N-methylglycine, is an int        

Cre06.g270050 2.7.11.1 - Non-specific serine/threonine protein kinase / Threonine-specific p  Cre06.g301750 Alpha/Beta hydrolase fold

Cre14.g628237 PTHR23257//PTHR23257:SF474 - SERINE-THREONINE PROTEIN KINASE    Cre07.g345650 Anaphylatoxin, complement system. Complement components C3, C4 and C               

Cre06.g293300 KOG0198//KOG0581 - MEKK and related serine/threonine protein kinases //     Cre17.g743647 Class I glutamine amidotransferase-like

Cre17.g702600 2.7.10.2 - Non-specific protein-tyrosine kinase / Cytoplasmic protein tyrosine Cre16.g681500 K07002 - uncharacterized protein (K07002)

Cre17.g733100 2.7.11.1 - Non-specific serine/threonine protein kinase / Threonine-specific p  Cre11.g467672 KOG3017 - Defense-related protein containing SCP domain

Cre02.g115450 4.6.1.2 - Guanylate cyclase / Guanylyl cyclase Cre07.g355500 KOG3399 - Predicted Yippee-type zinc-binding protein

Cre02.g074800 4.6.1.2 - Guanylate cyclase / Guanylyl cyclase Cre09.g395450 PF01344 - Kelch motif (Kelch_1)

Cre14.g629150 4.6.1.2 - Guanylate cyclase / Guanylyl cyclase Cre06.g278108 PF13508 - Acetyltransferase (GNAT) domain (Acetyltransf_7)

Cre12.g488800 Tubulin/FtsZ, GTPase domain, GTPase activity, secretory Cre12.g512850 Pheromone/general odorant binding protein-like

Cre05.g244701 KOG0702//KOG2992//KOG4462 - Predicted GTPase-activating protein // Nu          Cre12.g544450 Predicted protein of CSE family

Cre08.g360550 1.7.2.1 - Nitrite reductase (NO-forming) / Pseudomonas cytochrome oxidase Cre14.g615350 PTHR10681 - THIOREDOXIN PEROXIDASE

Cre17.g706350 C-type lectin-like, Proline rich extensin signature Secretory Pathway, hydroxy          Cre13.g569500 PTHR10696 - GAMMA-BUTYROBETAINE HYDROXYLASE-RELATED

Cre03.g156850 PTHR12393 - SPHINGOMYELIN PHOSPHODIESTERASE RELATED Cre03.g172322 PTHR15439//PTHR15439:SF4 - RETINOBLASTOMA-BINDING PROTEIN 6       

Cre10.g458850 Scavenger receptor cysteine rich (SRCR) protein Cre04.g223100 PTHR18952:SF104 - CARBONIC ANHYDRASE-RELATED PROTEIN

Cre04.g219050 PF00530//PF01822 - Scavenger receptor cysteine-rich domain (SRCR) // WS   Cre17.g716750 Ubiquitin-related domain

Cre09.g392867 KOG1218 - Proteins containing Ca2+-binding EGF-like domains Cre10.g460950 Unknown

Cre04.g228150 2.3.1.199 - Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA synthase / Very-long-chain beta-k  Cre16.g684861 Unknown

Cre02.g114100 3.1.4.17 - 3',5'-cyclic-nucleotide phosphodiesterase / Cyclic AMP phosphodie Cre14.g630376 Unknown

Cre12.g485250 Chlamydomonas-specific family protein Cre07.g353050 Unknown

Cre10.g438350 LAT2 homolog Cre08.g368800 Unknown

Cre07.g331401 Orphan nuclear receptor, NOR1, function as key transcriptional regulators Cre04.g217948 Unknown

Cre10.g436800 PF07691 - PA14 domain (PA14) Cre02.g115226 Unknown

Cre11.g480700 PTHR10157 - DOPAMINE BETA HYDROXYLASE RELATED Cre12.g518500 Unknown

Cre17.g729350 PTHR11017//PTHR11017:SF145 - LEUCINE-RICH REPEAT-CONTAINING     Cre29.g757847 Unknown

Cre06.g253250 PTHR11945:SF221 - SERUM RESPONSE FACTOR Cre31.g758497 Unknown

Cre16.g656750 PTHR12210//PTHR12210:SF70 - NUCLEAR LIM INTERACTOR-INTERACTI    Cre06.g257200 Unknown

Cre10.g421550 PTHR31251:SF1 - SQUAMOSA PROMOTER-BINDING-LIKE PROTEIN 10-R Cre02.g107200 Unknown

Cre11.g467551 Unknown, Secretory Pathway Cre08.g371879 Unknown

Cre16.g670501 Unknown

Cre03.g158450 Unknown, Secretory Pathway

Cre17.g730350 Unknown, Secretory Pathway

Cre36.g759747 Unknown, Secretory Pathway

Transcriptomic analysis
Genes downregulated in saz  mutants Genes upregulated in saz  mutants

In 6 mutants

In 6 mutants

In 5 mutants

In 5 mutants
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ABSTRACT: Microalgae are regarded as promising organisms to
develop innovative concepts based on their photosynthetic capacity
that offers more sustainable production than heterotrophic hosts.
However, to realize their potential as green cell factories, a major
challenge is to make microalgae easier to engineer. A promising
approach for rapid and predictable genetic manipulation is to use
standardized synthetic biology tools and workflows. To this end we
have developed a Modular Cloning toolkit for the green microalga
Chlamydomonas reinhardtii. It is based on Golden Gate cloning with
standard syntax, and comprises 119 openly distributed genetic parts,
most of which have been functionally validated in several strains. It contains promoters, UTRs, terminators, tags, reporters,
antibiotic resistance genes, and introns cloned in various positions to allow maximum modularity. The toolkit enables rapid
building of engineered cells for both fundamental research and algal biotechnology. This work will make Chlamydomonas the
next chassis for sustainable synthetic biology.

KEYWORDS: algal biotechnology, Chlamydomonas reinhardtii, modular cloning, synthetic biology

There is an urgent need to decarbonize the world economy
due to depletion of fossil fuel reserves coupled with

accumulation of greenhouse gases produced by their
combustion. One alternative to the use of fossil fuels is to
use photosynthetic microorganisms, such as microalgae, as
green cell factories to produce fuels and chemicals from
atmospheric CO2 in a sustainable process driven by sunlight.1,2

The fixed carbon can be redirected toward compounds that
can be used in the fuel, food, cosmetic, and pharmaceutical
industries, such as proteins, alcohols, alkanes, lipids, sugars,

pigments or terpenes.3−5 By contrast with land plant-based
photoproduction, microalgae do not compete with agriculture
and can be grown at high yields even at large scale,4,6 including
on waste streams, thus minimizing inputs.3 The green
microalga Chlamydomonas reinhardtii (referred to hereafter as
“Chlamydomonas”) has been extensively engineered for basic
research and industrial biotechnology.4,6−8 Its nuclear and
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organellar genomes are sequenced and annotated, molecular
biology techniques and culture conditions are highly
developed, and its physiology and metabolism are well
understood.9−13 Moreover, the metabolic plasticity and cellular
compartments of Chlamydomonas offer great potential for
advanced metabolic engineering strategies.14,15 Chlamydomo-
nas has already been engineered for production of the biodiesel
precursor bisabolene,8 the terpene patchoulol,7 and recombi-
nant proteins as well as enzymes such as an HIV antigen16 and
xylanase.17 Despite these proofs of concept, however, the
engineering of Chlamydomonas is still slow owing to a lack of
standardized resources and tools.11 Development of the field of
algal synthetic biology offers the means to enable design and
construction of microalgal cells with defined and predictable
properties.18 Besides biotechnological applications, the tran-
sition from empirical to synthetic approaches also provides the
opportunity to answer fundamental biological questions using
new concepts and approaches based on understanding by
construction rather than deconstruction.
Synthetic biology approaches, predicated on the Design−

Build−Test−Learn cycle,19 make organisms easier to engineer
through the use of standardized parts and their assembly to
simplify the building of designed DNA molecules.19 Among
available standards,20 the Golden Gate Modular Cloning
(MoClo) technology, based on Type IIS restriction enzymes,
offers extensive standardization and allows the assembly of
complex multigenic DNA from basic gene parts (e.g.,
promoters, CDS, terminators) in just two steps.21,22 The
method accelerates and multiplies the possibilities to permute
multiple genetic elements, and makes facile the building of
multigene constructs for full metabolic pathways.23 MoClo is
efficient and versatile, but relies on the intensive upfront
generation of a standardized library of basic building blocks,
the gene parts, that have been domesticated to remove Type
IIS sites, and codon optimized for the host as appropriate.
MoClo toolkits have already been developed for a few model
organisms24−29 although not yet for microalgae.
Here, we report the generation of a MoClo toolkit

composed of more than 100 gene parts codon-optimized for
the Chlamydomonas nuclear genome. These genetic parts
were designed to provide maximum modularity to end-users,
and to facilitate the development of engineered strains for
fundamental and green biotechnological applications, through
iterative design and testing. We provide functional validation
and characterization of many gene parts in several
Chlamydomonas strains. This kit is available to the
community, to allow Chlamydomonas to become the next
chassis for sustainable synthetic biology approaches.

■ RESULTS
Standard and Content of the Chlamydomonas

MoClo Kit. Standardization is the key to efficient building.
The Chlamydomonas MoClo kit adopts the syntax proposed
by the plant synthetic biology community including the
OpenPlant Consortium30 (Figure 1). This syntax is defined for
level 0 plasmids containing standard gene parts (promoters,
coding sequences, untranslated regions, etc.) and assigns strict
fusion sites for 10 cloning positions. In a single step,
standardized parts can be assembled into modules (Transcrip-
tional Unit, TU, level 1) and modules into devices (multigenic
construct, level M or 2) according to the original MoClo
syntax22 (Supplementary Figure 1). Our Chlamydomonas
MoClo toolkit is composed of a set of 119 parts representing

67 unique genetic elements available at different positions
within the standard, thereby providing maximum modularity to
designers (Figure 1, Figure 2). The kit recapitulates most of
the standard genetic elements previously developed for
Chlamydomonas which we “domesticated” by removing BpiI
and BsaI restriction sites (the two enzymes used by the MoClo
strategy,22 Supplementary Figure 1) from their sequences by
DNA synthesis or PCR-based mutagenesis. The available gene
parts encompass seven promoters coupled or not to their
original 5′UTR, the corresponding 5′UTR, and the CrTHI4
riboswitch, eight immunological or purification tags in
positions leading to N- or C-terminal translational fusions,
nine signal and targeting peptides, 12 reporters, five antibiotic
resistance genes, the foot and mouth virus (FMDV) 2A
peptide which allows expression of two or more proteins from
a single transcriptional unit,17,31,32 two micro RNA (miRNA)
backbones and associated controls, and six 3′UTR-terminators

Figure 1. Overview of the Chlamydomonas MoClo toolkit. (a) Type
and position of parts used following the Plant MoClo Syntax.30

Symbols correspond to the SBOL2.0 visual69 representation described
in part b. Each of the 11 fusion sites defining a part position is
represented with a color and a number. Positions presented are
representative of the whole set of each part type. Parts in italicized
letters are nontranscribed, parts in regular letters are transcribed, and
parts in bold letters are transcribed and translated. (b) Table
summarizing unique and total gene parts available. The SBOL2.0
symbols are indicated for each type. When the SBOL2.0 standard was
not existing for a part type, the symbol proposed in a previous work28

was used, or defined here.
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(Figure 1b, Figure 2, and Supplementary Table 1). All
sequences and plasmids are available through the public
Addgene repository (http://www.addgene.org/).
Constitutive Promoters and Reporter Genes. Five

antibiotic resistance genes are used as selectable markers for
Chlamydomonas but also can function as reporter genes.33,34

We assembled three modules that allow control of the
expression of the aadA gene, conferring spectinomycin
resistance, by three constitutive promoters: PPSAD and PβTUB2
with or without the first intron of βTUB2 (pCM1-1 to 3,
Supplementary Table 3). The transformation efficiency of the
three modules in UVM435 cells was estimated by counting
spectinomycin resistant colonies and showed resistance
frequencies within the same range (Figure 3a). The presence
of the first βTUB2 intron significantly increased the trans-
formation efficiency as previously observed with the presence
of RBCS2 introns in the ble marker.33,36,37 Alternative reporters
are bioluminescent proteins, which allow more sensitive and
quantitative analysis of gene expression. The kit contains
Gaussia princeps luciferase, the brightest luciferase established
in Chlamydomonas,38 as well as the redesigned Nanoluciferase
(NanoLuc) which provides a stable and strong luminescence
signal.39 Chlamydomonas NanoLuc was specifically developed
for our MoClo kit through recoding to match the codon bias of
Chlamydomonas, and cloned at six different positions within
the standard. This new part was first tested with the most
widely used promoter/terminator combination (PAR pro-
moter/TRBCS2 terminator) for strong constitutive expression
in Chlamydomonas. The corresponding module (pCM1-04)

was assembled with another module conferring paromomycin
resistance (Supplementary Figure 2) into a device (pCMM-1)
that was introduced into the genome of the D66 strain (CC-
4425, Figure 3b). Among paromomycin resistant colonies,
34.8% ± 8.3 (N = 48, mean ± SEM) were luminescent. The
signal was variable between clones due to genomic position
effects40,41 but was linear from 50 to 5 × 105 cells (Figure 3b
and Supplementary Figure 2). By contrast, nonexpressing
transformants (resistant to paromomycin only) or the D66
recipient strain displayed only a faint signal, 3 orders of
magnitude lower, and saturating swiftly (Figure 3b, inset). The
modularity of the MoClo strategy allows rapid assessment of
combinations of multiple parts. For example, we assembled
four modules for which NanoLuc expression is controlled by
all possible combinations of the two most common
constitutive promoters (PAR and PPSAD) and terminators
(TRBCS2 and TPSAD) (Figure 3b, pCM1-4 to 7, Supplementary
Table 3). Each module was assembled with the paromomycin
resistance module (pCMM-1 to 4, Supplementary Table 4)
and introduced into the Chlamydomonas genome. Bio-
luminescence levels were averaged over hundreds of trans-
formants to account for the genome position effect.40,41 The
strengths of the two promoters were found to be comparable,
while TPSAD appeared to confer robust expression from both
promoters, 10-fold higher than TRBCS2 (Figure 3c). In a distinct
context (strain, reporter sequence, culture conditions, etc.), the
same genetic element may perform differently.31,35 Such
context sensitivity can be overcome by taking advantage of
the modularity of the Chlamydomonas MoClo kit, which

Figure 2. List of parts in function of their type and assembly position. (a) Plant MoClo syntax30 indicating the color code for fusion sites used in
this figure. (b) All parts in the Chlamydomonas MoClo kit are classified primarily by their function, indicated by SBOL2.0 visual code69 as in
Figure 1 (from left to right: promoters, promoter+5’UTR, 5’UTR, introns, antibiotic resistance genes, reporter genes, artificial microRNA,
immunological and purification tags, 2A peptide, and 3’UTR+terminators). Colored stripes on the left and right sides of each box represent the
fusion sites in 5’ and 3’ of the position, respectively, and follow the color code on top. AR and A’R stand for HSP70A/RBCS2 and HSP70A467/
RBCS2, respectively.36 A star (*) indicates that the part contains extra restriction sites as in pOpt vectors68 while the same part unmarked does not.
An (i) indicates the presence of an intron within the part (cf. Supplementary Table 2). For amiRNA (amiR) backbones, b and s mean that BpiI and
SpeI site are within the backbone for amiR cloning, respectively, while M and sc mean that the target amiR sequence for MAA7 and the control
scrambled sequence were introduced into the miR1157 backbone, respectively (cf. Figure 4). mSTOP stands for multi-STOP.
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allows for the rapid characterization of all possible parts

combinations. These results also confirmed the performance of

the Chlamydomonas NanoLuc reporter and its employability

for detailed understanding and characterization of genetic

circuits especially if coupled with automated cell-sorting
microfluidic devices.42

Control of Gene Expression. To build genetic circuits,
the fine-tuning of gene expression is a prerequisite. Multiple
parts enabling controlled gene expression have therefore been

Figure 3. Constitutive promoters and reporter genes. (a) Average number of spectinomycin resistant colonies after transformation of UVM4 cells
(mean ± SD, N = 11) for the three modules (pCM1-3, where pCM stands for plasmid Chlamydomonas MoClo). Representative transformation
plates are shown. (b) Linearity of NanoLuc activity as a function of cell number. NanoLuc activity for four independent clones transformed with
the pCMM-1 device (pCMM-1.X), one nonexpressing clone (NC) and the recipient strain (CC-4425 noted as control) are presented (N = 3,
mean ± SEM). Linear regression and correlation coefficient (R2) are shown. The NC and control are shown in the inset on a different scale. (c)
Average NanoLuc activity of D66 (CC-4425) cells transformed with four devices (pCMM-1 to 4) harboring promoter/terminator combinations to
drive NanoLuc expression coupled to a paromomycin resistance module (represented as PR, left, Supplementary Figure 2). Luminescence levels are
represented as mean ± SEM (average of a total of more than 400 clones from three biological replicates). The negative and positive controls are the
recipient strain and the pCMM-1.9 strain (shown in panel b), respectively. (a,c) *p < 0.05; **p < 0.01 assessed by Student’s t test, SBOL2.069

visual of module designs are shown above the devices.
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Figure 4. Control of gene expression. (a) Control of gene expression by the nitrogen source. Zeocin resistant colonies (conferred by Ble(i)-GFP)
selected after transformation of CC-1690 cells with each of the two represented modules (“1-8” for pCM1-8 and “1-9” for pCM1-9) were grown in
TAP-nitrogen ± zeocin (15 μg/mL) supplemented with either 7.5 mM (NH4)Cl (ammonium, blue) or 4 mM KNO3 (nitrate, black) and their
growth was followed (absorbance at 730 nm). The plot shows the ratio between the growth in the presence and absence of zeocin (C is the
nontransformed CC-1690 strain). The right panel shows cells grown in similar conditions but on solid media. Results presented (N = 16 for control
CC-1690 and N = 86 for each other conditions) correspond to one out of three independent transformations (for the other two, see Supplementary
Figure 3). (b) Control of gene expression by vitamin B12. Conditional complementation of nac2-26 cells with the pCM1-10 module expressing
NAC2 under PMETE control. Complemented strains were selected for photoautotrophic growth on solid minimal medium and the cells were grown
in liquid minimal medium supplemented with the indicated amount of vitamin B12. Data are mean ± SD (N = 3). (c) Control of gene expression by
vitamin B1. Average growth (absorbance at 730 nm after 7 days of growth, N = 40) of UVM4 cells transformed with the pCM1-11 module designed
to express constitutively Ble(i)-GFP transcripts containing the THI4 riboswitch in the 5′UTR. After culture in TAP, the cells were transferred to
TAP+zeocin (10 μg/mL) supplemented with 10 μM thiamine (Thi), 10 μM 4-methyl-5-(2-hydroxyethyl) thiazole (HET), or 10 μM 4-amino-5-
hydroxymethyl-2-methylpyrimidine (HMP) or not (control). The chemical structure of Thi is represented on the right and the HET and HMP
moieties are indicated (see also Supplementary Figure 3). (d) Targeted gene knockdown with artificial miRNA. Paromomycin resistant cells
selected after transformation of CC-1690 cells by each of the two represented devices (pCMM-5 and pCMM-6), carrying an amiRNA cloned with
BpiI and directed against MAA7 (MAA7-amiRb) or a random sequence (“scrambled”: sc-amiRb), were grown in the absence (denoted (−)) or
presence of 5′-fluoroindole (+5′-FI) (left panel). C indicates nontransformed cells. Clones resistant to 5′FI were analyzed by a modified 5′-RACE
assay. A specific 173 bp PCR band (black arrowhead) was amplified only from the 5′-FI resistant transformants and not from ones expressing the
amiRNA with scrambled sequence (middle panel and Supplementary Figure 3). Sequencing revealed that the most frequent cleavage occurred at
positions opposed to positions 10 and 11 of the amiRNA (right panel, black arrowhead). PR represents the paromomycin resistance module
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implemented. The activity of the PNIT1 promoter can be
controlled by switching the nitrogen source since it is strongly
repressed by ammonium and highly induced on nitrate.34,43,44

A module where PNIT1 controls expression of the Ble-GFP gene
(pCM1-8) conferred strong zeocin resistance in the CC-1690

strain but only when ammonium was replaced by nitrate as the
nitrogen source. By contrast, the PPSAD promoter (pCM1-9)
conferred strong antibiotic resistance on both nitrogen sources
(Figure 4a and Supplementary Figure 3a-c). The vitamin B12-
repressible promoter PMETE

45 allowed conditional functional

Figure 4. continued

(pCM1-27, Supplementary Figure 2a). (a,c) The box and whisker plots show the 10th (lower whisker), 25th (base of box), 75th (top of box), and
90th (top whisker) percentiles. The line within the box is the median, the dashed red line is the mean. Outliers are plotted as individual data points.

Figure 5. Design, build, and test of five fusion tags. (a) Phenotype of recipient (WT) and ΔFKBP12 (rap2) strains in the presence (Rap) or
absence (−) of 1 μM rapamycin. (b) Molecular mechanism underlying the rap2 phenotype. Target Of Rapamycin (TOR) is inhibited by
rapamycin only in the presence of FKBP12 (mutated in rap2). Upon formation of the tripartite TOR/FKBP12/rapamycin complex, TOR is
inhibited and growth is arrested.52 (c) SBOL2.0 visual69 of module designs for functional complementation of rap2. (d−h) Phenotype in the
presence (Rap) or absence (−) of 1 μM rapamycin and detection of tagged proteins in soluble extracts by immunoblotting with antibodies against
either FKBP12 (αFKBP12) or the appropriate tag (indicated within each panel). Each device is indicated in the upper part of the panel. CBB:
Coomassie Brilliant Blue staining of a duplicate gel loaded with the same samples and shown as loading control. (i) Purification through ion-metal
affinity chromatography (IMAC) of 6His-FKBP12 expressed from the same device as in panel h. PR represents the paromomycin resistance module
(pCM1-27, Supplementary Figure 2a). rap2 cells transformed with pCMM-X are indicated as M-X in each panel. Data are representative of three
biological replicates.
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complementation of the photosynthetic mutant nac2-26 (CC-
4421), which lacks photosystem II due to the absence of the
TPR-like protein NAC2 required for stability of the psbD
mRNA encoding the D2 reaction center protein.46 nac2-26
mutant cells engineered with a module harboring the NAC2
coding sequence under the control of the PMETE promoter
(pCM1-10) could grow photoautotrophically in the absence of
vitamin B12, but growth was compromised by increasing its
concentration by amounts as low as 5 ng/L (Figure 4b).
Regulation of gene expression can also be controlled by

vitamin B1 (thiamine) at the level of the transcript through
riboswitches.47,48 Binding of thiamine pyrophosphate to the
THI4 riboswitch (RS) results in alternative splicing and
retention of an 81 bp upstream open reading frame, ultimately

interfering with translation.47,48 The RS also responds when
cells are grown in the presence of the thiamine biosynthetic
intermediate 4-methyl-5-(2-hydroxyethyl) thiazole (HET), but
not with 4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine
(HMP).47 A module combining PAR and THI4 (RS) to drive
expression of the ble-GFP gene (pCM1-11) conferred
conditional zeocin sensitivity in the UVM4 strain.35 Resistance
was compromised by thiamine or HET but not HMP (Figure
4c and Supplementary Figure 3d), thereby demonstrating the
efficient repression of the transgene through the THI4
riboswitch.
Finally, to allow targeted repression of gene expression, a

microRNA precursor sequence derived from the pre-miR1157
and used for the generation of artificial miRNAs (amiRNA)49

Figure 6. Targeting reporter genes to different subcellular compartments. (a) SBOL2.069 visual syntax for modules used. (b) Visible light (“DIC”)
and fluorescence signal (“mCherry”) of the UVM4 recipient strain used as control (“C”) for panels c−e. (c-e) mCherry targeting to the (c) cytosol
with no transit peptide, (d) chloroplast with CTP USPA (Chloroplast Transit Peptide of Universal Stress Protein A) or (e) mitochondria with
MTP H70C (Mitochondrial Transit Peptide of HSP70C) in UVM4 cells transformed with the indicated devices (pCMM-12 to 14). In each panel,
an anti-mCherry immunoblot analysis of transformants is shown. Note that the anti-mCherry antibody cross-reacts with a protein of similar size
present in control cells (C). An anti-PRPL1 immunoblot is shown as loading control. The transformant strain number indicated in red corresponds
to the images (bars are 10 μm) presented on the right. (f−h) Fluorescent marking of (f) microbodies with mVenus-CrMSPTS1 (Malate Synthase
PTS1-like sequence), cytosol with Clover or the nucleus with mVenus-SV40 (Simian Virus 40 nuclear localization signal), (g) the chloroplast with
CTP PSAD-mCerulean (Chloroplast Transit Peptide of PSAD), (h) mitochondria with MTP ATPA-mRuby2 (Mitochondrial Transit Peptide of
ATPA) after transformation of UVM4 cells with the indicated devices (pCMM-15 to 19). Images of representative transformants are grouped with
the corresponding control image (recipient strain) according to the filter used. pCMM-19a and pCMM-19b show two images taken on different z-
axis on the same cell. “Chloro” refers to chlorophyll autofluorescence. The scale bars represent 2 μm. SR and PR represent, respectively, modules
conferring resistance to spectinomycin (SR = pCM1-1, Figure 3a and Supplementary Figure 2a) and paromomycin (PR = pCM1-27, Supplementary
Figure 2a).

ACS Synthetic Biology Letter

DOI: 10.1021/acssynbio.8b00251
ACS Synth. Biol. 2018, 7, 2074−2086

2080

http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acssynbio.8b00251/suppl_file/sb8b00251_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acssynbio.8b00251/suppl_file/sb8b00251_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acssynbio.8b00251/suppl_file/sb8b00251_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acssynbio.8b00251/suppl_file/sb8b00251_si_001.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/acssynbio.8b00251
http://pubs.acs.org/action/showImage?doi=10.1021/acssynbio.8b00251&iName=master.img-006.jpg&w=418&h=377


was redesigned for compatibility with the Golden Gate cloning
method. To demonstrate its effectiveness in driving gene
repression, a specific amiRNA sequence directed against the
MAA7 gene, whose repression provides resistance to 5′-
fluoroindole (5′-FI),50 was inserted into the microRNA
precursor. A control random sequence (“scrambled”) amiRNA
was inserted into the same backbone. These parts were placed
under the control of PPSAD and TPSAD (pCM1-12 and 13) and
assembled with a paromomycin resistance module (pCM1-27).
The same amiRNA sequences were introduced into the
previously established pChlamiRNA3 vector49 as controls.
After transformation of the CC-1690 strain, 36% of
paromomycin-resistant cells displayed resistance to 5′-FI with
the device targeting MAA7 (pCMM-5) but not with the
scrambled amiRNA (pCMM-6) (Figure 4d and Supplemen-
tary Figure 3f). A modified 5′ rapid amplification of cDNA
ends (5′-RACE) assay revealed that the MAA7 transcript was
most frequently cleaved at a site corresponding to positions 10
and 11 of the amiRNA, as expected for a specific action of the
miRNA (Figure 4d). The properties of controllable parts can
also be combined as shown for PNIT1 control of amiRNA-
dependent gene repression.34 An amiRNA strategy recently
proved useful for concerted metabolic engineering of a
biodiesel precursor in Chlamydomonas.8 The versatility of
the MoClo kit opens new possibilities for sophisticated
metabolic engineering strategies, for example, the specific
downregulation of up to six target genes with one level M
assembly.
Multiple Fusion Tags for Detection and Purification

of Gene Products. Protein fusion tags are indispensable tools
used to improve protein expression yields, enable protein
purification, and accelerate the characterization of protein
structure and function.51 Our MoClo kit includes multiple
epitope and affinity tags known to be functional in
Chlamydomonas. The modularity of the MoClo assembly
allows rapid assessment of the best tagging strategy through a
rapid design/build/test/learn cycle. We took advantage of the
well characterized rap2 mutant (ΔFKBP12), which is
insensitive to rapamycin,52 to test the functionality of five
tags (Figure 5a,b). We designed and built 5 devices allowing
strong constitutive expression of N- or C-terminal tagged
FKBP12 coupled to a paromomycin module (pCMM-7 to 11,
Figure 5c−h and Supplementary Table 4). The engineered
strains were selected on paromomycin and the functionality of
the fusion protein was tested by assessing sensitivity to
rapamycin. Protein extracts were probed by immunoblotting
using FKBP12-specific and tag-specific antibodies (Figure 5d−
h). All tags allowed detection (Figure 5d−h) or purification
(Figure 5i) of FKBP12 even though some were not functional
for restoring rapamycin sensitivity. The test revealed that
pCMM-9 outperforms other devices since it provides a WT-
like phenotype and expression level coupled to a strong and
specific Myc signal with no significant processing of the
protein. These results demonstrate the importance of the
modularity provided by the Chlamydomonas MoClo toolkit
for designing optimal fusion proteins.
Visualization and Targeting of Proteins in Living

Cells. Fluorescent protein tags allow the temporal and spatial
monitoring of dynamic expression patterns at cellular and
subcellular scales.53 Natural and synthetic metabolic pathways
can be optimized through spatial organization since cell
compartments offer many advantages, such as isolation of
metabolic reactions and generation of concentration gra-

dients.14 In a eukaryotic chassis like Chlamydomonas,
organelles such as microbodies, mitochondria, and chloroplasts
can be engineered to implement or improve metabolic
pathways.15 The Chlamydomonas MoClo kit includes 11
targeting and signal peptides that allow the targeting of fusion
proteins to mitochondria, chloroplast, nucleus, secretory
pathway, ER, and peroxisome-like microbodies. The function-
ality of the targeting and signal peptides and of the five
fluorescent proteins (mVenus, yellow; mCherry, red; mRuby2,
red; Clover, green; mCerrulean3, cyan) included in the toolkit
was tested. Eight modules (pCM1-19 to 26, Supplementary
Table 3) combining diverse fluorescent proteins and targeting
sequences were assembled into devices with an antibiotic
resistance module (pCMM-12 to 19). All devices were found
to behave as expected and provided the expected fluorescent
signal in the targeted compartment (Figure 6). The fluorescent
and targeting parts of the Chlamydomonas MoClo toolkit,
most of which have been validated here, enable engineering in
the third dimension14 that is, isolation and organization in
multiple cellular compartments, and offer new tools for
biological design/build/test cycles.

■ DISCUSSION
The Chlamydomonas MoClo toolkit presented here provides
more than 100 domesticated gene parts to allow advanced
synthetic biology in microalgae. Numerous parts of multiple
types have been characterized and validated in different genetic
backgrounds10 and culture conditions, and can be readily used
for biological design without further development. With the
efficiency and modularity of the MoClo strategy, molecular
cloning is no longer a limiting step for engineering
Chlamydomonas cells. Indeed, from design to building, a
complex device of up to six different genes/modules can be
obtained within a week using the standardized parts provided
in our kit. The modularity will also enable combinatorial
assembly by shuffling part libraries54 and determine a posteriori
which combination is the most relevant. The development of
gene-editing technologies in Chlamydomonas, including Zinc-
finger nucleases55,56 and several CRISPR-Cas9 ap-
proaches,55,57−59 together with the development of high-
throughput microfluidics42 are beginning to gather pace.
Coupling these resources to our standardized MoClo toolkit
will facilitate the use of Chlamydomonas as the photosynthetic
chassis for innovative synthetic biology approaches aimed at
fundamental and biotechnological applications. We expect that
the creativity of designers, released from the time constraints
associated with classical cloning strategies, will allow rapid
expansion of the standard gene parts, modules, and devices
through open distribution, notably using the Addgene
repository. We invite the community to openly share their
parts through Addgene and/or our consortium (contact M.
Schroda). The development of the Chlamydomonas MoClo
toolkit constitutes a complete step-change in the fields of
microalgal biology and biotechnology. The parts developed for
the MoClo toolkit may also be employed in other microalgal
species since the orthogonality of several Chlamydomonas
transcriptional units has been demonstrated in multiple hosts,
including the industrially relevant species Chlorella ellipsoidea,
Nannochloropsis sp. and Dunaliella salina.60 Synthetic ap-
proaches will allow engineering of microalgae in a predictable
and efficient manner and thereby offer great potential to
couple environmental protection, energy transition, and
bioeconomic growth.4
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■ METHODS

All chemicals were obtained from Sigma-Aldrich, unless
otherwise specified.
Escherichia coli and Chlamydomonas reinhardtii

Strains, Transformation, and Growth Conditions.
Bacterial growth was performed at 37 °C in LB broth
supplemented with agar (20% m/V), spectinomycin (50 μg/
mL), ampicillin or carbenicillin (50 or 100 μg/mL,
respectively) and X-gal (40 μg/mL) when required. Chemi-
cally competent E. coli DH10β (New England Biolabs) were
used for transformation (by heat shock following the
manufacturer’s instructions) and maintenance of plasmids.
All plasmids of the kit were maintained and amplified in
TOP10 E. coli strain prior to submission to Addgene.
C. reinhardtii strains,35,46,52,61,62 culture and transformation

conditions are recapitulated in Supplementary Table 5. They
were grown in Tris-acetate-phosphate (TAP) medium63

supplemented with agar (1.6% m/V), spectinomycin (100
μg/mL), paromomycin (15 μg/mL), zeocin (ThermoFisher
Scientific, 10 to 15 μg/mL), 5-fluoroindole (20 μM) or
rapamycin (LC Laboratories, 1 μM) when required. For NIT1
promoter characterization (Figure 4a), a modified TAP
medium lacking nitrogen source (TAP-N) was used instead,
and was supplemented with 4 mM KNO3 (nitrate) or 7.5 mM
NH4Cl (ammonium). For NAC2 autotrophy test (Figure 4b),
cells were grown in minimal media (HSM) for selection of
complemented strains. The responsiveness to B12 was assessed
on plate and then in liquid. Cells were grown for 15 days in
HSM until 1−5 × 107 cells/mL concentration was reached
prior to inoculation in a 96-well plate at a concentration of 105

cells/mL in 200 μL of HSM. For response assays (Figure 4c)
thiamine (Melford Laboratories Ltd.), 4-methyl-5-(2-hydrox-
yethyl) thiazole (HET) and 4-amino-5-hydroxymethyl-2-
methylpyrimidine (HMP, Fluorochem UK) were added to
TAP media at a final concentration of 10 μM.
For transformation by electroporation (see Supplementary

Table 5), a TAP culture of (1−5) × 106 cells/mL was
concentrated 100 times in TAP complemented with 60 mM
sucrose or the MAX Efficiency Transformation reagent for
Algae (ThermoFisher scientific) and 25−250 μL were
incubated with 80−300 ng of DNA for 10−30 min on ice in
a 0.4 cm gapped cuvette (BioRad) prior to electroporation
(BioRad Gene Pulser Xcell). The cells were then left to recover
in TAP complemented with 40−60 mM sucrose for 16 h under
appropriate light and shaking conditions (typically 50 μmol
photon m−2 s−1 at 100 rpm) prior to plating on TAP-agar
plates with adapted antibiotics. Transformation by glass-beads
method followed previously published protocols.7,64 Briefly,
after growth in TAP until 5 × 106 cells/mL, cells were
concentrated 30 times and 5 × 107 cells were mixed with DNA
using glass beads. After 2-fold dilution with TAP, 2.5 × 107

cells were spread onto TAP agar plates containing 100 μg
mL−1 spectinomycin. Plates were incubated for 16 h in the
dark prior to light exposition (30 μmol photon·m−2·s−1). When
colony counting was performed (Figure 3a), it was 8 days after
the beginning of light. In both cases, the transformation
protocol leads to insertion of a linear DNA in a random
location within the nuclear genome.
Design. All in silico sequence designs and analysis were

performed with Serial Cloner, Benchling, SnapGene, ApE or
Genome Compiler. For exogenous parts, reverse translation
was performed with Serial Cloner using C. reinhardtii nuclear

genome codon frequency (http://www.kazusa.or.jp/codon/
cgi-bin/showcodon.cgi?species=3055).
amiRNAs can be generated using DNA parts pCM0-068 and

pCM0-069. Both are derived from the endogenous pre-
miR1157,65 but differ in the way in which the amiRNA specific
sequence is introduced. pCM0-069/pCMM-20 is analogous to
pChlamyRNA3,65 and a dsDNA fragment containing the
amiRNA/loop/amiRNA* sequence is introduced into a SpeI
site inside the miRNA precursor sequence. pCM0-068 presents
two divergently oriented BpiI sites, allowing the cloning of the
dsDNA fragment by Golden Gate. In this last case, the dsDNA
fragment is formed by the annealing of two oligos with the
following sequence: (1) sense oligo (5′ AGTA-(MIRNA*-
SEQ)-TCTCGCTGATCGGCACCATGGGGGTGG-
TGGTGATCAGCGCTA-(MIRNA SEQ)-T 3′), (2) antisense
oligo (5′CAGT-A-(rev com MIRNA SEQ)- TAGCGC-
TGATCACCACCACCCCCATGGTGCCGATCA-
GCGAGA-(rev com MIRNA*SEQ) 3′). There are online
tools that help with the design of the amiRNA sequence
(http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi).

Parts Repository. All sequences listed in Supplementary
Table 2 were deposited in Addgene. Physical distribution of
the DNA is performed through Addgene. We invite the
community to share their future parts through Addgene and/or
with our consortium (contact M. Schroda) which will make
them available to the community.

Parts Cloning. All PCR reactions were performed using
the Phusion DNA polymerase, KOD Xtreme Hot Start DNA
polymerase (Merck), or Q5 DNA polymerase purchased from
New England Biolabs (NEB) following the manufacturer’s
instructions adapted to GC-rich DNA, typically duration of
hybridization and polymerization was doubled and/or GC
enhancer solution was used. Molecular biology kits were
purchased from Macherey-Nagel, peqLab, NEB or QIAgen
(gel extraction and miniprep kits). Primers were produced by
Eurofins Genomics or Sigma-Aldrich, while synthesized parts
were obtained from Genecust, DC Biosciences, IDTDNA or
Sigma-Aldrich.

MoClo Assembly Conditions. All Restriction/ligation
reactions were performed using BbsI or BbsI-HF (BpiI is an
isoschizomer) or BsaI-HF (NEB or ThermoFisher) together
with T4 ligase (NEB) in a medium containing the NEB
CutSmart buffer and 1 mM ATP (with stock of 10 mM
solubilized in 0.1 M Tris-HCl, pH 7.9). Typical ratio between
destination plasmid (100 fmol) and entry plasmid/parts was
1:2. To facilitate handling of the kit for end-users, we provide
detailed protocols and reaction mix calculators for each type of
assembly: level 0 for parts (Supplementary Table 6), level 1 for
modules (Supplementary Table 7) and level M for devices
(Supplementary Table 8).

Quality Control of Generated DNAs. All plasmids were
controlled by differential restriction. In addition, all level 0
plasmids were sequenced with specific primers. Sequencing
was performed by Eurofins Genomics, Source BioSciences UK,
Seqlab, Macrogen, Microsynth, GATC Biotech or Core
Facility (CeBiTec, Bielefeld University).

NanoLuc Activity Determination. Reagents were
purchased from Promega (ref N1110) and activity was
determined as previously described.39 For screening, C.
reinhardtii colonies were transferred into a 96-well plate
containing 100 μL of TAP in each well. After gentle
resuspension, 50 μL was transferred into a solid white 96-
well plate to which 50 μL of Nano-Glo substrate diluted in the
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provided buffer (2% V/V) was added and gently mixed by
pipetting. Luminescence was measured at 460 nm with a
CLARIOstar plate reader (BMG Labtech). For promoter/
terminator combination assessment experiment (Figure 3c), all
C. reinhardtii colonies from a transformation event were pooled
and resuspended in TE buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 1
mM EDTA) complemented with antiprotease (1 tablet per 50
mL, Sigma-Aldrich: S8830). The cells were lysed by vortexing
10 s twice in the presence of glass beads (about 1:5 ratio
beads/cells V/V) prior to two centrifugations (20000g for 10
min at 4 °C) to clarify the supernatant. The protein
concentration was then determined using Bradford reagent
with a Bovine Serum Albumin standard curve and the
concentration was standardized to 0.5 g/L. The activity was
determined in a 96-well plate in a final volume of 50 μL (1:1
with nano-Glo resuspended in provided lysis buffer) per well.
NanoLuc activity was determined on six different increasing
protein quantities (0.1 to 2.5 μg) for each assay, allowing to
assess the linearity of the signal.
Absorbance Measurement of Cultures Growing in

Microtiter Plates. Growth in microtiter plates was
determined by measuring the optical density of each well at
730 nm. Microtiter plates containing 180−200 μL culture were
incubated under constant light (125 μmol photon·m−2·s−1) at
25 °C and 40 rpm orbital shaking. For density determination,
cultures were resuspended by pipetting and 100 μL of cell
suspension was transferred to a new microtiter plate containing
50 μL TAP 0.03% Tween-20. The optical density of each well
was determined at 730 nm in a CLARIOstar plate reader
(BMG Labtech). Plates were shaken for 6−10 s at 600 rpm
before measurement.
RNA Extraction and miRNA-Mediated Cleavage

Mapping. RNA isolation was carried out as previously
described49 (a detailed protocol can be found at http://
www.plantsci.cam.ac.uk/research/davidbaulcombe/methods/
downloads/smallrna.pdf/view), with the following modifica-
tions: Cells were centrifuged and resuspended in 0.25 mL of
water and mixed with 0.25 mL of Lysis buffer (50 mM Tris-
HCl pH 8.0, 200 mM NaCl, 50 mM EDTA, 2% SDS, 1 mg/
mL proteinase K). Lysis buffer was incubated at 50 °C for 5
min prior to mixing with cells. Cell suspension was then
incubated at 25 °C for 20 min. Finally, 2 mL of PureZol
(Biorad) was added and samples were snap-frozen. RNA
quality was assessed in gel and quantified in Nanodrop
(ThermoFisher scientific).
miRNA cleavage site determination was performed as

previously described.66 Briefly, 10 μg of total RNA was ligated
with an RNA oligo (5′ CGACUGGAGCACGAGGACACU-
GACAUGGAC UGAAGGAGUAGAAA 3′) using T4 RNA
ligase for 1 h at 37 °C. RNA was extracted with phenol/
chloform and precipitated with ethanol and sodium acetate.
The precipitated RNA was retrotranscribed into cDNA by
SuperScript IV reverse transcriptase (ThermoFisher scientific),
using random hexamers and following manufacturer’s recom-
mendations. Two microliters of the cDNA was used as
template of a PCR using primers FJN456 (5′- CGACTG-
GAGCACGAGGACACTGA) and FJN495 (5′- TGGGGT-
AGGGGTGGGGGCCAG). A 2 μL portion of this PCR was
used as template of a second PCR with primers FJN457 (5′-
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA) and FJN496
(5′- TGACCCAGTCGCGGATGGCCT). PCR was resolved
in a 2% agarose gel and the specific band was isolated from the
gel and cloned into pGEM-T easy (Promega) for sequencing.

Immuno-blotting. Chlamydomonas cells expressing
FKB12 fusion proteins from liquid cultures were collected by
centrifugation 4000g for 5 min at room temperature (RT),
washed in 50 mM Tris-HCl pH 7.5, and resuspended in a
minimal volume of the same solution. Cells were lysed by two
cycles of slow freezing to −80 °C followed by thawing at RT.
The soluble cell extract was separated from the insoluble
fraction by centrifugation (15000g for 20 min at 4 °C). Total
protein extracts (15 μg) were then subjected to 15% SDS-
PAGE.
mCherry-expressing cells were harvested at 3500 rpm for 2

min (4 °C) and resuspended in 60 μL of DTT-carbonate
buffer (0.1 M DTT, 0.1 M Na2CO3). After freezing at −20 °C
and thawing, 55 μL of SDS-sucrose buffer were added (5%
SDS, 30% sucrose). Samples were then boiled for 45 s at 95
°C, followed by 2 min incubation on ice and 13000g
centrifugation for 2 min at RT. Protein extracts corresponding
to 2 μg of chlorophyll were then separated using 12% SDS-
PAGE.
For immunoblot analyses, proteins were then transferred to

nitrocellulose membranes (Bio-Rad, 162-0115 or Amersham
Protran). After blocking with 3 to 5% low-fat milk in PBS for 1
h at RT, membranes were incubated with primary antibody in
5% low-fat milk in PBS for 16 h at 4 °C. After four washes in
PBS−0.1% tween-20 (TPBS), the membranes were incubated
with secondary antibody in 5% low-fat milk in PBS for 1 h at
RT, and subsequently washed four times in TPBS prior to
chemiluminescence revelation using ECL. Primary antibodies
used were anti-FKBP1252 (1/5000 dilution; secondary was
antirabbit 1/10000), anti-FLAG (Sigma-Aldrich F1804, 1/
5000 dilution; secondary was antimouse 1/5000), anti-STREP
(IBA, Catalog No. 2-1509-001, 1/5000 dilution; conjugated to
HRP), anti-cMYC (Sigma-Aldrich M4439, 1/2500 dilution;
secondary was antimouse 1/5000), anti-HA (Sigma-Aldrich
H9658, 1/5000 dilution; secondary was antimouse 1/2500)
and anti-PRPL1.67 For mCherry serum, rabbits were immu-
nized against purified full-length mCherry protein containing
an N-terminal His6-tag.

Microscopy. For mCherry experiments (Figure 6b−e),
images were taken at 100× magnification with a BX53F
microscope (Olympus). Fluorescence images for the detection
of mCherry were taken using a TRITC filter. For other
fluorescent proteins (Figure 6f−h), microscopy was performed
as previously described.7,68
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Titre : Caractérisation des mécanismes contrôlant l'agrégation, un processus de défense contre le stress chez 

l'algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii 
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Résumé : L’algue unicellulaire Chlamydomonas 

reinhardtii est un des organismes photosynthétiques 

modèle les plus étudiés. Sa prévalence en recherche 

fondamentale et biotechnologique est due aux 

puissantes approches de génétique et de biologie 

moléculaire que l'on peut y développer. Nous 

utilisons Chlamydomonas pour comprendre quelles 

sont les stratégies utilisées par un organisme 

unicellulaire pour survivre dans un environnement 

hostile. Cette thèse décrit une nouvelle réponse 

collective au stress abiotique. En conditions toxiques, 

les cellules se regroupent en structures 

multicellulaires visibles à l’œil nu au sein duquel elles 

sont protégées. Dans ce contexte, les interactions 

cellulaires ont été étudiées avec de nouveaux outils 

moléculaires et d’analyse d’image. Nous avons 

montré que les agrégats sont formés par 

agglutination des cellules et non par divisions 

successives. De plus, une matrice extracellulaire riche  

en sucre a été détectée entre les cellules. De façon 

remarquable, le milieu extracellulaire de cellules 

agrégées est suffisant pour provoquer l’agrégation 

de cellules planctonique. Pour découvrir les 

régulations de l’agrégation, une banque de 13 000 

mutants d’insertion a été criblé. Nous avons isolé 

16 mutants socializer (saz) agrégeant 

spontanément. Ces mutants ont une forte 

résistance au stress ce qui confirme le rôle 

protecteur des agrégats. Ils possèdent aussi une 

matrice extracellulaire et leur filtrat est suffisant 

pour induire l’agrégation. Grace à l’analyse du 

transcriptome et du sécrétome des mutants saz 

nous avons identifié des familles de protéines 

potentiellement impliquées dans la mise en place 

des structures multicellulaires. Une approche de 

génétique inverse sur les gènes candidats nous a 

permis d’identifier premiers régulateurs positifs et 

négatifs de l’agrégation en réponse au stress. 
 

Title : Characterization of mechanisms controlling aggregation, a defense process in response to stress in the 

unicellular alga Chlamydomonas reinhardtii 

Keywords : aggregation, multicellularity, Chlamydomonas reinhardtii, environmental stresses, socialization  

Abstract : The unicellular model alga 

Chlamydomonas reinhardtii is one of the most 

studied photosynthetic organisms. Its prevalence in 

basic and biotechnological research is due to the 

powerful genetic and molecular biology approaches 

that can be developed in this organism. We use 

Chlamydomonas to understand the strategies used 

by a unicellular organism to survive in a hostile 

environment. This thesis describes a new collective 

abiotic stress response. In a toxic environment, cells 

aggregate forming multicellular structures visible to 

the naked eye in which they are protected. We 

analyzed this process using genetic, reverse genetics, 

imaging approaches and a multiomic analysis. 

Aggregates were found to be built by cell adhesion 

rather than a clonal mode. In addition, we detected a 

sugar-containing extracellular matrix embedding the 

cells. Interestingly, the extracellular medium of  

aggregated cells is sufficient to induce aggregation 

of planktonic ones. To discover the regulators of 

aggregation, we screened a library of 13000 

insertional mutants. 16 socializer (saz) mutants that 

aggregates spontaneously were isolated. These 

mutants exhibit a strong resistance to stress, thus 

confirming that aggregates are protective of the 

surrounding toxicity. They also contain an 

extracellular matrix, and their filtrate is sufficient to 

induce aggregation. Thanks to the analysis of the 

transcriptome and secretome of saz mutants we 

have identified families of proteins potentially 

involved in the establishment of multicellular 

structures. A reverse genetics approach on 

candidate genes allowed us to identify the first 

positive and negative regulators of aggregation in 

response to stress. 
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