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Titre : Biologie synthétique de la fixation du carbone chez Chlamydomonas reinhardtii 

Mots clés : biologie synthétique, blasticidine, Chlamydomonas reinhardtii, cycle de Calvin-Benson-

Bassham, phosphoribulokinase, photosynthèse 

Résumé : La photosynthèse permet l'assimilation du CO2 atmosphérique en glucides tout 

en produisant de l'O2. L'énergie lumineuse est convertie en énergie chimique qui est à 

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 à plusieurs 

niveaux (abondance, modifications post-traductionnelles,…). Le principal facteur limitant 

la photosynthèse 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 photosynthèse. Une approche consiste 

à modifier l’abondance de chaque enzyme individuellement afin de déterminer si elle est 

limitante. Pour contrôler l'abondance des enzymes du CBBC in vivo, des circuits 

génétiques synthétiques peuvent être utilisés. Les approches de biologie synthétique 

permettent de construire de tels circuits génétiques et de comprendre par construction 

plutôt que par déconstruction.  

Dans cette thèse, nous avons étudié la phosphoribulokinase (PRK) chez l’algue 

unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii, car son activité est unique et spécifique au 

CBBC, elle est codée par un seul gène nucléaire et un mutant d’insertion est disponible. 

La caractérisation de la souche mutante a révélé que la PRK est essentielle à 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 à la souche sauvage, nous avons dû construire un circuit génétique contenant 

le promoteur, le 5'UTR et la séquence incluant les introns du gène endogène 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 complètement la croissance photoautotrophe. Nos résultats 

suggèrent que la PRK est présente en excès modéré chez C. reinhardtii. De manière 

cohérente, la surexpression de la PRK n'a pas augmenté la croissance photosynthétique, 

indiquant que le niveau endogène de PRK chez C. reinhardtii n'est pas limitant pour le 

cycle de Calvin-Benson-Bassham dans des conditions optimales. 

En parallèle, j’ai participé au développement d’outils de biologie synthétique. En 

particulier, nous avons développé et validé un nouveau marqueur de résistance à 

l’antibiotique blasticidine chez C. reinhardtii afin de faciliter la construction de nouvelles 

souches. 
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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 CO2 into carbohydrates 

while producing O2. 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, I 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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Abréviations 
 

1,3-PGA : 1,3-bisphosphoglycérate 

  

3-PGA : 3-phosphoglycérate 

 

ADN : acide désoxyribonucléique 

 

ARN : acide ribonucléique 

 

BCA : bicinchoninic acid 

 

BSA : bovine serum albumin 

 

CDS : coding sequence 

 

CA : anhydrase carbonique 

 

CAR : Chimeric antigen receptor 

 

CBBC : cycle de Calvin-Benson-Bassham 

 

CCM : mécanisme de concentration du carbone 

 

CETCH : crotonyl-CoA/ethylmalonyl-CoA/hydroxybutyryl-CoA 

  

Chlamydomonas : Chlamydomonas reinhardtii 

 

Ci : carbone inorganique 

 

CP12 : chloroplast protein of 12 kDa 

 

DBTL : design, build, test, learn 

 

DHAP : dihydroxyacétone phosphate 

 

DTT : dithiothréitol 

   

E4P : érythrose-4-phosphate 

  



 

  7 

EC : enzyme commission number 

  

EPYC1 : essential pyrenoid component 1 

  

FBP : fructose-1,6-bisphosphate 

  

F6P : fructose-6-phosphate 

  

FBA : fructose-1,6-bisphosphate aldolase 

  

FBPase : fructose-1,6-bisphosphatase 

 

FPP : farnesyl pyrophosphate  

  

G3P : glycéraldéhyde-3-phosphate 

  

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

 

GED : Gnd-Entner-Doudoroff 

 

GIEC : groupe d’experts intergouvernemental sur l’évolution du climat 

 

CLiP : Chlamydomonas Library insertion Project 

 

GRAS : generally recognized as safe 

 

GS/GOGAT : glutamine synthétase/glutamine oxoglutarate aminotransférase 

 

HSM : high salt medium 

 

MoClo : modular cloning 

 

NPQ : non-photochemical quenching 

 

OMM : organisation météorologique mondiale 

 

PCR : polymerase chain reaction 

 

PETC : chaine photosynthétique de transfert des électrons 

  

PGK : phosphoglycérate kinase 
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PNUE : programme des nations unies pour l’environnement 

  

PRK : phosphoribulokinase 

 

PTM : modification post-traductionnelle 

 

QC : contrôle de qualité 

 

R5P : ribose-5-phosphate 

  

ROS : reactive oxygen species 

 

RPE : ribulose-5-phosphate-3-épimérase 

  

RPI : ribulose-5-phosphate isomérase 

  

RT : room temperature 

 

Rubisco : ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase 

 

RuBP : ribulose-1,5-bisphosphate  

 

RuP : ribulose-5-phosphate 

 

S7P : sédoheptulose-7-phosphate 

  

SBP : sédoheptulose-1,7-bisphosphate 

 

SBPase : sédoheptulose-1,7-bisphosphatase 

 

SDS-PAGE : électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du 

dodécysulfate de sodium 

  

TAP : Tris acétate phosphate 

 

TBS : Tris buffered saline 

 

TEM : microscopie électronique à transmission 

  

TPI : triose phosphate isomérase 

  

TRK : transketolase 
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TRX : thiorédoxine 

 

TU : unité transcriptionnelle 

  

UTR : untranslated region 

 

WT : wild-type 

 

X5P : xylulose-5-phosphate 
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1 INTRODUCTION 

1.1 Problématique environnementale, écologique et 

sociétale. 

Aujourd’hui et pour les décennies à venir, l’humanité est confrontée à 

un défi majeur auquel elle n’a jamais été confrontée auparavant. Cinq 

ans après la création de l’Organisation des Nations Unies en 1954, 

cette dernière avait estimé la population mondiale à près 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 

planète et sur nos vies.  

Tout comme les autres espèces, l’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’intérêt industriel. 

Les conséquences de l’activité humaine ont commencé à se manifester 

assez rapidement en raison de l’accroissement démographique. En 

1988, le programme des nations unies pour l’environnement (PNUE) 

et l’organisation météorologique mondiale (OMM) ont créé le groupe 

d’experts intergouvernemental sur l’évolution du climat (GIEC), chargé 

de synthétiser l’état des connaissances sur le changement climatique 

et le rôle de l’activité humaine (https://www.ipcc.ch/). Assez 

rapidement, la corrélation entre les deux fut établie et il n’y a 

aujourd’hui plus de doute sur le fait que les bouleversements 

climatiques et environnementaux sont dues à l’activité humaine (Lee 

et al., 2021; IPCC, 2022).  

Notre activité a un tel impact, qu’elle a déclenché une sixième 

extinction de masse sur Terre, qualifiée d’Holocène ou également 

d’Anthropocène (Barnosky et al., 2011; Cowie et al., 2022). La surpêche, 

la déforestation et l’appauvrissement des zones naturelles, le 

réchauffement climatique, la pollution des sols et des eaux à l’échelle 

https://www.ipcc.ch/
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de la planète entraînent des conséquences très lourdes sur le biome 

de la planète. La concentration en CO2
 dans l’air est passée de 280 ppm 

à l’époque préindustrielle à 420 ppm aujourd’hui. Cela a déjà entrainé 

une augmentation de la température moyenne mondiale de 1,5°C 

(Figure 1) qui, même avec des mesures dites « zéro émission » pour 

tenter d’y remédier, bouleversera les écosystèmes pendant 100 

générations, soit près de 10 000 ans (Hirt et al., 2023). 

 

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 déjà des sècheresses, des 

inondations et une diminution des capacités de production de 

l’agriculture. Les ressources de notre planète sont limitées. Avec notre 

système de production actuel, nous ne pouvons résoudre les 

problèmes que nous créons. L’un des plus grands défis de l’humanité 

est donc de réussir, dans ce contexte, à 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 l’impact de notre activité en changeant, entre autres choses, 

nos modes de production (Lee et al., 2021; IPCC, 2022). 

Malgré notre progrès technologique, il nous reste encore beaucoup à 

développer et à apprendre pour transformer profondément nos 

modes de production, que ce soit dans l’agriculture ou dans l’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 à la consommation 

énergétique très importante des data-centers en nous inspirant du 

vivant pour stocker l’information de manière 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’à présent inégalée par les 

inventions humaines (Dong et al., 2020). Une compréhension 

fondamentale du vivant, me semble un point clé pour l’évolution de la 

société humaine. 

1.2 La biologie de synthèse en tant qu’approche de 

compréhension 

1.2.1 La synthèse en biologie 

« Comme les autres sciences, la biologie doit être successivement 

descriptive, analytique puis synthétique » S. Leduc, 1912. 

Stéphane Leduc, un scientifique français du XIXéme siècle, a pu observer 

le développement fantastique de la chimie organique de synthèse. Il a 

voulu témoigner de l’importance de ne pas se limiter uniquement à 

l’observation et à l’analyse des phénomènes biologiques pour les 

comprendre, et les utiliser à d’autres finalités (Tirard, 2015).  

La synthèse vise à comprendre par la construction plutôt que par la 

déconstruction (analyse).  

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

Cette phrase de Richard Feynman illustre bien le concept sous-jacent 

de la synthèse : la construction est la preuve ultime de la 

compréhension. Imaginons que pour comprendre un vélo, l’approche 

analytique va retirer une roue ou le guidon et en observer les 

conséquences. La synthèse va construire une roue, un guidon, une 

selle, un dérailleur et ainsi observer que les connaissances que nous 
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avions jusque-là n’étaient pas suffisantes pour comprendre 

pleinement comment fonctionne un vélo. A chaque cycle, dit de 

Design, Build, Test, Learn (DBTL), une méthodologie empruntée à 

l’ingénierie (Endy, 2005), nous apprenons des concepts et les règles de 

conception (design) qui nous échappaient précédemment pour 

élaborer convenablement notre système (Figure 2). En conservant 

notre métaphore, une roue a besoin de rayons, et ses rayons ont 

besoin d’être légers, tout comme le châssis, le dérailleur doit être 

graissé... 

 

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 à concevoir et 

construire des systèmes biologiques avec une (des) fonction(s) 

nouvelle(s). En répétant le cycle Design/Build/Test/Learn jusqu'à 

l'obtention du système le plus efficace pour la (les) fonction(s) 

donnée(s). L’organisme dans lequel le design est assemblé et testé est 

appelé le châssis. 

Par exemple, pour produire des molécules d’intérêt dans un châssis à 

partir d'un design original peu productif, un nouveau design est 

construit et testé selon des critères 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 à la lumière 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. Après n itérations, 

le design n est hautement productif selon les critères attendus et 

devient le design final, mettant fin au cycle. 

Quelle meilleure preuve de compréhension d’un système que de 

réussir à le (re)construire ? Pouvons-nous améliorer ce système ? 

Pouvons-nous lui donner de nouvelles fonctions ? Pour que cette 

logique de construction fonctionne, la biologie de synthèse s’appuie 

sur deux autres concepts d’ingénierie, l’abstraction et la 

standardisation (Endy, 2005).  

Dans le but de construire des systèmes complexes, les designs 

s’avèrent également de plus en plus complexes. L’abstraction permet 

de créer une hiérarchie dans notre méthodologie, un système sera 

composé de dispositifs (devices), eux-mêmes composés de modules, 

ces derniers étant construits à 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).  

 

Figure 3. Représentation d’une hiérarchie d'abstraction, de l'ADN à 

l'ingénierie de systèmes multicellulaires (Federici et al., 2013) 
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En biologie, l’ADN designé1 permet de faire construire aux cellules des 

systèmes élaborés par un être 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 

gène, ou unité de transcription, composé de ces briques. L’intégration 

fonctionnelle de ces gènes sera le niveau supérieur, et ainsi de suite. 

Pour pouvoir construire ces systèmes efficacement, l’histoire de 

l’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 mêmes constructions. Cela garantit une 

meilleure efficacité et permet une meilleure diffusion des progrès 

(Meng et Ellis, 2020). Chaque niveau d’une hiérarchie d’abstraction 

possède 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 à une méthodologie : le Modular Cloning (MoClo) (Weber et 

al., 2011; Patron et al., 2015) rendu possible grâce au Golden Gate 

Cloning (Engler et al., 2008). Nous détaillerons cette méthodologie ci-

après (cf. 1.4). 

L’avènement des biotechnologies nous a permis de ne plus exploiter 

certaines ressources naturelles pour la production de molécules 

spécifiques. La biologie de synthèse contribuera encore davantage à 

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 synthèse  

De nos jours, l’utilisation de la biologie de synthèse est devenue de 

plus en plus présente dans la recherche fondamentale comme dans 

 
1 Le terme correct en français serait « conçu 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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l’industrie. De nombreux projets ont vu le jour dans différents 

domaines. A travers quelques exemples, nous illustrerons cette 

diversité. 

1.2.2.1 Programmation génétique 

Les travaux de François Jacob, Jacques Monod et André Lwoff, qui leur 

ont valu le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1965, ont 

démontré l’existence de circuits génétiques se comportant comme les 

opérateurs logiques fondamentaux à la base de l’électronique (Jacob 

et al., 2005). En effet, l’opéron lactose se comporte comme un 

opérateur A NIMPLY B de la logique de Boole. Il parait donc impératif 

d’être 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 contrôlé de façon exogène 

(Gardner et al., 2000), et le repressilator, un oscillateur génétique 

autonome (Michael B. Elowitz et Stanislas Leibler, 2000). Ainsi, des 

circuits génétiques de plus en plus complexes sont aujourd’hui 

littéralement programmés sur ordinateurs et leur efficacité est 

modélisée avant qu’ils ne soient testés in vivo (Nielsen et al., 2016). 

Figure 4. Représentation d’un interrupteur génétique, le toggle 

switch. Deux répresseurs (LacI et cI) s'inhibent l'un l'autre par 

l'intermédiaire de leurs opérateurs apparentés, contrôllant l’output du 

circuit génétique, l’expression de la GFP (English et al., 2021). 



 

  19 

1.2.2.2 Génomique synthétique 

L’obtention d’un génome entièrement synthétique est un des succès 

de la biologie de synthèse. Cela permet de répondre à des questions 

fondamentales comme : est-ce qu’un génome défini une espèce ? quel 

est le nombre minimal de gènes pour obtenir une cellule viable ? En 

outre, cela permet également de disposer d’un châssis dont on peut 

contrôler 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 synthèse complète du génome de 

Mycoplasma mycoides (Gibson et al., 2010). Cette étude a permis de 

montrer qu’un génome est bien ce qui détermine l’espèce car le 

génome d’un mycoplasme (capricolum) a été remplacé par celui d’un 

autre (mycoides), transformant une cellule d’une espèce en une autre. 

La même équipe a ensuite utilisé ce génome artificiel pour le réduire 

jusqu’au minimum possible. Après de plusieurs cycles de D/B/T/L, ils 

ont réussi à obtenir le premier génome minimal d’une cellule capable 

de se diviser (Figure 5) (Hutchison et al., 2016). Cet exploit a permis de 

répondre à la question « quel est le nombre minimal de gènes 

strictement suffisant pour qu’une cellule soit capable de se diviser ». 

Pour ce mycoplasme, la réponse semble être 473 gènes. De façon 

surprenante, parmi ce faible nombre de gènes, 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 à la construction d’un génome synthétique de la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Ils ont en particulier choisi a priori d’enlever 

du génome de S. cerevisiae tous les introns et les télomères naturels 

(remplacés par des télomères artificiels) ou encore de déplacer les 

gènes 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 l’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 à synthétiser un génome humain complet (Boeke 

et al., 2016). 

 

 

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 synthèse et du clonage dans la levure, et de test de la 

viabilité du génome. Après chaque cycle, l'essentialité des gènes est 

réévaluée par mutagénèse 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 à 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 à la construction d’un génome synthétique de la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Ils ont en particulier choisi a priori d’enlever 

du génome de S. cerevisiae tous les introns et les télomères naturels 

(remplacés par des télomères artificiels) ou encore de déplacer les 

gènes 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 l’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 à synthétiser un génome humain complet (Boeke 

et al., 2016). 

1.2.2.3 Ingénierie métabolique 

Même si l’ingénierie métabolique existe depuis l’avènement des 

biotechnologies grâce à la biologie moléculaire, l’application 

systématique des principes de l’ingénierie par la biologie synthétique 

(cf. 1.2.1) a bouleversé ce domaine (Endy, 2011). Cette discipline vise à 

faire produire à un châssis choisi une (des) molécule(s) d’intérêt que ce 

châssis ne produit pas naturellement à l’aide de circuits génétiques 

synthétiques. 

L’exemple le plus cité est souvent la synthèse de l’artémisinine, un 

médicament antipaludique dont la découverte a valu le prix Nobel de 

Médecine à 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 biosynthèse 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’intérêt 

permet également de viser un objectif de réduction de la production 

de CO2. Par exemple, il existe la possibilité de faire produire du ciment 
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par des microorganismes. Les émissions globales de CO2 produites par 

cette industrie pourraient donc être réduite (Lezzi et al., 2019). D’autre 

part, il existe aussi des biomatériaux produits via la biologie de 

synthèse comme des textiles, issus de la production de soie d’araignée 

produite chez différents organismes (Poddar et al., 2020).  

 

Figure 6. Représentation schématique de la voie de biosynthèse de 

l'acide artémisinique dans la souche EPY224 de S. cerevisiae exprimant 

CYP71AV1 et CPR. Les gènes 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 flèches vertes 

indiquent la voie biochimique menant du farnesyl pyrophosphate (FPP) 

à l'acide artémisinique, qui a été introduit dans S. cerevisiae à partir d'A. 

annua. Les trois étapes d'oxydation convertissant l'amorphadiène en 

acide artémisinique par CYP71AV1 et CPR sont représentées (Ro et al., 

2006). 

De nombreux exemples existent aussi dans l’agro-alimentaire où des 

colorants, conservateurs et enzymes sont produits via des bactéries ou 

des levures. Dans le domaine de la cosmétique, certaines huiles, 

arômes 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). 

1.2.2.4 Applications médicales 

De nombreuses autres applications comme la synthèse d’anticorps, le 

développement de nouvelles thérapies, jusqu’au développement de 

tissus en laboratoire sont des domaines très 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 à la surface de cellules cancéreuses. 

Cela permet de diriger l’activation du système immunitaire 

directement contre ces cancers (Gross et Eshhar, 2016). Ces thérapies 

ont aussi été couplées à des circuits logiques permettant de mieux en 

contrôler l’activité (Meng et Ellis, 2020). 

1.2.2.5 Stockage numérique sur ADN 

Enfin, nous pouvons citer un cas particulier d’application de la biologie 

synthétique à l’informatique. 

Le monde de l’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 l’Académie des technologies, 2020).  

Une solution possible apportée par la biologie de synthèse est de 

stocker ces données numériques sur de l’ADN. Ce stockage 

moléculaire est robuste, extrêmement compact et ne nécessite pas 

d’énergie pour sa conservation (dans des conditions appropriées). La 

première démonstration de cette technologie a été réalisée en 2012 

par l’équipe de George Church  (Church et al, 2012) et elle continue 

depuis d’être 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 française sur ADN, la déclaration des droits de l’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 l’ADN contenant 

l’information numérique. 

A gauche la capsule DDHC 1789 contient la Déclaration des droits de 

l’homme et du citoyen, à droite la capsule DDFC 1791 contient la 

Déclaration des droits de la femme et de la citoyennne. 

https://dnastoragealliance.org/
http://www.biomemory.com/
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1.2.2.6 Vers de nouveaux châssis 

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 châssis, c’est-

à-dire les organismes dans lesquels on conçoit, construit et teste les 

systèmes biologiques, sont peu nombreux (Adams, 2016). Aussi, une 

partie de la communauté de la biologie synthétique plaide en faveur 

de l’utilisation de nouveaux châssis de production.  

Ainsi, une partie de l’utilisation des sols pour l’agriculture sert à 

produire de la biomasse (glucose et autre sucres simples) afin de 

nourrir les châssis hétérotrophes de bioproduction. Face à 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 à ce problème consisterait à 

recourir à des microalgues comme châssis car elles ne nécessitent pas 

de matière organique ni de terres arables pour croitre et donc produire 

des biomolécules d’intérêt. 

1.3 Chlamydomonas reinhardtii – Organisme modèle 

Etant donné leur capacité à utiliser la photosynthèse pour augmenter 

leur biomasse ainsi que leur croissance rapide, comparativement aux 

plantes terrestres, les microalgues apparaissent comme de bons 

châssis pour la biologie de synthèse (Vavitsas et al., 2019).  

Parmi la très grande diversité de microorganismes photosynthétiques, 

certaines espèces ont été choisies comme modèles. 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 photosynthèse, la biologie du chloroplaste, 

la structure et la fonction des cils, le contrôle du cycle cellulaire, ou 
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encore la signalisation par la lumière (Harris, 2001; Salomé et 

Merchant, 2019).  

Chlamydomonas reinhardtii est un organisme phototrophe eucaryote 

unicellulaire (Figure 8). Son appareil photosynthétique est très similaire 

à celui des plantes terrestres. Des collections de mutants sont 

disponibles (http://chlamystation.free.fr/index.php), dont la plus 

complète, la banque CLiP (Chlamydomonas Library Insertion Project), 

a été obtenue récemment par mutagénèse insertionnelle (Li et al., 

2015, 2019), comme cela a déjà été fait chez Arabidopsis thaliana. Ses 

génomes (mitochondrial, chloroplastique et nucléaire) ont été 

séquencés et annotés, et sont transformables (Gallaher et al., 2018; 

Craig et al., 2023). Elle possède 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 gènes 

photosynthétiques, ce qui est un défi particulier chez les plantes 

terrestres (Merchant, 2019). 

 

Figure 8. Anatomie de Chlamydomonas reinhardtii. Tiré de (Merchant, 

2019). (A) Micrographie électronique à transmission (TEM) d'une cellule. 

Publié à l'origine par Ohad et al. (Ohad et al., 1967). (B) Dessin d’une 

cellule de C. reinhardtii d’après l’image de TEM en (A). 

http://chlamystation.free.fr/index.php
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Chlamydomonas commence à être utilisé comme châssis de 

bioproduction pour des applications industrielles potentielles et a déjà 

été utilisé pour produire diverses molécules d’intérêts notamment des 

terpènes (Yahya et al., 2023), pigments (Amendola et al., 2023), lipides 

(Kong et al., 2019), et différentes protéines d’intérêt pharmaceutique 

(Yan et al., 2016). 

Ces caractéristiques font de C. reinhardtii un choix judicieux pour la 

biologie de synthèse. 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 l’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 à 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 synthèse car elle 

permet de concevoir et de construire plus aisément et plus rapidement 

les systèmes 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 l’utilisation 

d’enzyme de restriction de type IIS (Engler et al., 2008). Ces 

endonucléases ont la particularité de cliver l’ADN double brin cible en 

dehors de leur site de reconnaissance, laissant ainsi des extrémités 

saillantes dont la séquence est variable et donc pouvant être choisies 

(les sites de fusion). Cela permet donc un clonage directionnel et sans 

cicatrice. De plus, à l’aide d’un design approprié, la partie d’intérêt de 

la molécule clivée ne contient plus les sites de reconnaissance de 

l’enzyme de restriction, ce qui permet d’obtenir un produit final de 

ligation insensible à 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 être effectuée en même temps que la ligation 

(Engler et al., 2008). 

 

Figure 9. Représentation schématique du système de clonage modulaire 

basé sur l’utilisation d’une enzyme de restriction de type IIS (a) Les 

enzymes de restriction de type IIS telles que BsaI 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 être assemblés en une seule réaction de 

digestion-ligature dans un plasmide accepteur (Patron et al., 2015). 

En déterminant les enzymes à 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 

(BsaI et BbsI) et une ligase, des construits de plusieurs gènes, chacun 

avec des briques potentiellement différentes (Figure 10). C’est cette 

standardisation extrême du Golden Gate cloning que l’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 à 1) est différent de celui pour assembler des 

modules en dispositif (niveau 1 à 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). Après la 

conception d'une partie de gène contrôlée in silico pour une 

compatibilité totale jusqu'à l'assemblage de niveau M, la brique est 

clonée avec BpiI (équivalent à BbsI) dans le plasmide de niveau 0 

approprié (résistance bactérienne à la spectinomycine). Après un 

contrôle de qualité (QC) par restriction et séquençage, le clone résultant 

est enregistré dans la base de données des briques en tant que niveau 0. 

Pour générer l'unité transcriptionnelle (TU) souhaitée, les briques 

compatibles sont assemblées avec BsaI dans le plasmide de niveau 1 

approprié (résistance bactérienne à l'ampicilline). Après un contrôle 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, 

jusqu'à 6 modules à la fois sont assemblés, à l’aide de l'end-linker 

correspondant, par BpiI dans un plasmide de niveau M ou 2 (résistance 

bactérienne à la spectinomycine ou à la kanamycine, respectivement). 

Après un contrôle 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 à partir de ce dispositif peut être 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 à 1 sont représentés par des parties colorées et 

un numéro, correspondant au standard MoClo révisé (Patron, 2014). Les 

sites de fusion standardisés permettant le passage du niveau 1 à M/2 ne 

sont pas représentés dans un souci de clarté. 

Le standard au niveau des briques (du niveau 0 à 1) peut dépendre du 

châssis utilisé, par exemple à 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. 

 

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 à partir du même 

standard qu’en A. : A1 à A3 : promoteur (Distal, Proximal, Core), B1 : 

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 être générée. En effet, pour être assemblées 

correctement, les séquences ne doivent pas contenir de sites de 

reconnaissance des enzymes BbsI et BsaI et être clonées dans un 

plasmide donneur de niveau 0 avec les sites de fusion adéquats à la 

fonction de cette brique, et donc à 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 être conçue et clonée à 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 à 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, 

l’hygromycine ainsi que la blasticidine, dernière brique générée et à 

l’élaboration de laquelle j’ai participé au cours de ce travail de thèse.  

Avec les outils rendant possible les approches de synthèse chez 

C. reinhardtii, il devient ainsi possible d’appliquer cette démarche à 

notre sujet d’étude, la photosynthèse. 
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Figure 12. Représentation des différentes biobriques standardisées du 

Moclo chez Chlamydomonas (Crozet et al, 2018).  

a- Standard utilisé pour le kit MoClo Chlamydomonas (identique à celui 

présenté en figure 11A). Le code couleur indique quel site de fusion est 

utilisé. 

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

publication en 2018. Les briques sont représentées en format SBOL 2.0 

selon leur fonction. 

1.5 Photosynthèse 

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 possèdent un squelette de carbone. La vie sur Terre 

s’est construite à partir du carbone. La photosynthèse est le 

mécanisme majoritaire capable de capturer le CO2 atmosphérique, ou 

solubilisé dans l’eau, afin de construire de la matière organique 

(Matthew Johnson, 2016). 

La photosynthèse est apparue chez un ancêtre des cyanobactéries. 

Ensuite, un phénomène 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) l’énergie 

lumineuse est convertie en énergie chimique qui va majoritairement 

être utilisée pour 2) assimiler du carbone inorganique (CO2) 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 l’organisme. La phase dite « photochimique » se 

déroule dans les membranes des thylacoïdes 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 rôle de capter l’énergie 

des photons via les chlorophylles qui changent alors d’état (stable à 

excité). La désexcitation de la chlorophylle va produire de l’énergie 

sous trois formes possibles : 1) par l’émission de chaleur (le Non-

Photochemical Quenching, NPQ), 2) par l’émission d’un photon 

(fluorescence), ou 3) par photochimie (séparation de charge stable) 

associée à l’oxydation de l’eau qui produit du dioxygène, des électrons 

et des protons (Matthew Johnson, 2016). Les électrons vont pouvoir 

être transférés dans la membrane des thylacoïdes 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 à travers ces 

membranes, générant un gradient de protons (Matthew Johnson, 

2016). 

La Ferredoxin NADP+ reductase permet à partir de ce transfert 

d’énergie jusqu’à l’accepteur final, la ferrédoxine, de régénérer du 

NADPH à partir de NADP+ et de protons. L’ATP synthase quant à elle 

génère de l’ATP à partir d’ADP et de phosphate inorganique grâce à 

l’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 même source de pouvoir réducteur que celle utilisée pour 

réduire le NADPH, la ferrédoxine. Cette réaction est catalysée par la 

Ferredoxin Thioredoxin Reductase. Cela permet de lier directement le 

niveau de réduction du pool de thiorédoxines à l’activité de la PETC. 
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A.

 

B.

 

Figure 13. Représentation de la chaine de transfert linéaire des électrons 

chez un organisme photosynthétique eucaryote.  

A. Schéma d’après (Michelet et al., 2013). PS : Photosystème, 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 être principalement utilisés au cours 

de la seconde phase de ce processus de photosynthèse, 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 grâce notamment au travail du Pr Calvin, du Dr Benson 

et du Dr Bassham. Ils ont utilisé une culture de chlorelle injectée dans 

un tuyau via lequel du CO2 radioactif était injecté et qui finissait sa 

course dans une solution de méthanol chauffée à 70°C. En analysant 

les fractions récoltées, cette équipe a pu suivre l’incorporation du 

carbone radioactif 14C d’un état minéral à un état organique. En 

analysant les différents sucres marqués, ils ont ainsi pu découvrir le 

mécanisme de fixation du CO2 dans la photosynthèse (Bassham et al., 

1954). 

Cette partie sera développée en détail dans L’article 1 correspondant 

au le chapitre 8 du Chlamydomonas Sourcebook (3ème édition, 2023) 

intitulé « Photoproduction of reducing power and the Calvin-Benson 

cycle » dont je suis co-premier auteur. 

1.5.2 Article 1 

1.5.2.1 Résumé du chapitre 

Pendant mon travail de thèse, j’ai eu l’opportunité de participer à la 

rédaction du chapitre 8 du Chlamydomonas Sourcebook (3ème 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 l’accepteur final de la PETC, la 

ferrédoxine. Celle-ci sert de donneur de pouvoir réducteur pour 

réduire le NADPH mais aussi les TRX. Après une description de ce 

système, les TRXs sont présentées ainsi que leurs fonctions connues, 

en particulier celle de réguler le CBBC dans le chloroplaste. Le CBBC 
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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 rôle central du NADPH, y compris dans la 

détoxication des Reactive Oxygen Species (ROS), est ensuite discuté. 

Enfin, les perspectives d’amélioration de la photosynthèse sont 

abordées, avec un focus particulier sur les approches de biologie de 

synthèse. Cette section présente les outils d’ingénierie développés 

pour Chlamydomonas, ainsi que son utilisation comme châssis afin de 

mieux comprendre et possiblement d’améliorer la fixation du carbone. 

Mon travail de thèse s’inscrit plus spécifiquement dans les sections 

traitant du CBBC et de la biologie de synthèse.  

1.5.2.2 Photoproduction of reducing power and the Calvin-Benson 

cycle  
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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 

photosynthèse est de trouver quels sont les points limitants pour 

essayer d’augmenter l’efficacité de la photosynthèse 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 l’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 contrôle 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 l’impact d’une variation de l’abondance de l’enzyme 

sur la fixation du carbone a été décrite (Fell and Fell, 1997). Cette 

mesure est fondée sur la formule de l’équation 1.  

Équation 1 : 

𝐶 =

𝛿𝐽
𝐽
𝛿𝐸
𝐸

 

Où C est le coefficient de contrôle du flux, J et J sont respectivement 

le flux et sa variation, et E et E correspondent à l’activité enzymatique 

normale et sa variation, respectivement.  

Plus C se rapproche de 1, plus l’enzyme contrôle 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). 
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Tableau 1. Caractéristiques physiologiques des plantes présentant une 

réduction de l’abondance d’enzymes du CBBC et coefficient de contrôle 

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 (Ölçer 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 l’importance qu’une seule enzyme peut avoir 

sur le contrôle 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 être variable, en particulier pour la Rubisco 

(Liang et al., 2018). Même si la quantité d’une enzyme peut être une 

intégration de différents facteurs (production, stabilité, régulations…), 

le fait de la faire varier n’exclut pas l’impact des conditions 

environnementales. En effet, l’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 

l’importance de la stœchiométrie d’une enzyme sur l’activité du cycle. 

Néanmoins, il ne peut prendre en compte à lui seul tous les facteurs. 

De plus, si ces coefficients doivent être comparés, il est nécessaire de 

les mesurer dans le même organisme. Par exemple, un mécanisme de 

concentration du carbone (cf. 1.5.4.1) peut, logiquement, fortement 

influencer ce paramètre pour la Rubisco. De même, les activités 

spécifiques des enzymes peuvent fortement varier d’un organisme à 

l’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 très bonne approche pour mieux comprendre 

comment améliorer l’efficacité photosynthétique. 

1.5.4 Améliorer la fixation photosynthétique du carbone 

Comme décrit dans le chapitre précédent, nous avons une certaine 

connaissance de l’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 l’efficacité photosynthétique. La présence de la 

photorespiration, l’inefficacité catalytique et la mauvaise spécificité de 

la Rubisco en font une cible prioritaire pour l’amélioration du CBBC (cf. 
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1.5.4.4 ci-après).  

Il existe quatre grandes approches d’ingénierie envisagées pour 

améliorer la fixation du carbone (Figure 14). Nous allons les décrire. 

 

 

Figure 14. Quatre approches d’amélioration de la fixation du carbone. 

Tiré de (Erb and Zarzycki, 2016) 

Nous considérerons l’axe « improving catalytic properties of Rubisco » 

de façon plus intégrée au niveau de l’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, possèdent 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 CO2, augmentant ainsi la concentration de CO2 à 

l'intérieur du carboxysome (Figure 15a). Le CCM permet ainsi 

d’augmenter la concentration du CO2 à proximité de la Rubisco, 

favorisant ainsi son efficacité de carboxylation par rapport à son 

activité oxygénase. 
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Figure 15. Composants du CCM cyanobactérien pour une photosynthèse 

améliorée. (A) Transport du carbone inorganique vers le carboxysome 

où le HCO3
− est converti en CO2 par une anhydrase carbonique (CA) et 

s'accumule. Le carboxysome encapsule la Rubisco à haut taux 

catalytique de la cellule. (B) Accumulation prédite du CO2 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 modèle, une seule couche de 

Rubisco liée à 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 à l'intérieur d'un microcompartiment situé dans le 

chloroplaste et appelé pyrénoïde (Figure 16) (Barrett et al., 2021; Adler 

et al., 2022). Le pool de Rubisco est condensé en une matrice à 

l'intérieur du pyrénoide dans lequel le CO2 est concentré via l’action 

de transporteurs de carbone inorganique (Ci) et d’anhydrases 

carboniques situés dans différents compartiments cellulaires. Le 

pyrénoïde a le même rôle que le carboxysome des cyanobactéries : 

concentrer le CO2 à proximité de la Rubisco.  
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Figure 16. Image TEM du pyrénoïde de Chlamydomonas. 

Chlamydomonas reinhardtii cultivée sous lumière et sous des niveaux 

de CO2 atmosphérique où un pyrénoïde complet est assemblé. Le zoom 

met en évidence les parties structurales clés du pyrénoïde. Les 

thylakoïdes sont faussement colorés en vert pour plus de clarté. (Barrett 

et al., 2021) 

Des efforts sont en cours visant à 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 modèles suggèrent 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 même, un proto-pyrénoïde a également été implanté chez la 

plante modèle 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 à partir du RuBP par l’activité oxygénase de 

la Rubisco. Cette voie complexe implique 4 compartiments cellulaires : 

Figure 17. Le cycle photorespiratoire et son interaction avec le CBBC, 

l'assimilation de l'ammonium et le métabolisme C1. Abréviations : 

CAT2, catalase 2 ; DiT1, transporteur plastidial 2-OG/malate 1 ; DiT2, 

transporteur plastidial glutamate-malate 1 ; Fd-GOGAT1, glutamate 

synthase 1 dépendante de la ferredoxine ; GGT1, 

glutamate:glyoxylate aminotransférase 1 ; Complexe GDC, complexe 

de la glycine décarboxylase (composé des protéines P, T, L, H) ; GLYK1, 

glycérate kinase 1 ; GOX1/2, glycolate oxydase 1/2 ; GS2, glutamine 

synthétase plastidiale ; HPR1/2, hydroxypyruvate réductase 1/2 ; 

PGLP1, phosphatase 2-PG 1 ; PLGG1, transporteur plastidial 

glycolate/glycérate 1 ; RuBisCO, RuBP carboxylase/oxygénase ; RuBP, 

ribulose-1,5-bisphosphate ; SGAT1, sérine:glyoxylate 

aminotransférase 1 ; SHMT1, sérine hydroxyméthyl transférase 1 ; 

THF, tétrahydrofolate ; 2-OG, 2-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 être activement transportée de la mitochondrie 

au chloroplaste pour être fixée, à nouveau, par la GS/GOGAT 

(Glutamine Synthase/Glutamate OxoGlutarate AminoTransferase). Elle 

produit également une forme active de l’oxygène, l’H2O2, qui doit être 

détoxifié par la catalase (Hodges et al., 2016).  

 

 

Figure 18. Chemins photorespiratoires alternatifs chez le tabac. Trois 

voies alternatives [1 (rouge), 2 (bleu foncé) et 3 (bleu clair)] ont été 

introduites dans les chloroplastes du tabac pour un recyclage plus 

efficace du glycolate. L'ARNi supprime le transporteur de 

glycolate/glycérate natif PLGG1 pour empêcher 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). 
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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 à 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 être augmentés d’environ 40% (South et al., 

2019). 

1.5.4.3 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 à 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 intérêt 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 CO2 ainsi qu’une autre 

version pour les cycles dits en « C1 » (Löwe and Kremling, 2021). 

Bien que cette approche de de novo design soit particulièrement 

élégante, elle demeure encore très préliminaire puisqu’aucune de ces 

voies métaboliques potentielles n’a jamais été implémentée in vivo. 

 



 

  90 

 

Figure 19. Représentation du cycle artificiel crotonyl-CoA/ethylmalonyl-

CoA/hydroxybutyryl-CoA (CETCH) tiré de l’article (Schwander et al., 

2016). 

1.5.4.4 Amélioration du cycle de Calvin Benson Bassham 

Le dernier axe qui me concerne plus particulièrement, car il fait l’objet 

de mon travail de thèse, est l’augmentation de l’efficacité du cycle de 

Calvin Benson Bassham. La compréhension de l’importance de la 

stœchiométrie 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 maïs et le riz, une augmentation de 

biomasse de 30% pour ces deux espèces 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 l’efficacité 

photosynthétique (Liang et al., 2018). Chez le Tabac et Arabidopsis 

thaliana, une surexpression de la SBPase conjointement à 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 l’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 succès sur plusieurs organismes. Il faut 

cependant nuancer cette remarque puisque la surexpression de la 

SBPase, dont les résultats ont été particulièrement 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), 

l’importance de l’abondance de la PRK a été très 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 contrôle 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 l’enzyme qui catalyse la 

réaction de phosphorylation du ribulose-5-phosphate en ribulose-1,5-

bisphosphate en utilisant l’ATP généré par la chaine de transfert 

d’électrons (Figure 20). 

 

Figure 20. Conversion du ribulose-5-phosphate en ribulose-1,5-

bisphosphate par la phosphoribulokinase en utilisant l’ATP. 

Elle procure à 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 gène (Cre12.g554800) et 
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cette protéine comprend 376 résidus. Elle se présente sous la forme 

d’un homodimère de 70 kDa (Figure 21). Sa structure tridimensionnelle 

montre un long feuillet  mixte de neuf brins entourés par des hélices 

alpha et de 4 autres petits brins . Ce grand feuillet est symétrique à 

celui du second monomère. L’interface d’homo-dimérisation est un motif 

à deux brins β antiparallèles. Chaque monomère contient 4 cystéines 

conservées (Figure 22 et 23).  

 

Figure 21. Représentation de la structure de la phosphorilubokinase. Tiré 

de Gurrieri et al, 2013 
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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 à pH 7,9) en N-

terminal est TRX-dépendant et est responsable de l’inhibition de l’enzyme 

par oxydation puisque la cystéine 55 est impliquée dans le mécanisme 

catalytique (Milanez et al., 1991; Marri et al., 2005).  
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Figure 23. Clamp-loop et régulation TRX-dépendante de la PRK de 

Chlamydomonas. (A) Une représentation schématique du rôle 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 (Gurrieri et al., 

2019). 

 

 

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 rôle 

dans la flexibilité de l’assemblage du complexe GAPDH/CP12/PRK 

(Moparthi et al., 2015). La formation de ce complexe inhibe l’activité 

de l’enzyme (cf. 1.5.2.2, Article 1) (Figure 24).  

Plusieurs thiorédoxines ont été identifiées comme pouvant réduire la 

PRK. Elle peut être 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). 

Si la 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 à différentes intensités 

lumineuses, ils ont pu montrer qu’une réduction de 85% de la quantité 

de PRK est nécessaire pour affecter la photosynthèse. 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 à 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 à large échelle de la banque de 

mutants CLiP (Li et al., 2015, 2019) a été mené pour identifier des 

phénotypes intéressants, comme l’impossibilité de croitre en 

conditions phototrophiques strictes (Fauser et al., 2022). Des mutants 

alléliques pour le gène PRK ont été identifiés au cours de ce criblage, 

suggérant que la PRK est bien essentielle à la croissance dans ces 

conditions. 
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Un mutant knock-out de la banque CliP pourrait constituer un 

excellent outil pour étudier l’importance de l’abondance de la PRK sur 

l’efficacité de la fixation du carbone chez Chlamydomonas. Il pourrait 

également permettre d’explorer in vivo le rôle 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 thèse 

L'objectif principal de notre équipe est de comprendre et d'améliorer 

l'efficacité de la photosynthèse 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 l'efficacité de 

la photosynthèse dans des conditions optimales de culture, toute 

amélioration de cette voie de fixation du carbone se traduira 

directement par une amélioration de l’efficacité photosynthétique et 

augmentera la photoproduction de biomasse et de bioproduits 

carbonés à des intensités lumineuses modérées à élevées. Comme 

détaillé dans l'introduction, la modification de la stœchiométrie 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 l'état 

redox intracellulaire, qui dépend de l'éclairage et des conditions 

environnementales, grâce à de multiples régulations post-

traductionnelles. Le rôle exact de la plupart des modifications post-

traductionnelles des enzymes du CBBC reste inconnu, à l'exception de 

l'activation dépendante de la lumière par les TRX qui a été largement 

étudiée in vitro. Chez C. reinhardtii, quatre enzymes du CBBC, à savoir 

PRK, PGK, FBPase et SBPase, sont activées à la lumière par la réduction 

TRX-dépendante de ponts disulfures régulateurs. 

L'objectif à 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 l'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 lumière 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 lumière/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 lumière/obscurité provoquées par le mélange à haute 

fréquence de cultures à haute densité. Dans ces conditions, l'existence 

de l'activation dépendante de la lumière par les TRX pourrait limiter 

l'efficacité du CBBC en raison de l'activation/désactivation constante 

des enzymes dépendantes des TRX. Ainsi, la conception d'enzymes du 

CBBC modifiées quant à leur régulation dépendante des TRX pourrait 

avoir un impact important sur la production de biomasse et l'efficacité 

de la fixation du carbone pour les cultures de Chlamydomonas 

cultivées dans des conditions industrielles pertinentes. Mon projet de 

thèse visait à initier de telles approches en se concentrant sur la 

manipulation in vivo de la phosphoribulokinase. 

L’objectif général de mon travail de thèse fut donc de caractériser un 

mutant knock-out de la PRK, de le complémenter avec différentes 

constructions de la PRK et d’étudier l’importance de son abondance 

sur l’efficacité du CBBC en modulant son expression. Les résultats 

obtenus seront présentés dans la première partie des résultats. Des 

résultats préliminaires sur l’utilisation de ce mutant pour étudier la 

régulation redox de la PRK in vivo seront également présentés. 

Mon deuxième 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 première partie. J’ai 

également contribué à l’adaptation du gène de résistance à la 

blasticidine chez Chlamydomonas reinhardtii. Dans le cas d’une étude 

où l’on aurait besoin de transformations successives, l’utilisation de 

plusieurs marqueurs de sélection est nécessaire. L’objectif était donc 

de développer une nouvelle brique de résistance à un antibiotique 

pour le kit Moclo. Cette brique devait être compatible avec d’autres 

marqueurs de sélection, ne devait pas affecter la croissance de 

Chlamydomonas et ne devait pas conférer de résistance à un autre 

antibiotique.  
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2 RÉSULTATS 

2.1 Étude 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 contrôler l’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 

contrôler l’expression de la PRK. 

L’étude présentée ci-après porte sur la caractérisation du mutant ΔPRK 

et sa complémentation fonctionnelle. Cette étude a permis de montrer 

que la PRK est essentielle à la phototrophie. La complémentation 

fonctionnelle de ce mutant permet de restaurer la phototrophie. 

Néanmoins, en utilisant des éléments génétiques standard, 

l'expression de la PRK était limitée à 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 à surmonter cette limitation initiale 

en améliorant la conception de l'unité de transcription exprimant la 

PRK, notamment en utilisant le promoteur endogène 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 même 

de surexprimer l'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 complètement la croissance 

photoautotrophe et qu’une surexpression de l’enzyme ne permet pas 

d’améliorer la production de biomasse. La PRK est donc en excès chez 

Chlamydomonas mais cet excès est plus limité que chez le tabac où 
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seulement 15% du niveau sauvage suffit à restaurer une croissance 

normale (Badger and Price, 1994; Paul et al., 1995; Banks et al., 1999).  

Mon rôle dans ces travaux a consisté à 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 à partir du gène 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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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 même niveau que celui décrit précédemment dans la 

littérature (Badger and Price, 1994; Paul et al., 1995; Banks et al., 1999). 

Cela pourrait permettre à la PRK de jouer un rôle plus important dans 

le contrôle du CBBC chez Chlamydomonas, par exemple dans des 

conditions conduisant à une régulation de l'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 être 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 thèse, j’ai également participé au 

développement d’outils génétiques chez Chlamydomonas reinhardtii. 

Lorsque nous construisons des circuits génétiques, nous sommes 

amenés à utiliser plusieurs marqueurs de sélection. Puisque le nombre 

de marqueurs de sélection demeure assez restreint (4 gènes de 

résistance à 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 gènes de résistance 

à de nouveaux antibiotiques. 

Sous l’impulsion de Félix de Carpentier, ancien doctorant de notre 

équipe sous la direction d’Antoine Danon, nous avons conçu, construit 

et testé un nouveau marqueur de résistance à la blasticidine chez 

C. reinhardtii. 
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La blasticidine est un antibiotique produit par Streptomyces 

griseochromogenes qui agit comme un inhibiteur de la synthèse des 

protéines. La bactérie Bacillus cereus possède le gène BSR qui code 

pour la blasticidine S désaminase qui permet de détoxifier cet 

antibiotique, conférant la résistance à la cellule. La blasticidine S 

désaminase de Bacillus cereus a déjà été utilisée comme marqueur de 

sélection chez la levure (Fukuda and Kizaki,1999), les mammifères 

(Izumi et al., 1991), les plantes (Kamakura et al., 1990), et les 

microalgues, en particulier Phaeodactylum tricornutum (Buck et al., 

2018), Nannochloropsis gaditana (Ajjawi et al., 2017) et Volvox carteri 

(Ortega-Escalante et al., 2018). Nous avons donc décidé de tester ce 

marqueur chez Chlamydomonas et de l’adapter au standard MoClo 

afin de le rendre compatible avec les 119 briques développées pour le 

kit MoClo (Crozet et al., 2018). 

Mon rôle dans ces travaux a consisté à caractériser phénotypiquement 

les souches transformées, en particulier pour analyser l’impact de la 

résistance à 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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2.2.3 Conclusion 

Avec cette nouvelle brique, nous avons enrichi la palette d’outils 

génétiques disponibles chez Chlamydomonas. En l’ajoutant au kit de 

clonage modulaire, nous espérons pouvoir favoriser la construction 

dans ce châssis 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 thèse s’inscrit dans le cadre de la thématique de notre 

équipe de recherche qui a pour objectif principal de comprendre et 

d'améliorer l'efficacité de la photosynthèse chez Chlamydomonas en 

employant des approches de biologie synthétique pour manipuler le 

CBBC in vivo.  

Initialement, mes objectifs consistaient à : 

1. Caractériser le mutant PRK ; 

2. Déterminer quel niveau d’accumulation de PRK limite le CBBC 

et si une surproduction de l’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 être poursuivis et ont permis de 

générer des outils qui seront importants pour la poursuite du travail. 

Le troisième a été initié mais n’a pu être achevé faute de temps. 

Toutefois, des résultats préliminaires obtenus récemment avec 

diverses souches complémentées par des variants de PRK seront 

présentés ci-après. 

J’ai également au cours de ma thèse contribué au développement de 

nouveaux outils de biologie synthétique tel que la brique MoClo 

conférant la résistance à la blasticidine. De nombreuses briques 

génétiques ont également été obtenues dans le cadre de l’ingénierie 

du mutant PRK. 

Les résultats obtenus ainsi que les perspectives ouvertes par mon 

travail de thèse seront discutés en détail dans ce chapitre. 
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3.1 Améliorer la fixation du carbone par l’ingénierie du 

CBBC 

Améliorer la production de biomasse végétale a de multiples intérêts 

pour la production de nourriture, la production de molécules à haute 

valeur ajoutée, de biocarburants ou encore de molécules plateformes 

(Liang et al., 2018). Depuis la révolution verte, l’efficacité 

photosynthétique est devenue l’élément principal limitant la 

production de biomasse, et particulièrement 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 très similaire à celui des plantes terrestres, cela 

en fait donc un bon modèle pour étudier la photosynthèse. 

Afin d’étudier par des approches de biologie synthétique le CBBC chez 

Chlamydomonas reinhardtii, il convient d’employer des méthodologies 

standardisées. Afin de commencer à les mettre en place, nous avons 

donc choisi la phosphoribulokinase (PRK) comme modèle d’étude car 

elle possède une activité unique au CBBC, que c’est un système assez 

maitrisé au laboratoire et qu’un mutant d’insertion à l’unique locus la 

codant était disponible. 

3.1.1 Modulation de l’abondance de la PRK in vivo 

Dans l’objectif de caractériser la PRK comme modèle du CBBC, nous 

avons étudié le mutant PRK, ainsi qu’un certain nombre de lignées 

transgéniques exprimant un gène chimérique PRK ectopique (partie 

2.1). Nous avons pu démontrer que la PRK est essentielle à la 

croissance photoautotrophique. Nous avons ensuite profité de la 

variation naturelle induite par la mutagénèse insertionnelle (effet de 

position) pour caractériser des lignées ayant différents niveaux 

d’expression. Idéalement, il serait intéressant de continuer cette étude 

à 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 gène THI4 

(Crozet et al., 2018) pour contrôler finement l’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 l’expression 

du gène cible en augmentant la concentration de vitamine. Cependant 

ce système 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 

très difficile à 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 synthèse de vitamines, 

ce qui favorise l’interaction mutualiste avec des bactéries. En raison de 

ce mutualisme entre Chlamydomonas et une souche bactérienne, il 

s’avère que les bactéries sont capables de produire de la vitamine B1 

et B12, et de les sécréter dans le milieu. Un système répressif qui 

fonctionne en réponse à ces vitamines ne pouvait donc pas fournir de 

résultats dans ces conditions. 

Le deuxième problème est que pour utiliser un tel système répressif, le 

construit doit permettre d’obtenir une complémentation fonctionnelle 

totale du transgène. C’est-à-dire permettre que l’on puisse inhiber 

l’expression dans une souche ayant un niveau de protéine au moins 

égal à celui de la souche de référence (100%), voire plus. A partir d’une 

telle souche il est envisageable de moduler finement l’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, après de nombreux mois d’efforts, j’ai réussi 

à décontaminer complétement la souche PRK. J’ai ensuite pu la 

caractériser et la complémenter. Après avoir étudié ces souches, nous 

avons appris que les éléments géniques initialement choisis ne 

permettaient pas d’atteindre l’objectif du 100% de protéine par 

rapport à la référence. Après avoir cherché de nouveaux designs, (cf. 

2.1), nous arrivons désormais à 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 à pMETE ou au 

Riboswitch THI4. Des designs similaires pourraient bien sûr être testés 

pour les autres enzymes du CBBC. 

3.1.2 Notion d’enzyme limitante 

Lors de l’étude du mutant PRK et des lignées complémentées, nous 

avons observé qu’un niveau de 40%, relatif au niveau sauvage, de la 

protéine ne suffisait pas à restaurer la croissance au même niveau que 

le contrôle (cf. 2.1). Au contraire, chez le tabac, aucun effet sur la 

croissance n’est observé si les niveaux de PRK demeurent supérieurs à 

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 à 85% de la souche de référence ne 

montre pas de phénotype de croissance (cf. 2.1). Ces résultats 

suggèrent que chez Chlamydomonas l’abondance de la PRK est 

limitante entre 40% et 85% de l’abondance de la souche de référence. 

Un des outils utilisés pour caractériser l’impact d’une enzyme sur sa 

voie métabolique est le coefficient de contrôle 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 

contrôle d’une enzyme sur une voie doit être considéré comme un 

outil d’étude, développé en faisant volontairement abstraction de 

certaines caractéristiques du système, comme les régulations. De plus, 

il faut admettre que les paramètres cinétiques obtenus in vitro seront 

identiques aux paramètres in vivo, ce qui n’est pas toujours le cas, 

notamment à 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 contrôlant 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 ploïdie des 

espèces étudiés. En effet, si l’organisme est haploïde ou diploïde, il faut 

aussi considérer les paramètres de dominance possible d’une copie 

vis-à-vis de son allèle. Nous ne pouvons pas non plus comparer 

directement des données obtenues sur différents organismes car les 

paramètres cinétiques des enzymes diffèrent, de même que leurs 

paramètres 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-être pas pertinent au 

regard du seul paramètre de son abondance. La limitation du flux 

métabolique est en premier lieu définie par l’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 

liée à son abondance mais principalement à ses régulations post 

traductionnelles qui pourraient influer son action sur le flux 

métabolique ? 

3.2 Étudier la régulation de la phosphoribulokinase in 

vivo 

3.2.1 Régulations par les ponts disulfures régulateurs 

La régulation de la PRK par l’oxydoréduction de ses ponts disulfures 

par les TRX a été bien caractérisée in vitro. 

Le pont disulfure N-terminal C16-C55 régule l’activité enzymatique de 

la PRK alors que le pont C-terminal C243-C249 semble jouer un rôle 

dans la flexibilité de l’assemblage du complexe GAPDH/PRK/CP12 

(Gurrieri et al., 2019). Grâce à la disponibilité du mutant PRK et des 

outils pour le complémenter efficacement, il est possible d’envisager 

de tester l’importance fonctionnelle de la régulation redox de la PRK 

pour la première 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, C), que 

le pont N-terminal (C16S, N), ou aucun des deux ponts (C16S-C243S-

C249S, N+C). Un contrôle sans altération des ponts disulfures a 

également été construit. Les substitutions des cystéines ont été 
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introduites par mutagénèse dirigée dans la brique MoClo 

correspondant à la séquence codante de la PRK avec intron. Cette 

brique a été incluse dans une unité transcriptionnelle sous le contrôle 

d’un promoteur/5’UTR PSAD et d’un 3’UTR/terminateur PSAD (Figure 

25). 

 

Figure 25. Représentation schématique des unités de transcription 

codant les PRK WT, ΔC, ΔN et ΔN+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 contrôle sans mutation. Les mutants du pont N-

terminal (C16S, ΔN), C-terminal (C243S-C249S) ou bien les deux sont 

annotés p1-280, p1-283 ou p1-284, respectivement. 

Le mutant PRK 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 Jesús 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 à 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 

contrôle sauvage.  

 
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 à 12 µg) et les 

transformants sélectionnés. La souche 279 est le contrôle sans mutation. 

Les mutants du pont C-terminal (C243S-C249S, ΔC), du pont N-terminal 

(C16S, ΔN), ou bien des deux (C16S-C243S-C249S, ΔN+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 Jesús Ponce Mallén). L’abondance de la PRK dans 

chaque souche a été estimée par quantification du signal et 

normalisation par rapport à 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 résultats concernant l’impact de ces mutations sur la 

croissance des cellules à différentes intensités lumineuses sont 

présentés dans la Figure 27. La vitesse de croissance a été déterminée 
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à partir de cultures en photobioréacteurs. Différentes intensités 

lumineuses ont été testées pour observer l’impact de la quantité de 

pouvoir réducteur, qui augmente en fonction de l’intensité lumineuse, 

sur le pool de PRK sauvage et mutées. Les courbes de croissance des 

souches montrent des différences dépendantes de l’intensité 

lumineuse et des mutations introduites. En effet, en lumière faible 

(15 µmoles photons m-2 s-1) ou en lumière moyenne (50 µmoles 

photons m-2 s-1), les souches ΔN (283) et ΔN+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 à celui du contrôle (279). Ces différences ne sont 

pas observées en lumière forte, à une intensité lumineuse de 

500 µmoles photons m-2 s-1. Au contraire, la souche ΔC (280) présente 

une croissance similaire à celle de la souche contrôle (279) à toutes les 

intensités lumineuses. Après normalisation par rapport au contrôle 

(279), les mutants ΔN (283) et ΔN+C (284) présentent clairement des 

taux de croissance plus élevés en lumière faible et moyenne mais pas 

en lumière forte. De plus, le phénomène semble plus marqué en 

lumière faible qu’en lumière moyenne.  

Ainsi, les deux variants mutés pour le pont disulfure N-terminal (ΔN et 

ΔN+C) présentent une croissance plus rapide que celle du contrôle 

(Figure 27). Ces résultats, bien que préliminaires, sont particulièrement 

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 

l’intensité lumineuse, ce qui permet de coupler l’activité de la chaîne 

de transfert d’électrons à l’activation de la PRK. Les différences 

observées entre les conditions d’illumination peuvent donc 

s’interpréter en considérant l’état redox des TRX. On peut supposer 

qu’à une intensité inférieure à 500 µmol photons m2 s-1, la chaine de 

transfert des électrons génère, a priori, une quantité de pouvoir 

réducteur suffisante pour que le pool de TRX puisse être totalement 

réduit, et puisse donc activer totalement la PRK. A l’inverse, plus 

l’intensité lumineuse sera faible, plus le pool de TRX sera oxydé 

entrainant une diminution de l’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 façon 

lumière 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 être testées de la 

même manière (SBPase, FBPase, PGK, Rubisco Activase…). 

 

 

 

Figure 27. Première analyse de la croissance des variants PRK ΔN, ΔC et 

ΔN+C à différentes intensités de lumière. (Travaux effectués par Manuel 

Jesús Mallén Ponce). La souche 279 est le contrôle sans mutation. Les 

mutants du pont C-terminal (C243S-C249S, ΔC), du pont N-terminal 

(C16S, ΔN), ou bien des deux (C16S-C243S-C249S, ΔN+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 contrôle (279). 
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Ces premiers résultats suggèrent également que la régulation par les 

TRX pourraient être 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 à une abolition de 

l’activation par les TRX semble une stratégie prometteuse à explorer à 

l’avenir. La modulation dépendante de la lumière 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 lumière/obscurité photopériodiques 

naturels et dans un large éventail de conditions environnementales. 

Les microalgues ne sont cependant pas optimisées pour la croissance 

dans des conditions contrôlées de croissance en lumière continue. 

Dans ces conditions, l'existence de l'activation dépendante de la 

lumière par les TRX pourrait limiter l'efficacité du CBBC, comme le 

suggèrent nos résultats préliminaires. Ainsi, la conception d'enzymes 

du CBBC modifiées quant à leur régulation dépendante des TRX 

pourrait avoir un impact important sur la production de biomasse et 

l'efficacité de la fixation du carbone pour les cultures de 

Chlamydomonas cultivées dans des conditions contrôlées. 

Enfin ces résultats n’ont pas montré de phénotype de croissance 

associé à la mutation du pont C-terminal seul (Figure 27). Ce pont 

contrôlerait indirectement l’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 

l’intensité lumineuse, comme observé pour la souche 280 (Figure 27). 

Si la formation du complexe joue essentiellement un rôle inhibiteur à 

l’obscurité, il est cohérent de ne pas observer de phénotype pour le 

mutant ΔC dans nos conditions de culture en lumière continue. 

Je tiens toutefois à rappeler que ces résultats sont très préliminaires 

car ces analyses du taux de croissance des mutants n’ont été effectuées 

qu’une seule fois. Il faudra bien évidemment confirmer ces résultats 

prometteurs en répétant l’expérience dans des conditions similaires. Il 

faudra également tester la croissance dans des conditions d’alternance 

lumière/obscurité afin d’explorer un rôle éventuel du pont C-terminal, 

mais également sur une gamme plus fine d’intensité lumineuses, 
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notamment entre 50 et 500 µmol photons m2 s-1. Des analyses 

complémentaires seront également nécessaires pour mieux 

caractériser ces souches dans les différentes conditions de croissance. 

Il sera intéressant de mesurer l’activité PRK ainsi que l’abondance des 

métabolites du CBBC par une approche métabolomique. Il pourra aussi 

être intéressant de mesurer l’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’après 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 connaître les fonctions. Un des points 

particulièrement intéressant que ces études révèlent 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 à fait possible que ces PTMs puissent être un des facteurs 

contrôlant l’activité que nous pourrions modifier pour augmenter 

l’efficacité photosynthétique de Chlamydomonas. Il a été identifié chez 

la PRK 4 sites de phosphorylation (T4, T57, S204 et S281). En 

remplaçant 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 génétiques, nous pourrions rapidement construire des souches 

complémentant le mutant PRK pour en identifier les fonctions. Bien 

sûr, la phosphorylation est un exemple, mais d’autres PTMs et d’autres 

enzymes du CBBC peuvent être analysées de la même manière.  
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3.3 Pourquoi la PRK est une cible pertinente pour 

l’amélioration de la fixation du carbone chez 

Chlamydomonas reinhardtii 

La PRK est essentielle à la photosynthèse, nous l’avons démontré chez 

C. reinhardtii (cf. 2.1). Elle est très 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 l’abondance 

d’une enzyme. Il serait judicieux de développer un modèle comprenant 

aussi les régulations. En effet, il est tout à 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 à 

environ 40% du niveau endogène 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 excès, par rapport aux autres enzymes du CBBC (cf. 

2.1.2). Il est cependant aussi possible d’expliquer ce résultat par 

l’hypothèse que seule une partie du pool total d’enzyme serait activé 

par les TRXs, et donc pourrait fonctionner dans le CBBC. Ainsi, même 

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 Jesús Mallén Ponce (cf. 

3.2.1) semblent confirmer cette hypothèse. 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 être 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 à la méthylotrophie chez Methylobacterium 
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extorquens (Ochsner et al., 2017). Le mutant de la PRK dans cet 

organisme méthylotrophe ne croît pas sur un milieu avec du méthanol. 

La conservation du gène chez certains organismes semble indiquer 

l’existence d’une autre fonction non caractérisée jusqu’à aujourd’hui 

pour la PRK. Les connaissances acquises chez les organismes 

photosynthétiques pourraient donc être utilisés pour comprendre et 

même 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 à 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 Kaçar, 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 à 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 

photosynthèse, nous pouvons nous demander pourquoi une voie 

métabolique si importante n’a pas été plus optimisée ? Si l’une des 

hypothèses est que le CBBC est toujours soumis à l’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, l’évolution a sélectionné la photorespiration, les mécanismes de 

concentration du carbone ou encore la photosynthèse en C4 plutôt 

qu’une amélioration de la Rubisco. Cela pourrait s’expliquer par le fait 

que la Rubisco actuelle est devenue difficile à améliorer dans le 

contexte naturel. Si la Rubisco peut être améliorée par rational design, 

son évolvabilité est complexe (Durao et al., 2015), ce qui pourrait être 

lié à une contrainte de son chemin évolutif, comme le suggèrent des 
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analyses phylogénétiques (Bouvier et al., 2021). En d’autres termes, 

cette enzyme n’est pas une bonne base pour l’évoluer vers des 

solutions présentant une meilleure fitness (définie ici comme la 

capacité d’une protéine à 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 à 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 l'évolution (dirigée). La 

trajectoire rouge a atteint un optimum local inférieur à 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 l’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 l’histoire évolutive naturelle 

pourrait permettre de créer de nouvelles trajectoires évolutives, en 

particulier pour les enzymes du CBBC. 

Grâce à 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 être 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 après un travail préliminaire 

réalisé par Giusi Favoino et Tanguy Chotel. 

Ces séquences seront ensuite soumises à des expériences d'évolution 

dirigée dans l’objectif de savoir si des chemins évolutifs différents 

existent, et pourraient mener à des versions de l'enzyme avec une 

meilleur efficacité. 

Giusi Favoino a obtenu des résultats préliminaires intéressants (Figure 

29). Le mutant PRK a pu être complémenté avec la séquence du 

dernier ancêtre commun aux algues verte de la PRK. Les données 

issues de mon travail (résultats partie 1) ont permis d’obtenir à la fois 

la méthodologie de sélection et les éléments génétiques nécessaires à 

une bonne expression du transgène. 

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 + lumière 

(50 µmol photons m-2 s-1). 
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Figure 30. Paramètres fonctionnels d’une PRK ancestrale. Résultats 

obtenus par Maria Meloni. 

Le dernier ancêtre commun des Archeae a été produit et purifié dans E. 

coli. Son affinité pour le Ru5P (KM Ru5P) et sa constante catalytique 

(kcat Ru5P) ont été déterminées. 

Par ailleurs Maria Meloni a obtenu des résultats intéressants sur une 

PRK ancestrale, le dernier ancêtre commun des Archaea. Cette protéine 

a été produite chez E. coli, purifiée et utilisée pour déterminer ses 

paramètres cinétiques (Figure 30). Si l’on compare ces données à celles 

déjà connues de la PRK de C. reinhardtii (kcat Ru5P= 262 sec-1, 

KM Ru5P= 87,5 μM), elles sont très éloignées. En effet, le kcat de la paleo-

PRK est 300 fois plus faible que celui de l’enzyme de Chlamydomonas 

et son KM est cinq fois plus haut. Cette enzyme semble donc 

considérablement moins efficace que celle existant aujourd’hui. Cela 

renforce l’hypothèse que la PRK a bien évolué sur ses paramètres 

catalytiques. Si les résultats tendent à montrer cela sur toutes les 

protéines testées, alors nous avons déjà 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 transgène, 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 

synthèse.  

3.5.1 Expression du gène PRK 

Pour mener à bien la complémentation fonctionnelle du mutant PRK 

chez Chlamydomonas, nous avons réalisé plusieurs cycles de 

design/build/test/learn. Cela nous a permis de comprendre, au moins 

partiellement, le rôle des éléments régulateurs du gène PRK pour une 

forte expression du transgène. En effet, nous avons en premier lieu 

utilisé un design qui nous semblait être 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 

gène PSAD pour contrôler l’expression de la séquence codante de la 

PRK sans introns. En effet, nous avions précédemment montré que 

cette combinaison de briques issues du gène PSAD était la plus 

performante pour permettre la production de la nanoluciferase à 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 gène 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 suggère que les éléments 

régulateurs du gène PRK, permettent ce très 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 à celle de la souche de référence. En 

revanche, nous avons observé une forte augmentation du niveau 

d’expression de notre transgène en utilisant la séquence génomique 

de la région codante du gène PRK, c’est-à-dire la séquence naturelle 

avec tous ses introns. Cette forte expression est observée aussi bien 

avec le promoteur/5’UTR du gène PRK qu’avec le promoteur/5’UTR du 

gène PSAD, ce qui suggère 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 transgène 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 

gène de la PRK sont responsables de ce phénomène, comme c’est le 

cas pour le premier intron du gène 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 gènes rapporteurs (nanoluciférase et protéines 

fluorescentes présents dans le kit MoClo) dans lesquels un ou plusieurs 

introns de la PRK ont été introduits à l’aide de l’outil Intronserter 

développé pour Chlamydomonas (Jaeger et al., 2019). Il est intéressant 

de noter que ce sont des introns des gènes codant des enzymes du 

CBBC qui semblent avoir une fonction d’enhancer. Il existe peut-être 

des éléments régulateurs communs à ceux-ci. Des analyses 

bioinformatiques pourraient nous aider à répondre à cette question. Si 

tel était le cas, ces introns pourraient être utilisés de façon 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 transgènes chez C. reinhardtii. 

3.5.2 La PRK comme marqueur de sélection ? 

La multiplication des circuits génétiques dont les fonctions pourront 

s’additionner, à 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 gène de résistance à 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 gènes de résistance à un antibiotique 

ne confèrent la résistance qu’à une molécule, pourra être appliquée 

pour d’autres couples gène/molécule active. 

Il existe encore des gènes de résistance disponibles chez les bactéries 

et les champignons qui pourront être adaptés à C. reinhardtii. Nous 

pouvons également imaginer l’utilisation de complémentations 
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fonctionnelles comme moyen aisé de sélection, comme l’utilisation de 

marqueurs d’auxotrophie comme LEU, HIS ou TRP couramment utilisés 

chez la levure ou chez les bactéries. 

En effet, l’étude du mutant PRK nous a fourni des informations très 

utiles. La PRK étant essentielle à la photosynthèse, la complémentation 

du mutant PRK, même 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 être utilisé pour réduire l’utilisation 

d’antibiotiques qui peuvent entraîner des conséquences néfastes sur 

la souche utilisée ou même pour l’environnement.  

3.5.3 Impacts sociétaux de la biologie de synthèse 

La biologie de synthèse offre des opportunités sans précédent pour 

transformer la société et relever des défis mondiaux. Toutefois, il est 

crucial d'aborder ces avancées avec prudence et de veiller à ce que les 

retombées positives soient équilibrées avec les préoccupations 

éthiques, environnementales et sociétales. 

Depuis l’émergence de la biologie de synthèse, de nombreuses 

applications industrielles ont vu le jour, donnant naissance à 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 l’Union Européenne (Flores Bueso et Tangney, 

2017). La biologie de synthèse y joue un rôle important et devrait 

connaître un taux de croissance annuel moyen de 28%1. Cette 

expansion rapide ouvre la voie à une transformation de nos modes de 

production et de consommation, avec pour objectif de réduire l’impact 

de notre société sur la planète. 

La biologie de synthèse et les biotechnologies en général suscitent de 

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

global-markets.htm  

https://www.bccresearch.com/market-research/biotechnology/synthetic-biology-global-markets.htm
https://www.bccresearch.com/market-research/biotechnology/synthetic-biology-global-markets.htm
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grands espoirs quant à leur potentiel pour résoudre divers problèmes 

mondiaux tels que la production durable d'énergie, la lutte contre les 

maladies et la sécurité alimentaire. Cependant, ces avancées 

technologiques soulèvent également des questions éthiques, sociales 

et environnementales. Les peurs et les préoccupations concernant 

l’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 synthèse. Cela permettra de promouvoir une régulation 

adéquate et un développement responsable de cette discipline 

scientifique. De plus, l'éducation et la sensibilisation du public joueront 

un rôle crucial dans l'acceptation et l'adoption des innovations issues 

de la biologie de synthèse. 

3.5.4 Considérations éthiques et environnementales en biologie de 

synthèse 

Etant donné le potentiel de développement des applications de la 

biologie de synthèse, il est important d’examiner attentivement les 

implications éthiques, sociales et juridiques de ces technologies 

émergentes.  

Sans énoncer tous les risques potentiels à 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 à l’utilisation de nos technologies 

afin de définir quelles actions nous pouvons entreprendre à l’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 espèces sauvages. Les souches que 

nous utilisons dans les laboratoires évoluent dans des conditions 

idéales et contrôlés, 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 espèces naturelles 

résistantes aux stress environnementaux. Néanmoins, cela reste une 

possibilité. De plus, la possibilité d’une contamination de 

l’environnement par transfert horizontal de gène doit être envisagée.  

La question n’est pas spécifique à mon sujet et différentes stratégies 

ont déjà été envisagées. Au-delà de la manipulation des souches 

modifiées dans un espace confiné et de leur destruction après 

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 

système dit « kill switch » a été imaginé chez Chlamydomonas par 

l’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 basé sur le relargage par clivage d’une nucléase 

ancrée sur la membrane plasmique contrôlé par la dimérisation de 

COP1 et UVR8. Ce kill switch permettrait de cultiver les algues dans des 

systèmes de culture équipés de filtres UV et d’assurer qu’en cas de 

contamination accidentelle de l’environnement, les algues, qui seront 

exposées à l’ensemble du spectre lumineux, seront tuées 

prématurément. Un autre système, le « suicide system » développé 

chez E. coli, permet de contrôler 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 système est 

basé sur l’établissement d’une auxotrophie pour une molécule 

synthétique, l’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 reconnaître que nous ne 

https://2020.igem.org/Team:Sorbonne_U_Paris/Description
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pouvons maitriser tous les risques en raison de la complexité du vivant. 

Nous étudions le vivant en regardant uniquement là où nous le 

pouvons. La biologie de synthèse 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 photosynthèse, le cycle de Calvin 

Benson Bassham, nous permettra, espérons-le, d’améliorer notre 

système de production et plus largement d’apporter de grands 

bénéfices à notre civilisation. Il est donc essentiel de continuer à 

explorer et à 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 synthèse. Par 

exemple, les questions liées à l'accès et à la répartition des bénéfices 

des technologies émergentes doivent être examinées. Il est important 

d'assurer une distribution équitable des avantages et de veiller à 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 être 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 à la biologie de synthèse. Une communication 

claire et une éducation appropriée peuvent aider à dissiper les craintes 

et les malentendus, et à promouvoir une acceptation plus large de ces 

technologies potentiellement transformatrices. 

En conclusion, la biologie de synthèse 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 synthèse 

tout en protégeant notre environnement et notre société. 
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4 MATÉRIELS ET MÉTHODES 

4.1 Matériels 

4.1.1 Chlamydomonas reinhardtii  

4.1.1.1 Souches  

La souche de référence, parfois appelée sauvage ou wild type (WT), de 

Chlamydomonas utilisée a été la CC-4533 (CMJ030) 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 gène de résistance à la 

paromycine se trouve dans l’exon 7 du gène de la PRK 

(Cre12.g554800).  

La souche D66 (Schnell and Lefebvre, 1993) a été utilisée pour le 

clonage du cDNA de la PRK. 

4.1.1.2 Liste des souches utilisées 

Nom de la souche Fond génétique Insertion 

PRK LMJ.RY0402.119555 CIB1(résistance à la 

paromomycine) 

CC-4533 cMJ030  

C12 PRK pM-11 

C2 PRK pM-11 

C4 PRK pM-11 

C5 PRK pM-11 

C6 PRK pM-11 

C11 PRK pM-11 
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A CC-4533 pM-162 

B CC-4533 pM-163 

 PRK pM-162 

 PRK pM-163 

D PRK 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 

4.1.1.3 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) à l’obscurité ou à la lumière, 

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 µg/mL), hygromycine (20 µg/mL), spectinomycine 

(100 µg/mL), zeocyne (15 µg/mL) ou blasticidine (50 µg/mL) (Sigma-

Aldrich). 
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4.1.2 Escherichia coli 

4.1.2.1 Souche utilisée 

La souche utilisée, NEB10, pour tous les clonages provenait du 

fournisseur New England Biolabs (ref : C3019H). 

Génotype de la souche NEB10 : Δ(ara-leu) 7697 araD139 fhuA 

ΔlacX74 galK16 galE15 e14- ϕ80dlacZΔM15 recA relA1 endA1 

nupG rpsL (StrR) rph spoT1 Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

4.1.2.2 Milieu de culture 

Les bactéries ont été cultivées en milieu LB liquide ou solide (Sigma-

Aldrich), supplémenté de l’antibiotique adapté : ampicilline (100 

µg/mL), kanamycine (50 µg/mL) ou spectinomycine (50 µg/mL). Pour 

les sélections en milieu solide, du X-gal (80 µg /mL, Sigma-Aldrich) a 

également été ajouté. 

4.1.3 Plasmides construits 

4.1.3.1 p1-128 
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4.1.3.2 pM-11 

 

4.1.3.3 pM-162 
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4.1.3.4 pM-163 

 

  

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 utilisées 

Toutes les enzymes utilisées ont été fournies par New Englands Biolabs 

(Ipswitch, NY, USA) en version HF (High Fidelity) quand disponibles, 

soit BsaI-HFv2, BbsI-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 

https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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séquence de la protéine phosphoribulokinase PRK (Cre12.g55480; 

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 conçue 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 

l'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 gène PSAD (Cre05.g238332) ou PRK, et le 

3'UTR/Terminateur du gène PSAD contrôlant l'expression du CDS de 

PRK avec ou sans ses introns endogènes. Les plasmides de niveau M 

ont été construits dans pAGM8031 en combinant p1-013 (gène de 

résistance à l'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 à la blasticidine pCM1-

034 a été construit par assemblage du promoteur et 5’UTR PSAD 

(pCM0-016), du gène rapporteur mVenus (pCM0-086) et du 

terminateur et 3’UTR PSAD (pCM0-144) dans le plasmide accepteur 

pICH47732. L’unité de transcription de résistance à la blasticidine 

pCM1-029 a été assemblée à partir du promoteur PA/R couplé au 

5’UTR de RBCS2 (pCM0-020), du gène BSR (pCM0-120) et du 3’UTR de 

RBCS2 couplé au terminateur RBCS2 (pCM0-115) dans le plasmide 

pICH47742. Les unités de transcription pCM1-034 (mVenus) et pCM1-

029 (résistance à 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 µL 

contenant 10 unités d’enzyme de restriction (BbsI ou BsaI) 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 à 37°C pendant 10 min. 

4.2.1.3 Transformation d’E. coli 

Les cellules d’E. coli NEB10 (ref NEB : C3019H) chemio-compétentes 

ont été transformées à l’aide d’un choc thermique. Un aliquote de 

cellules stockées à -80°C a été décongelé sur glace puis mélangé à 

l’ADN (4 µL d’une réaction Golden Gate de 20 µL) et incubé pendant 

20 min à 4°C. Après un choc thermique à 42°C pendant 55 secondes, 

les cellules sont incubées à 4°C pendant 2 min avant d’être concentrée 

par centrifugation à 4000 g pendant 5 min à température ambiante. Le 

culot est resuspendu dans environ 100 µL avant d’être étalé sur boite 

LB Agar complémentée de l’antibiotique adéquat et de X-gal, le cas 

échéant. Les colonies blanches sont les souches devant porter le 

plasmide d’intérêt. 

4.2.1.4 Mini-préparation d’ADN plasmidique d’E. coli 

Des clones résistants à l’antibiotique, et blancs si un screen blanc/bleu 

a été réalisé en présence de X-gal, sont mis en culture dans du LB 
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complémenté de l’antibiotique approprié. Après 8 à 16h de culture à 

37°C, les cellules sont collectées par centrifugation à 4000 g pendant 

5 min à température ambiante. Le culot est ensuite soumis à une 

extraction plasmidique par lyse alcaline avec le kit de Macherey-Nagel 

(ref 740588.50) Les ADN plasmidiques purifiés sont ensuite dosés au 

spectrophotomètre de type Nanodrop par mesure d’absorbance à 260 

nm. Enfin, un contrôle qualité est effectué sur ces plasmides par 

restriction différentielle. Dans le cas des plasmides de niveau 0, un 

deuxième contrôle qualité par séquençage (méthode de Sanger, sous-

traité à Eurofins Genomics) a été réalisé. 

4.2.2 Méthodes relatives à Chlamydomonas 

4.2.2.1 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) à une concentration de 50 

g/L et repiquées à 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). 

4.2.2.2 Transformation de Chlamydomonas 

Pour les transformations de Chlamydomonas, l’insert a été séparé du 

plasmide le portant par l’enzyme de restriction adéquate, BsaI ou BbsI 

pour les pM ou p1, respectivement, et purifié à partir d’un gel 

d’agarose après électrophorèse et nettoyage par le kit Macherey-

Nagel (PCR clean-up kit REF 740609.50). L’éluat final est dosé par 

spectrophotométrie au Nanodrop à 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 l’hygromycine et le plasmide pM-11 (4.1.3.1).  

Les cellules de Chlamydomonas reinhardtii ont été cultivées en TAP 

jusqu’à une concentration de 1 à 2 x 106 cellules/mL et concentrées 
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100 fois dans du TAP-sucrose 60 mM. Pour chaque transformation, 

250 μL de suspension cellulaire ont été incubés au moins 20 min à 4°C 

en présence de 250 à 500 ng d’insert purifié. Les cellules ont été 

électroporées à 2000 V.cm-1, 25 μF et sans résistance puis incubées 

dans 10 mL de TAP sucrose 60 mM pendant 16 à 20 h en faible lumière 

avant d’être étalées sur boites de TAP-agar supplémentées de 

l’antibiotique adéquat. Les transformants ont été génotypés après 5 à 

7 jours de croissance à 100 µmol photons m-2 s-1. 

Une autre technique de transformation a été adaptée de la méthode 

publiée par Onishi et Pringle en 2016 (Onishi et Pringle, 2016). Les 

transformants α et β ont été générés à partir des plasmides pM162 (cf. 

4.1.3.2) et pM-163 (cf. 4.1.3.2). Les colonies transformées ont été 

sélectionnées à partir de leur capacité de restaurer l’autotrophie du 

mutant PRK en cas d’intégration du transgène.  

Des cultures de Chlamydomonas reinhardtii en croissance 

exponentielle ont été concentrées à 2 x 108
 cellules/mL dans 240 µL 

tampon CHES (10 mM CHES pH9,25 (Sigma-Aldrich : C2885), 40 mM 

sucrose et 10 mM sorbitol) contenant 1 µg de l’insert désiré. Le 

mélange a ensuite été incubé à 15°C sous agitation (700 rpm) pendant 

au moins 20 min et électroporé (1500 V.cm-1, 25 µF et pas de 

résistance). Les cellules ont été incubées 16 à 20 h dans 13 mL de TAP-

sucrose, puis étalées sur boîtes de HSM-agar et cultivées pendant 5 à 

7 jours en lumière continue (100 µmol photons m-2 s-1). 

4.2.2.3 Extraction d’ADN génomique de C. reinhardtii et génotypage 

L’ADN génomique a été extrait à partir d’une culture en TAP liquide en 

lumière continue (100 µmol photons m-2 s-1) des colonies positives à 

la sélection. Les cellules cultivées jusqu'à 4-5 x 106 cellules.mL-1 ont été 

récoltées par centrifugation à 2500 g pendant 5 min à température 

ambiante (RT), puis lysées dans 400 μL de tampon d'extraction (Tris-

HCl 0,2 M pH 7,5 ; NaCl 200 mM ; EDTA 25 mM ; SDS 0,5 %) pendant 

10 min à 37 °C sous agitation (1400 rpm). Après centrifugation à 

17000 g pendant 3 minutes à RT, l'ADN génomique contenu dans le 

surnageant a été précipité avec un volume d'isopropanol pendant 

10 minutes à RT et recueilli par centrifugation à 17000 g pendant 

10 minutes à RT. Le culot d'ADN a ensuite été lavé avec de l'éthanol à 
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70% (17000 g pendant 3 minutes à RT) puis séché à l'air avant d'être 

remis en suspension dans de l'eau MilliQ. 

La détection de la présence de l’insertion de la cassette CIB1 ou 

l’insertion du plasmide pM-11 dans la souche mutante 

LMJ.RY0402.119555 a été réalisée à l’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 Plm1 (CCTGATGGATGGTTC) ont été 

utilisées pour la cassette CIB1 et Plex5 (AAGGACGCTGACATG) 

Plpsad3U (TTGAAGACAATCATCTCAATGGGTGTG) pour l’insert du 

plasmide pM-11. Le contrôle CC-4533 a été effectué avec les amorces 

Plex5 et Plen3U (AGGTGCCAAAGCAAC). 

4.2.2.4 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 106 cellules.mL-1) sont centrifugées (3000 g pendant 

2 min à 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 à 4°C). 200 µL de chloroforme sont ajoutés 

au surnageant puis, après agitation, le mélange est incubé pendant 2 

minutes à température ambiante (RT). Après centrifugation (12000 g 

pendant 15 min à 4°C), trois phases apparaissent (en bas, les protéines, 

en haut, les ARN, et à l’interface des deux, les ADN). La phase du haut 

contenant les ARNs est prélevée précautionneusement sans toucher à 

la phase des ADN. 500 µL d’isopropanol sont ajoutés et, après 

agitation, sont incubés pendant 10 minutes à RT avant d’être 

centrifugés (12000 g pendant 15 min à 4°C) afin de précipiter l’ARN. Le 

culot est ensuite lavé avec 1 mL d’éthanol 70% (le mélange est vortexé 

puis centrifugé à 8000 g pendant 10 min à 4°C). Le culot est séché à 

l’air à RT jusqu’à ce qu’il devienne translucide (20 à 30 minutes 

environ). Les ARN totaux sont ensuite remis en suspension dans 20 µL 

d’eau MilliQ stérile.  

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

Les cellules de Chlamydomonas sont cultivées jusqu’à atteindre la 

phase exponentielle de croissance (1-5 x 106 cellules.mL-1) puis diluées 

dans du TAP ou du HSM à une concentration de 1 millions de 

cellules.mL-1 dans une plaque 96 puits stérile. Trois dilutions en séries 

sont effectuées afin d’obtenir des cellules à une concentration de 1.106 

à 1.104 cellules/mL. A partir de cette plaque, 10 µL de chaque souche 

et chaque dilution sont déposés sur boite TAP-agar ou HSM-agar. Les 

boites une fois sèches sont incubées en chambre de culture à une 

température de 25°C et à des intensités lumineuses variables. Un scan 

des boites est effectué à un temps variable en fonction du milieu à 

l’aide d’un scanner Perfection V800 photo (Epson). 

4.2.2.6 Culture des cellules en photo-bioreacteur 

Les analyses de croissance sont effectuées dans le système Algem® 

labscale double photobioreactor (Algenuity, Stewartby, United 

Kingdom) sous lumière continue 100 μmol photons m–2 s–1 à une 

agitation de 120 rpm dans du TAP ou du HSM. La culture est 

ensemencée à 0,1 x 106 cellules.mL-1. L’absorbance à 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 (Δabs/Δtemps). 

4.2.3 Méthodes de biochimie 

4.2.3.1 Extraction des protéines totales 

Les cellules de Chlamydomonas sont cultivées jusqu’à atteindre la 

phase exponentielle de croissance (1-5 x 106 cellules.mL-1) 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 

SigmafastTM protease inhibitor cocktail tablets, EDTA free). Environ 

150 µL 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 à 4°C] puis centrifugées deux fois à 21000 g 

pendant 10 min à 4°C. Le surnageant clarifié contenant les protéines 

solubles totales est ensuite dosé par la méthode BCA (Sigma-Aldrich). 
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Après 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 

l’absorbance est mesurée à 562 nm. 

4.2.3.2 Western-blot 

Les protéines solubles totales sont dénaturées dans le milieu de 

dénaturation (30 mM Tris-HCl pH6,5, 10% SDS, bleu de bromophénol, 

10% glycérol) après chauffage à 95°C pendant 10 min. Elles sont 

ensuite soumises à une électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS 

(SDS-PAGE). Typiquement, un gel de résolution de 8% d’acrylamide 

était utilisé. Après environ 1h30 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) à 

l’aide d’un Trans-blot (Sigma Aldrich) dans un tampon Tris-Glycine-

SDS (comme précédemment) complémenté de 20% d’éthanol. Après 

30 min de transfert semi-sec à 15 V, les protéines de la membrane sont 

colorées à l’aide du rouge Ponceau (0,1% ponceau et 5% acide 

acétique 141194, Sigma Aldrich), pendant 1 min à RT sous agitation 

(30 rpm) avant que la membrane soit lavée à l’eau deux fois. Une 

acquisition d’image est réalisée à ce moment à l’aide d’un Chemidoc 

(Bio-Rad). La membrane est ensuite bloquée à l’aide d’une solution de 

lait écrémé (Régilait) 5% solubilisé dans du TBS 1x (Tris-Buffered 

Saline) pendant 1 h à 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 à 4°C sous agitation.  

La détection de la PRK a été faite à l’aide d’un anticorps polyclonal 

primaire généré chez le lapin (Covalab) contre la protéine 

recombinante. Cet anticorps a été utilisé à une dilution de 1/5000. 

Après 4 lavages de 5 min à RT avec environ 30 mL de TBS-T (TBS 1x + 

1% de Tween 20) sous agitation, un anticorps secondaire anti-lapin 

couplé à une péroxydase est utilisé à 1/10000 dans une solution de lait 

écrémé (Régilait) 1% solubilisé dans du TBS. Après 4 nouveaux lavages 

de 5 min à RT avec environ 30 mL de TBS-T sous agitation, la révélation 

est réalisée grâce au kit commercial ECL peroxydase assay (GE 

Healthcare, Chicago IL USA) et avec un Chemidoc (Bio-Rad, Hercules 
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CA USA). 

4.2.3.3 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 à une 

longueur d’onde de 340 nm. 

 

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 l’activité totale de la PRK, l’échantillon est incubé 30 min 

avec 30 mM de DTT à 30°C. 

La réaction enzymatique en système couplé est réalisée dans un milieu 

réactionnel composé de 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA, 40 mM 

KCl, 10 mM MgCl2, 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 µL comprenant l’échantillon 

réduit (entre 300 µg et 500 µg). La mesure commence par l’ajout de 25 

mM de ribulose-5-phosphate (Sigma Aldrich : 83899) après que la 

ligne de base devient droite et stable afin de mesurer l’activité parasite 

des déshydrogénases de l’échantillon consommant du NADH.  
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6 ANNEXES 

Annexe 1 

Milieux de culture pour Chlamydomonas reinhardtii 

Pour 1 litre 
TAP (Tris Acétate 

Phosphate) 1x 

HSM (High Salt 

Minimal) 

1x 

H2O MilliQ 975 ml 925 ml 

Tris base 2,42 g - 

14x Beijerinck 

salts 
25 ml 25 ml 

2(K)PO4 1 M, 

pH 7 
1 ml - 

32x PO4 - 50 ml 

4Trace  

(Hutner + fer) 
1 ml 1 ml 

Acide acétique 
ajuster à pH 7 avec 

l’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 l’HCl 

si nécessaire. Pour produire des gamètes (TAP-N), le pH doit être ajusté 

un peu au-dessus de 7 (7,1 ou 7,2), car le pH diminue toujours un peu 

à l’autoclave, et si le pH est trop bas, les Chlamydomonas ne donneront 

pas de gamètes. 
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Les milieux solides sont obtenus en ajoutant de l’agar 1,5% (p/v) sauf 

pour les croisements qui nécessitent une densité supérieure et pour 

lesquels de l’agar 3% (p/v) est ajouté. 

Autoclaver immédiatement 30 minutes à 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 CaCl2.2H2O 

 -   4 g MgSO4.7H2O ou 3,3 g MgCl2.6H2O pour un milieu TAP 

sans soufre (-S) 

 ajuster à 1 l avec de l’eau MilliQ. 

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

 - 250 ml K2HPO4 1 M 

 ~ 170 ml KH2PO4 1 M 

3. 2x PO4 : 

 - 14,34 g de K2HPO4 (80 mM) 

 - 7,26 g de KH2PO4 (50 mM) 

 ajuster à pH 6,9 avec du KOH et à 1 l avec de l’eau MilliQ. 

4. Trace : 

• Méthode 1 : 

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

  - 11,40 g H3BO3 

  - 22,00 g ZnSO4.7H2O 

  -   5,06 g MnCl2.4H2O 

  -   4,99 g FeSO4.7H2O 

  -   1,61 g CoCl2.6H2O 

  -   1,57 g CuSO4.5H2O 

  -   1,10 g (NH4)6Mo7O24.4H2O 
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  puis chauffer à 100°C. 

=> ajouter les différents composés dans l’ordre, en ajoutant le suivant 

après dissolution totale du précédent. 

 2) Dissoudre 50 g de Na2EDTA dans 250 ml d’eau MilliQ en 

chauffant, puis ajouter à la solution précédente à 100°C. 

 3) Chauffer le mélange à 100°C, puis le refroidir à 80-90°C et 

ajuster le pH à 6,5-6,8 avec du KOH 20% (moins de 100 ml). 

 Le pH-mètre doit d’abord être calibré à 75°C ; la température 

du mélange doit rester supérieure à 70°C. 

 4) Ajuster à 1 l avec de l’eau MilliQ, et laisser se former un 

précipité couleur rouille pendant 2 semaines à température 

ambiante, dans un erlenmeyer de 2 l bouché avec un coton. La 

solution va passer de vert à violet. 

5) Filtrer plusieurs fois à travers trois couches de Whatman No. 

1 sous aspiration (entonnoir Büchner). Conserver la solution 

violacée à 4°C dans un flacon opaque. 

• Méthode 2 : 

1) Dissoudre les sels ci-dessous dans 400 ml d’eau MilliQ dans 

l’ordre indiqué : 

  -   4,99 g FeSO4.7H2O 

  - 50 g Na2EDTA 

Pour dissoudre le Na2EDTA, il est nécessaire d’augmenter le pH 

en ajoutant des pastilles de KOH jusqu’à ce que la solution 

prenne une coloration jaune/orangée. 

2) Dissoudre les sels ci-dessous dans 400 ml d’eau MilliQ dans 

l’ordre indiqué : 

  - 22,00 g ZnSO4.7H2O 

- 11,40 g H3BO3 

  -   5,06 g MnCl2.4H2O 



 

  216 

  -   1,61 g CoCl2.6H2O 

  -   1,57 g CuSO4.5H2O 

  -   1,10 g (NH4)6Mo7O24.4H2O 

Cette solution a une couleur rosée. 

3) Mélanger les deux solutions ci-dessus et ajuster le pH à 6,5 

avec des pastilles de KOH puis des solutions de KOH de 

concentration décroissante. 

4) Ajuster le volume à 1 l avec de l’eau MilliQ, et laisser se former 

un précipité couleur rouille pendant 2 semaines à température 

ambiante, dans un erlenmeyer de 2 l bouché avec un coton. La 

solution va passer de vert à violet. 

5) Filtrer plusieurs fois à travers trois couches de Whatman No. 

1 sous aspiration (entonnoir Büchner). Conserver la solution 

violacée à 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 

 

Figure 32. Croissance des souches sauvages (CC-4533) et des souches BlastR dans 

un photobioréacteur contrôlé. (A) Mesure de la croissance détectée par 

l'absorbance à 740 nm toutes les 10 minutes, en milieu TAP (mixotrophie) et en 

milieu HSM (autotrophie), la lumière étant réglée à 200 μmol photons m–2 s–1 avec 

une température et un agitateur réglé à 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 à la moyenne de 

deux réplicats biologiques (De Carpentier et al., 2020). 


