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Résumé : La photosynthese permet I'assimilation du CO2 atmosphérique en glucides tout
en produisant de I'O,. L'énergie lumineuse est convertie en énergie chimique qui est a
son tour principalement utilisée pour fixer le carbone inorganique via le cycle de Calvin-
Benson-Bassham (CBBC). Le CBBC se compose de 13 réactions qui sont catalysées par 11
enzymes, qui sont toutes fortement exprimées et étroitement régulées a plusieurs
niveaux (abondance, modifications post-traductionnelles,...). Le principal facteur limitant
la photosynthése est le CBBC, qui présente des goulets d'étranglement cinétiques. Une
meilleure compréhension de ces goulets d'étranglement in vivo est indispensable pour
lever ces limitations afin de pouvoir améliorer la photosynthese. Une approche consiste
a modifier 'abondance de chaque enzyme individuellement afin de déterminer si elle est
limitante. Pour controler I'abondance des enzymes du CBBC in vivo, des circuits
génétiques synthétiques peuvent étre utilisés. Les approches de biologie synthétique
permettent de construire de tels circuits génétiques et de comprendre par construction
plutdt que par déconstruction.

Dans cette thése, nous avons étudié la phosphoribulokinase (PRK) chez lalgue
unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii, car son activité est unique et spécifique au
CBBC, elle est codée par un seul gene nucléaire et un mutant d'insertion est disponible.

La caractérisation de la souche mutante a révélé que la PRK est essentielle a la
photoautotrophie et que la complémentation fonctionnelle du mutant permet de
restaurer la croissance en milieu minimum. Toutefois, pour obtenir plus de 40 % de PRK
par rapport a la souche sauvage, nous avons di construire un circuit génétique contenant
le promoteur, le 5'UTR et la séquence incluant les introns du géne endogene de la PRK.
Une collection de souches présentant des niveaux de PRK entre 16% et 250% des niveaux
de PRK sauvage a été générée et caractérisée. Un contenu en PRK d'environ 86% est
suffisant pour restaurer complétement la croissance photoautotrophe. Nos résultats
suggerent que la PRK est présente en exces modéré chez C. reinhardtii. De maniere
cohérente, la surexpression de la PRK n'a pas augmenté la croissance photosynthétique,
indiquant que le niveau endogene de PRK chez C. reinhardtii n'est pas limitant pour le
cycle de Calvin-Benson-Bassham dans des conditions optimales.

En parallele, j'ai participé au développement d'outils de biologie synthétique. En
particulier, nous avons développé et validé un nouveau marqueur de résistance a
I"antibiotique blasticidine chez C. reinhardtii afin de faciliter la construction de nouvelles
souches.




Title : Synthetic biology of carbon fixation in Chlamydomonas reinhardtii

Keywords : blasticidine, Calvin-Benson-Bassham cycle, Chlamydomonas reinhardtii, synthetic
biology, phosphoribulokinase, photosynthesis

Abstract : Photosynthesis allows the assimilation of atmospheric CO; into carbohydrates
while producing Oz. Light energy is converted into chemical energy which is in turn
primarily used to fix inorganic carbon via the Calvin Benson Bassham cycle (CBBC). The
CBBC consists of 13 reactions catalyzed by 11 enzymes, all of which are highly expressed
and tightly regulated at multiple levels (abundance, post-translational modifications;...).
The primary limiting factor for photosynthesis is the CBBC, which has kinetic bottlenecks.
A better understanding of these bottlenecks in vivo is essential for overcoming these
limitations to improve photosynthesis. One approach is to alter the abundance of each
individual enzyme to determine if it is limiting. Synthetic genetic circuits can be used to
control the abundance of CBBC enzymes in vivo. Synthetic biology approaches allow for
the construction of such genetic circuits and understanding by construction rather than
deconstruction.

In this thesis, we studied phosphoribulokinase (PRK) in the unicellular alga
Chlamydomonas reinhardtii, as its activity is unique and specific to the CBBC, it is encoded
by a single nuclear gene, and an insertion mutant is available. Characterization of the
mutant strain revealed that PRK is essential for photoautotrophy, and functional
complementation of the mutant restores growth in minimal media. However, to achieve
more than 40% of PRK compared to the wild-type strain, we had to construct a genetic
circuit containing the promoter, 5'UTR, and sequence including the introns of the
endogenous PRK gene. A collection of strains with PRK levels between 16% and 250% of
wild-type PRK levels was generated and characterized. A PRK content of approximately
86% is sufficient to fully restore photoautotrophic growth. Our results suggest that PRK
is present in moderate excess in C. reinhardtii. Consistently, PRK overexpression did not
increase photosynthetic growth, indicating that the endogenous level of PRK in
C. reinhardtii. is not limiting for the Calvin-Benson-Bassham cycle under optimal
conditions.

In parallel, | contributed to the development of synthetic biology tools. In particular, we
developed and validated a new marker of resistance to the antibiotic blasticidine in
C. reinhardtii to facilitate the construction of new strains.
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1.1

1T INTRODUCTION

Problématique environnementale, écologique et
sociétale.

Aujourd’hui et pour les décennies a venir, 'humanité est confrontée a
un défi majeur auquel elle n'a jamais été confrontée auparavant. Cing
ans apres la création de I'Organisation des Nations Unies en 1954,
cette derniere avait estimé la population mondiale a pres de 2,6
milliards de personnes. Le 15 novembre 2022, la population mondiale
a atteint 8 milliards de personnes (Gaigbe-Togbe et al., 2022). Ce
chiffre important n'est pas sans engendrer des conséquences sur notre
planéete et sur nos vies.

Tout comme les autres especes, I'Homo sapiens utilise son
environnement pour se développer et prospérer. Nous déforestons
pour étendre les terres agricoles, nous utilisons l'agriculture pour
produire des denrées alimentaires et nous utilisons des industries pour
transformer ces ressources ainsi que pour produire des molécules
d'intérét industriel.

Les conséquences de I'activité humaine ont commencé a se manifester
assez rapidement en raison de l|'accroissement démographique. En
1988, le programme des nations unies pour |'environnement (PNUE)
et I'organisation météorologique mondiale (OMM) ont créé le groupe
d’experts intergouvernemental sur I'évolution du climat (GIEC), chargé
de synthétiser |'état des connaissances sur le changement climatique
et le role de [lactivité humaine (https://www.ipcc.ch/). Assez
rapidement, la corrélation entre les deux fut établie et il ny a
aujourd’hui plus de doute sur le fait que les bouleversements
climatiques et environnementaux sont dues a l'activité humaine (Lee
et al., 2021; IPCC, 2022).

Notre activité a un tel impact, qu'elle a déclenché une sixieme
extinction de masse sur Terre, qualifiée d'Holocene ou également
d'Anthropocéne (Barnosky et al., 2011; Cowie et al., 2022). La surpéche,
la déforestation et I'appauvrissement des zones naturelles, le
réchauffement climatique, la pollution des sols et des eaux a I'échelle
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de la planéte entrainent des conséquences tres lourdes sur le biome
de la planéte. La concentration en CO2dans l'air est passée de 280 ppm
a I'époque préindustrielle a 420 ppm aujourd’hui. Cela a déja entrainé
une augmentation de la température moyenne mondiale de 1,5°C
(Figure 1) qui, méme avec des mesures dites « zéro émission » pour
tenter d'y remédier, bouleversera les écosystemes pendant 100
générations, soit pres de 10 000 ans (Hirt et al., 2023).

(a) Change in global surface temperature (decadal average) (b) Change in global surface temperature (annual average) as observed and

as reconstructed (1-2000) and observed (1850-2020) simulated using human & natural and only natural factors (both 1850-2020)
oc °C
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Figure 1. Graphique de l'augmentation de la température globale (a) sur
2000 ans (b) entre 1850 et 2020 (Lee et al., 2021))

Le réchauffement climatique engendre déja des secheresses, des
inondations et une diminution des capacités de production de
I'agriculture. Les ressources de notre planéte sont limitées. Avec notre
systeme de production actuel, nous ne pouvons résoudre les
problémes que nous créons. L'un des plus grands défis de I'humanité
est donc de réussir, dans ce contexte, a produire suffisamment de
nourriture pour la population mondiale, de réduire les émissions de
carbone et de capturer le CO2 atmosphérique. En définitive, il s'agit de
réduire I'impact de notre activité en changeant, entre autres choses,
nos modes de production (Lee et al., 2021; IPCC, 2022).

Malgré notre progres technologique, il nous reste encore beaucoup a
développer et a apprendre pour transformer profondément nos
modes de production, que ce soit dans I'agriculture ou dans lI'industrie.
Pour cela, il est intéressant de s'inspirer des stratégies présentes dans
le vivant (Singh et al., 2012; Oguntona et Aigbavboa, 2023).
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L'humanité est relativement jeune, apparue il y a seulement quelques
centaines de milliers d’années, en comparaison avec la vie sur terre qui
aurait débuté il y a environ 4 milliards d'années (Malaterre et al., 2022).
La bio-inspiration est donc un vecteur d'avancées technologiques. Par
exemple, nous pouvons envisager de remédier a la consommation
énergétique trés importante des data-centers en nous inspirant du
vivant pour stocker I'information de maniere plus efficace (cf. 1.2.2.5).
L'information dans les cellules est portée par [l'acide
désoxyribonucléique (ADN), une molécule dont la compacité et la
durabilité dans le temps demeurent jusqu'a présent inégalée par les
inventions humaines (Dong et al, 2020). Une compréhension
fondamentale du vivant, me semble un point clé pour I'évolution de la
société humaine.

1.2 La biologie de synthése en tant qu'approche de
compréhension

1.2.1 La synthese en biologie

« Comme les autres sciences, la biologie doit étre successivement
descriptive, analytique puis synthétique » S. Leduc, 1912.

Stéphane Leduc, un scientifique francais du XIX¢™® siécle, a pu observer
le développement fantastique de la chimie organique de synthése. Il a
voulu témoigner de I'importance de ne pas se limiter uniquement a
I'observation et a l'analyse des phénomenes biologiques pour les
comprendre, et les utiliser a d'autres finalités (Tirard, 2015).

La synthése vise a comprendre par la construction plutdt que par la
déconstruction (analyse).

« What I cannot create, | do not understand » Richard Feynman.

Cette phrase de Richard Feynman illustre bien le concept sous-jacent
de la synthese: la construction est la preuve ultime de la
compréhension. Imaginons que pour comprendre un vélo, I'approche
analytique va retirer une roue ou le guidon et en observer les
conséquences. La synthese va construire une roue, un guidon, une
selle, un dérailleur et ainsi observer que les connaissances que nous
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avions jusque-la n'étaient pas suffisantes pour comprendre
pleinement comment fonctionne un vélo. A chaque cycle, dit de
Design, Build, Test, Learn (DBTL), une méthodologie empruntée a
I'ingénierie (Endy, 2005), nous apprenons des concepts et les regles de
conception (design) qui nous échappaient précédemment pour
élaborer convenablement notre systeme (Figure 2). En conservant
notre métaphore, une roue a besoin de rayons, et ses rayons ont
besoin d'étre légers, tout comme le chassis, le dérailleur doit étre
graissé...

Initial Design
0

L ow productivity

Final Design Learn

& 0

High productivity

Intermediate Designs /

38 & e

Tncreased productivity with eacit
iterafion

Figure 2. Le cycle Design/Build/Test/Learn appliqué pour une utilisation
chez l'algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii

En d'autres termes, la biologie synthétique vise a concevoir et
construire des systéemes biologiques avec une (des) fonction(s)
nouvelle(s). En répétant le cycle Design/Build/Test/Learn jusqu'a
I'obtention du systéme le plus efficace pour la (les) fonction(s)
donnée(s). L'organisme dans lequel le design est assemblé et testé est
appelé le chassis.

Par exemple, pour produire des molécules d'intérét dans un chassis a
partir d'un design original peu productif, un nouveau design est
construit et testé selon des criteres prédéfinis. Si le nouveau design est
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plus performant mais pas encore assez (générant un design
intermédiaire), un nouveau design est réalisé en améliorant le
précédent a la lumiere des résultats du test (Learn). Cela marque le
début d'une nouvelle itération. Comme chaque itération apporte de
nouvelles connaissances (Learn), elle permet de guider la génération
d'une nouvelle conception pour l'itération suivante. Apres n itérations,
le design n est hautement productif selon les criteres attendus et
devient le design final, mettant fin au cycle.

Quelle meilleure preuve de compréhension d'un systeme que de
réussir a le (re)construire ? Pouvons-nous améliorer ce systéme ?
Pouvons-nous lui donner de nouvelles fonctions ? Pour que cette
logique de construction fonctionne, la biologie de synthése s'appuie
sur deux autres concepts d'ingénierie, I'abstraction et Ia
standardisation (Endy, 2005).

Dans le but de construire des systemes complexes, les designs
s'averent également de plus en plus complexes. L'abstraction permet
de créer une hiérarchie dans notre méthodologie, un systeme sera
composé de dispositifs (devices), eux-mémes composés de modules,
ces derniers étant construits a partir de briques élémentaires. En
montant ces niveaux de complexité, on peut faire abstraction des
détails des niveaux précédents et ainsi concevoir (design) plus
facilement (Figure 3).

Mutticellular %Q

Self-Organized Multicellular Systems

s ))) R
SVStems Edge Detector
C|rcmts z
XOR gate A AND (NOT B) Gate ,

Devuces # 079 @))0 |

Light Sensor Inverter Cell-Cell Signalling )

Parts — a® =

Promoter RBS Terminator CDS Adapter

ABSTRACTION

z
DNA ATGCGATTGCCCGTCCATTTTTAACGGATGCC

J

Figure 3. Représentation d'une hiérarchie d'abstraction, de 'ADN a
l'ingénierie de systemes multicellulaires (Federici et al., 2013)
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En biologie, I'ADN designé’ permet de faire construire aux cellules des
systemes élaborés par un étre humain. Une hiérarchie d'abstraction en
biologie aura donc comme niveau fondamental, celui des briques, des
séquences d’ADN portant une fonction simple (comme un promoteur
ou une séquence codante). Le niveau suivant de fonctionnalité sera le
gene, ou unité de transcription, composé de ces briques. L'intégration
fonctionnelle de ces genes sera le niveau supérieur, et ainsi de suite.

Pour pouvoir construire ces systemes efficacement, I'histoire de
I'ingénierie a montré que la standardisation est cruciale. En effet, celle-
ci permet un meilleur échange entre les designers, et évite donc de
recréer continuellement les mémes constructions. Cela garantit une
meilleure efficacité et permet une meilleure diffusion des progres
(Meng et Ellis, 2020). Chaque niveau d'une hiérarchie d'abstraction
possede donc ses propres standards. Le premier niveau, celui des
briques géniques fonctionnelles, est donc celui ayant eu le plus de
tentatives de standardisation (Casini et al., 2015). On a pu clairement
voir au cours du temps, un engouement pour un standard particulier,
associé a une méthodologie : le Modular Cloning (MoClo) (Weber et
al, 2011; Patron et al, 2015) rendu possible grace au Golden Gate
Cloning (Engler et al., 2008). Nous détaillerons cette méthodologie ci-
apres (cf. 1.4).

L'avéenement des biotechnologies nous a permis de ne plus exploiter
certaines ressources naturelles pour la production de molécules
spécifiques. La biologie de synthése contribuera encore davantage a
cette évolution. Cette discipline, bien que jeune, est prometteuse pour
aborder un certain nombre de problématiques sociétales (Cameron et
al., 2014; Meng et Ellis, 2020). Nous en illustrerons des exemples dans
la partie suivante.

1.2.2 Quelques domaines de la biologie de synthese

De nos jours, l'utilisation de la biologie de synthese est devenue de
plus en plus présente dans la recherche fondamentale comme dans

' Le terme correct en francais serait « concu rationnellement » mais il semble accepté
aujourd’hui d'utiliser le terme anglais design, et ses variations (designé), dans notre
contexte de biologie synthétique.
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I'industrie. De nombreux projets ont vu le jour dans différents
domaines. A travers quelques exemples, nous illustrerons cette
diversité.

Programmation génétique

Les travaux de Francgois Jacob, Jacques Monod et André Lwoff, qui leur
ont valu le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1965, ont
démontré I'existence de circuits génétiques se comportant comme les
opérateurs logiques fondamentaux a la base de I'électronique (Jacob
et al, 2005). En effet, I'opéron lactose se comporte comme un
opérateur A NIMPLY B de la logique de Boole. Il parait donc impératif
d'étre capable de programmer ces réseaux génétiques cellulaires afin
d'en comprendre le fonctionnement (English et al., 2021). C'est donc
sans surprise que les deux articles fondateurs de la biologie
synthétique décrivaient des circuits génétiques synthétiques : le toggle
switch (Figure 4), un interrupteur génétique controlé de facon exogene
(Gardner et al., 2000), et le repressilator, un oscillateur génétique
autonome (Michael B. Elowitz et Stanislas Leibler, 2000). Ainsi, des

- - o - -

Q

Figure 4. Représentation d'un interrupteur génétique, le toggle
switch. Deux répresseurs (Lacl et cl) s'inhibent l'un lautre par
l'intermédiaire de leurs opérateurs apparentés, contréllant l'output du
circuit génétique, l'expression de la GFP (English et al., 2021).

circuits génétiques de plus en plus complexes sont aujourd’hui
littéralement programmés sur ordinateurs et leur efficacite est
modélisée avant qu'ils ne soient testés in vivo (Nielsen et al., 2016).
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Génomique synthétique

L'obtention d'un génome entierement synthétique est un des succes
de la biologie de synthese. Cela permet de répondre a des questions
fondamentales comme : est-ce qu'un génome défini une espece ? quel
est le nombre minimal de genes pour obtenir une cellule viable ? En
outre, cela permet également de disposer d'un chassis dont on peut
contrOler intégralement le génome (Wang et al., 2018).

Le premier génome artificiel synthétisé fut celui d'un virus, le poliovrus
(Cello et al., 2002). Cependant, la démonstration la plus significative,
réalisée en deux étapes, a été la synthése compléte du génome de
Mycoplasma mycoides (Gibson et al., 2010). Cette étude a permis de
montrer qu'un génome est bien ce qui détermine I'espece car le
génome d'un mycoplasme (capricolum) a été remplacé par celui d'un
autre (mycoides), transformant une cellule d'une espece en une autre.
La méme équipe a ensuite utilisé ce génome artificiel pour le réduire
jusqu'au minimum possible. Aprés de plusieurs cycles de D/B/T/L, ils
ont réussi a obtenir le premier génome minimal d'une cellule capable
de se diviser (Figure 5) (Hutchison et al., 2016). Cet exploit a permis de
répondre a la question «quel est le nombre minimal de genes
strictement suffisant pour qu’une cellule soit capable de se diviser ».
Pour ce mycoplasme, la réponse semble étre 473 genes. De fagon
surprenante, parmi ce faible nombre de genes, plus d'un tiers (149)
sont de fonction inconnue.

D'autres initiatives ont ensuite vu le jour, telles que le projet SC2.0,
initié par Jef Boeke et Srinivasan Chandrasegaran, visant au redesign
et a la construction d'un génome synthétique de la levure
Saccharomyces cerevisiae. lls ont en particulier choisi a priori d'enlever
du génome de S. cerevisiae tous les introns et les télomeéres naturels
(remplacés par des télomeres artificiels) ou encore de déplacer les
genes des ARNs de transfert vers un nouveau chromosome (car
connus pour provoquer de l'instabilité génomique). L'obtention de
chromosomes synthétiques chez un eucaryote permet également
d’'adresser des questions concernant |'organisation des chromosomes
linéaires (Richardson et al., 2017). Parmi les autres initiatives, nous
pouvons citer des épisomes artificiels chez la diatomée Phaeodactylum
tricornutum (Karas et al., 2015), des chromosomes artificiels chez Homo
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sapiens (Kouprina et al,, 2018), ou encore l'initiative Human Genome
Project Write visant a synthétiser un génome humain complet (Boeke
et al., 2016).
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Figure 5. Quatre cycles de Design-Build-Test ont permis de produire
JCVI-syn3.0. (A) Le cycle de conception du génome, de construction au
moyen de la synthese et du clonage dans la levure, et de test de la
viabilité du génome. Apres chaque cycle, l'essentialité des genes est
réévaluée par mutagénese par transposon globale. (B) Comparaison de
JCVI-syn1.0 (cercle bleu extérieur) avec JCVI-syn3.0 (cercle rouge
intérieur), montrant la division de chacun en huit segments. Les barres
rouges a l'intérieur du cercle extérieur indiquent les régions conservées
dans JCVI-syn3.0. (C) Un groupe de cellules JCVI-syn3.0 montrant des
structures sphériques de tailles variables (barre d'échelle : 200 nm).
(Hutchison et al., 2016).
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D'autres initiatives ont ensuite vu le jour, telles que le projet SC2.0,
initié par Jef Boeke et Srinivasan Chandrasegaran, visant au redesign
et a la construction d'un génome synthétique de la levure
Saccharomyces cerevisiae. lls ont en particulier choisi a priori d'enlever
du génome de S. cerevisiae tous les introns et les télomeres naturels
(remplacés par des télomeres artificiels) ou encore de déplacer les
genes des ARNs de transfert vers un nouveau chromosome (car
connus pour provoquer de l'instabilité génomique). L'obtention de
chromosomes synthétiques chez un eucaryote permet également
d’'adresser des questions concernant |'organisation des chromosomes
linéaires (Richardson et al., 2017). Parmi les autres initiatives, nous
pouvons citer des épisomes artificiels chez la diatomée Phaeodactylum
tricornutum (Karas et al., 2015), des chromosomes artificiels chez Homo
sapiens (Kouprina et al., 2018), ou encore l'initiative Human Genome
Project Write visant a synthétiser un génome humain complet (Boeke
et al., 2016).

Ingénierie métabolique

Méme si l'ingénierie métabolique existe depuis I'avénement des
biotechnologies grace a la biologie moléculaire, I'application
systématique des principes de I'ingénierie par la biologie synthétique
(cf. 1.2.1) a bouleversé ce domaine (Endy, 2011). Cette discipline vise a
faire produire a un chassis choisi une (des) molécule(s) d'intérét que ce
chassis ne produit pas naturellement a l'aide de circuits génétiques
synthétiques.

L'exemple le plus cité est souvent la synthese de I'artémisinine, un
médicament antipaludique dont la découverte a valu le prix Nobel de
Médecine a Tu Youyou en 2015. La plante Artemisia annua produit
cette molécule mais sa culture ralentit la production d'artémisinine
(Mark Peplow 2016). L'équipe de Jay Keasling a donc greffé une partie
de sa voie de biosynthése au métabolisme de la bactérie Escherichia
coli (Martin et al,, 2003) puis de la levure S. cerevisiae (Figure 6) (Ro et
al. 2006).

L'utilisation de la biologie pour produire des molécules d'intérét
permet également de viser un objectif de réduction de la production
de CO». Par exemple, il existe la possibilité de faire produire du ciment

21



par des microorganismes. Les émissions globales de CO; produites par
cette industrie pourraient donc étre réduite (Lezzi et al., 2019). D'autre
part, il existe aussi des biomatériaux produits via la biologie de
synthese comme des textiles, issus de la production de soie d'araignée
produite chez différents organismes (Poddar et al., 2020).
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Figure 6. Représentation schématique de la voie de biosynthése de
l'acide artémisinique dans la souche EPY224 de S. cerevisiae exprimant
CYP71AV1 et CPR. Les genes de la voie du mévalonate chez S. cerevisiae
qui sont directement surexprimés sont indiqués en bleu ; ceux qui sont
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indirectement régulés par l'expression de upc2-1 sont en violet ; et la
ligne rouge indique la répression de ERG9 dans la souche EPY224. Les
intermédiaires de la voie IPP, DMAPP et GPP sont définis comme étant
respectivement le pyrophosphate d'isopentényle, le pyrophosphate
d'allyle diméthylique et le pyrophosphate de géranyle. Les fleches vertes
indiquent la voie biochimique menant du farnesyl pyrophosphate (FPP)
a l'acide artémisinique, qui a été introduit dans S. cerevisiae a partir d'A.
annua. Les trois étapes d'oxydation convertissant ['amorphadiene en
acide artémisinique par CYP71AV1 et CPR sont représentées (Ro et al.,
2006).

De nombreux exemples existent aussi dans |'agro-alimentaire ou des
colorants, conservateurs et enzymes sont produits via des bactéries ou
des levures. Dans le domaine de la cosmétique, certaines huiles,
ardbmes et parfums ne sont plus issus de plantes cultivées en champs,
mais de microorganismes cultivés en bioréacteurs (Moses et Goossens,
2017; Moses et al., 2017).

Applications médicales

De nombreuses autres applications comme la synthese d'anticorps, le
développement de nouvelles thérapies, jusqu'au développement de
tissus en laboratoire sont des domaines tres actifs de recherche dans
le secteur médical (Rosales-Mendoza et al., 2012; Rooke, 2013; Way et
al, 2014). On peut en particulier citer les thérapies par CAR-T cell
(Chimeric Antigen Receptor) qui sont une des pistes privilégiées dans
la lutte contre le cancer. En effet, des récepteurs de lymphocytes T ont
été modifiés afin qu’ils puissent reconnaitre spécifiquement des
épitopes présents uniquement a la surface de cellules cancéreuses.
Cela permet de diriger lactivation du systeme immunitaire
directement contre ces cancers (Gross et Eshhar, 2016). Ces thérapies
ont aussi été couplées a des circuits logiques permettant de mieux en
contrdler I'activité (Meng et Ellis, 2020).

Stockage numérique sur ADN

Enfin, nous pouvons citer un cas particulier d'application de la biologie
synthétique a I'informatique.

Le monde de I'informatique connait aujourd’hui une crise des données.
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En effet, nos supports de stockage sont aujourd’hui insuffisants pour
stocker les données que nous générons. De plus, ils sont fragiles,
volumineux et énergivores (pour leur production, fonctionnement et
maintenance) (Rapport de I’Académie des technologies, 2020).

Une solution possible apportée par la biologie de synthese est de
stocker ces données numériques sur de I'ADN. Ce stockage
moléculaire est robuste, extrémement compact et ne nécessite pas
d'énergie pour sa conservation (dans des conditions appropriées). La
premiere démonstration de cette technologie a été réalisée en 2012
par I'équipe de George Church (Church et al, 2012) et elle continue
depuis d'étre améliorée par un certain nombre d‘acteurs, la plupart
réunis au sein de la DNA Data Storage Alliance
(https://dnastoragealliance.org/). En particulier, un de ces acteurs est
la start-up Biomemory née au sein de notre laboratoire
(www.biomemory.com). Contrairement aux autres acteurs du domaine,
Biomemory stocke l'information numérique sur des grandes molécules
d'ADN et non pas des oligonucléotides. Pour démontrer la faisabilité
de leur méthodologie, ils ont encodé deux textes fondateurs de la
révolution francaise sur ADN, la déclaration des droits de I'homme et
du citoyen ainsi que la déclaration des droits de la femme et de la
citoyenne d'Olympe de Gouges. Ces textes ont été officiellement
déposés aux Archives Nationales en Novembre 2021 (Figure 7).

Figure 7. Dessin réalisé par Jeanne Le Peillet illustrant les capsules
utilisées par la start-up Biomemory pour stocker 'ADN contenant
l'information numérique.

A gauche la capsule DDHC 1789 contient la Déclaration des droits de
['homme et du citoyen, a droite la capsule DDFC 1791 contient la
Déclaration des droits de la femme et de la citoyennne.
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Vers de nouveaux chassis

De nos jours la majorité des projets en biologie synthétique utilisent
des levures et des bactéries qui sont utilisées dans des bioraffineries.
Ces installations permettent de produire des médicaments, des
parfums et d'autres molécules. Pour la bioproduction, les chassis, c’est-
a-dire les organismes dans lesquels on congoit, construit et teste les
systemes biologiques, sont peu nombreux (Adams, 2016). Aussi, une
partie de la communauté de la biologie synthétique plaide en faveur
de l'utilisation de nouveaux chassis de production.

Ainsi, une partie de l'utilisation des sols pour l'agriculture sert a
produire de la biomasse (glucose et autre sucres simples) afin de
nourrir les chassis hétérotrophes de bioproduction. Face a la
diminution prévue de nos capacités de production alimentaire dans un
futur proche, en raison du réchauffement climatique et de la baisse des
rendements, ces besoins en biomasse risquent d'entrer en compétition
avec la production agricole pour les terres arables (Long et al., 2015).

Dans cette perspective, une alternative a ce probleme consisterait a
recourir a des microalgues comme chassis car elles ne nécessitent pas
de matiére organique ni de terres arables pour croitre et donc produire
des biomolécules d'intérét.

1.3 Chlamydomonas reinhardtii - Organisme modele

Etant donné leur capacité a utiliser la photosynthese pour augmenter
leur biomasse ainsi que leur croissance rapide, comparativement aux
plantes terrestres, les microalgues apparaissent comme de bons
chassis pour la biologie de synthese (Vavitsas et al., 2019).

Parmi la trés grande diversité de microorganismes photosynthétiques,
certaines especes ont été choisies comme modeéles. On peut citer par
exemple Synechococcus et Synechocystis chez les cyanobactéries, P.
tricornutum chez les diatomées, Chlorella vulgaris et C. reinhardtii chez
les algues vertes (Vavitsas et al., 2021).

Depuis les années 1960, Chlamydomonas reinhardtii est utilisé pour de
nombreuses études sur la photosynthese, la biologie du chloroplaste,
la structure et la fonction des cils, le contréle du cycle cellulaire, ou
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encore la signalisation par la lumiere (Harris, 2001; Salomé et
Merchant, 2019).

Chlamydomonas reinhardtii est un organisme phototrophe eucaryote
unicellulaire (Figure 8). Son appareil photosynthétique est trés similaire
a celui des plantes terrestres. Des collections de mutants sont
disponibles (http://chlamystation.free.fr/index.php), dont la plus
complete, la banque CLiP (Chlamydomonas Library Insertion Project),
a été obtenue récemment par mutagénese insertionnelle (Li et al.,
2015, 2019), comme cela a déja éteé fait chez Arabidopsis thaliana. Ses
génomes (mitochondrial, chloroplastique et nucléaire) ont été
séquenceés et annotés, et sont transformables (Gallaher et al., 2018;
Craig et al., 2023). Elle possede une grande plasticité phénotypique et
est reconnue comme GRAS (Generally Reconized As Safe) (Wollman et
al., 1994). Sa génétique et sa physiologie sont bien connues et elle est
capable de croitre en présence d'une source de carbone réduite
(acétate) ce qui permet d'obtenir des mutants viables de génes
photosynthétiques, ce qui est un défi particulier chez les plantes
terrestres (Merchant, 2019).

cilium
basal body
cell wall

eye spot

nucleolus
nucleus
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cytosol
vacuole
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mitochondrion

Figure 8. Anatomie de Chlamydomonas reinhardtii. Tiré de (Merchant,
2019). (A) Micrographie électronique a transmission (TEM) d'une cellule.
Publié a l'origine par Ohad et al. (Ohad et al., 1967). (B) Dessin d’une
cellule de C. reinhardtii d'apres l'image de TEM en (A).
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Chlamydomonas commence a étre utilisé comme chassis de
bioproduction pour des applications industrielles potentielles et a déja
été utilisé pour produire diverses molécules d'intéréts notamment des
terpenes (Yahya et al., 2023), pigments (Amendola et al., 2023), lipides
(Kong et al,, 2019), et différentes protéines d'intérét pharmaceutique
(Yan et al., 2016).

Ces caractéristiques font de C. reinhardtii un choix judicieux pour la
biologie de synthése. De nombreux outils ont été développés offrant
de nombreuses possibilités d'ingénierie (Scaife et al., 2015; Kong et al.,
2019; Vavitsas et al., 2019; Schroda and Remacle, 2022). Nous pouvons
citer par exemple |'édition du génome via CRISPR/Cas9 (Ferenczi et al.,
2017; Greiner et al., 2017; Kim et al., 2020), ou bien le kit de Modular
Cloning (cf. 1.4) généré par un consortium de scientifiques. Ce dernier
a été initié et mené au sein de mon laboratoire avant mon arrivée.
Depuis, le nombre de briques géniques n'a fait qu'augmenter pour
passer de 119 briques a plus de 300 (Crozet et al. 2018).

1.4 Modular Cloning (MoClo)

Comme mentionné précédemment, la standardisation est un des
points essentiels dans les approches de biologie de synthese car elle
permet de concevoir et de construire plus aisément et plus rapidement
les systemes voulus. Au cours des années, différents standards, et
souvent leurs méthodologies associées de construction de circuits
génétiques, ont été développés (Casini et al., 2015). Les biologistes ont
sélectionné au cours du temps une méthodologie et son standard, le
Modular Cloning (MoClo) (Weber et al., 2011). Le MoClo est basé sur
la technologie du Golden Gate cloning qui consiste en |'utilisation
d'enzyme de restriction de type IS (Engler et al., 2008). Ces
endonucléases ont la particularité de cliver 'ADN double brin cible en
dehors de leur site de reconnaissance, laissant ainsi des extrémités
saillantes dont la séquence est variable et donc pouvant étre choisies
(les sites de fusion). Cela permet donc un clonage directionnel et sans
cicatrice. De plus, a I'aide d'un design approprié, la partie d'intérét de
la molécule clivée ne contient plus les sites de reconnaissance de
I'enzyme de restriction, ce qui permet d'obtenir un produit final de
ligation insensible a cette enzyme (Figure 9). Ces particularités font que
le clonage Golden Gate permet de réaliser une digestion avec une
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seule enzyme et qui peut étre effectuée en méme temps que la ligation
(Engler et al., 2008).

(a) BsalE : : EE’sal
GETCTCHNHNN HUNNNGAGACC
CCAGAGNNNNN HNNNNCTCTGG
(b)
' ™

Bsal o : Bsal Bsal, i ' Bsal Bsal, | : Bsal

Bacterial selection A Bacterial selection A

(Bsal Bsal, .
NN

"""" . Acceptor NNI-Hi
N Bacterial selection B . ~

One step digestion-ligation reaction with Bsal and T4 ligase.
Selection for colonies carrying plasmids with Bacterial selection B.

Part 2 | ') Part 3

Bacterial selection B

Figure 9. Représentation schématique du systeme de clonage modulaire
basé sur lutilisation d'une enzyme de restriction de type IS (a) Les
enzymes de restriction de type IIS telles que Bsal sont directionnelles,
clivant en dehors de leurs séquences de reconnaissance non
palindromiques. (b) Les squelettes plasmidiques flanqués d'une paire de
sites de reconnaissance peuvent étre assemblés en une seule réaction de
digestion-ligature dans un plasmide accepteur (Patron et al.,, 2015).

En déterminant les enzymes a utiliser et les séquences des sites de
fusion en fonction de leur position dans le construit final, et en
répétant ce choix pour les différents niveaux de construction
génétique (brique génique, unité de transcription, construit
multigénique), on obtient un standard. Ce standard permet de
construire en seulement 3 étapes, en utilisant au total deux enzymes
(Bsal et Bbsl) et une ligase, des construits de plusieurs génes, chacun
avec des briques potentiellement différentes (Figure 10). C'est cette
standardisation extréme du Golden Gate cloning que |'équipe de
Sylvestre Marillonet a appelé le MoClo (Weber et al,, 2011)

Il est important de noter que le standard pour assembler des briques
en modules (niveau 0 a 1) est différent de celui pour assembler des
modules en dispositif (niveau 1 a M/2) (Weber et al.,, 2011; Werner et
al., 2012).
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Figure 10. Processus d'assemblage MoClo reflétant la hiérarchie
d'abstraction. Figure tirée de (Crozet et al. 2018). La syntaxe utilisée est
l'originale du MoClo (Weber et al., 2011; Patron et al., 2015). Apres la
conception d'une partie de gene controlée in silico pour une
compatibilité totale jusqu'a l'assemblage de niveau M, la brique est
clonée avec Bpil (équivalent a Bbsl) dans le plasmide de niveau 0
approprié (résistance bactérienne a la spectinomycine). Apres un
contréle de qualité (QC) par restriction et séquencage, le clone résultant
est enregistré dans la base de données des briques en tant que niveau 0.
Pour générer ['unité transcriptionnelle (TU) souhaitée, les briques
compatibles sont assemblées avec Bsal dans le plasmide de niveau 1
approprié (résistance bactérienne a l'‘ampicilline). Apres un contréle de
qualité par restriction, le clone est enregistré en tant que niveau 1 dans
la base de données des modules. Enfin, pour assembler un dispositif,
Jjusqu'a 6 modules a la fois sont assemblés, a l'aide de ['end-linker
correspondant, par Bpil dans un plasmide de niveau M ou 2 (résistance
bactérienne a la spectinomycine ou a la kanamycine, respectivement).
Apres un contréle qualité par restriction, le clone est enregistré en tant
que niveau M ou 2 dans la base de données des dispositifs. Un nouvel
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assemblage a partir de ce dispositif peut étre effectué pour assembler
d'autres modules au dispositif. Les briques géniques sont représentées
dans le code visuel SBOL2.0. Les sites de fusion standardisés permettant
le passage du niveau 0 a 1 sont représentés par des parties colorées et
un numeéro, correspondant au standard MoClo révisé (Patron, 2014). Les
sites de fusion standardisés permettant le passage du niveau 1 a M/2 ne
sont pas représentés dans un souci de clarté.

Le standard au niveau des briques (du niveau 0 a 1) peut dépendre du
chassis utilisé, par exemple a cause du biais de codon (codons rares
présents dans les sites de fusion, pourcentage de GC, etc.). Le standard
original est celui présenté en Figure 11A. Il a ensuite été révisé et
complété en 2014 pour aboutir au standard appelé Plant MoClo
(Patron, 2014) présenté en Figure 11B.

1 1 I 1 I !
' G TACT | /TACT [AATG ! AATG |AGGT ' AGGT |GCTT ' GCTT |
1 1 I 1 I !
l 'I-I I lll w I‘}‘MI |
1 1 ! 1 I |
I I I I I I
B.
TSS
5 N 3'No
= ||
GGAG TGAC _TCCC _TACT CCAT(g) AATG AG°°AG%’y TTCG (JGCTT _GGTA cGCT
[DisT] [Prox] [core]|[5utR] [NTAG] [cps1] [cpsz] [cTAc] [utR]|[ Term |

A1 A2 A3 B1 B2 B3 B4 B5 B6 C1

Figure 11. Standard original du MoClo et complété en 2015.

A. Standard original du Modular Cloning (Weber et al., 2011a). Une
unité de transcription est découpée en 5 positions standardisées : P :
promoteur, U : 5'UTR, SP : Signal Peptide, CDS : Coding Sequence, T :
3'UTR et Terminateur.

B. Standard du Plant MoClo (Patron et al, 2015a). L'unité de
transcription est maintenant partagée en 10 positions a partir du méme
standard qu’en A. : AT a A3 : promoteur (Distal, Proximal, Core), BT :
5'UTR, B2 : N-terminal Tag, B3 : CDS 1, B4 : CDS2, B5 : C-terminal Tag,
B6 : 3'UTR, C1 : Terminateur. Les positions B sont toutes transcrites.
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Le MoClo est donc un outil formidable mais il demande un effort initial
de la communauté car la banque initiale de briques compatibles -
domestiquées- doit étre générée. En effet, pour étre assemblées
correctement, les séquences ne doivent pas contenir de sites de
reconnaissance des enzymes Bbsl et Bsal et étre clonées dans un
plasmide donneur de niveau 0 avec les sites de fusion adéquats a la
fonction de cette brique, et donc a la ou les positions utiles dans le
standard (Figure 11).

Pour pouvoir mener des approches de biologie synthétique chez les
microalgues, les outils standardisés manquaient. En effet, chaque
brique devait étre concue et clonée a chaque fois en utilisant des
enzymes de restriction classiques. Les briques n'étaient pas partagées
par défaut par tous les laboratoires, et étaient donc refaites par chaque
équipe, gaspillant du temps et des ressources.

Ce constat a été fait par la communauté de scientifiques européens
travaillant sur C. reinhardtii. Un consortium composé de 8 équipes de
5 pays (Royaume-Uni, Espagne, Allemagne, Danemark et France) a
généré un kit de clonage modulaire contenant les briques de bases
nécessaires aux travaux de recherche chez C. reinhardtii. Le contenu de
ce kit, fort de 119 briques a sa publication, permet de réaliser toutes
les constructions communes (Figure 12). Parmi les différentes briques
développées il y a les marqueurs de résistance aux antibiotiques, la
zéomycin, la kanamycine, la spectinomycine, la paromycine,
I'nygromycine ainsi que la blasticidine, derniére brique générée et a
I'élaboration de laquelle j'ai participé au cours de ce travail de thése.

Avec les outils rendant possible les approches de synthése chez
C. reinhardtii, il devient ainsi possible d'appliquer cette démarche a
notre sujet d'étude, la photosynthése.

31



ACS Synthetic Biology

Promoter 5UTR 5'UTR/CDS CDS 3UTR + Ter
1 YR 2 PN S TR 4 Y B2 B3 | 7| B4 || B5 B6 c1
GGAG TGAC Tcce TACT AGGT TTCG GGTA

rore B A % P oo 5P

M) wxx BT
A1-A3 A1-A3 _B1_ B2 _B2 B3B5 B2 B3-B5 B3-B5 B2 B3 85 B6-C1
PSAD NIT1 PSAD BTUB2 i1 CTP PSAD AphvIl NanoLuc NanoLuc amiRb 6His 2 mSToP PSAD
NIT1 AR NIT1 CTP USPA(i) Aphviil gluc(i) gluc(i) amiRs Strepll RBCS2
AR RBCS2 B3 SP cCA Crnptl mvenus* mvenus(i)* M-amiRb aMye B4 ATUB2
AR A1-B1 VIPP2 BTUBZ i1 SPBIP2 aadA mVenus(iy Rb| 3Flag RPL23(i)
METE PSAD BTUB2 NLS SV40 Ble(i) mvenus(i) mRuby(i) 3HA(K) Al
VIPP2 NIT1 THI4 B3-B4 MTP H70C(H)||  ||Blet)-GFP| mRuby2()) || [fmGCenutean(i) HA RPS29
pTUB2 AR BTUB2 i1 MTP AtpA mCs Clover(i) 3HA
AR B1-82 BS Clover(i) mCherry(i)
VIPP2 PSAD B4 B4 Aphvil mCherry(i) B5
grusz | l| nmv || [[eroez | || speca Aol | BHis
RBCS2 B3 NanoLuc Strep-8His
A1-B2 VIPP2 BS NanoLugc | a5 Strepll
PSAD ATUB2 NLS SV40 oome ferm led::n
NIT1 THI4 CrMSPTS1 RonoLe aLuch) g
AR ER Ret ; Venus® 3HANK)
Gus() mVenus’ HA
= mVenus(iy* mvenus(i)* 3HA
METE mCherryli) mVenus(i)
VIPP2 FKBP12 mRuby(i)
BTUBZ2 NAC2 e
Clover(i)
mCherry(i)

Figure 12. Représentation des différentes biobriques standardisées du
Moclo chez Chlamydomonas (Crozet et al, 2018).

a- Standard utilisé pour le kit MoClo Chlamydomonas (identique a celui
présenté en figure 11A). Le code couleur indique quel site de fusion est
utilise.

b. Liste des 119 briques composant le kit MoClo Chlamydomonas a sa

publication en 2018. Les briques sont représentées en format SBOL 2.0
selon leur fonction.

1.5 Photosynthese

Les acides nucléiques, les lipides, les glucides et les protéines sont les
éléments fondamentaux qui composent le vivant. Ces éléments ont en
commun qu'ils posseédent un squelette de carbone. La vie sur Terre
s'est construite a partir du carbone. La photosynthése est le
mécanisme majoritaire capable de capturer le CO2 atmosphérique, ou
solubilisé dans l'eau, afin de construire de la matiere organique
(Matthew Johnson, 2016).

La photosynthese est apparue chez un ancétre des cyanobactéries.
Ensuite, un phénomeéne d'endosymbiose s'est produit dans un
organisme proto-eucaryote donnant naissance au chloroplaste du
phylum Viridiplantae. Des événements d'endosymbiose secondaire
ont eu lieu dans d'autres phyla des eucaryotes (Burki et al., 2007).
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Dans ce processus nous pouvons différencier deux phases : 1) I'énergie
lumineuse est convertie en énergie chimique qui va majoritairement
étre utilisée pour 2) assimiler du carbone inorganique (CO>) en carbone
organique (triose-P). Ce carbone organique est ensuite utilisé dans un
ensemble de voies métaboliques pour soutenir la croissance et le
développement de I'organisme. La phase dite « photochimique » se
déroule dans les membranes des thylacoides alors que la phase
« biosynthétique » a lieu dans le stroma chloroplastique chez les
eucaryotes et dans le cytoplasme chez les cyanobactéries.

La phase photochimique est réalisée par la chaine photosynthétique
de transfert des électrons (PETC) qui a pour réle de capter I'énergie
des photons via les chlorophylles qui changent alors d’'état (stable a
excité). La désexcitation de la chlorophylle va produire de I'énergie
sous trois formes possibles: 1) par I'émission de chaleur (le Non-
Photochemical Quenching, NPQ), 2) par I'émission d'un photon
(fluorescence), ou 3) par photochimie (séparation de charge stable)
associée a l'oxydation de |'eau qui produit du dioxygene, des électrons
et des protons (Matthew Johnson, 2016). Les électrons vont pouvoir
étre transférés dans la membrane des thylacoides par des réactions
successives d'oxydo-réduction entre les différents éléments de la
chaine de transfert des électrons (Figure 13). Cette suite de réactions
s'accompagne d'une translocation de protons a travers ces
membranes, générant un gradient de protons (Matthew Johnson,
2016).

La Ferredoxin NADP* reductase permet a partir de ce transfert
d'énergie jusqu'a l'accepteur final, la ferrédoxine, de régénérer du
NADPH a partir de NADP* et de protons. L'ATP synthase quant a elle
génere de I'ATP a partir d’ADP et de phosphate inorganique grace a
I"énergie du gradient de protons généré (Matthew Johnson, 2016).

Les thiorédoxines (TRX) sont des petites oxydoréductases régulant le
métabolisme primaire, en particulier le cycle de Calvin-Benson
Bassham. Elles seront abordées dans la partie 1.5.2. Elles sont réduites
par la méme source de pouvoir réducteur que celle utilisée pour
réduire le NADPH, la ferredoxine. Cette réaction est catalysée par la
Ferredoxin Thioredoxin Reductase. Cela permet de lier directement le
niveau de réduction du pool de thiorédoxines a I'activité de la PETC.
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Figure 13. Représentation de la chaine de transfert linéaire des électrons

chez un organisme photosynthétique eucaryote.

A. Schéma d'aprés (Michelet et al, 2013). PS: Photosysteme, PQ :
plastoquinone, Cyt : Cytochrome, Fd : Ferrédoxine, FNR : Fd-NADP*
Réductase, TRX : Thiorédoxine.

B. Représentation du transfert d'électron via la chaine de transfert
linéaire des électrons avec les structures tridimensionnelles des
complexes protéiques la composant (Matthew Johnson, 2016).
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L'ATP et le NADPH générés vont étre principalement utilisés au cours
de la seconde phase de ce processus de photosynthese, le cycle de
Calvin Benson Bassham.

1.5.1 Le cycle de Calvin Benson Bassham

Le cycle de Calvin Benson Bassham (CBBC) a été découvert dans les
années 1950 grace notamment au travail du Pr Calvin, du Dr Benson
et du Dr Bassham. lls ont utilisé une culture de chlorelle injectée dans
un tuyau via lequel du CO: radioactif était injecté et qui finissait sa
course dans une solution de méthanol chauffée a 70°C. En analysant
les fractions récoltées, cette équipe a pu suivre l'incorporation du
carbone radioactif C d'un état minéral & un état organique. En
analysant les différents sucres marqués, ils ont ainsi pu découvrir le
mécanisme de fixation du CO; dans la photosynthese (Bassham et al.,
1954).

Cette partie sera développée en détail dans L'article 1 correspondant
au le chapitre 8 du Chlamydomonas Sourcebook (3¢™ édition, 2023)
intitulé « Photoproduction of reducing power and the Calvin-Benson
cycle » dont je suis co-premier auteur.

1.5.2 Article 1
Résumeé du chapitre

Pendant mon travail de thése, j'ai eu I'opportunité de participer a la
rédaction du chapitre 8 du Chlamydomonas Sourcebook (3™ édition,
2023) intitulé « Photoproduction of reducing power and the Calvin-
Benson cycle ». Le Chlamydomonas Sourcebook, publié en 1989, 2009
et 2023, rassemble toutes les connaissances actuelles sur
Chlamydomonas et constitue donc une référence pour notre
communauté.

Ce chapitre traite en détail de la photoproduction du pouvoir
réducteur chez C. reinhardtii, et donc de |'accepteur final de la PETC, la
ferrédoxine. Celle-ci sert de donneur de pouvoir réducteur pour
réduire le NADPH mais aussi les TRX. Apres une description de ce
systeme, les TRXs sont présentées ainsi que leurs fonctions connues,
en particulier celle de réguler le CBBC dans le chloroplaste. Le CBBC

35



est ensuite décrit, enzyme par enzyme, y compris au niveau structural,
chez C. reinhardtii. En particulier, la régulation des enzymes du CBBC
par les TRX, est détaillée. Le role central du NADPH, y compris dans la
détoxication des Reactive Oxygen Species (ROS), est ensuite discuté.
Enfin, les perspectives d'amélioration de la photosynthese sont
abordées, avec un focus particulier sur les approches de biologie de
synthese. Cette section présente les outils d'ingénierie développés
pour Chlamydomonas, ainsi que son utilisation comme chassis afin de
mieux comprendre et possiblement d’améliorer la fixation du carbone.

Mon travail de these s'inscrit plus spécifiquement dans les sections
traitant du CBBC et de la biologie de synthése.

Photoproduction of reducing power and the Calvin-Benson
cycle
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Chapter 8

Photoproduction of reducing power and
the Calvin-Benson cycle

Théo Le Moigne">**, Nicolas D. Boisset"***, Félix de Carpentier'>*, Pierre Crozet>*, Antoine Danon'?,
Julien Henri', Christophe H. Marchand™?, Stéphane D. Lemaire™* and Xenie Johnson®

ISorbonne Université, CNRS, UMR7238, Institut de Biologie Paris-Seine, Laboratoire de Biologie Comp i Ile et O itative, Paris, France,
2Sorbonne Université, CNRS, UMRS226, Institut de Biologie Physico-Chinii Lab ire de Biologie Moldculaire et Cellulaire des Eucaryotes,
Paris, France, SFaculty of Sciences, Doctoral School of Plant Sciences, Universite Paris-Saclay, Saint-Aubin, France, *Sorbonne Universite,
Polytech-Sorbonne, Paris, France, *Aix Marseille Univ., CEA, CNRS, Biasci and Biotechnology Institute Aix-Marseiile, Saint Paul-Lez-Durance,
France

8.1 Introduction to linear electron flow, water to NADPH

Photosynthesis proceeds from the capture of light energy to the conversion of this energy into high-energy chemical
bonds, adenosine triphosphate (ATP) and reducing power, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH).
Chlamydomonas grown in the absence of acetate relies on photosynthesis as the only source of ATP and NADPH, and
the majority of this goes toward the Calvin-Benson cycle (CBC) and thus CO, fixation. Linear photosynthetic electron
flow denotes the transfer of electrons from H,0, the primary electron doner that is oxidized at the level of Photosystem
11 (PSID), to a terminal electren acceptor nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP™) that is reduced at the
acceptor side of Photosystem I (PSI). Plastoquinones, the cytochrome bgf complex and plastocyanin act as intersystem
electron carriers between PSII and PSI in the thylakoid membrane. The stromal electron carriers, including flavodiiron
proteins, thioredoxins, and ferredoxins, exert control on intersystem electron transport, which helps optimize electron
transfer in relation to inputs (light) and outputs (metabolites). This assures a tight integration of the electron transfer
reactions with downstream metabolic processes, principally the CBC, in the chloroplast (Vol 2, Chapter 18 for details).

8.2 Ferredoxins orchestrate electron transfer downstream of Photosystem |

After the light reactions, catried out at the level of the thylakoid membranes, electrons from the stromal ridge of PSI
(constituted by PsaC, PsaD, and PsaE, which harbor the Fe-S redox clusters Fy, Fp, and Fg; see Chapter 16) are trans-
ferred to Ferredexin (FDX) in the chloroplast stroma. Marco and coworkers reported on a PsaC K35D mutant in which
FDX binding to PSI was abolished (Marco et al., 2018; Marco, Elman, & Yacoby, 2019). Numerous biological pro-
cesses are based on redox reactions that use electron carriers such as the FDXs, which are small (10—11 Da), soluble
Fe-S cluster proteins that are widely distributed in microorganisms, plants, and animals. Indeed, they serve as low
potential, single electron carriers with E,, values ranging from —310 to —455 mV. These electrochemical properties
allow them to operate as electron doncrs in a multitude of metabolic and signaling pathways (Hanke & Mulo, 2013).
FDXs play a central role in chloroplast metabolism. Once reduced, FDX can transfer electrons to proteins involved in
diverse pathways including ferredoxin-NADP* reductase (FNR) for NADP™* reduction, ferredoxin-thioredoxin reduc-
tase (FTR) for the reduction of thioredoxins (TRXs), which provide electrons for antioxidant and signaling functions,
sulfite reductase (SiR) for sulfur assimilation, nitrite reductase (NiR) and ferredoxin-dependent glutamate synthetase
(GOGAT) for nitrogen assimilation, hydrogenase for hydrogen production under anaerobic conditions (Winkler,
Hemschemeier, Jacobs, Stripp, & Happe, 2010), fatty acid desaturases for the biosynthesis of lipids (Yang et al., 2015),
and photosynthetic cyclic electron flow via ferredoxin-plastoquinone reductase (Hertle et al., 2013).

*These authors contributed equally.

The Chlasyydomaonas Soureebook. DOL: hittpaz/fdol.arp/10,1016/BT8-0-12-421430-5.00016-X
@ 2023 Hisevier Inc. All rights reserved, 273
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The Chlamydomonas genome encodes at least 13 FDX genes (Yang et al., 2015), mostly chloroplastic (Table 8.1),
among which six FDXs (FDX1-FDX6) have been studied in more detail. The major FDX in Chlamydomonas (FDX1,
previously named PETF) was initially purified by Paul Levine (Gorman & Levine, 1966). The function of FDXs can be
inferred from their expression patterns and their substrate specificities. Under standard growth in the presence of ace-
tate, FDX1 contributes 98% of the total ferredoxin-encoding transcript pool. FDX1 expression is regulated by light, and
the circadian clock and the encoded protein is the most efficient electron donor to FNR and FTR. FDXI1 is therefore
likely the main electron donor for carbon fixation and redox homeostasis (Lemaire, Keryer et al., 1999; Terauchi et al.,
2009). In contrast, FDX2 is not regulated by light but by nitrogen sources and is an efficient electron donor to NiR
(Hirasawa et al., 2010; Strenkert et al., 2019; Terauchi et al., 2009). FDX2 can also transfer electrons to FNR; however,
there is a significant preference for FDX1 (Mosebach et al., 2017), while mutating two residues from the kinetically
slower FDX2 confers it with redox properties similar to FDX1 (Boehm et al., 2016). FDX3—6 are reduced in the light
but are unable to supply FNR with electrons for the reduction of NADP™* (Bochm et al., 2016). Therefore FDX1—6
exhibit distinct substrate specificities suggesting specialization for allocation of reducing power to specific metabolic
pathways. FDX substrate specificities are likely mediated by key residues controlling electrostatic interactions with
partner proteins (Boehm et al., 2016; Garcia-Sanchez et al., 1997; Jacquot, Stein, et al., 1997). FDXS is specifically
expressed under dark-hypoxic conditions and copper or sulfur deprivation, but it is not able to reduce hydrogenase,
which is preferentially reduced by FDX1 (Jacobs, Pudollek, Hemschemeier, & Happe, 2009; Yacoby et al,, 2011).
FDXS5 appears to be important for hydrogenase maturation, fatty acid desaturation, dark metabolism, maintenance of
the thylakoid membrane, and responses to sulfur depletion (Subramanian ct al.,, 2019; Yang et al.,, 2015). The FDX9

TABLE 8.1 Companents of the chloroplast ferredoxin-thioredoxin system.

Name Gene Locus ID Uniprot MW (kDa) Length (AA)
name (Phytozome 12) Pre/mat Pre/mat
Ferredoxin 1 FDX1 Cre14.g626700 ABIV4A0 13.2/9.9 126 /94
Ferredoxin 2 FDX2 Crel6.g658400 ADAZK3CTDS 13.2/ND 121 /ND
Ferredoxin 3 FDX3 Cre06.g306350 Q2HZ24 19.7/ND 187 /ND
Ferredoxin 4 FDX4 Cre07.g334800 Q2HZ23 14.0/ND 131/ND
Ferredoxin 5 FDX5 Cre17.g700950 Q2HZ22 14.4/ND 130/ND
Ferredoxin 6 FDX6 Cre03.g183850 Q2HZ21 341/ND 314/ND
Ferredoxin 7 FDX7 Cre01.g006100 ABJFX3 13.7/ND 133 /ND
Ferredoxin 8 FDX8 Cre01.g005600 ADA2K3E509 20.6/ND 197 /ND
Ferredoxin 9 FDX9 Cre12.g487900 ADAZK3D298 10.7 /ND 101 /ND
Ferredoxin 10 FDXi0 Cre04.g225450 ADAZK3DULS 14.5/ND 13¢/ND
Ferredoxin 11 FDX11 Cre06.g291650 A8J2)6 12.1/ND 117 /ND
Ferredoxin thioredoxin reductase FTRC Cre(03.g193950 ABIWK2 16.0/13.1 145/116
Catalytic subunit
Ferredoxin thioredoxin reductase FTRV Crel16.g687294 ABJA7O 12.3/10.4 113/93
Variable subunit
Thioredoxin 1 TRXf1 Cre01.g066552 QB4XR8 18.2/12.6 173 /115
Thioredoxin 2 TRXf2 Cre05.8243050 ADA2K3DSC9 19.9/13.2 180/116
Thioredoxin m (aka CH2) TRXm Cre06.6269752 P23400 151/11.6 140/ 106
Thioredoxin x TRXx Cre01.g052250 QB4XR9 15.8/12.8 145 /116
Thioredoxin y TRXy Cre10.g446100 QB4X52 16.7/12.9 152 /115
Thioredoxin z {aka CITRX) TRXz Cre02.g142800 ABJOQB 19.5/13.9 183/128
NADPH-dependent thioredoxin NTRC1/ Cre01.g054150 AOA2K3E8B88 58.9 536
reductase C NTR4

pre, Premature protein MW; mat, mature protein MW.

38



Phatoproduction of reducing power and the Calvin-Benson cycle Chapter | 8 275

gene is only expressed in the dark and was recently identified as coregulated with hydrogenase genes and may also play
some role in hydrogen production (Strenkert et al., 2019). A ferredoxin interactome identified more than 200 putative
partner proteins in Chiamydomonas (Peden et al., 2013), with 43 potential partners of FDX5 (Subramanian et al., 2019).
For a more complete overview of Chlamydomonas FDXs, we refer the reader to dedicated reviews (Sawyer & Winkler,
2017; Terashima, Specht, & Hippler, 2011; Winkler et al., 2010). In the present chapter, we will further detail the fune-
tions of FDX1 linked to carbon fixation and redox homeostasis that is mediated by FNR and FTR.

8.3 Ferredoxin NADP™ reductase and the NADPH/NADP™ couple

In the light, FDX reduces the FAD containing FNR in two single-electron steps; FNR then transfers the two electrons
to NADP' completing linear electron flow. Under aerobic conditions, the abundance of FNR is equal to that of plasto-
cyanin in Chlamydomaonas, providing an electron pathway for the reduction of NADP™ (Nikolova, Heilmann, Hawat,
Gabelein, & Hippler, 2018). The Chlantydomonas genome does not have orthologs of the conserved tethering proteins
that allow close interaction of FNR with the thylakoid membranes as found in higher plants. However, & PSI-LHCI-
FNR-LHCSR3 complex in cells in state I has been identified (Bergner et al., 2015), and this complex appears to be
destabilized in the absence of PGRS/PGRL]1 proteins (Mosebach et al., 2017). To facilitate this very close interaction
between FNR and PSI, FNR (like FDX) localizes to the PSI stromal ridge, with possible interactions with PsaE, B, F,
and at least one LHC1 (Marco et al., 2019).

NADP" is the major pyridine nucleotide found in the plastid and is considered the final aceeptor of electrons issued
from H,O oxidation in oxygenic photosynthesis. Apart from CO; fixation, NADPH is required for other plastid-
localized processes including tetrapyrrole synthesis, lipid biosynthesis, and detoxification of reactive oxygen species
{ROS). As NADPH is the universal electron carrier for photosynthesis and chloroplast metabolism, both the flux and
the directionality along these pathways are highly dependent upon the relative concentrations of NADPH and NADP™,
However, NADPH rarely accumulates in the light because it is rapidly utilized by these same metabolic reactions. The
NADP*/NADPH couple has a low oxidation-reduction potential (B'g at pH 7.0 = —320 mV), which makes NADPH a
powerful reductant,

NADP" + H' +2¢~ & NADPH
This can also be written as:
NADP' + 2H' +2e” «+NADPH + H*

because it shows the 2 hydrogen ions generated as a consequence of water oxidation as well as the electrons that will
serve as reductant.

8.4 The ferredoxin-thioredoxin system

8.4.1 Components and function of the ferredoxin-thioredoxin system

The ferredoxin-thioredoxin system, located in chloroplasts, is composed of ferredoxins (FDXs), FIR, and thioredoxins
{TRXs) (Fig. 8.1, Table B.1) (Michelet, Zaffagnini et al., 2013; Zaffagnini et al., 2019). This system converts a light-
driven electron signal (photoreduced FDX1) into a thiol signal transmiited by FIR to different isoforms of TRXs. FTR
is a thin, flat enzyme that allows docking of FDX on one side and TRX on the other side. It contains a [4Fe-45] cluster

Target

e

hv

OX

FIGURE 8.1 The ferredoxinthicredoxin system. FDX, ferredoxin, FTR, ferredoxin thioredoxin reductase; PSI, Photosystem I ox, oxidized; red,
reduced,
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functionally and physically connected with a redox active disulfide (Dai et al., 2007). FIR is heterodimeric, with a
highly conserved catalytic subunit of 13 kDa (FTRC) and a variable subunit (FTRV) exhibiting different molecular
masses among organisms (Dai, Johansson, Miginiac-Maslow, Schurmann, & Eklund, 2004; Schurmann, 2002). The
coexpression of both subunits is required to produce a functional FTR, although the exact function of FTRV remains
unknown (Keryver, Collin, Lavergne, Lemaire, & Issakidis-Bourguet, 2004). Chlamydomonas FIR, purified in 1990
(Huppe, de Lamotte-Guery, Jacquot, & Buchanan, 1990), is a typical FTRC/FTRV heterodimer with an FTRC of
13 kDa and an FTRV of 10 kDa. The nuclear genome of Chlamydomonas contains a single gene encoding each subunit
(Table 8.1). The formation of the FDX—FTR complex requires the presence of the negatively charged Glu91 in FDX1
(Jacquot, Stein, et al., 1997).

TRXs are ubiquitous disulfide bond oxidoreductases found in all free-living organisms. They contain a canonical
disulfide active site (W-C-G/P-P-C) responsible for disulfide oxidoreductase activity and a redox midpoint potential of
between —270 and —300 mV at pH 7.0 (Aslund, Berndt, & Holmgren, 1997; Collin et al., 2003; Collin et al., 2004;
Hirasawa et al., 1999). Since its discovery as a hydrogen donor for ribonucleotide reductase in Escherichia coli
(Laurent, Moore, & Reichard, 1964; Sengupta & Holmgren, 2014), the TRX system has been extensively studied and
recognized as having multiple roles in a myriad of cellular processes and human diseases (Buchanan, Holmgren,
Jacquot, & Scheibe, 2012; Hanschmann, Godoy, Berndt, Hudemann, & Lillig, 2013; Lee, Kim, & Lee, 2013; Toledano,
Delaunay-Moisan, Outten, & Igbaria, 2013).

In photosynthetic organisms, TRXs constitute multigenic families and phylogenetic analyses have revealed the exis-
tence of different types of TRX proteins localized in diverse subcellular compartments: 2 TRXf, TRXm, TRXx, TRXYy,
and TRXz are in chloroplasts while TRXo and TRXh are in mitochondria and the cytosol (Lemaire, Michelet,
Zaffagnini, Massol, & Issakidis-Bourguet, 2007, Meyer, Belin, Delorme-Hinoux, Reichheld, & Riondet, 2012; Serrato,
Femnandez-Trijueque, Barajas-Lopez, Chueca, & Sahrawy, 2013). Cytosolic and mitochondrial TRXs are reduced by
NADPH-dependent thioredoxin reductases (NTRs) like TRXs in nonphotosynthetic organisms. By contrast, chloroplast
TRXs are specifically reduced by FTR (Balsera, Uberegui, Schurmann, & Buchanan, 2014; Chibani, Wingsle, Jacquot,
Gelhaye, & Rouhier, 2009; Jacquot, Eklund, Rouhier, & Schurmann, 2009; Michelet, Zaffagnini et al., 2013;
Schurmann & Buchanan, 2008; Yoshida & Hisabori, 2017). Once reduced, TRXs can specifically reduce disulfide
bonds on their target proteins.

The FDX-TRX system was initially identified as a light signaling mechanism controlling the activity of several
CBC enzymes (Buchanan, 2016; Michelet, Zaffagnini et al., 2013). These enzymes have low activity in the dark and
become activated in the light through reduction of one or several regulatory disulfide bonds. This reduction triggers a
slow conformational change, shifting the target enzyme from a low to a high activity state. The FDX-TRX system
ensures coupling of metabolism with the redox state of the PET chain and the availability of reducing equivalents. In
addition to CBC enzymes, many other enzymes involved in diverse pathways are regulated by light through TRX-
dependent reduction of disulfide bonds (Lemaire et al., 2007; Montrichard et al., 2009; Schurmann & Buchanan, 2008).
This includes ATP synthase, which is responsible for the light-driven ATP production required for the functioning of
the CBC (Buchert, Bailleul, & Hisabori, 2017; Sekiguchi et al., 2020), acetyl-CoA carboxylase, which catalyzes the
first committed step of fatty acid biosynthesis (Sasaki, Kozaki, & Hatano, 1997), ADP-glucose pyrophosphorylase, glu-
can:water dikinase, and beta-amylase BAMI, which are involved in starch metabolism (Ballicora, Frueauf, Fu,
Schurmann, & Preiss, 2000; Geigenberger, Kolbe, & Tiessen, 2005; Mikkelsen, Mutenda, Mant, Schurmann, &
Blennow, 2005; Sparla, Costa, Lo Schiavo, Pupillo, & Trost, 2006), and the oxidative pentose phosphate pathway
(OPPP) enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase, which is inactivated by TRX-dependent reduction in the light
(Farr, Huppe, & Turpin, 1994; Nee, Zaffagnini, Trost, & Issakidis-Bourguet, 2009; Wenderoth, Scheibe, & von
Schaewen, 1997). The mechanisms associated with TRX regulation are the best characterized redox signaling pathways
in photosynthetic organisms (Foyer & Noctor, 2005); they have been investigated in detail at the molecular and struc-
tural levels in different model systems, including Chlamydomonas.

In addition to their role in the control of metabolic enzymes through reduction of regulatory disulfides where the
electrons and protons provided by TRX are not used in the reaction catalyzed by the enzyme, TRXs can also reduce cat-
alytic disulfides and thereby play a major role in detoxification of ROS and maintenance of redox homeostasis in the
chloroplast. Indeed, TRXs serve as substrates, providing electrons for the regeneration of different types of antioxidant
chloroplast enzymes including peroxiredoxins (PRXs) (Dietz, 2011), glutathione peroxidases (GPXs) (Navrot, Gelhaye,
Jacquot, & Rouhier, 2006), and methionine sulfoxide reductases (MSRs) (Tarrago et al., 2009). In these cases, TRXs
function as a substrate since the target enzymes use the electrons and protons in the reaction that they catalyze. A TRX-
related system named NADPH-TRX reductase C (NTRC) consists of a fusion protein containing a TRX domain and an
NTR domain. NTRC plays an important role in the maintenance of chloroplast redox homeostasis by providing
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electrons to antioxidant enzymes such as PRXs (Perez-Ruiz, Naranjo, Ojeda, Guinea, & Cejudo, 2017; Yoshida &
Hisabori, 2016).

The TRX isoforms of the chloroplast (f, m, x, y, z) are each generally encoded by multiple nuclear genes (Chibani
et al., 2009; Lemaire et al., 2007). This multiplicity is more limited in microorganisms, which make them, for these rea-
sons among others, potentially simpler models to study TRXs. For example, Synechocystis sp. PCC 6803 has four
TRXs (1 TRXm, 1 TRXx, 1 TRXy, and one that is atypical), Ostreococcus lucimarinus has five chloroplastic TRXs (2
TRXf, 1 TRXm, 1 TRXx, no TRXy, 1 TRXz), and Chlamydomonas has six chloroplastic TRXs (2 TRXf, 1 TRXm, 1
TRXx, 1 TRXy, 1 TRXz) (while Arabidopsis has 10 and poplar 13) (Chibani et al., 2009; Lemaire et al., 2007; Perez-
Perez, Martin-Figueroa, & Florencio, 2009; Zaffagnini et al., 2019). All chloroplastic TRXs are reduced by FTR
(Chibani et al., 2009; Yoshida & Hisabori, 2017) and some of them, such as TRXz, may be reduced by NTRC as well
(Yoshida & Hisabori, 2016). Biochemical analyses suggest that CBC enzymes are preferentially regulated by f-type
TRXs (Chibani, Couturier, Selles, Jacquot, & Rouhier, 2010; Lemaire et al., 2007; Michelet, Zaffagnini et al., 2013;
Nee et al., 2009). TRXx and TRXy are the most efficient TRXs for the reduction of PRXs, GPXs, and MSRs (Chibani,
Tarrago, Schurmann, Jacquot, & Rouhier, 2011; Collin et al., 2003; Collin et al., 2004). TRXz has been characterized
as a subunit and regulator of the plastid encoded RNA polymerase (Arsova et al., 2010; Schroter, Steiner, Matthai, &
Pfannschmidt, 2010) and thereby it plays an important role in chloroplast transcription and chloroplast development
(Arsova et al., 2010; Diaz et al., 2018; Huang et al., 2013). The specificity of TRXm is less clear; it can replace TRXf
for activation of metabolic enzymes, though less efficiently, and it was suggested to play a role in the transfer of reduc-
ing equivalents from the stroma to the thylakoid lumen or in the regulation of chloroplastic proteins involved in electron
transfer pathways {Courteille et al., 2013).

Beyond established targets for which TRX reduction was confirmed biochemically, proteomic analyses based on
TRX-affinity columns or in vitro TRX reduction revealed hundreds of putative TRX targets in diverse organisms
((Perez-Perez et al., 2017) and references therein).

8.4.2 The ferredoxin-thioredoxin system in Chlamydomonas

The FDX-TRX system has been extensively studied in Chlamydomonas. Several components of the system including
FTR and TRXh, TRXf and TRXm were identified in the early 1990s (Huppe et al., 1990; Huppe, Picaud, Buchanan, &
Miginiac-Maslow, 1991). After purification from Chlamydomonas cultures, the primary sequence of TRXm and TRXh1
were determined by Edman sequencing (Decottignies et al., 1990; Decottignies, Schmitter, Dutka, Jacquot, & Miginiac-
Maslow, 1991), allowing cloning of the corresponding ¢DNA and genomic sequences, and initial characterizations of
the proteins after purification of the TRXs expressed in E. coli (Jacquot, Stein, Hodges, & Miginiac-Maslow, 1992;
Stein et al.,, 1995). Numerous structures of these two TRXs were solved by NMR or X-ray crystallography (Krimm
et al., 1998; Lancelin et al., 2000; Lancelin, Stein, & Jacquot, 1993; Marchand et al., 2019; Menchise et al., 2000;
Menchise et al., 2001; Mittard et al., 1995; Mittard et al., 1997). The biochemical and physico-chemical properties of
these two TRXs were investigated extensively, primarily because they served as model proteins to study one-electron
oxidation and protein stability and folding (Hirasawa et al., 1999; Lemaire et al, 2000; Lemaire et al., 2018;
Lmoumene, Conte, Jacquot, & Houee-Levin, 2000; Richardson, Lemaire, Jacquot, & Makhatadze, 2000; Setterdahl
et al., 2003; Sicard-Roselli et al., 2004),

The availability of genomic sequences led to the identification of new chloroplast thioredoxin isoforms, including a
second TRXT and four new types of TRX proteins: 1 TRXo, 1 TRXx, 1 TRXy, and 1 TRXz (Le Moigne, Gurrieri,
et al., 2021; Lemaire & Miginiac-Maslow, 2004; Lemaire, Collin, Keryer, Issakidis-Bourguet, et al., 2003; Lemaire,
Collin, Keryer, Quesada, & Miginiac-Maslow, 2003). These TRXs exhibit properties and specificities comparable to
those of land plant. While CBC enzymes are preferentially activated by TRXf and to a lesser extent by TRXm, TRXx
and TRXy are more efficient for reducing antioxidant enzymes such as PRXs. The recently solved structures of
Chiamydomonas TRXf2 (Lemaire et al., 2018) and TRXz (Le Moigne, Gurrieri, et al., 2021) indicate that the surface
electrostatic charge distribution is a major determinant of TRX specificity. The role of TRX in regulating CBC
enzymes, extensively studied in land plants and Chlamydomonas, is detailed in a section of this chapter.

Besides CBC regulation, Chlamydomonas TRXs participate in the maintenance of ROS homeostasis through reduc-
tion of PRXs and GPXs (Charoenwattanagatien et al., 2020; Dayer, Fischer, Eggen, & Lemaire, 2008; Goyer et al.,
2002), and may also play a role in hydrogen peroxide signaling through regulation of catalase (Shao, Beck, Lemaire, &
Krieger-Liszkay, 2008). In addition, TRXs regulate chloroplast redox homeostasis through redox-dependent activation
of NADP-malate dehydrogenase (NADP-MDH). This enzyme is involved in the export of reducing power from the
chloroplast to the cytosol through the malate shuttle (Selinski & Scheibe, 2019). Chloroplastic NADP-MDHs from land
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plants are redox regulated through two disulfide bonds present in N- and C-terminal extensions (Issakidis, Lemaire,
Decottignies, Jacquot, & Miginiac-Maslow, 1996). By contrast, Chlamydomonas NADP-MDH (MDHS) contains a sin-
gle C-terminal TRX-regulated disulfide bond (Lemaire et al., 2005). The recently identified calredoxin {(CRX) is a
chloroplast-localized protein from Chlamydomonas that is able to integrate calcium and redox signals as it comprises a
Ca2+—bindjng CaM domain with four EF-hands, which controls a thioredoxin domain that exhibits a typical
thioredoxin-fold and Ca®*-dependent thioredoxin activity (Hochmal ct al., 2016). The structural determinants of CRX
underlying this calcium-dependent control of TRX activity were recently unraveled as well as the interaction and reduc-
tion of CRX with PRX1, a major chloroplastic PRX (Charoenwattanasatien et al., 2020). The Chigmydomonas genome
also contains a gene encoding NTRC, which has not yet been studied (Table 8.1).

Many genes encoding components of the FDX-TRX system were shown to be regulated by light and the circadian
clock (Lemaire, Stein et al., 1999; Strenkert et al., 2019), oxidative stress (Blaby et al., 2015; Terauchi et al., 2009),
and heavy metals (Lemaire, Keryer et al., 1999). Chiamydomonas is well-adapted for genome-wide proteomic analyses
(Rolland et al., 2009) (see Chapter 12), making it ideal for developing redox proteomic approaches aimed at identifyving
new TRX targets (Lemaire et al., 2004). The most comprehensive thioredoxome (thioredoxin interacting proteome) was
established in Chlamydomonas and identified 1188 proteins and 1052 cysteines regulated by TRX (Perez-Perez et al.,
2017). Considering the multiplicity of TRX isoforms and their multiple targets, dissecting their functions in vivo is a
highly challenging task since alteration of the TRX system through genetic engineering will likely impact a multitude
of cellular processes and pathways. Therefore in vivo engineering of TRX-regulation should rather focus on altering the
redox properties of target enzymes (e.g., engineering of disulfide bonds through mutagenesis). This strategy was
recently applied to show that autophagy is regulated by TRX in Saccharomyces cerevisiae and Chlamydomonas through
oxidoreduction of a regulatory disulfide bond of the ATG4 cysteine protease (Perez-Perez, Lemaire, & Crespo, 2016;
Perez-Perez, Zaffagnini, Marchand, Crespo, & Lemaire, 2014). The Chlamydomonas thicredoxome contains more than
350 chloroplastic proteins, showing again the multiple roles of TRXSs for electron distribution in the stroma.

8.5 The Calvin-Benson cycle in Chlamydomonas reinhardtii

This section will focus on the CBC. We describe the functioning of this cardinal metabolic pathway in
Chlamydomonas, highlight differences in the pathway among photosynthetic organisms, and detail what is known in
Chlamydomonas about its regulation and structural organization.

8.5.1 Components and functioning of the Calvin-Benson cycle in Chlamydomonas

The CBC is a conserved cyclic loop of 13 chemical reactions that ensures the process of carbon fixation (Melvin
Calvin and collaborators, Nobel Prize in Chemistry 1961). The fixation of CO, occurs by carboxylation of the acceptor
pentose, ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP), that is subsequently recycled through 12 reaction steps (Benson et al.,
1952). The 13 CBC reactions are catalyzed by 11 enzymes that group into three phases: (i) ribulose-5-phosphate is
phosphorylated by phosphoribulokinase (PRK) (Hurwitz, Weissbach, Horecker, & Smyrniotis, 1956; Moll & Levine,
1970), generating RuBP, which serves as the acceptor for CO, fixation in a reaction catalyzed by RuBP carboxylase/
oxygenase (Rubisco); (ii) the 3-phosphoglycerate produced enters the reduction phase, which is catalyzed by phospho-
glycerate kinase (PGK) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) to form glyceraldehyde-3-phosphate;
(iii) ribulose-5-phosphate is then regenerated by the collective activities of triose phosphate isomerase (TPI), fructose-6-
phosphate aldolase (FBA), fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase), transketolase (TRK), sedoheptulose-1,7-bisphospha-
tase (SBPase), ribulose-5-phosphate epimerase (RPE), and ribose-5-phosphate isomerase (RPI). Three CO, molecules
eventually yield one triose while the pool of RuBP acceptors is regenerated at each iteration of the cycle. For each fixed
CO,, the CBC consumes three ATP molecules (one by PRK and two by PGK) and oxidizes two NADPH molecules
(GAPDH) (Fig. 8.2).

The CBC is present in all oxygenic photosynthetic eukaryotes and is highly conserved. All enzymes are present in
Chiamydomonas and exhibit sequences and structures that are conserved with those of land plants (Table 8.2). CBC
enzymes are highly abundant as determined by global or targeted proteomic approaches (Hammel et al., 2020; Mettler
et al.,, 2014; Schroda, Hemme, & Muhlhaus, 2015; Wienkoop et al., 2010); Rubisco is the most abundant protein on
Earth with 90% found in the leaves of land plants (Bar-On & Milo, 2019). In Chlamydomonas, the CBC enzymes were
shown to collectively represent 11.9% of total cell proteins, with a 128-fold difference between the most abundant
(RbcL, 268 uM) and the least abundant (TPI, 2 puM) (Hammel et al., 2020). This abundance combined with the mea-
surements of CBC metabolites suggests that some CBC enzymes are near-saturated in vivo (Rubisco, PGK, FBPase,
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TABLE 8.2 Enzymes of the Calvin-Benson cycle and their regulators in Chlamydomonas.

Protein name Gene Locus ID Uniprot MW (kDa) Pre/ Length (aa)} Pre/
name mat mat
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/ rbel Cre.RbcL PO0877  52.47 475
oxygenase
large subunit (RubisCO LSU)
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/ RBCS1 Cre02.g120100 PO0873  20.58/16.22 185/ 140
TR RBCS2 Cre02.g120150  P08475  20.6/1625 185 /140
Phosphoglycerate kinase PGKT Cre11.g467770 Q548U3 48.96/42.58 462 /402
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydregenase GAP3 Cre01.g010900 P50362  40.24/36.82 374 /340
subunit A
Triose phosphate isomerase THICT Cre01.g029300 Q557Y5  30.00/27.01 282 /255
Fructose-1,6-bisphosphate aldolase ALDCHL Cre05.p234550 Q42690 40.92/38.11 377 /350
Fructose-1,6-bisphosphatase FBP1 Cre12.g510650 ABIKQO  44.38/38.87 415/359
Transketolase TRK1 Cre02.g080200 ABIAN1 77.55/73.85 718/683
Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase SEBP1 Cre03.g185550 P46284  41.38/35.00 385/323
Ribulose phosphate-3-epimerase RPE? Cre12.g511900 ABIKW6  28.35/25.54 265 /238
Ribose-5-phosphate isomerase RPIT Cre03.g187450 A8IRQ1  28.77/26.58 269 /248
Phosphoaribulokinase PRK Crel2,g554800 P19824  48.96/42.58 462 / 402
Calvin cycle protein CP12 CPiz Cre08.g380250 ABQOKS  11.40/8.44 107 /80
RubisCO activase RCAT Cre04.g229300 P23489 44.97 / 41.58 408 /376

pre, Premature protein MW; mat, mafure protein MW.

SBPase) while the remainder operates at low substrate saturation (Mettler et al., 2014). In Chlamydomonas, RbcS is
less abundant {182 pM) than RbcL, suggesting that the Rubisco holoenzyme represents less than 2% of total proteins
(see Chapter 7). Indeed, Rubisco is much less abundant in Chlamydomonas than in land plants where it can account for
several tens of percent of the proteome. The higher abundance of RbcL compared to RbeS in Chlamydomonas may be
linked to its independent moonlighting functions in the control of mRNA homeostasis and gene expression (Zhan et al.,
2015).

The expression of CBC genes (mRNA accumulation) is regulated by light and the circadian clock with maximal
expression during the light phase and minimal during the dark phase of the diel cycle, while the protein abundances
also show some oscillations, although less pronounced (Lemaire, Miginiac-Maslow, & Jacquot, 2002; Lemaire, Stein
et al., 1999; Schmollinger et al., 2014; Strenkert et al., 2019). RbcS in plants and green algae is encoded in the nucleus
and translated by cytosolic ribosomes before being imported into the chloroplast where it is processed to its mature
form. In contrast, RbcL is the only CBC protein in these organisms encoded by the chloroplast genome.

One major difference in many algae and cyanobacteria compared to land plants is the presence of carbon concentra-
tion mechanisms (CCMs), which increases the CO, concentration in the vicinity of Rubisco to favor its carboxylation
rate over its oxygenase activity (Lin, Occhialini, Andralojc, Parry, & Hanson, 2014; Rae et al., 2013; Raven, Giordano,
Beardall, & Maberly, 2012). One feature of the CCM is the pyrenoid, a liquid-like microcompartment present in the
chloroplasts of algae and hornworts which contains densely packed Rubisco (see Chapter 7). The pyrenoid is therefore
functionally analogous to, though structurally different from, the carboxysomes of cyanobacteria (Kerfeld & Melnicki,
2016). The pyrenoid in conjunction with other components of the CCM mitigates the low catalytic efficiency of
Rubisco and the dual substrate specificity of its active site for CO, and O, (Spreitzer & Salvucci, 2002). COj is the sub-
strate for the productive carbon-fixing step of the CBC, but the oxygenase activity of Rubisco leads to the production
of glycolate, which is recycled by the nonproductive and energetically costly photorespiratory pathway (Foyer, Bloom,
Queval, & Noctor, 2009; South, Cavanagh, Liu, & Ort, 2019). The CCM also mitigates the limited availability of CO,
in aquatic environments where uptake is hampered by slower diffusion rates and the conversion of most CO, to the
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bicarbonate anion, which cannot diffuse across the lipid bilayers of the plasma membrane and chloroplast envelope
(Wang, Stessman, & Spalding, 2015). Rubisco is the only CBC enzyme present in the pyrenoid as revealed by proteo-
mic studies, activity assays, and fluorescence microscopy (Kuken et al., 2018; Mackinder et al., 2016; Mackinder et al.,
2017; Zhan et al., 2018). Therefore a high flux of RuBP and 3PGA between the pyrencid interior or “matrix” containing
Rubisco and the stroma containing all other CBC enzymes must occur. Computational modeling of Chlamydomonas
CBC suggested that there is no major diffusional barrier to this cellular metabolic trafficking of RuBP and 3PGA, which
might involve pyrenoid minitubules that connect the stroma to the interior of the pyrenoid (Engel et al., 2015; Kuken
et al., 2018; Syeda et al., 2015). Due to the presence of the CCM, Chlamydomonas and most other photosynthetic
aquatic microorganisms are efficient energy converters; their photorespiration is low, and they require less Rubisco
(Raven, Beardall, & Sanchez-Baracaldo, 2017).

8.5.2 Regulation mediated by posttranslational modifications

8.5.2.1 Thioredoxin-dependent regulation of Calvin-Benson cycle enzymes

In land plants, four enzymes of the CBC (FBPase, SBPase, PRK, and A;B,-GAPDH) are activated by the FDX-TRX
system, enabling light-dependent modulation of CBC activity. The light-dependent activation of SBPase, FBPase, and
PRK was initially reported in the unicellular green alga Chlorella (Bassham, 1971; Pedersen, Kirk, & Bassham, 1966).
Each of these four enzymes contains a regulatory disulfide reduced specifically or preferentially by TRXf and which
upon reduction triggers a conformational change of the enzyme from a low to a high activity state (Michelet,
Zaffagnini et al., 2013). Comparisons of the redox regulatory properties of enzymes from cyanobacteria, diatoms, algae,
and higher plants suggest that the light-dependent regulation mediated by TRX has becn progressively introduced dur-
ing evolution by the addition of regulatory disulfides (Lemaire et al., 2007; Michelet, Zaffagnini et al., 2013; Ruelland
& Miginiac-Maslow, 1999). The Synechocystis CBC enzymes are generally not regulated through TRX-dependent reg-
ulatory disulfides (Balsera et al., 2014; Tamoi, Murakami, Takeda, & Shigeoka, 1998) unlike their Chlamydomonas
counterparts (Farr et al., 1994; Huppe & Buchanan, 1989; Huppe, Farr, & Turpin, 1994), By contrast with land plants
that contain a TRX-dependent isoform of GAPDH (A;B,-GAPDH), this control is absent in Chlamydomonas where
another enzyme, PGK, is instead regulated by TRX (Morisse, Michelet, et al., 2014). Chlamydomonas CBC contains
four established targets of TRX: SBPase, FBPase, PRK, and PGK.

8.5.2.1.1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Land plants contain several isoforms of GAPDH encoded by the GAPA, GAPB, and GAPC genes. GAPC corresponds
to the glycolytic type while GAPA and GAPB encode nearly identical photosynthetic GAPDH subunits, but GAPB con-
tains a specific C-terminal extension containing the TRX-dependent regulatory disulfide responsible for the light/dark
regulation of the enzyme (Baalmann, Scheibe, Cerff, & Martin, 1996; Sparla, Pupillo, & Trost, 2002). Two isoforms
participate in the CBC: the major form is heterotetrameric A;B>-GAPDH and the minor form is homotetrameric A4-
GAPDH (Trost et al., 2006). By contrast with NAD(H)-specific glycolytic GAPDH (GAPC) (Zaffagnini, Fermani,
Costa, Lemaire, & Trost, 2013), photosynthetic GAPDH wuses both NAD(H) and NADP(H) as coenzymes (Melandri,
Baccarini, & Pupillo, 1968). The NADPH-dependent activity of A,B,-GAPDH is specifically light regulated by TRXf
while the A4 isoform is not (Marri et al., 2009). Structural and kinetic analyses demonstrated that the C-terminal exten-
sion of GAPB acts as a redox-sensitive auto-inhibitory domain forming a bulky hairpin structure in the proximity of the
NADP-binding site (Fermani et al., 2007; Sparla et al., 2005). The GAPB gene is only found in the genomes of
Streptophytes (land plants and Charophytes (Petersen, Teich, Becker, Cerff, & Brinkmann, 2006)), and the
Prasinophycean green algae (e.g., Ostreococcus (Robbens, Petersen, Brinkmann, Rouze, & Van de Peer, 2007)). It is
absent in all other oxygenic phototrophs, which usually contain a single GAPA gene, except for the cryptomonads, dia-
toms, and chromalveolates in which chloroplast GAPDH is generally encoded by GAPC-type genes (Liaud, Brandt,
Scherzinger, & Cerff, 1997). A4-GAPDH is a minor GAPDH isoform in land plants (Howard, Lloyd, & Raines, 2011;
Scagliarini, Trost, Pupillo, & Valenti, 1993) but is the only isoform of photosynthetic GAPDH in green algae, red algae,
and cyanobacteria (Petersen et al., 2006). The Chlamydomonas genome contains a single GAPA gene (Table 8.2) and
the CBC operates cnly with A,~-GAPDH, which lacks regulatory cysteines and is therefore not directly regulated by
TRX. In all organisms, including Chlamydomonas, GAPDH is indirectly regulated by TRX through the formation of a
complex with two TRX-regulated proteins, PRK and CP12 (Graciet, Lebreton, & Gontero, 2004; Trost et al., 2006;
Wedel & Soll, 1998). This is the only known mechanism of light/dark regulation of GAPDH in Chiamydomonas and
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all other GAPB-deficient species. This will be discussed further below in the section on the supramolecular organization
of the CBC.

8.5.2.1.2 Phosphoglycerate kinase

PGK, a CBC enzyme that converts 3-PGA produced by the Rubisco reaction to 1,3-bisphosphoglycerate, the substrate
of GAPDH, is not known to be redox regulated in land plants. By contrast, a TRX-dependent redox activation was
reported in Chiamydomonas, Synechocystis, and Phaeodactylum tricormutum (Bosco, Aleanzi, & Iglesias, 2012;
Morisse, Michelet, et al., 2014; Tsukamoto, Fukushima, Hara, & Hisabori, 2013). This may suggest that this regulatory
mechanism has been lost in land plants after the invention of GAPB or that it is a recent innovation of some aquatic
phototrophs. In Chlamydomonas chloroplastic PGK, the regulatory disulfide bond involves the two C-terminal
cysteines, has a midpeint redox potential of —335 mV at pH 7.0, and its reduction, preferentially performed by TRX{,
increases the enzyme turnover number but does not affect the enzyme affinities for its substrates (Morisse, Michelet,
et al., 2014),

8.5.3 Phosphoribulokinase

PRK is a homodimer in eukaryotes (Gurrieri et al., 2019; Porter, Milanez, Stringer, & Hartman, 1986) and each mono-
mer contains four strictly conserved cysteines. PRK is unique to the CBC and has therefore no cytosolic counterpart. It
has a low activity in the oxidized form and is activated by TRX-dependent reduction of the N-terminal Cys16-Cys55
regulatory disulfide (Brandes, Larimer, & Hartman, 1996). Formation of the Cys16-Cys35 disulfide efficiently blocks
the activity because Cys55 likely plays a role in catalysis through binding of the sugar phosphate subsirate (Milanez,
Mural, & Hartman, 1991; Porter & Hartman, 1990). As in the case of other CBC enzymes, TRXT is more efficient for
activation of PRK compared to TRXm while no activation by TRXx and TRXy was observed in Arabidopsis (Marri
ef al., 2009). PRK was purified from Chlamydomonas and shown to be activated by TRXS through reduction of the con-
served N-terminal disulfide (Farr et al., 1994; Lebreton, Graciet, & Gontero, 2003). Two C-terminal cysteines were
shown to participate in a disulfide formation, which might alter the physical interaction of PRK with GAPDH and
CP12 (Thieulin-Pardo, Remy, Lignon, Lebrun, & Gontero, 2015). Proteomic approaches also identified this disulfide as
a target of TRX (Perez-Perez et al., 2017). Chlamydomonas PRK is preferentially activated by TRXf (Gurrieri et al.,
2019) but can also be activated, to a lesser extent, by TRXz (Le Moigne, Gurrieri, et al., 2021).

8.5.4 Fructose-1,6-bisphosphatase

Oxidized land plant FBPase has a basal activity (20%—230%) and becomes fully activated upon disulfide reduction,
which is strictly dependent on TRXT; all other TRX types are inefficient. The molecular mechanism of TRX-dependent
activation of FBPase was initially unraveled for pea FBPase. Compared to cytosolic FBPase, which participates in glu-
coneogenesis and is not redox regulated by TRX, pea chloroplast FBPase contains two insertions containing cysteines
that form the regulatory disulfide bond (Cys153-Cys178) (Chiadini, Navaza, Miginiac-Maslow, Jacquot, & Cherfils,
1999; Jacquot et al., 1995; Jacquot, Lopez-Jaramillo, et al., 1997; Rodriguez-Suarez, Mora-Garcia, & Wolosiuk, 1997).
The conformational changes linking the redox state of the regulatory cysteines and the level of activation of the enzyme
have been established by comparing the structure of oxidized and reduced FBPase (Chiadmi et al., 1999; Jacquot et al.,
1995; Jacquot, Lopez-Jaramillo, et al., 1997; Rodriguez-Suarez et al., 1997). Formation of the disulfide forces the slid-
ing of a loop by 8—9 A toward the active site, thereby disrupting the binding sites for the catalytic Mg2+ cations
(Chiadmi et al., 1999). Therefore in contrast to other CBC enzymes, the conformational changes induced by the oxida-
tion of the regulatory disulfide do not impact the active site or ils proximity but stabilizes a general conformation in
which the active site is almost nonfunctional. Chloroplastic FBPase was the first TRX (TRXf) target purified from
Chlamydomonas (Chiadmi et al., 1999; Jacquot et al., 1995; Jacquot, Lopez-Jaramillo, et al., 1997; Rodriguez-Suarez
et al., 1997).

8.5.5 Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase

SBPase is a homodimeric enzyme that is unique to the CBC and has no cytosolic counterpatt. SBPase contains a single
regulatory disulfide that is preferentially reduced by TRXf (Dunford, Durmrant, Catley, & Dyer, 1998; Gutle et al., 2016;
Nishizawa & Buchanan, 1981). The regulatory cysteines are conserved in all photosynthetic eukaryotes including
Chlamydomonas, but the algal enzyme has not been characterized biochemically.
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8.5.6 Rubisco and Rubisco activase (see also Chapter 7)

Despite the finding that Rubisco was systematically identified among putative TRX targets in redox proteomic studies
performed in photosynthetic cells (Michelet, Zaffagnini et al., 2013; Perez-Perez et al., 2017), a direct effect of TRX on
Rubisco has not yet been reported. In the large subunit of Chlamydomonas Rubisco, seven of the twelve cysteines are
highly conserved among photosynthetic eukaryotes (Moreno, Garcia-Murria, & Marin-Navarro, 2008), and among
them, oxidation of Cys172, Cys192, Cys449, and Cys459 was reported to play a prominent role either in Rubisco inacti-
vation and degradation through conformational modulation (Garcia-Murria et al., 2008; Garcia-Murria, Sudhani, Marin-
Navarro, Sanchez Del Pino, & Moreno, 2018; Marin-Navarro & Moreno, 2006) or chloroplastic mRNA binding
(Uniacke & Zerges, 2008; Yosef et al,, 2004; Zhan et al., 2015), The Cys449-Cys459 pair was proposed to function as
a redox sensor (Garcia-Murria et al., 2008) and Cys459 is reduced in the presence of TRX (Perez-Perez et al., 2017),
but an experimental demonstration of a direct TRX-dependent regulation of Rubisco remains to be established. In some
species, Rubisco may be indirectly regulated by TRX through Rubisco activase (RCA), an ATP-dependent molecular
chaperone of the AAA™ family required to release tight-binding inhibitors from the active site of Rubisco (Pertis, 2003;
Portis, Li, Wang, & Salvucci, 2008). The ATPase activity of RCA is controlled by the ADP/ATP ratio and/or by the
FDX-TRX system. Two types of RCA have been identified: the short form (beta isoform), not regulated by TRX, and
the long form (alpha isoform), which contains a TRXf-dependent regulatory disulfide (Zhang, Schurmann, & Portis,
2001). The extension contains negative charges that, upon oxidation of the disulfide, interact with the ATP-binding site
and inhibits the enzyme while reduction by TRXT alleviates this inhibition (Portis et al., 2008; Wang & Portis, 2006).
Some species, such as Arabidopsis, contain both alpha and beta isoforms while others such as tobacco, maize, and green
algae only contain the short beta isoform, but they still exhibit light-dependent regulation of RCA activity due to a
unique sensitivity to ADP/ATP ratios (Carmo-Silva & Salvucci, 2013; Salvucci, Werneke, Ogren, & Portis, 1987) and
to light-dependent fluctnations of magnesium ions (Hazra, Henderson, Liles, Hilton, & Wachter, 2015).

8.5.6.1 diversity of posttransiational modifications in Chlamydomonas Calvin-Benson cycle

Proteome-wide analysis of posttranslationally modified proteins have considerably challenged our current models of
CBC regulation, which has been focused on the activation by TRXf of four CBC enzymes plus CP12. In addition to
TRX-regulation, two other types of redox modifications have been investigated in Chlamydomonas using proteomics:
glutathionylation and nitrosylation. Glutathionylation results in the formation of a mixed disulfide bond between a pro-
tein cysteine and the thiol group of glutathione, the major nonprotein thiol in most organisms (Rouhier, Lemaire, &
Jacquot, 2008; Zaffagnini et al., 2019; Zaffagnini, Bedhomme, Marchand, et al., 2012). Glutathionylation is a wide-
spread oxidative modification involved in the modulation of protein function but also in the protection of protein Cys
from irreversible oxidation. Nitrosylation results in the formation of nitrosothiols by the reaction of protein thiols with a
nitric oxide (NO) moiety. It can be triggered chemically not only by reactive nitrogen species (RNS) such as NO and
related species but also by transnitrosylation reactions mediated by small nitrosothiols (e.g., nitrosoglutathione, GSNO)
or other nitrosylated proteins (Benhar, Forrester, & Stamler, 2009; Chen et al., 2020; Hess, Matsumoto, Kim, Marshall,
& Stamler, 2005; Hogg, 2002; Zaffagnini et al., 2014). In Chlamydomonas, NO signaling participates in the regulation
of nutrient acquisition, photosynthetic efficiency, and other processes including autophagy and programmed cell death
(Calatrava et al., 2017; De Mia, Lemaire, Choquet, & Wollman, 2019; Kuo, Chang, Lin, & Lee, 2020; Sanz-Luque,
Ocana-Calahorro, Llamas, Galvan, & Fernandez, 2013; Wei et al., 2014; Zalutskaya, Kochemasova, & Ermilova,
2018). Both nitrosylation and glutathionylation can be reversed by TRX and/or glutathione/glutaredoxins (GRXs)
(Bedhomme et al., 2012; Zaffagnini et al., 2016; Zaffagnini, Bedhomme, Marchand, et al., 2012). As GSNO has been
proposed to trigger both nitrosylation and glutathionylation, these two modifications could be dependent on GSNO
homeostasis, which is under the control of a GSNO reductase that was recently characterized biochemically and struc-
turally in Chlarmydomonas (Tagliani et al., 2021).

In Chlamydomonas, proteomic studies identified 225 proteins regulated by glutathionylation (Michelet et al., 2008;
Zaffagnini, Bedhomme, Groni, et al., 2012) and nearly 400 nitrosylated cysteines in 492 nitrosylated proteins (Morisse,
Zaffagnini, Gao, Lemaire, & Marchand, 2014). The thioredoxome (TRX-interacting proteome) has also been investi-
gated in Chlamydomonas and allowed the identification of 1188 proteins and 1052 cysteines regulated by TRX (Perez-
Perez et al., 2017). Comparison of these datasets suggests the existence of a complex redox regulation network in
Chlamydomonas and provides evidence of a tremendous selectivity of posttranslational redox modifications for specific
cysteine residues, even within the same protein. These results indicate that the Cys proteome does not represent a small
subget of highly reactive Cys residues that are modified through indiscriminate interaction with the molecules they
encounter but represents a complex system of posttranslational modifications (PTMs) associated with redox conditions
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that are specific for distinct interconnected pretein networks (Perez-Perez et al., 2017). The CBC is a major target path-
way within this complex network since all Chlamydomonas CBC enzymes were identified as potential targets of nitro-
sylation (Meorisse, Zaffagnini, et al., 2014}, glutathionylation (Michelet et al., 2008; Zaffagnini et al., 2014; Zaffagnini,
Bedhomme, Groni, et al.,, 2012), and thioredoxin-mediated redox regulation (Lemaire et al., 2004; Morisse, Michelet,
et al., 2014; Perez-Perez et al., 2017) (Table 8.3). Most of these modifications have been confirmed on the correspond-
ing purified enzyme, with the modified cysteines mapped. However, the effect of the modification varies considerably
between enzymes (Bedhomme et al., 2012; Zaffagnini et al., 2007; Zaffagnini et al., 2014; Zaffagnini, Bedhomme,
Grond, et al., 2012; Zaffagnini, Fermani, et al., 2013; Zaffagnini, Morisse, et al., 2013). For example, TPI and A,
GAPDH were both confirmed to undergo glutathionylation and nitrosylation, with PTMs fully inhibiting GAPDH activ-
ity bat barely affecting TPI activity (Zaffagnini et al., 2014). Some modified enzymes may represent moonlighting pro-
teins that, upon redox PTMs, are diverted to new functions unrelated to their metabolic role in carbon metabolism, as
shown for cytosolic GAPDH in mammals (Zaffagnini, Fermani, et al., 2013). Among CBC enzymes, a moonlighting
function has been reported for Chlamydomonas RbcL (Vol 2, Chapter 7), It binds chloroplast mRNAs and accumulates
in chloroplast stress granules under oxidative stress conditions (Cohen, Sapir, & Shapira, 2006; Knopf & Shapira, 2005;
Uniacke & Zerges, 2008; Yosef et al., 2004). RbcL undergoes numerous redox modifications that may participate in the
regulation of this moonlighting function (Table 8.3).

Interestingly, all CBC enzymes except FBPase were also identified in the phosphoproteome of Chlamydomonas
with multiple modified residues for most enzymes (McConnell, Werth, & Hicks, 2018; Wang et al., 2014).
Chlamydomonas CBC enzymes likely undergo multiple other modifications that remain to be investigated in detail. For
example, recent proteomic data showed that most if not all CBC enzymes of land plants can be crotonylated on multiple
lysine residues (Liu et al., 2018; Sun et al., 2017; Sun, Qiu et al., 2019; Xu et al., 2021). The functional role of all these
modifications is still unknown. Therefore it appears that CBC enzymes are regulated by an intricate network of PTMs,
with different modifications that may not occur at the same time, at the same site, to the same extent, or under the same
physiclogical/cellular conditions. Regulation by PTM may allow a tight coupling between the activity and function of
CBC enzymes and environmental conditions.

8.5.7 Structure and supramolecular organization

8.5.7.1 Structural features of Calvin-Benson cycle enzymes

The CBC enzymes have been studied by biochemical and proteomic approaches, which have unraveled some of their
functions, specificities, and mechanisms of regulation. To go further into the characterization of these enzymes, their
structures were determined by X-ray crystallography. We will inventory the current knowledge on the structures of the
11 CBC enzymes and the small interacting protein CP12 (Erales, Lignon, & Gontero, 2009) from Chlamydomonas
(Table 8.2). We focus on solvent-exposed regulatory cysteines that are susceptible to redox modification in the folded
state of the protein, since they elucidate how CBC functioning is coupled to the redox state of the PET chain and thus
to light. Structural information on Chlamydomonas CBC proteins is described and referenced using the Protein Data
Bank (PDB) 4-character codes. Unless otherwise stated, residues are numbered according to the mature protein after
cleavage of the transit peptide. The structure of each enzyme is represented in Fig. 8.3.

8.5.8 Rubisco

Rubisco is a heteromultimeric assembly of two gene products: a large subunit (LSU) and a small subunit (SSU). A com-
plex set of chaperones (Aigner et al., 2017) guide eight LSU and eight SSU into a hexadecameric (LSUg:SSUg) working
assembly (Andersson & Backlund, 2008) (Vol 2, Chapter 7). Rubisco is classified as a lyase because it catalyzes the
formation of carbon—carbon bonds between RuBP and carbon dioxide (CO,). When utilizing dioxygen (O,) instead of
CO,, Rubisco will form 3-PGA and 2-phosphoglycolate; the latter is toxic and is detoxified at an energetic cost to the
cell. Chlamydomonas Rubisco is a major constituent of the pyrenoid, which is a component of the CCM. This subcellu-
lar compartment becomes especially prominent under low CO, conditions and is the site at which CO, is concentrated
in the vicinity of Rubisco; this organization allows for the more efficient fixation of CO,. Additionally, the pyrenoid
has interesting physical properties and undergoes liquid—liquid phase separation during cell division (Vol 2,
Chapter 7).

Rubisco SSU folds as a two-layer o/3 sandwich. Rubisco LSU is composed of two domains, the B domain is an o/f3
TIM barrel and the N domain is a ferredoxin-like o+ sandwich (Chapman et al,, 1988). The structure, 1GK8 for
Chlamydomonas Rubisco, was determined at atomic resolution by X-ray crystallography of the protein complexed with
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FIGURE 8.2 The Calvin-Benson eycle in Chlamydomonas reinhardtii. The 11 enzymes of the CBC are indicated in green. Pour enzymes are acti-
vated in the light by reduced thioredoxin (TRXred), CP12 activity is bracketed by a blue line. Metabolites are indicated in black ellipses with their
global stoichiometry, The carbon input (CO- in bold) and outpint (G3P) toward metabolism are indicated. Enzymes: Rubisco, ribulose-1,5-bispho-
sphate carboxylasefoxygenase, PGK, phosphoglycerate kinase; GAPDH, glyceraldebyde-3-phosphate dehydrogenaze; TPJ, triose phosphate isomerase;
FBA, fructose-1,6-bisphosphate aldolase; FBPm. fmetose-] JG6-bisphosphatase; TRE, transketolage; SBPase, sedoheptulose-1,7-bisphosphatase; RPE,
ribulose-5-phosphate 3-cpimerase; RPI, rlbose-& ph PRK, phosphoribulokinase. Metaholites: Ru-AP, ribulose-1,5-bisphosphate; 3-
PGA, 3-phosphoglycerate; 1,3-bPGA, 1,3-bi hogl : G3P, glyceraldehyde-3-phosphate; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; F16bP,
fructose-1,6-bisphosphate;, F6P, ﬁ'ucmse-G-phmphm XSP xylulose—S phosphate, E4P, ayﬁmMphnsphm 81,7bP, sedoheptulose-1,7-bispho-
sphate; S7P, sedoheptulose-7-phosphate; R5P, ribose-5-phosphate; RuP, ribulose-5-phosphate,

the RuBP analog 2-carboxyarabinitol-1,5-diphosphate (CAP) and magnesium (Tayler, Backlund, Bjorhall, Spreitzer, &
Andersson, 2001). CAP is bound by the B domain of one LSU through residues Lys175, Lys177, His294, Arg295,
His327, Lys334, Leud35, Ser379, Gly380, Gly3g8l, Gly403, and Gly404 and by the N domain of a neighboring LSU
through residues Glu6d, ThrS5, Trp66, and Asnl23. Thrl73, carbamylated Lys201, Asp203, and Glu204 interact with
magnesium. The betaA-betaB loop is different in the algal structure compared to its spinach ortholog (1RCX), and the
residues of the loop are important for the holoenzyme function.

8.5.9 Phosphoglycerate kinase

An in silico three-dimensional model of reduced Chiamydomonas PGK1 was built from the ortholog crystal structure
from Bacillus stearothermophilus, which has the highest sequence identity in the structural database (Morisse,
Michelet, et al., 2014). PGK is composed of two domains adopting the Rossman fold and connected by a hinge contain-
ing a long o-helix. Consistent with most reported PGK structures, Chlamydomonas PGK is 2 monomer in solution. Its
oxidation was evaluated by energy minimization. Molecular dynamics suggested that redox control of Chlamydomonas
PGK is exerted by the modulation of domain—domain contacts through the hinge dynamics. The Cys227-Cys361 disul-
fide bridge of oxidized PGK rigidifies the enzyme, preventing it from attaining the optimal closed conformation.

8.5.10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

No experimental structure is yet available for Chlamydomonas A4-GAFPDH, but the ortholog from Arabidopsis is a
proxy of high sequence identity (> 80%). Chlamydomonas A4-GAPDH is most probably folded as Arabidopsis
3K2B (Fermani et al., 2010} that is itself hiphly similar to spinach 1JNO (Fermani et al., 2001) and 1RM4
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FIGURE 8.3 Structural components of the Calvin-Benson cycle. Metabolites are indicated in black with stoichiometric ratio for the fixation of
3 X CO, into 1 X glyceraldehyde, Metabolites and enzymes are identified as in Fig. 8.2, Known experimental structures (red) or models (green) of the
Calvin-Benson enzymes in Chlamydomonas are representex] with llustrate software (Goodsell, Autin, & Olson, 2019). Protein Data Bank (PDB) iden-
tifiers 1GK8 (Rubisco), 4MKN (TPI), 7B2N (FBA), SND5 (TRK), 7B1W (RPE), 6H7G (PRK), 7B20 (SBPase), and 6ZXT (RPI) are indicated near
their respective representation.

(Sparla et al., 2004). The GAPDH monomer is composed of two domains: an amino-terminal NADP-coenzyme
binding domain with an o/ Rossman fold into which is inserted a catalytic domain folded as an eight-stranded
antiparallel 3-sheet and two o-helices. An S-loop protrudes from the (-sheet and contacts NADP nicotinamide.
GAPDH monomers assemble into a tetrameric dimer of dimers. The structure of the higher-order redox-controlled
assemblies of GAPDH with PRK will be discussed in the next section.

8.5.11 Triose phosphate isomerase

The crystal structure 4MKN of Chlamydomonas TPI was determined at 1.1 A resolution (Zaffagnini et al., 2014). TPL
folds as an o/f barrel typical of the TIM topology. The alternance of eight o-helices and eight 3-strands defines a core
parallel B-barrel surrounded by o-helices. TIM barrels are among the most abundant folds in proteins (Jansen &
Gerstein, 2000). Chlamydomonas TPI is homodimeric, with the enzymatic site located near the dimer interface and the
catalytic residues at the carboxy-pole of the (3-barrel from each protomer. Because it is the most exposed to solvent
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among the five cysteines of TPI, Cys219 is the most probable site of glutathionylation and nitrosylation, although these
modifications barely affected catalytic properties in vitro (Zaffagnini et al., 2014).

8.5.12 Fructose-1,6-bisphosphate aldolase

The crystal structure 7B2N of Chlamydomonas FBA was recently determined by the authors (Le Moigne, Sarti, et al.,
2021). FBA folds as an o/ TIM barrel supplemented by a (3-sheet of two antiparallel strands and a pair of carboxy-
terminal o-helices. The active site residues sit at the carboxy-pole of the (3-barrel, where they contribute an electroposi-
tive cleft adapted to the binding of the phosphates of the substrates, Chlamydomonas FBA is a homotetramer with one
dimer interface at the cpposite side of the active site and the other dimer interface involving the additional two-strand
(3-sheet. The contacting subunit is located 18 A away from the active site, with the additional 3-sheet likely controlling
accessibility to the catalytic pocket. All six cysteine residues of FBA have been reported to be redox modified
(Table 8.3). Cys256 is the most exposed to solvent, in comparison to Cys58 and Cys142 whose reported susceptibility
to nitrosylation may result from conformational changes or local unfolding. Arabidopsis cytosolic Ald2 is irreversibly
inactivated by the cysteine nitrosylating agent GSNO, while GSSG partially and reversibly inactivated the enzyme (van
der Linde et al., 2011). Disulfide bridge formation rearranges the active site of a metazoan aldolase into an inactive con-
formation (Heyduk, Michalczyk, & Kochman, 1991).

8.5.13 Fructose-1,6-bisphosphatase

No experimental crystal structure is available for Chlamydomonas FBPase, but a faithful homology model can be
assumed from spinach or pea photosynthetic orthologs, 1SPI and 1D9Q, respectively (Chiadmi et al., 1999; Villeret,
Huang, Zhang, Xue, & Lipscomb, 1995). FBPases fold into two domains, each composed of an antiparallel B-sheet sur-
rounded by a-helices; these monomers assemble into a dimer of dimers. As mentioned in the previous section, a regula-
tory disulfide bridge between Cys133 and Cys173 of pea FBPase stabilizes a disordered 20-amino acid peptide segment
into an ordered o-helix, displacing two B-strands that eventually disrupt the binding of the catalytic MgZ™ in the cata-
lytic pocket located 20 A away. Reduction of the regulatory disulfide bridge restores the disordered character of the
peptidic segment and Mg®" binding. FBPase is exclusively reduced by TRXf due to complementary FBPase-TRXF
interaction surfaces. Blectrostatic potential appears to be the main driver of this selectivity, with a marked electroposi-
tive potential around the TRXf redox site that mirrors an electronegative potential around the FBPase redox regulatory
site (Lemaire et al., 2018).

8.5.14 Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase

A photosynthetic SBPase structure 5IZ3 was first reported for the moss Physcomitrella (Gutle et al., 2016). We recently
solved the crystal structure 7B20 of the Chlamydomonas ortholog. SBPase shares the same fold and has high structural
similarity to FBPase, with an average distance of 1241 A between equivalent residues for the alignment of
Chlamydomonas SBPase with pea FBPase. Meanwhile, the peptidic extension bearing the regulatory disulfide Cys153-
Cys173 in the pea FBPase is shorter and devoid of cysteine in SBPase. Conversely, disulfide bridged Cys115 and
Cys120 are located in a distinct 3-hairpin motif in Chlamydomonas FBPase. The unique structural features of the redox
regulatory disulfides in each enzyme argues in favor of a distinct phylogenetic origin between SBPase {archeal ances-
try) and FBPase (bacterial ancestry) (Gutle et al., 2016).

8.5.15 Transketolase

The crystal structures SND6 and SNDS of Chieamydomonas TRK were respectively determined in the apo state or bound
to the cofactor thiamine pyrophosphate (TPP) and Mg>" (Pasquini et al., 2017). TRK is composed of three o/f
domains, each centered on a five-stranded [3-sheet interspersed by a-helices; the monomer assembles into an intricate
homodimer. The amino-terminal domain binds Mg?* and the TPP pyrophosphate (PP) moiety. The middle domain
binds the TPP pyrimidine (Pyr) moiety. The PP domain of one dimer subunit and the Pyr domain of the other subunit
both participate in the formation of one active site. By comparison with the apoprotein structure, the binding of TPP-
Mg?* appears to stabilize an ordered conformation on two peptidic segments of the active site. The C-terminal domain
is neither involved in cofactor interaction nor dimerization. Oxidation of TRK-TPP-Mg?" bears no catalytic conse-
quence even though the cysteine pairs Cys173-Cys220, Cys204-Cys210, and Cys470-Cys484 are within disulfide

52



Photoproduction of reducing power and the Calvin-Benson cycle 289

bonding distance. However, TRK-TPP is reversibly inactivated by oxidized dithiothreitol (DTTox) treatment with a sen-
sitivity that depends on the Mg®>" concentration. Indeed, >80% TRK activity is preserved from DTTox-mediated inac-
tivation in the presence of 2 mmol/L. Mg>+ while the same oxidative treatment inactivates >50% of the enzyme at
Mg2+ concentrations lower than 0.05 mmol/L (Pasquini et al., 2017). Illumination of chloroplasts causes an increase in
the stroma Mg2+ concentration above the TRK-protection threshold value of 1—3 mmol/L (Portis & Heldt, 1976),
which helps coordinate photosystem activity with the activity of the CBC.

8.5.16 Ribose-5-phosphate isomerase

The crystal structure 6ZXT of Chlamydomonas RPI was determined at 1.40 A resolution (Le Moigne, Crozet, Lemaire,
& Henri, 2020). RPI is a homodimer and each subunit folds as two domains: a Rossman fold at the amino-terminus and
an ACT domain at the carboxy-terminus. The ACT (Aspartate kinase, Chorismate mutase, and TyrA) domain is com-
posed of a four-stranded antiparallel 3-sheet and two o-helices and determines the dimeric quaternary state. The active
site is remote from the dimerization interface and 13 residues contribute to an electropositive pocket of ideal dimen-
sions to accommodate the ribose-5-phosphate substrate. At the opposite side of the protein, an extended electronegative
surface runs along both protomers and is a candidate platform to interact with electropositive partner proteins. Among
four cysteines of Chiamydomonas RPI, the most solvent-exposed is Cysl75, located near the dimer interface.
Moreover, Thr61 and Ser87 were suggested to be phosphorylated in Chlamydomonas protein extracts (McConnell et al.,
2018; Wang et al., 2014). The Thr61 side chain hydroxyl sits inside the enzymatic pocket and phosphorylation of this
residue would prevent substrate binding.

8.5.17 Ribulose-5-phosphate 3-epimerase

The authors recently determined the high-resolution crystal structure 7B1W of Chiamydomonas RPE. RPE folds as an
o/f TIM barrel with a metal ion at the carboxy-pole of the barrel. His72, Asp74, His105, and Asp216 (full-length
sequence numbering) coordinate the metal that was identified as Zn** in the ortholog structures 1H1Z and 2FLI. Three
loops, A, B, and C, project from strands 1, 2, and 6 and delimit the active site cavity around the Zn>". Ser50, Ser239,
and Thr220 were reported to be phosphorylated (McConnell et al.,, 2018; Wang et al,, 2014), Their side chains are
located at 10—17 A from the Zn®", at the entrance of the catalytic pocket where their phosphorylation would decrease
the affinity for ribulose-5-phosphate by steric and charge repulsion effects. RPE assembles as a homohexamer com-
posed of a trimer of dimers. The trimer neighbor of each protomer pushes the aforementioned loop C toward the cata-
lytic site, reducing its accessibility for substrate. Hence, homohexamerization is likely to increase the Michaelis
constant of Chlamydomonas RPE. An extra o-helix caps the amino-pole of the bamel. This cap, bearing the
Chlamydomonas-specific Cys37 residue, is in a solvent-exposed environment. Cys68, Cys150, and Cys204 are each
located 10—18 A from Cys37 and may form disulfide bridges if Cys37 is given enough flexibility. All four of these
cysteines may also be modified, for example, by nitrosylation or glutathionylation, given their accessibility in the
model. The effect of such redox modifications is, however, hard to rationalize because all cysteines are >18 A from
the active site, separated from it by the depth of the barrel.

8.5.18 Phosphoribulokinase

Experimental structures of oxygenic photosynthetic PRKs were reported for Chlamydomonas (6H7G), Arabidopsis
(6H7H, 6KEW, 6KEX), and Synechecoccus (6KEV, 6HZK, 6HZL) (Gurrieri et al., 2019; Wilson, Haver-Hartl, &
Bracher, 2019; Yu et al., 2020). PRK is an elongated homodimer with a subunit-to-subunit continuous mixed p3-sheet of
20 strands (10 strands per subunit), defining a rod-like molecular shape. The active site lies at the extremities of the rod
in a shallow cleft. The phosphate group of the substrate is expected to bind Argb4, Arg67, Tyr1(3, and His105 that
bind a sulfate in the crystal structure. Two cysteine pairs are amenable to disulfide bonding: Cys16-Cys55 in the cata-
lytic cleft and Cys243-Cys249 near the dimerization surface. The formation of the Cys16-Cys55 disulfide would reduce
catalytic efficiency (A. Yu et al., 2020) while the redox effect of the disulfide near the dimer interface may modify the
flexibility of the assembly.

No experimental structures of PGK, GAPDH, FBPase, CP12, and RCA from Chlamydomonas reinhardtii have been
reported at the date of this review. Although computational homology models predict the structure of globular proteins
aligned onto models from other organisms or cytosolic pathways, these predictions may contain local erroneous predic-
tions that are hard to discriminate. A complete understanding of photosynthetic carbon fixation thus requires a
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description of the remaining structures at high resolution. When X-ray crystallography proves difficult for disordered,
dynamic, or generally hard to crystallize objects, the other structural tools such as single-particle cryo-electron micros-
copy (cryo-EM) or nuclear magnetic resonance (NMR) will likely provide solutions. To achieve complete modeling of
the carbon flow in the cycle, the exact catalytic mechanisms of each step of the CBC will need to be investigated. This
includes but is not limited to; the type of catalysis, multiple substrate/product reaction orders, allosteric effects, affinity
constants, and catalytic constants. Supplementary controls over enzymes such as excess product or excess substrate
inhibition are likely to occur. Suborganellar protein localization in the pyrenoid, in translational T-zones (Sun, Valente-
Paterno et al., 2019) or at the thylakoid membranes (Zerges, Wang, & Rochaix, 2002) may be analyzed by in situ cryo-
genic electron tomography. Nevertheless, supramolecular assembly of CBC enzymes is likely an important determinant
of the rate of carbon fixation, as reviewed in the next section.

8.5.18.1 Supramolecular organization of the Calvin-Benson cycle

Past work in vivo and in vitro repeatedly suggested that CBC enzymes form higher-order complexes (Anderson et al.,
1995; Gontero, Mulliert, Rault, Giudici-Orticoni, & Ricard, 1993; Jebanathirajah & Coleman, 1998; Rault, Giudici-
Orticoni, Gontero, & Ricard, 1993; Romanova, Semenova, Ignat’ev, Novichkova, & Fomina, 2016; Sainis & Harris,
1986; Suss, Arkona, Manteuffel, & Adler, 1993; Teige, Melzer, & Suss, 1998), either for allosteric control of reaction
rates (Ricard, Gindici-Orticoni, & Buc, 1990; Ricard, Giudici-Orticeni, & Gontero, 1994), for controlling the geometry
of active sites (Avilan, Gontero, Lebreton, & Ricard, 1997b; Graciet et al., 2004; Graciet, Lebreton, Camadro, &
Gontero, 2002; Lebreton et al., 2003) or for partitioning the enzymes into catalytically optimized assemblies (H. Wang
et al., 2019; Wunder, Cheng, Lai, Li, & Mueller-Cajar, 2018). However, only the structures of PRK-CP12-GAPDH
complex (6GVE and 6KEZ) and Rubisco condensates (6HBC, 7JFO, and 7JSX) are available as samples of the supra-
molecular organization of the CBC (McFarlane et al., 2019; Wang et al., 2019; Yu et al., 2020),

In the pyrenoid, Rubisco—Rubisco interaction is mediated by the intrinsically disordered protein EPYC1, which con-
tains five Rubisco small-subunit (RbcS) sequence-repeated binding regions (He et al., 2020; Mackinder et al., 2016}
(Vol 2, Chapter 7). In the 7JFO complex, EPYC] repeat 1, folds as an o-helix that binds RbcS via three salt bridges
(EPYC1-RbcS) Arg64-Glu24, Glub6-Arg91, Arg71-Asp23, and a hydrophobic interface composed of EPYC1 residues
Trp63, Leu67, and Leu70, and RbeS residues Met87, Leu90, and Val94. Each EPYCI] region has a millimolar affinity
for Rubisco along with a high dissociation constant, accounting for the dynamic character of the pyrenoid matrix.

PRK homodimers and GAPDH homotetramers form a supramolecular complex with the small, intrinsically disor-
dered proteins CP12, which act as connectors (Avilan et al., 2012; Gontero & Avilan, 2011; Graciet et al.,, 2003;
Graciet et al., 2004; Launay et al., 2016; Lebreton, Andreescu, Graciet, & Gontero, 2006). The formation of the PRK-
CP12-GAPDH complex allows for fine regulation of PRK and A,-GAPDH activities (reviewed in Trost et al., 2006).
CP12 is an intrinsically disordered protein, especially when fully reduced, and upon oxidation, the formation of two
disulfide bonds within the polypeptide decreases this disorder (Graciet et al., 2003; Marri et al., 2008; Marri et al.,
2010). In Arabidopsis, the C-terminal disulfide has a redox potential comparable to GAPB (E,, = —352 mV at pH 7.9
(Marri et al., 2008)) allowing reduction of CP12 disulfides by TRXs, although with no strict specificity (Marri et al.,
2009). In both Arabidopsis (Fermani et al., 2012; Marri et al., 2008) and Chlamydomonas (Kaaki, Woudstra, Gontero,
& Halgand, 2013), A,~-GAPDH binds two CP12 molecules. However, while this binding is very strong in
Chiamydomonas (Kp 0.4nM) and leads to inhibition of GAPDH activity (Erales, Mekhalfi, Woudstra, & Gontero,
2011), it is much weaker in Arabidopsis (Kp 0.2 uM, (Marri et al., 2008)) and barely affects GAPDH activity (Marri
et al., 2008; Marri, Trost, Pupillo, & Sparla, 2005). Nevertheless, binding of two PRK molecules to the GAPDH/CP12
complex results in strong inhibition of both enzymes (Marri et al., 2005). PRK is also inhibited in the supercomplex
because catalytic Arg64 residue is mobilized for CP12—GAPDH interaction (Avilan, Gontero, Lebrelon, & Ricard,
1997a). Therefore PRK-CP12-GAPDH complexes accumulate in the dark and lead to inhibition of PRK and GAPDH
activities, while upon illumination, TRX reduction causes rapid dissociation of the complex and recovery of enzyme
activities (Marri et al., 2009). Experimental structures of GAPDH-CP12-PRK were determined from
Thermosynechococcus (6GVE) and Arabidopsis (6KEZ) (McFarlane et al., 2019; Yu et al., 2020); the Arabidopsis
structure is likely to resemble that of Chlamydomonas. In the crystal asymmetric unit, GAPDH-CP12-PRK is modeled
with two oxidized PRK dimers, four oxidized CP12, and two GAPDH tetramers. In this complex, CP12 bears two
TRX-dependent disulfides at Cys22-Cys31 and Cys64-Cys73 and is folded into three a-helices. CP12 is inserted in the
PRK catalytic cleft on one side and in between two GAPDH subunits on the other side (Fig. 8.4). In GAPDH, five resi-
dues from helix 254—269, two loop residues at positions 252—253, and one at position 305 come into contact with
seven residues of PRK at positions 248, 283, 286, 299—301, and 308. They reinforce the stability of the ensemble.
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FIGURE 8.4 Crystal structure of GAPDH-CP12-PRK complex. (A) Cartoon representation of the crystal structure of Arabidopsis thaliane GAPDH-
CP12-PRK complex (PDB ID: 6KEZ (Yu et al,, 2020)) with GAPDH tetramers colored in blue, CP12 in red, and PRK dimers in green. (B) Surface
representation of the insertion site of CP12 protein colored in red in the GAPDH and PRK active pockets. PRK is colored as in (A) with residues
involved in the fixation of phosphate and ATP in orange. Two GAPDH subunits are colored in shades of blue with NAD in white. (C) Same represen-
tation as in (B) without CP12,

8.6 Energetic considerations and the dual purpose of NADPH turnover
8.6.1 NADPH and ATP: the assimilatory power duo

Photoreduction of NADP* to generate NADPH serves an important dual purpose, firstly, to provide assimilatory power
for the CBC and secondly, to maintain linear electron flow. With three rounds of the CBC, NADPH donates 12 hydro-
gens of “reducing power” during the reductive phase to produce 6 glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) from the 6 3-
phosphoglyceric acid (3-PGA) molecules generated by the carboxylation reaction. NADP* regenerated as a conse-
quence of the use of reductant in CO, assimilation is required to maintain linear electron flow because photosynthetic
electron transfer and water oxidation cannot proceed without a terminal electron acceptor. Thus oxidation of the pri-
mary electron donor for photosynthesis, water, renews the NADPH pool, while the CBC consumes the NADPH pro-
duced by electron transport, re-establishing the NADP™ pool. A limitation in NADP™ can be observed at the onset of
illumination, in high light, in fluctuating light, in a transition from dark to light under anaerobic conditions, and under
nutrient deprivation (see references in the rest of this section). This situation creates a high NADPH/NADP™ ratio and
ultimately results in the production of ROS and damage to PSI. However, in contrast to PSII photoinhibition, this is
rarely witnessed for Chlamydomonas under physiological conditions (Chaux, Peltier, & Johnson, 2015). Pathways that
contribute to the NADPH/NADP™ balance have been identified using forward and reverse genetics combined with pho-
tosynthetic physiology and metabolite measurements. In recent years, this knowledge has been enhanced by transcrip-
tomic, proteomic, and metabolomic studies,

ATP is the other component of the electron transport-derived, assimilatory “power duo.” Three cycles of the CBC
require high energy injection of 18 phosphates (from ATP), into two separate reactions of the reductive phase. ATP lim-
itation induces a different set of regulatory pathways in the light than that of an elevated NADPH/NADP™ ratio, includ-
ing photoprotective heat dissipation at the level of PSII (nonphotochemical quenching). ATP production is not a redox
reaction; its synthesis is fueled by the proton gradient generated by both linear and cyclic electron flows and is also
strongly dependent on the levels of its substrates, ADP and Pi (for a comprehensive discussion, see Walker, (1992)).
Furthermore, although NADPH regeneration is often treated separately from ATP production and limitation, the two
are intertwined. NADPH in balance with NADP™ facilitates cyclic electron flow that produces a proton gradient and
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ATP synthesis (Alric, 2010). Additionally, ATP and NADPH are required in stoichiomefric quantities (3 ATP for 2
NADPH) for CO, assimilation by the CBC, with more ATP required under CO; limiting conditions (Allen, 2003;
Lucker & Kramer, 2013), which means that an ATP deficiency will have a direct effect on the consumption and tumn-
over of NADPH. Thus it can be difficult to separaie the outcome of ATP limitation from those of NADPH overproduc-
tion in a “chicken-and-egg” scenario.

8.6.2 Pathways that contribute to maintenance of optimal NADPH/NADP™ pools in the light

8.6.2.7 Detoxification pathways

A sustained increase in the NADPH/NADP" ratio leads to overreduction of PSI donar side electron carriers, Oxygen
radicals, principally hydrogen peroxide (H»0) and the superoxide anion ((,#7), are formed in the iron-sulfur centers
of PSI, FDX, and siromal flavodehydrogenases via nonenzymatic O, photoreduction. These reactions occur at all light
intensitics but increase with elevated light intensity; water—water pathways (considering the first H,O to be the primary
electron donor to PSIT and oxygen the electron acceptor to regenerate HyO) have evolved for detoxification of the ROS
bydrogen peroxide and superoxide anion radical that may be formed by the Mehler (O, to HO, to HyO) or Asada (O,
to 08 to H20, to Hy0) reactions (Fig. 8.5). These pathways are highly conserved in oxygenic phototrophs and the
major detoxification enzymes for these reactions have been characterized in Chlamydomonas chloroplast: Fe-
superoxide dismutase (Fe-SOD1 of three isoforms) (Kitayama, Kitayama, Osafune, & Togasaki, 1999), Mn-SOD3
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FIGURE 8.5 The photosynthetic electron transport chain and the pathways that conswme and maintain NADPH and its homeostasis, In the ohloro-
plast, electrons are provided for the firat charpe separation throuph Photosystem IL (PSID) by the water-splitting reaction giving rise to oxygen (Os) a8
a side product. Plastoquinol (PQHy), cytochrome &f complex (cythef), and plastocyanin (PC) are intersystem electron carriers that deliver electrons
for a second charge separation through Photogystem I (PSI) in the thylakeid membrane. This linear electron flow passes to the stromal electron car-
tiers, ferredoxina (Fd) and Ferredoxin NADP Reductase (FNR), to reduce the terminal electron acceptor NADP* and produce NADPH. The. major
consumer of NADPH is the CBC for (0 fixation. When NADPH:NADP™ ratios are high, Fd is redirected toward a recycling of electrons around
cythyf and PSI via the Proton Gradient Regulation (FGRS/PGRL1) pathway, refemmed to as cyclic electron flow. NADPH can also be directly recycled
via the type 2 NADPH Reductase (NDH) and the PQ pool also by a cyclic electron flow around PSI. Plastid terminal oxidase (PTOX) is an oxygen
valve that controls the equilibrinm betwesn the PQH, pool and NADPH (astromal redox poise) betwesn dark and lipht, At the onset of Lght, the
Flavodiiron (FLV) proteins catalyze a rapid Oz valve for NADPH oxidation at the accepior side of PSI that transfers electrons to make HO. The
malate NADP dehydrogenase (MDH) can alzo rapgidly metabolize NADPH in exchange for 2 transportable orgamic acid to transfer reducing power to
the mitochondria for consumption of Oy to drive ATP production {(cytechrome oxidase pathway, cytOX) or, more likely during active photosynthesis
under saturating light, the altenative oxidase (AOX) pathway to complete a water—water cycle. When PSI and the PSI stromal cacriers have no accep-
tors, the redox-active iron-centers spontanscusly react with oxygen to produce superoxide anion radical (O,%7). Supﬂmu.dn dismutase detoxifies
0,8 ta H,0, followed by further detoxification to water via catalase (CAT) and the { idase (APX)monodel whate rec
pathway (MDAR) that consumes NADPH. Themofmefmmpmmumempmofﬂnpaﬂzmy,ﬂmb]acklmnswm:aﬂuwsrepmsentebc
tron flows and the discontinuens lines represent mmitiple enzymatic reactions.
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(of five isoforms) under Fe limiting conditions (Page et al., 2012), catalase (CAT1 of two isoforms) (Michelet, Roach
et al., 2013), and ascorbate peroxidase 4 (APX4 of five isoforms) (Kuo, Cai, & Lee, 2020), which uses an iron and an
ascorbate to reduce H,0, to H,O. Monodchydroascorbate reductase (MDARI1) (Yeh et al.,, 2019) recycles oxidized
ascorbate back to its reduced form at the expense of NADPH. In the Chlamydomonas genome, homologs for both dehy-
droascorbate reductase (cne isoform) and gluthathione reductase (two isoforms) are found but remain uncharacterized.
H,0, can block redox activation of CBC enzymes, so its detoxification is vital to maintain CO, fixation (Chatles &
Halliwell, 1981). However, in Chlamydomonas, catalase is downregulated by light and is only activated after APX4,
allowing for a threshold level of HO, accumulation, which is required to activate retrograde protection pathways (Shao
et al, 2008). The deletion of the aforementioned genes results in high light photosensitive phenotypes in
Chlamydomonas.

8.6.2.2 Interactions between photosynthesis and respiration

In steady state mixotrophic or phototrophic conditions, O, photoreduction by mitochondrial respiration due to the
exchange of reductant and photosynthate between the chloroplast and mitochondria is observed. The relationship
between photosynthesis and respiration is dependent on light intensity; at low light intensities, there is a break in the
net O, exchange rate that has been confirmed as an inhibition of respiration by photosynthesis in the light known as the
Kok effect (Kok, 1949). In different algal species, the Kok effect is enhanced by preferential excitation of PSI at
695 nm (Hoch, Owens, & Kok, 1963; Jones & Myers, 1963). The implications of the control of the Kok effect by PSI
activity have not yet been fully understood, but the ADP:ATP ratio and cyclic electron flow were ruled out as the con-
trolling factors (Healey & Myers, 1971; Peltier & Thibault, 1985). The preferred hypothesis to explain the inhibition of
respiration at low light intensities is that there is an import of reductant toward the chloroplast and photosynthetic elec-
tron transport and away from mitochondrial reactions. This would occur through an exchange of NADH for NADPH
via a metabolite transport mechanism, such as the malate shuttle (see section below).

As light intensities increase and in the presence of an active CBC, respiration increases in accord with the light,
which is known as light-enhanced dark respiration (LEDR), Measures of respiration after a light treatment show a good
correlation with CO, uptake in the light (Peltier & Thibault, 1985; Xue, Gauthier, Turpin, & Weger, 1996). This
increase in respiration is due to the export of photosynthate in the form of triose phosphate to the mitochondria as well
as an increase in alternative oxidase (AQX) activity. The minimum rate of respiration in the light is set by the require-
ment for carbon skeletons for amino acid bicsynthesis (Raven & Beardall, 2003). A respiratory-defective mutant cannot
grow in the dark on acetate, but is however viable in the light, just as the inverse is true for nonphotosynthetic mutants,
which are able to grow on acetate in the dark but not in the light with CO, (Levine, 1960; Matagne, Michel-Wolwertz,
Munaut, Duyckaerts, & Sluse, 1989). The interdependence between these two energetic organelles is not critical for sur-
vival but serves to optimize and conserve energy in Chlamydomonas.

Inhibiting mitochondrial activity affects the chloroplast redox poise. This is observed under anaerobic light condi-
tions (Kessler, 1973) or via the addition of mitochondrial electron transport inhibitors. Myxothiazole and Antimycin A
inhibit the cytochrome bci complex and salicylhydroxamic acid (SHAM) inhibits the alternative oxidase in
Chlamydomonas (Gans & Rebeille, 1990; Rebeille & Gans, 1988). AOX (two mitochondrial isoforms) has a strong
activity in Chlamydomonas (Weger, Guy, & Turpin, 1990), and its uncoupling effect in mitochondrial respiration has
been shown to modulate the redox state of both plastoquinone and ubiquinone under high light conditions (Kaye et al.,
2019; Mathy et al.,, 201C). The reducing effect on the PQ pool when mitochondrial respiration is inhibited is due to
ATP depletion in the cell, which results in the stimulation of the upper half of glycolysis and the loss of consumption
of NADH by oxidative phosphorylation. A reduced PQ pool results in a photoprotective shift toward State 2 (LHCII
antennae attach to PSI) (Allen, Bennett, Steinback, & Amntzen, 1981), while, interestingly, cells trapped in state I cannot
evolve oxygen when respiration is inhibited by low oxygen concentrations (Forti, 2008). Numerous studies have shown
that state transitions modulate the capacity for NADPH and ATP production in the chloroplast in response to both respi-
ratory status and nitrogen metabolism (Bulté, Gans, Rebéillé, & Wollman, 1990; Cardol et al., 2009; Forti, Furia,
Bombelli, & Finazzi, 2003; Turpin, 1991). Active NH, metabolism increases the NADPH/NADP™ ratio and the cells
are maintained in State 2; under these conditions, the ATP/NADPH ratio in the chloroplast increases dramatically, with
a resulting decrease in CO, fixation and an increase in AOX activity (Gauthier and Turpin, 1997).

8.6.2.3 Starch, oxidative pentose phosphate pathway, and glycolysis in plastid metabolism

In Chiamydomonas chloroplasts, proteomic studies confirm that the upper half of glycolysis is compartmentalized to
the plastid (Terashima et al., 2011). In conditions where NADPH is forcibly depleted from the plastid using inhibitors
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of photosynthesis and anaerobic incubation, measurements of PSI P;gg oxidation prove that NADPH can be provided
by the conversion of G3P to 3PGA in glycolysis (Johnson & Alric, 2012). The chloroplast-localized OPPP can be con-
sidered an alternative pathway to this “upper half” of glycolysis: G6P can be converted to F6P by phosphoglucose
isomerase in the case of glycolysis or oxidized to 6-phosphoglucolactene by G6P-dehydrogenase as a part of the OPPP,
yielding two molecules of NADPH. The activity of glycolysis under phototrophic or mixotrophic conditions was found
to be seven times greater than that of the OPPP (Klein, 1986). G6P-dehydrogenase activity is inhibited by high levels
of NADPH and RuBP (Lendzian & Bassham, 1975) and subject to light-driven redox modulation in Chlamydomonas
(Farr et al., 1994). In Arabidopsis, reduction of the Cys99-Cys107 disulfide bond of chloroplastic GGPDH isoform P1,
mediated by TRXT, causes inactivation of the enzyme (Nee et al., 2009). The cysteine pair is conserved in the
Chlamydomonas G6PDH sequence, supporting a similar mechanism for redox regulation.

Starch accumulation provides another means to favorably adjust the NADPH/NADP™ to avoid oxidative stress and
maintain metabolites for the CBC. The sta6 mutant that lacks ADP-glucose pyrophospherylase activity (Zabawinski
et al., 2001), and thus is unable to accumulate starch, has been extensively used to understand NADPH turnover in a
genetic background devoid of the starch sink (see Chapter 1). In ste6 grown phototrophically, CO, assimilation rates
are gradually attenuated and an elevated NADPH/NADP™" results in redirection of reducing equivalents that favors
mitochondrial respiration (myxothiazole sensitive pathway) over carbon fixation and eventually leads to photoinhibition
(Krishnan et al., 2015). In sfa6 under N-deficient mixotrophic conditions, NADPH imbalance is further accentuated and
results in shunting fixed carbon toward the accumulation of soluble lipid as a reserve material (Li et al., 2010; Wang,
Ullrich, Joo, Waffenschmidt, & Goodenough, 2009). As linear electron flow is downregulated, the source of NADPH
for lipid synthesis is derived from the activity of the OPPP, for example transaldolase is significantly transcriptionally
upregulated (Goodenough et al., 2014). Under N-deficient conditions, upregulated enzymes outside of the chloroplast
include the glyoxylate cycle enzymes, Malate Synthase 1 and Isocitrate Lyase 1 for sustained acetate uptake as the cell
transitions from mixotrophic to heterotrophic metabolism, as well as Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1 and
Fructose Bisphosphatasel (chloroplastic), which are implicated in the gluconeogenic flow of carbon toward starch; in
the sta6 mutant, carbon is shunted toward OPPP, presumably for NADPH generation in the light when linear electron
flow and CBC cycle are downregulated (Blaby et al., 2013).

8.6.2.4 NADP Malate dehydrogenase

A high NADPH/NADP™ ratio is linked to thioredoxin activation and redox regulation. A reduced stromal redox poise
can be balanced by the transfer of reducing equivalents between compartments (Selinski & Scheibe, 2019) through the
activities of enzymes like the chloroplast MDY, which is only found in the green lineage. The malate shunt operates in
two directions, excess NADPH is consumed by the mitochondria to re-equilibrate the NADPH/NADP™ ratio in photo-
trophic conditions or reductant is supplied to the chloroplast by the mitochondria in mixotrophic conditions (Boyle &
Morgan, 2009; Chapman, Paget, Johnson, & Schwartz, 2015; Xue et al., 1996), The Chlamydomonas NADP-Malate
Dehydrogenase 1 and 5 (MDY1 and MDYS5 of five isoforms) are plastidial isoforms that reversibly reduces oxaloacetate
to malate and oxidizes NADPH. The chloroplast MDY?5 of Chlamydomonas is more rapidly activated than the analo-
gous enzyme in higher plants, and this property is conserved in other green algal homologs of MDYS (Lemaire et al.,
2005}, Malate is then transported via chloroplast envelope localized transporters to shunt reducing power to the cytosol/
mitochondria (MDY3 cytosolic and MDY4 mitochondrial). Chlamydomonas has three homologs of Arabidopsis 2-oxo-
glutarate/malate transporter (Weber et al., 1995): one of them, the LCI20 (low-CO,-inducible) protein, occurs in the
chloroplast proteome (Terashima et al., 2011) and is significantly upregulated under mixotrophic conditions (Puzanskiy,
Romanyuk, Kirpichnikova, & Shishova, 2020). In glyoxysomes, NAD-Malate Dehydrogenase (MDY?2) has a secondary
effect on NADPH consumption in the chloroplast under nitrogen-deprivation conditions in the light (Kong et al., 2018).

8.6.2.5 Chloroplastic NAD(P)H dehydrogenase, NDA-2

This monomeric type-2 NAD(P)H dehydrogenase enzyme is anchored to the thylakoid membrane and reduces plasto-
quinone at the expense of NAD(P)H (Desplats et al., 2009). Of the six NDA isoforms in Cklamydomonas, only NDA-2
and NDA-3 are found in chloroplasts (Terashima et al., 2011), the others all have predicted or characterized (NDA-1)
localization to mitochondria (Lecler, Vigeolas, Emonds-Alt, Cardol, & Remacle, 2012). NDA-2 has a significantly
higher affinity for NADH than NADPH, and it is hypothesized that a transhydrogenase may be required for its activity
(Peltier, Aro, & Shikanai, 2016). NDA-2 is also considered the most probable enzyme for cycling electrons around PSI
under mixotrophic or phototrophic aercbic light conditions, where PSII photochemistry is active and PGRS/PGRLI1 are
not activated (Alric, 2010). NDA-2 is considered nonphotochemical and nonelectrogenic, active in the dark in
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chlororespiration (in tandem with the plastid terminal oxidase 2) (Jans et al., 2008), and in the light under sulfur and
nitrogen deprivation to modulate the redox poise of the plastoquinone poel (Mignolet, Lecler, Ghysels, Remacle, &
Franck, 2012; Saroussi, Wittkopp, & Grossman, 2016). Under N-deficient phototrephic conditions, a condition in which
the plastid must receive reducing power from the mitochondria, NADPH recycling via NDA-2 is the main pathway to
increase cyclic electron transfer around PSI to generate housckeeping ATP and maintain PSII quenching. Here,
NADPH would be primarily generated by metabolic reactions, plastidial glycolysis as well as triose phosphate and
malate import, rather than generated by linear electron flow (Saroussi et al., 2016).

8.6.2.6 Flavodiiron proteins and Mehler reaction

A rapid change in light conditions produces the chlorophyll fluorescence signature called the Kautsky effect that attests
to a rapid accumulation followed by a consumption of reductant that feeds back along the whole of the electron trans-
port chain. Mutants devoid of FL'V proteins lose this transient kinetic and chlorophyll flucrescence proceeds directly to
F oy (Chaux et al., 2017). This is driven by a light intensity starting around 100 pumol/m?fs, suggesting that the process
relies on a threshold of substrate to be activated. FLV proteins in a number of species function in oxygen photoreduc-
tion at the acceptor side of PSI to oxidize NADPH and donate the hydrogens to oxygen to yield water (Allahverdiyeva
et al., 2013). FLVA/B are soluble proteins that form heterodimers and bind flavin and nonheme Fe cofactors, and their
activity is transiently observed during an initial shift from the dark to the light but is no longer measurable after 5 min
in the light (Chaux et al., 2017). The physiolegical relevance of this transient expression, in agreement with work in
cyanobactetia, Marchantia and Physcomitrella, is to prime or oxidize the electron transfer carriers of the photosynthetic
clectron transfer chain until CBC enzymes are redox activated, creating a proton motive force (pmf) for ATP synthesis
and rapidly providing a renewed source of NADP' (Allahverdiyeva et al., 2013; Chaux et al., 2017; Gerotto et al.,
2016; Shimakawa et al., 2017). The deactivation of this process remains to be understood but may be associated with
differences in affinity for NADPH between FLV and CBC enzymes (Yamamoto, Takahashi, Badger, & Shikanai,
2016). FLV proteins gradually replace hydrogenases (H* reduction) during a dark to light transition in anaerobic condi-
tions and both enable Chlamydomonas cells to reoxidize the electron transport chain in the light (Burlacot et al., 2018;
Ghysels, Godaux, Matagne, Cardol, & Franck, 2013).

In an absence of the FLV pathway, over the course of a fluctuating light treatment, an alternative O, photoreduction path-
way is stimulated to a much greater extent than in wild-type cells. The Mehler/Asada reactions are highly stimulated in an
flv mutant, but their associated detoxification reactions must be exceeded becaunse destruction of oxidizable P7o and a loss of
PSI complex proteins are observed (Chaux et al., 2017). A second function of the FLV proteins is to reduce the amplitnde of
Mehler/Asada type reactions in fluctuating light in Chlamydomonas. In prolonged high light, 0,8~ to H,0, production is
constitutive and catalase, FE-SOD, APX, and MDAR (consumer of NADPH) are required for cell sutvival via ROS detoxifi-
cation (Ledford & Niyogi, 2005). In the regulation of NADPH photoproduction, these prolonged water—water cycles should
not be ignored and would replace NADP" photoreduction and act as terminal electron acceptors, so their activity contributes
to maintenance of pmyf (Forti & Elli, 1996) and recycling NADPH to NADP™ (Fig. 8.5).

8.6.2.7 NADPH-controlled interplay between cyclic electron flow and oxygen photoreduction

Photosynthetic O, uptake in algae is stimulated by light exciting PSII and diminished when most of the light excites
PSI (Setlik, Ried, & Berkova, 1973). Mutants without the pgr5/pgril pathway mimic the PSII stimulation experiment,
with both linear electron flow and O, photoreduction being highly induced (Dang et al., 2014; Johnson et al., 2014). A
strong O, uptake is due to reoxidation of NADPH via FLV proteins as well as activation of respiratory pathways. When
NADPH accumulates, for instance in PSI light or in a mutant lacking Rubisco, it causes inhibition of linear electron
transport, observed by a marked increase in cyclic electron flow and less O, photoreduction (Alric, Lavergne, &
Rappaport, 2010; Johnson et al., 2014). Increased light-induced O, uptake is associated with a state of increased
demand for ATP in the chloroplast (Setlik et al., 1973}, and O, photoreduction pathways releasge the restriction on linear
electron transport/water—water pathways. Conversely, PSI-mediated cyclic electron transport, by raising the ATP level,
will inhibit light-induced oxygen uptake (Evans & Carr, 1979).

8.7 New avenues for the future: Chlamydomonas as a chassis for engineering
carbon fixation pathways

The studies discussed so far are based on established analytical approaches that have deepened our understanding of the
CBC and its regulation, but this knowledge could be complemented by synthetic biology methods. Biclogy is indeed
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currently facing a revolution through its transition from analytic to synthetic biology approaches (Cameron, Bashor, &
Collins, 2014). Synthesis is a forward biological engineering discipline, a powerful methodology to understand by
building rather than by deconstruction (Endy, 2011). It relies on the capacity to design and build a biological system
from standardized simple DNA bricks, to test it in a systematic way, and to gain new knowledge to allow optimization
of the design. These DESIGN, BUILD, TEST, and LEARN cycles can then be iterated as many times as necessary to
cumulate the improvements required for process optimization (Petzold, Chan, Nhan, & Adams, 2015). Synthetic biology
offers new possibilities to answer fundamental questions using new approaches and concepts or to create artificial sys-
tems that have potential biotechnological applications (Képés, 2011).

The rise of green synthetic biology presents researchers with the potential to tackle the challenge of improving pho-
tosynthetic efficiency through engineering of microalgae, cyanobacteria, and plants. With its photosynthetic apparatus
very similar to that of land plants, its dispensable photosynthesis allowing growth of photosynthetic mutants by supple-
mentation with organic carbon (acetate), and our long-term knowledge of its genetics and physiclogy, Chlamydomonas
appears as an ideal chassis to enable and accelerate the green synthetic revolution, This will take advantage of standard-
ized synthetic biology tools developed during recent years for engineering Chlamydomonas including a Modular
Cloning (MoClo) toolkit comprising 119 bricks allowing fast and easy generation of any multigenic assembly (Crozet
et al., 2018). New standardized MoClo parts, including new antibiotic resistance modules (de Carpentier et al., 2020}
and riboswitches (Mehrshahi et al., 2020), are regularly expanding engineering possibilities using Chlamydomonas.

Synthetic biology approaches aimed at improving carbon fixation fall into four major categories: (i) engineering
synthetic photorespiration bypasses; (ii) improving the working conditions of Rubisco through carbon-concentrating
mechanisms (CCM); (iii) engineering respiration; (iv) engineering redesigned or synthetic CO, fixation pathways (Erb
& Zarzycki, 2016; Kubis & Bar-Even, 2019; Long, Marshall-Colon, & Zhu, 2015; Ort et al., 2015; Simkin, Lopez-
Calcagno, & Raines, 2019). Numerous possibilities exist to rewire photorespiration, several of which have been
implemented with great success in cyancbacteria, microalgae, and plants (Bar-Even, 2018; Betti et al., 2016; Kubis &
Bar-Even, 2019; Simkin et al., 2019; South et al., 2019; Trudeau et al., 2018; Yu, Li, Duchoud, Chuang, & Liao, 2018),
Many organisms have developed carbon concentrating mechanisms (Raven, Cockell, & De La Rocha, 2008) that could
be engineered in CCM-free crops to boost their yield, although the functions of many components associated with the
CCM remain to be determined (Atkinson, Mao, Chan, & McCormick, 2020; Hibberd, Sheehy, & Langdale, 2008;
Long, Rae, Rolland, Forster, & Price, 2016; Rae et al., 2017; Schuler, Mantegazza, & Weber, 2016) (Vol 2, Chapter 7).
Multiple engineering strategies have also been proposed to boost crop productivity by cutting respiratory carbon loss
(Amther et al., 2019; Long et al., 2015).

Major energy losses during photosynthesis, that reduce the overall light conversion efficiency, can be directly attrib-
uted to kinetic bottlenecks within the CBC (Raines, 2011; Stitt, Lunn, & Usadel, 2010). The limitation of photosynthe-
sis is due to the slow turnover of the CBC compared to PET capacity at moderate to high light intensities (Marcus,
Altman-Gueta, Wollf, & Gurevitz, 2011; Wobbe & Remacle, 2015). Under these conditions, the excess of excitation
energy can be dissipated as heat through nonphotochemical quenching, fluorescence, or increased production of harmful
ROS. Since the CBC bottlenecks lead to overreduction of PET components and threatens cell survival, photosynthetic
organisms have evolved sophisticated mechanisms to limit PET such as downregulation of antenna size and inactivation
of key photosynthetic complexes (Nawrocki et al., 2019; Pinnola & Bassi, 2018). For these reasons, cell growth (bio-
mass production) can sometimes be increased by lowering either light intensities or the size of antennae (Mussgnug
et al., 2007; Ort & Melis, 2011). Engineering quenching pathways to accelerate relaxation during shading increased car-
bon fixation and plant dry matter by about 15% in tobacco under fluctuating light (Kromdijk et al., 2016). However,
another way to optimize photosynthesis and increase production yields would be to enhance the efficiency of carbon
fixation rather than to decrease light harvesting capacity.

As slow turnover of the CBC is the most important limiting factor in photosynthetic efficiency under optimal condi-
tions, any improvement of this carbon fixation pathway will result directly in higher photosynthetic efficiency and
increase the photoproduction of biomass and engineered products at moderate to high light intensities. At light satura-
tion, the CBC is typically colimited in vivo by the capacity for regeneration of the acceptor molecule for carboxylation,
RuBP, and the capacity for carboxylation by the notoriously inefficient Rubisco (Long, Ainsworth, Rogers, & Ort,
2004; Zhu, de Sturler, & Long, 2007). The catalytic rate of Rubisco is indeed one of the slowest of any enzyme-
catalyzed reaction, and the enzyme’s low specificity for CO; versus O, further detracts from carbon fixation (Bar-Even
et al., 2011; Parry et al., 2013; Tcherkez, 2013; Zhu, Portis, & Long, 2004). Engineering strategies to improve Rubisco
catalytic efficiency or specificity have generally failed (Kubis & Bar-Even, 2019). The enzyme appears trapped in a
trade-off between catalytic rate and specificity. Several studies suggested that improvement of its CO, fixation rate
comes at the expense of CO, affinity and that, despite its inefficiency, the enzyme might already be optimized through
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natural evolution (Erb & Zarzycki, 2016; Galmes et al., 2014; Savir, Noecr, Milo, & Tlusty, 2010; Tcherkez, Farquhar,
& Andrews, 2006), although several recent studies challenge this finding (Cummins, Kannappan, & Gready, 2018;
Durao et al., 2015; Young et al., 2016) (Vol 2, Chapter 7). For example, Synechocystis Rubisco was improved using
directed evolution (threefold increase of carboxylation efficiency) (Durao et al., 2015) and ovetproduction of Rubisco
in cyanobacteria was shown to increase production of biomass and carbon-based chemicals (Atsumi, Higashide, &
Liao, 2009; Iwaki et al,, 2006; Liang & Lindblad, 2016, 2017; Rosgaard, de Porcellinis, Jacobsen, Frigaard, &
Sakuragi, 2012).

However, Rubisco is not the only enzyme limiting CBC turnover. Indeed, metabolic flux control analyses and
modeling of the CBC suggested that more effective enzymatic partitioning/stoichiometry could significantly improve
photosynthetic efficiency (Mettler et al., 2014; Raines, 2003, 2006, 2011; Simkin, McAusland, Headland, Lawson, &
Raines, 2015; Stitt & Schulze, 1994; Stitt et al., 2010; Trudeau et al., 2018; Zhu et al., 2007). These studies predicted
that SBPase could limit the CBC and, consistently, the overproduction of this enzyme increased CQ, fixation and bio-
mass production in several species (Ding, Wang, Zhang, & Ai, 2016; Driever et al., 2017; Fang et al., 2012; Lefebvre
et al., 2005; Liang & Lindblad, 2016; Miyagawa, Tamoi, & Shigecka, 2001; Ogawa et al., 2015; Rosenthal et al., 2011,
Simkin et al., 2017; Sumki, Kondo, & Makino, 2017; Tamoi, Nagaoka, Miyagawa, & Shigeoka, 2006). In
Chiamydomonas, SBPasc overexpression of up to threefold (0.3% of total cell protein) resulted in a significant increase
of both the photosynthetic rate and growth under high light and elevated CO, conditions (Hammel et al., 2020). Other
enzymes such as FBPase, PGK, TRK, or FBA are also potential targets for improvement (Liang & Lindblad, 2016;
Liang, Englund, Lindberg, & Lindblad, 2018; Mettler et al., 2014; Simkin et al., 2015; Simkin et al., 2017; Uematsu,
Suzuki, Iwamae, Inui, & Yukawa, 2012). Indeed, under low light or elevated CO, concentrations, the rate of Rubisco
becomes less limiting and carbon fixation is mostly constrained by RuBP regeneration (Kubis & Bar-Even, 2019).
Engineering in cyanobacteria to increase metabolic sinks has also proved efficient for improving photosynthetic capac-
ity and PSI oxidation (Santos-Merino et al., 2021).

An alternative approach to improving natural CBC would be to build artificial CO,-fixing synthetic cycles more
efficient than naturally occurring ones, such as the MOG pathways (Malonyl-CoA-oxaloacetate-glyoxylate) (Bar-Even,
Noor, Lewis, & Milo, 2010), the CETCH cycle {crotonyl—coenzyme A (CoA)/ethylmalonyl-CoA/hydroxybutyryl-CoA)
(Schwander, Schada von Borzyskowski, Burgener, Cortina, & Erb, 2016), or the GED cycle (Gnd—Entner—Doudoroff)
(Satanowski et al., 2020). New pathways using one carbon metabolism (Gleizer et al., 2019) or nonnatural reactions
(Bar-Even, 2018) have also been proposed but are hardly practically feasible since they would require challenging de
novo enzyme design and complete metabolism rewiring, which are not possible with our current knowledge and tech-
nologies. Hence, many possibilities exist to improve the efficiency of the CBC, either through redesign of natural CBC
or through replacement of CBC by more efficient synthetic CO, fixation pathways.
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1.5.3 Notion d’enzyme limitante du CBBC

Il est communément admis que l'efficacité photosynthétique est
limitée par des goulets d'étranglement cinétiques au sein du CBBC. En
effet, un des objectifs majeurs dans le domaine de la recherche sur la
photosynthese est de trouver quels sont les points limitants pour
essayer d'augmenter l'efficacité de la photosynthese et donc la
production de biomasse (Ort et al, 2015; Kubis et Bar-Even, 2019;
Simkin et al., 2019). La Rubisco, en raison de son activité oxydase et de
sa faible activité carboxylase, est le principal facteur limitant I'efficacité
de la fixation du carbone par le CBBC (Harpel et Hartman, 1994).
Cependant, la Rubisco n’est pas la seule enzyme limitante. Au total, la
limitation imposée par sept des 11 enzymes du CBBC a été étudiée, ce
qui a révélé que d'autres enzymes que la Rubisco limitent le flux du
CBBC (Raines, 2003, 2022; Janasch et al., 2019; Simkin et al., 2019). En
faisant varier la quantité d’enzyme individuellement, il est possible
d'évaluer le contréle que celle-ci peut avoir sur le flux du CBBC. Ces
études ont pu identifier plusieurs autres enzymes limitantes telles que
la sédoheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase), la fructose-1,6-
bisphosphatase (FBPase), la fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA)
et la transketolase (TRK) (Simkin et al., 2019; Raines, 2022). Une analyse
métabolique basée sur l'activité enzymatique permettant une mesure
quantitative de I'impact d'une variation de I'abondance de I'enzyme
sur la fixation du carbone a été décrite (Fell and Fell, 1997). Cette
mesure est fondée sur la formule de I'équation 1.

Equation 1:

()
[l
o] 2~

Ou C est le coefficient de contrdle du flux, J et 8J sont respectivement
le flux et sa variation, et E et 8E correspondent a l'activité enzymatique
normale et sa variation, respectivement.

Plus C se rapproche de 1, plus I'enzyme contréle le flux de la voie
métabolique et, inversement, plus C tend vers zéro, moins elle le limite.
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Les données publiées ont été synthétisées dans le Tableau 1 (Liang et

al., 2018).

Enzyme Organisms Conditions Effects or flux control coefficient Reference
RuBisCO Tobacco (Nicotiana tabacum L.) 15 h/9 h light/dark cycle (25 °C/20 °C), Antisense lines (20% RuBisCO left) 14
300 pmol photons m s ! have longer senescence phase
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) 500 pmol photons m *s ' irradiance Decreased photosynthesis and 15
(12 h light/12 h dark) nitrogen metabolism especially under
higher nitrate (12 mM) or ammonium
nitrate (6 mM) conditions with less
than 60% RuBisCO left
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) Lower than 1000 pmol m * s >0.2 flux control coefficient; 0.01-0.03 16
irradiance, ambient CO, flux control coefficient with 100 pmol
m~* s ' irradiance
Higher than 1500 pmol m~* s™* 0.8-0.9 flux control coefficient
irradiance, ambient CO,
Limited inorganic nitrogen 0.5 flux control coefficient;
photosynthesis was largely reduced
while growth was hardly affected
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) 12 h day/12 h night eycle (irradiance Reduced growth and photosynthesis, 17
340 pmol m 25!, 20 °C, 65% relative increased leaf area ratio and
humidity) increased shoot-to-root ratio when
less than 50% RuBisCO is left
Rice (Oryza sativa L.) Saturated light conditions Strains with 65% RuBisCO activity 18
showed a 20% lower photosynthesis
rate in ambient CO, and a 5% to 15%
higher photosynthesis rate in 100~
115 Pa CO,
Rice (Oryza sativa L.) 16-22 °C and 28 Pa intercellular CO, Flux control coefficient (>0.88) 19
detected
Flaveria bidentis Day/night growth temperatures were With less than 40% RuBisCO left, CO, 20
28/15°C assimilation and photosynthesis was
reduced at high light irradiance but
unaffected under low light condition
(less than 100 pmol m™*s™") on
a wide range of CO, concentration
Tobacco (Nicotiana tabacum) 1000 pmol m™* s~ ', 350 microbars With 18% RuBisCO left, soluble 21
CO,, and 25 °C protein content reduced the same
level as RuBisCO, little change on
other photosynthesis proteins. 63%
reduction of CO, assimilation
Arabidopsis thaliana Low (200 pmol m *s ™ ')and high (600 With 30 to 40% RuBisCo activity, 22
pmol m *s ) photosynthesis, growth and above
ground biomass are all reduced
Flaveria bidentis 28/20 “C day/night temperature, 700 With 40% RuBisCO activity left, 23
pumolm *s ', and a 16 h photoperiod photosynthesis decreased but the
or a naturally lit greenhouse H,0 exchange rate was similar to that
of the wild type
Flaveria bidentis 28/20 °C day/night temperature, 700 Quantum yield of PSI to PSII, PSI to 24
pmol m™*s™',and a 16 h photoperiod €O, fixation and PSII to CO, fixation
or a naturally lit greenhouse increased with enhanced irradiance
in the RuBisCO decreased plant
SBPase Tobacco (Nicotiana tabacum) 14 h light/10 h dark, 26 °C/18 °C, 600~  With less than 20% SBPase left, there 25
1200 pmol m > s ! were no changes in other CBB cycle
enzymes but starch accumulation was
reduced. With 57% SBPase left, the
CO, assimilation and quantum yield
of PSII reduced
Tobacco (Nicotiana tabacum) Saturated light conditions Flux control coefficient: 0.31 under 26
ambient CO, conditions and 0.54
under saturated CO, conditions
Tobacco (Nicotiana tabacum) Greenhouse in light levels between Reduced growth and shoot biomass 27

400 and 1500 pmol m *s ', a 16 h
photoperiod at a minimum of 25 °C
light/18 °C dark and a maximum of 35
°C light/25 °C dark

with 75% SBPase activity. SBPase
decreased resulting in a shorter plant
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Enzyme Organisms Conditions Effects or flux control coefficient Reference
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) Greenhouse with a 14 h photoperiod 0.2 flux control coefficient in the 28
at 25 °C light/18 °C dark, 700 to 1200 youngest developing leaves, 0.3-0.5
pmol m %5 ! flux control coefficient in mature
leaves, and decreased photosynthesis
and starch accumulation in mature
leaves
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) Greenhouse 14 h/10 h (26 “C/18 “C) Reductions in SBPase activity 29
light/dark period, 1000-1400 pmol between 9% and 60%, maximum
m’s ' RuBP regeneration capacity declined
linearly (r* = 0.79) and no significant
change in Rubisco activity
Rice (Oryza sativa L. ssp. Greenhouse at 25 + 2 “C with stronger effects on reducing growth, 30
Japonica) a photosynthetic photon flux density photosynthesis and starch
of 300 pmol m % s, a relative accumulation under low N than high
humidity of 70% to 80%, and N conditions when SBPase was
a photoperiod of 14 h/10 h light/dark deduced
Chloroplast Potato (Selanum tuberosum) 16 h light (250 pmol m s ', 22 °C)/8 Unchanged tuber yield and reduced 31
FBPase h dark (15 °C) under greenhouse photosynthetic rate when FBPase
conditions activity decreased to 36% of that of
the wild type. Reduced growth and
photosynthetic rate when FBPase
activity is below 15% of that of the
wild type. <0.2 flux control coefficient
PRK Tobacco (Nicotiana tabacum L.) 330 pmol photons m * s~ *, 350 ppm With less than 85% PRK activities left, 32
C0,, 25°C CO, assimilation was reduced.
Almost 0 flux control coefficient
under low light conditions
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) 330 pmol photons m 257 350 pmol 94% decrease in PRK has stronger 33
€O, mol ', 25 °C inhibition on photosynthesis (by
35%) with 0.4 mM NH,NO; than with
0.5 mM NH,NO; (by 20%)
Tobacco (Nicotiana tabacum 1..) 330 pmol photons mZs! 0.25 flux control coefficient to CO, 34
assimilation
800 pmol photons m*s! 0 flux control coefficient to CO,
assimilation
GAPDH Tobacco (Nicotiana tabacum L.) Ambient CO, With less than 35% GAPDH left, 35
photosynthesis was inhibited (900
and 1500 pumol m 2 s ). RuBP was
reduced linearly with reduction of
GAPDH. <0.2 flux control coefficient
TK Tobacco (Nicotiana tabacum L.) 170 ymol m ? s ', ambient CO, 0.07 flux control coefficient 36
700 ypmol m 2 s ', ambient CO, 0.32 flux control coefficient
Saturating light and CO, Almost 1 flux control coefficient
FBA Potato (Solanum tuberosum) 70 umol m ? s or 390 pmol m Decrease of FBA has stronger 37
s ', ambient CO, or 800 ppm CO, inhibition on photosynthesis and
growth under higher light and CO,
conditions than lower light and CO,
conditions
Potato (Solanum tuberosum) 70 umol m 2 5!, ambient CO, 0.15 flux control coefficient 38

390 ypmol m 2

Co,
390 pmol m
o,

s ! light and 400 ppm

25 ' light and 800 ppm

0.21 flux control coefficient

0.55 flux control coefficient

Tableau 1. Caractéristiques physiologiques des plantes présentant une
réduction de 'abondance d'enzymes du CBBC et coefficient de contréle
de flux des enzymes du CBBC sous différentes conditions de culture
(Liang et al., 2018). References citées : 14 (Asim et al., 2022) 15 (Matt et
al., 2002), 16 (Stitt et Schulze, 1994), 17 (Quick et al., 1991), 18 (Makino
et al, 1997), 19 (Makino et Sage, 2007), 20 (Furbank et al., 1996), 21
(Hudson et al,, 1992), 22 (Eckardt et al., 1997), 23 (Von Caemmerer et
al., 1997), 24 (Siebke et al., 1997), 25 (Harrison et al., 1997), 26 (Raines
et al., 2000), 27 (Lawson et al., 2006), 28 (Olcer et al., 2001), 29 (Harrison
et al, 2001), 30 (Feng et al, 2009), 31 (Kobmann, Sonnewald et
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Willmitzer 1994), 32 (Paul et al.,, 1995a), 33(Banks et al., 1999a) , 34
(Paul et al., 2000), 35 (Badger and Price, 1994), 36 (Henkes et al., 2001),
37 (Haake et al., 1999), 38 (Haake et al., 1998).

Ces études ont montré I'importance qu'une seule enzyme peut avoir
sur le contrdle du flux métabolique du CBBC, permettant de mettre en
évidence de potentielles cibles d'ingénierie afin d'améliorer ce flux.
Cependant il est important de noter qu’en fonction des conditions de
culture, ce coefficient peut étre variable, en particulier pour la Rubisco
(Liang et al., 2018). Méme si la quantité d'une enzyme peut étre une
intégration de différents facteurs (production, stabilité, régulations...),
le fait de la faire varier n'exclut pas l'impact des conditions
environnementales. En effet, I'intensité lumineuse, la température, ou
la source de nitrate peuvent également influer sur ce coefficient (Liang
et al.,, 2018). C'est pourquoi il est important de prendre ce coefficient
comme une indication. De plus, tel qu'il a été défini, il peut représenter
I'importance de la stoechiométrie d’une enzyme sur I'activité du cycle.
Néanmoins, il ne peut prendre en compte a lui seul tous les facteurs.
De plus, si ces coefficients doivent étre comparés, il est nécessaire de
les mesurer dans le méme organisme. Par exemple, un mécanisme de
concentration du carbone (cf. 1.5.4.1) peut, logiquement, fortement
influencer ce paramétre pour la Rubisco. De méme, les activités
spécifiques des enzymes peuvent fortement varier d'un organisme a
I'autre (Raines, 2022).

Dans l'objectif d'identifier les enzymes limitant la fixation du carbone,
une étude de la variation in vivo des enzymes du CBBC constitue
néanmoins une tres bonne approche pour mieux comprendre
comment améliorer I'efficacité photosynthétique.

1.5.4 Améliorer la fixation photosynthétique du carbone

Comme décrit dans le chapitre précédent, nous avons une certaine
connaissance de |'ensemble des enzymes du cycle de Calvin Benson
Bassham, en particulier chez Chlamydomonas. Nous savons
notamment que c'est le CBBC, et en particulier la Rubisco, qui est le
facteur majeur limitant I'efficacité photosynthétique. La présence de la
photorespiration, l'inefficacité catalytique et la mauvaise spécificité de
la Rubisco en font une cible prioritaire pour I'amélioration du CBBC (cf.
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1.5.4.4 ci-apres).

Il existe quatre grandes approches d'ingénierie envisagées pour
améliorer la fixation du carbone (Figure 14). Nous allons les décrire.

Engineering Synthetic s wwsseess i Engineering synthetic
CO-fixation pathways : i photorespiration bypasses

Introducing alternative photorespiration
bypasses that do not release CO , and/or
consume less energy and reducing power

Replacing the Calvin cycle by
more efficient pathways

for CO-fixation that are not
based on RubisCO

co,

fixation at suppressed oxygenation rate

trating mechanisms e, 3PG 3-PG
ico
Increasing the working conditions L, 2y
bisCO to allow for faster CO,- i
for RubisCO to allow for faster CO,, Rib-1,5-BP ‘_..;?.ub,sco

G2P

Energy and

Improving the catalyltic .-« ...ooviieiiiiiiininnnnd . Reducing power

properties of RubisCO

Engineering or screening for RubisCOs with higher
carboxylation rates at lower oxygenation side-reactivity

Figure 14. Quatre approches d’amélioration de la fixation du carbone.
Tiré de (Erb and Zarzycki, 2016)

Nous considérerons |'axe « improving catalytic properties of Rubisco »
de facon plus intégrée au niveau de I'ensemble du CBBC (cf. 1.5.4.4).

1.5.4.1 Utilisation des mécanismes de concentration du carbone

Les microalgues vertes et les cyanobactéries, possedent un mécanisme
de concentration du carbone (CCM). Chez les cyanobactéries, le CCM
implique un compartiment spécifique appelé carboxysome (Kerfeld
and Melnicki, 2016). C'est une structure protéique encapsulant la
Rubisco et une anhydrase carbonique catalysant la conversion du
bicarbonate en CO;, augmentant ainsi la concentration de CO; a
l'intérieur du carboxysome (Figure 15a). Le CCM permet ainsi
d'augmenter la concentration du COz a proximité de la Rubisco,
favorisant ainsi son efficacité de carboxylation par rapport a son
activité oxygénase.
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Figure 15. Composants du CCM cyanobactérien pour une photosynthese
améliorée. (A) Transport du carbone inorganique vers le carboxysome
ou le HCOs3™ est converti en CO; par une anhydrase carbonique (CA) et
s'‘accumule. Le carboxysome encapsule la Rubisco a haut taux
catalytique de la cellule. (B) Accumulation prédite du CO; dans le
carboxyme. (C) Les carboxysomes de Cyanobium PCC7001, utilisés dans
cette étude, sont composés de plusieurs milliers de polypeptides, disposés
dans une structure icosaédrique. Dans ce modele, une seule couche de
Rubisco liée a la coque (CbbLS, vert) est montrée, avec une CA
carboxysomale (orange). CsoS2 (jaune/marron) relie Rubisco et la coque
principalement constituée (B. M. Long et al. 2018).

Chez Chlamydomonas, un mécanisme similaire de concentration du
carbone se produit a l'intérieur d'un microcompartiment situé dans le
chloroplaste et appelé pyrénoide (Figure 16) (Barrett et al., 2021; Adler
et al., 2022). Le pool de Rubisco est condensé en une matrice a
I'intérieur du pyrénoide dans lequel le CO; est concentré via I'action
de transporteurs de carbone inorganique (C) et d'anhydrases
carboniques situés dans différents compartiments cellulaires. Le
pyrénoide a le méme rdle que le carboxysome des cyanobactéries :
concentrer le CO; a proximité de la Rubisco.
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Pyrenoid matrix
Thylakoids

Pyrenoid tubule/minitubule
formation zone

Pyrenoid tubules
Starch

Figure 16. Image TEM du pyrénoide de Chlamydomonas.
Chlamydomonas reinhardtii cultivée sous lumiere et sous des niveaux
de CO2 atmosphérique ou un pyrénoide complet est assemblé. Le zoom
met en évidence les parties structurales clés du pyrénoide. Les
thylakoides sont faussement colorés en vert pour plus de clarté. (Barrett
et al., 2021)

Des efforts sont en cours visant a utiliser des approches de biologie
synthétique pour intégrer ces mécanismes de concentration dans les
plantes terrestres, afin d'augmenter la fixation du carbone et donc les
rendements (Fei et al., 2022). Les modeles suggerent qu'implanter un
CCM chez une plante en C3 pourrait potentiellement améliorer les
rendements de 60% (Dean Price et al., 2011; McGrath et Long, 2014).
Dans une étude de 2018, menée par Long et al, un carboxysome
synthétique a été reconstitué dans le chloroplaste du tabac, ce qui a
démontré la faisabilité d'une telle approche (Long et al., 2018) (Figure
15). De méme, un proto-pyrénoide a également été implanté chez la
plante modele Arabidopsis thaliana (Atkinson et al, 2020). De
nombreuses autres étapes seront cependant nécessaires pour que ce
compartiment soit fonctionnel, notamment les éléments permettant
de concentrer le carbone dans ces compartiments artificiels (Fei et al.,
2022).
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1.5.4.2 Contournement de la photorespiration

La photorespiration est la voie de régénération du 2-
phosphoglycolate, généré a partir du RuBP par I'activité oxygénase de
la Rubisco. Cette voie complexe implique 4 compartiments cellulaires :

Chloroplast

RuBP &
Cco, NH,*
Calvin Cycle Glutamine N
3-PGA *m Glutamate
ADP \
Glycerate ATP m Glycolate 2.0G

..
.
.

oy %o,
"t
e,

Malate

Malate

*E’

Glycerate PLGG1
T

thOSOl/ Glycerate eroxiso Gl I t
ycolate
& NAD*
HPR2 HPR1 ; GOX1/2
NADH
™~ Hydroxypyruvate
NAD* NADH Glutamate
SGAT1 2-0G
>

Serine = Glycine
1

|
I

Glycine

Mitochondrion
Serine

c, metaboﬁm
Figure 17. Le cycle photorespiratoire et son interaction avec le CBBC,
l'assimilation de l'ammonium et le métabolisme C1. Abréviations :
CATZ, catalase 2 ; DiT1, transporteur plastidial 2-OG/malate 1; DiT2,
transporteur plastidial glutamate-malate 1, Fd-GOGAT], glutamate
synthase 1 dépendante de la ferredoxine ; GGTI,
glutamate:glyoxylate aminotransférase 1, Complexe GDC, complexe
de la glycine décarboxylase (composé des protéines P, T, L, H) ; GLYKT,
glycérate kinase 1, GOX1/2, glycolate oxydase 1/2 ; GS2, glutamine
synthétase plasttdtale HPR1/2, hydroxypyruvate réductase 1/2 ;
PGLP1, phosphatase 2-PG 1 ; PLGGI, transporteur plastidial
glycolate/glycérate 1,; RuBisCO, RuBP carboxylase/oxygénase ; RuBP,
ribulose-1,5-bisphosphate ; SGATT, sérine:glyoxylate
aminotransférase 1 ; SHMT]1, sérine hydroxyméthyl transférase 1 ;
THF, tétrahydrofolate , 2-OG, Z2-oxoglutarate ; 2-PG, 2-
phosphoglycolate ; 3-PGA, 3-phosphoglycérate (Hodges et al., 2016).
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le chloroplaste, le cytosol, le peroxysome et la mitochondrie (Figure
17). Elle a comme bilan la perte d'un CO2 ainsi qu'une molécule
d’ammonium, qui doit étre activement transportée de la mitochondrie
au chloroplaste pour étre fixée, a nouveau, par la GS/GOGAT
(Glutamine Synthase/Glutamate OxoGlutarate AminoTransferase). Elle
produit également une forme active de I'oxygéene, I'H>O>, qui doit étre
détoxifié par la catalase (Hodges et al.,, 2016).

Chloroplast Peroxisome
... Glycerate N\
£ Glycerate <~ Hydroxypyruvate
. \
h \( Glycolate - Glyoxylate
Glyoxylate :
G \ / Serine
i e 2-P-Glycolate = Glycolate
Glycine
RuBP H.O0
RuBisCO ) =
2
Glyoxylate /
Glycine TY Serine
Acetyl-CoA /_—_\
NH co
( Malate 8 £
007/\ Pyruvate *// Mitochondria
\ co, )
Alternate pathways

Figure 18. Chemins photorespiratoires alternatifs chez le tabac. Trois
voies alternatives [1 (rouge), 2 (bleu foncé) et 3 (bleu clair)] ont été
(ntroduites dans les chloroplastes du tabac pour un recyclage plus
efficace du glycolate. L'ARNi( supprime le transporteur de
glycolate/glycérate natif PLGG1 pour empécher le glycolate de sortir du
chloroplaste et d'entrer dans la voie native (gris). La stratégie 3 a été
celle utilisée en champs. (South et al.,, 2019).

88



Pendant de nombreuses années, le doute a subsisté sur l'aspect
bénéfique de la photorespiration pour la croissance des végétaux. Une
approche de biologie synthétique consisterait a modifier le
métabolisme afin de détoxifier le 2-phosphoglycolate par une voie
alternative plus efficace énergétiquement que la photorespiration (Jin
et al, 2023). Par exemple, il a été montré qu’'en créant un raccourci
métabolique (Figure 18) (Kebeish et al, 2007; Maier et al., 2012;
Aboelmy et Peterhansel, 2014), les rendements des cultures de tabac
en champs pouvaient étre augmentés d'environ 40% (South et al,
2019).

Création de novo de voies de fixation du carbone artificielles

Les limitations du CBBC, et de la Rubisco en particulier, ont poussé de
nombreuses équipes a proposer des voies métaboliques alternatives
et totalement synthétiques. La motivation est en général de remplacer
le CBBC par ces voies théoriquement plus efficaces. Nous pouvons
citer par exemple les MOG pathways (Bar-Even et al., 2010) ou le
CETCH (Schwander et al., 2016). D'autres cycles, existants dans le vivant
mais utilisant une fixation du carbone dite en C1 (via le formate) sont
aussi étudiées, tel le GED (Gnd-Entner-Doudoroff) pathway
(Satanowski et al., 2020a).

Le CETCH (crotonyl-CoA/ethylmalonyl-CoA/hydroxybutyryl-CoA)
pathway présente un intérét particulier puisqu’il s'agit du seul cycle
artificiel jamais reconstitué in vitro (Schwander et al., 2016; Miller et al.,
2020), les autres ayant seulement été testés in silico, démontrant sa
fonctionnalité. Il s'agit d'un cycle de 17 enzymes sélectionnées, issues
de 9 organismes différents (Figure 19).

Une approche récente de biologie computationnelle a combiné les
meilleurs aspects d'un ensemble de ces cycles pour proposer une
nouvelle version d'un cycle de fixation du CO ainsi qu'une autre
version pour les cycles dits en « C1 » (Lowe and Kremling, 2021).

Bien que cette approche de de novo design soit particulierement
élégante, elle demeure encore tres préliminaire puisqu'aucune de ces
voies meétaboliques potentielles n'a jamais été implémentée in vivo.
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Figure 19. Représentation du cycle artificiel crotonyl-CoA/ethylmalony!-
CoA/hydroxybutyryl-CoA (CETCH) tiré de larticle (Schwander et al.,
2016).

1.5.4.4 Ameélioration du cycle de Calvin Benson Bassham

Le dernier axe qui me concerne plus particulierement, car il fait I'objet
de mon travail de these, est 'augmentation de I'efficacité du cycle de
Calvin Benson Bassham. La compréhension de l'importance de la
stoechiométrie des enzymes du cycle représente un axe important
pour comprendre son fonctionnement et améliorer son efficacité
(Raines 2006; Stitt, Lunn, and Usadel 2010; Zhu, De Sturler, and Long
2007).

De multiples études ont montré qu'il était possible d'augmenter la
fixation photosynthétique du carbone et la production de biomasse en
augmentant la quantité d'une ou plusieurs enzymes du CBBC. En effet,
en surexprimant la Rubisco dans le mais et le riz, une augmentation de
biomasse de 30% pour ces deux especes a été rapportée (Wang et al.
2020, Salesee-Smith et al 2020). Chez les cyanobactéries, la
surexpression de la Rubisco a aussi eu un effet positif sur |'efficacité
photosynthétique (Liang et al., 2018). Chez le Tabac et Arabidopsis
thaliana, une surexpression de la SBPase conjointement a la FBA a
permis une augmentation de la biomasse de 62% et 71%,
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respectivement (Simkin et al. 2017; Simkin et al. 2015). Chez le blé et
Chlamydomonas reinhardtii, une surexpression de la SBPase a entrainé
une augmentation de la biomasse de 40% et 38%, respectivement
(Driever et al, 2017, Hammel et al., 2020). La surexpression de la
SBPase a également amélioré I'efficacité photosynthétique chez le
Tabac, Arabidopsis et le riz (Miyagawa et al., 2001; Liang et al., 2018).
Ces résultats apparaissent transférables en termes de méthodologie
puisqu'ils ont eu un grand succes sur plusieurs organismes. Il faut
cependant nuancer cette remarque puisque la surexpression de la
SBPase, dont les résultats ont été particulierement intéressants, n'a pas
été transposable chez une plante de type C4, Setaria viridis (Ermakova
et al., 2023).

Parmi les trois enzymes spécifiques du CBBC (PRK, SBPase, Rubisco),
I'importance de I'abondance de la PRK a été tres peu étudiée. En effet,
depuis les études chez le tabac de M. Paul dans les années 1990
(Badger et Price, 1994; Paul et al., 1995; Banks et al, 1999), aucune
étude sur le contréle de la PRK sur le flux du CBBC n'a été menée. De
plus, aucun essai de surexpression de la PRK n'a jamais été réalisé.

1.5.5 La phosphoribulokinase (PRK)

La phosphoribulokinase (PRK, E.C. 2.7.1.19) est I'enzyme qui catalyse la
réaction de phosphorylation du ribulose-5-phosphate en ribulose-1,5-
bisphosphate en utilisant I'ATP généré par la chaine de transfert
d‘électrons (Figure 20).

phosphoribulokinase

ribulose-5-phosphate P ribulose-1,5-biphosphate

N

ATP ADP
Figure 20. Conversion du ribulose-5-phosphate en ribulose-1,5-
bisphosphate par la phosphoribulokinase en utilisant l'ATP.

Elle procure a la Rubisco son substrat, et c'est la seule enzyme connue
capable de catalyser cette réaction (Le Moigne et al, 2023). Chez
Chlamydomonas, elle est codée par un seul gene (Cre12.g554800) et
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cette protéine comprend 376 résidus. Elle se présente sous la forme
d'un homodimere de 70 kDa (Figure 21). Sa structure tridimensionnelle
montre un long feuillet B mixte de neuf brins entourés par des hélices
alpha et de 4 autres petits brins . Ce grand feuillet est symétrique a
celui du second monomere. L'interface d’homo-dimérisation est un motif
a deux brins B antiparalleles. Chaque monomere contient 4 cystéines
conservées (Figure 22 et 23).

C249(A)

N\
)

C16(A)

Clamp-loop

C16(B)
C249(B)

Figure 21. Représentation de la structure de la phosphorilubokinase. Tiré
de Gurrieri et al, 2013
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B Residue

(CrlAt) ASA (A%

CrPRK APRK

A B A B
Cysl6/15 145 85 76 106
Cys55/54 106 106 63 95
Cys61 55.9 58.7 / /
Cys243 26.6 3738 534 148
Cys249 424 31.1 1438 506
Arg64/63 514 88.7 826 88.2

*Radius of the probe solvent molecule 1.4 A
Figure 22. Conservation des cystéines des PRK, (Gurrieri et al., 2019).

(A) Alignement de séquence et de structure des quatre PRK connues
structuralement.  L'alignement a été effectué avec Espript
(http://espript.ibcp.fr) en utilisant la séquence et la structure d'AtPRK
(Uniprot P25697, PDB 6H7H) ; CrPRK (Uniprot P19824, PDB 6H7G) ;
RsPRK (Uniprot P12033, PDB 1A7J) (31), MhPRK (Uniprot Q2FUB5, PDB
5B3F). Les séquences des deux PRK photosynthétiques sont plus longues
(349 et 344 résidus pour AtPRK et CrPRK, respectivement) que les PRK
bactériennes (290 résidus) et Archae (323 résidus). Les identités de
séquence entre les PRK considérées sont : 75% pour AtPRK vs CrPRK ;
35% pour AtPRK vs MhPRK ; 32% pour CrPRK vs MhPRK ; 22% pour
AtPRK vs RsPRK ; 24% pour CrPRK vs RsPRK. Les identités de séquence
ont été calculées par Clustal Omega. Les fléches jaunes indiquent les
cystéines des deux ponts disulfures régulateurs. (B) Valeurs
d'accessibilité (ASA) pour les résidus cystéine et une arginine strictement
conservée.

Son activité est régulée par les thiorédoxines. Sous sa forme oxydée, cette
enzyme présente une faible activité alors qu'elle est activée par réduction.
Le pont disulfure Cys16-Cys55 (potentiel rédox -330 mV a pH 7,9) en N-
terminal est TRX-dépendant et est responsable de l'inhibition de I'enzyme
par oxydation puisque la cystéine 55 est impliquée dans le mécanisme
catalytique (Milanez et al., 1991; Marri et al., 2005).

94



o9

A

Clamp-loop

8

CrPRK activity (%)
8 & 8 8

o

T % j e g0 g 2 v
0 20 40 60 80 100 120
time (min)

Figure 23. Clamp-loop et régulation TRX-dépendante de la PRK de
Chlamydomonas. (A) Une représentation schématique du réle proposé
pour la « clamp loop » et les changements conformationnels survenant
dans la PRK chloroplastique lors de la réduction par la TRX. (B) Cinétique
d'activation de la PRK par la TRX-f2, la TRX-m et le DTT (Guirrieri et al.,
2019).
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Figure 24. Représentation schématique de la formation du complexe
GAPDH-CP12-PRK (Michelet et al, 2013)
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En C-terminal, il existe un autre pont disulfure, impliquant les Cys243
et Cys249. Il est proche de la surface de dimérisation et jouerait un réle
dans la flexibilité de I'assemblage du complexe GAPDH/CP12/PRK
(Moparthi et al.,, 2015). La formation de ce complexe inhibe I'activité
de I'enzyme (cf. 1.5.2.2, Article 1) (Figure 24).

Plusieurs thiorédoxines ont été identifiées comme pouvant réduire la
PRK. Elle peut étre activée par les TRX chloroplastiques de type f et de
type m. Notre équipe a récemment montré que la TRXz est aussi
capable de réduire la PRK in vitro (Le Moigne et al., 2021). C'est
cependant la TRXf qui est la plus efficace pour réduire et donc activer
la PRK in vitro (Figure 23).

Sila PRK a été beaucoup étudiée in vitro, peu d'études ont été réalisées
in vivo. Matthew J. Paul et ses collaborateurs ont publié trois articles
sur l'impact d'une diminution de la quantité de PRK chez le tabac
(Badger and Price, 1994; Paul et al., 1995; Banks et al, 1999). Dans
différentes conditions de nutrition azotée et a différentes intensités
lumineuses, ils ont pu montrer qu’une réduction de 85% de la quantité
de PRK est nécessaire pour affecter la photosynthese. La conclusion
est que, dans les conditions testées par cette équipe, la PRK ne serait
pas une enzyme limitante du CBBC chez le tabac.

Chez Chlamydomonas, un mutant de la PRK a été caractérisé en 1970.
L'absence d'activité de la PRK ainsi que de croissance en milieu
minimum ont été rapportées pour cette souche mutante, nommée F60
(Moll and Levine, 1970). Cependant, les techniques de caractérisation
moléculaire n'étaient pas encore disponibles a cette époque. Quinze
ans plus tard, un article rapportait que la protéine PRK était présente
dans le mutant F60, sans doute en raison d'une réversion (Salvucci and
Ogren, 1985), ce qui fut démontré en 2000 (Smith, 2000). Plus
récemment, un criblage phénotypique a large échelle de la banque de
mutants CLiP (Li et al, 2015, 2019) a été mené pour identifier des
phénotypes intéressants, comme Iimpossibilité de croitre en
conditions phototrophiques strictes (Fauser et al., 2022). Des mutants
alléliques pour le gene PRK ont été identifiés au cours de ce criblage,
suggérant que la PRK est bien essentielle a la croissance dans ces
conditions.
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Un mutant knock-out de la banque CliP pourrait constituer un
excellent outil pour étudier I'importance de I'abondance de la PRK sur
I'efficacité de la fixation du carbone chez Chlamydomonas. Il pourrait
également permettre d'explorer in vivo le role des régulations
démontrées in vitro, notamment celles impliquant les thiorédoxines,
en complémentant le mutant par des versions non régulées de la PRK.

1.6 Objectifs de la these

L'objectif principal de notre équipe est de comprendre et d'améliorer
I'efficacité de la photosynthese chez Chlamydomonas en employant
des approches de biologie synthétique pour manipuler le CBBC in vivo.
Etant donné que le CBBC est un facteur majeur limitant I'efficacité de
la photosynthése dans des conditions optimales de culture, toute
amélioration de cette voie de fixation du carbone se traduira
directement par une amélioration de I'efficacité photosynthétique et
augmentera la photoproduction de biomasse et de bioproduits
carbonés a des intensités lumineuses modérées a élevées. Comme
détaillé dans I'introduction, la modification de la stoechiométrie des
enzymes du CBBC, principalement par la surexpression d'enzymes
spécifiques, s'est avérée efficace pour améliorer la fixation du carbone.
En outre, toutes les enzymes du CBBC sont finement régulées par |'état
redox intracellulaire, qui dépend de I'éclairage et des conditions
environnementales, grace a de multiples régulations post-
traductionnelles. Le role exact de la plupart des modifications post-
traductionnelles des enzymes du CBBC reste inconnu, a I'exception de
I'activation dépendante de la lumiere par les TRX qui a été largement
étudiée in vitro. Chez C. reinhardtii, quatre enzymes du CBBC, a savoir
PRK, PGK, FBPase et SBPase, sont activées a la lumiere par la réduction
TRX-dépendante de ponts disulfures régulateurs.

L'objectif a moyen terme de notre laboratoire est de modifier ces
régulations in vivo en utilisant des approches de biologie synthétique
basées sur les connaissances acquises précédemment in vitro. Cela
permettrait d'approfondir notre compréhension de I'importance
fonctionnelle de la régulation TRX-dépendante du CBBC in vivo dans
diverses conditions de croissance. Cela pourrait également fournir des
stratégies efficaces pour améliorer la fixation du carbone en modifiant
les régulations en plus de l'abondance des enzymes. En effet, la
modulation dépendante de la lumiére des enzymes du CBBC par les
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TRX permet un ajustement fin de l'activité du CBBC probablement
nécessaire pour une croissance et une survie optimale dans la nature
sous des cycles lumiere/obscurité photopériodiques naturels et dans
un large éventail de conditions environnementales. Les microalgues ne
sont cependant pas optimisées pour la croissance dans les conditions
spécifiques des photobioréacteurs industriels, en particulier les
alternances lumiere/obscurité provoquées par le mélange a haute
fréquence de cultures a haute densité. Dans ces conditions, I'existence
de l'activation dépendante de la lumiére par les TRX pourrait limiter
I'efficacité du CBBC en raison de l'activation/désactivation constante
des enzymes dépendantes des TRX. Ainsi, la conception d'enzymes du
CBBC modifiées quant a leur régulation dépendante des TRX pourrait
avoir un impact important sur la production de biomasse et |'efficacité
de la fixation du carbone pour les cultures de Chlamydomonas
cultivées dans des conditions industrielles pertinentes. Mon projet de
these visait a initier de telles approches en se concentrant sur la
manipulation in vivo de la phosphoribulokinase.

L'objectif général de mon travail de these fut donc de caractériser un
mutant knock-out de la PRK, de le complémenter avec différentes
constructions de la PRK et d'étudier I'importance de son abondance
sur l'efficacité du CBBC en modulant son expression. Les résultats
obtenus seront présentés dans la premiere partie des résultats. Des
résultats préliminaires sur I'utilisation de ce mutant pour étudier la
régulation redox de la PRK in vivo seront également présentés.

Mon deuxieme objectif était de contribuer au développement de
nouveaux outils de biologie synthétique chez C. reinhardtii. Dans ce
cadre, j'ai pu concevoir, construire et caractériser de nouvelles briques
génétiques, dont certaines sont présentées dans la premiére partie. J'ai
également contribué a l'adaptation du gene de résistance a la
blasticidine chez Chlamydomonas reinhardtii. Dans le cas d'une étude
ou l'on aurait besoin de transformations successives, I'utilisation de
plusieurs marqueurs de sélection est nécessaire. L'objectif était donc
de développer une nouvelle brique de résistance a un antibiotique
pour le kit Moclo. Cette brique devait étre compatible avec d'autres
marqueurs de sélection, ne devait pas affecter la croissance de
Chlamydomonas et ne devait pas conférer de résistance a un autre
antibiotique.
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2 RESULTATS

2.1 Etude de la phosphoribulokinase in vivo chez
Chlamydomonas reinhardtii

2.1.1 Introduction

Pour pouvoir étudier la phosphoribulokinase in vivo chez
Chlamydomonas, il était nécessaire de mettre en place une
méthodologie pour pouvoir contréler I'abondance de la PRK et pour
pouvoir remplacer la PRK native par une version modifiée, par exemple
dépourvue d'une ou plusieurs cystéines régulatrices. Pour cela, il nous
fallait disposer d'un mutant knock-out de la PRK afin de pouvoir le
complémenter avec des formes sauvages ou modifiées. Il était
également nécessaire de caractériser les briques génétiques pour
contrOler I'expression de la PRK.

L'étude présentée ci-apres porte sur la caractérisation du mutant APRK
et sa complémentation fonctionnelle. Cette étude a permis de montrer
que la PRK est essentielle a la phototrophie. La complémentation
fonctionnelle de ce mutant permet de restaurer la phototrophie.
Néanmoins, en utilisant des éléments génétiques standard,
I'expression de la PRK était limitée a 40% du niveau de référence dans
les souches complémentées et ne pouvait pas rétablir une croissance
normale en conditions photoautotrophes, suggérant que le CBBC était
limité. Nous avons ensuite réussi a surmonter cette limitation initiale
en améliorant la conception de Il'unité de transcription exprimant la
PRK, notamment en utilisant le promoteur endogene de la PRK et la
séquence codante de la PRK contenant ses introns. Cela nous a permis
d'atteindre le niveau élevé de PRK présent dans la souche WT et méme
de surexprimer I'enzyme. Une collection de souches présentant des
niveaux de PRK compris entre 16% et 250% des niveaux de PRK WT a
été générée et caractérisée. Nous avons pu montrer qu'un contenu en
PRK de 86% est suffisant pour rétablir complétement la croissance
photoautotrophe et qu'une surexpression de |I'enzyme ne permet pas
d'améliorer la production de biomasse. La PRK est donc en exces chez
Chlamydomonas mais cet exces est plus limité que chez le tabac ou
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seulement 15% du niveau sauvage suffit a restaurer une croissance
normale (Badger and Price, 1994; Paul et al., 1995; Banks et al., 1999).

Mon réle dans ces travaux a consisté a concevoir et expérimenter la
méthodologie d'étude de la PRK chez Chlamydomonas, caractériser le
mutant PRK et les souches complémentées. J'ai également mis en
place les stratégies pour la forte expression de la PRK et construit les
briques nécessaires a partir du gene PRK.

2.1.2 Article 2

L'article intitulé « Phosphoribulokinase abundance is not limiting the
Calvin-Benson-Bassham cycle in Chlamydomonas reinhardtii » par
Nicolas D. Boisset, Giusi Favoino, Maria Meloni, Lucile Jomat, Corinne
Cassier-Chauvat, Mirko Zaffagnini, Stéphane D. Lemaire et Pierre
Crozet est présenté sous la forme d’'un manuscrit actuellement soumis
pour publication.
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Abstract

Improving photosynthetic efficiency in plants and microalgae is of utmost importance to support the
growing world population and to enable the bioproduction of energy and chemicals. Limitations in
photosynthetic light conversion efficiency can be directly attributed to kinetic bottlenecks within the
Calvin-Benson-Bassham cycle (CBBC) responsible for carbon fixation. A better understanding of these
bottlenecks in vivo is crucial to overcome these limiting factors through bio-engineering. The present
study is focused on the analysis of phosphoribulokinase (PRK) in the unicellular green alga
Chlamydomonas reinhardtii. We have characterized a PRK knock-out mutant strain and showed that
in the absence of PRK, Chlamydomonas cannot grow photoautotrophically while functional
complementation with a synthetic construct allowed restoration of phatoautotrophy. Nevertheless,
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using standard genetic elements, the expression of PRK was limited to 40% of the reference level in
complemented strains and could not restore normal growth in photoautotrophic conditions
suggesting that the CBBCis limited. We were subsequently able to overcome this initial limitation by
improving the design of the transcriptional unit expressing PRK using diverse combinations of DNA
parts including PRK endogenous promoter and introns. This enabled us to obtain strains with PRK
levels comparable to the reference strain and even overexpressing strains. A collection of strains with
PRK levels between 16% and 250% of WT PRK levels was generated and characterized. Immunoblot
and growth assays revealed that a PRK content of =86% is sufficient to fully restore photoautotrophic
growth. This result suggests that PRK is present in moderate excess in Chlamydomonas. Consistently,
the overexpression of PRK did not increase photosynthetic growth indicating that that the
endogenous level of PRK in Chlamydomonas is not limiting the Calvin-Benson-Bassham cycle under
optimal conditions.

1. Introduction

The irreversible depletion of traditional sources of fossil fuels coupled with the accumulation of
greenhouse gases proeduced by their combustion has created an urgent need to develop alternative
forms of eco-responsible processes for large scale CO:z sequestration and new sources of reduced
carbon for the production of fuels and chemicals needed by our society (Eckardt et al., 2023).
Photoautotrophic microorganisms such as green microalgae and cyanobacteria, are regarded as
promising platforms for the development of innovative concepts based on their inherent ability to fix
CO;, thereby producing various organic molecules via a sunlight-driven and sustainable process.
Simultaneously, the global crop production needs to double by 2050 to meet the demand of a
growing population, especially considering the use of arable lands to feed bio-refineries, deleterious
effects of climate change, and continuous erosion of agricultural land (Godfray et al., 2010; Tilman et
al., 2011; Ort et al., 2015; Simkin et al., 2019). The remarkable gains in productivity of the Green
Revolution of the late 20th century have largely been achieved by increasing the light capture
efficiency and the harvest index (i.e. the fraction of biomass that is captured in the harvested part);
but these two factors approach their practical limits (Long et al., 2006). Improved solar energy
conversion efficiency (i.e., photosynthetic efficiency) has so far played little role in improving vield
potential, yet photosynthesis is the only determinant that is not close to its biological limits (Zhu et
al., 2010).

In order to face the challenge of improving photosynthetic efficiency, new methodologies are
required to allow success (Erb and Zarzycki, 2016; Kubis and Bar-Even, 2019; da Fonseca-Pereira et
al., 2022). Biology is currently facing a revolution through its transition from analytic to synthetic
biology approaches. The rise of green synthetic biology offers the potential to tackle the challenge of
improving photosynthetic efficiency through engineering of microalgae, cyanobacteria and plants.
Different strategies have shown the potential of synthetic approaches aimed at improving carbon
fixation through rewiring of photorespiration (Trudeau et al., 2018; South et al., 2019; Wang et al.,
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2020; Roell et al., 2021; Jin et al., 2023), engineering of carbon concentration mechanisms {Long et
al., 2016; Long et al., 2018; Mackinder, 2018; Atkinscn et al., 2020; Hennacy and Jonikas, 2020; Adler
et al., 2022) or cutting respiratory carbon losses (Long et al., 2015; Amthor et al., 2019; Garcia et al.,
2023). One of the strategies with the highest potential consists in engineering redesigned or synthetic
COz fixation pathways (Long et al., 2015). In the light, the photosynthetic electron transfer (PET) chain
produces both energy (ATP) and reducing power (NADPH), which are mainly used by the Calvin-
Benson-Bassham cycle {CBBC) to fix atmospheric CO; thereby generating triose phosphate as an
immediate product {Vecchi et al., 2020; Raines, 2022). The CBBC comprises 11 enzymes catalyzing 13
reactions and three enzymes are specific to the cycle: ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase
oxygenase (Rubisco), sedoheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase) and phosphoribulokinase (PRK)
(Michelet et al., 2013; Le Moigne et al., 2023; Meloni et al., 2023).

Limitations in photosynthetic light conversion efficiency can be directly attributed to kinetic
bottlenecks within the CBBC (Stitt et al., 2010; Raines, 2011). At moderate to high light intensities,
the slow turnover of the CBBC leads to overreduction of the PET and results in the dissipation of the
excess energy as heat, fluorescence or increased production of reactive oxygen species (Marcus et
al., 2011; Wobbe and Remacle, 2015). Therefore, improving the CBBC turnover through synthetic
biology approaches is a major avenue to enhance photosynthetic efficiency and increase production
of biomass and chemicals. An innovative approach would be to replace the natural CBBC by a more
efficient artificial synthetic carbon fixation pathway. Several cycles, which are theoretically more
efficient than the CBBC have been proposed or even tested in vitro but remain to be validated in vive
(Bar-Even et al., 2010; Schwander et al., 2016; Bar-Even, 2018; Gleizer et al., 2019; Satanowski et al.,
2020).

The green microalga Chlamydomonas reinhardtii (hereafter Chlamydomonas) has a photosynthetic
apparatus very similar to that of land plants, and our long-term knowledge of its genetics and
physiology make it a good model system to study the CBBC (Salome and Merchant, 2019; Le Moigne
et al., 2023). Notably, it is able to grow fast either photoautotrophically or heterotrophically in the
presence of a reduced carbon source (acetate), allowing growth of photosynthetic mutants.
Moreover, Chlamydomonas is a suitable chassis for synthetic biology approaches (Vavitsas et al.,
2019). Diverse key enabling technologies are available including a Chlamydomonas modular cloning
toolkit comprising 120 bricks allowing fast and easy generation of any multigenic assembly (Crozet et
al., 2018; de Carpentier et al., 2020}, CRISPR/Cas9 genome editing techniques (Shin et al., 2016;
Ferenczi et al., 2017; Greiner et al., 2017; Kim et al., 2020), and a collection of mapped insertional
mutants covering 83% of the nuclear genes (Li et al., 2019). Hence, Chlamydcemonas appears as a very
good chassis to explore in vivo the synthetic redesign of the CBBC and its potential to improve biomass

and bioproduct production.

Under saturating light, the CBBC is co-limited by the low catalytic efficiency of Rubisco-dependent

carboxylation and by the capacity for regeneration of the Rubisco substrate ribulose-1,5-
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bisphosphate (RuBP). Strategies for rationally redesigning Rubisco in order to improve its catalytic
features or its substrate specificity have generally failed (Kubis and Bar-Even, 2019), although some
directed evolution or overexpression strategies were shown to have some potential in several species
(Ilwaki et al., 2006; Durao et al., 2015; Liang and Lindblad, 2016; 2017; Salesse-Smith et al., 2018; Yoon
et al., 2020). Other enzymes also limit CBBC turnover as suggested by modeling and metabolic flux
control analyses (Stitt and Schulze, 1994; Raines, 2003; Zhu et al., 2007; Janasch et al., 2019; Raines,
2022). The overexpression of SBPase was shown to improve biomass production and carbon fixation
in numerous species {Lefebvre et al., 2005; Tamoi et al., 2006; Rosenthal et al., 2011; Fang et al.,
2012; Ding et al., 2016; Liang and Lindblad, 2016; Driever et al., 2017). Similarly, in Chiamydomonas,
a 3-fold increase of SBPase content increased both photosynthetic rate and growth under high-light
and high COz2 (Hammel et al., 2020). Besides Rubisco and SBPase, the limitations imposed by the third
CBBC specific enzyme, PRK, remain largely unexplored. This enzyme catalyzes the phosphorylation of
ribulose-5-phosphate into RuBP, the substrate of Rubisco. The biochemical properties of PRK have
been extensively studied in vitro (Michelet et al., 2013; Le Moigne et al., 2023; Meloni et al., 2023).
These studies showed that, in vitro, this enzyme is tightly regulated by light through oxidoreduction
of specific disulfides by thioredoxins. PRK activity is regulated both autonomously through reduction
of an intramolecular disulfide by thioredoxin that couples PRK activity to light intensity, and non-
autonomously through formation in the dark of an inhibitory supramolecular complex with the CP12
protein and the CBBC enzyme glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gurrieri et al., 2021;
Gurrieri et al., 2023). The formation and dissociation of the complex is under the control of
thioredoxins through reduction of disulfides on CP12 and PRK (Marri et al., 2008; Marri et al., 2009;
Thieulin-Pardo et al., 2015). The structure of oxygenic photosynthetic PRK has been solved for
Chlamydomonas, Arabidopsis thaliana, and Synechococcus elongatus (Gurrieri et al., 2019; Wilson et
al., 2019; Yu et al., 2020), as well as the structure of the GAPDH-CP12-PRK complex (McFarlane et al.,
2019; Yu et al., 2020). Altering the level of PRK in tobacco using antisense RNA approaches revealed
that only plants with a PRK activity below 15% showed decreased carbon fixation (Paul et al., 1995;
Banks et al., 1999). This suggests that PRK content might not be limiting the CBBC in tobacco although
this was not confirmed by measuring PRK protein content or by overexpression of PRK. In
Chlamydomoenas, a strain lacking PRK activity was reported to be inefficient for photosynthetic carbon
fixation (Moll and Levine, 1970) but this mutant was later found to revert spontaneously precluding

its use for engineering approaches ((Smith, 2000) and personal observation of the authors).

In the present study, we characterized a PRK knock-out mutant strain and demonstrated that,
Chlamydomonas cannot grow photoautotrophically in the absence of PRK, while functional
complementation with a synthetic construct allowed the restoration of photoautotrophy. However,
using standard genetic elements, PRK expression was limited to 16-40% of the reference level in
complemented strains. By improving the design of the transcriptional unit expressing PRK using
various combinations of DNA parts, including the endogenous PRK promoter and introns, we

overcame this initial limitation. This enabled us to obtain strains with PRK levels comparable to the
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reference strain and even overexpressing strains. We generated and characterized a collection of
strains with PRK levels hetween 16% and 250% of WT PRK levels,

2. Materials and Methods

2.1. Strains, media and growth conditions

The strains used in this study originate from the CLiP library (Li et al., 2019): the reference strain (CC-
4533) and APRK (LMJ.RY0402.119555), both obtained from the Chlamydomonas Resource Center.
Chlamydomonas cells were grown on agar plates or liquid medium, using Tris-acetate-phosphate
(TAP) medium (Gorman and Levine, 1965) or High salt medium (HSM) (Sueoka, 1960) at 25°C, under
continuous light {40-60 pmol photons m2s) or dark (in particular for the APRK strain), and shaking

for liquid cultures (130 rpm). Antibiotics used were hygromycin B (10 pg/mL) and paromomycin
(15 pg/ml). Growth analyses were performed in the Algem® labscale double photobioreactor
systems (Algenuity, Stewartby, UK) for large volume cultures (400 mlL} or in the Algem® HT-24
(Algenuity) photobioreactor for small volume cultures (25 mL). All chemicals were obtained from
Sigma-Aldrich unless otherwise specified.

2.2. Plasmid construction

Protein and nucleic acid designs were performed in silico using Serial Cloner 2.6.1 software. All
recipient plasmids are derived from the MoClo original toolkit {(Weber et al., 2011).
Phosphoribulokinase PRK cDNA sequence (Crel2.g554800; Uniprot accession P19824) was obtained
by PCR on reverse translated mRNA extracts from a D66 strain (Schnell and Lefebvre, 1993) using
primers TTGAAGACTTAATGGCTTTCACTATGCGCGC and

TTGAAGACAACGAACCCACGGGCACAACGTCC. The resulting PRK coding sequence was designed for
the position B3-B4 of the Chlamydomonas MoClo toolkit (Crozet et al., 2018), and cloned into the
plasmid pAGM1287 (Weber et al., 2011). Two other constructs were obtained by PCR on genomic
DNA of CC-4533 strain using the following primers:
TTGAAGACTTCTCAGGAGGCCCTGGGCTTTAGCCCC and
AAGAAGACAACTCGAGTACATGATGCATGTAACAGCAGCAATGAT for the PRK promoter,
TTGAAGACTTCTCATACTGCGTCTTGGGTCGGTGCGCT and
CAGAAGACAACTCGCATTGGTTGCTAACAGCTCGACGC for the PRK 5°UTR, and
TTGAAGACTTCTCAAATGGCTTTCACTATGCGCGC and TTGAAGACTTCTCAAATGGCTTTCACTATGCGCGC
for the PRK CDS with introns.

Each part was cloned into the plasmid pAGM9121 (Patron et al., 2015). The level 1 plasmids were
built in pICH47742 with the endogenous promoter and 5’UTR of PRK and the 3’UTR/Terminator of
PSAD controlling the expression of the PRK CDS with or without its endogenous introns. Level M
plasmids were built in pAGM8031 combining p1-013 (hygromycin resistance gene) (de Carpentier et
al., 2020) with the PRK transcriptional unit resulting in pCMM-24 (Ppsap-PRKcps), pCMM-25 {Pprg-
PRKCDs) and pCMM-ZG (PPRK-PRK(i)).

2.3. Chlamydomonas transformation

Transformations were performed as previously described {Crozet et al., 2018), using 55 fmol of

purified cassette after Bbsl-HF (for photoautotrophy screening with p1 plasmids) or Bsal-HF (for

5

105



antibiotic screening with pM plasmids) digestion (New England Biolabs) of the corresponding plasmid.
Transformants were selected on HSM-agar medium or TAP-agar containing hygromycin B {20 mg/L),
Plates and transformants were analyzed after 5 to 7 days of growth in medium light

(50 pmol photons m? s2),

2.4. Chlamydomonas genotyping

Cells were grown in TAP medium up to 4-5 x 108 cells mL™, harvested by centrifugation at 2500 g for
5 min at room temperature (RT), and lysed in 400 pL of extraction buffer (0.2 M 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
at 17000 g for 3 min at RT, the genomic DNA contained in the supernatant was precipitated with one
volume of isopropanol for 10 min at room temperature and collected by centrifugation at 17000 g
for 10 min at RT. The pellet DNA was then washed with 70% ethanol, spinned (17000 g for 3 min at
RT) and the pellet was air-dried prior to resuspension in water. PCR was performed using the Quick-
LoadR©Taq2xMaster Mix (New England Biolabs) according to the manufacturer’s instructions.
Primers used were Plex5: AAGGACGCTGACATG, Plml: CCTGATGGATGGTTC, PLPSAD:
TTGAAGACAATCATCTCAATGGGTGTG and Plen3U: AGGTGCCAAAGCAAC.

2.5. Protein extraction

Cells were grown in TAP medium up to 4-5 x 108 cells mL™, harvested by centrifugation at 5000 g for
10 min at 4°C, resuspended in 500 pL of Buffer B (30 mM Tris-HCl pH 7.9, 0.5 mM EDTA, antiprotease
complete tablets (Roche)), and lysed twice by using glass beads and vortexing (30 sec vortex, 1 min
on ice). The total extract was then clarified by centrifugation {2x10 min at 21000 g) and the
concentration of the total soluble protein was determined by BCA Protein Assay using bovine serum
albumin (BSA) as standard.

2.6. Western blot

Total soluble proteins were analyzed by western blotting with a custom rabbit polyclonal primary
antibody raised against Chlamydomonas PRK (Covalab, Bron, France) subsequently detected by
secondary anti-rabbit antibody coupled to horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich reference A9169,
Saint Louis, USA). Detection was done with commercial ECL peroxidase assay (GE Healthcare, Chicago
IL USA) with a Chemidoc {Bio-Rad, Hercules CA USA).

2.7. Spot tests

Cells were grown until exponential phase (2-6 x 108 cells mL™) and serial dilutions in TAP or HSM
media were made. The dilution was spotted (10 pL) onto TAP and HSM agar plates at different light
intensities. The plates were then scanned after 7 days using a Perfection V800 Photo scanner (Epson).
This analysis was automatized using an Opentrons OT-2.
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2.8. Growth analysis in photobioreactor

Growth analyses were performed using the Algem® labscale double photobioreactor system
(Algenuity, Stewartby, United Kingdom) under continuous light (100 pmol photons m?2s™) and
120 rpm agitation in TAP or high salt medium (HSM). 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 (AAbs/Atime). Growth curves obtained with the AlgemHT24 photobioreactor were
performed in autotrophic conditions and with three different light intensities, ie. low light at
38 pmol.mZs™?, medium light at 100 pmol.m?2s, and high light at 300 pmol.m?2s™, The resulting
growth curves were analyzed using GraphPad Prism software, and in particular a fit was made with
the Gompertz growth equation (Y = YM*{YO/YM)*(exp(-K*X))) to obtain an accurate value of lag
phase and pmax, the maximum specific growth rate.

2.9. Enzymatic activity

To eliminate metabolites that could interfere with enzymatic activity measurements, the crude
extract was desalted in Sephadex G-25 Columns (GE Healthcare) and reduced with 20 mM DTT in 50
mM Tris-HCI {(pH 7.5) for 30 min at 30°C. The PRK activity was measured as previously described
(Gurrieri et al., 2019). Briefly, the reaction mixture contained 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA,
40 mM KCl, 10 mM MgClz, 5U/mL Pyruvate kinase, 6 U/mL Lactate dehydrogenase, 2.5 mM
phosphoenolpyruvate, 2 mM ATP, and 0.2 mM NADH. The desalted crude extract was added and the
background was recorded for 1-2 min. PRK activity was then measured by adding 0.5 mM ribulose-5-
phosphate and monitoring the oxidation of NADH at 340 nm.

3. Results and discussion

3.1. The absence of PRK impacts the growth of Chlamydomonas

Phosphoribulokinase is an enzyme unique to the CBBC encoded by a single gene
(Cre12.g554800_4532) in Chlamydomonas reinhardtii. To comprehensively investigate the function
of the PRK-encoding gene, we used the mutant LMJ.RY0402.119555 (hereafter named APRK) from
the Clip Library, generated by random insertion of the paromomycin resistance gene (Li et al., 2019).
This mutant strain harbors an insertion (named CIB1) in the exon 7 of the PRK gene (Figure 1A) as
identified by junction sequencing with a 95% confidence (Li et al., 2019). In the mutant strain, the
position of the CIB insertion in exon 7 was verified by PCR analysis with primer couples allowing
specific detection of a single band related to either the WT PRK gene or the disrupted PRK gene
containing the CIB1 insertion (Figure 1B). To determine the impact of the CIB1 insertion on PRK
protein expression, total protein extracts from the mutant strain and the reference strain were
analyzed by western blotting. The PRK signal was very strong in the reference strain, while no signal
could be detected in the mutant strain (Figure 1C). To evaluate the detection threshold of our custom
made anti-PRK polyclonal antibody, a gradient of total protein from the reference strain CC-4533 was

utilized and a PRK signal could be still be detected using 5% of the total protein extract (Figure 1C).
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This finding indicates that the mutant strain has a PRK content lower than 5% of that in CC-4533,
strongly suggesting that the presence of the CIB insertion disrupts PRK protein expression. Since PRK
activity is unique in Chlamydomonas, the absence of the PRK protein should correlate with a loss of
the corresponding enzymatic activity. As PRK is activated by reduction (Marri et al., 2008), we treated
the total soluble protein extract from each strain with the strong reducing agent DTT to obtain
maximal PRK activity. Consistently, no PRK activity was detected in the mutant strain compared to
the reference strain (Figure 1D). Consequently, the LMJ.RY0402.119555 strain is a knock-out strain
with undetectable levels of both PRK protein and activity.
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Figure 1: Characterization of the PRK mutant. (A) Representation of the PRK genomic locus in the Clip mutant
with the CIB1 insertion (containing the paromomycin resistance gene) positioned in exon 7. (B) PCR on genomic DNA to
confirm the presence of the CIB1 insertion in the PRK gene in the mutant strain {Locus PRK mutant) and the presence of
the intact PRK locus (Locus CC-4533) in the reference strain. (C) Anti-PRK western blot on total soluble protein extracts of
CC-4533 and APRK strains {100% corresponds to 12 g of total protein). (D) Total activity of reduced PRK. Desalted crude
extracts of CC-4533 and APRK were reduced with 20 mM DTT prior to activity measurement. (E} Spot test in TAP and
minimal (HSM) media under continuous light (25°C, 100 pmol photons m™? s°Y). The reference strain CC-4533 was used as
a control. 10° cells were spotted and incubated for 7 days prior to observation. (F) Growth profile comparison between
APRK and CC-4533. Cultures were inoculated at 10° cells/mL and incubated in TAP under light (25°C and
100 pmol photons m™2s™). (G) Kinetic parameters of growth for APRK and CC-4533 strains, calculated from the data in
panel F. Left graph: mean of the maximal growth rate (umax), Right graph: mean of the lag phase duration. Error bars
represent the standard deviation on a biological triplicate. B, C, E and F are one representative experiment out of 3
biological replicates.

To examine the functional consequences of PRK deficiency in Chlamydomonas we analyzed the
growth phenotype of the APRK mutant under various conditions. Since PRK is central to the CBBC, we
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tested the ability of this mutant to grow in the presence of light and acetate as a carbon source (TAP
light, mixotrophic conditions) or in the presence of light in a minimal medium without acetate (HSM
light, strictly photoautotrophic conditions). In solid media, the APRK mutant could not grow
photoautotrophically but was able to grow in the presence of light and acetate, albeit more slowly
than the reference strain (Figure 1E). To further characterize the growth phenotype of the APRK strain
in mixotrophic conditions, we monitored its growth over time in a photobioreactor in TAP liquid
medium, compared with the CC-4533 reference strain (Figure 1F). The growth profiles revealed a
pronounced difference between the two strains. Indeed, the mutant grew much slower than CC-
4533, explaining the difference observed on solid media. This growth defect of the PRK mutant is
characterized by an extended lag phase (Figure 1G) and a reduced maximum growth rate (Mmax)
compared to the reference strain (Figure 1G). These data indicate that the APRK strain is non-
photoautotrophic and strongly imply that the PRK gene is essential for photosynthetic carbon
fixation, and that the absence of the CBBC limits the growth of the knock-out strain. To demonstrate
that this phenotype is due to the absence of PRK, we sought to functionally complement the APRK
strain.

3.2. Complementation of the PRK mutant shows that PRK is essential for photocautotrophy

To verify whether the loss of photoautotrophic growth is due to the absence of PRK in the mutant,
we functionally complemented the APRK strain with a synthetic construct designed to restore PRK
expression. This construct was built using the intron-less coding sequence (CDS) of the PRK gene,
obtained from cDNA, fused to a triple HA tag under the control of the promoter, 5’UTR and
3’UTR/Terminator of PSAD gene. This transcriptional unit was coupled to a hygromycin resistance
gene (Figure 2A). The PSAD genetic elements were previously shown to allow strong constitutive
expression of a reporter gene (Crozet et al., 2018). The synthetic construct containing the two
transcriptional units was introduced into Chlamydomonas nuclear genome by transformation.
Multiple clones from the transformation were selected in the light on TAP solid medium
supplemented with hygromycin and named C,, for complemented strain X. The C, strains were
genotyped by PCR using primer couples allowing specific detection of either the CIB insertion
characteristic of the APRK strain background or of the synthetic transgene (Figure 2B). All five chosen
C« and the mutant were found to contain the CIB1 insertion confirming the APRK background. All
selected clones also displayed the presence of the synthetic PRK transgene that was absent in the
APRK strain. We performed anti-PRK western blots to confirm the expression of the transgenic PRK.
As shown in Figure 2C, 3xHA tagged PRK, which has a higher molecular weight than endogenous PRK,
is present in all Cx complemented strains. In comparison with the gradient of CC-4533 total protein
extract, we observed that the expression of the transgenic PRK-3HA is much lower than the
endogenous PRK and shows some variability between C, clones. This may be due to the design of the
synthetic PRK construct and/or to position effects due to insertion of the transgene in distinct

genomic sites.
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If the loss of PRK inthe mutant is responsible for its growth phenotype, a functional complementation
restoring photoautotrophic growth in minimal medium should be observed in the Cy strains. The
growth phenotype of the different strains was assessed using a spot test analysis on solid media

(Figure 2D).
1c0%
80%
0%
a0
20% I
0% ! I

A E
pCMM-24 Plexs PLPSAD

i

@rsurall o Wl 30TR G, D@ PS5 UTR, TS DETN e |

APRK €12 €2 €5 €6 Cl11 C€C-4533

0.8 Kb
Plex5 - PIm1

Expected size = 708 bp

PRK protein level normalized to
CC-4533

L i 0.9Kb APRK Cc12 C2 mC5 mC6 mCl1l mCC-4533
0Cus Insel 0.8 Kb F o
Plex5-PLPSAD 8
=
Expected size = 861 bp £ 100%
o
C ‘ gm 80%
- s n
- (%) CC-4533 . H 3
K
e e oo e & gy
£
— : £ 40%
- - ———— - anti-PRK = %
e
> 20% =
- : [
D G 0% o
. i APRK 2 mC5 uc6 mC11 mCC-4533
TAP dark TAP light HSM light
0 pmol photons.m?.s? 100 pmol photens.m?.s* 100 pmol photons.m-2.s- £
L c
108 105 10¢ 10° 106 10° 10¢ 10° 106 10° 10° 10¢ 10° ) APRK
APRK @ APRK ® o APRK ] c12
c12 @ c12 @ L] Cclzz g c2
Q2 e Q2 e L =] £ —Cs
s @ 9 s @ 9 as O £ —C6
@w @ 6 @ 3 cg [« 2 —c1
c11 @ a1 @ 9 @5 a1 @ =3 —cc.as33
CC-4533 @ cc4533 @ B ® Y CCca533@ W 3 0 50 100

Time (k)

Figure 2: Functional complementation of the PRK mutant. (A) Design of the pCMM-24 construct used for PRK

mutant complementation. (B) PCR on genomic DNA to confirm the presence of the CIB1 insertion in the PRK gene in the
APRK strain {Locus PRK mutant) and the presence of the pCMM-24 insertion in the complemented strains (Locus insert)
in the complemented strains (Cx strains). (C) Anti-PRK western blot on total soluble protein extracts of the CC-4533, APRK
and Cx strains {100% corresponds to 12 pg of total protein). (D) Spot test in TAP and HSM minimal media after 5 days
growth at 25°C in the dark or in the light (100 umol photons m? s™). The number of cells spotted is indicated above the
spot test image. To show the growth of the APRK strain in TAP light conditions, the growth after 10 days is shown. (E)
Relative quantification of the PRK protein contentin the Cx strains compared to CC-4533, calculated from the datain panel
C. (F) Total activity of reduced PRK in the different strains. Desalted crude extracts of WT, Cxand APRK were reduced with
20 mM DTT prior to activity measurement. (G) Growth profile of selected strains. Cultures were inoculated at 10° cells/mL
and incubated in TAP under light (25°C and 100 umol photons m?s™).

In TAP medium in the dark, Chlamydomonas grows heterotrophically and all C strains grew like the
reference strain. In TAP medium in the light, the complemented strains C, grew similarly to CC-4533
although C1; appeared to grow significantly more slowly. By contrast the APRK strain grew much more
slowly than all other strains, as shown previously (Figure 1E). Nevertheless, after 10 days the growth
the APRK strain was clearly visible (Figure 2D). In HSM medium in the light, a restoration of the
photoautotrophic growth was observed in the Cx strains. This demonstrates that PRK is essential for
photoautotrophy in Chlamydomonas. However, the growth of Cx strains appeared slower compared
to CC-4533 suggesting a partial functional complementation. To assess whether this phenotype was
caused by a lower level of PRK protein, the relative quantity of PRK expressed in the complemented
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strains was determined. All the G strains showed a relatively low expression of the PRK enzyme, with
a maximum of 40% of the PRK content compared to the reference strain (Figure 2E). The C1z strain
that has a barely detectable level of PRK still partially restored photoautotrophy. PRK activity
measurements fully correlated with the PRK levels estimated by western blot {Figure 2F). To
gquantitatively assess the growth limitation imposed by decreased PRK contents, we performed
growth kinetics in a controlled photobioreactor. The C, strains grew in TAP liquid medium in
accordance with their PRK content (Figure 2G), as observed in the spot test assays (Figure 2D).
Importantly, the strain with 40% of PRK content (C;1) behaved as the reference strain in TAP medium
but not in minimal medium (Figure 2D). This suggests that 40% of PRK content compared to the
reference strain is limiting the CBBC in Chlamydomonas. In tobacco, the content of PRK leading to a
phenotype was below 15% of the reference {Paul et al., 1995; Banks et al., 1999). Therefore, the
excess of PRK may be more limited in Chlamydomonas than in tobacco. In order to determine more
precisely the PRK content limiting the CBBC and to test whether overexpression of PRK may increase

the CBBC turnover, a higher level of expression of the transgene needs to be achieved.

Although position effect may account for the variations observed between transformants, the
limitation is more likely due to the design of the synthetic transgene (Figure 2A). Indeed, we screened
hundreds of transformants and never found any clone with a PRK level above 40% of the level of the
endogenous PRK, as exemplified in Figure 2. This suggested that the genetic elements controlling PRK
expression may not be appropriate to ensure an expression level comparable to the reference strain.

3.3. New synthetic construct designs for enhanced PRK expression

The limitation to about 40% of the protein level found in the reference strain when expressing PRK
from the synthetic construct may stem from various factors. PRK, like numerous other CBBC enzymes,
is highly abundant and is estimated to represent 0.25% of total cellular proteins in Chlamydomonas
(Hammel et al., 2020). Although the strong constitutive PSAD promoter and 5'UTR were employed to
drive PRK expression in the synthetic pCMM-24 construct, it is plausible that the endogenous PRK
promoter is significantly stronger and would ensure a higher expression level. The absence of introns
in the synthetic gene may also be partly responsible for the low expression. Indeed, it is now well-
established that the presence of introns in the synthetic construct is frequently required to ensure
high-level expression of a transgene in Chlamydomonas {Lumbreras and Purton, 1998; Fuhrmann et
al., 1999; Baier et al., 2018). The presence of introns could boost gene expression due to the presence
of a transcriptional enhancer, through a process called Intron-mediated enhancement that stimulates
directly transcription or through interaction with the spliceosome (Schroda, 2019; Baier et al., 2020).
An online tool has been developed to design Chlamydomonas transgenes with artificial introns
(Jaeger et al., 2019). The fusion of the recombinant PRK with a triple HA-tag may also impact
expression, potentially by destabilizing the protein or affecting its activity.

To investigate the significance of the promoter strength and of the presence of introns we have

designed new synthetic constructs that incorporate the endogenous PRK promoter and its 5’UTR to
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drive either expression of the PRK CDS devoid of introns and also lacking triple HA-tag or the native
PRK coding sequence containing natural introns (Figure 3A). The PRK promoter and the native PRK
gene coding sequences were amplified by PCR from Chlamydomonas CC-4533 genomic DNA and
cloned as level 0 MoClo parts. These parts were then used to build the two transcriptional units later
on coupled to the hygromycin resistance gene to generate pCMM-25 and pCMM-26 (Figure 3A). Each
of these synthetic constructs were introduced in the nuclear genome of the APRK strain. The original
synthetic gene (pCMM-24) containing the PSAD promoter and PRK CDS was also transformed again
in the APRK strain as a control. The transformants were selected on photoautotrophic growth
restoration in minimal medium. It was observed that more colonies were obtained for
transformations with pCMM-26 than with pCMM-25 or pCMM-24, suggesting that the presence of
introns had a positive effect on the number of functionally complemented strains. For each
transformation, roughly 50 colonies were selected for further analysis.
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Figure 3. New designs to achieve higher PRK expression. {A) Design of the pCMM-25 and pCMM-26
constructs. (B} Pipeline for the identification of strains with high PRK content by selection of transformants on HSM plates,
followed by growth to saturation in 96-well plates in TAP medium, and re-plating on HSM agar plates. The strains with
the fastest growth on the plate were selected for further analysis. (C) Anti-PRK western blot on total soluble protein
extracts of the APRK, CC-4533, and complemented strains obtained by transforming the APRK strain with the pCMM-24
{a strains), pPCMM-26 (B strains) or pPCMMM-25 (D5 strain) constructs. 100% corresponds to 12 pg of total protein. A
gradient of the total protein extract of the strain CC-4533 was used for the quantification of the PRK content in the
different complemented strains, indicated as PRK level {%). (D) Growth profile of CC-4533 and complemented strains.
Cultures were inoculated at 10° cells/mL and incubated in HSM at 25°C under continuous light (100 pumol photons m= s
1. (E) Lag phase measured for CC-4533 and complemented strains, calculated from the data in panel D. (F) Spot test on
HSM minimal medium after 5 days of growth at 25°C in the light (50 pmol photons m? sY). The number of cells spotted
is indicated on the left and the strain is indicated below each spot test line.
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As we previously observed with the first synthetic construct that in the APRK background cell growth
is directly correlated with PRK expression level (Figure 2), we selected the fastest growers to increase
the probability to select strains with higher PRK levels through spot test assays on HSM medium after
growth to saturation in TAP medium (Figure 3B). For several representative fast growers, we analyzed
the PRK content by immunoblot (Figure 3C) and the growth properties in liquid HSM medium in a
photobioreactor (Figure 3D, 3E) or in solid HSM medium (Figure 3F). As previously shown (Figure 2),
the pCMM-24 construct (a strains) only allowed partial complementation of the APRK phenotype.
The level of PRK was limited to 21% in the best case and photoautotrophic growth was only partially
restored compared to CC-4533, Comparable results were obtained with the pCMM-25 construct as
exemplified by the best growing strain D5 which PRK level was limited to 25% of the reference strain
CC-4533 and consistently showed partial complementation of photoautotrophic growth. This
indicates that neither the expression without the triple-HA tag nor the use of the PRK promaoter to
drive PRK CDS expression resulted in increased PRK expression level. Conversely, the pCMM-26
construct expressing the intron-containing PRK endogenous coding sequence allowed to fully
complement the phenotype of the APRK strain (Figure 3) and even overexpress the protein (Figure 4).
This indicates that the presence of introns in the PRK coding sequence is crucial for high level
expression of the transgene. This result is consistent with previous studies (Lumbreras and Purton,
1998; Fuhrmann et al., 1999; Baier et al., 2018; Lauersen et al., 2018; Schroda, 2019; Baier et al.,
2020). It would be interesting in future studies to determine whether the high-level expression is
linked to a specific PRK intron. Even with the pCMM-26 intron containing construct, a range of PRK
expression levels (34%-250% relative to CC-4533) was observed in the transformants. This variability
is most likely attributable to random insertion of the construct in regions of the genome with a
variable ability to drive gene expression. This position effect is classically observed in Chlamydomonas
and can be exploited to generate strains with diverse levels of expression of a given transgene. In our
case, immunoblot and growth assays revealed that a PRK content of 86% is sufficient to fully restore
photoautotrophic growth with kinetics comparable to the reference strain CC-4533 (Figure 3). This
result suggests that PRK may be present in excess in Chlamydomonas. Nevertheless, this excess
appears much more limited than previously reported in tobacco where PRK limitation was only
observed below 15% of the WT level (Paul et al., 1995; Banks et al., 1999). To confirm that PRK

endogenous level does not limit the CBBC we analyzed strains overexpressing PRK,

3.4. Overexpression of PRK does not affect cell growth

To analyze the impact of PRK overexpression in Chlamydomonas, we examined strains transformed
with the pCMM-26 construct either in the APRK or the CC-4533 backgrounds (Figure 4A). The growth
of strains overexpressing PRK 1.5-fold (A2 strain) or 2.5-fold (3 strain) (Figure 4B) was analyzed in a
photobioreactor in liqguid HSM medium under three different light intensities (Figure 4C-E). Strains
expressing 100% (CC-4533) or 25% (D5) of PRK were used as controls. The growth of the two
overexpressor strains was comparable to the CC-4533 strain. At high light intensity (300 pmol m2s°

1) growth of the overexpressor was similar to CC-4533 while at lower light intensities the 1,5-fold
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overexpressor showed a marginally slower growth kinetics compared to the two other strains. The
cause of this slower growth in low light of the A2 strain is not known but could be related to the site
of insertion of the transgene. Nonetheless, these results clearly show that overexpression of PRK does
not lead to an increased growth. This suggests that the endogenous level of PRK in Chlamydomonas
is hot limiting the Calvin-Benson-Bassham cycle under optimal growth conditions.
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Figure 4. Overexpression of PRK. (A) Design of the transgene driving PRK expression and the genetic background
{APRK or CC-4533) for the A2, B3 and D5 strains (B) Anti-PRK western blot on total soluble protein extracts of the APRK,
CC-4533, and transformed strains as indicated. 100% corresponds to 12 pg of total protein. A gradient of the total protein
extract of the strain CC-4533 was used for the quantification of the PRK content in the different complemented strains,
indicated as PRK level {%). (C), (D), (E) Growth curves of CC-4533 and transformed strains. Cultures were inoculated at 10°
cells/mLand incubated in HSM at 25°C under three distinct light intensities as indicated.

4. Conclusions

In the present study, we have characterized a PRK knock-out mutant of Chlamydomonas and utilized
this strain to investigate the limitations imposed by PRK expression level on the CBBC. We
demonstrated that PRK is essential for photosynthesis in C. reinhardtii through a comprehensive
analysis of the mutant and its functional complementation. The essentiality of PRK for
photoautotrophic growth was previously suggested by a large-scale systematic characterization of
gene function in Chlamydomonas (Fauser et al., 2022). Previously, the only analyses of PRK deficiency
in Chlamydomonas were obtained in the F-60 mutant generated by chemical mutagenesis and
without a full validation by functional complementation (Moll and Levine, 1970). This mutant was
also shown to spontaneously revert {(Smith, 2000) and personal observation of the authors). Through
our functional complementation approach, we demonstrated that the level of PRK protein needs to
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be as high as 86% of the level of the reference strain to allegedly restore the standard growth
phenotype. Moreover, we established that, in the conditions tested, overexpression of PRK does not
improve Chlamydomonas growth. This suggests that the endogenous PRK content is not limiting the
CBBC in Chlamydomonas reinhardtii. PRK is therefore in excess in Chlamydomonas but this excess is
much more limited than observed in tobacco where PRK limitation was only observed below 15% of
the WT level (Paul et al., 1995; Banks et al., 1999). This implies that a slight decrease of PRK level or
PRK activity would be sufficient to limit the CBBC in Chlamydomonas. This may allow PRK to play a
more prominent role in the control of the CBBC turnover in Chlamydomonas, for example under
conditions leading to light-dependent regulation of PRK activity mediated by thioredoxins and CP12
(Gurrieri et al., 2021; Guirrieri et al., 2023). Nevertheless, the CBBC functioning is different in algae
compared to land plants, particularly because a carbon-concentration mechanism (CCM]) in the
pyrenoid increases carbon fixation by Rubisco {Barrett et al., 2021} and likely imposes a stronger
requirement for RuBP production by PRK to sustain growth, especially in non-limiting light conditions.
Metabolite profiling revealed that RuBP is indeed significantly more concentrated in algae and
cyanobacteria compared to land plants (Clapero et al., 2023). This higher concentration of RuBP may
be required to ensure that substantial concentration gradients drive rapid diffusion into the CCM
compartment that houses Rubisco (Treves et al., 2022). Finally, the PRK knock-out strain along with
the genetic elements we have generated may constitute useful tools to explore PRK regulation in vivo
using functional complementation with PRK variants harhoring targeted mutations such as mutations

to serine/alanine of regulatory cysteines.
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2.1.3 Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons pu montrer que la PRK ne limite
pas le flux du CBBC in vivo chez C. reinhardtii. Elle n'est cependant pas
limitante au méme niveau que celui décrit précédemment dans la
littérature (Badger and Price, 1994; Paul et al., 1995; Banks et al., 1999).
Cela pourrait permettre a la PRK de jouer un role plus important dans
le controle du CBBC chez Chlamydomonas, par exemple dans des
conditions conduisant a une régulation de I'activité de la PRK par les
TRX ou par la formation du complexe GAPDH-CP12-PRK. Mon objectif
initial était d'utiliser ce mutant pour étudier la régulation redox de la
PRK in vivo chez Chlamydomonas en complémentant le mutant par
des versions dépourvues d'une ou plusieurs cystéines régulatrices. Ces
travaux ont été initiés mais n‘ont pu étre achevés faute de temps. Les
résultats préliminaires obtenus avec diverses souches complémentées
par des variants de PRK seront présentés dans la partie discussion et
perspectives.

2.2 Nouvel outil de biologie synthétique chez
Chlamydomonas

2.2.1 Introduction

Dans le cadre de mon travail de thése, j'ai également participé au
développement d'outils génétiques chez Chlamydomonas reinhardtii.
Lorsque nous construisons des circuits génétiques, nous sommes
amenés a utiliser plusieurs marqueurs de sélection. Puisque le nombre
de marqueurs de sélection demeure assez restreint (4 genes de
résistance a un antibiotique et 2 marqueurs d'auxotrophie utilisés chez
Chlamydomonas), il est toujours utile pour la communauté de disposer
de nouvelles briques fonctionnelles contenant des génes de résistance
a de nouveaux antibiotiques.

Sous l'impulsion de Félix de Carpentier, ancien doctorant de notre
équipe sous la direction d'Antoine Danon, nous avons congu, construit
et testé un nouveau marqueur de résistance a la blasticidine chez
C. reinhardtil.
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La blasticidine est un antibiotique produit par Streptomyces
griseochromogenes qui agit comme un inhibiteur de la synthese des
protéines. La bactérie Bacillus cereus possede le gene BSR qui code
pour la blasticidine S désaminase qui permet de détoxifier cet
antibiotique, conférant la résistance a la cellule. La blasticidine S
désaminase de Bacillus cereus a déja été utilisée comme marqueur de
sélection chez la levure (Fukuda and Kizaki,1999), les mammiferes
(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). Nous avons donc décidé de tester ce
marqueur chez Chlamydomonas et de I'adapter au standard MoClo
afin de le rendre compatible avec les 119 briques développées pour le
kit MoClo (Crozet et al., 2018).

Mon réle dans ces travaux a consisté a caractériser phénotypiquement
les souches transformées, en particulier pour analyser I'impact de la
résistance a la blasticidine dans un photobioréacteur Algem.

2.2.2 Article 3

L'article intitulé « Blasticidin S deaminase: a new efficient selectable
marker for Chlamydomonas reinhardtii » par Félix de Carpentier,
Jeanne Le Peillet, Nicolas D. Boisset, Pierre Crozet, Stéphane D. Lemaire
et Antoine Danon a été publié dans Frontiers in Plant Sciences en 2020.
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Blasticidin S Deaminase: A New
Efficient Selectable Marker for
Chlamydomonas reinhardtii

Félix de Carpentier’?!, Jeanne Le Peiflet’!, Nicolas D. Boisset'?, Pierre Crozet’,
Stéphane D. Lemaire' and Antoine Danon™

i Institut de Biologie Physico-Chimique, UMR 8226, CNRS, Sorbanng Universits, Paris, Francs, 2 Uniersité Paris-Sacky,
Saint-Aubin, France

Chlarmydomonas reinhardti is a model unicellular organism for basic or biotechnolegical
research, such as the production of high-value molecules or biofusls thanks to ils
photosynthetic ability. To enable rapid construction and optimization of mulliple 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 Bacilius 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 cormmeon antibiotic resistances: zeocin, hygromycin, kanamycin,
paromomycin, and spectinomycin. The blasticidin resistance biobrick has been added
lo 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 ¢loning, algal biote chnology

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-Cladiére and Vallon, 2011).

Blasticidin S (hereafter referred to as “blasticidin™) is an
antibiotic that inhibits cytosolic protein synthesis by blocking
ribosomnal 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 (lzumi et al, 1991), plants (Kamakura et al., 1990),
yeasts (Iimura et al., 19945 Fukuda and Kizaki, 1999), and algae,
including the diatom Phaeodactyium 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 (cwl15) (Roy Davies, 1972), CC-4425 (D66)
(Schnell and Lefebvre, 1993), UVM4 (Neupert et al, 2009),
and CC-124 (137c) (Proschold 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 pmol photon-m~2-s71)
and shaking (130 rpm). Growth analysis were performed in
the Algem® labscale double photobioreactor systems (Algenuity,
Stewartby, United Kingdom) under continuous light (200 jLmol
photons:m 2.5~ 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 (Aabs/Atime). 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 R® < 99.5%.
Finally, the maximal slope was chosen as the maximal growth rate
(Supplementary Figure $2B). Antibiotics used were blasticidin
S (Sigma-Aldrich: SBR0O0022), zeocin (Invitrogen: R25005),
hygromycin B (Sigma-Aldrich: H9773), kanamycin (Sigma-
Aldrich: K1377), paromomycin (Sigma-Aldrich: P8692), or
spectinomycin (Sigma-Aldrich: $4014). 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 (Gaft 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 cerens BSR protein
sequence (NCBI accession number: WP_076871832.1) was
reverse translated using Chlamydomonas nuclear genome
codon usage table!. The resulting BSR coding sequence was
domesticated by removing Bbsl 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 Bsal-HFv2 (New England Biolabs)
in pICH41308 (Weber et al, 2011) yielding plasmid pCMO-
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 P /g coupled to the 5'UTR of RBCS2 (pCM0-020) and
the 3'UTR of RBCS2 coupled to terminator Trpcsz (PCMO-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 pCMO0-077 (zeocin),
pCM0-073 (hygromycin), pCM0-074 (paromomycin), pCMO-
075 (kanamycin) and pCM0-076 (spectinomycin) generating the
plasmids pCM1-030 (zeocin), pCM1-031 (hygromycin), pCM1-
032 (kanamycin), pCM1-027 (paromomycin), and pCMI1-033
(spectinomycin}, respectively. All plasmid sequences are available
in Supplementary Files §1-87.

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 » 10¢ cellsfmL), concentrated 100
times in TAP + 60 mM sucrose. After incubation of 250 pL 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 wE no shunt resistance)

'www.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 4+ 60 mM sucrose
prior to be plated on TAP-agar complemented with appropriate
antibiotic(s). Transtormants 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 pmol photon m™2 s~ 1)
at 25°C.

Insert Detection

Cells were pelleted (5 min, 2500 x g room temperature) and
lysed in 400 pL 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® Tag 2> Master Mix (New England
Biolabs) according to the manufacturer recommendations with
the primers BSRS5  (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 1 A). 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 (cwl5),
CC-4425 (Do6+), UVMA4, 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 Bésl and Bsal
recognition motif and adding appropriate fusion sites of the
Plant MoClo syntax (Patron et al., 2015). It was finally assembled
with the parts P (the hybrid promoter of HSF70A coupled
to the 5’'UTR of RBCS2) and Trpcs: (coupling the 3UTR
and terminator of RBCSZ) to form a functional module. Pa g
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
Chlamydemonas MoClo) is represented in Figure 2A using
the MoClo nomenclature (Crozet et al., 2018). pCM0-120 and
pCMI1-029 plasmid sequences are available in Supplementary
Files 81, 82, respectively. Cells transformed with pCM1-029 or
an empty vector were incubated on plates containing blasticidin.
Transtormants appeared only when the cells were transformed
with pCM1-029 (Blasticidin resistant cells are hereafter referred
to as “Blast®™), 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
Blast® strains (Supplementary Figure S1).

To precisely evaluate the effect of blasticidin on the mortality
of wild-type and Blast® cells, we used FBvans blue as a
death marker (Gaff and Okong’o-Cgola, 1971). To avoid the
heterogeneity that comes from the position of the transgene
insertion locus, dozens of Blast® colonies were collected from
a Petri dish and then mixed in liquid culture {Blast® culture).
Wild-type and Blast® 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 Blast® and untreated
cells (Figure 2C). To assess a potential detrimental effect of
BSR on Chlamydomonas, wild-type and Blast® 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 §2).

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 (pCMI1-030), 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.
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and pooled to take into account position effect, as for
Blast® culture. These cultures were called ZeoR, HygroR,
Kana®, Paro®, and SpecR. The wild-type strain and the six
antibiotic resistant cultures were cultivated in 96-well plates
until exponential phase (5 x 10° 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 Blast® culture had survived upon blasticidin treatment
(Figure 3A). It is to be noticed that Kana® strains are also
resistant to paromomycin (Figure 3A), as previously reported
(Barahimipour ct al,, 2016).

I the resistance modules tested display no cross reactivity
lo 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 Blast® strain
was transformed with either pCM1-030 (zcocin resistance),
pCMI1-031 (hygromycin resistance), pCM1-032 (kanamycin
resistance), pCM1-027 (paromomycin resistance), or pCMI-
033 (spectinomycin resistance) (Figure 3B). Transformants were
selected on plates containing both blasticidin and the appropriate
antibiotic. For cach 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

(Psm + 5'UTR of RBCS2), the BSR coding sequence and a terminator (3'UTR of RBCSZ + Trpogz) 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 Blast® 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 (o < 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-Lscalante et al.,, 2018) or diatoms
(Buck etal., 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-Iscalante 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 ct 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; Cizkové et al, 2019) and subsequent
unwanted mutations. The kanamycin selectable marker NPTII
is also conferring resistance to paromomycin (Barahimipour
el 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 Center?.

Swww.chlamycollection.org/
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FIGURE 3 | Cross reactivity test. (A) Liuid cultures in exponential phase of wild-type strain and Zeo®, HygroR, Kana®, Paro?, and Spec® cultures were placed in a
96-well plate and treated with blasticidin (Blast, 50 mg/L), zeocin (Zeo, 16 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
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FIGURE $1 | Detection of the BSR module. pCM1-029 plasmid and the genomic
DNA of the wild type (CC-4533) and four independent transformants Blast? 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 Blast™ transformants, Amplification of CBLP (Cre08. g2 78222) was used as a
positive control for the experiment.

FIGURE $2 | Growth of wild-type (CC-4533) and Blast® straing in a controlled
photobioreactor. (A} Measurement of growth as detected by absorbance at

740 nm every 10 min, in TAP (mixotraphy) and HSM medium (autotrophy), light
was set to 200 pmol photons-m 2.5~ 1 with temperaturs and shaking set at 25°0
and 120 rpm, respectively. (B} Quantification of the average growth rate of
wild-type and Blast® calls, corresponding to the growth curves shown in Gragh
{A). Error bars represent the standard error to the mean of two

hiological replicates.

FIGURE $3 | Transformation of a blasticidin resistant strain with zeosin,
hygranmyein, kanamyain, paromaomyoin and spectinornyein resistance plasmids.

A blasticiclin resistant strain (Blast™) carrying pCMI-028 was indepaendently
transformed with the resistance modules to zeocin (pCM1-030), hygromycin
[PCMA-031), kanarmyoin [pCM1-032], paromomyacin (pChA-027), and
spactinomysin (pCM1-033) or an empty vector (RICHS0881). The numbers 1, &,
9, and 11 stand for the standard fusion sites used for cloning (Crozet et al., 2018).
Blast? transformead cells were selectsd on plate containing both blasticicin and the
appropriate antibictic, CC-4533 was also transformed with the sare five
resistance modules or the emply vector and selected on the corresponding
antibiatic with or without addition of blasticidin. The results showed are
representative of three biclogical replicates.

FILE 81 | Annatated sequence of pCMO-120, the level O plasmid centaining
B3R cading sequence enginesred for Chlarmydornonas nuclear genorme and
designed for the position B3-BE of the Chlamydomoenas MoClo toolkit
(Crozet et al., 2018).
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2.2.3 Conclusion

Avec cette nouvelle brique, nous avons enrichi la palette d'outils
génétiques disponibles chez Chlamydomonas. En I'ajoutant au kit de
clonage modulaire, nous espérons pouvoir favoriser la construction
dans ce chassis en offrant une plus grande flexibilité pour la
conception des stratégies de bio-ingénierie.
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3 DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Mon travail de these s'inscrit dans le cadre de la thématique de notre
équipe de recherche qui a pour objectif principal de comprendre et
d'améliorer I'efficacité de la photosynthése chez Chlamydomonas en
employant des approches de biologie synthétique pour manipuler le
CBBC in vivo.

Initialement, mes objectifs consistaient a :

1. Caractériser le mutant PRK;

2. Déterminer quel niveau d’accumulation de PRK limite le CBBC
et si une surproduction de I'enzyme peut améliorer la fixation
du carbone ;

3. Utiliser le mutant PRK pour étudier la régulation redox de la PRK
in vivo en complémentant le mutant par des versions
dépourvues d'une ou plusieurs cystéines régulatrices.

Les deux premiers objectifs ont pu étre poursuivis et ont permis de
générer des outils qui seront importants pour la poursuite du travail.
Le troisieme a été initié mais n'a pu étre achevé faute de temps.
Toutefois, des résultats préliminaires obtenus récemment avec
diverses souches complémentées par des variants de PRK seront
présentés ci-apres.

J'ai également au cours de ma these contribué au développement de
nouveaux outils de biologie synthétique tel que la brique MoClo
conférant la résistance a la blasticidine. De nombreuses briques
génétiques ont également été obtenues dans le cadre de I'ingénierie
du mutant PRK.

Les résultats obtenus ainsi que les perspectives ouvertes par mon
travail de these seront discutés en détail dans ce chapitre.
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3.1 Améliorer la fixation du carbone par I'ingénierie du
CBBC

Améliorer la production de biomasse végétale a de multiples intéréts
pour la production de nourriture, la production de molécules a haute
valeur ajoutée, de biocarburants ou encore de molécules plateformes
(Liang et al, 2018). Depuis la révolution verte, [Iefficacité
photosynthétique est devenue I'élément principal limitant la
production de biomasse, et particulierement la fixation du carbone par
le cycle de Calvin-Benson-Bassham (Raines, 2022). L'étude du CBBC
chez les plantes supérieures est ardue puisqu'aucun mutant n'est
viable, ce qui n'est pas le cas chez Chlamydomonas reinhardtii (Salome
and Merchant, 2019). Couplé au fait que son appareil
photosynthétique est tres similaire a celui des plantes terrestres, cela
en fait donc un bon modele pour étudier la photosynthese.

Afin d'étudier par des approches de biologie synthétique le CBBC chez
Chlamydomonas reinhardtii, il convient d’employer des méthodologies
standardisées. Afin de commencer a les mettre en place, nous avons
donc choisi la phosphoribulokinase (PRK) comme modele d'étude car
elle possede une activité unique au CBBC, que c’est un systeme assez
maitrisé au laboratoire et qu'un mutant d'insertion a I'unique locus la
codant était disponible.

3.1.1 Modulation de I'abondance de la PRK in vivo

Dans I'objectif de caractériser la PRK comme modele du CBBC, nous
avons étudié le mutant APRK, ainsi qu'un certain nombre de lignées
transgéniques exprimant un gene chimérique PRK ectopique (partie
2.1). Nous avons pu démontrer que la PRK est essentielle a la
croissance photoautotrophique. Nous avons ensuite profité de la
variation naturelle induite par la mutagénese insertionnelle (effet de
position) pour caractériser des lignées ayant différents niveaux
d’'expression. Idéalement, il serait intéressant de continuer cette étude
a l'aide d'une seule lignée dans laquelle nous pourrions faire varier in
vivo la quantité exprimée. Ce fut un projet que j'avais pour but de
réaliser en utilisant le promoteur METE ou un riboswitch du gene THI4
(Crozet et al., 2018) pour contréler finement I'expression de la PRK par
les vitamines B1 (thiamine) et B12 (cobalamine), respectivement. Ces
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deux éléments régulateurs négatifs sont inhibés par la vitamine
respective, ce qui permet d'inhiber proportionnellement I'expression
du gene cible en augmentant la concentration de vitamine. Cependant
ce systeme n’a pas fonctionné pour plusieurs raisons.

Dans un premier temps, Chlamydomonas vit naturellement en
symbiose avec les bactéries environnantes lui fournissant des
vitamines (Croft et al., 2005). Nous pouvons utiliser la présence de ces
vitamines pour finement faire varier la proportion des enzymes in vivo.
Cependant, malgré mes essais, cette méthode n'a jamais fonctionné. Il
n‘est pas rare que nous retrouvions une contamination bactérienne
tres difficile a éliminer (provenant probablement du stock de la banque
de mutants) mais qui ne semble pas affecter la croissance de l'algue.
Chlamydomonas n'a plus ou pas ces voies de synthése de vitamines,
ce qui favorise l'interaction mutualiste avec des bactéries. En raison de
ce mutualisme entre Chlamydomonas et une souche bactérienne, il
s'avere que les bactéries sont capables de produire de la vitamine B1
et B12, et de les sécréter dans le milieu. Un systeme répressif qui
fonctionne en réponse a ces vitamines ne pouvait donc pas fournir de
résultats dans ces conditions.

Le deuxiéeme probleme est que pour utiliser un tel systeme répressif, le
construit doit permettre d'obtenir une complémentation fonctionnelle
totale du transgene. C'est-a-dire permettre que lI'on puisse inhiber
I'expression dans une souche ayant un niveau de protéine au moins
égal a celui de la souche de référence (100%), voire plus. A partir d'une
telle souche il est envisageable de moduler finement I'expression pour
trouver la proportion exacte de PRK induisant un phénotype de
croissance.

Ces deux problématiques ont été résolues, mais cela a pris plus de
temps que prévu. En effet, aprés de nombreux mois d'efforts, j'ai réussi
a décontaminer complétement la souche APRK. J'ai ensuite pu la
caractériser et la complémenter. Apres avoir étudié ces souches, nous
avons appris que les éléments géniques initialement choisis ne
permettaient pas d'atteindre I'objectif du 100% de protéine par
rapport a la référence. Apres avoir cherché de nouveaux designs, (cf.
2.1), nous arrivons désormais a obtenir des surexpresseurs de la PRK.
Il serait donc envisageable de réessayer cette stratégie en couplant
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notre nouveau design basé sur une PRK avec introns a pMETE ou au
Riboswitch THI4. Des designs similaires pourraient bien sir étre testés
pour les autres enzymes du CBBC.

3.1.2 Notion d'enzyme limitante

Lors de I'étude du mutant APRK et des lignées complémentées, nous
avons observé qu'un niveau de 40%, relatif au niveau sauvage, de la
protéine ne suffisait pas a restaurer la croissance au méme niveau que
le controle (cf. 2.1). Au contraire, chez le tabac, aucun effet sur la
croissance n'est observé si les niveaux de PRK demeurent supérieurs a
15% de la lignée de référence (Paul et al.,, 1995; Banks et al., 1999). Nos
résultats indiquent que chez Chlamydomonas, une souche avec une
abondance en PRK correspondant a 85% de la souche de référence ne
montre pas de phénotype de croissance (cf. 2.1). Ces résultats
suggerent que chez Chlamydomonas l'abondance de la PRK est
limitante entre 40% et 85% de |I'abondance de la souche de référence.

Un des outils utilisés pour caractériser I'impact d'une enzyme sur sa
voie métabolique est le coefficient de controle du flux métabolique
(Fell, 1997). Ce calcul (cf. 1.5.3) a initialement été développé par des
biochimistes pour avoir un outil de mesure de l'importance de la
quantité d'une enzyme sur une voie métabolique linéaire. Ce calcul a
ensuite été utilisé, notamment par Christine Raines, sur le CBBC
(Raines, 2003). Bien qu’utile pour comprendre si une des enzymes peut
limiter le flux, nous pouvons penser que cette mesure n'est pas
adaptée aux expériences in vivo.

En effet, il est important de rappeler que le calcul du coefficient de
contréle d'une enzyme sur une voie doit étre considéré comme un
outil d'étude, développé en faisant volontairement abstraction de
certaines caractéristiques du systéeme, comme les régulations. De plus,
il faut admettre que les parametres cinétiques obtenus in vitro seront
identiques aux parametres in vivo, ce qui n'est pas toujours le cas,
notamment a cause des régulations, des concentrations des substrats...
Ce calcul admet également que toutes les régulations
transcriptionnelles et post traductionnelles sont connues (Fell, 1997) et
que nous pouvons réaliser les mesures en controlant toutes les
régulations. Or, ce n'est pas le cas pour le CBBC.
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Une autre limitation de ce calcul est la différence de ploidie des
especes étudiés. En effet, sil'organisme est haploide ou diploide, il faut
aussi considérer les parametres de dominance possible d'une copie
vis-a-vis de son allele. Nous ne pouvons pas non plus comparer
directement des données obtenues sur différents organismes car les
parametres cinétiques des enzymes different, de méme que leurs
parametres de croissance macroscopiques comme leurs besoins en
azote (Fell, 1997).

Le fait de définir la PRK comme une enzyme essentielle mais non
limitante pour le CBBC n'est finalement peut-étre pas pertinent au
regard du seul parametre de son abondance. La limitation du flux
métabolique est en premier lieu définie par I'activité enzymatique, qui
dépend de la quantité d'enzyme, mais aussi de ses régulations post-
traductionnelles. Et si la limitation de la PRK n’était pas uniquement
liee a son abondance mais principalement a ses régulations post
traductionnelles qui pourraient influer son action sur le flux
métabolique ?

3.2 Etudier la régulation de la phosphoribulokinase in
vivo

3.2.1 Régulations par les ponts disulfures régulateurs

La régulation de la PRK par I'oxydoréduction de ses ponts disulfures
par les TRX a été bien caractérisée in vitro.

Le pont disulfure N-terminal C16-C55 régule I'activité enzymatique de
la PRK alors que le pont C-terminal C243-C249 semble jouer un role
dans la flexibilité de l'assemblage du complexe GAPDH/PRK/CP12
(Gurrieri et al., 2019). Grace a la disponibilité du mutant APRK et des
outils pour le complémenter efficacement, il est possible d'envisager
de tester I'importance fonctionnelle de la régulation redox de la PRK
pour la premiere fois in vivo. Pour cela, nous avons construit 4
nouvelles unités transcriptionnelles pour exprimer des variants de la
PRK ne pouvant former que le pont C-terminal (C243S-C249S, AC), que
le pont N-terminal (C16S, AN), ou aucun des deux ponts (C16S-C243S-
C249S, AN+C). Un contréle sans altération des ponts disulfures a
également été construit. Les substitutions des cystéines ont été
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introduites par mutagénese dirigée dans la brique MoClo
correspondant a la séquence codante de la PRK avec intron. Cette
brique a été incluse dans une unité transcriptionnelle sous le controle
d'un promoteur/5'UTR PSAD et d’'un 3'UTR/terminateur PSAD (Figure
25).

P1-279 @ P 5'UTRssso [ PRK(i), B 3UTR oo D)
P1-280 . P 5'UTRpsap . PRK(1)s c2435-c2495, ac . 3'UTR tpsap .
P1-283 @ P 5'UTResso [ PRK(i); cr65 an B 3UTR oo D)

P1-284 (@ P 5UTRosuo I PRK(). cros couss causs, sv-c L3 VTR tosso D)

Figure 25. Représentation schématique des unités de transcription
codant les PRK WT, AC, AN et AN+C

Les différents vecteurs construits pour étudier des formes mutées de PRK
insensibles aux régulations par les thiorédoxines ont été générées. Le
plasmide p1-279 est le contréle sans mutation. Les mutants du pont N-
terminal (C16S, AN), C-terminal (C2435-C249S) ou bien les deux sont
annotés p1-280, p1-283 ou p1-284, respectivement.

Le mutant APRK a été transformé avec les construits de la figure 2 puis
les clones ont été sélectionnés sur milieu minimum. Les transformants
ont été sélectionnés sur milieu minimum puis plusieurs clones ont été
analysés par western-blot anti-PRK afin de sélectionner des souches
complémentées ayant des niveaux comparables de PRK. Ces analyses
ont été effectuées par Manuel Jesus Ponce Mallén, post-doctorant (co-
direction S. Lemaire, Paris, José-Luis Crespo/Esther Pérez-Pérez,
Séville).

Tous les transformants, quelle que soit la construction utilisée (Figure
25), présentent une accumulation de la PRK supérieure ou égale a la
souche de référence (Figure 26). Pour chaque construction (Figure 25),
une souche unique a été sélectionnée pour réaliser des tests
préliminaires de phénotypage (en rouge dans la Figure 26). Ces
souches présentent toutes des niveaux plus forts que celui de la
souche de référence. Nous avons sélectionné des souches présentant
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les niveaux de PRK les plus proches possibles, autour de 260% du
contrdle sauvage.
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Figure 26. Immuno-blot anti-PRK sur des extraits totaux de protéines
solubles chez la souche de référence CC-4533, notée WT, avec 3
quantités différentes chargées (100% correspond a 12 ug) et les
transformants sélectionnés. La souche 279 est le controle sans mutation.
Les mutants du pont C-terminal (C243S-C249S, AC), du pont N-terminal
(C16S, AN), ou bien des deux (C165-C243S-C249S, AN+C) sont annotés
280, 283 et 284, respectivement. Dans la partie inférieure, le témoin de
charge est représenté par une coloration au bleu de Coomassie. (Travaux
effectués par Manuel Jests Ponce Mallén). L'abondance de la PRK dans
chaque souche a été estimée par quantification du signal et
normalisation par rapport a la référence (WT) et sont indiqués en
dessous du gel. Les souches dont la quantité relative est inscrite en rouge
sont celles sélectionnées pour des expériences préliminaires de
phénotypage.

Les premiers réesultats concernant I'impact de ces mutations sur la
croissance des cellules a différentes intensités lumineuses sont
présentés dans la Figure 27. La vitesse de croissance a été déterminée
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a partir de cultures en photobioréacteurs. Différentes intensités
lumineuses ont été testées pour observer I'impact de la quantité de
pouvoir réducteur, qui augmente en fonction de I'intensité lumineuse,
sur le pool de PRK sauvage et mutées. Les courbes de croissance des
souches montrent des différences dépendantes de lintensité
lumineuse et des mutations introduites. En effet, en lumiere faible
(15 umoles photons m? s') ou en lumiére moyenne (50 pmoles
photons m~ s, les souches AN (283) et AN+C (284) présentent une
croissance plus rapide que la souche exprimant la version sauvage
(279) (Figure 27A). Leur taux de croissance a été déterminé et il est
clairement supérieur a celui du contrdle (279). Ces différences ne sont
pas observées en lumiere forte, a une intensité lumineuse de
500 umoles photons m™2 s'. Au contraire, la souche AC (280) présente
une croissance similaire a celle de la souche contréle (279) a toutes les
intensités lumineuses. Aprés normalisation par rapport au contrdle
(279), les mutants AN (283) et AN+C (284) présentent clairement des
taux de croissance plus élevés en lumiere faible et moyenne mais pas
en lumiere forte. De plus, le phénomene semble plus marqué en
lumiere faible qu’en lumiere moyenne.

Ainsi, les deux variants mutés pour le pont disulfure N-terminal (AN et
AN+C) présentent une croissance plus rapide que celle du controle
(Figure 27). Ces résultats, bien que préliminaires, sont particulierement
intéressants. Il a été montré in vitro que le pont N-terminal de la PRK
est réduit par des TRX dont le niveau de réduction est dépendant de
I'intensité lumineuse, ce qui permet de coupler I'activité de la chaine
de transfert d'électrons a l'activation de la PRK. Les différences
observées entre les conditions d'illumination peuvent donc
s'interpréter en considérant I'état redox des TRX. On peut supposer
qu'a une intensité inférieure & 500 umol photons m? s, la chaine de
transfert des électrons génere, a priori, une quantité de pouvoir
réducteur suffisante pour que le pool de TRX puisse étre totalement
réduit, et puisse donc activer totalement la PRK. A l'inverse, plus
I'intensité lumineuse sera faible, plus le pool de TRX sera oxydé
entrainant une diminution de |'activation de la PRK. Eliminer le pont
disulfure N-terminal permet ainsi de s'affranchir de la régulation TRX
in vivo qui semble donc limiter la croissance aux faibles intensités
lumineuses. Ces résultats semblent montrer que la régulation par le
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pont disulfure C16-C55 active bien la protéine in vivo, d'une facon
lumiére dépendante, validant les études réalisées in vitro depuis de
nombreuses années (Gurrieri et al., 2019). Toutes les régulations redox
des enzymes du CBBC identifiées in vitro pourraient étre testées de la
méme maniere (SBPase, FBPase, PGK, Rubisco Activase...).
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Figure 27. Premiere analyse de la croissance des variants PRK AN, AC et
AN+C a différentes intensités de lumiere. (Travaux effectués par Manuel
Jesus Mallén Ponce). La souche 279 est le contréle sans mutation. Les
mutants du pont C-terminal (C243S-C249S, AC), du pont N-terminal
(C16S, AN), ou bien des deux (C165-C243S-C249S, AN+C) sont annotés
280, 283 et 284, respectivement. A. Données brutes des courbes de
croissance avec les taux de croissance indiqués. B. Taux de croissance
présentée en A normalisés par rapport au contréle (279).
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Ces premiers résultats suggerent également que la régulation par les
TRX pourraient étre un levier d'amélioration du CBBC in vivo. En effet,
alors que la surexpression de la PRK seule ne permet pas d’augmenter
le taux de croissance, une surexpression combinée a une abolition de
I"activation par les TRX semble une stratégie prometteuse a explorer a
I'avenir. La modulation dépendante de la lumiere des enzymes du
CBBC par les TRX permet un ajustement fin de l'activité du CBBC
probablement nécessaire pour une croissance et une survie optimale
dans la nature sous des cycles lumiere/obscurité photopériodiques
naturels et dans un large éventail de conditions environnementales.
Les microalgues ne sont cependant pas optimisées pour la croissance
dans des conditions contrblées de croissance en lumiére continue.
Dans ces conditions, I'existence de l'activation dépendante de la
lumiére par les TRX pourrait limiter I'efficacité du CBBC, comme le
suggerent nos résultats préliminaires. Ainsi, la conception d'enzymes
du CBBC modifiées quant a leur régulation dépendante des TRX
pourrait avoir un impact important sur la production de biomasse et
I'efficacité de la fixation du carbone pour les cultures de
Chlamydomonas cultivées dans des conditions contrdlées.

Enfin ces résultats n‘'ont pas montré de phénotype de croissance
associé a la mutation du pont C-terminal seul (Figure 27). Ce pont
contrdlerait indirectement I'activité PRK en modulant la formation du
complexe GAPDH/CP12/PRK (Thieulin-Pardo et al., 2015). La fonction
proposée du complexe tripartite serait de bloquer les enzymes en
amont et en aval de la Rubisco pendant la nuit (Le Moigne et al., 2023).
Il s'agirait donc d’'un mécanisme plus lent et ne dépendant pas de
I'intensité lumineuse, comme observé pour la souche 280 (Figure 27).
Si la formation du complexe joue essentiellement un réle inhibiteur a
I'obscurité, il est cohérent de ne pas observer de phénotype pour le
mutant AC dans nos conditions de culture en lumiere continue.

Je tiens toutefois a rappeler que ces résultats sont tres préliminaires
car ces analyses du taux de croissance des mutants n‘ont été effectuées
gu'une seule fois. Il faudra bien évidemment confirmer ces résultats
prometteurs en répétant I'expérience dans des conditions similaires. Il
faudra également tester la croissance dans des conditions d'alternance
lumiere/obscurité afin d'explorer un role éventuel du pont C-terminal,
mais également sur une gamme plus fine d'intensité lumineuses,
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notamment entre 50 et 500 pmol photons m? s, Des analyses

complémentaires seront également nécessaires pour mieux
caractériser ces souches dans les différentes conditions de croissance.
Il sera intéressant de mesurer I'activité PRK ainsi que I'abondance des
métabolites du CBBC par une approche métabolomique. Il pourra aussi
étre intéressant de mesurer |'état redox de la PRK par des expériences
de redox-western et celui de la chaine de transfert des électrons par
des mesures de cinétique de fluorescence.

3.2.2 Régulations par phosphorylation

Si la régulation par les TRX est bien connue (cf. 1.5.2 et 1.5.5), d'autres
modifications post-traductionnelles ont été observées sur les enzymes
du CBBC, y compris la PRK, mais dont la fonction est encore inconnue.
C'est le cas de la phosphorylation, qui est une des modifications post-
traductionnelles (PTM) les plus répandues chez tous les organismes
(Hunter, 2007). D'apres plusieurs études de phosphoprotéomique
(Wang et al., 2014; Ma et al., 2018; McConnell et al., 2018), nous savons
que 10 des 11 enzymes du CBBC chez C. reinhardtii sont
phosphorylées, sans en connaitre les fonctions. Un des points
particulierement intéressant que ces études révelent est que beaucoup
de protéines chloroplastiques sont phosphorylées mais relativement
peu de protéines kinases et phosphatases ont été caractérisées dans
ce compartiment cellulaire (White-Gloria et al., 2018).

Il est tout a fait possible que ces PTMs puissent étre un des facteurs
controlant l'activité que nous pourrions modifier pour augmenter
I'efficacité photosynthétique de Chlamydomonas. Il a été identifié chez
la PRK 4 sites de phosphorylation (T4, T57, S204 et S281). En
remplacant ces serines et thréonines par une alanine ou une aspartate,
générant ainsi des variants phospho-mutant ou phosphomimétique,
respectivement, il serait possible d'étudier l'impact de ces
phosphorylations. En utilisant les outils développés et le savoir acquis,
tels que le MoClo, la méthodologie de phénotypage et le design des
circuits génetiques, nous pourrions rapidement construire des souches
complémentant le mutant APRK pour en identifier les fonctions. Bien
sUr, la phosphorylation est un exemple, mais d'autres PTMs et d'autres
enzymes du CBBC peuvent étre analysées de la méme maniere.
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3.3 Pourquoi la PRK est une cible pertinente pour
I'amélioration de la fixation du carbone chez
Chlamydomonas reinhardtii

La PRK est essentielle a la photosynthése, nous I'avons démontré chez
C. reinhardtii (cf. 2.1). Elle est tres abondante (0,25% des protéines
totales (Hammel et al.,, 2020) et son activité est spécifique du CBBC (Le
Moigne et al, 2023). En modifiant non pas uniquement son
abondance, mais aussi sa régulation par les TRX, il semblerait que nous
puissions augmenter la production de biomasse. La notion de
limitation du flux ne prend en compte que principalement I'abondance
d'une enzyme. |l serait judicieux de développer un modele comprenant
aussi les régulations. En effet, il est tout a fait possible que les
régulateurs, dans notre cas la quantité, la spécificité et le niveau de
réduction des TRX, soient le facteur limitant le flux du CBBC et donc la
production de biomasse.

Nous avons observé qu'une quantité de PRK inférieure ou égale a
environ 40% du niveau endogene chez Chlamydomonas impacte la
croissance. En augmentant la quantité native de PRK, la vitesse de
croissance de la souche n'est pas impactée dans les conditions testées.
Cela semble donc indiquer que la PRK est présente en quantité
suffisante, voire en exces, par rapport aux autres enzymes du CBBC (cf.
2.1.2). Il est cependant aussi possible d'expliquer ce résultat par
I'hnypothese que seule une partie du pool total d’enzyme serait activé
par les TRXs, et donc pourrait fonctionner dans le CBBC. Ainsi, méme
en doublant la quantité de PRK, la proportion active ne serait pas
modifiée puisque dépendante de la quantité de TRX réduite. Les
résultats préliminaires obtenus par Manuel Jesds Mallén Ponce (cf.
3.2.1) semblent confirmer cette hypothese. La piste de la PRK comme
cible d'amélioration du flux du CBBC n’est donc pas exclue.

Par ailleurs, la PRK n’est pas trouvée uniquement chez les organismes
photosynthétiques. En effet, la PRK est présente chez les bactéries et
les Archaea (Kono et al., 2017). Or quelle peut étre la fonction de la
PRK dans un organisme non-photosynthétique ? Un début de réponse
pourrait venir d'une étude d'Andrea M. Ochsner, qui montre que la
PRK apparait essentielle a la méthylotrophie chez Methylobacterium
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extorquens (Ochsner et al., 2017). Le mutant de la PRK dans cet
organisme méthylotrophe ne croit pas sur un milieu avec du méthanol.
La conservation du gene chez certains organismes semble indiquer
I'existence d'une autre fonction non caractérisée jusqu’a aujourd’hui
pour la PRK. Les connaissances acquises chez les organismes
photosynthétiques pourraient donc étre utilisés pour comprendre et
méme améliorer ces enzymes.

3.4 Perspectives : approche de paléobiochimie du CBBC

Mes travaux sur la PRK, et en particulier la méthodologie mise en place,
ont permis d'ouvrir la voie a différentes études. Nous étudions la PRK
actuelle issue de milliards d'années d'évolution. La phylogénétique a
depuis de nombreuses années permit d'étudier les trajets évolutifs
naturels. Des algorithmes d'inférence des séquences des protéines
ancestrales, identifiées par la construction de phylogénies robustes,
ont été développés (Toone, 2006; Yang, 2007; Garcia and Kagar, 2019).
Les séquences ainsi obtenues permettent de comparer les propriétés
des séquences ancestrales avec leurs descendantes (Benner, 2017).

L'émergence de la biologie synthétique a permis des approches de
paléobiochimie visant a synthétiser puis exprimer ces séquences
ancestrales dans des organismes actuels pour étudier leurs
caractéristiques structurales, biochimiques ou fonctionnelles (Ingles-
Prieto et al., 2013; Shih et al., 2016; Schulz et al., 2022).

Puisque le CBBC est un facteur principal limitant l'efficacité de la
photosynthése, nous pouvons nous demander pourquoi une voie
métabolique si importante n'a pas été plus optimisée ? Si I'une des
hypothéses est que le CBBC est toujours soumis a I'évolution, il
apparait pourtant avec le cas de la Rubisco que cela fait maintenant
longtemps qu’elle n'est plus améliorée par bricolage moléculaire. En
effet, I'évolution a sélectionné la photorespiration, les mécanismes de
concentration du carbone ou encore la photosynthese en C4 plutot
gu’'une amélioration de la Rubisco. Cela pourrait s'expliquer par le fait
que la Rubisco actuelle est devenue difficile a améliorer dans le
contexte naturel. Si la Rubisco peut étre améliorée par rational design,
son évolvabilité est complexe (Durao et al,, 2015), ce qui pourrait étre
lié a une contrainte de son chemin évolutif, comme le suggérent des
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analyses phylogénétiques (Bouvier et al., 2021). En d'autres termes,
cette enzyme n'est pas une bonne base pour |'évoluer vers des
solutions présentant une meilleure fitness (définie ici comme la
capacité d’'une protéine a réaliser une fonction). Une autre raison serait
tout simplement qu'il n‘existe pas de meilleure solution dans ce
chemin évolutif et que la Rubisco actuelle est a une fitness maximale.

Figure 28. Exemple de fitness landscape des protéines.

Adapté de Romero et Arnold. Différents chemins évolutifs de la fitness
d'une protéine (dans quelle mesure une protéine donnée remplit une
fonction donnée) en fonction de sa séquence. Les deux lignes
représentent des trajectoires différentes de ['évolution (dirigée). La
trajectoire rouge a atteint un optimum local inférieur a celui
théoriquement possible (vert) (Romero and Arnold, 2009).

Dans les deux cas, il est possible que d'autres chemins évolutifs
existent et soient plus performants que celui choisi par hasard au cours
de I'évolution naturelle (Romero and Arnold, 2009) (Figure 28). Nous
pourrions donc tenter, en appliquant une approche de paléobiochimie
de ressusciter des protéines ancestrales pour les faire réévoluer dans
de nouvelles conditions environnementales. Une pression de sélection
différente de celle exercée au cours de I'histoire évolutive naturelle
pourrait permettre de créer de nouvelles trajectoires évolutives, en
particulier pour les enzymes du CBBC.

Grace a mon travail sur la PRK, tous les outils étaient disponibles pour
pouvoir commencer ce projet ambitieux sur la PRK. Certaines
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séquences ancestrales de PRK ont pu étre inférées par Ingrid
Lafontaine (Institut de Biologie Physico-Chimique) puis synthétisées.
Leur fonctionnalité, leur fitness, sont en cours d'évaluation in vitro et
in vivo par Maria Meloni et Marta Bertolini aprés un travail préliminaire
réalisé par Giusi Favoino et Tanguy Chotel.

Ces séquences seront ensuite soumises a des expériences d'évolution
dirigée dans l'objectif de savoir si des chemins évolutifs différents
existent, et pourraient mener a des versions de |I'enzyme avec une
meilleur efficacite.

Giusi Favoino a obtenu des résultats préliminaires intéressants (Figure
29). Le mutant APRK a pu étre complémenté avec la séquence du
dernier ancétre commun aux algues verte de la PRK. Les données
issues de mon travail (résultats partie 1) ont permis d'obtenir a la fois
la méthodologie de sélection et les éléments génétiques nécessaires a
une bonne expression du transgene.

wt PRK87 APRK
cells/mL

10° . ‘»’
10 6
10*

10°

HSM + light

Figure 29. Spot test réalisé par Giusi Favoino sur la complémentation
du mutant PRK par une séquence ancestrale de celle-ci dans des
conditions de croissance en milieu minimum + lumiere
(50 umol photons m=2s™).
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Figure 30. Parametres fonctionnels d'une PRK ancestrale. Résultats
obtenus par Maria Meloni.

Le dernier ancétre commun des Archeae a été produit et purifié dans E.
coli. Son dffinité pour le Ru5P (Km rusp) et sa constante catalytique
(Kcat RusP) ONt été déterminées.

Par ailleurs Maria Meloni a obtenu des résultats intéressants sur une
PRK ancestrale, le dernier ancétre commun des Archaea. Cette protéine
a été produite chez E. coli, purifiée et utilisée pour déterminer ses
parametres cinétiques (Figure 30). Si I'on compare ces données a celles
déja connues de la PRK de C reinhardtii (kcat ruisp= 262 sec’,
Km rusp= 87,5 uM), elles sont tres éloignées. En effet, le kcat de la paleo-
PRK est 300 fois plus faible que celui de I'enzyme de Chlamydomonas
et son Kv est cing fois plus haut. Cette enzyme semble donc
considérablement moins efficace que celle existant aujourd'hui. Cela
renforce I'hypothese que la PRK a bien évolué sur ses parametres
catalytiques. Si les résultats tendent a montrer cela sur toutes les
protéines testées, alors nous avons déja identifié un chemin évolutif.

Ces résultats encourageants permettront surement de mettre en place
la bonne méthodologie pour ce projet de paléobiochimie.

3.5 Outils de biologie synthétique pour
Chlamydomonas

La transformation d'un transgéne, sa sélection et son expression sont
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des problématiques de base de la biologie moléculaire et les outils
génétiques nécessaires ont une importance centrale en biologie de
synthése.

3.5.1 Expression du géne PRK

Pour mener a bien la complémentation fonctionnelle du mutant APRK
chez Chlamydomonas, nous avons réalisé plusieurs cycles de
design/build/test/learn. Cela nous a permis de comprendre, au moins
partiellement, le role des éléments régulateurs du gene PRK pour une
forte expression du transgene. En effet, nous avons en premier lieu
utilisé un design qui nous semblait étre la meilleure option pour
obtenir une forte expression de la PRK. Basé sur nos connaissances,
nous avions utilisé le promoteur, le 5’'UTR et le 3'UTR/Terminateur du
gene PSAD pour contrdler |'expression de la séquence codante de la
PRK sans introns. En effet, nous avions précédemment montré que
cette combinaison de briques issues du gene PSAD était la plus
performante pour permettre la production de la nanoluciferase a partir
d'une séquence codante également dépourvue d'introns (Crozet et al.,
2018). Nos résultats ont montré que cette construction n'était pas
optimale puisque le maximum d'expression obtenu, dans les
conditions testées, ne dépassait pas 40% du niveau protéique de la
souche de référence. Nous avons alors utilisé un nouveau design
intégrant les éléments régulateurs du géne PRK. En effet, nous savons
que la PRK représente environ 0,25% de la quantité totale de protéines
d'une cellule (Hammel et al., 2020). Cela suggere que les éléments
régulateurs du gene PRK, permettent ce tres fort niveau d'expression.
Nos analyses ont montré que combiné avec une séquence codante
sans introns, le promoteur de la PRK ne suffisait pas pour obtenir une
expression au moins équivalente a celle de la souche de référence. En
revanche, nous avons observé une forte augmentation du niveau
d’'expression de notre transgene en utilisant la séquence génomique
de la région codante du gene PRK, c'est-a-dire la séquence naturelle
avec tous ses introns. Cette forte expression est observée aussi bien
avec le promoteur/5'UTR du gene PRK qu’avec le promoteur/5'UTR du
gene PSAD, ce qui suggere que c'est bien la présence des introns qui
permet un fort niveau d'expression. Il est désormais bien établi que la
présence d'introns dans la construction synthétique est souvent
nécessaire pour assurer une expression élevée d'un transgene chez
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Chlamydomonas (Lumbreras et Purton, 1998; Fuhrmann et al., 1999;
Lauersen et al, 2018; Schroda, 2019; Baier et al., 2020). Il serait
intéressant de déterminer si un ou plusieurs introns spécifiques du
gene de la PRK sont responsables de ce phénoméne, comme c'est le
cas pour le premier intron du géne rbsc2, codant pour la petite sous-
unité de la Rubisco (Baier et al. 2018, Baier et al. 2020). Pour cela il
serait intéressant d'utiliser des construits synthétiques exprimant
différents genes rapporteurs (nanoluciférase et protéines
fluorescentes présents dans le kit MoClo) dans lesquels un ou plusieurs
introns de la PRK ont été introduits a I'aide de l'outil Intronserter
développé pour Chlamydomonas (Jaeger et al., 2019). Il est intéressant
de noter que ce sont des introns des genes codant des enzymes du
CBBC qui semblent avoir une fonction d'enhancer. Il existe peut-étre
des éléments régulateurs communs a ceux-ci. Des analyses
bioinformatiques pourraient nous aider a répondre a cette question. Si
tel était le cas, ces introns pourraient étre utilisés de facon encore plus
rationnelle pour le design de circuits génétiques.

En termes d'outils, le promoteur et les introns de la PRK que j'ai clonés
et intégrés aux briques du kit MoClo pourront permettre de nouveaux
designs pour des expressions fortes de transgenes chez C. reinhardtii.

3.5.2 La PRK comme marqueur de sélection ?

La multiplication des circuits génétiques dont les fonctions pourront
s'additionner, a l'instar des modules électroniques composant les
dispositifs informatiques, nécessitera de disposer de différents
marqueurs de sélection pour s'assurer de la présence de chaque
module. Le développement de nouveaux marqueurs de sélection, tel
que le géne de résistance a la blasticidine, demeure donc un aspect
important des développements en ingénierie biologique. La
méthodologie décrite dans notre publication (cf. 2.2), en particulier la
matrice de vérification que les genes de résistance a un antibiotique
ne conferent la résistance qu’a une molécule, pourra étre appliquée
pour d'autres couples gene/molécule active.

Il existe encore des geénes de résistance disponibles chez les bactéries
et les champignons qui pourront étre adaptés a C. reinhardtii. Nous
pouvons également imaginer ['utilisation de complémentations
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fonctionnelles comme moyen aisé de sélection, comme |'utilisation de
marqueurs d'auxotrophie comme LEU, HIS ou TRP couramment utilisés
chez la levure ou chez les bactéries.

En effet, I'étude du mutant PRK nous a fourni des informations tres
utiles. La PRK étant essentielle a la photosynthese, la complémentation
du mutant PRK, méme avec une expression modeste, permet de
restaurer la croissance photoautotrophique perdue chez le mutant.
Cette différence phénotypique pourra permettre d'utiliser le mutant
PRK comme fond génétique afin de sélectionner aisément des
transformants contenant le circuit génétique souhaité. Ce marqueur
d'auxotrophie pourrait étre utilisé pour réduire ['utilisation
d'antibiotiques qui peuvent entrainer des conséquences néfastes sur
la souche utilisée ou méme pour I'environnement.

3.5.3 Impacts sociétaux de la biologie de synthese

La biologie de synthese offre des opportunités sans précedent pour
transformer la société et relever des défis mondiaux. Toutefois, il est
crucial d'aborder ces avancées avec prudence et de veiller a ce que les
retombées positives soient équilibrées avec les préoccupations
éthiques, environnementales et sociétales.

Depuis I'’émergence de la biologie de synthese, de nombreuses
applications industrielles ont vu le jour, donnant naissance a un
marché considérable, désigné sous le terme de bioéconomie ou
économie du «made by biology». Le marché mondial des
biotechnologies et de la bioéconomie représente plus de 2 000
milliards d'euros dans I'Union Européenne (Flores Bueso et Tangney,
2017). La biologie de synthése y joue un rdle important et devrait
connaitre un taux de croissance annuel moyen de 28%'. Cette
expansion rapide ouvre la voie a une transformation de nos modes de
production et de consommation, avec pour objectif de réduire I'impact
de notre société sur la planete.

La biologie de synthese et les biotechnologies en général suscitent de

T https://www.bccresearch.com/market-research/biotechnology/synthetic-biology-

global-markets.htm
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grands espoirs quant a leur potentiel pour résoudre divers problemes
mondiaux tels que la production durable d'énergie, la lutte contre les
maladies et la sécurité alimentaire. Cependant, ces avancées
technologiques soulevent également des questions éthiques, sociales
et environnementales. Les peurs et les préoccupations concernant
I'utilisation de ces outils et technologies sont de plus en plus discutées
afin de garantir que leurs bénéfices soient maximisés tout en
identifiant et en atténuant les risques qui leurs sont associés (Wang
and Zhang, 2019).

Il est essentiel d'impliquer les parties prenantes, telles que les
décideurs politiques, les chercheurs, les industriels et le grand public,
dans un dialogue ouvert et transparent sur les implications de la
biologie de synthese. Cela permettra de promouvoir une régulation
adéquate et un développement responsable de cette discipline
scientifique. De plus, I'éducation et la sensibilisation du public joueront
un role crucial dans l'acceptation et I'adoption des innovations issues
de la biologie de synthése.

3.5.4 Considérations éthiques et environnementales en biologie de
synthese

Etant donné le potentiel de développement des applications de la
biologie de synthese, il est important d’examiner attentivement les
implications éthiques, sociales et juridiques de ces technologies
émergentes.

Sans énoncer tous les risques potentiels a différents niveaux, je trouve
important en premier lieu de s'interroger sur la finalité de nos travaux
dans la société et sur les risques liés a |'utilisation de nos technologies
afin de définir quelles actions nous pouvons entreprendre a I'échelle
du laboratoire.

D'un point de vue environnemental, une question préoccupante est de
savoir si une souche que nous avons créée avec une fixation améliorée
du carbone pourrait, si elle était introduite dans la nature, entrer en
compétition avec des organismes existants. Bien qu'une souche de
laboratoire pourrait présenter une croissance plus rapide, il est difficile
de déterminer si, en cas de contamination environnementale, cette
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souche pourrait supplanter des espéces sauvages. Les souches que
nous utilisons dans les laboratoires évoluent dans des conditions
idéales et contrdlés, sans compétiteurs, ni prédateurs et disposant de
tous les nutriments nécessaires et cela depuis des décennies. Il est peu
probable qu'elles puissent rivaliser avec des especes naturelles
résistantes aux stress environnementaux. Néanmoins, cela reste une
possibilité. De plus, la possibilité d'une contamination de
I'environnement par transfert horizontal de gene doit étre envisagée.

La question n’est pas spécifique a mon sujet et différentes stratégies
ont déja été envisagées. Au-dela de la manipulation des souches
modifiées dans un espace confiné et de leur destruction apres
utilisation, il est possible de prévenir les risques de contamination
accidentelles en intégrant aux souches modifiées un ou plusieurs
mécanismes de bio-confinement (Marliere, 2009). Par exemple, un
systeme dit « kill switch » a été imaginé chez Chlamydomonas par
I"équipe IGEM de Sorbonne Université 2020
(https://2020.igem.org/Team:Sorbonne U Paris/Description), qui
repose sur un mécanisme de mort cellulaire programmée induit par le
rayonnement UV et baseé sur le relargage par clivage d'une nucléase
ancrée sur la membrane plasmique contrélé par la dimérisation de
COP1 et UVR8. Ce kill switch permettrait de cultiver les algues dans des
systemes de culture équipés de filtres UV et d'assurer qu’en cas de
contamination accidentelle de I'environnement, les algues, qui seront
exposées a l'ensemble du spectre Ilumineux, seront tuées
prématurément. Un autre systéme, le « suicide system » développé
chez E. coli, permet de contréler artificiellement la production d'une
toxine pour s'assurer que la souche ne puisse pas survivre si elle se
retrouve en dehors des conditions de culture établies. Ce systéeme est
basé sur [I'établissement d'une auxotrophie pour une molécule
synthétique, I'acide aminé 3-iodo-L-tyrosine, nécessaire pour la
production d'une protéine inhibant la toxine colicine E3 (F. Wang &
Zhang, 2019). D’'autres types d'auxotrophies sont également
envisageables. Toutefois, compte tenu des possibilités de
contournements d'une unique stratégie de bio-confinement, il est
crucial de mettre en place un ensemble de mesures comprenant
plusieurs verrous pour réduire le risque de contamination accidentelle.

Il est important de rester humble et de reconnaitre que nous ne
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pouvons maitriser tous les risques en raison de la complexité du vivant.
Nous étudions le vivant en regardant uniquement la ou nous le
pouvons. La biologie de synthese est un domaine qui nous permet de
repousser nos limites, de voir plus loin, d'apprendre et de
conceptualiser une partie de la complexité du vivant. Etudier,
construire, comprendre la nature, la photosynthese, le cycle de Calvin
Benson Bassham, nous permettra, espérons-le, d’améliorer notre
systeme de production et plus largement d'apporter de grands
bénéfices a notre civilisation. Il est donc essentiel de continuer a
explorer et a innover dans ce domaine tout en restant conscients des
responsabilités éthiques et environnementales qui en découlent.

Outre les considérations environnementales, il est crucial d'aborder les
implications sociales et éthiques de la biologie de synthese. Par
exemple, les questions liées a l'accés et a la répartition des bénéfices
des technologies émergentes doivent étre examinées. Il est important
d'assurer une distribution équitable des avantages et de veiller a ce
que les pays en développement ne soient pas laissés pour compte. De
plus, les questions de propriété intellectuelle et de brevetabilité des
découvertes et innovations dans ce domaine sont également
pertinentes et doivent étre étudiées avec soin pour garantir un partage
équitable des connaissances et favoriser la collaboration scientifique.
Enfin, il est important d'engager un dialogue ouvert et transparent
avec le public et les parties prenantes concernant les développements
et les risques associés a la biologie de synthése. Une communication
claire et une éducation appropriée peuvent aider a dissiper les craintes
et les malentendus, et a promouvoir une acceptation plus large de ces
technologies potentiellement transformatrices.

En conclusion, la biologie de synthese offre un potentiel considérable
pour améliorer la durabilité de notre société et résoudre de nombreux
défis mondiaux. Cependant, il est essentiel de rester attentif aux
implications éthiques, environnementales et sociales de ces
technologies et de mettre en place des mécanismes appropriés pour
en minimiser les risques. En adoptant une approche responsable et
éclairée, nous pouvons tirer le meilleur parti de la biologie de synthese
tout en protégeant notre environnement et notre société.
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4 MATERIELS ET METHODES

4.1 Matériels
4.1.1

Souches

Chlamydomonas reinhardtii

La souche de référence, parfois appelée sauvage ou wild type (WT), de
Chlamydomonas utilisée a été la CC-4533 (CMJO030) qui est le fond
génétique de la banque CLiP (Li et al, 2019). De cette banque de
mutants, la souche LMJ.RY0402.119555 a été utilisée, dont l'insertion
aléatoire de la cassette CIB1 portant le gene de résistance a la

paromycine se trouve dans

(Cre12.g554800).

'exon 7 du géne de

la PRK

La souche D66 (Schnell and Lefebvre, 1993) a été utilisée pour le
clonage du cDNA de la PRK.

Liste des souches utilisées

Nom de la souche | Fond génétique Insertion

APRK LMJ.RY0402.119555 | CIB1(résistance a la
paromomycine)

CC-4533 cMJ030

C12 APRK pM-11

c2 APRK pM-11

C4 APRK pM-11

5 APRK pM-11

C6 APRK pM-11

C11 APRK pM-11
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A CC-4533 pM-162
B CC-4533 pM-163
o APRK pM-162
B APRK pM-163
D APRK pM1-11
No name CC-4533 P1-128
No name CC-1224 p1-128
No name CC-4051 p1-128
No name CC-4425 p1-128
No name UvM4 p1-128
No name CC-400 p1-128

Milieux de culture

Les souches de Chlamydomonas ont été cultivées en condition
hétérotrophe ou mixotrophe dans du milieu Tris Acétate Phosphate
(TAP, Gormant and Levine, 1965) a l'obscurité ou a la lumiéere,
respectivement. Pour les cultiver en conditions phototrophe, un milieu
minimum, le High Salt Medium (HSM, Sueoka, 1959), a été utilisé. Pour
des cultures solides, 15 g/L d'agar for plant cell (Sigma-Aldrich) ont été
ajoutés.

Les compositions exactes du TAP et HSM sont en annexe 1.

Lorsque nécessaire, un antibiotique a été ajouté aux milieux:
paromomycine (20 ug/mL), hygromycine (20 ug/mL), spectinomycine
(100 pg/mL), zeocyne (15 pg/mL) ou blasticidine (50 pg/mL) (Sigma-
Aldrich).
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4.1.2 Escherichia coli
4.1.2.1 Souche utilisée

La souche utilisée, NEB10B, pour tous les clonages provenait du
fournisseur New England Biolabs (ref : C3019H).

Génotype de la souche NEB10B: A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA
AlacX74 galK16 galE15 e14- $80dlacZAM15 recA relA1 endAT
nupG rpsL (StrR) rph spoT1 A(mrr-hsdRMS-mcrBQC)

4.1.2.2 Milieu de culture

Les bactéries ont été cultivées en milieu LB liquide ou solide (Sigma-
Aldrich), supplémenté de [I'antibiotique adapté: ampicilline (100
nug/mL), kanamycine (50 pg/mL) ou spectinomycine (50 ug/mL). Pour
les sélections en milieu solide, du X-gal (80 pg /mL, Sigma-Aldrich) a
également été ajoute.

4.1.3 Plasmides construits

4.13.1 p1-128

34...700 Prom AR - SUTR Rbec$2)

706...1125 blastR-B3B3.xdna

1130...1364 3UT-TRbc S2.xdna
p1-128-pAR-BSR-tRbcS2_1F.xdna - 5707 nt 1375 <Bbsl

pUC\ori 3039... 3028..1547 RK2\trfa\[no\Esp
RNaseH int ORI 3074...307.
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4132 pM-11

pre-PRK no stop 7190...8313

Bpi1 site mutated (aAg
Tpsad - no Bpii internal 84128959
3'Seq-Tpsad 8463_ 8449
(A tag 8375...8404]

CTP 7487...7279
5Seq-Ppsad T117..7133

pPsaD 63827183

pM-11.xdna - 9003 nt

2898...2109 pUClori
2253...2881 ColE1 origin

TRbcS52 6113...6346

2309...4390 RK2\TrfA

AphVill - HygroR 5110...6108

45744424 LB

]

4133 pM-162

[PICHS0881 cor RvCp-pW-L2€ xdna 10847...10873)]
[<Bsal_10848]

(155772 shows similarity to GenBank Ad

(5241531 sped]

Bpit si Ag
JUT-TpsaD without internal Bbs 10292.._10838/

PRK with intron - B3-BS 7682...10287
2898...2109 pUC\ori

M-162 (HygroR - Endogenous CrPR - 10883 1

2309__4390 RKATriA|

SUTR of PRK - B1-B2 7377...7677

Prom of PRK 6372...7371
T-RBCS52 6113...6346)

AphVil - H
5086...5108 SUTR CrRBCS2
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4134 pM-163

Bpit site mutated (aAga => aTg 9096..9099) 135..8 RB|
3UT-TpsaD 88119357 155..772 shows to GenBank

SUTR of PRK - B1-B2 73777677

Prom of PRK 63727371

T-RBCS2 6113..6346)

2909...4330 RK2ATrfA|

il
phVIl - HygroR 5110...6108 . o

4.2 Méthodes

4.2.1 Méthodes de biologie moléculaire

Le travail in silico a été effectué sur Serial cloner 2.6.1 et Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) (Blaby et al., 2014).

4.2.1.1 Enzymes de clonage utilisees

Toutes les enzymes utilisées ont été fournies par New Englands Biolabs
(Ipswitch, NY, USA) en version HF (High Fidelity) quand disponibles,
soit Bsal-HFv2, Bbs|-HF et T4 DNA ligase.

4.2.1.2 Clonage modulaire

Les plasmides pM-11, pM-162, pM-163 (cf. 4.1.3) ont été clonés par
golden gate avec les plasmides du kit MoClo Chlamydomonas avec la
méthode publiée dans (Crozet et al, 2018) avec les plasmides
receveurs de (Weber et al,, 2011). Les constructions ont été effectuées
in silico sur le logiciel Serial Cloner 2.6.1 avant chaque réalisation. La
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séquence de la protéine phosphoribulokinase PRK (Cre12.9g55480;
uniprot accession 19824) a été designée pour la position B4 du Chlamy
MoClo (Crozet et al, 2018) et obtenue par PCR sur ADNc pour la
version sans intron, et sur ADN génomique pour la version avec
introns.

Tous les plasmides récepteurs sont dérivés du kit MoClo original
(Weber et al., 2011). La séquence d'ADNc de la phosphoribulokinase
PRK (Cre12.g554800 ; Uniprot accession P19824) a été obtenue par RT-
PCR sur des extraits d'ARNm provenant d'une souche D66 (Schnell et
Lefebvre, 1993) en utilisant les amorces
TTGAAGACTTAATGGCTTTCACTATGCGCGC et
TTGAAGACAACGACCACGGGCACAACGTCC. La séquence codante PRK
résultante a été congue pour la position B3-B4 du kit Chlamydomonas
MoClo (Crozet et al, 2018), et clonée dans le plasmide pAGM1287
(Weber et al., 2011).

Deux autres constructions de niveau 0 ont été obtenues par PCR sur
I'ADN génomique de la souche CC-4533 (cf. 1.2.2.4) en utilisant les

amorces suivantes :
TTGAAGACTTCTCAGGAGCCCTGGGCTTTAGCCCC et
AAGAAGACAACTCGAGTACATGATGCATGTAACCAGCAATGAT pour le
promoteur de PRK,
TTGAAGACTTCTCATACTGCGTCTTGGGTCGGTGCGCT et

CAGAAGACAACTCGCATTGGTAACAGCTCGACGC pour le 5'UTR de
PRK, et TTGAAGACTTCTCAAATGGCTTTCACTATGCGCGC et
TTGAAGACTTCTCAAATGGCTTTCACTATGCGCGCGC pour le CDS de
PRK avec introns.
Chaque brique génique a été clonée dans le plasmide pAGM9121
(Patron et al., 2015).

Les plasmides de niveau 1 ont été construits dans pICH47742 avec le
promoteur et le 5'UTR du gene PSAD (Cre05.9g238332) ou PRK, et le
3'UTR/Terminateur du géne PSAD contrdlant I'expression du CDS de
PRK avec ou sans ses introns endogenes. Les plasmides de niveau M
ont été construits dans pAGM8031 en combinant p1-013 (géne de
résistance a I'hygromycine) (de Carpentier et al, 2020) avec l'unité
transcriptionnelle PRK, ce qui a donné pM-11 / pCMM-24 (PPSAD-
PRKCDS), pM-162 / pCMM-25 (PPRK-PRKCDS) et pM-163 / pCMM-26
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(PPRK-PRK(i)).

Le plasmide de niveau 1 conférant la résistance a la blasticidine pCM1-
034 a été construit par assemblage du promoteur et 5'UTR PSAD
(pCMO0-016), du géne rapporteur mVenus (pCMO0-086) et du
terminateur et 3'UTR PSAD (pCMO0-144) dans le plasmide accepteur
pICH47732. L'unité de transcription de résistance a la blasticidine
pCM1-029 a été assemblée a partir du promoteur PA/R couplé au
5'UTR de RBCS2 (pCMO0-020), du gene BSR (pCMO0-120) et du 3'UTR de
RBCS2 couplé au terminateur RBCS2 (pCMO0-115) dans le plasmide
pICH47742. Les unités de transcription pCM1-034 (mVenus) et pCM1-
029 (résistance a la blasticidine) ont été combinées dans le plasmide
récepteur pAGM8031 pour obtenir le plasmide de niveau M pCMM-
23.

Chaque réaction de MoClo a été réalisée avec 20 fmol de chaque
brique, module ou plasmide receveur, dans un volume de 20 L
contenant 10 unités d'enzyme de restriction (Bbsl ou Bsal) et 400 unités
de T4 ligase. Les réactions ont été incubées dans un thermocycleur
avec 3 cycles de 37°C 10 min puis 16°C 10 min, suivis d'une incubation
finale a 37°C pendant 10 min.

Transformation d’E. coli

Les cellules d'E. coli NEB10B (ref NEB : C3019H) chemio-compétentes
ont été transformées a l'aide d'un choc thermique. Un aliquote de
cellules stockées a -80°C a été décongelé sur glace puis mélangé a
I’ADN (4 L d'une réaction Golden Gate de 20 uL) et incubé pendant
20 min a 4°C. Apres un choc thermique a 42°C pendant 55 secondes,
les cellules sont incubées a 4°C pendant 2 min avant d'étre concentrée
par centrifugation a 4000 g pendant 5 min a température ambiante. Le
culot est resuspendu dans environ 100 uL avant d'étre étalé sur boite
LB Agar complémentée de I'antibiotique adéquat et de X-gal, le cas
échéant. Les colonies blanches sont les souches devant porter le
plasmide d'intérét.

Mini-préeparation d’ADN plasmidique d'E. coli

Des clones résistants a I'antibiotique, et blancs si un screen blanc/bleu
a été realisé en présence de X-gal, sont mis en culture dans du LB
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complémenté de I'antibiotique approprié. Aprées 8 a 16h de culture a
37°C, les cellules sont collectées par centrifugation a 4000 g pendant
5min a température ambiante. Le culot est ensuite soumis a une
extraction plasmidique par lyse alcaline avec le kit de Macherey-Nagel
(ref 740588.50) Les ADN plasmidiques purifiés sont ensuite dosés au
spectrophotometre de type Nanodrop par mesure d'absorbance a 260
nm. Enfin, un contréle qualité est effectué sur ces plasmides par
restriction différentielle. Dans le cas des plasmides de niveau 0, un
deuxieme contrdle qualité par séquengage (méthode de Sanger, sous-
traité a Eurofins Genomics) a été réalisé.

4.2.2 Meéthodes relatives a Chlamydomonas
Entretien et conservation

L'entretien et la conservation ont été effectuées sur boite solide TAP
agar ou dans des cryotubes contenant 1 mL de TAP agar complémenté
de cefotaxine sodium salt (Sigma-Aldrich) a une concentration de 50
g/L et repiquées a raison d'une fois par semaine pour un usage régulier
ou de 1 fois toutes les deux semaines pour une conservation de
souches. Un ensemble de souches mutant, WT et complémentés ont
été congelées en utilisant le kit de cryopréservation pour algue de
Gene art (invitrogen).

Transformation de Chlamydomonas

Pour les transformations de Chlamydomonas, I'insert a été séparé du
plasmide le portant par I'enzyme de restriction adéquate, Bsal ou Bbsl
pour les pM ou p1, respectivement, et purifié a partir d'un gel
d'agarose apres électrophorese et nettoyage par le kit Macherey-
Nagel (PCR clean-up kit REF 740609.50). L'éluat final est dosé par
spectrophotométrie au Nanodrop a 260 nm.

Les transformations de Chlamydomonas ont été réalisées selon le
protocole de Stéphane Lemaire précédemment publié (De Carpentier
et al., 2020) pour l'obtention des souches A, B, Cx, D. L'antibiotique
utilisé était 'hygromycine et le plasmide pM-11 (4.1.3.1).

Les cellules de Chlamydomonas reinhardtii ont été cultivées en TAP
jusqu'a une concentration de 1 a 2 x 108 cellules/mL et concentrées
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100 fois dans du TAP-sucrose 60 mM. Pour chaque transformation,
250 pL de suspension cellulaire ont été incubés au moins 20 min a 4°C
en présence de 250 a 500 ng d'insert purifié. Les cellules ont été
électroporées a 2000 V.cm™', 25 uF et sans résistance puis incubées
dans 10 mL de TAP sucrose 60 mM pendant 16 a 20 h en faible lumiere
avant d'étre étalées sur boites de TAP-agar supplémentées de
I'antibiotique adéquat. Les transformants ont été génotypés apres 5 a
7 jours de croissance a 100 ymol photons m=2s™.

Une autre technique de transformation a été adaptée de la méthode
publiée par Onishi et Pringle en 2016 (Onishi et Pringle, 2016). Les
transformants a et B ont été générés a partir des plasmides pM162 (cf.
4.13.2) et pM-163 (cf. 4.1.3.2). Les colonies transformées ont été
sélectionnées a partir de leur capacité de restaurer I'autotrophie du
mutant APRK en cas d'intégration du transgene.

Des cultures de Chlamydomonas reinhardtii en croissance
exponentielle ont été concentrées a 2 x 108 cellules/mL dans 240 pL
tampon CHES (10 mM CHES pH9,25 (Sigma-Aldrich : C2885), 40 mM
sucrose et 10 mM sorbitol) contenant 1 ug de l'insert désiré. Le
mélange a ensuite été incubé a 15°C sous agitation (700 rpm) pendant
au moins 20 min et électroporé (1500 V.cm-, 25 uF et pas de
résistance). Les cellules ont été incubées 16 a 20 h dans 13 mL de TAP-
sucrose, puis étalées sur boites de HSM-agar et cultivées pendant 5 a
7 jours en lumiére continue (100 umol photons m2s™).

Extraction d’ADN génomique de C. reinhardtii et génotypage

L'’ADN génomique a été extrait a partir d'une culture en TAP liquide en
lumiére continue (100 pmol photons m~ s') des colonies positives a
la sélection. Les cellules cultivées jusqu'a 4-5 x 10° cellules.mL™" ont été
récoltées par centrifugation a 2500 g pendant 5 min a température
ambiante (RT), puis lysées dans 400 uL de tampon d'extraction (Tris-
HCl 0,2 M pH 7,5 ; NaCl 200 mM ; EDTA 25 mM; SDS 0,5 %) pendant
10 min a 37 °C sous agitation (1400 rpm). Apres centrifugation a
17000 g pendant 3 minutes a RT, 'ADN génomique contenu dans le
surnageant a été précipité avec un volume d'isopropanol pendant
10 minutes a RT et recueilli par centrifugation a 17000 g pendant
10 minutes a RT. Le culot d'ADN a ensuite été lavé avec de I'éthanol a
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70% (17000 g pendant 3 minutes a RT) puis séché a l'air avant d'étre
remis en suspension dans de |'eau MilliQ.

La détection de la présence de l'insertion de la cassette CIB1 ou
I'insertion du plasmide pM-11 dans la souche mutante
LMJ.RY0402.119555 a été réalisée a lI'aide d'une PCR en utilisant le
Quick-load 2x master mix (New England Biolab, M0271L) selon les
recommandations du fabricant. Les amorces
Plex5 (AAGGACGCTGACATG) et PIm1 (CCTGATGGATGGTTC) ont été
utilisées pour la cassette CIB1 et Plex5 (AAGGACGCTGACATG)
Plpsad3U (TTGAAGACAATCATCTCAATGGGTGTG) pour linsert du
plasmide pM-11. Le contréle CC-4533 a été effectué avec les amorces
Plex5 et Plen3U (AGGTGCCAAAGCAAC).

Extraction d’ARNm totaux de C. reinhardtii et reverse
transcription

Vingt millions de cellules d'une culture en phase exponentielle de
croissance (1-5 x 10° cellules.mL™") sont centrifugées (3000 g pendant
2 min a 4°C). Le culot de cellules est immédiatement remis en
suspension dans 1 ml de tampon TRIzol Reagent (Gibco BRL), puis les
polysaccharides et les membranes sont éliminés par centrifugation
(12000 g pendant 10 min a 4°C). 200 pL de chloroforme sont ajoutés
au surnageant puis, apres agitation, le mélange est incubé pendant 2
minutes a température ambiante (RT). Aprés centrifugation (12000 g
pendant 15 min a 4°C), trois phases apparaissent (en bas, les protéines,
en haut, les ARN, et a l'interface des deux, les ADN). La phase du haut
contenant les ARNs est prélevée précautionneusement sans toucher a
la phase des ADN. 500 pL d'isopropanol sont ajoutés et, apres
agitation, sont incubés pendant 10 minutes a RT avant d'étre
centrifugés (12000 g pendant 15 min a 4°C) afin de précipiter I'ARN. Le
culot est ensuite lavé avec 1 mL d'éthanol 70% (le mélange est vortexé
puis centrifugé a 8000 g pendant 10 min a 4°C). Le culot est séché a
I'air a RT jusqu'a ce qu'il devienne translucide (20 a 30 minutes
environ). Les ARN totaux sont ensuite remis en suspension dans 20 uL
d'eau MilliQ stérile.

Les ARN totaux ainsi préparés sont conservés a -20°C.
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Spot test de C. reinhardtii

Les cellules de Chlamydomonas sont cultivées jusqu'a atteindre la
phase exponentielle de croissance (1-5 x 10° cellules.mL™) puis diluées
dans du TAP ou du HSM a une concentration de 1 millions de
cellules.mL™" dans une plaque 96 puits stérile. Trois dilutions en séries
sont effectuées afin d'obtenir des cellules a une concentration de 1.10°
a 1.10* cellules/mL. A partir de cette plaque, 10 yL de chaque souche
et chaque dilution sont déposés sur boite TAP-agar ou HSM-agar. Les
boites une fois seches sont incubées en chambre de culture a une
température de 25°C et a des intensités lumineuses variables. Un scan
des boites est effectué a un temps variable en fonction du milieu a
I'aide d'un scanner Perfection V800 photo (Epson).

Culture des cellules en photo-bioreacteur

Les analyses de croissance sont effectuées dans le systeme Algem®
labscale double photobioreactor (Algenuity, Stewartby, United
Kingdom) sous lumiére continue 100 pmol photons m=2 s & une
agitation de 120 rpm dans du TAP ou du HSM. La culture est
ensemencée a 0,1 x 10° cellules.mL". L'absorbance a 740 nm est
mesurée dans le photo-bioréacteur toutes les 10 min. La vitesse
maximale de croissance est déterminée par la mesure de la pente
maximale de la courbe de croissance (Aabs/Atemps).

4.2.3 Méthodes de biochimie
Extraction des protéines totales

Les cellules de Chlamydomonas sont cultivées jusqu'a atteindre la
phase exponentielle de croissance (1-5 x 108 cellules.mL™") en TAP ou
HSM et concentrées 100 fois dans du tampon d’extraction (30 mM
Tris-HCl pH7,9, 1 mM EDTA et une tablette pour 50 mL d'antiprotéase
Sigmafast™ protease inhibitor cocktail tablets, EDTA free). Environ
150 yL de billes de verre (G8772 Sigma-Aldrich) sont ajoutés pour
chaque échantillon. Les cellules sont lysées par 2 cycles de [10
secondes de vortex, 1 min a 4°C] puis centrifugées deux fois a 21000 g
pendant 10 min a 4°C. Le surnageant clarifié contenant les protéines
solubles totales est ensuite dosé par la méthode BCA (Sigma-Aldrich).
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Apres réalisation d'une gamme étalon avec de la BSA (Bovine Serum
Albumine, (Sigma-Aldrich), 3 prises par échantillon sont utilisées pour
réaliser une réaction avec le BCA (acide bicinchoninique) et
I'absorbance est mesurée a 562 nm.

Western-blot

Les protéines solubles totales sont dénaturées dans le milieu de
dénaturation (30 mM Tris-HCl pH6,5, 10% SDS, bleu de bromophénaol,
10% glycérol) apres chauffage a 95°C pendant 10 min. Elles sont
ensuite soumises a une électrophorese en gel de polyacrylamide-SDS
(SDS-PAGE). Typiquement, un gel de résolution de 8% d'acrylamide
était utilisé. Apres environ 1Th30 de migration en voltage continu
(100 V) dans du tampon Tris-Glycine-SDS, les protéines du gel sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Sigma Aldrich) a
I'aide d'un Trans-blot (Sigma Aldrich) dans un tampon Tris-Glycine-
SDS (comme précédemment) complémenté de 20% d’éthanol. Apres
30 min de transfert semi-seca 15V, les protéines de la membrane sont
colorées a l'aide du rouge Ponceau (0,1% ponceau et 5% acide
acétique 141194, Sigma Aldrich), pendant 1 min a RT sous agitation
(30 rpm) avant que la membrane soit lavée a I'eau deux fois. Une
acquisition d'image est réalisée a ce moment a l'aide d'un Chemidoc
(Bio-Rad). La membrane est ensuite bloquée a I'aide d'une solution de
lait écrémé (Régilait) 5% solubilisé dans du TBS 1x (Tris-Buffered
Saline) pendant 1 h a RT sous agitation. L'anticorps primaire, dilué dans
une solution de lait écrémé (Régilait) 1% solubilisé dans du TBS est
ensuite incubé pendant une nuit a 4°C sous agitation.

La détection de la PRK a été faite a I'aide d'un anticorps polyclonal
primaire généré chez le lapin (Covalab) contre la protéine
recombinante. Cet anticorps a été utilisé a une dilution de 1/5000.

Apres 4 lavages de 5 min a RT avec environ 30 mL de TBS-T (TBS 1x +
1% de Tween 20) sous agitation, un anticorps secondaire anti-lapin
couplé a une péroxydase est utilisé a 1/10000 dans une solution de lait
écrémeé (Régilait) 1% solubilise dans du TBS. Apres 4 nouveaux lavages
de 5 min a RT avec environ 30 mL de TBS-T sous agitation, la révélation
est réalisée grace au kit commercial ECL peroxydase assay (GE
Healthcare, Chicago IL USA) et avec un Chemidoc (Bio-Rad, Hercules
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CA USA).
Mesure d'activité de la PRK

La mesure d'activité de la PRK est une mesure de suivi sa
consommation d’ATP via un couplage équimolaire avec le pyruvate
kinase et la lactate déshydrogénase. La consommation du NADH utilité
par la lactate déshydrogénase est suivi via spectrophotométrie a une
longueur d’'onde de 340 nm.

phosphoribulokinase

ribulose-5-phosphate T} ribulose-1,5-bisphosphate

ATP ADP
+Pi

N

pyruvate Kinase
pyruvate e———  phosphoénolpyruvate

NADH
lactate

déshydrogénase

NAD+ lactate

Figure 31. Réaction de couplage de la mesure d'activité de la
phosphoribulokinase.

Cette mesure est réalisée sur des échantillons de protéines totales qui
ont été dessalées sur une colonne Sephadex G-25 (GE Healthcare). Les
échantillons ont ensuite été dosés par la méthode BCA. L'objectif étant
de mesurer |'activité totale de la PRK, I'échantillon est incubé 30 min
avec 30 mM de DTT a 30°C.

La réaction enzymatique en systeme couplé est réalisée dans un milieu
réactionnel composé de 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA, 40 mM
KCl, 10 mM MgCl,, de pyruvate kinase/lactate déshydrogénase 600-
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1000 unités/mL et 900-1400 unités/mL respectivement (Sigma
Aldrich : P0294), 2,5 mM phosphoénolpyruvate, 2 mM ATP (stock
resuspendu dans du 0,1 M Tris-HCl pH7,9), 0,2 mM NADH. La réaction
se mesure dans un volume total de 500 pL comprenant I'échantillon
réduit (entre 300 pg et 500 pg). La mesure commence par I'ajout de 25
mM de ribulose-5-phosphate (Sigma Aldrich : 83899) apres que la
ligne de base devient droite et stable afin de mesurer l'activité parasite
des déshydrogénases de I'échantillon consommant du NADH.
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6 ANNEXES

Annexe 1

Milieux de culture pour Chlamydomonas reinhardtii

. TAP (Tris Acétate HSM (High Salt
Pour 1 litre Minimal)
Phosphate) 1x
1x
H-0 MilliQ 975 ml 925 ml
Tris base 242 g -
‘] .o .
4x Beijerinck 25 mi 25 mi
salts
2
(K)PO4 1 M, 1l ]
pH 7
32x PO4 - 50 ml
“Trace
(Hutner + fer) 1 mi 1 mi
Acide acétique | |, aJ'uster? !OH 7 avec -
I'acide acétique : ~1 ml
HCl concentré | pour finir d'ajuster le pH -

Remarque : ne pas ajouter plus d'1 ml d'acide acétique (source
d'acétate) pour préparer la solution TAP, sinon il y aura plus d'acétate
fourni aux Chlamydomonas. Pour finir d'ajuster le pH, ajouter de I'HCI
si nécessaire. Pour produire des gametes (TAP-N), le pH doit étre ajusté
un peu au-dessus de 7 (7,1 ou 7,2), car le pH diminue toujours un peu
a l'autoclave, et si le pH est trop bas, les Chlamydomonas ne donneront
pas de gametes.
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Les milieux solides sont obtenus en ajoutant de I'agar 1,5% (p/v) sauf
pour les croisements qui nécessitent une densité supérieure et pour
lesquels de I'agar 3% (p/v) est ajouté.

Autoclaver immédiatement 30 minutes a 115°C pour éviter toute
contamination.

1. 4x Beijerinck salts :

- 16 g NH4Cl ou supprimer le composé pour un milieu TAP sans
azote (-N)

- 2 g CaCl2.2H0

- 4 g MgS04.7H20 ou 3,3 g MgCl2.6H20 pour un milieu TAP
sans soufre (-S)

ajuster a 1 | avec de I'eau MilliQ.

2. (K)PO4 1M, pH 7:

- 250 ml Kz2HPO4 1 M
~ 170 ml KH,PO4 1 M
3. 2x POy :

- 14,34 g de K2HPO4 (80 mM)
- 7,26 g de KH2PO4 (50 mM)
ajuster a pH 6,9 avec du KOH et a 1| avec de I'eau MilliQ.

4. Trace:

e Meéthode 1:

1) Dissoudre dans 550 ml d’eau MilliQ dans I'ordre indiqué :

- 11,40 g H3BO3

- 22,00 g ZnS04.7H20

- 5,06 g MnCl2.4H,0

- 4,99 g FeS04.7H;0

- 1,61 g CoCl2.6H>0O

- 1,57 g CuS0O4.5H20

- 1,10 g (NH4)eM07024.4H,0
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puis chauffer a 100°C.

=> ajouter les différents composés dans I'ordre, en ajoutant le suivant
apres dissolution totale du précédent.

2) Dissoudre 50 g de Na:EDTA dans 250 ml d'eau MilliQ en
chauffant, puis ajouter a la solution précédente a 100°C.

3) Chauffer le mélange a 100°C, puis le refroidir a 80-90°C et
ajuster le pH a 6,5-6,8 avec du KOH 20% (moins de 100 ml).

Le pH-meétre doit d'abord étre calibré a 75°C; la température
du mélange doit rester supérieure a 70°C.

4) Ajuster a 1 | avec de lI'eau MilliQ, et laisser se former un
précipité couleur rouille pendant 2 semaines a température
ambiante, dans un erlenmeyer de 2 | bouché avec un coton. La
solution va passer de vert a violet.

5) Filtrer plusieurs fois a travers trois couches de Whatman No.
1 sous aspiration (entonnoir Blichner). Conserver la solution
violacée a 4°C dans un flacon opaque.

e Méthode 2:
1) Dissoudre les sels ci-dessous dans 400 ml d'eau MilliQ dans
I'ordre indiqué :

- 4,99 g FeSO4.7H.0
- 50 g NazEDTA

Pour dissoudre le Na;EDTA, il est nécessaire d’augmenter le pH
en ajoutant des pastilles de KOH jusqu'a ce que la solution
prenne une coloration jaune/orangée.

2) Dissoudre les sels ci-dessous dans 400 ml d’eau MilliQ dans
I'ordre indiqué :

- 22,00 g ZnS04.7H20
- 11,40 g H3BOs
- 5,06 g MnCl2.4H20
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- 1,61 g CoCl2.6H.0
- 1,57 g CuS04.5H.0
1,10 g (NH4)sM07024.4H20

Cette solution a une couleur rosée.

3) Mélanger les deux solutions ci-dessus et ajuster le pH a 6,5
avec des pastilles de KOH puis des solutions de KOH de
concentration décroissante.

4) Ajuster le volume a 11 avec de I'eau MilliQ, et laisser se former
un précipité couleur rouille pendant 2 semaines a température
ambiante, dans un erlenmeyer de 2 | bouché avec un coton. La
solution va passer de vert a violet.

5) Filtrer plusieurs fois a travers trois couches de Whatman No.
1 sous aspiration (entonnoir Blichner). Conserver la solution
violacée a 4°C dans un flacon opaque.
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Annexe 2

Données supplémentaires de l'article 3 - Blasticidin S Deaminase: A
New Efficient Selectable Marker for Chlamydomonas reinhardtii

~
o
o
@

® wt TAP

R
® Blast®"TAP 0,07
wt HSM
last® H
Blast® HSM 0,06
‘s 0,05
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wt
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Figure 32. Croissance des souches sauvages (CC-4533) et des souches BlastR dans
un photobioréacteur controlé. (A) Mesure de la croissance détectée par
l'absorbance a 740 nm toutes les 10 minutes, en milieu TAP (mixotrophie) et en
milieu HSM (autotrophie), la lumiére étant réglée a 200 umol photons m2 s~ avec
une température et un agitateur réglé a 25°C et 120 rpm, respectivement. (B)
Quantification du taux de croissance moyen des cellules CC-4533 et des cellules
BlastR, correspondant aux courbes de croissance présentées dans le graphique (A).
Les barres d'erreur représentent l'erreur standard par rapport a la moyenne de
deux réplicats biologiques (De Carpentier et al., 2020).
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