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INTRODUCTION 

1 Caractéristiques des Clostridia 

Les Clostridia représentent une Classe remarquable de bactéries qui occupent une 

place significative dans le domaine de la microbiologie. Caractérisées par leur nature 

anaérobie stricte et leur capacité à former des spores, les Clostridia sont largement 

répandues dans divers environnements, allant des sols aux intestins des humains et des 

animaux. Cette Classe bactérienne, appartenant au phylum des Firmicutes se distingue 

également par sa diversité, abritant à la fois des pathogènes redoutables pour l'homme, 

tels que Clostridioides difficile et Clostridium tetani, ainsi que des micro-organismes utilisé 

en industrie d'une grande importance, comme Clostridium acetobutylicum et Clostridium 

autoethanogenum. Cette polyvalence biologique fait des Clostridia un sujet d'étude 

fascinant pour comprendre les mécanismes de la pathogenèse, les interactions 

microbiennes et les applications biotechnologiques innovantes. 

1.1. Paroi cellulaire 

En 1884, Hans Christian Gram a élaboré une méthode de classification des bactéries 

basée sur leur paroi, les divisant en deux catégories : Gram-positif et Gram-négatif. Bien 

que cette observation ait permis de distinguer les types de parois, il est important de 

souligner que la coloration de Gram d'une bactérie ne correspond pas nécessairement à 

sa position dans un arbre phylogénétique. En effet, grâce à la phylogénie moderne et au 

séquençage des ARNr 16S des bactéries, une classification plus précise a été établie, 

révélant que des membres d'un même phylum peuvent présenter des caractéristiques de 

Gram positif ou négatif 1. Ces deux types de parois se distinguent sur le plan biochimique 

et structural. Dans le contexte des procaryotes, la paroi cellulaire représente un élément 

indispensable à leur survie, qu'ils soient classés comme Gram positifs ou Gram négatifs. 

Elle forme une barrière entre le milieu intracellulaire et l'environnement extérieur, assurant 

ainsi la protection des composants cellulaires contre les contraintes physico-chimiques 

potentiellement néfastes. Toutefois, la fonction de la paroi n'est pas d'être totalement 

imperméable ; au contraire. Son rôle est de permettre les échanges nécessaires au bon 



INTRODUCTION – Caractéristiques des Clostridia 
 

 

Page 15 sur 191 

 

développement de la bactérie. Les nutriments externes sont importés, tandis que les 

molécules devant être expulsées de la cellule sont sécrétées, notamment dans le cadre de 

processus tels que la communication par quorum sensing, la production de produits de 

fermentation toxiques, le maintien de l'équilibre osmotique par le transport d'ions, ou 

encore la dégradation des polysaccharides par des enzymes. 

Comme illustré dans la Figure 1, la paroi des bactéries Gram-positif se compose 

d'une unique membrane cytoplasmique, d'une épaisse couche de peptidoglycane, et, 

dans de nombreux cas chez les Clostridia, d'un surface layer 2. Cette dernière est constituée 

de protéines monomériques s'auto-assemblant, jouant un rôle crucial dans la survie et la 

croissance cellulaire. Parmi ses fonctions, on peut citer la présentation d'enzymes, comme 

l'ancrage du cellulosome chez la majorité des Clostridia cellulolytiques.  

La membrane plasmique est formée d'une bicouche lipidique composée de 

phospholipides, assurant le contrôle des échanges entre l'intérieur et l'extérieur de la 

cellule, avec une perméabilité sélective aux ions et aux petites molécules. La paroi des 

bactéries Gram-positif contient des acides lipotéichoïques et teichoïques exclusifs, jouant 

un rôle majeur dans sa robustesse. Les acides lipotéichoïques sont ancrés dans la 

membrane cytoplasmique via un domaine lipidique, tandis que les acides teichoïques sont 

liés de manière covalente aux couches de peptidoglycane 3. 
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Figure 1 : Schéma de la paroi cellulaire des bactéries Gram positif. 
La paroi est composée principalement d’une membrane plasmique, d’un peptidoglycane, d'acides teichoïques 
et lipoteichoïques, ainsi que d’une couche de proteins de structure appelé surface layer, celui-ci étant  facultatif 
selon les espèces. 

1.2. Sporulation 

De manière similaire à la paroi cellulaire, la capacité des Clostridia à sporuler 

constitue un mécanisme essentiel qui accroît leur survie et leur adaptation à leur 

environnement. La sporulation, largement étudiée chez Bacillus mais également présente 

chez de nombreux Firmicutes, y compris les Clostridia, est principalement déclenchée par 

des conditions de privation de nutriments 4.  

Le processus de sporulation implique plusieurs mécanismes moléculaires communs 

(Figure 2). Le gène maître Spo0A, transcrit par le facteur de transcription σH, puis traduit 

pour être phosphorylé (Spo0A∼P) par des histidine kinases orphelines, variant selon les 

espèces de Clostridia. Spo0A∼P initie la sporulation en activant une cascade de facteurs σ 

en aval (σF, σE, σG et σK), qui régulent et maintiennent l'état de sporulation. Ces 

mécanismes moléculaires entraînent des changements dans la composition de la paroi et 

du cytoplasme. Les Clostridia produisent de l'acide dipicolinique, qui, en se complexant 

avec les ions Ca2+, confère une thermorésistance. De plus, les small acid-soluble proteins 

(SASPs) offrent une protection contre la chaleur, les peroxydes et les radiations UV, tout en 

modifiant la conformation de l'ADN en une hélice A 4,5. 
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Lorsque les conditions environnementales sont favorables, une spore peut germer 

pour revenir à l'état de cellule végétative. Ce processus de germination, induit par des 

composés du milieu extérieur ou des facteurs physico-chimiques, implique la libération 

d'ions (H+, K+, Na+), suivie de la libération d'acide dipicolinique et de Ca2+. Le cortex de la 

spore est ensuite dégradé par des enzymes pour permettre l'absorption d'eau et le 

gonflement de la cellule. Les SASPs sont dégradées par des protéases de germination, 

libérant ainsi des acides aminés qui servent à la synthèse des protéines et au métabolisme 

4. 

 

Figure 2 : Cycle de vie d’un Clostridia 
En cas de conditions environnementales défavorables, les cellules quittent la phase végétative pour initier la 
morphogénèse vers la spore. La cellule s’allonge de plus en plus et des vésicules de granuloses s’accumulent, 
c’est à ce moment que les Clostridia pathogènes sécrètent leur toxine. Les cellules entament ensuite le processus 
de sporulation, et une division asymétrique se produit, donnant naissance aux compartiments de la cellule mère 
et de la pré-spore. La cellule mère englobe la pré-spore lors de la formation du cortex et de la paroi de la spore. 
Une fois le processus de maturation de la spore terminée, la cellule mère se lyse pour libérer la spore mature. 
Une fois des conditions favorables revenues, la spore donne naissance à une nouvelle cellule végétative. Adapté 
de 4, 
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1.3. Métabolisme 

En raison de la variété des habitats dans lesquels ils prospèrent, tels que les tissus 

animaux, le sol et l'eau marine 6, les Clostridia exploitent une gamme tout aussi diversifiée 

de nutriments. Certaines espèces se spécialisent dans l'utilisation de types spécifiques de 

substrats ; par exemple, Lachnoclostridium phytofermentans se distingue par sa capacité à 

dégrader la biomasse végétale 7, tandis que d'autres, comme Clostridium ljungdahlii, sont 

capables de fixer le monoxyde et le dioxyde de carbone 8. Les Clostridia se distinguent les 

uns des autres par leur métabolisme, qui peut reposer sur une grande variété de substrats, 

comme décrit dans le Tableau 1. Cette représentation ne couvre pas tous les métabolismes 

du genre Clostridium ; les métabolismes d'intérêt pour lesquels les Clostridia sont 

largement étudiés, tels que les métabolismes solvantogénique, acidogénique, Wood-

Ljungdahlii et cellulolytique, seront plus amplement développés ultérieurement. 

La diversité des métabolismes soutient l'idée générale selon laquelle les Clostridia 

sont des organismes hautement adaptés à leur environnement. Leur évolution est attestée 

par la diversité des espèces, et leur classification phylogénétique a été révisée à plusieurs 

reprises par le passé, comme nous le verrons dans la section suivante. 
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Tableau 1 : Principaux métabolismes chez les Clostridia.  
Adapté de 9 
 

Métabolismes Substrat(s) Produits Espèce type 

Cellulolytique 
Sucres, 
polysaccharides 

Éthanol, Acétate, H2, CO2, Lactate L. phytofermentans 

Wood-Ljungdahl CO2, CO Éthanol, Acétate, H2 C. ljundahlii 

Propionate Lactate Propionate, Acétate, CO2 C. propionicum 

Propionate Succinate Butyrate, Acétate, CO2, H2 C. mayombei 

Butyrate Sucres  Butanol, Acétone C. butyricum 

Acétone/Butanol Sucres  CO2, H2, Butyrate, Acétate C. acetobutylicum 

Alcolotrophique Alcools et/ou Acides Divers acides et solvants C. kluyveri 

Protéolytique 
Protéines, peptides, 
acides aminés 

Acétate, Propionate, Butyrate, CO2, 
NH4

+ 
C. propionicum 

Réaction Stickland Acides aminés Acétate, CO2, NH4
+ C. sticklandii 

Purinolytique Purines Acétate, formate, CO2, NH4
+ C. purinilyticum 

Pyrimidinolytique Pyrimidines Acides, CO2, NH4
+ C. oroticum 
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1.4. Phylogénie  

Dans cette exploration de la phylogénie des Clostridia, nous découvrirons que les 

Clostridia pathogènes et industriels sont étroitement liés sur le plan phylogénétique, et 

l'étude des uns peuvent nous éclairer sur les autres. Depuis la classification établie par 

Collins et al. 1994, qui a ordonné le genre Clostridium en 19 clusters, l'analyse 

phylogénétique basée sur le séquençage des ARNr 16S a révélé que seuls les organismes 

appartenant au cluster I devraient être classés dans le genre Clostridium. Cette constatation 

suggère que de nombreux organismes ont été incorrectement classés par le passé, 

soulignant la nécessité d'une reclassification10. 

Avec la publication de l'étude de Yutin et al. 2013, une nouvelle taxonomie a pu être 

établie en comparant un arbre phylogénétique basé sur un ensemble concaténé de 50 

protéines ribosomales largement répandues avec les arbres phylogénétiques basés sur la 

sous-unité bêta de l'ARN polymérase (RpoB), l'ADN gyrase (GyrB) et l'ARN ribosomique 

16S. Les résultats obtenus par cette méthode ont montré une concordance entre les trois 

arbres, ce qui a permis à Yutin et Galperin de reclasser de nombreuses espèces qui avaient 

été mal positionnées dans la phylogénie. Cette nouvelle taxonomie a remplacé l'ancienne 

dans les bases de données du NCBI en 2013, entraînant la séparation de certaines espèces 

de Clostridium entre différentes familles tout en maintenant leur appartenance à l'ordre 

Eubacteriales 11. 

Depuis cette révision taxonomique, de nombreuses espèces ont vu leur désignation 

changer (e.g Lachnoclostridium phytofermentans anciennement Clostridium 

phytofermentans appartient maintenant à la famille Lachnospiraceae et non Clostridiaceae).  

La Figure 3 illustre un arbre phylogénétique des espèces reclassifiées en 

mentionnant les nouvelles familles phylogénétiques auxquelles les espèces ont été 

classées 12. Cette reclassification des Clostridia se poursuit toujours, et tous les 

changements sont régulièrement mis à jour sur http://www.bacterio.net.  

http://www.bacterio.net/
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Figure 3 : Arbre phylogénétique de Lachnoclostridium phytofermentans et de quelques taxons de la 
Classe Clostridia basés sur des séquences d’ARNr 16S.  
Les numéros des clusters correspondent au système de classification de Collins et al. 1994. Les valeurs bootstrap 
ont été déterminées pour 1000 réplicats. Tiré de 7 
 

1.5. Clostridia commensaux et pathogènes 

Comme mentionné précédemment, il est acté que les Clostridia commensaux, 

pathogènes et ceux caractérisés comme ayant un intérêt industriel sont 

phylogénétiquement proches. Cette observation suggère que les outils génétiques et les 

méthodes développées pour l'étude d'un ensemble de Clostridia peuvent être appliqués 

à d'autres 13–17. La Classe des Clostridia comprend de nombreuses espèces qui revêtent 

une importance cruciale pour la physiologie, la santé et le microbiote intestinal humain. 

Chez des patients sains, les Clostridia pathogènes sont généralement inoffensifs. 

Cependant, en cas de déséquilibre, tel que celui induit par la prise d'antibiotiques ou 
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d'autres traitements antimicrobiens, certains Clostridia opportunistes peuvent proliférer et 

prendre le dessus sur le reste du microbiote intestinal, entraînant des maladies. 

Clostridioides difficile 12 (auparavant connu sous le nom de Clostridium difficile) est 

un représentant majeur des Clostridia pathogènes. Son infection est réputée pour 

provoquer des diarrhées sévères, colites, et est suggérée comme ayant un lien potentiel 

avec le développement de cancer du côlon. Selon une étude du CDC Emerging Infections 

Program (EIP) de 2015, une épidémie est apparue au début du XXIe siècle, infectant près 

d'un demi-million d'Américains (USA) et entraînant environ 29 000 décès en 2011 18.  

Typiquement, les infections à C. difficile touchent les patients vulnérables, tels que 

ceux immunodéprimés, âgés ou affaiblis. Étant principalement nosocomiales, elles 

surviennent souvent après des interventions chirurgicales ou des traitements antibiotiques. 

La prise de probiotiques après un traitement antibiotique est reconnue pour réduire le 

risque de développer des maladies causées par des souches antibiorésistantes 19. Par 

exemple, des consortiums microbiens comme le SER-109 ont été développés pour lutter 

contre les infections récurrentes à C. difficile (rCDI). Ce consortium, composé de 77 genres 

bactériens, dont 36 % sont des Lachnospiraceae, a montré une efficacité significative dans 

une étude de phase 3 en réduisant la rCDI à la semaine 8. En 2023, la Food and Drug 

Administration américaine a donné son approbation au SER-109, commercialisé sous le 

nom de VowstTM, pour traiter les rCDI.  

L’utilisation de probiotiques basés sur des Clostridia aurait de nombreux bénéfices. 

Ces bactéries dégradent un large panel de polysaccharides indigestes pour l’homme et 

produisent des métabolites aux nombreux bénéfices tels que les short-chain fatty acids 

(SCFAs) : acétate, propionate et butyrate. Les SCFA jouent un rôle essentiel dans la santé 

du tube digestif en nourrissant les cellules intestinales, en régulant l'inflammation et le 

microbiote, en influençant la motilité intestinale, en protégeant contre le cancer colorectal, 

en régulant l'appétit et en modifiant le pH intestinal. Ces effets contribuent à maintenir un 

système digestif sain et à prévenir diverses maladies gastro-intestinales 20. 
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1.6. Clostridia à intérêt industriels 

Parallèlement, les Clostridia ont suscité un intérêt croissant dans le domaine 

industriel en tant que châssis pour la production de divers produits chimiques. Un châssis, 

dans ce contexte, désigne un organisme utilisé à des fins de production industrielle et 

pouvant être modifié génétiquement pour optimiser les rendements des produits 

d'intérêts. Poussés par l’essor des biotechnologies, les châssis disponibles se sont 

diversifiés dans les phénotypes qu’ils arborent. Actuellement, les châssis traditionnels des 

bioraffineries incluent principalement Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae et 

Corynebacterium glutamicum (Tableau 2).  

Parmi ces hôtes, E. coli est couramment employé pour la production de 

biocarburants et d'autres alcools tels que le butanol et le propanol. Toutefois, sa moindre 

robustesse face aux variations de température, de salinité et de pH, ainsi que sa tolérance 

inférieure à l'alcool par rapport aux levures et aux Clostridia, limitent son utilisation en 

industrie.  

Les levures, quant à elles, sont reconnues pour leur grande robustesse et leur 

tolérance élevée aux inhibiteurs et aux produits toxiques, mais elles ne possèdent pas la 

capacité de fermenter naturellement les pentoses. C. glutamicum est couramment employé 

dans la production d'acides aminés, d'éthanol et d'acides organiques. Bien qu'il présente 

une bonne résistance aux phénols et aux furanes que l'on trouve habituellement dans les 

hydrolysats lignocellulosiques, il n'est pas naturellement capable d'utiliser les pentoses 21. 

Les Clostridia, pourtant moins connus du grand public, sont largement utilisés dans 

la production de nombreux produits chimiques. Parmi la grande diversité des Clostridia, 

quasiment tous les substrats connus peuvent être utilisés comme source de carbone : 

hexoses, pentoses, biomasse lignocellulosique ainsi que le gaz de synthèse. L’évolution de 

leur métabolisme solvantogénique leur a conféré une plus grande résistance aux alcools et 

solvants que les autres châssis. Leur culture en anaérobie qui semble initialement être un 

inconvénient, s’avère être un atout majeur à l'échelle industrielle. En effet, contrairement 

aux cultures aérobies qui nécessitent des systèmes complexes d'oxygénation du milieu de 
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culture, la culture en anaérobie ne nécessite qu’une agitation pour homogénéiser la culture 

offrant des gains énergétiques non négligeables. 

 

Tableau 2 : Comparatif des châssis industriels utilisés. 
Adapté de 22 
 

Organismes S. cerevisiae E. coli C. glutamicum Clostridia 

Mode de culture 
Aérobie 

Anaérobie 
Aérobie, 

Anaérobie 
Aérobie Anaérobie Anaérobie 

Application principale 
Alcools, 

protéines 
eucaryotes 

Molécule 
thérapeutiques, 
SCFAs, Biofuels 

Acides aminés, 
alcools, acides 

organiques 
SCFAs, Biofuels 

Temps de génération en 
conditions optimales 

90 min 20 min 3 - 5 heures 
Une à  plusieurs 

heures 

Diversité de substrat C6 
C6, Glycérol, 

Acétate 
C6, Glycérol, Acétate 

C6, C5, 
Lignocellulose, 

Syngas 

Valorisation de la 
biomasse cellulaire ★★★★★ ★ ★★ ★★★★ 

Résistance aux conditions 
de culture industrielles ★★★★ ★★ ★★★★ ★★★★ 

Facilité d’ingénierie 
génétique ★★★★★ ★★★★★ ★★★★ ★★★ 
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1.6.1. Clostridia solvantogènes 

De nombreux Clostridia industriels sont étudiés en raison de leur phénotype 

solvantogène. Le phénotype de production de solvants et de SCFA est commun à tous les 

Clostridia industriels. Ce qui distingue ces espèces est la source de carbone utilisée par leur 

métabolisme : glycolytique (C5 et C6), acétogène (C1) ou lignocellulosique (biomasse) ainsi 

que les produits de fermentations Figure 4 23. 

L'espèce la plus étudiée et représentative des Clostridia industriels est Clostridium 

acetobutylicum, elle est capable de fermentation ABE (acétone, butanol, éthanol) selon un 

ratio de 3:6:1. Son métabolisme se caractérise par sa subdivision en deux phases 

séquentielles. La première est la phase acidogène, qui se déroule lorsque C. 

acetobutylicum est en croissance exponentielle et se manifeste par une production rapide 

de SCFA (acétate et butyrate). La seconde est la phase solvantogène, qui survient lorsque 

la croissance cellulaire ralentit, permettant la production de solvants (acétone, butanol et 

éthanol : ABE), les SCFA étant partiellement réassimilés comme source de carbone durant 

cette phase 24. 

Dans l’étude de Nguyen et al. 2018, l’équipe a modifié génétiquement C. 

acetobutylicum en délétant des gènes responsables de la production de SCFAs (ptb, buk), 

d’acétone (crtAB) et d’acide lactique (ldhA) pour rediriger les flux de carbones vers la 

production de butanol. De plus, des gènes optimisés ont été surexprimés pour augmenter 

sa production. En couplant cette approche d'ingénierie métabolique et une méthode de 

production et purification à petite échelle, cette équipe a pu passer de 10 g/L de butanol 

dans le fermenteur à 550 g/L de butanol en sortie de décanteur après distillation 25. 
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Figure 4 : Le métabolisme des Clostridia.  
Les processus métaboliques oxydatifs (en jaune) génèrent des équivalents réduits (en bleu) ainsi que des 
métabolites intermédiaires. Les processus métaboliques réductifs (en vert) utilisent ces équivalents réduits (en 
bleu) pour la synthèse de produits (encadrés en noir). Les mécanismes d'équilibrage redox, permettant de 
maintenir l'équilibre des équivalents de réduction produits et consommés. Adapté de 23 
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1.6.2. Clostridia acétogènes  

Les Clostridia acétogènes se distinguent par leur capacité à produire de l'acétate à 

partir de deux molécules de dioxyde de carbone (CO2). Ces organismes sont des 

autotrophes facultatifs, capables de croître par l'oxydation de molécules organiques telles 

que les sucres à 5 et 6 carbones ainsi que les alcools, ou bien par l’oxydation de molécules 

inorganiques comme le dihydrogène (H2) ou le monoxyde de carbone (CO). La voie 

métabolique de Wood-Ljungdahl est centrale dans leur métabolisme, se composant d'une 

branche méthyle et d'une branche carbonyle et servant à la formation de l'intermédiaire 

central, l'acétyl-CoA26. Un modèle bien étudié pour ce groupe est C. ljungdalhii27, bien que 

d'autres espèces, telles que l’acétogène C. carboxidivorans 28, produisent également des 

biocarburants (éthanol, le butanol et l'hexanol) ainsi que des SCFAs ('acétate, le butyrate et 

l'hexanoate) 29. 

La voie de Wood-Ljungdahl est hautement économe en énergie. En croissance 

autotrophe, le CO2, le CO et le CH4 sont utilisés comme sources d'énergie et de carbone. 

En revanche, en croissance hétérotrophe, où les sucres en C5 et C6 servent de sources de 

carbone, la glycolyse libère du CO2 et est couplée à la voie de Wood-Ljungdahl. En 

exploitant la catalyse du pyruvate en acétyl-CoA par la pyruvate ferrédoxine oxidoreductase 

(PFOR) pour assimiler le CO2 produit, une nouvelle molécule d’acétyl-CoA est produite par 

la voie de Wood-Ljungdahl. En conséquence, les acétogènes ont la capacité de fixer 

l'entièreté du carbone des sucres.  Pour une molécule de glucose, trois molécules d’acétyl-

CoA (2 par Glycolyse + 1 en utilisant les 2 CO2 du pyruvate) seront produites 30. 

Les applications industrielles des acétogènes sont vastes et prometteuses. La 

fermentation des gaz de synthèse (syngas) permet de recycler les gaz résiduels d’un certain 

nombre d’industries telles que les industries métallurgiques et énergétiques utilisant des 

combustibles fossiles. Des entreprises telles que INEOS Bio, Synata Bio ou encore 

LanzaTech exploitent les Clostridia acétogènes autotrophes comme biocatalyseurs pour la 

production de biocarburants et d'autres molécules à valeur ajoutée. Par exemple, 

LanzaTech a annoncé produire de l’éthylène avec une neutralité carbone en modifiant leur 
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souche de Clostridium autoethanogenum, contribuant par conséquent à réduire l'émission 

de dioxyde de carbone dans l'atmosphère, une des principales sources d'émissions de 

l'industrie chimique 31. 

1.6.3. Clostridia cellulolytique  

La biomasse lignocellulosique représente une ressource abondante à la fois riche 

en carbone, économique et renouvelable. Elle présente une alternative prometteuse pour 

la transformation des économies locales en valorisant les déchets agricoles et municipaux 

pour produire des molécules industriellement intéressantes. Cette biomasse végétale peut 

se composer de cellulose, hémicellulose, lignine, pectine ou d'amidon suivant son origine. 

Une analyse détaillée de la composition de la biomasse végétale sera présentée dans le 

chapitre 2 de cette introduction. 

Dans cette section, nous nous concentrerons sur les Clostridia cellulolytiques. Parmi 

les Clostridia cellulolytiques, C. thermocellum est particulièrement étudié en raison de son 

potentiel industriel élevé en tant que dégradeur de cellulose. 

C. thermocellum, un thermophile capable de produire de l'éthanol directement à 

partir de la cellulose, a été isolé pour la première fois en 1926 par Viljoen et al. Des études 

ultérieures ont révélé que sa température de culture optimale est de 55°C, ce qui en fait un 

organisme intéressant pour la dégradation de la biomasse. Sa haute température de culture 

est un atout pour la production industrielle, car de nombreuses réactions biologiques sont 

exothermiques. Cette haute température optimale permet de réduire les besoins en 

refroidissement de grands volumes tout en réduisant grandement les risques de 

contamination 32. Cependant, l'utilisation industrielle de C. thermocellum est limitée par sa 

sensibilité à des concentrations élevées d'éthanol, ne tolérant que jusqu'à 5 g/L dans son 

milieu de culture avant que sa croissance ne soit significativement inhibée. Cette sensibilité 

est étroitement liée à la composition et à la structure de sa paroi cellulaire, composée 

principalement de lipides ramifiés et linéaires à 16 carbones, ainsi que de plasmalogènes 

à 16 carbones. Cette composition membranaire confère à la membrane plasmique une 

fluidité élevée, qui peut être exacerbée par la présence d'éthanol. Lorsque la fluidité 
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devient excessive, la membrane perd son intégrité, affectant alors la croissance et la 

physiologie cellulaire 33. 

 

 

Figure 5 : Paradigme du cellulosome de Clostridium thermocellum. 
Ce paradigme consiste en des enzymes individuelles contenant un domaine dockerine de type 1 intégré pouvant 
se lier aux domaines cohésines de type 1 de la scaffoldine primaire CipA. OlpB, Orf2p et SdbA sont des 
complexes protéiques qui s'ancrent dans la paroi cellulaire pour accueillir 1, 2 ou 7 cohésines de type 2. Le CBM 
permet à la cellule de s’accrocher à son substrat cellulosique. Adapté de 34 
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Au début des années 1980, l'équipe d'Ed Bayer a fait une découverte majeure en 

identifiant le cellulosome chez C. thermocellum (Figure 5). Depuis,le cellulosome de cette 

bactérie est devenu le système le plus étudié et le mieux compris parmi tous les systèmes 

cellulolytiques. Il s'agit d'un complexe protéique comprenant des protéines structurelles 

telles que les dockerines, les cohésines, les scaffoldines et les enzymes impliquées dans la 

dégradation de la lignocellulose, telles que les hémicellulases, cellulases, pectinases, 

chitinases, glycosidases, xylanases, mannanases, xyloglucanases et estérases 35. 

La pièce maîtresse du cellulosome chez C. thermocellum est une protéine 

macromoléculaire appelée CipA, qui a pour fonction d'être la scaffoldine qui soutient 

l’ensemble de la structure du cellulosome. Cette protéine comprend neuf domaines 

cohésines de type I qui se lient à des domaines dockerines de type I, lesquelles sont ensuite 

connectées aux domaines catalytiques des enzymes. CipA est ancré à la paroi bactérienne 

par une dockerine de type II et par des complexes protéiques d'ancrage tels que OlpB, 

Orf2p ou SdbA, qui possèdent des domaines cohésines de type 2 en nombre variable (1, 2 

ou 7), permettant de fixer plusieurs CipA. De plus, CipA contient un module de liaison aux 

glucides (CBM) qui attache le cellulosome à son substrat glucidique, assurant la proximité 

des enzymes avec leur substrat et contribuant de cette manière à l'efficacité du cellulosome. 

Il existe de nombreuses variantes de cellulosomes, allant des plus simples aux plus 

complexes, avec 63 chez C. thermocellum contre 160 enzymes chez Clostridium clariflavum. 

C. clariflavum exprime des scaffoldines ne possédant pas de domaine dockerine, ce qui 

rend ses cellulosomes "cell-free" par opposition aux cellulosomes "cell-bound" ancrés à la 

paroi cellulaire 34. 

Parallèlement à la découverte des systèmes cellulolytiques, le groupe d'Ed Bayer au 

Weizmann Institute a été pionnier dans l'ingénierie de cellulosomes modifiés, également 

appelés "Designer Cellulosomes". Morais et al. (2012) décrit la création de ces Designer 

Cellulosomes, où chaque protéine est considérée comme un module pouvant être 

assemblé à la scaffoldine en ajoutant les adaptateurs appropriés. En associant les domaines 

catalytiques des enzymes à une dockerine et à la cohésine correspondante (provenant du 

même organisme producteur du cellulosome) sur la scaffoldine, il est possible de contrôler 
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la composition enzymatique d'un cellulosome. Des améliorations ultérieures ont permis au 

cellulosome d'accepter une dockerine de type II, augmentant le nombre de cohésines et 

donc le nombre d'enzymes dans ce Designer Cellulosomes 36. 

Enfin, Vanderstraeten et son équipe ont mis en place en 2022 une toolbox et un 

pipeline permettant une construction rapide et combinatoire pour comparer les 

rendements des Designer Cellulosomes et déterminer la meilleure combinaison d'enzymes 

pour un substrat donné (Figure 6) 37. 
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Figure 6 : Optimisation des Designer Cellulosomes pour la dégradation de Galactomannan. 
Étape 1 : Sélection du substrat à dégrader et des enzymes nécessaires à sa dégradation en cherchant dans le 
répertoire des domaines catalytiques. Étape 2 : Optimisation du docking des enzymes.  Des tests d'activité ont 
permis de sélectionner trois variantes optimisées de l'enzyme de docking à incorporer dans le complexe final. 
Étape 3 : Optimisation de la scaffoldine. L'analyse de l'activité des scaffoldines et des enzymes-dockerin 
sélectionnées on permit de construire un cellulosome de conception optimisée pour la dégradation de 
Galactomannan. Adapté de 37 
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1.6.4. Lachnoclostridium phytofermentans 

1.6.4.1. Généralités 

Lachnoclostridium phytofermentans ISDgT a été découvert pour la première fois par 

Warnick et al. 2002. C'est une bactérie anaérobie mésophile à Gram positif isolée du sol 

forestier près du réservoir de Quabbin dans l'État du Massachusetts (États-Unis). Cet 

organisme se développe en utilisant à la fois les composants insolubles et solubles de la 

biomasse végétale, en commençant par la dégradation des polysaccharides végétaux tels 

que la cellulose, l'hémicellulose, l'amidon et la pectine, suivie de la fermentation des 

pentoses et hexoses résultants majoritairement en éthanol, acétate, lactate et formate 38. 

Selon la base de données CAZy, le génome de L. phytofermentans contient 171 

enzymes à activité glucidique (CAZymes), le plus grand nombre parmi les Clostridia 

séquencés à ce jour. Contrairement à d'autres Clostridia, les CAZymes exprimées par L. 

phytofermentans ne sont pas organisées en cellulosome mais sont sécrétées sous forme 

libre dans l'environnement 39. 

Les observations montrent des différences significatives dans la croissance et la 

production métabolique de L. phytofermentans en fonction du substrat carboné utilisé. La 

croissance est rapide en présence de glucose (Figure 7A), avec un temps de génération 

d'environ 4 heures, produisant environ 2,5 fois plus d'éthanol que d'acétate (Figure 7D). 

En revanche, en présence d'hémicellulose, la croissance est encore accélérée (Figure 7B) 

et la production d'éthanol et d'acétate est équivalente (Figure 7E). Enfin, l'utilisation de la 

cellulose comme substrat entraîne une croissance plus lente s'étalant sur plusieurs 

semaines (Figure 7C), avec une fermentation principalement axée sur la production 

d'éthanol (Figure 7F). La morphologie cellulaire de L. phytofermentans varie en fonction 

du substrat carboné. En présence de substrats solubles, les cellules sont généralement 

motiles avec un ou deux flagelles (Figure 7G-H), tandis qu'en présence de substrats 

insolubles, les cellules sont plus courtes, non flagellées et adhérentes à la biomasse (Figure 

7I) 40. Cette adhérence à la biomasse est une adaptation permettant d'augmenter la 

proximité des enzymes avec le substrat et de prévenir la compétition avec d'autres 

organismes. Alors que des bactéries cellulolytiques modèles telles que Clostridium 
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thermocellum et Ruminiclostridium cellulolyticum se fixent à leur substrat cellulosique grâce 

au Carbohydrate-Binding Module (CBM) de leur cellulosome, les mécanismes exacts 

d'adhérence au substrat chez L. phytofermentans restent à élucider, puisque cette fixation 

n'est pas assurée par le CBM du cellulosome. 

 

Figure 7 : Croissance, fermentation et morphologie cellulaire de L. phytofermentans sur différentes 
sources de carbone.  
Les barres grises indiquent les moments des échantillons prélevés pour la spectrométrie de masse. La croissance 
sur glucose (A) et hémicellulose (B) a été quantifiée en OD600nm. La croissance sur cellulose (C) a été mesurée en 
masse sèche de cellulose dans la culture. La production d'éthanol et d'acétate, principaux produits de 
fermentation, ainsi que la consommation de glucose dans le traitement au glucose, ont été mesurées par HPLC. 
Les lignes pointillées illustrent le rendement théorique maximal de l'éthanol. La microscopie électronique à 
balayage (MEB) montre des cellules se développant sur du glucose (G), de l'hémicellulose (H), et de la cellulose 
(I), avec une barre d'échelle blanche de 1 mm. Tiré de 40. 
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1.6.4.2. Métabolisme  

En raison de sa grande variété de CAZymes, L. phytofermentans est capable de 

dégrader un large éventail de substrats glycosidiques, ensuite captés par la cellule via une 

diversité de transporteurs. Des analyses in silico ont prédit que le génome de L. 

phytofermentans contenait 572 gènes codant des transporteurs, dont 173 pour le transport 

de glucides. Parmi eux, les ATP-Binding Cassettes (ABC) représentent la majorité des 

transporteurs responsables de la translocation des glucides par hydrolyse de l'ATP, avec 

158 gènes prédits dans le génome de L. phytofermentans. Les 15 gènes restants codent 

pour des transporteurs secondaires de type symport et antiport, qui assurent le transport 

des substrats avec l'implication de l'ATP (Figure 8). Une étude réalisée par Cerisy et al. 2019 

a révélé que la diversité des CAZymes n'était pas le seul facteur déterminant de l'efficacité 

de la dégradation de la biomasse par L. phytofermentans. En effet, l’inactivation de gènes 

réalisées à l'aide d'un LI.LtrB group II intron (targetron) ciblant le domaine 

transmembranaire des gènes, ont mis en évidence l'importance des ABC-Transporteurs 

dans la captation des hexoses et pentoses 41. 

En plus de son métabolisme des glucides particulièrement développé, le 

métabolisme énergétique de L. phytofermentans est conservateur (Figure 9).  Il repose sur 

un duo de complexes protéiques et enzymatiques membranaires. Ce duo est constitué 

d’ATPases et d’oxidoréductases de ferrédoxine réduite. La ferrédoxine réduite générée lors 

de la conversion du pyruvate en acétyl-CoA par le pyruvate ferrédoxine oxidoréductase 

contribue à la production d'éthanol à la fois directement par la réduction du NAD+ et du 

NADP+, et indirectement, en participant à la conservation de l'énergie. Un complexe 

protéique hautement exprimé, appelé Rnf, joue un rôle crucial dans la production d'éthanol 

grâce à la ferrédoxine réduite. Rnf est une oxidoréductase NADH:ferrédoxine translocatrice 

de sodium, il crée un gradient d'ions sodium utilisé par la F1Fo-ATPase translocatrice de 

sodium pour produire de l'ATP à partir d'ADP. Ainsi, le complexe Rnf soutient la production 

d'éthanol en générant de l'ATP indirectement, réduisant la dépendance à la production 

d'acétate pour la génération d'ATP 7. 
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Figure 8 : Modèle de l’import et du métabolisme des carbohydrate chez L. phytofermentans. 
Les CAZymes sont annotés par leur numéro de la base de données CAZy. Les enzymes métaboliques sont 
annotées par leur numéro NCBI. Les abréviations sont acide D-galacturonique (GA), L-rhamnose (R), D-mannose 
(M), D-glucose (Gc), D-galactose (G), D-xylose (X), L-arabinose (A), fructose (F), phosphate (P), voie du pentose 
phosphate (PPP), dihydroxyacétone-phosphate (DHAP), glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P). Pour chaque 
substrat, le nombre de protéines de liaison aux solutés extra-cellulaires (ESB) et de transporteurs ABC (ABC) 
significativement régulés est indiqué. Les régions colorées montrent le métabolisme du glucose (vert), du 
mannose (bleu), du xylose et de l'arabinose (jaune), du rhamnose (orange) et de l'acide galacturonique (rouge). 
Adapté de 39 
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Figure 9 : Métabolisme central de L. phytofermentans.  
Les co-facteurs réduits sont représentés en bleu, tandis que les molécules d'ATP sont en rouge. Ce schéma 
illustre les principales voies métaboliques impliquées dans la conversion des sucres en divers produits de 
fermentation, incluant l'éthanol, l'acétate et le lactate. Adapté de 7. 
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1.6.4.3. Autres études et brevets  

En raison du nombre limité d'équipes travaillant sur L. phytofermentans, cet 

organisme demeure relativement méconnu : moins de 300 résultats mentionnent L. 

phytofermentans selon la base de données du NCBI. Malgré cela, plusieurs travaux de 

recherche ont mis en lumière des aspects intéressants de cet organisme et de ses enzymes. 

Une découverte notable, mise en lumière par Petit et al. 2013 42, a révélé la présence 

de Bacterial Micro Compartments (BMC) chez Lachnoclostridium phytofermentans. Ces 

BMC sont des organites bactériens polyédriques constitués exclusivement de protéines, 

renfermant diverses enzymes fonctionnelles 43. L'étude a identifié deux loci codant ces 

BMC, dont l'un présente une forte homologie avec un locus de Roseburia inulinivorans, une 

bactérie commensale du microbiote intestinal, impliqué dans la conversion du fucose en 

propanol et propionate. La compartimentation au sein des BMC permet d'éviter la 

libération d'intermédiaires toxiques dans le cytoplasme, tels que les aldéhydes Figure 10. 

Lorsque le rhamnose ou le fucose sont utilisés comme seule source de carbone, les 

études ont démontré que L. phytofermentans produit principalement de l'acétate, du 

propionate, de l'éthanol et du propanol 42. La production de ces nouveaux produits de 

fermentation via l'utilisation des BMC suggère leur rôle essentiel dans l'optimisation des 

voies métaboliques et la protection cellulaire contre les composés toxiques. Par ailleurs, la 

compréhension des mécanismes de compartimentation des voies métaboliques pourrait 

être exploitée pour la synthèse d'autres composés d'intérêt, ouvrant ainsi de nouvelles 

perspectives en biotechnologie. 
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Figure 10 : Image de microscopie électronique à transmission de L. phytofermentans. 
Cellules cultivées sur fucose (A) et rhamnose (B) montrant une cellule avec de multiples structures polyédriques. 
Tiré de 42 

L. phytofermentans offre un fort potentiel industriel, en particulier avec l’émergence 

de la co-culture telle que celle avec S. cerevisiae, permettant une production efficace 

d'éthanol à partir de sous-produits agro-industriels 44. D’autre part, un consortium artificiel 

utilisant E. coli et L. phytofermentans favorise leur développement en synergie : E. coli 

consomme l'oxygène et les sous-produits inhibiteurs issus du catabolisme du cellobiose 

favorisant la croissance de L. phytofermentans qui, en retour, libère du glucose utilisable 

par E. coli, développant un cycle de croissance coopératif 45. 

En plus de son potentiel en tant que châssis de bioproduction, L. phytofermentans 

suscite également un intérêt pour ses enzymes notamment par leur caractérisation dans 

des systèmes d'expression exogènes. Par exemple, la surexpression d’une xylose 

isomérase hautement efficace issue de L. phytofermentans , a conduit à une fermentation 

plus efficace du xylose chez S. cerevisiae 46. Plus récemment, différentes voies d'assimilation 

du xylose, notamment via la xylose isomérase (XI) et la xylose réductase/xylitol 

déshydrogénase (XR/XDH), vers la voie des Pentoses Phosphates, ont été comparées pour 

la production d'éthanol. Cette étude a montré que l’expression seule de la xylose isomérase 

de L. phytofermentans permettait une assimilation de 84% du xylose. En complément, la co-



INTRODUCTION – Caractéristiques des Clostridia 
 

 

Page 40 sur 191 

 

expression de XI et XR/XDH a permis d'obtenir un meilleur équilibre NAD+/NADH, 

favorisant une meilleure détoxification des furanes produits lors de la consommation du 

xylose et augmentant ainsi le rendement d'éthanol de 38% 47. 

Ces recherches soulignent l'intérêt de L. phytofermentans dans la production 

d'enzymes cellulolytiques, qui peuvent être exprimées plus facilement de manière exogène 

que les enzymes dotées de domaines dockerine. Les premiers brevets publiés par l'équipe 

à l'origine de la découverte de cet organisme, revendique son utilisation pour les 

applications de la fermentation de la biomasse végétale par L. phytofermentans. Ces 

brevets revendiquent l’utilisation de L. phytofermentans pour la fermentation d'une large 

gamme de biomasse végétale et pour la production d'éthanol et d'hydrogène 48. Les 

différentes spécificités de L. phytofermentans ont permis d'éveiller son intérêt industriel 

pour la valorisation de la biomasse végétale, ces différents procédés et applications seront 

détaillés dans le prochain chapitre.  
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2. Produits d’intérêts 

2.1. Applications dans le domaine de la santé 

2.1.1. Protéines médicales  

Les Clostridia sont souvent associés aux infections qu'ils provoquent, ce qui leur 

confère une mauvaise réputation. Pourtant, les facteurs de virulence responsables de ces 

maladies peuvent être valorisés dans le domaine médical. Par exemple, la toxine botulique 

produite par Clostridium botulinum peut être létale pour un adulte suite à une injection de 

seulement 2 ng ou une inhalation de 13 ng 49. Cependant, administrée en microdose, elle 

a montré des bénéfices en médecine esthétique mais surtout dans le traitement de 

contractions spasmodiques telles que le blépharospasme, le spasme hémifacial, le 

strabisme et la dystonie cervicale 50. Ces contractions se manifestent par des mouvements 

forts, répétés et incontrôlés des paupières ou par des contractions musculaires fortes, 

prolongées et involontaires. De plus, elle est également utilisée en prophylaxie contre les 

migraines chroniques chez les adultes 51. La toxine botulique agit en inhibant l'action du 

complexe SNARE, responsable de la fusion entre les vésicules d'acétylcholine et la 

membrane présynaptique des cellules nerveuses. Ainsi, les récepteurs à l'acétylcholine ne 

sont pas stimulés et la contraction musculaire ne se produit pas. Ces mécanismes reflètent 

les symptômes de la paralysie flasque observée chez les patients atteints de botulisme. 

Les collagénases sont également largement utilisées en thérapie. Principalement 

produites par Clostridium histolyticum, ces enzymes ont pour fonction de dépolymériser les 

fibres de collagène de type I et III en rompant les liaisons peptidiques et agissent comme 

facteurs de virulence par C. histolyticum pour provoquer la gangrène gazeuse 52. Ces 

enzymes sont désormais utilisées dans le traitement de la contracture de Dupuytren et de 

la maladie de Peyronie 53. Ces pathologies sont caractérisées par des nodules rigides sous 

la peau, limitant la mobilité. Les collagénases dégradent ces nodules/plaques de collagène, 

permettant ainsi de retrouver une partie de la mobilité initiale. Elles sont également utilisées 

pour aider à éliminer les tissus morts des blessures ainsi qu’en médecine esthétique pour 
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réduire la cellulite chez les femmes adultes en dégradant les fibres de collagène qui 

tendent à tirer la peau de manière irrégulière 54,55.  

2.1.2. Protéines alimentaires 

Un nombre croissant d’entreprises et de start-up, telles que SolarFood 56 ou encore 

Superbrewed Food 57, se concentre sur le développement et la production de nouvelles 

protéines alimentaires. À l’instar de SolarFood, dont le domaine phylogénétique du 

microorganisme utilisé n'est pas public, SuperBrewed Food utilise une ou plusieurs 

espèces de Clostridia pour produire des aliments tels que des barres énergétiques 

composées de protéines à haute valeur nutritionnelle. Dans un brevet publié en 2022 

portant sur une fermentation de 20h, cette start-up garantit la production de protéines pure 

(20g/kg), d'acides aminés (7g/kg) mais également des SCFA, du butyrate et de l’acétate, 

décrits comme des éléments essentiels à l'équilibre intestinal 57. 

2.2. Biocarburants 

Les biocarburants sont des combustibles d'origine organique à partir de biomasse. 

Contrairement aux carburants conventionnels, ils sont produits dans un court laps de temps 

se comptant en jours contre des dizaines de millions d'années pour la formation de pétrole. 

Dans certains cas, la biomasse elle-même peut être utilisée comme biocarburant, par 

exemple les copeaux de bois. Généralement, le terme "biocarburant" fait référence à un 

carburant liquide ou gazeux utilisé pour alimenter des moteurs. Avant même l'utilisation 

généralisée du pétrole et autres dérivés, les premiers moteurs ont été développés avec 

pour source des biocarburants.  

Les premiers moteurs ont été développés pour un fonctionnement à base de 

biocarburant par deux pionniers : Nikolaus Otto et Rudolf Diesel, qui ont créé 

respectivement un premier moteur à combustion interne fonctionnant à l'éthanol ainsi 

qu'un moteur éponyme alimenté par des huiles végétales telles que l'huile d'arachide. 

Encore aujourd’hui, les biocarburants sont en pleine extension. Comme le montre le 

graphique de la Figure 11, historiquement, l’Amérique du Sud est un pionnier dans la 
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production de biocarburants et est aujourd'hui le deuxième plus grand producteur de 

bioéthanol et de biodiesel après les États-Unis. 

Les biocarburants se divisent en deux catégories : ceux à base d'alcool et ceux à 

base d'huile. A noter que, certains gaz sont également inclus dans la catégorie des 

biocarburants, tels que le H2 et le CH4 

 
Figure 11 : Évolution de la production de bioéthanol par continent entre 2006 et 2019.  
La production exprimée en milliards de litres est dominée par l'Amérique du Nord, suivie de l'Amérique Latine, 
de l'Europe, de l'Asie-Pacifique et de l'Afrique. Tiré de 58 
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2.2.1. La filière huile  

Un grand nombre d'espèces végétales sont connues et cultivées pour leurs propriétés 

oléifères, telles que le tournesol, le palmier à huile et le colza. Ces huiles sont extraites des 

graines par pressage à chaud ou à froid, et elles offrent deux possibilités d'utilisation en tant 

que biocarburant : elles peuvent être utilisées de manière pure et brute ou en association avec 

d'autres carburants dans les moteurs à allumage par compression (Diesel).  

Cependant, l'une des limitations majeures est la viscosité des huiles végétales brutes 

qui nécessite une adaptation du moteur. 

2.2.1.1. Bio-huile 

La bio-huile est le liquide résultant de la transformation de la biomasse soit par 

pyrolyse rapide soit par liquéfaction hydrothermale. De couleur marron foncé et avec une 

odeur fumée, ce biocarburant est une mixture d’acides, d'aldéhydes, d’alcools, de cétones, 

d’esters, de phénols et d’oligomères. En raison de son mélange non défini, ce biocarburant 

n’est pas adapté à une utilisation sur route dans des moteurs de véhicules. Les propriétés 

indésirables de la bio-huile comprennent une forte teneur en eau, une viscosité élevée, une 

teneur élevée en oxygène et une corrosivité élevée 59.  

Son coût de production élevée et la production d'un combustible de basse qualité 

rendent la commercialisation de la bio-huile difficile. Cependant, un projet pilote au Brésil 

vise à optimiser sa production à partir de la pyrolyse de résidus de canne à sucre, dans le 

but de l'utiliser pour le chauffage, la production d'électricité et de produits chimiques 60. 

2.2.1.2. Biodiesel  

Le biodiesel est produit à partir d'huiles végétales, de graisses jaunes, d'huiles de 

cuisson usagées ou de graisses animales. Ce carburant est obtenu par transestérification 

des triglycérides avec un alcool à courte chaîne, généralement du méthanol. Ce processus 

transforme les graisses et les huiles en biodiesel et en glycérine. La glycérine est un 

coproduit de la synthèse du biodiesel et peut être valorisée puisque couramment utilisée 

dans la fabrication de produits pharmaceutiques et cosmétiques.  
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Le biodiesel peut être mélangé et utilisé dans différentes concentrations. Les plus 

courantes sont le B5 (jusqu'à 5% de biodiesel) et le B20 (6% à 20% de biodiesel). Le B100 

(biodiesel pur) est généralement utilisé comme base pour produire des mélanges moins 

concentrés et est rarement utilisé comme carburant de transport car moins rentable. Le B20 

est un mélange courant car il offre un bon équilibre entre le coût, les émissions, les 

performances par temps froid, la compatibilité des matériaux et la capacité à agir comme 

solvant 61. 

La principale problématique de la filière huile réside dans son besoin en terres 

arables pour cultiver des plantes oléagineuses. Dans la section suivante, nous examinerons 

les différentes générations de biocarburants. Produire des biocarburants à partir de plantes 

qui pourraient être utilisées pour l'alimentation humaine n'est pas durable, et des 

alternatives doivent être trouvées. Pour le biodiesel, par exemple, la culture de microalgues 

pourrait rendre cette filière à la fois plus rentable et plus durable. Cette alternative sera 

discutée en détail dans la partie consacrée aux générations de biocarburants. 

2.2.2. La filière alcool  

En parallèle à la production de gazole pour les moteurs Diesel, la filière de l'alcool 

représente la première source de biocarburant dans le monde. Selon l'Agence internationale 

de l'énergie, les États-Unis ont produit 57,5 milliards de litres d'éthanol et 14,7 milliards de litres 

de biodiesel en 2022. Tout comme pour la production d'huile végétale, il existe une grande 

diversité d'espèces végétales qui pourraient être utilisées comme source d'amidon ou de sucre 

plus simple 62. Les plus cultivées sont le maïs, le blé, la canne à sucre et la betterave sucrière. 

De nouvelles recherches pourraient rendre la production de bioalcool plus pérenne, elles 

conduisent à la revalorisation de déchets au lieu de l’exploitation de ressources agricoles 

opposant l’alimentation de la population à la production de biocarburant.  

Les bioalcools majoritairement produits sont l'éthanol, le méthanol et le butanol, chacun 

a des propriétés physico-chimiques en fonction du nombre de carbone qu’il possède, le 

Tableau 3 récapitules les caractéristiques de chacun en tant que biocarburant.  
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Tableau 3 : Comparaison des propriétés des bioalcools et de l’essence.  
Adapté de (75) 
 

Biocarburants Méthanol Ethanol Butanol Essence 

Caractéristiques techniques 

Valeur énergétique 
(MJ/L) 

16,7 21,2 29,2 32,5 

Ratio Air-Carburant 6.6 9 11-12 12-15 

Research Octane 
Number (RON) 

109 129 96 91-99 

Production de CO2 (kg/L) 1,7 2,2 2,9 4,7 

Aspects pratiques 

Utilisation maximal seul 50% 85% 100% 100% 

Moteur Modifications 
nécessaire 

Modifications 
mineures 

Sans modification Sans 
modification 

Possibilité de stockage Hautement corrosif, 
réservoirs spéciaux 

Hygroscopique, 
réservoirs 
protégés 

Comparable à 
l’essence, moins 

volatile 

Facile à stocker, 
infrastructure 

existante 

 

2.2.2.1. Biométhanol 

Le biométhanol est encore largement méconnu en tant que carburant direct pour les 

véhicules, bien qu’il soit de plus en plus envisagé notamment pour lutter contre les émissions 

de particules fines dans l'atmosphère. Des projets d'envergure, tels que celui coordonné par 

TotalEnergies sur le site de Fraunhofer CBP, visent à produire du méthanol de manière 

renouvelable. Cette production implique la synthèse de méthanol en combinant du CO2 

industriel hautement concentré avec de l'hydrogène généré par électrolyse de l'eau, en utilisant 

l'énergie solaire ou éolienne 63. 

Selon le Methanol Institute, le méthanol peut être utilisé comme additif à l'essence ou 

comme carburant autonome. Par exemple, le carburant A20 contient du méthanol, de l'éthanol 

et de l'essence 64. De plus, une étude menée par Wang et al. 2019 a démontré qu'un mélange 

de 70% de méthanol dans de l'essence ayant un RON de 81,1 augmentait le rendement du 
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moteur de 30%. Il est même possible d'utiliser des mélanges de méthanol allant jusqu'à M50 

sans qu'il y ait une détérioration significative (moins de 5%) de l'autonomie du véhicule 65. 

2.2.2.2. Bioéthanol  

Le bioalcool le plus produit est l'éthanol, obtenu par la fermentation d'amidon hydrolysé 

ou de sucres simples par la levure Saccharomyces cerevisiae. À ce jour, le bioéthanol est le 

bioalcool le plus largement produit. Au cours des deux dernières décennies, de nombreuses 

usines ont été construites pour produire du bioéthanol de manière plus économique et efficace. 

Ces enjeux seront discutés dans la section suivante, concernant les différentes générations de 

biocarburants 66. 

Le bioéthanol peut remplacer partiellement l'essence conventionnelle jusqu'à 85%, ce 

qui constitue le carburant E85, composé de 85% d'éthanol et de 15% d'essence. En France, il 

est possible d'utiliser du E85 sans modification du moteur. Cependant, étant environ 30% moins 

calorique que le SP95, une modification de la fréquence d'injection du carburant en modifiant 

le calculateur du véhicule est nécessaire pour assurer un bon fonctionnement du moteur 67. 

Au Brésil, des gammes de véhicules dits "Flexible-fuel" sont vendues pour utiliser toutes 

les concentrations d'éthanol comme carburant, allant de E20 à E100.  

Du fait de son RON élevé, l’éthanol résiste plus à l’auto-inflammation que l’essence. À des 

températures plus basses, il est plus difficile pour l'éthanol d'atteindre les conditions 

nécessaires pour s'enflammer spontanément dans le cylindre du moteur. Les problématiques 

de démarrage à froid (températures inférieures à 15°C) ont été résolues en ajoutant un 

deuxième réservoir plus petit près du moteur, en réchauffant ce réservoir cela facilite le 

démarrage du véhicule 68,69. 

2.2.2.3. Biobutanol  

Le biobutanol est l'un des biocarburants les plus prometteurs de la filière alcool. 

Tout comme le bioéthanol, il est produit par la fermentation de microorganismes. 

Cependant, la production à l'échelle industrielle du butanol est réalisée spécifiquement par 

des bactéries du genre Clostridium, telles que Clostridium acetobutylicum, Clostridium 

beijerinckii, Clostridium saccharoperbutylacetonicum ou Clostridium  saccharobutylicum, 

qui fermentent des sucres simples ou des hydrolysats de biomasse d'amidon 70. 
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Pour démontrer les avantages de l'utilisation du butanol comme carburant, David 

Ramey a traversé les États-Unis en 2005 sur environ 10 000 miles à l'aide d'une voiture Ford 

Buick de série alimentée uniquement au butanol (B100), sans aucune modification du 

véhicule. En effet, les avantages de l'utilisation du butanol par rapport aux autres 

biocarburants sont nombreux et significatifs 71. 

Le biobutanol peut être utilisé pur ou en mélange avec de l'essence. Contrairement 

à l’éthanol, aucune modification du moteur n'est nécessaire pour son utilisation. Du fait de 

sa faible pression de vapeur, il est plus sûr à manipuler que d'autres biocarburants. Il n'est 

pas hygroscopique, ce qui signifie qu'il peut être mélangé à l'essence dans les raffineries 

et y être stocké. Il est moins corrosif que l’éthanol, ce qui permet d'utiliser les infrastructures 

existantes telles que les réservoirs, les pipelines, les pompes et les stations-service. De plus, 

son contenu énergétique est plus élevé, ce qui augmente le rapport kilométrage/essence 

72. 

De manière générale, l'utilisation de bioalcools comme biocarburant permet de 

réduire les émissions de CO2 dans l'atmosphère pour une même valeur énergétique par 

rapport à l'essence (Tableau 3). Il est souvent supposé que plus le bioalcool possède une 

chaîne carbonée longue, plus il est intéressant en tant que biocarburant. Cependant, le 

propanol n'a pas suscité beaucoup d'intérêt de la part des industries en raison de son coût 

de production élevée par rapport à l'énergie qu'il libère, soit environ 24 MJ/L. En effet, sa 

densité énergétique n'est pas plus élevée que celle de l'éthanol et est nettement inférieure 

à celle du butanol. Il pourrait cependant être envisageable de l'introduire dans des 

mélanges d'alcool, tels que le mélange propanol-butanol-éthanol 73. 

2.2.3. Les générations de biocarburants  

Avec la Ford T, conçue pour fonctionner au bioéthanol, Henry Ford avait pour 

ambition de faire produire le carburant de sa voiture par des agriculteurs. Cependant, avec 

la diminution croissante du prix du pétrole, l'essence a rapidement remplacé le bioéthanol. 

Dans cette partie, les différentes générations de biocarburants, avec leurs avancées et leurs 
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limitations, seront exposées. De manière générale, les biocarburants sont classifiés en 

quatre générations suivant la biomasse utilisée pour leur production (Figure 12) 74. 

La biomasse est par définition un ensemble de matière organique, que ce soient les 

récoltes agricoles telles que les grains de maïs, ou les déchets issus de ces dernières, 

généralement non valorisés, comme les tiges ou les feuilles. Les biocarburants se 

distinguent par leur caractère renouvelable, offrant une alternative aux  hydrocarbures 

fossiles (charbon, gaz et pétrole), dont les réserves sont estimées à s'épuiser dans 

respectivement 54, 63 et 112 ans selon EDF 75. Il ne fait donc aucun doute que le domaine 

des biocarburants constitue un élément de plus en plus important dans le paysage 

énergétique et chimique. 

 

Figure 12 : Les générations de biocarburants. 
Les générations de biocarburants sont classées en quatre catégories en fonction des matières premières 
utilisées. La 1ère génération est dérivée de ressources alimentaires comme le maïs, la 2ème de matières non-
alimentaires comme la biomasse lignocellulosique, la 3ème des algues, et la 4ème explore des approches 
avancées utilisant des organismes génétiquement modifiés (OGM). Adapté de 74 
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2.2.3.1. 1ère génération : Naissance des biocarburants 

Les biocarburants de première génération sont issus de la fermentation ou de 

l’hydrolyse de matières premières provenant de cultures vivrières telles que la canne à 

sucre, la betterave sucrière, la mélasse ou encore des céréales comme le blé, l'orge et le 

maïs. Le maïs constitue la principale source de bioéthanol dans le monde, la majeure partie 

de cette production étant issue des États-Unis à hauteur de 42% de la production mondiale 

76. Pour la production d'éthanol à partir de maïs, les grains sont broyés et l’amidon qu’ils 

contiennent est liquéfié 77. Le pH est ajusté pour permettre l’hydrolyse de l’amidon par 

l’alpha-amylase, ce qui forme des disaccharides. Ensuite, la saccharification est réalisée en 

ajoutant une deuxième enzyme, la glucoamylase, qui permet une seconde hydrolyse pour 

obtenir une solution de glucose 78. Cette solution est ensuite fermentée par la levure S. 

cerevisiae. Une fois l’éthanol extrait, les coproduits peuvent être vendus et la biomasse 

cellulaire peut être utilisée comme source de protéines pour l'alimentation animale 79,80. 

Malheureusement la production d'éthanol à partir de maïs n'est pas rentable. Par 

exemple, en 2012, le prix du maïs sur le marché était proche de 338$/tonne, aboutissant 

entre 400 et 450 L d’éthanol selon les procédés de production. Avec un prix de vente de 

l'éthanol à 0,68$/L, cela ne permettait pas d’amortir le prix d'achat du maïs par la seule 

vente de l’éthanol. Encore aujourd’hui, les coproduits sont donc vendus comme nourriture 

pour le bétail pour équilibrer les coûts 81. De plus, cette génération de biocarburants entre 

en directe concurrence avec l'alimentation humaine et n’offre donc pas de solution viable 

à long terme. 

2.2.3.2. 2ème génération : Dégradation de la lignocellulose 

La seconde génération de biocarburants englobe les processus de valorisation de 

la lignocellulose. Celle-ci peut provenir de déchets agricoles et municipaux 

lignocellulosiques valorisables. La principale différence avec la première génération réside 

dans la matière première utilisée pour produire les biocarburants, la deuxième étant 

exclusivement constituée de déchets issus de l'activité humaine ou de la biomasse végétale 

provenant de cultures non vivrières tels que le Miscanthus x giganteus et le Panicum 

virgatum 82. Le cycle de vie des biocarburants de deuxième génération montre une 
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augmentation du gain énergétique net par rapport aux biocarburants de première 

génération (Tableau 4).  

 

Tableau 4 : Production de biomasse, production d'éthanol et superficie des terres nécessaires pour 100 
Mds de Litres de carburants renouvelables aux USA.  
Adapté de 83 

Matières 
premières 

Grain de maïs Canne de maïs Total maïs Panicum Miscanthus 

Biomasse 
exploitable 

(tonnes/acre) 
11,12 8,15 19,27 11,37 32,62 

Éthanol (gal/acre) 4235 2806 7071 3938 11206 

Million d'hectares 
nécessaires pour 
100 Mds de litres 

d'éthanol 

4,77 7,4 2,75 5,18 1,62 

% des terres 
cultivées récoltées 
en 2006 aux États-

Unis 

24,4 37,2 14,8 26,5 9,3 

 

La biomasse lignocellulosique utilisée pour la production de biocarburants de 

deuxième génération est classée en trois catégories 84: 

- Homogène : comprend les copeaux de bois (coût approximatif de 100 à 120 

$/tonne). 

- Quasihomogène : comprend les résidus forestiers et agricoles (coût approximatif 

de 60 à 80 $/tonne). 

- Non homogène : comprend les déchets municipaux (coût approximatif de 0 à 60 

$/tonne). 

Ces différentes biomasses peuvent être traitées par des procédés thermochimiques 

ou biochimiques (Figure 13). 
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Figure 13 : Les deux voies de production de biocarburants à partir de biomasse.  
La voie biochimique implique l'hydrolyse de la cellulose, hémicellulose et lignine en monosaccharides, suivie de 
la fermentation pour produire de l'éthanol. La voie thermochimique convertit la biomasse en biochar, bio-huile 
et syngas puis en éthanol via des processus catalytiques. Adapté de 81 
 

Dans cette partie, nous décrirons les différentes approches pour valoriser la biomasse 

lignocellulosique par des voies thermochimiques et biochimiques. Il est d'abord essentiel 

de définir précisément la composition de la biomasse afin d'exploiter pleinement son 

potentiel et d'adapter les prétraitements chimiques, biologiques et biochimiques en 

conséquence. 

Composition de la biomasse  

La lignocellulose, ensemble de polymères les plus abondants sur Terre, se compose 

principalement de trois polymères, dont deux d'origine glucidique, la cellulose et 

l’hémicellulose, ainsi qu'un polyphénolique, la lignine. La lignine confère une rigidité et une 

résistance aux parois cellulaires en se liant aux autres polymères glucidiques 84. La cellulose, 

quant à elle, constitue le principal polysaccharide structurel de la paroi cellulaire primaire 

des plantes, composée de chaînes linéaires d'unités de D-glucose liées β(1→4) 85. En 
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moyenne, la biomasse sèche se compose de 40% de cellulose, 25% d'hémicellulose, 25% 

de lignine, et 10% de pectine, protéines et cendres. Ces proportions peuvent toutefois 

varier considérablement d'une espèce de plante à une autre en fonction de leurs besoins. 

Les arbres présentent une concentration plus élevée de cellulose leur conférant une grande 

robustesse tandis que les céréales affichent un taux d'hémicellulose supérieur conférant 

une souplesse aux graminées 84. 

La cellulose est constituée d’une chaîne de disaccharides appelée cellobiose, un 

dimère de glucose (Figure 14). Ces chaînes de cellulose s’assemblent par des interactions 

de Van der Waals et des liaisons hydrogènes pour former des microfibrilles, qui sont ensuite 

regroupées en fibres de cellulose. Dans la biomasse, la cellulose se présente à la fois sous 

forme cristalline et amorphe. La cellulose cristalline, la forme ordonnée, représente la 

majeure partie de la cellulose, tandis qu'une petite fraction, sous forme non organisée, 

constitue la cellulose amorphe, plus sensible à la dégradation enzymatique 86. 

L’hémicellulose constitue le second polymère le plus abondant de la lignocellulose. 

Contrairement à la cellulose, elle n’est pas chimiquement homogène, ce qui engendre une 

grande variété de monosaccharides qui la composent. Ces monosaccharides comprennent 

des pentoses (xylose et arabinose), des hexoses (glucose, galactose, rhamnose et 

mannose), ainsi que des acides uroniques (acides 4-O-méthyl glucuronique, D-

glucuronique et D-galacturonique) 87. Comme la lignocellulose, la composition de 

l'hémicellulose varie selon les espèces végétales mais les polymères qui la composent sont 

également variables. Par exemple, les polymères de pentoses (pentosanes) les plus 

courants dans la paille et l’herbe sont le xylane, l'arabinoxylane, le glucuronoxylane, 

l'arabino-glucuronoxylane, l'arabino-4-O-méthyl-glucuro-noxylane et le galacto-arabino-

glucuronoxylane. Les hexosanes majoritaires dans l’hémicellulose sont les glucanes et les 

mannanes.  

Lors de la fermentation de l'hémicellulose, il est intéressant de noter que du furfural 

est produit, et agirait comme un inhibiteur de la croissance des micro-organismes. C’est 

pourquoi l'étape de prétraitement peut être indispensable dans certains cas pour éviter 

une perte de rendement due à des produits de dégradation toxiques 88 
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Contrairement à la cellulose et à l’hémicellulose, la lignine est un hétéropolymère 

aromatique résultant de l’assemblage d’unités monomériques : le p-hydroxyphényl (H), le 

guaiacyl (G) et le syringyl (S). Ces trois monomères phénylpropanoïdes dérivent des 

monolignols : l’alcool p-coumarylique, l’alcool coniférylique et l’alcool sinapylique. 

L'abondance de chacune de ces unités monomériques varie selon l'espèce végétale et le 

tissu de la plante. Par exemple, la lignine se compose de trois monomères chez les 

graminées. Tandis que les bois tendres (gymnospermes ou conifères) contiennent une 

proportion proche de (G) et (S), la lignine des bois durs (angiospermes ou feuillus) est 

composée quasiment exclusivement de (G) 84. Présente dans la paroi primaire des cellules 

végétales, la lignine confère rigidité, imperméabilité et résistance aux infections 

microbiennes et au stress oxydatif. Elle agit comme une colle, se liant de manière covalente 

à la cellulose et à l'hémicellulose pour rendre la biomasse insoluble dans l’eau 88. 

En fonction de la catégorie de biomasse utilisée (homogène, quasi-homogène et 

non-homogène), les approches employées pour la transformer seront différentes. De fait, 

une biomasse non-homogène sera transformée par voie thermochimique, alors qu’une 

biomasse homogène pourra être utilisée par voie biochimique.  

 

Figure 14 : Structure et composition de la lignocellulose de la paroi d’une cellule végétale.   
Les trois polymères constitutifs sont : la cellulose, l'hémicellulose et la lignine, composé de syringyl, guaiacyl et 
p-hydroxyphényl 
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Transformation thermochimique  

Les approches thermochimiques regroupent les différents processus au cours 

desquels la biomasse est soumise à des températures élevées. Selon la température 

utilisée, les produits obtenus diffèrent et peuvent être classés en trois fractions distinctes : 

solide (biochar), liquide (huile de pyrolyse) et gazeuse (syngas). À des températures basses 

(250 - 300°C) et en l'absence d'oxygène, la biomasse subit une torréfaction, produisant du 

biochar, un solide couramment utilisé pour améliorer la qualité des sols agricoles. À des 

températures plus élevées (550 - 750°C) et toujours en l'absence d'oxygène, le processus 

de pyrolyse génère de la bio-huile, comme décrit précédemment. À des températures très 

élevées (750 - 1200°C) et avec une faible quantité d'oxygène, la gazéification produit 

principalement du syngas (CO, CO2, H2), avec des coproduits tels que le biochar et la bio-

huile. Un avantage notable de ces procédés thermochimiques est leur quasi-autosuffisance 

énergétique, car l'oxydation partielle ou totale de la biomasse est une réaction 

exothermique qui contribue au maintien de la température nécessaire à la transformation 

de la lignocellulose. Cette méthode permet généralement de produire de l'éthanol à 

moindre coût : environ 360 litres d'éthanol peuvent être obtenus à partir d'une tonne de 

biomasse, avec un coût de production avoisinant les 0,3$/L. Toutefois avec ce procédé, 

l'utilisation de biomasse homogène est peu recommandée en raison de son coût élevé ; il 

est préférable de réserver ce type de biomasse riche pour les processus de transformation 

biochimique 81,86 

Transformation biochimique  

L'approche de transformation biochimique est considérée comme plus durable que 

l'approche thermochimique et pourrait révolutionner la manière dont nous traitons nos 

déchets lignocellulosiques. Ce procédé repose sur trois grandes étapes : la digestion ou 

prétraitement de la biomasse, l’hydrolyse puis la fermentation. L'objectif idéal est de 

valoriser cette biomasse en produisant des molécules à valeur ajoutée moyenne à élever. 

Cependant, cela nécessite une expertise approfondie en ingénierie biologique ainsi qu'une 

optimisation des processus de production à l'échelle industrielle. Cette section abordera 

les technologies et les processus actuels de valorisation de la biomasse végétale. 



INTRODUCTION – Produits d’intérêts 

 

Page 56 sur 191 

 

1. Pré-traitements de la biomasse  

Pour valoriser la biomasse lignocellulosique, il est nécessaire de la rendre 

exploitable, cela passe par une ou plusieurs étapes de prétraitements qui peuvent être 

combinées selon la source de la biomasse. A l’heure actuelle, les prétraitements sont divisés 

en 4 catégories : 

Les techniques dites physiques sont utilisées pour libérer les fibres de celluloses pour les 

rendre exploitables par la suite. Ces techniques sont : l’irradiation aux micro-ondes, 

l'homogénéisation à haute pression et le broyage. Le coût énergétique de ces approches 

les rend non-viables économiquement à grande échelle.  

Les pré-traitements physico-chimiques incluant principalement l’explosion de vapeur 

d’eau. L'explosion de vapeur est un traitement combiné de chaleur et d'eau où les matières 

végétales sont chauffées dans de l'eau sous pression, de sorte que la température soit 

supérieure à 100°C et la pression bien supérieure à la pression atmosphérique. La haute 

température de l’eau brise les fibres de la biomasse, rendant accessible la cellulose. Les 

désavantages sont la libération de composés toxiques dérivant de la lignine et de 

l’hémicellulose.  

Les pré-traitements chimiques tels que des acides, des bases, des solvants biologiques et 

organiques sont utilisés pour séparer la lignine de la biomasse lignocellulosique avec un 

faible taux de libération d’inhibiteurs de croissance. Ces techniques utilisent de grande 

quantité de réactifs onéreux et nécessitent la mise en place de matériel résistant à la 

corrosion.  

Les pré-traitements biologiques tirent profit de la capacité de certains microorganismes à 

être cellulolytiques (généralement des Fungi) pour dégrader partiellement la 

lignocellulose. Par exemple, Trichoderma reesei, un champignon réputé pour sa capacité à 

produire des quantités importantes d'enzymes dégradant la biomasse végétale 89. Ce type 

de prétraitement est le plus lent mais le plus prometteur car il est le moins coûteux en 

énergie et avec l’essor de la biologie de synthèse, de plus en plus d’organismes 

cellulolytiques comme L. phytofermentans émergent comme étant des châssis cellulaires 
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intéressants. Une fois la cellulose accessible, les enzymes cellulolytiques sont purifiées pour 

être ajoutées à la biomasse pour effectuer la saccharification 86.  

2. Traitement de la biomasse 

Après un ou plusieurs pré-traitements de la biomasse, qui dépendent du type de 

biomasse utilisée, plusieurs technologies sont couramment utilisées ou en développement 

pour valoriser la biomasse et produire des biocarburants. Parmi celles-ci, on trouve : 

Separate Hydrolysis and Fermentation (SHF). La technologie d'hydrolyse et de 

fermentation séparées (SHF) est une méthode de production de biocarburant qui divise les 

étapes d'hydrolyse et de fermentation en deux phases distinctes. Bien que cette approche 

offre des avantages et des inconvénients, elle reste largement utilisée et étudiée. Parmi ses 

avantages, la SHF permet d'optimiser indépendamment les étapes d'hydrolyse et de 

fermentation, ce qui peut améliorer le rendement final en biocarburant. De plus, elle offre 

la flexibilité d'utiliser différents micro-organismes pour chaque étape, ce qui peut être 

bénéfique si certains micro-organismes sont mieux adaptés à l'hydrolyse ou à la 

fermentation. Cependant, la technologie SHF comporte également des inconvénients. La 

nécessité de mettre en place deux systèmes de fermentation/hydrolyse distincts peut être 

coûteuse et complexe. De plus, les transferts de matière et d'énergie entre les deux phases 

peuvent entraîner une perte de rendement en biocarburant, ainsi qu'un risque de 

contamination si plusieurs organismes sont utilisés. En résumé, bien que la technologie SHF 

offre des possibilités d'optimisation des processus, elle peut également présenter des défis 

logistiques et des risques associés à la séparation des étapes d'hydrolyse et de 

fermentation. 

Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) et Simultaneous 

Saccharification and co-Fermentation (SScF). La saccharification et fermentation 

simultanées (SSF) ainsi que la saccharification et co-fermentation simultanées (SScF) sont 

deux méthodes qui fusionnent la saccharification enzymatique et la fermentation dans un 

même bioréacteur. L'avantage principal de la SSF est sa capacité à réaliser l'ensemble du 

processus de production de biocarburant en une seule étape, ce qui peut être plus efficace 
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en termes de rendement, de temps et de coûts 90. Cependant, un inconvénient majeur de 

la SSF est que les pentoses issus de l'hémicellulose ne sont pas entièrement utilisés comme 

source de carbone, entraînant ainsi une sous-utilisation de la biomasse. La SSCF représente 

une amélioration de la SSF car elle intègre des voies de dégradation des xyloses, 

permettant ainsi l'utilisation des pentoses comme source de carbone. Cela conduit à une 

meilleure valorisation de la biomasse en exploitant l'hémicellulose comme substrat de 

production de biocarburants. Cependant, ces approches présentent également des 

inconvénients, tels qu'une diminution de l'efficacité de l'hydrolyse de la biomasse en raison 

de l'incorporation des cellulases et hémicellulases dans le milieu de fermentation. Cela crée 

un environnement moins favorable à l'hydrolyse de la biomasse. Néanmoins, cette perte 

d'efficacité peut être compensée par la réduction des coûts des procédés, permettant ainsi 

de produire du biocarburant à moindre coût par rapport à la méthode SHF 91.  

Pour récapituler, pour les processus de SHF, SSF et SScF, l'hydrolyse de la biomasse 

est le plus souvent réalisée par des enzymes préalablement produites, principalement par 

l'organisme producteur de cellulase Trichoderma reesei 92. Le processus d'hydrolyse de la 

cellulose est illustré dans la Figure 15. Une endoglucanase est ajoutée pour décomposer 

les chaînes de cellulose cristalline et les rendre amorphes. Ensuite, une exoglucanase libère 

le cellobiose des liaisons β-(1-4), et enfin une glucosidase est ajoutée pour convertir le 

cellobiose en glucose, démarrant ainsi le processus de fermentation.  

 

Figure 15 : Transformation par voie enzymatique de la cellulose cristalline en glucose.  
Les endo- et exo-β-1,4-glucanases dépolymérisent la cellulose, libérant ainsi le cellobiose. Ensuite, la β-
glucosidase intervient en clivant la liaison β 1,4, transformant ainsi le cellobiose en 2 molécules de glucose. Tiré 
de 86. 
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Consolidated BioProcessing (CBP). Le Consolidated BioProcessing (CBP) est une 

approche de production de biocarburant qui intègre les étapes de production des 

cellulases et hémicellulases, de saccharification et de fermentation en une seule étape 

(Figure 16). Cette méthode simplifie le processus de production de biocarburant en 

utilisant des microorganismes capables de réaliser toutes les étapes nécessaires dans un 

même bioréacteur à partir de la biomasse lignocellulosique 86. Dans la nature, ces 

microorganismes se trouvent notamment parmi les bactéries de l'ordre Clostridial ou dans 

le tube digestif de certains animaux comme les bovins, les ovins et les caprins. Le CBP a le 

potentiel d'être 25% moins coûteux que les approches SHF et SS(c)F 93. Certains 

microorganismes sont modifiés par génie génétique pour améliorer leur capacité de 

dégradation de la biomasse, de production de biocarburant et de tolérance à celui-ci. Par 

exemple, Clostridium thermocellum a été génétiquement modifié pour être plus résistant 

et produire davantage d'éthanol. Une approche bottom-up consisterait à modifier des 

organismes déjà efficaces dans la production d'éthanol et à leur conférer la capacité de 

dégrader la biomasse lignocellulosique 94. Depuis sa découverte dans des échantillons de 

sol en 2002, L. phytofermentans, autrefois appelé Q Microb par la société Qteros, est utilisé 

comme organisme modèle dans les CBP. L. phytofermentans a été identifié comme un 

excellent candidat pour la fermentation d'une variété de fibres végétales, produisant de 

grandes quantités d'éthanol avec peu de coproduits et montrant une haute tolérance à 

l'éthanol ce qui en fait un organisme idéal pour des  applications industrielles à grande 

échelle 95. 
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Figure 16 : Les 4 technologies de traitement de la biomasse lignocellulosique.  
Abréviations SHF : Hydrolyse et Fermentation séparées, SSF : Saccharification et Fermentation Simultanée, SScF 
: Saccharification et co-Fermentation Simultanée, CBP : Bio-Processus Consolidé. Adapté de 93 

 

2.2.3.3. 3ème génération : Des lipides provenant des algues 

Peu de temps après la Seconde Guerre mondiale, la culture des algues était 

principalement étudiée pour l'alimentation en raison de leur teneur élevée en lipides, plutôt 

que pour la production de biocarburants 96. L'intérêt pour les macro-algues et les 

microalgues a augmenté dans les années 1970. En 1978, le programme de recherche 

Aquatic Species Program, dirigé par le Département de l'énergie des États-Unis, visait à 

développer un nouveau carburant à base d'huile d'algue pour concurrencer les carburants 

fossiles dérivés du pétrole 97. Bien que la production à grande échelle dans des bassins 

extérieurs ait été démontrée comme une preuve de concept, le projet a été abandonné en 

1996 en raison de la compétitivité des prix du pétrole à l'époque 97,98. 

Les algues sont considérées comme ayant le potentiel de révolutionner le marché 

de l'énergie. Elles présentent de nombreux avantages, notamment le fait qu'elles n'ont 

besoin que de CO2, de nutriments, d'eau et de soleil pour se développer. Certaines cultures 

d'algues peuvent même se développer dans les eaux usées, ce qui réduit les coûts en 
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éliminant le besoin d'eau douce. De plus, les biocarburants issus des algues pourraient 

produire jusqu'à 30 fois plus d'énergie que les cultures vivrières telles que le soja, en raison 

de leur haute productivité en biomasse et de leur capacité à stocker de grandes quantités 

de lipides 99 

En pratique, les algues nécessitent d'être cultivées en présence de lumière, soit en 

extérieur dans des bassins, soit dans des photo bioréacteurs. Les micro algues subissent 

une phase de privation en nutriments pour favoriser l'accumulation des lipides dans les 

cellules sous forme de triglycérides 100,101 Ensuite, les cellules sont lysées et des solvants ou 

des techniques de séparation par gravité sont utilisés pour extraire les acides gras des 

sucres et protéines. Le biodiesel est ensuite produit par une réaction de Trans estérification 

des triglycérides, avec l'ajout de méthanol pour former du glycérol et des esters 

méthyliques, également appelés biodiesel 102 

Malgré ces avantages, de nombreux défis doivent être relevés pour amener la 

production de biodiesel à partir d'algues à l'échelle commerciale et rendre son coût 

compétitif par rapport aux combustibles fossiles 66 

2.2.3.4. 4ème génération : Intégration de la biologie synthétique 

Les biocarburants de quatrième génération proviennent d'organismes 

génétiquement modifiés à l'aide d'outils de biologie synthétique pour adapter leur 

métabolisme afin de produire efficacement le biocarburant souhaité en utilisant les sources 

de carbone et d'énergie les plus abordables possibles. De nombreux projets d'ingénierie 

métabolique sont appliqués aux micro algues photosynthétiques pour augmenter leur 

rendement de production et leur capacité de stockage de lipides 103–105 

D'autres approches sont proposées par des entreprises telles que Lanzatech, qui 

revalorise le CO2 atmosphérique et utilisent des méthodes de gazéification de déchets 

municipaux et la capture directe à la sortie des cheminées d'évacuation d'usines (Figure 

17). Lanzatech est l'entreprise la plus avancée technologiquement en termes d'ingénierie 

de souche pour la production de biocarburants en utilisant un Clostridia acétogène 31,106.  
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Bien que la quatrième génération soit encore à un stade précoce, elle représente 

actuellement le meilleur candidat pour l'avenir des biocarburants. Les trois premières 

générations ont montré leur efficacité par le passé, mais la biologie synthétique semble être 

ce qui pourrait dépasser les limites techniques et économiques des générations 

précédentes. Cependant, il convient de nuancer ce discours, car des projets comme celui 

exposé dans cette thèse sont considérés comme de deuxième génération, bien que des 

techniques avancées de biologie synthétique soient utilisées, permettant d'obtenir des 

rendements de production de biocarburants impossibles à atteindre sans ces approches. 

 

Figure 17 :  Processus de production de biocarburant par l’entreprise Lanzatech. 
Les gaz de synthèse sont générés par la gazéification des déchets agricoles et municipaux, la compression des 
gaz industriels ainsi que par l'électrolyse du CO2 atmosphérique. Ces gaz sont ensuite comprimés, purifiés et 
injectés dans les cuves de fermentation pour produire les molécules d'intérêt. Enfin, les produits sont séparés, 
purifiés et stockés. Adapté de 31.  
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3. Ingénierie des Clostridia 

L'ingénierie biologique se divise en deux approches distinctes : les approches non 

rationnelles, qui exploitent des paramètres inconnus pour cibler un phénotype spécifique 

comme l'évolution adaptative en laboratoire (ALE) et les approches rationnelles, qui 

requièrent une compréhension approfondie des mécanismes biologiques à manipuler. Ces 

deux approches se complètent mutuellement et contribuent à la mise en place de 

plateformes de production industrielle. 

3.1. Ingénierie non-rationnelle 

3.1.1. Évolution Adaptative en Laboratoire (ALE) 

L’évolution est un processus permettant aux organismes vivants de s'adapter aux 

conditions environnementales en favorisant les phénotypes les plus adaptés. Ce processus 

d’adaptation implique des mutations et des recombinaisons. Pour accélérer l'évolution de 

microorganismes et les orienter vers un phénotype d'intérêt, il est possible de générer en 

laboratoire un grand nombre de générations afin d'accumuler les mutations, puis de 

sélectionner les individus les mieux adaptés. En milieu naturel, la plupart des mutations 

semblent neutres ou délétères tandis que les bénéfiques sont plus rares. En revanche, dans 

une expérience de ALE, grâce à la pression de sélection appliquée, les organismes porteurs 

de mutations délétères sont rapidement éliminés, forçant l'émergence de mutations 

bénéfiques au fil des générations 107. 

L'ingénierie non-rationnelle en biologie présente des avantages et des 

inconvénients. D'une part, cette approche permet d'explorer un large éventail de solutions 

potentielles, offrant ainsi la possibilité de découvrir des phénotypes intéressants ou des 

solutions totalement innovantes. L’exemple le plus parlant est l'expérience qu’a mené 

Richard Lenski. Son équipe a réalisé la culture de E. coli durant 50 000 générations dans un 

milieu minimal, le résultat le plus inattendu est l'évolution pour l’utilisation de citrate, un 

agent chélateur du milieu. Cette évolution a permis aux bactéries ayant l’ensemble de ces 

mutations de croître plus rapidement, de cette façon de devenir majoritaire dans la culture 

108.  
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 Cependant, le manque de contrôle peut conduire à des résultats imprévisibles et 

difficiles à reproduire. Dès lors, cette approche peut être chronophage et coûteuse en 

temps et en ressources, nécessitant souvent des expériences répétées et des analyses 

approfondies. Enfin, il existe un risque que les résultats obtenus ne soient pas optimaux ou 

ne répondent pas pleinement aux besoins du système, en raison du manque de capacité à 

guider activement le processus vers des solutions spécifiques 107 

3.1.1.1.  Stratégies Traditionnelles d'ALE 

Différentes méthodes conventionnelles sont employées pour une expérience 

Adaptive laboratory evolution (ALE) (Figure 18). Ces techniques reposent sur le maintien 

prolongé d’une culture de microorganismes, en les diluant à intervalles réguliers ou lorsque 

leur croissance atteint un seuil prédéterminé. 

La première consiste à réaliser des dilutions successives de cultures. Cette méthode 

ne nécessite aucun équipement particulier mais nécessite une personne quotidiennement 

et présente un risque de contamination à chaque dilution. Des dispositifs de culture 

continus tels que les chemostats et les turbidostats permettent de maintenir une culture en 

phase exponentielle, accélérant ainsi la vitesse des générations par rapport aux dilutions en 

série. Un chemostat est un bioréacteur où les microorganismes sont cultivés dans un 

environnement contrôlé. Du milieu frais est ajouté au récipient à un rythme constant, tandis 

que la culture est retirée au même rythme que le milieu y est ajouté, maintenant ainsi le 

volume de culture constant. Un turbidostat, quant à lui, contrôle le taux de dilution selon un 

seuil prédéfini de densité cellulaire proportionnel à la turbidité. Contrairement au 

chemostat, le flux de milieu frais n’est donc pas continu. Cependant, les chemostats et 

turbidostats sont coûteux, bien que leur capacité à contrôler la culture et les nutriments 

dans les expériences d'ALE soit indéniable.  
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Figure 18 : Dispositifs utilisés pour l’évolution adaptative en laboratoire (ALE). 
(A)  Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyers où les conditions de croissance sont contrôlées et sont 
diluées à fréquence fixe. Au cours de chaque cycle d'adaptation, le facteur de stress est maintenu constant ou 
augmente progressivement. (B) La culture continue en chemostat se déroule dans un bioréacteur où les 
conditions de croissance sont stabilisées par un flux continu de milieux frais et un prélèvement continu de la 
culture en cours, maintenant un volume stable. (C) La culture continue en turbidostat se réalise dans un 
bioréacteur où les conditions de croissance restent quasiment constantes. L'équilibre est régulé par la mesure 
de la densité optique (densité cellulaire) dans le réacteur, cela permet une évolution de la culture en s’adaptant 
à la vitesse de croissance des organismes à faire évoluer. Adapté de 107. 
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3.1.1.2. Génémate 3  

Le Génémate 3 (GM3) est un dispositif unique capable de fonctionner à la fois 

comme un chemostat ou un turbidostat, tout en permettant l'utilisation de deux conditions 

de culture différentes : l'une optimale et l'autre stressante, dirigeant ainsi l'évolution vers le 

phénotype désiré. Initialement développé en 1999 à l'Institut Pasteur par Rupert Mützel et 

Philippe Marlière, ce dispositif servait à la sélection de la prolifération accélérée des cellules 

en suspension 109. La version que nous utilisons au CEA-Genoscope a été grandement 

améliorée, permettant de cultiver des microorganismes dans deux milieux distincts : un 

milieu "relaxant", offrant tous les nutriments nécessaires à une croissance optimale, et un 

milieu "stressant", conçu pour orienter l'évolution vers des résistances spécifiques, 

notamment en augmentant progressivement l'exposition à une molécule d'intérêt (Figure 

19). 

Le GM3 se compose de deux chambres de volume identique, équipées d'un 

système fluidique pour les dilutions de cultures et l'ajout de milieu frais. Pour induire 

l'évolution, le programme "medium swap" est utilisé, permettant d'alterner entre les milieux 

relaxant (R) et stressant (S) à des intervalles définis, à la manière d'un chemostat. Un second 

programme, fonctionnant comme un turbidostat, réduit le temps de génération des 

souches soumises aux conditions stressantes, augmentant ainsi leur valeur sélective 

(fitness), tout en maintenant leur phénotype évolué 109. 

Dans une étude menée dans notre laboratoire, le GM3 a été employé pour accroître 

la tolérance de Lachnoclostridium phytofermentans aux produits de dégradation de la 

lignine. Les intermédiaires issus de la synthèse des monolignols, tels que le férulate, 

présentent une toxicité qui constitue un obstacle majeur pour la croissance microbienne. 

Au fil des semaines, les concentrations de férulate dans le milieu ont été progressivement 

augmentées. Le milieu stressant (S) était ajouté de manière cyclique dès que la densité 

cellulaire atteignait un seuil critique, mesuré par turbidimétrie. Ce processus entraînait une 

réduction de la densité cellulaire en raison de la toxicité du férulate, suivi d'un ajout de 

milieu relaxant (R) pour permettre l'amplification des cellules résistantes. Ce cycle était 

répété jusqu'à l'obtention du phénotype souhaité. 
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L'efficacité du GM3 dans ce contexte a été démontrée par Cerisy et al. 2017, qui ont 

utilisé le dispositif en conditions anaérobies pour l'évolution de L. phytofermentans. En 

seulement 93 jours d'évolution, avec une augmentation progressive des concentrations en 

férulate, une souche isolée a montré une capacité à croître presque normalement en 

présence de 6 g/L de férulate, mettant en évidence la puissance du GM3 comme outil 

d'évolution pour l'acquisition de nouveaux phénotypes 110. 

 

Figure 19 : Schéma de culture dans un GM3.  
Les fluides s'écoulent depuis des réservoirs pressurisés contenant de l'air (A), de l'eau de rinçage (non 
représentée), de l'hydroxyde de sodium (D), un milieu nutritif relaxant (R) et un milieu nutritif stressant contenant 
la molécule pour laquelle une tolérance est voulue (S), puis lors des étapes de dilution, rinçage, et stérilisation 
les déchets sont envoyés vers une bouteille poubelle (W).  X et O représentent respectivement les états fermés 
et ouverts des vannes.  Les flux intermittents et constants sont représentés respectivement par des pointillés et 
en gras. Les tirets dans les chambres indiquent la population bactérienne et les rayures obliques, l'hydroxyde de 
sodium. 1) La culture est dans la chambre de gauche et vidange après rinçage de la chambre de droite. 2) 
Transfert de la culture de la chambre gauche vers la droite et stérilisation de la chambre de gauche. 3) La culture 
est dans la chambre de droite et vidange après rinçage de la chambre de gauche. 4) Transfert de la culture de la 
chambre de droite vers la gauche et stérilisation de la chambre de droite. Tiré de 109 
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3.2. Ingénierie rationnelle et biologie synthétique  

L'ingénierie rationnelle en biologie est une approche méthodique qui vise à 

concevoir et modifier des systèmes biologiques en s'appuyant sur une compréhension 

approfondie de leurs mécanismes et fonctions. La biologie synthétique, discipline 

émergente à l'intersection de la biologie, de la chimie, de l'informatique et des sciences de 

l'ingénieur, en est un parfait exemple. Elle consiste à appliquer des principes d'ingénierie 

pour modifier génétiquement des organismes, avec pour objectif de créer des systèmes 

biologiques complexes dotés de nouvelles fonctions. Cette démarche repose sur la 

construction de nouveaux composants biologiques, notamment des segments d’ADN 

fonctionnels, dans le but de mieux comprendre les mécanismes du vivant et de développer 

des applications innovantes en biotechnologie. 

En combinant la rigueur du design rationnel avec les outils de bio-informatique, la 

biologie synthétique accélère les découvertes et les innovations biotechnologiques. Pour 

concevoir de nouveaux systèmes biologiques, il est crucial d'adopter un cadre d’ingénierie 

standardisé, garantissant rapidité et reproductibilité. L'un des piliers de cette approche est 

la méthodologie itérative DBTL (Design-Build-Test-Learn), qui se compose des étapes de 

conception, de construction, d'analyse et d'apprentissage. Chaque cycle repose sur les 

enseignements tirés des précédents, permettant une optimisation continue du processus 

111.  

Le cycle DBTL se décompose en quatre étapes (Figure 20) : 

Design : Cette première phase consiste à concevoir le système biologique souhaité 

et le protocole expérimental associé. Les chercheurs utilisent des outils bio-informatiques 

et des connaissances préalables pour concevoir des circuits génétiques ou des voies 

métaboliques qui coderont les fonctions désirées. Les implications éthiques et les mesures 

de sécurité sont également prises en compte lors de cette phase. 

Build : La construction physique des séquences d’ADN implique souvent la synthèse 

de l’ADN et leur clonage pour multiplier ses séquences, ainsi que son intégration 

génomique ou épisomale dans l’organisme hôte, également appelé châssis. 
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Test : Une fois le système biologique construit et intégré dans le châssis, celui-ci est 

soumis à des tests expérimentaux. Des quantifications par chimie analytique des 

rendements de production de molécules d’intérêt ou l'expression de gènes rapporteurs 

révèlent les activités cellulaires d'intérêt. Les données collectées sont utilisées pour évaluer 

les performances du système synthétique au sein de l'organisme. 

Learn : Pendant cette phase d'apprentissage, les données recueillies lors des 

expériences sont analysées et comparées aux résultats escomptés. Les chercheurs 

identifient les succès, les limites et les axes d'amélioration. Ces connaissances sont ensuite 

utilisées pour affiner le design et apporter les ajustements nécessaires au système 

biologique pour l’itération suivante.  

 

Figure 20 : Le cycle DBTL 
Un processus itératif clé en biologie synthétique. Les quatre étapes essentielles du cycle DBTL sont Design, Build, 
Test et Learn, elles conduisent à l'optimisation des systèmes biologiques conçus et à une meilleure 
compréhension des mécanismes biologiques sous-jacents Tiré de 112 
 

3.2.1. Ingénierie du métabolisme 
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L'ingénierie métabolique vise à modifier le métabolisme d'un organisme, de façon 

permanente ou temporaire, pour améliorer ses performances métaboliques. Deux 

approches principales sont privilégiées dans ce domaine pour optimiser le métabolisme. 

La première approche consiste à introduire de nouvelles voies métaboliques pour générer 

un nouveau produit d'intérêt ou augmenter le rendement d'un produit déjà existant chez 

l'organisme hôte. Cette stratégie n'exclut pas la seconde approche, qui implique la 

redirection des flux métaboliques existants au sein de l'organisme. En effet, ces deux 

méthodes peuvent être combinées pour maximiser l'efficacité et la productivité de 

l'organisme modifié. Cela peut être réalisé de manière permanente par des délétions ou 

des insertions génomiques inactivant des gènes ciblés, ou de manière transitoire en utilisant 

des systèmes de répression. L'objectif principal est de combiner ces deux approches pour 

construire des souches optimisées à des fins industrielles. Dans le cadre de ce projet, je vais 

détailler comment l'ingénierie du métabolisme peut être appliquée pour la production de 

notre molécule d’intérêt : le butanol. 

3.2.1.1. Bioproduction du butanol  

La production de butanol a été initiée pour la première fois en 1861 par Louis 

Pasteur, qui cultiva une culture mixte de micro-organismes en conditions anaérobies 113. 

Cette culture, probablement composée d’organismes de la classe des Clostridia, était 

capable de réaliser la fermentation Acétone-Butanol-Ethanol (ABE) dans un ratio de 3:6:1. 

Plus tard, le biochimiste Chaim Weizmann fut le premier à isoler Clostridium acetobutylicum 

et à le cultiver à des fins industrielles, tout en développant les procédés d'extraction 

associés. Sa méthode de production d’acétone joua un rôle crucial dans la fabrication 

d’explosifs à base de cordite pour l’industrie de guerre britannique durant la Première 

Guerre mondiale 24.  

Initialement considéré comme un sous-produit indésirable de la fermentation ABE, 

le butanol a vu son potentiel reconnu en tant que molécule plateforme dans l’industrie 

chimique. Cependant, l'émergence d'un nouveau procédé chimique de production de 

butanol, basé sur la synthèse de l'oxyde de propylène, provoqua le déclin de la 

fermentation ABE, devenue non compétitive face aux procédés pétrochimiques 114. Les 

coûts du butanol synthétique furent indexés au marché du propylène, rendant sa 
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production sensible aux fluctuations des prix du pétrole brut. Ces dernières années, 

l’instabilité des prix du pétrole a conduit à la réouverture de certaines usines de production 

de butanol en Chine et au Brésil. 

Fermentation ABE chez les Clostridia solvantogènes 

Le châssis microbien le plus étudié pour la production native de butanol est 

Clostridium acetobutylicum, reconnu pour son métabolisme en deux phases distinctes. 

Durant la phase acidogène, caractérisée par une croissance exponentielle, cette bactérie 

produit rapidement des acides gras à chaîne courte (SCFA), tels que l'acétate et le butyrate. 

Ensuite, lors de la phase solvantogénique, la croissance cellulaire ralentit, induisant la 

production de solvants comme l'acétone, le butanol et l'éthanol (ABE), tandis que les SCFA 

sont partiellement réassimilés comme source de carbone (Figure 21). Cependant, dans les 

fermentations en batch, le rendement maximal de butanol reste modeste, rarement au-delà 

de 13 g/L, en raison de sa forte toxicité pour les cellules 115.  

Bien que C. acetobutylicum soit historiquement utilisé pour la production de 

butanol, plusieurs défis subsistent, tels que la vulnérabilité aux inhibiteurs présents dans les 

matières lignocellulosiques, une faible productivité liée à de longs temps de fermentation, 

et des coûts élevés dus à la production d'autres solvants. Des limitations techniques, 

comme l'instabilité phénotypique, la faible tolérance au butanol et le manque d'outils 

d'ingénierie génomique fiables, compliquent également le processus 116.  

Le développement de systèmes de manipulation génétique, comme les plasmides 

navettes (pIM1, pMTL500E et pLK1-MCS), capables de se répliquer dans plusieurs 

organismes, a permis d'introduire et de maintenir du matériel génétique étranger dans les 

souches d'intérêt 117. Cependant, pour faciliter la transformation génétique, il est essentiel 

de surmonter les systèmes endogènes de restriction. Pour ce faire, des systèmes de 

méthylation in vivo ont été développés pour C. acetobutylicum ATCC 824 et C. 

saccharobutylicum NCP 262. 

L'ingénierie métabolique permet également d'améliorer la production de butanol. 

Dans une étude menée par Nguyen et al. 2018, deux stratégies ont été appliquées. La 

première consistait à inactiver les voies métaboliques concurrentes à la synthèse de butanol 
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en supprimant les gènes responsables de la production de butyrate, d'acétone et de lactate 

(ptb-buk, ctfAB, ldhA). La seconde approche visait à surexprimer les gènes impliqués dans 

la synthèse de butanol (atoB, hbd1, crt, bcd-etfAB, adhE2). En combinant ces stratégies avec 

une méthode de purification à l'échelle de laboratoire, le rendement en butanol a été 

considérablement augmenté, passant de 10 g/L dans le fermenteur à 550 g/L après 

distillation 25. 

 

Figure 21 : Métabolisme de la fermentation ABE  
Ce schéma illustre les voies métaboliques principales menant à la production d'acétone, de butanol et de 
butyrate à partir du glucose, via des intermédiaires clés tels que l'acétyl-CoA et le butyryl-CoA. 
 

Production recombinante de butanol par des Clostridia cellulolytiques 

Bien que C. acetobutylicum permet une production naturelle de butanol, les 

Clostridia cellulolytiques offrent un avantage distinct en raison de leur capacité à utiliser une 

grande diversité de substrats. Pour rendre la production de butanol rentable, plusieurs 

approches sont envisageables : soit par l’amélioration du rendement de production 
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(comme observé dans la section précédente en modifiant les souches de C. acetobutylicum) 

grâce à l'optimisation génétique et des conditions de culture spécifiques, soit par 

l'utilisation de sources de carbone moins coûteuses que l'amidon ou que les sucres simples.  

Le CBP requiert des micro-organismes capables de dégrader efficacement la 

lignocellulose tout en produisant des métabolites d’intérêt, mais peu sont naturellement 

équipés pour cette double fonction. Actuellement, trois stratégies principales sont utilisées 

pour atteindre cet objectif : l'ingénierie de la voie du butanol chez les Clostridia 

cellulolytiques capables de dégrader la biomasse, la modification des Clostridia 

solvantogènes pour sécréter des cellulases libres ou des cellulosomes, et la culture mixte 

de Clostridia cellulolytiques et de Clostridia solvantogènes, producteurs de butanol. 

Chacune de ces approches offre des avantages uniques et contribue à la recherche sur la 

production de butanol par CBP. 

Production de butanol à partir de cellulose par des Clostridia cellulolytiques par 

CBP 

La première approche, c'est-à-dire l'ingénierie de la voie du butanol chez les 

Clostridia cellulolytiques, offre une alternative pour la production durable de biobutanol. 

En parallèle, le butanol a également été produit à partir de cellulose cristalline en 

introduisant une voie dépendante du CoA dans C. cellulolyticum 118. La thiolase (atoB), la 3-

hydroxybutyryl-CoA déshydrogénase (hbd), la crotonase (crt), la butyryl-CoA 

déshydrogénase (bcd) et la butyraldéhyde/ butanol déshydrogénase (adhE2) ont été 

assemblées sous le contrôle du promoteur de la thiolase Pthl de Clostridium 

acetobutylicum. Le transformant final a produit 0,12 g/l de butanol à partir de la cellulose. 

Cependant, le titre de butanol obtenu à partir de cellulose cristalline est encore bien 

inférieur à celui obtenu à partir de sucres simples. Le titre en butanol peut être encore 

amélioré en éliminant les sous-produits tels que l'acétate et le lactate.  Toutefois, en raison 

de la complexité des voies de synthèse à implémenter, cinq étapes pour l'isobutanol et six 

étapes pour le butanol - l'ingénierie des Clostridia pour la production de butanol représente 

un défi de taille. 
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 C. cellulovorans est un châssis Clostridial cellulolytique prometteur pour la 

production de butanol, car il peut se développer sur la lignocellulose et accumuler une 

grande quantité de butyrate, le précurseur du butanol chez les souches qui le produisent 

119,120. Du fait de sa production native du butyrate, Yang et al. (2015) ont pu surexprimer le 

gène de l'aldéhyde/alcool déshydrogénase (adhE2) de C. acetobutylicum chez C. 

cellulovorans , permettant à la souche recombinante de produire 1,42 g/L de butanol en 

252 h 121. Avec le développement d'outils génétiques tels que TargeTron 122 et le système 

CRISPR/Cas {Citation} une voie acétone-butanol-éthanol (ABE) dépendante du CoA a été 

introduite chez C. cellulovorans pour rediriger le flux de carbone du butyrate vers le 

butanol, améliorant encore la production de butanol.   

Dans ce projet de thèse, cette approche a été explorée en transformant L. 

phytofermentans pour lui faire produire du butanol à partir de cellulose, les stratégies et 

méthodes liées à cette approche seront développées dans le chapitre résultats.  

Surexpression de cellulosome et cellulase chez des Clostridia producteurs de 

butanol 

La souche ATCC 824 de C. acetobutylicum a été précédemment utilisée pour la 

production hétérologue et la sécrétion de composants cellulosomales individuels ainsi que 

de mini-cellulosomes de C. thermocellum et R. cellulolyticum 123. Dans l'étude de 

Mingardon et al. (2011), six gènes codant les cellulases cellulosomales les plus caractérisées 

de R. cellulolyticum ont été clonés, produits et sécrétés avec succès chez C. acetobutylicum 

124. Dans ces recherches, toutes les sous-unités cellulosomales, les cellulases et les protéines 

d'échafaudage, ont été exprimées à partir de plasmides multi-copies, leur expression étant 

induite par un promoteur affaibli ou un promoteur contenant l'opérateur lac. En effet, le 

clonage des enzymes cellulolytiques en aval d'un promoteur fort s'est avéré toxique pour 

les cellules d'Escherichia coli. Malgré cela, dans tous ces systèmes, les niveaux de protéines 

sécrétées, en particulier les grandes cellulases de la famille 9 et de la famille 48, étaient très 

faibles, et les souches recombinantes étaient incapables de se développer sur de la 

cellulose cristalline. 
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Dans une étude plus récente menée par Chanal et al. 2011, divers modules 

d'échafaudage, tels que le module de liaison aux hydrates de carbone de la famille 3a 

combiné aux modules X2 de R. cellulolyticum ou C. acetobutylicum, ont été identifiés 

comme pouvant déclencher la sécrétion de cellulases plus importantes lorsqu'ils sont 

introduits dans la cellulase en tant que domaine de transport. Cependant, aucune autre 

preuve de la solubilisation de la cellulose n'a été apportée. L'utilisation de plasmides à 

copies multiples pour l'expression des gènes de cellulase soulève des inquiétudes 

concernant la stabilité du phénotype, en particulier si l'expression des cellulases exerce un 

effet toxique sur la cellule, comme décrit par Mingardon et al. Ces problèmes ont été 

illustrés par la description faite par les auteurs de la génération d'une souche hétérologue 

de C. acetobutylicum capable d'exprimer Cel48F de R. cellulolyticum. De plus, étant donné 

qu'aucun plasmide clostridien ne présente une stabilité ségrégative complète en l'absence 

de sélection antibiotique, leur utilisation dans un processus CBP à l'échelle industrielle 

serait impraticable 125. 

En conclusion, l'introduction du phénotype de dégradation de la cellulose chez des 

Clostridia solvantogènes est une entreprise complexe. En plus des difficultés liées au 

clonage des enzymes chez E. coli, la stratégie doit prendre en compte le niveau 

d'expression et d'activité des enzymes introduites pour qu'elles puissent répondre aux 

besoins en glucose de la cellule hôte. 
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Production de butanol par des consortiums microbiens en CBP 

La fabrication de butanol à partir de cellulose par des consortiums microbiens basés 

sur le CBP représente la méthode la plus évidente pour atteindre des rendements optimaux 

en butanol à partir de biomasse lignocellulosique. En effet, cette approche ne repose pas 

sur l'ingénierie de microorganismes donc ne nécessite pas d’outils moléculaire pour la 

modification de ceux-ci. La charge métabolique généré par l'implémentation des 

phénotypes recombinants que nous avons pu voir dans les sections précédentes peuvent 

être un des facteurs limitant permettant la production de butanol par CBP.  

Pour relever ces défis, l'utilisation de consortiums microbiens synthétiques est 

étudiée afin de compartimenter les fonctions métaboliques natives chez différents hôtes 

(Figure 22). Cette division du travail permet aux consortiums microbiens artificiels de 

réaliser des tâches complexes de manière plus efficace 44,126. Une étude intéressante met 

en lumière la symbiose entre C. cellulovorans et C. beijerinckii, où C. cellulovorans dégrade 

la lignocellulose pour fournir des sucres fermentables ainsi que du butyrate à C. beijerinckii, 

qui à son tour réassimile et utilise le butyrate pour la production de butanol. Cette 

coopération démontre un potentiel prometteur dans la production de butanol à partir de 

la biomasse végétale. Cette co-culture a permis de produire 8.30 g/L de butanol à partir de 

68.6g/L rafles de maïs extraits par traitement alcalin au bout de 80h 126.  

Cependant, malgré les avantages potentiels des consortiums microbiens, leur 

utilisation pose d’autres défis. Les systèmes de co-culture composés d'espèces de 

Clostridium cellulolytiques et solvantogènes ont montré des rendements plus élevés en 

butanol de 2,7 à 11,5 g/L, mais une efficacité de dégradation de la biomasse nettement 

inférieure (de 0,12 à 0,2 g/g de cellulose) en raison de la production de co-produits. 

Ajoutons que la fermentation en co-culture est difficile à contrôler et à transposer à plus 

grande échelle en raison des conditions de croissance différentes pour chaque espèce 

impliquée. Il est donc indispensable d'optimiser les conditions de culture pour chaque 

couple de souches utilisé 120. 
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Figure 22 : Co-culture pour la production de butanol à partir de cellulose par CBP. 
Les espèces cellulolytiques dégradent la cellulose en cellobiose et glucose, qui sont ensuite convertis en acides 
organiques par ces mêmes espèces ou des espèces solvantogéniques, menant à la production d’acétate, de 
butyrate, d’éthanol, de butanol et d’hydrogène. 

En résumé, bien que les consortiums microbiens synthétiques offrent une approche 

plus pratique et réalisable pour la production de butanol, chaque méthode présentée dans 

cette partie comporte ses avantages et inconvénients. Des avancées futures en biologie 

synthétique seront nécessaires pour favoriser le développement des biocarburants de 

seconde génération.Compte tenu des progrès restant pour rentabiliser la production de 

butanol par la voie biologique chez les Clostridia, d’autres alternatives ont été explorées, 

comme l’utilisation d’autres châssis hétérologues pour la production de butanol, 

notamment Saccharomyces cerevisiae 127, Synechococcus elongatus 128, Bacillus subtilis 129 

et Escherichia coli 130.  

3.2.1.2. CRISPR/Cas : un outil génétique puissant et versatile  

Dans le cas de l'implémentation de phénotypes complexes tels que des voies 

métaboliques ou des complexes enzymatiques, la nécessité de technique de modification 

génétique efficace est primordiale. En 2007, avant l’utilisation d’un système CRISPR/Cas 

chez les Clostridia, le TargeTron était utilisé pour effectuer des modifications génétiques via 

l'insertion site-spécifique d'introns mobiles du groupe II 122. Malgré de nombreux projets 

d'ingénierie métabolique et de caractérisation fonctionnelle de gène par inactivation 

comme l'élucidation des mécanismes d’imports des sucres par L. phytofermentans 41. 

L’apparition de off-targets et la faible fiabilité de l’inactivation des gènes ciblés restreignent 

l’utilisation du TargeTron 131. Dans le même objectif, l'échange d'allèles via simple ou 
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double crossover est une technique largement utilisée pour la modification génomique de 

précision. Cette méthode repose sur le principe de la recombinaison homologue. 

Cependant, une des problématiques majeures est l'inefficacité de la recombinaison 

homologue couplée à la faible efficacité de transformation chez les Clostridia 132.  

Depuis la découverte du système CRISPR-Cas et son utilisation comme outils de 

génie génétique par les co-prix Nobel Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna dans 

les années 2010, l’application de ce système pour la réalisation de modifications 

génomiques autant chez les eucaryotes que chez les procaryotes dont les Clostridia s’est 

largement  développé 133–135. Malheureusement, là encore, le manque d’efficacité des 

mécanismes Non-Homologous End Joining (NHEJ), et  Homologous Directed Repair (HDR) 

ainsi que la faible efficacité de transformation en font un système difficile à mettre en place 

chez ces organismes 136. Afin d’outrepasser ces limitations, d’autres applications ont vu le 

jour. 

CRISPR-Cas9 

Originellement, le système CRISPR utilisé pour effectuer des modifications 

génomiques provient de la bactérie Streptococcus pyogenes (spCas9) 137. Plus 

particulièrement, le système CRISPR-Cas9 appartient au type II. Dans ce type, son ARN 

guide (ARNg) se compose de deux molécules d’ARN : un ARN CRISPR (ARNcr) et un ARN 

CRISPR trans-activateur (ARNtracr). Une fois appareillés par homologie de base de 

séquences répétées, ces ARN forment une seule molécule guide. L’ARNcr a pour fonction 

de reconnaître de manière spécifique la région d’ADN à cibler, tandis que l’ARNtracr active 

les domaines endonucléases de la Cas9 137,138. L’ARNcr, contient des régions appelées 

“spacers” flanquées de séquences répétées (Direct Repeats - DR). Ces spacers vont 

permettre la spécificité du système CRISPR-Cas.  
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Figure 23 : Maturation du pré-ARNg de la Cas9.  
Dans le cas d’un ARNsg, celui-ci est transcrit puis se complex directement avec la Cas9 pour cibler la région 
d’intérêt, lorsqu’un système à double ARN est utilisé, un ARNtracr est transcrit ainsi qu’un matrice d’ARNcr 
contenant des DR. Par action de la RNase III dépendante de l’ARNtracr, la matrice sera maturée et chaque ARNcr 
contiendra un spacer individuel.  
 

Une fois associé, la Cas9 et l’ARNg vont induire une cassure double brin de l'ADN, 

généralement à 3 pb en amont d'un protospacer adjacent motif (PAM) 5'-NGG-3' (propre à 

spCas9) 139. Pour remplacer le complexe de guidage à double ARN, un ARN guide 

chimérique (ARNsg) a été désigné pour combiner les propriétés de l’ARNtracr et de 

l'ARNcr, facilitant ainsi les applications du système CRISPR-Cas9 140. Cependant si le but est 

de cibler plusieurs régions d’ADN en même temps, aussi appelé multiplexage, l’utilisation 

du complexe ARNtracr-ARNcr peut être plus judicieux (Figure 23). D’autres alternatives à 

l’ARNtracr ont été explorées en intégrant des ribozymes capables d'auto-clivage ou encore 

des ARNt dans le pré-ARNcr 141.  

La protéine Cas9 possède deux domaines nucléase responsables de son activité 

endonucléasique, le HNH et le RuvC. À la suite de l’appariement des bases entre l'ARNg et 

la séquence cible, le domaine HNH clive le brin complémentaire tandis que le domaine 

RuvC clive le brin non complémentaire entraînant une cassure double brin d’ADN. 

Cependant, si l'un de ces domaines est inactivé (notamment par la mutation D10A pour 

HNH ou  la mutation H840A pour RuvC), cela résulte en un mutant nucléase qui introduit 
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une encoche sur un seul brin, lui conférant le nom de Cas9 nickase (Cas9n) 142.  Bien que la 

recombinaison homologue soit moins efficace, cela permet d’outrepasser la létalité de la 

cassure double brin, permettant la coexistence d’un mélange de population cellulaire ayant 

ou non intégré l’ADN d'intérêt. Cette approche nécessite donc une étape de criblage en 

plus pour identifier la souche au génome modifié 136 

 

CRISPR-Cas12a 

Peu après la découverte du système CRISPR-Cas9, le système de type V CRISPR-

Cas12a (anciennement CRISPR-Cpf1) a été caractérisé. Ce dernier, composé d’une 

endonucléase utilisant un seul ARNg, est rapidement devenu une alternative populaire à 

CRISPR-Cas9. Contrairement à Cas9, Cas12a reconnaît une PAM riche en T (5’-TTTV-3’ où V 

est n’importe quelle base sauf T) localisée à l'extrémité 5’ des 23 paires de bases du 

protospacer, ce qui diffère de l’ARNg de Cas9 où la PAM se trouve à l'extrémité 3’. De plus, 

Cas12a offre un avantage majeur par rapport à Cas9: elle ne dépend ni de la RNase III ni de 

l’ARNtracr puisque son activité RNase intrinsèque lui permet d'assurer la maturation des 

pré-ARNcr  résultant en un ARNg plus compact et facilitant le ciblage avec plusieurs ARNg 

simultanément en utilisant le même plasmide (Figure 24) (Tableau 5) 137,143,144. Un aspect 

intéressant de Cas12a est qu'elle possède un seul domaine endonucléasique de type RuvC, 

lui permettant de cliver le brin d'ADN contenant la séquence PAM à une position éloignée 

de l'extrémité 3' du PAM de 19 nucléotides, tandis que l'autre brin est coupé à 23 

nucléotides du PAM, créant ainsi une extrémité 5' dépassant de 4 bases, rendant plus rare 

la religation du génome par rapport à une cassure double brin cohésive. De nombreuses 

études ont exploré le potentiel d’orthologues de Cas12a provenant d'une variété de 

bactéries pour l'édition génomique chez les cellules humaines 144,145. En raison de ses 

caractéristiques uniques, un intérêt croissant s’est développé récemment sur les 

applications de Cas12a chez les procaryotes.  

Chez les Clostridia, quelques études ont rapporté l'utilisation de CRISPR-Cas12a 

pour la répression et la suppression de gènes 146,147. Sa capacité à reconnaître les PAM 

riches en T en fait un candidat idéal pour les organismes à forte teneur en AT, tels que les 

Clostridia, notamment L. phytofermentans dont le génome contient 65 % d'AT. De plus, 
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plusieurs études ont suggéré que Cas12a entraîné moins d'erreurs de ciblage et une 

toxicité réduite par rapport à Cas9 7. Pour une utilisation chez notre organisme d’intérêt 

Lachnoclostridium phytofermentans, l’utilisation du variant issu de Lachnospiraceae 

bacterium, LbCas12a semble prometteur. 

 

Tableau 5 : Comparaison récapitulative des caractéristiques de Cas9 et Cas12a  
Adapté de143,148 
 

 Cas9 Cas12a 

Taille de la protéine 1000-1600aa 1300aa 

ARN CRISPR ARNsg ou ARNcr +  ARNtracr ARNcr 

Type de clivage Extrémitées franches Extrémitées cohésives 

Nucléases Deux domaines nucléases HNH et 
RuvC 

Un seul domaine nucléase RuvC-Nuc 

PAM 5’-NGG-3’ 5’-TTTV-3’ 

Maturation du pré-ARNcr Besoin de la RNase III et de l’ARNtracr Activité RNase intrinsèque 

Multiplexage Besoin de l’ARNtracr Aucune modification nécessaire 
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Figure 24 : Maturation du pré-ARNcr de la Cas12a. 
De la même manière que dans le cas de la Cas9 avec un système à double ARN, la matrice d’ARNcr devra être 
maturer au niveau des DR pour générer des ARNcr fonctionnels. Ici, l'activité RNase de la Cas12a réalise la 
maturation de l’ARNcr.  
 

CRISPR-Interférence 

L’utilisation des systèmes CRISPR-Cas s’étend au-delà de l'édition génomique, ils 

peuvent être appliqués pour altérer l’expression génique. En effet, au lieu d’effectuer une 

délétion de gène qui impliquerait une perte totale de fonction, le CRISPR-interférence 

(CRISPRi) implique une Cas dites “morte” ayant ses domaines DNases inactivés par une 

mutation ciblée (deadCas9/12a ou dCas9/12a). Pour spCas9, les mutations D10A et H840A 

inactivent respectivement les domaines RuvC et HNH. Pour Cas12a, selon l'orthologue 

utilisé, différentes mutations dans le domaine RuvC ont été rapportées 142,148. Ces protéines, 

rendues catalytiquement inactives se lient à des séquences d'ADN spécifiques définies par 

l'ARN guide (ARNg), empêchant ainsi l'initiation ou l'élongation de la transcription 149 

(Figure 25). Contrairement à l'édition du génome, CRISPRi ne nécessite pas de matrice de 

réparation, ce qui réduit considérablement la taille des plasmides utilisés. De plus, cette 
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méthode permet de cibler des gènes essentiels tout en évitant les effets létaux d'une 

élimination totale. Des recherches approfondies ont été menées chez les Clostridia, mettant 

en évidence l'efficacité du CRISPRi dans la répression de l’expression de gènes cibles, 

notamment chez C. acetobutylicum et C. beijerinckii l pour lesquels la répression atteint 

jusqu’à 99 % 150. L'efficacité de la répression dépend de divers facteurs, en particulier la 

séquence cible de l'ARNg, la localisation du ciblage par rapport au site de transcription et 

l'utilisation d’un seul ou de plusieurs ARNg. 

Bien que CRISPRi offre des perspectives prometteuses, des défis subsistent tels que 

la possibilité de réprimer l’expression d’un gène contenu dans un opéron sans impacter 

l’expression des gènes en aval. Néanmoins, cette méthode représente un outil puissant 

pour étudier la fonctionnalité des gènes et offre de nouvelles possibilités dans la 

manipulation précise des réseaux génétiques et métaboliques 150,151.  

 

Figure 25 : Fonctionnement du système CRISPR interference. 
En conditions contrôle l’ARN polymérase se fixe au niveau du promoteur pour transcrire le gène, avec la méthode 
CRISPRi, le gène peut être ciblé au niveau du CDS pour former des transcrits interrompus qui ne seront pas 
traduits ou ciblé directement le promoteur contenant le TSS pour empêcher de manière stérique l'interaction 
entre l’ARN polymérase et son promoteur. Pour la LbCas12a, la mutation générant un mutant inactif est D832A. 
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CRISPR-Base Editing  

Révolutionnant l'édition génomique, une nouvelle technique basée sur CRISPR-Cas 

a émergé, combinant une désaminase avec le système CRISPR-Cas pour une édition 

nucléotidique ciblée. Cette avancée permet de modifier un seul nucléotide sans le besoin 

de clivage double brin d'ADN ou de HDR. Les premiers éditeurs de base (BE) ont été 

développés en fusionnant dCas9 avec une cytidine désaminase, initiant ainsi la conversion 

de C-G en T-A. Malgré des résultats montrant une efficacité d'édition faible, ces études ont 

suscité un intérêt dans le domaine des thérapies géniques 152. Certaines modifications ont 

été apportées au système, notamment l'ajout de l’inhibiteur de l'ADN l'uracile glycosylase 

(UGI) et l'utilisation de la nickase Cas9 (D10A) qui ont permis d'augmenter l'efficacité de 

l'édition tout en minimisant les réversions C-G indésirables. En parallèle, les éditeurs de 

base adénine (ABE) ont été développés, permettant la conversion de A-T en G-C dans le 

génome. Des progrès significatifs ont été réalisés pour améliorer la spécificité et l'efficacité 

de ces éditeurs, élargissant ainsi leur champ d'application. 

Les applications des éditeurs de base sont vastes, allant de l'ingénierie métabolique 

à la biologie synthétique. Par exemple, l'inactivation de gènes peut être réalisée sans 

cassure double brins ni recombinaison homologue, grâce à des méthodes telles que 

CRISPR-STOP ou i-Silence (Figure 26) 153,154. Dans l’approche CRISPR-STOP, les éditeurs de 

cytidine ciblent les codons spécifiques CAG, CGA ou CAA dans le brin codant ou ACC dans 

le brin non codant et les convertir en codons stop TAG, TGA ou TAA. Si la mutation se 

produit avant les domaines fonctionnels de la protéine ciblée, elle conduit à une protéine 

tronquée donc inactive dû au codon stop prématuré 154. De la même manière, i-Silence met 

en œuvre un ABE utilisé pour effectuer la conversion du codon Start ATG en GTG dans le 

cas du brin codant ou TAC en TGC en ciblant le brin non codant 153  

Un exemple révélateur de l’utilisation de ces outils est la mise en place d'un système 

d'édition de base multiplexé chez Lactococcus lactis, permettant l'inactivation simultanée 

de plusieurs gènes pour activer une voie métabolique spécifique. Cette approche offre une 

méthode efficace pour reprogrammer les voies métaboliques dans les microorganismes 155. 
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L'utilisation de ces outils chez les Clostridia a été limitée mais prometteuse, démontrant son 

potentiel pour l’étude de ces organismes et leurs applications biotechnologiques 156,157. 

 

Figure 26 : Application du CRISPR Base Editing.  
CRISPR-STOP utilise un dCas ou nCas fusionné à une Cytosine désaminase ainsi que l’inhibiteur de l’uracile N-
Glycosylase (UGI) empêchant la réparation de la mutation U inséré dans le génome. i-Silence utilise une 
Adenosine deaminase pour éditer les codon start ATG 
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 

Les objectifs de cette thèse s'inscrivent dans une démarche d'optimisation de la 

conversion de la biomasse végétale en produits d'intérêt, en utilisant les Clostridia, une 

classe de bactéries anaérobies, avec un focus particulier sur Lachnoclostridium 

phytofermentans. Ce projet de recherche ambitionne de pousser les frontières de 

l'ingénierie métabolique de L. phytofermentans à travers plusieurs axes d'étude. 

Dans un premier temps, l'objectif est de faire évoluer L. phytofermentans pour 

accroître sa résistance aux fortes concentrations de butanol, un biocarburant prometteur 

capable de remplacer les carburants fossiles grâce à ses propriétés physico-chimiques 

avantageuses. Cette évolution sera réalisée dans un automate de cultures continues (GM3). 

Une fois une souche résistante isolée, son phénotype sera caractérisé et comparé à celui de 

la souche sauvage WT. Des hypothèses actuelles suggèrent que cette résistance pourrait 

être attribuée à des modifications structurelles de la paroi cellulaire et de la membrane 

plasmique, lesquelles seront investiguées. Parallèlement, une analyse approfondie des 

mutations acquises lors de l'évolution dirigée en présence de butanol sera menée, en 

recourant au séquençage génomique. 

Dans un deuxième temps, l'accent sera mis sur la conception et l'introduction d'une 

voie de synthèse du butanol chez L. phytofermentans, en s'appuyant sur les principes de la 

biologie synthétique. Cette étape exploite les concepts de standardisation, modularité et 

abstraction, ainsi que le processus itératif du cycle DBTL pour favoriser un prototypage 

rapide et efficace. La détection du butanol produit sera quantifiée par HPLC et validée à 

l'aide d'un biosenseur spécifique. 

Enfin, l'implémentation d'un système de CRISPR interférence basé sur dLbCas12a 

sera réalisée chez L. phytofermentans. Ce système permettra, dans un premier temps, de 

valider la fonctionnalité de la répression génique en ciblant un gène rapporteur. Par la suite, 

la répression ciblée de gènes clés du métabolisme central sera mise en œuvre pour étudier 

son impact. Les effets de ces répressions seront évalués par qRT-PCR et HPLC, afin de 

comprendre comment moduler le métabolisme pour optimiser la production de 

biocarburants. 
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L'ensemble de ces objectifs vise non seulement à approfondir notre compréhension 

du métabolisme de L. phytofermentans, mais aussi à exploiter pleinement son potentiel 

pour la production durable de biocarburants, ouvrant ainsi la voie à des solutions 

énergétiques innovantes et respectueuses de l'environnement. 
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MATÉRIELS & MÉTHODES 

1. Souches bactériennes et conditions de culture 

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont répertoriées dans le 

Tableau 6 et les milieux utilisés dans le Tableau 7. Les souches d’E. coli ont été manipulées 

selon les protocoles standards (Green et Sambrook. 2018) 158. Si nécessaire, les 

antibiotiques ont été ajoutés à la concentration suivante 25 μg mL-1 de chloramphénicol ou 

50 μg mL-1 de kanamycine. 

 

Tableau 6 : Souches bactériennes utilisées dans cette thèse  

Souches Génotypes Sources 

Escherichia coli MDS42 Délétions multiples, ΔrecA, M15- 159 

Escherichia coli DB3.1 gyrA462, provient de la souche HB101 160 

Lachnoclostridium phytofermentans ISDgT WT 38 

Lachnoclostridium phytofermentans PHY24.0#6 Issue de l’évolution adaptative en GM3 Cette étude 

 

Les souches de L. phytofermentans ont été cultivées dans le milieu GS2. La source 

de carbone soluble (glucose ou cellobiose), a été ajoutée à une concentration finale de 0,5 

%. La cellulose, elle a été pesée et ajoutée pour être à environ 15g/L. Le milieu solide GS2-

Agar est supplémenté avec 15g/L d’agar. A partir d'un stock glycérol de L. phytofermentans, 

une préculture a été réalisée (dilution au 1/10ème dans le milieu GS2). Cette préculture a été 

cultivée à 30°Cdans une atmosphère anaérobie en utilisant des jarres scellées (BD Jars, 

260626) et des sachets réducteurs (BD GasPaks, 260678). Les cultures durent entre 24 à 48 

heures selon les souches inoculées. Au bout de cette durée, les cultures ont été de nouveau 

diluées avec un facteur de 1/10ème dans un nouveau milieu GS2. Après 24 heures 

d’incubation cette culture en fin de phase exponentielle est utilisée pour les différentes 

expériences. 
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Tableau 7 : Milieux de cultures utilisé dans cette thèse 

Milieux Compositions Sources 

Lysogeny Broth (LB) 

- Tryptone : 10 g/L 

- Extrait de levure : 5 g/L 

- NaCl : 10 g/L 

161 

S.O.C 

- Tryptone : 20 g/L 

- Extrait de levure : 5 g/L 

- NaCl : 0,5 g/L 

- KCl : 2,5 mM 

- MgCl₂ : 10 mM  

- MgSO₄ : 10 mM  

- Glucose : 20 mM  

162 

GS2 

Base :  

- KH₂PO₄ : 1,5 g/L 

- K₂HPO₄ : 2,9 g/L 

- Urée : 2,1 g/L 

- MOPS : 2 g/L 

- Citrate de sodium dihydraté : 3 g/L 

- Extrait de levure : 6 g/L 

- L-Cystéine HCl : 2 g/L 

- 6N KOH : 3,5 mL/L 

- Resazurine 0,1% : 1 mL/L 

Sels 10X :  

- MgCl₂·6H₂O : 10 g/L  

- CaCl₂·H₂O : 1,5 g/L  

- FeSO₄·7H₂O : 0,0125 g/L  

Source de carbone : 

- Glucose / Cellobiose : 5 g/L 

- Cellulose : 15 g/L 

38 

1.1. Culture en bioréacteur  

Les cultures en jarres ont été réalisées dans des tubes falcon avec un volume 

maximal de 10 mL de milieu GS2. Des bioréacteurs (Sartorius BiostatB-DCU 5L) ont été 

utilisés pour mener des expériences de culture en conditions de pH contrôlé, avec un 

volume plus important que dans des tubes de quelques millilitres. La cuve du bioréacteur, 

ayant une capacité maximale de 5 L, a été utilisée avec un volume de travail de 2 L de milieu. 

Le milieu GS2, utilisé dans les bioréacteurs, contenait comme source de carbone du glucose 

à une concentration de 0,5 %. Ce milieu a été inoculé avec une culture saturée de L. 

phytofermentans de 50 mL, diluée au 1/40ème. Les conditions de culture dans les 

bioréacteurs ont été rigoureusement contrôlées : le pH a été maintenu à 7 par l'ajout d'une 
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solution de NaOH ou de KOH, tandis que la température a été maintenue constante à 30 

°C à l'aide d'un cryostat. Une agitation douce (100 RPM) a été appliquée pour assurer une 

bonne répartition du NaOH ou du KOH dans le milieu de culture. Des prélèvements régulier 

(toutes les 2 heures) ont été réalisés pour analyser les cinétiques de fermentation au cours 

du temps.  

1.2. Évolution dirigée en GM3 anaérobie 

Des clones de L. phytofermentans résistants au butanol ont été sélectionnés à l'aide 

d'un automate GM3, un dispositif de culture continue à deux chambres, conçu pour 

maintenir des conditions anaérobies grâce à un flux continu de gaz N₂ à 100 % dans les 

cultures. Une culture de 50 mL dans du milieu GS2 a été maintenue à 30°C, avec des 

mesures de turbidité effectuées toutes les 30 secondes. La culture a été transférée entre les 

chambres de croissance à fréquence fixe permettant de nettoyer la chambre vide avec de 

l'hydroxyde de sodium 5 N. Les bactéries ont été acclimatées à des concentrations 

croissantes de butanol en utilisant le mode "medium-swap", un chemostat modifié, où le 

temps de génération est fixé au préalable. Au long de l’évolution, les concentrations en 

butanol ont été augmenté graduellement (0-0,1-0,2-0,3-0,5-0,75-1-1,25-1,5-2-2,5 %). Des 

dilutions du milieu stressant à haute concentration de butanol (e.g. 1,5 %) ont été effectuées 

toutes les 30 minutes si la densité cellulaire dépassait un seuil (mesuré à DO880 de 30, 

environ équivalent à une DO600 de 0,4), tandis que le milieu relaxant à faible concentration 

de butanol (e.g. 1 %) a été utilisé dans le cas contraire. Une fois que les densités cellulaires 

se sont stabilisées à une valeur constante dans le milieu stressant, le GM3 a été basculé en 

mode turbidostat, utilisant exclusivement le milieu stressant jusqu'à ce que le temps de 

génération de la culture se rapproche de 3,75h, correspondant au temps de génération de 

la souche WT en condition contrôle. En mode turbidostat, 20 % du volume de culture a été 

remplacé par du milieu frais à chaque fois que la densité cellulaire atteignait une OD880 de 

30. Des prélèvements ont été réalisés puis conservés à -80°C pour des analyses ultérieures. 

1.3. Analyse de la croissance de L. phytofermentans 

Pour observer les profils de croissance de différentes souches de L. phytofermentans 

dans diverses conditions (présence ou absence de butanol, expression d’un système 
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CRISPR ± induction, ou en présence de différentes sources de carbone). En ayant, la courbe 

de croissance d’une souche dans une condition donnée on peut comparer les souches et 

conditions entre elles en regardant le profil de la courbe ainsi que le temps de génération 

de celle-ci. Pour réaliser ces expériences, des cultures en fin de phase exponentielle ont été 

utilisé pour inoculer les différentes conditions. Les différents consommables et milieux ont 

été préparés la veille, pour être réduits dans une boîte à gants (Mbraun LABmaster Glove 

Box Mega 2). La plaque 96 puits (TC Plate 96 Well, Suspension,F Sarstedt) a été remplie 

avec 200µL de milieu GS2 inoculé ou non et scellée avec un pad autocollant (Tape Pads, 

Qiagen), puis cultivée à 30°C sans agitation  dans un lecteur de plaque (CLARIOstar® BMG 

LabTech) pendant une durée variant selon l’expérience de 72 à 96 heures. La croissance 

bactérienne a été calculée en mesurant toutes les 20min la DO600nm en procédant à une 

agitation de 30 sec à 300 RPM avant chaque mesure. 

1.4. Quantification de la dégradation de la cellulose  

Pour quantifier le phénotype cellulolytique, L. phytofermentans a été cultivé en 

présence de cellulose comme seule source de carbone. Environ 150 mg de cellulose 

(Whatman® qualitative filter paper, Grade 1) pour 10 mL de culture ont été pesés et 

autoclavés directement dans des tubes à sec. Le milieu GS2 a été ensuite inoculé au 1/10ème 

avec une culture diluée la veille. Les cultures ont été incubées dans une jarre anaérobie à 

30°C pendant toute la durée de l'expérience. Chaque semaine, les tubes de cultures 

indépendants ont été récupérés, la cellulose restante a été filtrée à l'aide d'un filtre de 

papier Whatman préalablement pesé. Les filtres contenant les résidus de cellulose 

dégradée ont été séchés à 55°C pendant 48 heures, puis pesés. La différence entre la masse 

initiale de cellulose et celle obtenue après dégradation a été calculée, permettant ainsi de 

quantifier l'activité cellulolytique de L. phytofermentans. Une partie des surnageants a été 

récupérée pour analyser les concentrations des produits de la fermentation par HPLC. 
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2. Techniques de biologie moléculaire et génie 
génétique 

2.1.  Plasmides utilisés dans cette étude 

Tous les plasmides utilisés et construits au cours de cette étude sont répertoriés dans 

les Tableaux 8 et 9. 

Tableau 8 : Plasmides de départs utilisés dans cette thèse  

Plasmides Description / But Source 

pAB_PalkB_sfGFP PalkB-sfGFP, Biosenseur butanol plasmide output 163 

pCK01_PalkS_alkS Palks-alkS(L401G), Biosenseur butanol plasmide input 163 

pSol5 Amplification du gène ccdB 164 

pQmod3C-GG Plac-RFP,, catP, pCB102 Gram(+) origin, ColE1 Gram(−) origin, MCS 165 

pQdC12a PGusA2-TetO2/1-dCas12a, cassette miniPthl-tetR, ARNg, pQmod3C-GG 165 

pQnl_Pcphy23 erm, pAMβ1 Gram(+) origin, pUC Gram(−) origin, Pcphy23-Nanoluc 165 

DVA-AB, BC, CD, DE, EF pSB1A2, LacZ, BsaI/BbsI free, extrémités cohésives variable 166 

Tableau 9 : Plasmides construits dans cette thèse 
Le numéro du plasmide est le numéro regroupant des plasmides de même famille ayant des variants au niveau 
de l’insert. Les plasmides en gras sont les plasmides plateforme avant clonage des inserts. Les codes à 8 chiffres 
de pTZ011 représentent l’ordre des CDS contenu dans les opérons. (e.g 1234-5678 correspond à l’assemblage 
des inserts dans l’ordre pTZ001, pTZ002, pTZ003, pTZ004 sous le contrôle du promoteur pCons17 puis pTZ005-
pTZ006-pTZ007-pTZ008. 

N° Backbone Insert et Description 

pTZ001 pSB1A2, LacZ DVA-AtoB-AB 

pTZ001 pSB1A2, LacZ DVA-AtoB-BC 

pTZ001 pSB1A2, LacZ DVA-AtoB-CD 

pTZ001 pSB1A2, LacZ DVA-AtoB-DE 

pTZ002 pSB1A2, LacZ DVA-AdhE2-AB 

pTZ002 pSB1A2, LacZ DVA-AdhE2-BC 

pTZ002 pSB1A2, LacZ DVA-AdhE2-CD 

pTZ002 pSB1A2, LacZ DVA-AdhE2-DE 

pTZ003 pSB1A2, LacZ DVA-Crt-AB 

pTZ003 pSB1A2, LacZ DVA-Crt-BC 

pTZ003 pSB1A2, LacZ DVA-Crt-CD 

pTZ003 pSB1A2, LacZ DVA-Crt-DE 

pTZ004 pSB1A2, LacZ DVA-Hbd-AB 

pTZ004 pSB1A2, LacZ DVA-Hbd-BC 

pTZ004 pSB1A2, LacZ DVA-Hbd-CD 
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pTZ004 pSB1A2, LacZ DVA-Hbd-DE 

pTZ005 pSB1A2, LacZ DVA-Term+pThl-EB 

pTZ006 pSB1A2, LacZ DVA-Bcd-BC 

pTZ006 pSB1A2, LacZ DVA-Bcd-CD 

pTZ006 pSB1A2, LacZ DVA-Bcd-DF 

pTZ007 pSB1A2, LacZ DVA-EtfA-BC 

pTZ007 pSB1A2, LacZ DVA-EtfA-CD 

pTZ007 pSB1A2, LacZ DVA-EtfA-DF 

pTZ008 pSB1A2, LacZ DVA-EtfB-BC 

pTZ008 pSB1A2, LacZ DVA-EtfB-CD 

pTZ008 pSB1A2, LacZ DVA-EtfB-DF 

pTZ010 pQmod3-CamR 
pCons17-Plac-RFP flanked by BsaI AF sites catP, pCB102 Gram(+) 
origin, ColE1 Gram(−) origin, MCS 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-1243-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-1324-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-2134-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-2143-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-2314-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-2341-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-2413-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-2431-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-3142-5687 

pTZ011 pQmod3-CamR pCons17-3421-5687 

pTZ012 pSC101-KanR Palks-alkS(L401G)-PalkB-sfGFP 

pTZ014 pSB1A2, LacZ DVA_Cas12a spacer cloning BbsI (AGAT-Spacer-GTTT) 

pTZ015 pSB1A2, LacZ Spr_1326(2)-1327(2)-0089(2) 

pTZ015 pSB1A2, LacZ Spr_3925(2)-2463(2)-1029(2) 

pTZ015 pSB1A2, LacZ Spr_1326(2)-1327(2) 

pTZ015 pSB1A2, LacZ Spr_1232(2)-1117(2) 

pTZ015 pSB1A2, LacZ Spr_1326(2)-1327(2)-1232(2)-1117(2) 

pTZ016 pQmod3-CamR 
PGusA2-TetO2/1-dCas12a, miniPthl-tetR, cassette ARNg ccdB-BsaI, 
pQmod3C-GG 

pTZ017 pQmod3-CamR Spr_1326(2)-1327(2)-0089(2) 

pTZ017 pQmod3-CamR Spr_3925(2)-2463(2)-1029(2) 

pTZ017 pQmod3-CamR Spr_1326(2)-1327(2) 

pTZ017 pQmod3-CamR Spr_1232(2)-1117(2) 

pTZ017 pQmod3-CamR Spr_1326(2)-1327(2)-1232(2)-1117(2) 
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2.2. Méthode d’amplification et de clonage  

2.2.1. Amplification par PCR  

Les réactions PCR pour les clonages ont été effectuées avec la polymérase à haute-

fidélité Q5 (New England Biolabs, M049L) en utilisant le protocole du fournisseur. La 

température d’hybridation des amorces a été calculée à l'aide de l'outil en ligne 

(https://tmcalculator.neb.com/). Les amorces sont répertoriées dans le Tableau 11. Elles 

ont été commandées auprès de Sigma-Aldrich.  

Les réactions d’amplification dans le cas de vérification de constructions ont été 

réalisées par PCR en utilisant le OneTaq® Quick-Load® 2X Master Mix (New England 

Biolabs, M0486L). Les produits de PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel 

d'agarose pour confirmer la taille des fragments. Si nécessaire ceux-ci ont été purifiés avec 

le kit Qiagen, QIAquick PCR Purification et ont été utilisés pour un clonage Golden Gate, 

Gibson ou clonage restriction classique. 

2.2.2. Assemblage par Golden Gate  

Pour un volume de mélange réactionnel de 10 μL, un minimum de 100 fmol de 

chaque fragment d'ADN a été mélangé avec 1 μL de tampon T4 DNA ligase, 1 μL d'enzymes 

BsaI (R3733S) / BbsI (R3539S) / Esp3I (R0734S) et T4 DNA ligase (M0202L) (NEB), et la 

quantité appropriée d'eau. Les tubes contenant les mélanges réactionnels ont ensuite été 

placés dans un thermocycleur avec le protocole suivant : 

• Étape 1 : 37°C - 20 minutes 

• Étape 2 : 37°C - 1,5 minutes 

• Étape 3 : 16°C - 3 minutes 

o Étapes 2-3 : répétés 5 à 25 fois (selon le nombre d’inserts) 

• Étape 4 : 50°C - 5 minutes 

• Étape 5 : 80°C - 10 minutes 

Le temps total de la réaction est compris entre 57,5 et 111,5 minutes. Les 

échantillons ont ensuite été conservés à 4°C jusqu'à leur récupération pour transformation 

chez E. coli en utilisant 5 μl du mix obtenu. 

https://tmcalculator.neb.com/


MATÉRIEL & MÉTHODES 
 

Page 96 sur 191 

2.3. Transformation bactérienne 

2.3.1. Transformation par choc thermique de E. coli  

La préparation des cellules E. coli rendues chimiquement compétentes ainsi que 

leur transformation par l’ADN plasmidique d’intérêt sont effectuées selon les protocoles 

standards décrits par Sambrook et Russell (2006) 167 

2.3.2. Électroporation de L. phytofermentans  

Pour préparer à l'électroporation les cellules de L. phytofermentans, 10 mL de 

culture en fin de phase exponentielle ont été dilués dans 40 mL de milieu frais. Cette culture 

a été incubée jusqu'à atteindre une DO600 entre 0,6 et 0,7. Les cellules ont été centrifugées 

à 7000 g pendant 5 min à 4°C, lavées une fois avec 4 mL de tampon ETM glacé (composé 

de 1 mM de MgCl2, 256 mM de sucrose et 5 mM de PBS, pH 7,4), puis remises en 

suspension dans 200 μL de tampon ETM. Un mélange de 50 μL de cellules 

électrocompétentes et de l'ADN plasmidique (1 μg d'ADN, avec un volume maximal de 10 

μL) a été transféré dans une cuvette d'électroporation de 0,1 cm d'écart pré-réfrigérée, et 

incubée sur la glace pendant 5 minutes. Les cellules ont ensuite été électroporées à l'aide 

d'un Genepulser II Bio-Rad réglé à 1,2 kV, 25 μF et immédiatement diluées dans 1 mL de 

milieu GS2-glucose et enfin incubées en anaérobie à 30°C pendant 16 heures. Les cellules 

ont été étalées sur des boîtes de milieu GS2-agar contenant l'antibiotique nécessaire à la 

sélection et cultivées entre 4 et 6 jours à 30°C. Les transformants obtenus ont été cultivés 

en milieu GS2 liquide contenant l’antibiotique approprié. La présence d'ADN plasmidique 

dans a été confirmée par PCR. 

3. Approche de biologie synthétique 

3.1.   Adaptation et optimisation du biosenseur AlkS 

L’adaptation du biosenseur basé sur le facteur de transcription AlkS 163 a été réalisé 

en utilisant les plasmides pAB_PAlkB_sfGFP (Addgene Plasmid #166503) et 

pCK01_PalkS_alkS (Addgene Plasmid #166502) en amplifiant les fragments d'intérêt de 

chacun des 2 plasmides par PCR. D’une part, pAB_PAlkB_sfGFP a été amplifié avec les 

amorces oTZ170 et oTZ171 pour y ajouter des sites Esp3I, ce fragment contient le gène de 
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résistance KanR, ainsi que sfGFP dont l’expression est contrôlée par pAlkB. D’autre part, 

pCK01_PalkS_alkS a été utilisé comme matrice pour extraire l’origine de réplication pSC101 

et le gène alkS ainsi que son promoteur, les amorces oTZ172 et oTZ173 ont été utilisé pour 

ajouter les sites Esp3I. Le plasmide recombinant obtenu (pTZ012) a été vérifié par 

séquençage de Sanger puis testé pour s'assurer de sa fonctionnalité en réalisant une plaque 

de culture avec et sans 10mM de butanol et en mesurant la fluorescence émise.  

3.2. Construction des voies de biosynthèses du butanol 

Les clonages de la voie de synthèse modulaire du butanol ont été réalisés en utilisant 

des plasmides accepteurs issus du kit CIDAR MoClo (Kit #1000000059) 166. Dans un premier 

temps, les codons des gènes ont été harmonisés afin d'améliorer le repliement des 

enzymes et d'éliminer d'éventuels sites de restriction BsaI et BbsI à l’aide de l’outils 

https://codonharmonizer.systemsbiology.nl/. Des séquences de RBS (Ribosome Binding 

Sites) avec un TIR (Translation Initiation Rate) défini à 15 000 ont été généré pour chaque 

CDS (Coding DNA Sequence) codant les enzymes de la voie de synthèse du butanol avec 

l’outils https://www.denovodna.com/. Pour chaque gène, des amorces spécifiques ont été 

utilisées pour ajouter par PCR les sites de restriction BbsI ainsi que les extrémités cohésives 

(A, B, C, D ou E en 5' et B, C, D, E ou F en 3'). Une réaction Golden Gate a été effectuée en 

utilisant les enzymes BbsI et T4 Ligase, permettant de cloner les fragments PCR de chaque 

gène dans les plasmides accepteurs L0-DVA ayant les extrémités cohésives 

correspondantes (AB, BC, CD, DE ou EF). Après transformation, les colonies blanches ont 

été repiquées, validées par PCR, puis la totalité de l'insert a été vérifiée par séquençage. 

Dans une seconde réaction Golden Gate, les plasmides L0-DVA contenant les gènes 

d'intérêt (pTZ001–pTZ008) ont été utilisés comme donneurs, et le plasmide pQ3_Cam_AF 

(pTZ010) comme accepteur, avec les enzymes BsaI et T4 Ligase. Le pQ3_Cam_AF a été 

modifié à partir du plasmide pQmod3C-GG (Addgene Plasmid #191350) en réalisant une 

PCR avec les amorces oTZ111 et oTZ114. Cette PCR a permis d'amplifier et d'ajouter en 

amont de la cassette d'expression de la RFP un promoteur fort et constitutif, pCons17, 

flanqué par les sites de restriction SacI et NheI. Le fragment PCR et le plasmide pQmod3C-

GG ont été digérés et assemblés par restriction-ligation pour insérer la cassette, modifiant 

https://codonharmonizer.systemsbiology.nl/
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les sites de clonage Golden Gate afin de générer un plasmide accepteur avec des 

extrémités cohésives BsaI adapté au MoClo. 

Les plasmides finaux contenant la voie complète de synthèse du butanol (pTZ011) 

ont été vérifiés par PCR avec les amorces oTZ110 et oTZ115. Les plasmides extraits des 

colonies positives ont ensuite été séquencés par la technologie Oxford Nanopore pour 

confirmer la précision de l'assemblage et l'absence de mutations non désirées dans 

l'entièreté du plasmide.  

3.3. Clonage de guides multiplexés dans pQdC12a  

Des améliorations ont été apportées au système de clonage de guides dans le 

plasmide pQdC12a pour optimiser le processus de clonage. Tout d'abord, la plateforme 

de clonage initialement basée sur le site de restriction BbsI pour l'insertion de spacers par 

Golden Gate a été remplacée par un gène ccdB flanqué de sites BsaI, plus performant que 

BbsI pour cette méthode. Cette modification a été réalisée en réalisant une PCR sur le 

plasmide pSol5 avec les amorces oTZ120 et oTZ121 pour ajouter des sites BsaI et BbsI se 

faisant face pour insérer ccdB. Le plasmide obtenu a été séquencé par séquençage de 

Sanger avec les amorces oTZ003 et oTZ115. 

Pour la construction des plasmides CRISPRi, des spacers spécifiques ont été clonés 

dans la nouvelle plateforme de clonage (pTZ016). Ces spacers ont été conçus pour être 

insérés à partir d'amorces possédant des extrémités cohésives compatibles avec celles 

générées par la digestion du plasmide accepteur. Les amorces ont d'abord été 

phosphorylées à l'aide de la T4 Polynucléotide Kinase (M0201L, NEB), puis hybridées deux 

par deux en les incubant à 95°C pendant 5 minutes, suivies d'un refroidissement lent sur un 

bain sec pendant 30 minutes. Pour le clonage d'un seul spacer, une réaction Golden Gate 

a été effectuée avec les fragments d'ADN phosphorylés en utilisant BsaI et T4 DNA Ligase. 

Pour le clonage de plusieurs spacers (de 4 à 8), un sous-clonage a été privilégié. Le 

plasmide DVA_AB, fourni par Douglas Densmore (Addgene plasmid #66039), a été modifié 

pour adapter les extrémités cohésives générées par Golden Gate. Cette modification a été 

réalisée par PCR avec les amorces oTZ259-oTZ260 et oTZ261-oTZ262, suivie d'un 

assemblage par Golden Gate avec l'enzyme Esp3I. Le plasmide a été séquencés par 
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séquençage de Sanger avec les amorces oTZ109 et oTZ110, et le plasmide résultant 

(pTZ014), a été utilisé pour le sous-clonage des spacers et de leurs Direct Repeats. 

Les amorces hybridées ont été utilisées comme fragments d'ADN pour la réaction 

Golden Gate, avec BbsI-HF et T4 DNA Ligase, en utilisant pTZ014. Le produit de la réaction 

Golden Gate a été transformé dans des cellules chimio-compétentes d'E. coli MDS42. Les 

clones obtenus ont été vérifiés par PCR sur colonie, puis les plasmides extraits ont été 

confirmés par séquençage de Sanger avec les amorces oTZ109 et oTZ110. Les spacers ont 

ensuite été assemblés des pTZ015 vers le plasmide pTZ016 par une autre réaction Golden 

Gate utilisant BsaI. Les plasmides obtenus (pTZ017) ont été vérifiés par digestion avec 

BamHI, et la séquence des spacers a été confirmée une nouvelle fois par séquençage de 

Sanger avec les amorces oTZ003 et oTZ115. 

4. Tests fonctionnels et analyse d’expression génique 

4.1.  Quantification de la fluorescence et traitement des données  

La fonctionnalité du biosenseur modifié (pTZ012) a été évaluée en ensemençant 500 

μL de milieu LB-kanamycine dans des plaques à 96 puits profonds. Ces plaques ont été 

incubées à 37°C pendant 16-18h à 350 RPM. Pour maintenir les cellules en phase 

exponentielle de croissance et assurer un état d'équilibre pour les mesures, deux sous-

cultures successives ont été réalisées au cours des mesures. À chaque sous-culture, 5 μL de 

la culture précédente ont été transférés dans une nouvelle microplaque noire à fond 

transparent 96 puits contenant 195 μL de LB-Kan par puits, ainsi que les différentes 

concentrations de butanol à tester. La densité optique à 600 nm (DO600) et la fluorescence 

de la sfGFP (réglée à un gain de 40) ont été mesurées à l'aide d’un lecteur multimode 

(CLARIOstar® BMG LabTech). Pour chaque expérience, certains puits ont été laissés non 

ensemencés pour servir de blancs pour l'DO600, tandis que d'autres puits ont été inoculé 

avec des cultures d’E. coli possédant un plasmide n’exprimant pas de protéine fluorescente 

pour servir de référence d'autofluorescence. Les valeurs d'OD600 des puits vierges ont été 

soustraites des mesures d'OD600 des échantillons en fonction du temps. Les données 

d'OD600 ont ensuite été tracées en fonction du temps pour identifier les phases de 
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croissance. La fluorescence par cellule (sfGFP/OD600) a été calculée pour chaque point à 

l'aide de la formule suivante :  

4.2. Mesure de la luminescence  

Pour mesurer l'expression de la luciférase exprimée par Lachnoclostridium 

phytofermentans exprimant le plasmide pQnl_Pcphy23 possédant le gène NanoLuc, les 

différentes souches ont été cultivées jusqu'à la fin de la phase exponentielle. La densité 

cellulaire a été mesurée, puis les cellules ont été lysées en ajoutant un volume de réactif 

PopCulture (EMD Millipore) contenant 25 μg/mL de lysozyme, à un ratio de 1:10. Les 

cellules ont ensuite été incubées à température ambiante pendant 10 minutes. Le lysat 

cellulaire obtenu a été mélangé à un volume égal de réactif NanoLuc (Promega N1110), et 

la luminescence a été mesurée à 454 nm à l'aide d'un spectrophotomètre (Safas Xenius 

XMA). Les mesures de luminescence, réalisées en triplicat pour chaque culture, ont été 

normalisées en fonction de la DO600. Les mesures de la luciférase avec le plasmide 

pQdC12a ont été effectuées en diluant une culture jusqu'en phase exponentielle tardive, 

suivie d'une dilution dans un milieu supplémenté en antibiotiques et 100ng/mL 

d’anhydrotetracycline (aTc). Cette culture a été prélever en phase exponentielle tardive 

pour mesurer l’expression de la luciférase.  

4.3.  Mesure de l'expression des ARNm par qRT-PCR 

Une fois que les souches de L. phytofermentans portant les plasmides exprimant le 

système CRISPRi ont été obtenues, une culture en phase exponentielle a été diluée au 

1/10ème dans 10 mL de milieu GS2 contenant du thiamphénicol, avec ou sans ajout de 100 

ng/mL d'aTc. Après 6 heures, les cultures ont été récupérées pour l'extraction des ARN 

totaux. L'expression des ARNm de L. phytofermentans a été mesurée par une reverse 

transcription suivie d’une PCR quantitative (qRT-PCR). Brièvement, les ARN totaux ont été 

extraits de 10 mL de cultures en début de phase exponentielle (OD600 = 0,3) à l'aide du 

réactif TRI (Sigma 93289). Dix microgrammes d'ARN ont été traités avec 4 unités de Turbo 

DNase (Ambion AM2238) durant 30 minutes à 37°C. Un microgramme d'ARN a ensuite été 

reverse-transcrit en ADN complémentaire (ADNc) simple brin à l'aide du kit Applied 

Biosystems 4368814. L'amplification par PCR quantitative (qPCR) à été réalisé avec le kit 
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KAPA KK4621, en utilisant une MJ Research DNA Engine Opticon II. Les valeurs 

d'expression ont été calculées en moyenne sur trois cultures indépendantes, en utilisant la 

méthode Ct (cycle de seuil) et normalisées par rapport aux niveaux d'ARN ribosomique 16S. 

4.4. Répression métabolique par CRISPRi 

Les souches L. phytofermentans possédant les plasmides CRISPRi (pTZ017) ont été 

mise en culture en effectuant une dilution au 1/100ème de cultures en phase exponentielle 

dans une plaque 96 puits (TC Plate 96 Well, Suspension,F Sarstedt) pour mesurer leur 

croissance et quantifier les produits de fermentation de chaque puits. Les cultures ont été 

maintenues à 30°C avec ou sans aTc 100 ng/mL durant 96h pour assurer la consommation 

complète du glucose dans le milieu. La plaque est ensuite conservée à -20°C ou analyser 

directement par HPLC.  

5. Technique de chimie analytique 

5.1.   Quantification des produits de fermentation par HPLC  

Pour analyser les métabolites d’intérêts tels que, le glucose, le lactate, l'acétate et 

l'éthanol, des surnageants filtrés à 0,2 μm ont été utilisés. Les produits de fermentation ont 

été mesurés par Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) Shimadzu 

Prominence LC20/SIL-20AC, équipé d'un détecteur d'indice de réfraction RID-10A et d'une 

colonne Aminex HPX-87H (300 mm × 7,8 mm) Biorad. La colonne a été maintenue à 55°C 

avec une phase mobile constituée de 5 mM H2SO4, à un débit de 0,5 mL/min. Le volume 

d'injection pour les échantillons a été de 10 μl. Des standards purifiés des produits de 

fermentation ont été utilisés pour définir les temps d'élutions et générer des courbes de 

régression linéaire. Ces courbes ont été utilisées pour quantifier les produits de 

fermentation dans les surnageants de culture dans les différentes expériences. Les 

échantillons ont été centrifugé à 4000 RPM durant 5 min et les surnageants ont été filtrés à 

l’aide de plaque filtrante de 0,2 μm (Cytiva, AcroPrepTM). Les produits de fermentation sont 

collectés dans une plaque PCR jupée (FRAMESTAR, 4TITUDE), celle-ci est scellé par un pad 

autocollant perçable (film Zone-Free™, SEALPLATE). 
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5.2. Analyse des acides gras cellulaires 

Les acides gras cellulaires ont été analysés dans des cultures de la souche WT et de 

la souche évoluée (PHY24.0#6), avec ou sans butanol. La biomasse cellulaire de cultures de 

250 mL contenant ±0,75 % de butanol en phase exponentielle tardive à été récoltée en 

centrifugeant à 5min à 12000 RPM à 4°C. Les culots cellulaires ont été resuspendu dans de 

l’isopropanol 100%. Les acides gras cellulaires ont été caractérisés et quantifiés par le 

service d'identification DSMZ (Leibniz, Allemagne). En résumé, les mélanges de FAME ont 

été séparés à l'aide du système d'identification microbienne Sherlock (MIS) (Microbial ID, 

USA), utilisant un chromatographe en phase gazeuse Agilent modèle 6890N équipé d'une 

colonne capillaire en silicone phényl-méthyle à 5 % (0,2 mm x 25 m), d'un détecteur à 

ionisation de flamme et d'un échantillonneur automatique (Agilent modèle 7683A). Les pics 

chromatographiques ont été intégrés, et les noms ainsi que les pourcentages des acides 

gras ont été déterminés à l'aide du logiciel standard Sherlock MIS (Microbial ID, USA). Les 

plasmalogènes ont été quantifiés en tant qu'acides gras diméthyl-acétal. (DMA). Les lipides 

totaux ont été détectés à l'aide d'acide molybdatophosphorique, et les groupes 

fonctionnels spécifiques ont été identifiés à l'aide de réactifs de pulvérisation spécifiques 

pour des groupes fonctionnels définis. 

6. Analyses génomiques et bio-informatiques 

6.1. Séquençage génomique  

Une culture de L. phytofermentans a été centrifugé pour récupérer les culots 

cellulaires puis l’ADN génomique a été extrait à l’aide du kit GenEluteTM Bacterial Genomic 

DNA (Sigma). Les ADNg ont ensuite été quantifié à l’aide d’un fluoromètre (Qubit 4 

Fluorometer Thermofisher) pour fournir à la plateforme de séquençage Plasmidsaurus 1 µg 

d’ADNg à la concentration de 20 ng/µL. Le service utilisé est un séquençage génomique 

hybride alliant Illumina et Oxford Nanopore Technologies (ONT) garantissant une précision 

suffisante pour identifier avec certitude des mutations SNP et des grands réarrangements 

par Nanopore. De plus ces deux technologies permettent un assemblage de novo sans la 

nécessité de fournir un génome de référence.  
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6.2. Outils bio-informatiques  

L'analyse des mutations a été réalisée à l'aide de plusieurs outils bio-informatiques. 

La plateforme MAGE (Microbial Genome Annotation & Analysis Platform) développée par 

le LABGeM du Genoscope a été employée pour l'analyse comparative des génomes, 

permettant d'identifier les variants de gènes et de comprendre les voies métaboliques 

impliquées. En compléments, les logiciels MAUVE et BreSeq ont servi à réaliser des 

alignements de séquences génomiques pour visualiser les mutations SNPs ainsi que les 

InDels de plus grande taille. L’ensemble de ces outils ont permis de dresser la liste des 

mutations de type SNP et InDel.  



RÉSULTATS – Évolution de L. phytofermentans pour la résistance au butanol 

Page 104 sur 191 
 

RÉSULTATS 

1. Évolution de L. phytofermentans pour la résistance au 
butanol 

La fermentation de la biomasse végétale joue un rôle crucial dans le cycle du 

carbone des écosystèmes, en participant à l’assimilation des fibres végétales et en 

contribuant à l’équilibre des sols. Lorsqu'elle est exploitée à des fins industrielles, cette 

fermentation présente un potentiel significatif pour la production de biocarburants 

écologiques à faible coût, représentant ainsi une alternative prometteuse aux carburants 

fossiles traditionnels. Parmi ces biocarburants, le bio-butanol émerge comme un candidat 

de choix pour remplacer le bioéthanol, notamment en raison de ses propriétés physico-

chimiques qui se rapprochent de celles de l’essence. En effet, le butanol possède un 

pouvoir calorifique élevé similaire à celui de l'essence, une faible pression de vapeur, est 

entièrement miscible avec l'essence, présente une faible hygroscopicité, est compatible 

avec les matériaux des moteurs, le rendant particulièrement attrayant pour une utilisation 

dans les moteurs à essence sans nécessiter de modifications majeures.168. 

Cependant, la viabilité économique et écologique de la production de bio-butanol 

dépend fortement de l'amélioration de la résistance des organismes impliqués dans sa 

production. Une approche innovante dans ce contexte est la production industrielle de 

butanol via le Consolidated BioProcessing (CBP) qui consiste en l'utilisation des micro-

oragnismes pour la conversion directe de la biomasse en produits d'intérêt tels que les 

biocarburants. Cette méthode pourrait permettre une production durable et 

économiquement viable tout en recyclant efficacement la biomasse lignocellulosique 169. 

Les stratégies envisagées incluent la production directe de butanol par des souches 

cellulolytiques génétiquement modifiées ou la mise en œuvre de co-cultures entre souches 

solvantogènes et cellulolytiques. Dans ces deux cas, il est impératif d'améliorer la résistance 

au butanol des micro-organismes utilisés pour optimiser le rendement de la fermentation. 

Bien que la résistance au butanol ait fait l'objet de nombreuses études visant à 

élucider les mécanismes sous-jacents, il est désormais établi que cette résistance est un 

phénomène complexe et multifactoriel. La toxicité observée lors des fermentations de type 
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ABE est principalement attribuée à l'effet chaotropique du butanol sur les membranes 

lipidiques des cellules 72. Ainsi, le développement de micro-organismes capables de tolérer 

des concentrations élevées de butanol est une priorité pour améliorer l'efficacité de ce 

processus. 

Dans cette étude, nous avons porté notre attention sur l'évolution du phénotype de 

résistance au butanol chez L. phytofermentans, un Clostridia capable de fermenter la 

biomasse lignocellulosique en produisant principalement de l'éthanol, de l'acétate et du H2 

38. La production maximale de butanol par fermentation avec Clostridium acetobutylicum 

atteint environ 13 g/L en batch 70, notre objectif est donc d'induire une évolution adaptative 

de L. phytofermentans en présence de concentrations croissantes de butanol (variant de 0,1 

à 2,5 %). Cette approche vise à générer une souche avec un phénotype de résistance 

accrue, à isoler un clone performant et à procéder à une caractérisation approfondie de ses 

capacités de fermentation. 

1.1. Processus d’évolution dirigé et sélection  

Pour diriger l'évolution de L. phytofermentans vers une résistance accrue au butanol, 

un GM3 170 anaérobie a été utilisé pour effectuer des dilutions de cultures de manière 

automatisée. Deux modes de culture ont été employés : le mode Medium Swap (en gris) et 

le mode turbidostat (en couleur) (Figure 27). Le mode Medium Swap effectue des dilutions 

à fréquence fixe, en fonction de la densité optique. Une densité cellulaire élevée déclenche 

l'ajout d'un milieu stressant (concentration élevée de butanol), ce qui réduit la densité de la 

culture, entraînant ensuite l'ajout d'un milieu relaxant (faible concentration en butanol). Une 

fois les densités cellulaires stabilisées dans le milieu stressant, le taux de croissance à cette 

concentration de butanol a été amélioré en mode turbidostat. 

Les concentrations de butanol ont été progressivement augmentées, en 

commençant par de très faibles concentrations tolérées par L. phytofermentans WT dans le 

GM3 (de 0,1 à 0,75 %). À ces concentrations, l'adaptation de la culture n'a pas nécessité 

l'utilisation du mode Medium Swap. Cependant, à partir de 1 % de butanol, il a été 

nécessaire d'adopter ce mode de culture pour permettre l'évolution. L'adaptation à 2,5 % 

a requis une adaptation plus prolongée en mode Medium Swap, en alternant entre le milieu 
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relaxant (2 %) et le milieu stressant (2,5 %). Comme le montre le graphique, au début du 

passage à 2,5 % au jour 210, des tests en mode turbidostat ont été réalisé, mais sans succès. 

Il a donc été décidé d'adapter la culture en mode Medium Swap durant 120 jours 

supplémentaires avant de la transférer en turbidostat, afin de maximiser la tolérance à 2,5 

% de butanol. Une fois stabilisées dans le milieu stressant, les souches de L. 

phytofermentans ont montré un taux de croissance amélioré à la concentration la plus 

élevée de butanol en mode turbidostat. 

La capacité des souches sélectionnées à croître à des concentrations élevées de 

butanol ouvre des perspectives prometteuses pour leur utilisation dans des procédés 

industriels, où la tolérance à des inhibiteurs tels que d'autres alcools est cruciale. Les 

prochaines étapes consisteront à caractériser les mécanismes de résistance développée et 

à évaluer leur potentiel pour la production de biocarburants en corrélant des données 

génomiques et phénotypiques.  

Après la phase d'évolution, divers prélèvements ont été sauvegardés et des clones 

ont été isolés pour des analyses approfondies. D'une part, un séquençage génomique a 

été réalisé sur un clone sélectionné pour son phénotype de résistance au butanol et sa 

capacité à dégrader la cellulose. Ce séquençage a permis d'identifier les mutations 

survenues au cours de l'évolution.  

 
Figure 27 : Temps de génération de L. phytofermentans durant l’évolution en GM3. 
Le milieu GS2 a été utilisé en ajoutant des concentrations croissantes de butanol (valeurs au-dessus du graphique 
allant de 0 à 2.5%). Les points gris représentent les périodes de medium swap avec des temps de génération 
fixes. Les points de couleurs représentent le temps de génération journalier moyen (h) durant la croissance en 
turbidostat.Caractérisation génotypique  
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1.2. Sélection des souches résistantes 

Après 480 jours, un prélèvement a été réalisé à la fin de l'évolution pour effectuer 

des isolations clonales sur milieu GS2-Agar, afin d'obtenir une diversité de souches aux 

phénotypes variés. Ensuite, les clones isolés ont été mis en culture sur plaques dans un 

lecteur de microplaques pour observer leur temps de génération et tester leur résistance à 

différentes concentrations de butanol (0, 0,5 et 1 %). À ce moment, les clones ne résistant 

pas à 1 % de butanol ont été écartés. En parallèle, des cultures sur cellulose pure ont été 

effectuées pour valider la conservation des phénotypes cellulolytiques. De la même 

manière que pour la résistance au butanol, les clones ne dégradant plus la cellulose ont été 

écartés. Enfin, une visualisation par microscopie optique a permis d'obtenir un premier 

aperçu de la physiologie des clones. 

Dans cette thèse, le clone PHY24.0#6 rassemble les différents aspects cités plus tôt. 

En effet, son temps de génération est plus élevé que celui de la souche WT, il résiste à 1 % 

de butanol, a conservé la dégradation de la cellulose et possède une physiologie peu 

filamenteuse, adaptée à une utilisation industrielle. C'est pour ces raisons que ce clone a 

été sélectionné pour effectuer les analyses approfondies détaillées dans cette thèse. Dans 

les parties suivantes, les résultats de l'étude concernant cette souche seront analysés tant 

au niveau génomique par un séquençage NGS qu'au niveau phénotypique par une 

caractérisation physiologique et métabolique. 

L'étude du processus d'évolution de L. phytofermentans n'est pas détaillée dans 

cette thèse mais fait l'objet d'un projet en cours au laboratoire. 

1.3. Caractérisation génotypique par séquençage génomique 

Le génome du clone PHY24.0#6 a été extrait et séquencé à l'aide de deux 

technologies complémentaires : le séquençage long read avec un séquenceur d'Oxford 

Nanopore Technologies et le séquençage short read avec la technologie Illumina. Cette 

approche hybride a permis d'affiner l'assemblage initial réalisé avec Nanopore, aboutissant 

à une séquence consensus de haute qualité grâce à un assemblage de novo (Figure 28). À 

l'échelle macroscopique, une légère différence de taille du génome a été observée, avec 4 

843 703 pb pour la souche PHY24.0#6 contre 4 847 571 pb pour la souche de référence L. 
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phytofermentans ISDgT, soit une réduction de 3868 pb. Malgré 480 jours d'évolution en 

culture continue, la structure générale du génome de la souche évoluée ne semble pas 

avoir subi de modifications majeures. 

L'analyse des mutations a été réalisée à l'aide d'outils bio-informatiques, notamment 

la plateforme MAGE (Microbial Genome Annotation & Analysis Platform) développée par le 

LABGeM du Genoscope, ainsi que les logiciels MAUVE et BreSeq. Ces outils ont permis de 

dresser la liste des mutations de type SNP et InDel de plus grande taille. 

L'analyse des SNP a révélé un nombre important de mutations accumulées au cours 

de l'évolution. Au total, 509 SNP ont été identifiés dans le génome de PHY24.0#6 en 

comparaison avec le génome de référence L. phytofermentans ISDgT. Parmi les mutations, 

126 sont synonymes, c'est-à-dire qu'elles ne modifient pas la séquence en acides aminés 

des protéines codées par les ORF concernés, tandis que 281 sont non-synonymes et 

peuvent potentiellement affecter la structure des protéines correspondantes. De plus, 21 

Single-nucleotide polymorphism (SNP) entraînent une mutation non-sens dans 21 ORF 

(Open Reading Frames) distincts. Toutefois, cela ne signifie pas nécessairement que toutes 

les protéines tronquées ainsi générées sont totalement inactives. L'impact fonctionnel de 

ces mutations dépend de l'emplacement du codon stop prématuré dans l'ORF et de la 

position du domaine actif de la protéine. En outre, la proximité d'un codon start par rapport 

à un codon stop lié à une mutation pourrait permettre la production de fragments 

protéiques encore partiellement fonctionnels. L’ensemble des SNP sont trié en fonction du 

processus biologique prédit auxquels ils appartiennent, ceux-ci sont présenté dans le 

Tableau 12 en annexe.  

Quant aux SNP de type InDel, ils se caractérisent par l'insertion ou la délétion d'une 

base. Cela provoque un décalage du cadre de lecture des ORF, aboutissant à la production 

de protéines altérées ou pouvant être tronquées en raison de codons stop dans un autre 

cadre de lecture. Bien que les résultats de l'analyse des variants n'aient pas permis d'établir 

de lien direct entre la résistance au butanol et les modifications génomiques observées, il 

est indéniable que de nombreux événements mutateurs se sont produits. Ces mutations, 

qu'elles soient dues au déplacement d'éléments mobiles tels que les transposases ou à des 
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erreurs de réplication conservées et transmises aux générations suivantes, témoignent de 

l'impact de l'évolution sur le génome de la souche. 

 

Figure 28 : Alignement génomique fait avec le logiciel BreSeq. 
Alignement générer en utilisant les reads obtenus par séquençage du génome de PHY24.0#6 et en l’alignant sur 
le génome de L. phytofermentans ISDg. Les reads indiquent la couverture du génome et de facto l’abondance 
de chaque portion du génome. La courbe bleu foncé représente les séquences uniques dans le génome incluant 
le turquoise et le violet qui chacun représente les reads appareillés avec les brins forward et reverse 
respectivement. Les pics rouges, oranges et jaunes sont les séquences répétées contenues dans le génome.  
 

1.3.1. Exemples de mutations  

Dans cette partie, plusieurs mutations affectant des gènes chez L. phytofermentans 

PHY24.0#6 ont été explorées. Bien que les mutations abordées ici ne représentent qu'une 

infime partie des altérations génétiques observées, elles sembleraient impacter des gènes 

putatifs impliqués dans divers mécanismes tels que la stabilité génomique, l'expression 

génique et le métabolisme des sucres. Ces analyses fournissent un aperçu des mécanismes 

par lesquels ces mutations pourraient influencer la fitness de cette souche bactérienne. Les 

mutations discutées dans cette partie sont représentées par la Figure 29. 

1.3.1.1. Cphy_2380 : Impact sur la réparation de l'ADN 

Le gène Cphy_2380 (mutL) est essentiel dans la réparation des erreurs 

d'appariement des bases durant la réplication de l'ADN. Une mutation spécifique, 

caractérisée par l'insertion d'une thymine (T) à la position 1607/2088 nt, provoque un 

décalage du cadre de lecture, aboutissant à la division du gène en deux nouveaux ORF 
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potentiellement non fonctionnels. Cette mutation pourrait expliquer le grand nombre de 

SNP observés dans cette souche, résultant de l'accumulation d'erreurs non corrigées lors 

de la réplication d'ADN bactérien. 

 

Figure 29 : Visualisation des mutations dans les gènes Cphy_2809, 2380 et 0333.  
Les alignements de séquences génomiques ont été réalisées avec le génome de référence de L. phytofermentans 
ISDg en utilisant le logiciel MAUVE.  

La fonction du gène mutL est bien établie dans la réparation des erreurs 

d'appariement de l'ADN (Mismatch Repair, MMR). Ce système est crucial pour corriger les 

erreurs de réplication. Une altération de ce gène peut entraîner une défaillance du système 

MMR, augmentant ainsi le taux de mutations et par conséquent, l'instabilité génomique. 

Chez les bactéries, la protéine mutL agit en tandem avec mutS pour détecter et réparer ces 

erreurs. Des mutations dans ces gènes peuvent conduire à une hypermutabilité, comme 

observé dans d'autres systèmes bactériens, où la perte de protéines MMR fonctionnelles 

peut multiplier le taux de mutation par 1 000. De plus, les endonucléases mutL forment des 

homodimères, et les mutations dans ce gène pourraient également perturber la 

dimérisation et la fonction, aggravant ainsi la déstabilisation du génome171–173. 

1.3.1.2. Cphy_2809 : Impact sur la ségrégation chromosomique 

Le gène Cphy_2809 codes une ATPase essentielle dans la ségrégation 

chromosomique. Plusieurs mutations ont été identifiées dans ce gène, incluant deux 

délétions significatives et un SNP non-sens. Une première délétion de 81 paires de bases 

entraîne la perte de 27 acides aminés sans perturber le cadre de lecture, tandis qu'une 

seconde délétion plus importante de 630 pb supprime 210 acides aminés supplémentaires. 
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Un SNP non-sens à la position 3031 bp introduit un codon stop prématuré, tronquant la 

protéine à 1248 acides aminés, bien en dessous des 2228 prévus. En conséquence, la 

protéine mutée Cphy_2809 ne contient que 1011 acides aminés, soit une réduction de près 

de 55 %. Cette grande délétion engendrerait très probablement une perte de 

fonctionnalité, compromettant le processus de ségrégation chromosomique et, par 

extension, la stabilité génomique de cette souche174. 

1.3.1.3. Cphy_0333 : Impact sur le Système Phosphotransférase (PTS) et l'Import des 
Sucres 

Le gène Cphy_0333, codant la protéine HPr du système phosphotransférase (PTS), 

a subi une insertion de 4 paires de bases (AGCC) à la position 74/258 bp. Cette insertion 

provoque un décalage du cadre de lecture et la formation d'un codon stop prématuré, 

interrompant ainsi la traduction de HPr, qui est essentielle au transport et à la 

phosphorylation des sucres dans le PTS. De plus, cette mutation entraîne l'apparition d'un 

nouveau codon start dans un cadre de lecture différent, initiant la traduction d'une protéine 

de fonction inconnue. Cela suggère la formation de deux nouvelles protéines dont les rôles 

restent à déterminer. La position critique de cette insertion rend peu probable la 

conservation de la fonction originale de HPr. 

La protéine HPr joue un rôle central dans le PTS en transférant le groupe phosphate 

du phosphoénolpyruvate (PEP) à l'Enzyme II spécifique au sucre transporté, un processus 

crucial pour l'importation et la phosphorylation des sucres, nécessaires à la conservation de 

l'énergie 175. Cependant, L. phytofermentans possède trois autres paralogues du gène HPr 

dans son génome, à savoir Cphy_1769, Cphy_2300, et Cphy_3549. Les deux dernières 

sont exprimées à des niveaux similaires à Cphy_0333 selon les données transcriptomiques 

disponibles, ce qui pourrait palier partiellement l'inactivation de Cphy_0333. Néanmoins, 

une question fondamentale se pose quant à la nécessité du système PTS dans cette 

bactérie. Le système PTS consomme du PEP pour phosphoryler le glucose. Dans un 

environnement riche en glucose, L. phytofermentans pourrait avoir évolué pour optimiser 

ainsi l'utilisation du PEP pour d'autres processus métaboliques. Une mutation dans HPr 

pourrait donc être sélectionnée si des transporteurs de glucose non-PTS, comme les 

transporteurs ABC, sont déjà utilisé. En effet, L. phytofermentans possède une abondance 
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de transporteurs ABC, ce qui lui permet d'importer une grande variété de sucres sans 

nécessiter leur phosphorylation immédiate par le PTS. Cette adaptation suggère que, bien 

que l'inactivation de Cphy_0333 puisse avoir un impact profond sur le PTS, L. 

phytofermentans a la capacité de compenser cette perte grâce à l'utilisation intensive des 

transporteurs ABC. 

Afin de compléter l'analyse génotypique, il est essentiel d’obtenir une comparaison 

de l'expression des gènes. Une étude transcriptomique est en cours dans le but d’observer 

les différences d'expression entre la souche WT et la souche PHY24.0#6, en présence et en 

absence de butanol dans le milieu de culture. Cette analyse permettra d'établir des 

corrélations entre les mutations identifiées et les phénotypes observés. 

Les répercussions fonctionnelles concrètes des mutations sur les capacités 

adaptatives de la souche évoluée seront détaillées dans la section suivante. Cette approche 

intégrée, alliant génotypage et phénotypage, offrira une perspective plus globale sur les 

mécanismes adaptatifs développés par la souche PHY24.0#6 au cours du processus 

évolutif. 

1.4. Caractérisation phénotypique de la souche évoluée 

Cette section présente une caractérisation phénotypique du clone PHY24.0#6 

(appelé dans cette thèse PHY24), en examinant sa résistance/tolérance au butanol et à 

d'autres alcools. Son métabolisme a été étudié, en passant par sa capacité à dégrader la 

cellulose, une caractéristique intrinsèque de L. phytofermentans, ainsi que son profil de 

fermentation avec différents substrats. Une investigation sur la modification acquise de la 

composition chimique et structurelle de la paroi a été menée pour élucider un des 

mécanismes possibles de résistance au butanol.  

1.4.1. Le phénotype de résistance au butanol de PHY24 

Pour valider l'acquisition du phénotype de résistance au butanol suite à l'évolution 

dirigée, le clone PHY24 a été cultivé dans une plaque de 96 puits contenant du milieu GS2 

avec des concentrations croissantes de butanol. Les souches WT et PHY24 ont été incubées 

dans un lecteur de plaques jusqu'à la sporulation complète, qui a été atteinte entre 24 et 

36 heures selon les conditions expérimentales. L'incubation a été réalisée à 30°C, sans 
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agitation. Avant chaque mesure de la croissance bactérienne à une densité optique de 600 

nm (OD600), la plaque a été agitée pour resuspendre les cellules sédimentées. La densité 

optique a été mesurée à intervalles réguliers pour évaluer la croissance. Pour corriger les 

valeurs de croissance bactérienne, la moyenne de plusieurs puits contenant du milieu GS2 

non inoculé a été soustraite en tant que blanc. Huit concentrations de butanol ont été 

testées : 0%, 0,5%, 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5% v/v. Pour chaque concentration, la croissance 

a été évaluée dans cinq puits indépendants (n=5), et la moyenne des valeurs obtenues a 

été calculée pour chaque condition. Afin de quantifier la tolérance au butanol de PHY24, 

les valeurs de EC50 (Concentration Efficace à 50%) ont été calculées pour L. 

phytofermentans WT et PHY24. Le taux de croissance exponentielle (μ) a été déterminé 

pendant la phase exponentielle de croissance, permettant de calculer le temps de 

doublement (Td) à l'aide des formules suivante :  
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où DO(0) est la densité optique initiale, DO(t) est la densité optique à un temps t et 

t est le temps écoulé. 

À une concentration de 0,75% v/v de butanol, la souche WT montre un léger retard 

de croissance de 2 à 3 heures par rapport à la condition sans butanol, ce qui reflète une 

sensibilité modérée au butanol. Cependant, lorsque la concentration de butanol est 

augmentée à 1% v/v, la croissance de la souche WT est fortement compromise, au point 

qu'elle est incapable de poursuivre sa croissance. Ce résultat met en évidence la toxicité du 

butanol à cette concentration pour la souche WT (Figure 30A-B). 

En revanche, la souche PHY24 présente un seuil d’inhibition au butanol nettement 

plus élevé. Elle parvient à croître à une densité optique comparable à celle de la souche WT 

même à une concentration de 2% v/v de butanol, ce qui indique une tolérance accrue. 

Cependant, au-delà de cette concentration, le butanol devient trop toxique pour permettre 

la croissance de la culture de PHY24, suggérant une limite à l’adaptation acquise. Les Figure 

30A-B illustrent ces résultats, en se concentrant sur les concentrations de butanol les plus 
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pertinentes pour une meilleure clarté et lisibilité des graphiques. L'analyse du temps de 

génération (Tg) (Figure 30C) des deux souches en condition control (sans butanol) révèlent 

que l'évolution dirigée a non seulement amélioré la résistance au butanol de PHY24, mais 

a également accéléré sa vitesse de croissance. Le temps de génération moyen pour la 

souche WT a été mesuré à 4,185 heures, tandis que celui de PHY24 a été significativement 

réduit à 2,183 heures. Cette réduction indique que PHY24 croît plus rapidement que la 

souche WT, ce qui constitue un avantage considérable pour des applications industrielles 

où une croissance rapide est souhaitable. 

Les courbes dose-réponse de L. phytofermentans WT et PHY24 (Figure 30D) 

montrent toutes deux une pente abrupte, caractéristique d'une transition rapide entre la 

croissance normale et l'inhibition complète en réponse au butanol. Les valeurs EC50 pour 

les deux souches sont respectivement de 0,7486% pour la souche WT et de 1,566% pour 

PHY24. Ces valeurs représentent les concentrations de butanol nécessaires pour inhiber 

50% de la population bactérienne et illustrent quantitativement la résistance accrue de 

PHY24. Le doublement de l'EC50 chez PHY24 par rapport à la souche WT témoigne de 

l'amélioration significative de la résistance au butanol acquise par cette souche. 

Pour confirmer que les différences observées dans le temps de génération entre la 

souche WT et le clone PHY24 sont significatives, un test t non apparié a été réalisé. Les 

résultats de ce test montrent une valeur de p < 0,0001, indiquant une différence hautement 

significative entre les deux groupes. Ce résultat statistique robuste renforce l'idée que 

l'évolution dirigée a non seulement conféré une résistance accrue au butanol, mais a 

également optimisé la croissance de la souche PHY24 en l'absence de ce stress. 

Ces résultats mettent en évidence les effets bénéfiques de l'évolution dirigée sur la 

souche PHY24, non seulement en termes de résistance au butanol, mais aussi en améliorant 

sa performance de croissance générale, démontrant ainsi l'efficacité de l'évolution dirigée 

pour conférer une résistance accrue au butanol. 
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Figure 30 : Courbe de croissance de L. phytofermentans WT et PHY24.0#6 en présence de butanol. 
(A) WT et (B) PHY24 en présence de différentes concentrations de butanol. n=4. (C)  Comparaison des temps de 
génération des souches WT et PHY24. Les barres représentent les temps de génération moyens (± SEM) mesurés 
durant la phase exponentielle de croissance en utilisant 10 mesures de OD600. Les différences entre les groupes 
ont été analysées à l'aide d'un test t non apparié. p < 0.0001 (D) Courbes dose-réponse (EC50) des souches WT 
et PHY24 en réponse à des concentrations croissantes de butanol.   
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1.4.2. La tolérance acquise à d’autres inhibiteurs  

Des études antérieures ont mis en évidence que l'évolution adaptative en 

laboratoire (ALE), visant l'acquisition de phénotypes résistants à des inhibiteurs spécifiques, 

peut entraîner le développement d'une résistance élargie, incluant d'autres molécules que 

celle initialement ciblée. Dans cette étude, la résistance croisée au butanol et à d'autres 

alcools primaires a été évaluée par des tests de croissance sur plaque. Des concentrations 

variées de quatre alcools primaires ont été testées : l'éthanol (1%, 2%, et 3% v/v), le 

propanol (0,5%, 1%, et 2% v/v), le pentanol (0,5%, 1%, et 2% v/v), et l'hexanol (0,5%, 1%, et 

2% v/v). Ces concentrations ont été ajoutées dans trois puits distincts de plaque de 96 puits 

(n=3). La croissance de la souche WT et du clone évolué PHY24 a été mesurée dans les 

mêmes conditions que celles utilisées pour le butanol (30°C, sans agitation). La moyenne 

des valeurs obtenues pour chaque condition a été calculée afin de déterminer l'impact de 

chaque alcool sur la croissance des deux souches. 

Il a été observé que, de manière similaire à la résistance au butanol, la croissance de 

la souche PHY24 est améliorée dans toutes les conditions en présence des autres alcools 

primaires (Figure 31). Les courbes de croissance, présentées dans les panels A à H, 

indiquent que la souche WT tolère l'éthanol et le propanol jusqu'à des concentrations 

respectives de 2% et 1% v/v. En revanche, les alcools primaires à chaîne plus longue, tels 

que le pentanol et l'hexanol, ne sont pas tolérés même à une concentration de 0,5% v/v. La 

souche PHY24, issue de l'évolution dirigée pour la résistance au butanol, a montré une 

résistance accrue à d’autres alcools, à l'exception de l'hexanol, qui reste non toléré. En effet, 

l'éthanol, le propanol et le pentanol sont tolérés jusqu'à des concentrations respectives de 

3%, 2% et 0,5% v/v. 
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Figure 31 : Courbes de croissance de L. phytofermentans en présence d’alcools primaires. 
WT (A, C, E et F) et PHY24 (B, D, F et H) en présence de différentes concentrations d’alcools primaires Éthanol (A, 
B), Propanol (C, D), Pentanol (E, F), et Hexanol (G, H). n=4 
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1.4.3. Conservation du phénotype cellulolytique 

Comme exposé dans les résultats précédents, malgré le caractère dirigé de cette 

évolution, des phénotypes non désirés sont apparus. Cela s'est avéré bénéfique dans le cas 

de la résistance aux alcools primaires à chaîne courte (éthanol, propanol et butanol). 

Cependant, une des limitations de cette évolution est la nécessité d’une source de carbone 

soluble ; dans notre cas, le glucose a été utilisé. Le système GM3, composé de tubulure et 

utilisant la turbidité pour quantifier la croissance bactérienne afin de réaliser les dilutions, a 

rendu l'utilisation de cellulose impossible. Pour valider la conservation du phénotype 

cellulolytique, différents clones issus du GM3 ont été sélectionnés après isolation clonale 

en validant les deux phénotypes d'intérêt : la résistance au butanol et la dégradation de la 

cellulose. Le clone PHY24.0#6 a été sélectionné car il possède ces deux phénotypes. 

Cette partie exposera de manière quantitative la capacité à dégrader la cellulose et 

le métabolisme fermentaire qui en découle, en comparaison avec la souche WT. Pour ce 

faire, les souches WT et PHY24 ont été mises en culture avec comme seule source de 

carbone de la cellulose sous forme de filtres en papier Whatman. Les cultures ont été 

incubées à 30°C, sans agitation, dans une jarre anaérobie. Trois réplicats biologiques 

indépendants ont été effectués pour chaque point de prélèvement. Pour chaque réplicat, 

une partie du surnageant a été analysée par HPLC pour quantifier les métabolites produits, 

tandis que le reste a été filtré pour récupérer la cellulose. La cellulose restante a été séché 

puis pesée pour quantifier sa dégradation en fonction du temps tous les 7 jours, jusqu’à 35 

jours après inoculation. 

En présence de cellulose comme unique source de carbone, l'évolution de la 

dégradation de la cellulose au fil du temps, de 7 à 35 jours, montre une différence notable 

entre les souches PHY24 et WT (Figure 32A). La souche PHY24 dégrade la cellulose à un 

rythme plus lent, atteignant seulement 70 % de dégradation de la cellulose initiale, contre 

85 % pour la souche WT. Ce retard dans la dégradation est cohérent avec les analyses de 

la production des métabolites de fermentation, qui montrent une corrélation claire entre la 

consommation de cellulose et la production d'éthanol. En effet, la souche WT atteint son 

plateau de production d’éthanol après 14 jours (Figure 32B), tandis que PHY24 met 7 jours 
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de plus pour atteindre des niveaux équivalents (Figure 32C). De manière similaire, la 

production d'acides lactique et acétique est également réduite et retardée chez PHY24 par 

rapport à la souche WT. Ces résultats suggèrent que la souche évoluée présente un 

ralentissement métabolique en présence de cellulose. Ce phénomène pourrait s'expliquer 

par le fait que PHY24 a évolué en utilisant exclusivement du glucose comme source de 

carbone pendant toute la période d'évolution dirigée, ce qui n'a pas favorisé l'expression 

de cellulases, réduisant ainsi son efficacité à dégrader la cellulose.  

Malgré cette réduction de performance en présence de cellulose, ces résultats 

confirment que la souche PHY24 a conservé son phénotype cellulolytique. Cela démontre 

que, bien que son métabolisme ait été partiellement réorienté vers l'efficacité en présence 

de glucose, elle n’a pas complètement perdu ses fonctionnalités cellulolytiques 

essentielles. Cette observation est cruciale pour son utilisation dans des applications 

industrielles, où la dégradation de la biomasse reste un objectif fondamental. 
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Figure 32 : Métabolisme cellulolytique de L. phytofermentans WT et PHY24.  
(A) Évolution de la dégradation de la cellulose au cours du temps par L. phytofermentans WT et PHY24, chaque 
point de la courbe représente les 3 réplicats ayant été utilisé pour mesurer dégradation de la cellulose. (B-C) 
Analyse du métabolisme fermentaire de L. phytofermentans WT (B) et PHY24 (C)  
 

1.4.4. Analyse du potentiel industriel de PHY24 en bioréacteur  

L'objectif principal de cette étude est d'élucider les mécanismes sous-jacents à la 

résistance au butanol, tout en générant une souche capable de se développer efficacement 
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dans des volumes plus importants, tels que les bioréacteurs. Dans cette section, les résultats 

obtenus lors de la fermentation du glucose dans des bioréacteurs anaérobies de 2 L seront 

présentés. Les bioréacteurs, contenant du GS2-glucose à 0,5%, ont été inoculés avec 50 mL 

de cultures saturées des souches WT et PHY24. Les conditions de culture ont été 

rigoureusement contrôlées, avec un pH maintenu à 7 grâce à l'ajout de NaOH ou de KOH, 

et une température stable de 30°C assurée par un cryostat. Une faible agitation a été 

appliquée pour garantir une répartition homogène du NaOH et KOH dans le milieu de 

culture. Les inoculums ont été ajoutés en fin de journée (0h), le premier prélèvement a été 

effectué 14 heures plus tard, suivi de prélèvements toutes les 2 heures durant la journée, 

avec un dernier prélèvement 40 heures après inoculation. L’OD600 a été mesurée pour 

chaque échantillon, puis ceux-ci ont été analysés par HPLC pour quantifier la production 

des métabolites de fermentation (lactate, acétate et éthanol) et pour suivre la 

consommation de glucose 

Les cinétiques de fermentation (Figure 33) mettent en évidence les différences 

entre la souche WT et la souche PHY24 dans des conditions de culture en bioréacteur de 2 

L. L’analyse des valeurs de OD600 montre que L. phytofermentans WT atteint son maximum 

de croissance 24 heures après l'inoculation, avec une DO600 de 1,70, tandis que la souche 

PHY24 atteint un pic de 1,94 en seulement 16 heures. Cette différence de vitesse de 

croissance est principalement attribuée à la rapidité de consommation du glucose par les 

deux souches. En effet, la souche WT consomme l'intégralité des 27,775 mM de glucose en 

24 heures, alors que la souche PHY24 ne présente plus de glucose détectable après 

seulement 18 heures. Cette consommation plus rapide de glucose par PHY24 se traduit 

également par une production maximale d'éthanol plus précoce. Il a été observé que la 

production d'éthanol est étroitement liée à la présence de glucose ; une fois le glucose 

totalement consommé, la production d'éthanol cesse, voire diminue. Cette diminution de 

la concentration en éthanol d’environ 15 mM dans les deux conditions pourrait être 

expliquée par une évaporation induite par le flux de N2 utilisé pour maintenir l'anaérobiose 

dans le bioréacteur. Enfin, aucune différence significative n'a été observée dans la 

production d'acides lactique et acétique entre les deux souches. 
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Figure 33 : Profils de fermentation de L. phytofermentans en bioréacteur. 
WT (A) et PHY24 (B) avec du glucose comme source de carbone. Les cercles vert correspondent au lactate, les 
carrés bordeaux à l’acétate, les triangles jaunes à l’éthanol, les losanges bleu au glucose et les hexagones violets 
à la OD600 . 
 

1.4.5. Analyse des acides gras cellulaire 

L'objectif de cette expérience est d'analyser la composition en acides gras de la 

membrane cellulaire de la souche PHY24, afin de vérifier l'hypothèse selon laquelle la 

résistance de cette souche au butanol est liée à une augmentation de la proportion d'acides 

gras insaturés dans la membrane plasmique. La littérature scientifique suggère que les 

souches naturellement productrices de butanol réagissent à ce solvant en augmentant la 

proportion d'acides gras insaturés dans leur membrane plasmique, un mécanisme essentiel 

pour maintenir la fluidité et l'intégrité membranaire sous l'effet du stress induit par le 

butanol. Des études antérieures sur Clostridium acetobutylicum ont montré que 

l'augmentation du ratio d'acides gras insaturés/saturés contribue à stabiliser la membrane 

en présence de butanol, permettant ainsi aux cellules de préserver des fonctions cellulaires 

critiques, telles que le transport actif et la rétention de la force proton-motrice, malgré la 

fluidisation membranaire provoquée par ce solvant 176. 

Pour déterminer si la résistance accrue de la souche PHY24 au butanol est due en 

partie à des modifications de sa membrane plasmique, une analyse de la composition en 

acides gras des membranes cellulaires a été réalisée en utilisant les services d'analyse de la 

DSMZ à Leibniz, en Allemagne. Des cultures de 250 mL des souches WT et PHY24 ont été 

préparées dans du milieu GS2-glucose à 0,5 %, avec ou sans addition de 0,75 % de butanol 

(concentration à laquelle la souche WT se développe). La biomasse obtenue a ensuite été 
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resuspendue dans de l'isopropanol à 100 %, une étape critique pour la stabilisation des 

lipides avant l'analyse. 

L'analyse des abondances d'acides gras saturés, insaturés et hydroxylés (Figure 

34A) a révélé que la proportion d'acides gras insaturés est significativement plus élevée 

chez la souche PHY24, aux dépens des acides gras saturés.  

Aucune différence significative n'a été observée entre les conditions avec et sans 

butanol, suggérant que cette concentration de butanol n’est pas suffisante pour induire un 

stress, ou que la proportion d'acides gras insaturés a déjà atteint un seuil maximal. En 

accord avec des expériences précédentes chez d’autres Clostridia (172), chez la souche WT, 

une augmentation de la proportion d'acides gras insaturés était attendue en présence de 

butanol ; cependant, une diminution de ces derniers a été observée, tandis que la 

proportion d'acides gras hydroxylés a augmenté en réponse au butanol. Concernant la 

longueur des chaînes carbonées des acides gras (Figure 34B), il a été observé que PHY24 

présente une proportion plus élevée de C18 par rapport à la souche WT.  

Les proportions des plasmalogènes ont été déterminées en quantifiant les produits 

de dérivatisation en diméthyl-acétal (DMA) (Figure 34C). Ces phospholipides particuliers 

jouent un rôle essentiel chez les bactéries, notamment dans la protection contre le stress 

oxydatif, la stabilité membranaire et potentiellement la signalisation cellulaire, grâce à leur 

structure unique avec une liaison éther en position sn-1, qui confère une résistance accrue 

à l'oxydation 177. Aucune différence notable dans la proportion globale des plasmalogènes 

entre les souches WT et PHY24 n'a été observée. Cependant, l'ajout de butanol a diminué 

la fraction de plasmalogènes insaturés chez L. phytofermentans WT, sans effet similaire sur 

la souche PHY24. Notamment, l'évolution dirigée semble avoir inversé les ratios 

plasmalogènes saturés/insaturés : sans butanol, les plasmalogènes saturés représentent 32 

% chez la souche WT, contre 66 % chez PHY24. Ce changement signale une réorganisation 

significative de la composition en phospholipides de la membrane plasmique. 

L'analyse croisée des données relatives aux acides gras saturés/insaturés et à la 

longueur de leur chaîne carbonée (Figure 34D) montre que les ratios acides gras 

insaturés/saturés sont de 0,378 pour la souche WT en l'absence de butanol et de 0,850 
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pour la souche PHY24 dans les mêmes conditions. De même, les ratios C18/C16 sont de 

0,267 pour la souche WT et de 0,490 pour la souche PHY24. Ces résultats suggèrent que 

l'évolution a induit une augmentation de la longueur des chaînes carbonées ainsi qu'une 

insaturation accrue vers des acides gras C18 insaturés, tout en réduisant la proportion des 

acides gras C16 saturés.  

Une analyse plus détaillée de la composition des acides gras cellulaires est 

présentée dans le . 
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Tableau 10. En plus des observations tirées de la Figure 34, il est noté que l'acide 

gras saturé hydroxylé C18:0 3OH apparaît uniquement en présence de butanol dans les 

cultures des deux souches. De plus, certains acides gras, tels que C15:1 et C20:1, sont 

détectés exclusivement chez la souche PHY24 en présence de butanol, bien qu'ils 

représentent chacun moins de 1% des acides gras totaux. En outre, l'acide gras C17:1 

constitue 2% des acides gras totaux chez PHY24 lorsque la culture est réalisée en présence 

de 0,75% de butanol. 

En complément de l’étude des acides gras, une analyse de la structure de la paroi 

est en cours en procédant à la visualisation de celle-ci par microscopie électronique à 

transmission (MET). 

 

Figure 34 : Abondance relative des acides gras cellulaires.  
(A) En fonction de leur état de saturation (saturé, insaturé ou hydroxylé) et de (B) la taille de leur chaine carbonée. 
(C) La proportion des plasmalogènes en fonction de leur état de saturation et (D) les acides gras cellulaires totaux 
sont représentés en fonction de la longueur de la chaine carboné et de leur état de saturation ou d’hydroxylation 
pour les souches WT et PHY24 avec et sans butanol 0,75%. Les plasmalogènes ont été quantifié en mesurant le 
pourcentage de DMA dans les échantillons. 
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Tableau 10 : Abondance des différents acides gras selon leur état de saturation et leur taille. 

Acides gras WT 0% WT 0,75% PHY24 0% PHY24 0,75% 

Saturé 

12:0 0,5 0,1 0,2 0,3 

14:0 6 7,7 6,3 6,1 

16:0 62,2 67,1 40,1 44,2 

18:0 1,8 6,5 1,4 1,3 

Hydroxylé 

16:0 3OH 2,8 9,3 3,7 3,2 

18:0 3OH ND 4,9 ND 0,4 

Insaturé 

15:1 ND ND ND 0,3 

16:1 8,8 2,7 19 12,4 

17:1 ND ND ND 2 

18:1 17,9 5,7 29,4 29,6 

20:1 ND ND ND 0,2 

ND : Non Déterminé 
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1.5. Discussion et Perspectives 

L'évolution dirigée réalisée sur L. phytofermentans a conduit à l'obtention de la 

souche PHY24, qui se distingue de la souche sauvage par une tolérance accrue au butanol, 

une vitesse de croissance améliorée, une densité cellulaire maximale supérieure et une 

conservation des capacités cellulolytiques. Ces résultats démontrent le potentiel de 

l'évolution dirigée comme une méthode efficace pour optimiser des traits phénotypiques 

complexes chez des micro-organismes d'intérêt industriel, particulièrement ceux dont 

l'ingénierie est difficile. Cependant, ces résultats suscitent également de nouvelles 

questions et ouvrent des perspectives intéressantes pour des recherches futures visant à 

affiner et à approfondir notre compréhension des mécanismes sous-jacents. 

L'augmentation de la tolérance au butanol observée chez PHY24 représente une 

avancée majeure, mais les mécanismes moléculaires exacts responsables de cette 

résistance demeurent partiellement élucidés. L'analyse génomique a révélé des mutations 

dans des gènes clés, notamment ceux impliqués dans la réparation de l'ADN et la 

ségrégation chromosomique, ce qui pourrait améliorer la capacité d'adaptation évolutive 

de la souche. D’autres expériences d’ALE chez E. coli ont montrer que l’inactivation du 

Mismatch-Repair System permet une augmentation de l’adaptabilité dans des conditions 

de cultures non favorable comme en présence d’antibiotique et de métaux lourds 178.  

L’hypothèse émergente à ce projet est que via la mutation de mutL, L. phytofermentans a 

pu évoluer plus efficacement et ce caractère hypermutateur a été conservé car il devrait 

présenter un avantage environnement pour la bactérie. Il est probable que ces mutations 

entraîneraient l'inactivation transcriptionnelle ou traductionnelle de nombreux gènes, 

permettant ainsi à la cellule de concentrer ses ressources énergétiques sur des fonctions 

vitales pour sa survie en présence de butanol. 

Pour mieux comprendre les implications de ces mutations dans la tolérance accrue 

au butanol, des analyses -omics en présence de butanol serait pertinentes pour une 

caractérisation plus approfondie des réponses au stresse induites par le butanol. A court 

terme des analyses transcriptomiques sont en train d’être mises place pour révéler les 

réseaux de régulation génique et les voies métaboliques qui sont down ou up régulées. 
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La capacité de PHY24 à conserver ses fonctions cellulolytiques malgré le processus 

d'évolution dirigée constitue un résultat encourageant, suggérant que cette fonction 

essentielle n'a pas été altérée. Une hypothèse plausible expliquant cette préservation 

réside dans l'utilisation exclusive de glucose comme source de carbone. En effet, en 

présence de glucose, l'expression des cellulases est inhibée, ce qui pourrait avoir évité que 

les gènes les codant soient affectés par des mutations au cours du processus évolutif. À 

l'inverse, l'utilisation du cellobiose aurait entraîner l'activation et donc plausiblement 

entrainé l’apparition de mutation dans des gènes codant des cellulases. Même si L. 

phytofermentans ne nécessite que d’une β-glucosidase pour métaboliser la cellobiose, les 

circuits de régulation activent l’expression de nombreuses cellulases. Bien que cela puisse 

sembler contre-intuitif, l'utilisation du glucose comme seule source de carbone durant 

l'évolution pourrait avoir permis de préserver les gènes cellulolytiques, évitant ainsi leur 

inactivation qui aurait donné un avantage sélectif du fait de l’économie d’énergie réalisé. 

Cependant, il est crucial de vérifier que cette capacité se maintient dans des 

conditions industrielles plus complexes, où plusieurs facteurs de stress peuvent être 

présents simultanément. Jusqu'à présent, seule de la cellulose pure a été utilisée comme 

substrat. Il serait donc intéressant d'évaluer la performance de PHY24 dans des bioréacteurs 

utilisant divers substrats lignocellulosiques d'intérêt industriel, tels que la paille ou du son 

de blé. Par ailleurs, étant donné que les mutations pourraient affecter la stabilité génétique 

de la souche, il serait pertinent de mesurer la stabilité génétique et phénotypique de PHY24 

au cours de cycles de fermentation prolongés, afin de garantir que ses performances ne se 

dégradent pas avec le temps dans un contexte de production continue.  

Les analyses de la composition lipidique ont montré que la souche PHY24 présente 

une augmentation notable de la proportion d'acides gras insaturés ainsi qu'une 

réorganisation des plasmalogènes, ce qui suggère un rôle clé de la membrane cellulaire 

dans l'acquisition de la tolérance au butanol. Toutefois, la dynamique précise de ces 

modifications membranaires mérite une exploration plus approfondie pour mieux 

comprendre leur contribution à cette tolérance. Par ailleurs, d'autres éléments structuraux 

de la paroi cellulaire, tels que le surface layer et le peptidoglycane, qui jouent un rôle crucial 

dans la protection des bactéries en conditions défavorables, pourraient également avoir 
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subi des altérations au cours de l'évolution. Ces aspects devraient être étudiés en détail afin 

de mieux cerner les mécanismes sous-jacents à la résistance accrue de PHY24. 

Les résultats obtenus dans cette étude sont prometteurs pour le développement de 

souches microbiennes robustes, capables de résister à des conditions industrielles. 

D'autres études récentes ont utilisé des approches d'évolution adaptative en laboratoire 

(ALE) pour améliorer la robustesse et la croissance chez les Clostridia, en employant des 

chemostats et des dilutions manuelles 179. De notre côté, il est indéniable que l'utilisation 

de GM3 a permis une évolution dirigée de haute qualité, orientée vers des phénotypes 

d'intérêt spécifique. Les recherches futures basées sur ces approches pourraient aboutir à 

des améliorations significatives des procédés de production de biocarburants à partir de 

biomasse, rendant ces processus plus efficaces, durables et économiquement viables. 

. 
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2. Synthèse de novo du butanol chez L. phytofermentans 

L'ingénierie métabolique des micro-organismes pour la production durable de 

biocarburants représente une voie de recherche prometteuse dans le contexte des défis 

énergétiques et environnementaux actuels. Parmi les biocarburants, le butanol se distingue 

par ses propriétés physico-chimiques avantageuses, telles qu'une densité énergétique 

élevée et une miscibilité avec l'essence, en faisant une alternative attrayante aux carburants 

fossiles 72. Cependant, la production biologique de butanol à partir de matières premières 

renouvelables reste un défi majeur, en raison de son besoin en biomasse dont la production 

entre en concurrence avec les cultures vivrières 180. 

Dans ce contexte, L. phytofermentans, une bactérie anaérobie capable de dégrader 

une large gamme de polysaccharides végétaux en produits de fermentation, émerge 

comme un candidat prometteur pour la bioproduction de butanol à partir de biomasse 

lignocellulosique 38. Pourtant, l'introduction et l'optimisation d'une voie de synthèse de 

butanol dans cet organisme non modèle s’avèrent complexes, en grande partie à cause de 

notre compréhension encore limitée de sa biologie et de la régulation de son métabolisme. 

Les défis liés à la manipulation génétique de L. phytofermentans sont 

particulièrement prononcés. Cette bactérie présente une résistance naturelle aux 

transformations génétiques, compliquant ainsi les efforts d'ingénierie métabolique. De 

plus, la complexité de son métabolisme central ajoute une couche supplémentaire de 

difficulté, rendant nécessaire une approche méthodique pour rediriger les flux 

métaboliques vers la production de butanol 181. 

Pour surmonter ces obstacles, une voie métabolique hétérologue pour la 

production de butanol a été conçue et introduite en appliquant les principes de la biologie 

synthétique, en particulier ceux de la modularité et du cycle DBTL (Design-Build-Test-Learn) 

182. Les résultats de cette étude apportent des éclaircissements sur les défis et les 

possibilités associés à l'ingénierie de L. phytofermentans en tant que châssis industriel pour 

la production de butanol, tout en mettant en lumière des pistes d'amélioration pour 

optimiser ce processus.  
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2.1. Construction d’une voie de combinatoire de biosynthèse du 
butanol 

2.1.1. Choix et clonage des parts de la voie de synthèse  

La voie de synthèse pour la production de butanol chez L. phytofermentans a été 

élaborée en sélectionnant des enzymes reconnues pour leur implication directe et efficace 

dans la production de butanol chez les Clostridia. Les enzymes sélectionnées, à savoir 

Ec_AtoB, Ck_Hbd1, Ca_Crt, Ca_Bcd-EtfAB, et Ca_AdhE2 (Figure 35), ont été choisies en 

fonction de leur performance rapportée dans la littérature, constituant ainsi une 

combinaison optimale pour la production de butanol 183. 

Pour l'assemblage de cette voie, j’ai utilisé la méthode de clonage combinatoire 

MoClo (Modular Cloning). Le MoClo, une technique de biologie synthétique, permettant un 

assemblage précis et efficace de plasmides, facilitant ainsi la création de systèmes 

biologiques complexes. Cette méthode repose sur l’utilisation d’enzymes de restriction de 

type IIS, qui reconnaissent des séquences d'ADN asymétriques et clivent en dehors de leur 

site de reconnaissance, permettant un assemblage dit « scarless » des fragments d’ADN. 

Développé par l'équipe de Douglas M. Densmore sous le nom de CIDAR MoClo, ce 

système utilise les enzymes de restriction BsaI et BbsI 166. Le MoClo inclut un ensemble de 

fragments génétiques standardisés, tels que des promoteurs, des Ribosome-Binding Site 

(RBS), des gènes rapporteurs et des terminateurs, permettant leur assemblage par Golden 

Gate. Un des avantages majeurs de cette méthode réside dans son efficacité et sa 

modularité, offrant la possibilité d'explorer un large éventail de configurations à un coût 

abordable en peu de temps. 

Dans ce projet, la construction d'un opéron combinatoire a été réalisée afin de 

déterminer l'ordre optimal des CDS (Coding DNA Sequences) pour maximiser la 

production de butanol. Il est bien établi qu'un CDS en position initiale d’un opéron est 

généralement plus exprimé que celui en position terminale, en raison de sa position relative 

dans l'ARNm, de la dégradation progressive de l'ARNm et des structures secondaires 

influençant la stabilité de celui-ci. Cependant, cette observation ne s'applique pas en 

présence de promoteurs internes dans l’opéron 184. 
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L'utilisation de la méthode MoClo permet en théorie d'éviter l'insertion de mutations 

indésirables dans le plasmide, un problème rencontré avec la méthode de clonage Gibson, 

en particulier lors de l'utilisation de fragments amplifiés par PCR. Les gènes codant les 

enzymes de la voie de biosynthèse du butanol ont été synthétisés, en supprimant les sites 

de restriction BsaI et BbsI, les promoteurs internes, et en harmonisant l’usage des codons 

pour une traduction efficace chez L. phytofermentans. 

Le projet a été conçu pour suivre le cycle DBTL (Design-Build-Test-Learn), 

permettant plusieurs itérations pour optimiser les paramètres génétiques ou de culture et 

ainsi améliorer le rendement en butanol. Lors de la phase de Design, une approche 

modulaire et standardisée a été adoptée. Chaque gène a été cloné indépendamment dans 

un plasmide de sous-clonage (L0-DVA-AB/BC/CD/DE/EF) avec son propre RBS, généré à 

l’aide de l'algorithme RBS Calculator de De novo DNA 185, fixant le Translation Initiation Rate 

(TIR) à 15,000 unités arbitraires. Cette valeur a été choisie par comparaison avec d'autres 

projets d'ingénierie métabolique, tels que celui de Carbonell et al. (2018), où tous les RBS 

(Ribosome Binding Site) ont été fixés à un TIR de 15,000 111. En l'absence de données 

spécifiques sur l'effet des RBS synthétiques chez les Clostridia, et plus précisément chez L. 

phytofermentans, cette valeur a été conservée. 

Un premier opéron a été conçu pour exprimer les gènes Ec_AtoB, Ca_AdhE2, 

Ca_Crt, et Ck_Hbd1 sous le contrôle du promoteur synthétique fort et constitutif pCons17. 

Un second opéron contenant les gènes Ca_Bcd-EtfAB sous la dépendance du promoteur 

pThl. Ces gènes ont été organisés dans un opéron distinct, car ces trois gènes sont exprimés 

conjointement dans leur contexte naturel et forment un complexe protéique 

hétérododécamérique. 
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Figure 35 : Voie de synthèse optimisée pour la production de butanol. 
E. coli atoB acetoacetyl-CoA thiolase/synthase, C. kluyveri hbd1 NADP+-dependent 3-hydroxybutyryl-CoA 
dehydrogenase, C. acetobutylicum crt crotonase, bcd-etfAB butyryl-CoA dehydrogenase et adhE2 bifunctional 
NAD+-dependent aldehyde and alcohol dehydrogenase 
 

2.1.2. Assemblage des composants de la voie  

La phase de construction s'est appuyée sur la technique de Golden Gate, utilisant 

successivement deux enzymes de restriction de type IIS. Dans un premier temps, les gènes 

et leurs séquences RBS ont été amplifiés par PCR, permettant ainsi l'ajout des différents sites 

de clivage des enzymes BbsI ainsi que des sites de liaison correspondants (Figure 36A). Un 
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premier assemblage Golden Gate a ensuite été réalisé entre les plasmides accepteurs de 

niveau L0, chacun comportant des sites de liaison spécifiques (AB - BC - CD - DE - EF). 

Une fois les plasmides intermédiaires obtenus, ceux-ci ont été assemblés de manière 

modulaire dans le plasmide d’expression pQmod3_CmR_RFP_AF, contenant des sites de 

restriction BsaI ainsi que des sites de liaison AF flanquant la cassette RFP. L'assemblage des 

cinq fragments dans ce plasmide a conduit à l'excision de la cassette RFP, facilitant ainsi la 

sélection des clones par criblage blanc-rouge (Figure 36B). Les plasmides finaux, au 

nombre de 24, ont résulté de l'assemblage combinatoire des différents gènes de la voie de 

synthèse (Figure 36C). 

Sur les 24 variants possibles, 23 ont été séquencés par la technologie Oxford 

Nanopore, permettant de séquencer l’intégralité des plasmides et de détecter d’éventuels 

dimères ou mutations dans des régions souvent non séquencées du plasmide. Parmi ces 

variants, 11 ont présenté une ou deux mutations non synonymes dans les gènes Ec_AtoB 

et/ou Ca_AdhE2, tandis que les 12 autres ont montré une séquence conforme à celle 

attendue sous entendant que ces deux gènes sont toxiques lors du clonage chez E. coli.  
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Figure 36 : Stratégie de clonage de la voie de synthèse du butanol.  
(A) Les sites de liaison Golden Gate sont ajoutés par PCR aux extrémités des gènes composant la voie de 
synthèses. Les produits PCR sont insérés par Golden Gate dans les plasmides accepteurs L0 compatibles. (B) 
Chaque gène est contenu dans une des 4 versions du plasmide accepteur L0 (AB, BC, CD et DE). Dans le cas de 
Bcd-EtfAB (représenté en violet), il est placé en position EF. Un second Golden Gate est effectué en utilisant 5 
plasmides donneurs L0 et le plasmide accepteur pQmod3_CmR_RFP_AF. (C) Pour un souci de lisibilité, les 24 
possibilités des assemblages combinatoires ne sont pas toutes représentées, seules 4 combinaisons le sont. 
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2.2. Quantification du butanol par chimie analytique et détection in 
vivo  

2.2.1. Expression d’une voie de synthèse du butanol chez L. phytofermentans  

La phase de test est d’une importance cruciale dans un projet d’ingénierie 

métabolique, en particulier lorsqu'il s'agit de produire un composé de novo. Cette étape 

est déterminante, car l'absence de production du composé ciblé, comme le butanol dans 

notre cas, complique l’identification des paramètres à modifier pour induire une production 

ne serait-ce que minime. 

Dans ce contexte, six variants distincts de la voie de synthèse ont été introduites par 

électroporation dans L. phytofermentans afin de tester leur capacité à produire du butanol 

et de comparer les performances de chaque construction. Les cultures correspondantes ont 

été réalisées en utilisant du glucose à 0,5 % comme source de carbone dans des volumes 

de 10 mL de GS2, ainsi que de la cellulose à 10 g/L dans des volumes de 50 mL. Ces cultures 

ont été incubées à 30°C pendant 7 jours pour le GS2-glucose et 35 jours le GS2- cellulose. 

À la fin des périodes d'incubation, des échantillons de culture ont été prélevés pour 

une analyse métabolique détaillée. Les préparations d’échantillons ont consisté en une 

centrifugation des cultures pour éliminer la biomasse cellulaire, suivie d'une filtration du 

surnageant à travers des filtres de 0,2 µm avant l'analyse par HPLC. 

Malgré les optimisations apportées à la voie de synthèse du butanol, les résultats 

ont montré qu'aucune production de butanol n'a pu être détectée dans toutes les cultures 

testées, que ce soit en présence de glucose ou de cellulose. Ces observations indiquent 

que les plasmides introduits n'ont pas suffi à initier la production de butanol dans les 

conditions expérimentales utilisées, soulignant ainsi la complexité du système et la 

nécessité d'explorer d'autres approches ou d'autres conditions expérimentales pour 

atteindre l'objectif de production. 

2.2.2. Adaptation d’un biosenseur pour la détection in vivo du butanol chez E. coli  

En complément de la quantification du butanol par HPLC, une approche alternative 

basée sur l'utilisation d'un biosenseur a été explorée. Ce système de détection in vivo, 
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reposant sur le régulateur transcriptionnel AlkS, a été développé pour offrir une méthode 

complémentaire à la quantification par chimie analytique. Le biosenseur est constitué d'une 

souche d’E. coli portant deux plasmides (Figure 37), dont l'un exprime le facteur de 

transcription AlkS. Ce dernier, en se complexant au butanol, se fixe sur le promoteur PalkB, 

recrutant ainsi l'ARN polymérase ADN-dépendante permettant l’expression du gène 

rapporteur sfGFP (superfolder Green fluorescente protein) émettant de la fluorescence à 

510 nm après une excitation à 488 nm 163.  

Dans cette thèse, ce système a été adapté pour être contenu sur un seul plasmide. 

Cette modification a été nécessaire pour permettre la co-expression des voies de synthèse 

du butanol préalablement construites et du plasmide biosenseur, facilitant ainsi le criblage 

des plasmides en utilisant un lecteur de plaques pour mesurer la fluorescence. L'adaptation 

du biosenseur a été motivée du fait de l'incompatibilité entre le plasmide producteur de 

butanol et ceux utilisés pour la détection. Les plasmides pQmod3-pCons17-butanol étant 

ColE1 et CmR, un clonage par Golden Gate a été réalisé pour reconstruire le biosenseur sur 

un unique plasmide. L’ORI pSC101 et le gène alkS sous le contrôle de PalkS ont été 

amplifiés par PCR à partir de pCK01_palkS_alkS, tandis que PalkB_sfGFP et KanR ont été 

extraits de pAB_PalkB_sfGFP_KanR (Figure 38D). 

Après construction et validation par séquençage, le nouveau plasmide biosenseur a 

été testé chez E. coli dans un lecteur de plaques avec diverses concentrations de butanol 

dans les cultures : 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156, 0,078, 0,039, 0,019, et 0 mM, dans 

du milieu LB à 37°C pendant 16 heures. Les résultats ont montré que les différentes 

concentrations de butanol n'affectent pas la croissance de la souche biosenseur (Figure 

38A). Par ailleurs, le biosenseur a réagi au butanol en fonction du temps, dû à l’expression 

de sfGFP (Figure 38B), et la courbe de corrélation entre la fluorescence et la concentration 

en butanol suit un modèle sigmoïde (Figure 38C). Cette tendance suggère l'existence d'un 

point d'inflexion, indiquant un seuil de détection et un seuil de saturation du système. Le 

seuil de détection du butanol a été déterminé à environ 0,625 mM, où la fluorescence 

mesurée était d'environ 0,78 a.u., contre 0,44 a.u. sans ajout de butanol. Le seuil de 

saturation n'a pas pu être déterminé, car la toxicité du butanol pour E. coli a réduit la 
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croissance au-delà de 20 mM, indiquant que la plage optimale de détection du butanol par 

ce biosenseur se situe entre 0,625 mM et 20 mM.  

Contrairement au biosenseur, la quantification du butanol par HPLC a montré une 

relation linéaire (Figure 38E), offrant ainsi une meilleure précision à la fois à faible et haute 

concentration.  

Des analyses statistiques ont confirmé une corrélation significative entre la 

concentration de butanol dans le milieu de culture et la fluorescence émise. L'EC50 de la 

courbe obtenue est de 7,117 avec un coefficient de Hill de 1,398, des résultats comparables 

à ceux obtenus avec le système à deux plasmides décrit par Bahls et al. (2022) 163. 

Pour évaluer la capacité du biosenseur à détecter la production de butanol, E. coli a 

été co-transformé avec les plasmides biosenseur et de production de butanol, permettant 

ainsi la production et la détection dans une seule expérience. Malheureusement, malgré les 

tests réalisés dans différentes conditions de culture propices à la production de butanol, 

notamment en milieu LB à 37°C et en TB supplémenté en glucose à 30°C, aucune des 

souches testées n'a montré une fluorescence significativement supérieure à celle du 

contrôle sans voie de synthèse. Ces résultats suggèrent que les conditions expérimentales 

utilisées n'étaient pas adéquates pour permettre la détection et/ou la production de 

butanol à des niveaux détectables par le biosenseur 
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Figure 37 : Biosenseur original séparé sur deux plasmides. 
Ce biosenseur crée et publié dans Bahls et al. 2022. Addgene (Plasmid #166502 & #166503) est constitué de 2 
plasmides, PCK01_PalkS_alkS qui produit de manière constitutive le facteur de transcription AlkS, en présence 
de butanol celui-ci est capable d’activé le promoteur PalkB pour permettre l’expression de sfGFP. 
 
 

 
Figure 38 : Adaptation du biosenseur sur un seul plasmide. 
(A) courbe de la souche E. coli EcTZ344 avec les différentes concentrations en butanol, le blanc a été soustrait. 
(B) Évolution de la fluorescence au cours du temps chez EcTZ344. Les courbes représentent la moyenne de 5 
puits et les SD sont montrés en pointillés. (C) Courbe dose-réponse de la souche EcTZ344 en présence de butanol 
en effectuant une régression non-linéaire (D) Représentation schématique du nouveau plasmide contenant alkS 
et la sfGFP sous la dépendance du promoteur PalkB. (EC50 = 7,117 et coefficient de Hill = 1,398). (E) Courbe de 
calibration par quantification HPLC en effectuant une régression linéaire (R2 = 0,9994)  
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2.3. Discussion et Perspectives 

L'intégration d'une voie de synthèse pour la production de butanol chez L. 

phytofermentans constitue un défi majeur, en grande partie en raison de la complexité 

intrinsèque de la biologie de cet organisme, dont la génétique n'est pas encore totalement 

maîtrisée. Bien que des approches méthodiques aient été déployées pour concevoir, 

assembler et tester diverses variantes de la voie de synthèse, aucune production de butanol 

n'a été détectée, que ce soit à partir de glucose ou de cellulose. Ces résultats posent des 

questions cruciales quant à la faisabilité de l'ingénierie métabolique dans des organismes 

non conventionnels, où les mécanismes de régulation de l'expression génique sont encore 

mal compris et difficilement contrôlables. 

L'absence de production de butanol observée dans les cultures pourrait s'expliquer 

par plusieurs facteurs. D'une part, l'expression hétérologue des enzymes impliquées dans 

la voie de synthèse pourrait ne pas avoir atteint des niveaux nécessaires pour permettre une 

conversion efficace des précurseurs en butanol. D'autre part, l'instabilité potentielle des 

ARN messagers et la formation de structures secondaires complexes pourraient avoir 

conduit à une expression sous-optimale des gènes impliqués dans la voie métabolique. 

Pour élucider ces questions, une des perspectives à court terme de ce projet serait de 

valider l’expression des différents gènes par RT-qPCR, afin de déterminer si l'absence de 

production de butanol chez L. phytofermentans est liée à une expression transcriptionnelle 

insuffisante.  

De plus, pour évaluer la fonctionnalité des enzymes impliquées dans cette voie 

métabolique, nous prévoyons de les produire en utilisant une méthode in vitro cell-free. 

Cette approche permettra la production et la détection du butanol tout en évitant la toxicité 

des intermédiaires de cette voie. 

Il est également important de noter que bien que L. phytofermentans ne produise 

pas naturellement d'intermédiaires de la voie du butanol, certaines de ses enzymes sont 

prédites comme étant capables de catalyser certaines réactions de cette voie. Par exemple, 

l'alignement de la séquence protéique de l’enzyme Cphy_1286 avec des bases de données 

protéiques suggère que cette enzyme pourrait avoir une activité Trans-2-enoyl-CoA 
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réductase (NAD(+)), catalysant ainsi la conversion du crotonyl-CoA en butyryl-CoA. De plus, 

des investigations dans notre équipe ciblant les alcool déshydrogénases, en particulier 

Cphy_3925, une enzyme bifonctionnelle (acétaldéhyde déshydrogénase/alcool 

déshydrogénase), ont révélé sa capacité in vitro à convertir le butyryl-CoA en 

butyraldéhyde, puis en butanol. Ces résultats suggèrent que les alcools déshydrogénase 

de L. phytofermentans possèdent une promiscuité enzymatique qui pourrait être exploitée 

pour optimiser la production de butanol. Une analyse plus approfondie du métabolisme de 

cet organisme pourrait permettre de déterminer la voie de synthèse optimale pour la 

production de butanol. 

En outre, la complexité de la régulation métabolique chez L. phytofermentans, ainsi 

que les interactions entre les voies métaboliques natives et celles introduites, pourraient 

avoir compromis la production de butanol. Par exemple, l'équilibre redox, qui est très 

conservé chez les Clostridia, constitue un facteur limitant. En effet, la production 

concurrente d'éthanol et de lactate, servant à consommer les cofacteurs oxydés tels que le 

NADH et le NADPH, entre directement en compétition avec la nouvelle voie de synthèse du 

butanol, qui requiert quatre molécules de NADH par molécule de butanol produite. 

Pour orienter les flux métaboliques vers la voie de biosynthèse du butanol, plusieurs 

stratégies méritent d'être explorées. Premièrement, la réduction ciblée du génome de L. 

phytofermentans en éliminant des voies métaboliques énergivores non essentielles 

constitue une approche prometteuse. Une souche de L. phytofermentans présentant une 

large délétion d'un îlot phagique a été générée dans une publication précédente 186. Cette 

délétion de 38,9 kb dans le génome de L. phytofermentans démontre que des 

modifications génomiques de grande ampleur sont réalisables chez cette souche, ouvrant 

ainsi des perspectives pour accroître la disponibilité des précurseurs et cofacteurs 

nécessaires à la synthèse du butanol. L'expression de la voie du butanol dans un génome 

simplifié pourrait donc favoriser une meilleure intégration métabolique et une production 

accrue. 

En outre, il est pertinent d'envisager des approches alternatives pour la production 

de butanol. L'une des plus prometteuses pourrait être l'utilisation de cocultures, où L. 

phytofermentans serait associé à un autre micro-organisme naturellement capable de 
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produire du butanol ou d’autres produits d’intérêt. Les cocultures permettent de tirer parti 

des capacités métaboliques complémentaires de différents organismes, réduisant ainsi la 

nécessité de modifications génétiques complexes. Par exemple, nous explorons 

actuellement la coculture de C. acetobutylicum, un Clostridium reconnu pour sa capacité à 

produire du butanol, avec L. phytofermentans, afin de tirer parti de sa capacité à dégrader 

la biomasse végétale. Cette approche pourrait non seulement simplifier le processus de 

production, mais aussi améliorer l'efficacité globale du système. 

En conclusion, bien que les efforts réalisés pour introduire et tester une voie de 

synthèse du butanol chez L. phytofermentans n'aient pas encore permis de détecter une 

production mesurable, ces résultats offrent des informations précieuses sur les limites 

actuelles de l'ingénierie métabolique dans des organismes non conventionnels. 

L'exploration d'alternatives naturelles, telles que les cocultures, pourrait fournir une solution 

viable pour surmonter les défis posés par la complexité génétique et métabolique de ces 

systèmes biologiques. Les recherches futures devraient se concentrer sur l'optimisation de 

ces approches, tout en approfondissant notre compréhension de la biologie de L. 

phytofermentans, pour éventuellement parvenir à une production efficace de butanol ou 

d'autres biocarburants dans ce type d'organismes. Par ailleurs, des approches innovantes 

basées sur des modifications transitoires du métabolisme, telles que l'utilisation de système 

CRISPRi, sera également explorées pour améliorer notre compréhension du métabolisme 

de L. phytofermentans, dans l'objectif de générer des souches optimisées et compatibles 

avec les exigences industrielles. 

s. 
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3. Régulation génique et prototypage métabolique par 
CRISPRi 

Bien que de nombreux outils génétiques permettant de moduler l'expression des 

gènes soient disponibles pour certains modèles bien étudiés, tels que Escherichia coli, ces 

technologies font cruellement défaut pour une grande variété d'autres taxons bactériens 

ayant des applications biotechnologiques, les Clostridia en font partie. La bioproduction, 

notamment dans le cadre de l'ingénierie métabolique pour la production de novo de 

composés d'intérêt, requiert une compréhension approfondie de la génétique et du 

métabolisme du micro-organisme hôte. Pour maximiser le potentiel métabolique de L. 

phytofermentans, il est crucial de rediriger les flux métaboliques vers les composés cibles. 

Des techniques de modification génomiques telles que FLP, Phage Lambda Red 187 et 

CRISPR-Cas 188 sont utilisées pour induire des recombinaisons homologues dans le génome 

de l'hôte. Cependant, chez les Clostridia, ces recombinaisons homologues montrent une 

efficacité très limitée 132. Par conséquent, des approches alternatives, telles que le 

Targetron, basé sur l'insertion site-spécifique d'introns mobiles du groupe II, bien que 

disponibles, se révèlent souvent fastidieuses et sont associées à un taux élevé d'erreurs off-

target 41. 

Afin d'atteindre le rendement suffisant du composé d'intérêt, il est nécessaire de 

tester diverses combinaisons de délétions génétiques, une démarche qui requiert 

d'effectuer successivement de nombreuses inactivations de gènes. Ce processus, bien que 

méthodiquement rigoureux, est extrêmement chronophage et expose à des risques 

d'impasses, notamment dans la sélection des gènes à inactiver.  

Contrairement aux méthodes classiques d’ingénierie génomique, la technique de 

CRISPR interference (CRISPRi) repose sur l'utilisation d'effecteurs CRISPR/Cas dérivés de 

Cas9 (dCas9) ou Cas12a (dCas12a) dont l'activité nucléase a été neutralisée. Ces effecteurs 

permettent de réprimer l'expression de gènes cibles sans nécessiter la modification 

préalable des promoteurs ou la suppression des gènes cibles eux-mêmes 189.  

Pour réaliser une répression transcriptionnelle ciblée chez L. phytofermentans, nous 

avons choisi la protéine Cas12a du Lachnospiraceae bacterium ND2006 (LbCas12a) pour 
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plusieurs raisons. Premièrement, comme elle provient d'un membre de la famille des 

Lachnospiraceae, il est plus probable qu'elle puisse être exprimée avec succès chez L. 

phytofermentans. Deuxièmement, son choix est lié à la séquence PAM qu'elle utilise pour 

reconnaître l'ADN cible. En effet, l'analyse de la distribution des sites PAM de LbCas12a (5′-

TTTV-3′) 190 dans le génome de L. phytofermentans a révélé que, bien que ces sites soient 

globalement moins fréquents, ils sont plus abondants dans les régions promotrices 

fortement exprimées. Cela rend LbCas12a particulièrement attrayante pour cibler ces 

régions via CRISPRi. Nous développons actuellement un script pour identifier les régions 

cibles les plus efficaces afin de maximiser la répression des gènes visés par CRISPRi 

LbCas12a présente donc un potentiel prometteur pour la répression 

transcriptionnelle chez L. phytofermentans. Cette partie de notre étude exposera la mise en 

place du système ainsi que sa preuve de concept, suivie des améliorations qui lui ont été 

apportées. Enfin, l'utilisation de CRISPRi sera discutée en tant qu'outil puissant pour l'étude 

et l'ingénierie du métabolisme. Cette approche pourrait permettre un prototypage rapide 

et efficace, en simulant différentes combinaisons de gènes à inactiver pour une souche 

industrielle future, avec une répression de l'expression pouvant atteindre 99 % 150. En 

somme, cette méthode offre une voie prometteuse pour accélérer le développement de 

souches industrielles et approfondir la compréhension des mécanismes cellulaires encore 

inexplorés. 

3.1. Preuve de concept du système CRISPRi chez L. phytofermentans  

Bien que LbCas12a soit considérée comme moins toxique que la Cas9 pour les 

Clostridia 146, elle reste particulièrement toxique lorsqu'elle est exprimée chez E. coli, 

bactérie dont nous avons besoin lors des étapes de clonage. Pour remédier à cela, nous 

avons cherché à atténuer cette toxicité potentielle en développant un plasmide CRISPRi 

basé sur une dLbCas12a régulée par le système TetR, nommé pQdC12a. Pour cela, le 

plasmide pQmod3C a été modifié afin d'y inclure plusieurs éléments : une cassette 

miniPthl-TetR, une version inductible de dLbCas12a sous le contrôle de l'aTc, ainsi qu'un 

ARNg dont la séquence cible peut être facilement changé par clonage Golden Gate en 

utilisant l'enzyme BbsI (Figure 39A).  
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Pour maximiser l'efficacité de dLbCas12a, la structure de l’ARNg prend en compte 

l'impact des éléments terminaux sur l'activité de LbCas12a. En effet, l'insertion d'un 

terminateur Rho-indépendant immédiatement après le guide a été précédemment 

rapportée comme pouvant nuire à l'activité de la LbCas12a 191. Pour contourner ce 

problème, les 25 premières paires de bases (pb) de la répétition terminale du réseau 

LbCas12a de type sauvage ont été insérés en aval du guide, séparant ainsi le guide du 

terminateur fdx par une distance de 55 pb, incluant la cicatrice de clonage. 

Afin de tester l'efficacité de la répression génique médiée par dLbCas12a chez L. 

phytofermentans nous avons utilisé le plasmide pQdC12a pour réprimer le gène rapporteur 

NanoLuc en ciblant la boîte -10 du promoteur Pcphy23 (Figure 39A). L’expression de ce 

gène a été mesurée en ajoutant un second plasmide pQnl_Pcphy23 en parallèle de 

pQdC12a. Nous avons observé une répression efficace de l'expression de NanoLuc, 

confirmant ainsi la fonctionnalité et l'efficacité du système CRISPRi basé sur dLbCas12a dans 

ce contexte. 

En présence d'aTc, une répression significative de l'expression de NanoLuc a été 

obtenue en utilisant le guide ciblant la boîte -10 de Pcphy23 (répression par un facteur de 

5, p < 0,0001) par rapport à un plasmide pQdC12a ne possédant pas de guide spécifique 

(Figure 39B). Une répression moindre de l'expression de NanoLuc a également été 

observée en l'absence d'aTc, en utilisant le guide g-nl1 (répression par un facteur de 3,5, p 

= 0,0005), probablement en raison d'une fuite d’expression de dLbCas12a par TetR. 

Cependant, la fuite du promoteur PGusA2-TetO2/1 sans l'ajout d'aTc démontre la 

robustesse du système CRISPRi. En effet, cela signifie qu’une faible quantité de dLbCas12a 

permet une forte répression de l'expression de Nanoluc. Les résultats obtenus après 

induction confirment que le CRISPRi médié par dLbCas12a réprime efficacement 

l'expression du gène rapporteur in vivo chez L. phytofermentans. 
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Figure 39 : Répression transcriptionnelle du Nanoluc chez L. phytofermentans par CRISPRi. 
(A) Schéma du système de CRISPRi/Nanoluc sur 2 plasmides. L’induction de l’expression de la protéine dCas12a 
est faite en ajoutant de l’aTc pour lever l’inhibition transcriptionnelle faite par TetR sur le promoteur PgusA-O2-1. 
(B) Quantification de la luminescence émise par la luciférase produite par Nanoluc. Les différences entre les 
groupes induitent à l’aTc ont été analysées à l'aide d'un test t non apparié. p < 0.0001 

3.2. Amélioration de la stratégie de clonage de guide pour le 
multiplexage  

Les travaux antérieurs ont démontré l'efficacité d'un guide unique ciblant 

l'expression du gène NanoLuc 165. En plus de sa compatibilité avec l'expression chez L. 

phytofermentans grâce à son activité RNase intrinsèque, LbCas12a se distingue par sa 

capacité à être aisément adaptée au multiplexage, contrairement à la Cas9. Les applications 
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du multiplexage en CRISPRi sont variées. Nous présenterons ici la stratégie adoptée pour 

optimiser le débit de production de plasmides contenant des guides avec plusieurs spacers 

ciblant différents gènes. 

En raison des répétitions directes (DR) contenues dans la matrice de spacers, la 

synthèse de fragments avec plus de deux DR s'avère impossible. Nous avons donc opté 

pour une alternative : l'utilisation d’amorces spécifiquement conçus, incluant la séquence 

d'un spacer ainsi qu'une partie de la DR précédente en amont et le début de la DR suivante 

en aval du guide. Cette approche permet de décaler légèrement les extrémités cohésives 

de chaque DR, facilitant ainsi le clonage de six 3 à 12 spacers en une seule réaction Golden 

Gate. L'objectif principal de la modification de la plateforme de clonage de guides est de 

simplifier considérablement le clonage des spacers pour une utilisation en multiplex avec 

dLbCas12a, exploitant ainsi sa caractéristique intrinsèque de maturation des guides, 

s’avérant un avantage majeur par rapport à dCas9. 

En dépit de la présence de la mutation inactivatrice D832A de la nucléase RuvC, le 

plasmide pQdC12a dans une souche de clonage E. coli MDS42 ralentit significativement la 

croissance et engendre des mutations non désirées dans le plasmide. La toxicité de 

dLbCas12a chez E. coli a conduit à la nécessité de sous-cloner les guides pour faciliter 

l'assemblage des fragments de guides. 

Initialement, les guides sont construits à partir d'oligonucléotides contenant la 

séquence spécifique du spacer ainsi qu'une portion de la DR flanquant le spacer (Figure 

40). Les oligonucléotides sont hybridés deux à deux avec leurs homologues pour former 

des fragments d'ADN double brin d'environ 40 paires de bases, avec des extrémités 

cohésives permettant leur assemblage par ligation lors d'une réaction Golden Gate avec le 

plasmide pTZ014. Ensuite, le plasmide est validé par séquençage, et la matrice de guides 

est transférée par Golden Gate dans le plasmide accepteur pQdC12a-ccdB. En raison de la 

toxicité de dLbCas12a chez E. coli, il est impératif d'effectuer ces clonages en cultivant E. 

coli à des températures où dLbCas12a est la moins active, c'est-à-dire entre 24 et 28°C. La 

stratégie complète de construction de la plateforme de clonage de guides est décrite dans 

la section Matériaux & Méthodes «3.3» 
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Bien que cette stratégie demande plus de manipulation qu'un simple clonage de 

guide, elle permet de cloner de nombreuses combinaisons de spacers pour validation par 

séquençage, garantissant ainsi la validité des guides. Sans ce sous-clonage, chaque 

miniprep ou criblage nécessiterait des temps d'incubation plus longs en raison des 

températures de culture plus basses. En définitive, cette méthode permet de gagner du 

temps tout en assurant la validité des guides clonés dans pQdC12a-ccdB. 

 

Figure 40 : Amélioration de la plateforme de clonage de guide et multiplexage du CRISPRi. 
Les séquences des spacers sont contenus sur des amorces, hybridé deux à deux, phosphorylé puis assemblées 
dans un plasmide de sous clonage par Golden Gate en utilisant BbsI. Un second Golden gate avec BsaI permet 
d’assembler les spacers dans le plasmide pQdC12a pour une expression chez L. phytofermetans.  
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3.3. Design et stratégie expérimentale  

Une fois la stratégie de clonage établie, le choix des gènes à réprimer a été réalisé 

dans l'objectif d’induire des modifications dans le métabolisme central de 

Lachnoclostridium phytofermentans (Figure 41A). Cette approche a été spécifiquement 

conçue réprimer la production des produits majeurs de fermentation, avec une attention 

particulière portée sur l'optimisation des flux métaboliques (Figure 41B). 

La sélection des spacers a été réalisée afin de cibler chaque gène à deux 

localisations distinctes. Le premier spacer a été positionné dans la région promotrice des 

gènes, conformément aux résultats préalables indiquant que le ciblage des promoteurs par 

dLbCas12a est efficace pour la répression du gène rapporteur NanoLuc 165. En effet, ces 

données démontrent que l'inhibition de la transcription peut être efficacement réalisée via 

l'interférence avec la région promotrice. La détermination des spacers ciblant les régions 

promotrices été faite en réalisant des prédiction de séquence promotrice 192 et à l’aide des 

Transcription Start Site (TSS) 193.  

En complément, la littérature suggère que, dans les stratégies basées sur CRISPRi, 

l'augmentation du nombre de spacers ciblant un même gène renforce la répression 

transcriptionnelle de celui-ci. Sur cette base, une approche multipliant les points 

d'intervention a été adoptée, avec un deuxième spacer ciblant le début de la séquence 

codante. Cette double intervention permettrait non seulement de bloquer l'initiation de la 

transcription au niveau du promoteur, mais aussi de stopper toute transcription résiduelle 

qui aurait pu échapper à la première inhibition. 

Les différentes souches possédant le système CRISPRi (Figure 41) ont été obtenues 

par électroporation de plasmide pQdC12a, contenant des ensembles de spacers variables 

(de 4 à 8 spacers). L’objectif principal de cette approche est d’induire une répression 

métabolique maximale, afin de rediriger efficacement les flux métaboliques. Concernant la 

répression de la production d'acétate et de lactate, l’étude visait à explorer la possibilité 

d'augmenter la production d'éthanol chez L. phytofermentans en modifiant son 

métabolisme central. Inversement, une répression de la production d'éthanol a également 

été explorée pour évaluer les effets d’une inhibition sur une voie métabolique hautement 
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conservée, afin de mieux comprendre l'impact potentiel de cette manipulation sur les 

autres voies fermentaires. 

Les différentes souches présentées dans la Figure 41A n'ont pas encore toutes été 

caractérisées en termes de profil de croissance, d'efficacité de la répression 

transcriptionnelle des gènes ciblés via RT-qPCR, et de profil métabolique par HPLC. Par 

conséquent, seules les souches LpTZ072 et LpTZ080 seront présentées et analysées dans 

la section suivante. 
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Figure 41 : Répression métabolique effectuer chez L. phytofermentans.  
(A) Représentation des zones ciblées par le système CRISPRi, utilisant des spacers spécifiques pour réprimer 
l'expression des gènes. Les numéros LpTZ correspondent aux différentes souches de L. phytofermentans, 
chacune contenant le plasmide pQdC12a intégrant les spacers nécessaires à la répression transcriptionnelle des 
gènes indiqués. (B) Schéma simplifié du métabolisme de L. phytofermentans. Les croix colorées indiquent les 
réactions théoriquement inhibées en cas de répression des gènes correspondants par CRISPRi. Les équivalents 
réduits (NADH/NADPH et Ferrédoxine réduite) sont représentés en bleu, tandis que les formes oxydées 
(NAD⁺/NADP⁺ et Ferrédoxine oxydée) sont en rouge, et l'ATP est en vert. 
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3.4. Répression métabolique par CRISPRi 

Dans un premier temps, le ciblage de la production d’acétate a été effectuer. En 

effet, l'inhibition de la production d'acétate est fréquemment utilisée dans diverses études 

pour stimuler la synthèse d'autres métabolites chez les Clostridia solvantogènes 25. Pour ce 

faire, nous avons ciblé les gènes Cphy_1326 et Cphy_1327, codant respectivement la 

phosphotransacétylase (pta) et l'acétate kinase (ackA), les deux enzymes clés dans la 

formation de l'acétate. En complément, l’équilibre redox de la cellule a également été 

modifié en ciblant le gène Cphy_0089, codant une sous-unité de l'hydrogénase impliquée 

dans la bifurcation des électrons via NAD(P)⁺ et la ferrédoxine. 

En ciblant simultanément les gènes Cphy_0089, Cphy_1326, et Cphy_1327, il est 

attendu que cette stratégie permette une optimisation de la répartition des flux 

métaboliques en faveur de la production d’éthanol du fait de la forte expression des alcools 

déshydrogénase chez L. phytofermentans. L'inactivation de Cphy_0089 devrait entraîner 

une réduction de la production de H₂, accompagnée d'une diminution des niveaux de 

NAD(P)⁺ et de ferrédoxine oxydée (Fed(ox)). En parallèle, une augmentation de la 

disponibilité en protons (H⁺), en NAD(P)H, et en ferrédoxine réduite (Fed(red)) est prévue. 

Cette redistribution des électrons pourrait conduire à une réduction accrue de NAD(P)H, 

favorisant la production d'éthanol et de lactate, et par conséquent augmenter le rendement 

de ces métabolites. 

De plus, l'inactivation coordonnée des gènes Cphy_1326 et Cphy_1327 devrait 

entraîner une réduction significative de la production d'acétate, réduisant ainsi la 

génération d'ATP via cette voie. Parallèlement, l'augmentation des niveaux de Fed(red) et 

de protons pourrait stimuler l'activité du complexe RNF, contribuant ainsi à une production 

accrue d'ATP via les ATPases. Cette production d'ATP supplémentaire pourrait compenser 

la perte d'ATP associée à la répression de la voie de production de l'acétate, maintenant 

ainsi un équilibre énergétique stable au sein des cellules. 

Dans un second temps, en se basant sur des données transcriptomiques de la 

littératures (39), nous avons ciblé trois gènes codant les alcools déshydrogénases les plus 

exprimés dans la cellule afin d'étudier les conséquences de leur répression sur le 
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métabolisme fermentaire. Cela permettrait de vérifier si la cellule compenserait en 

produisant d'autres métabolites, comme l'acétate. Les gènes Cphy_3925, codant une 

enzyme bifonctionnelle aldéhyde/alcool déshydrogénase, ainsi que Cphy_2463 et 

Cphy_1029, deux gènes codant des alcools déshydrogénases ont été ciblé de la même 

manière que les gènes produisant de l’acétate. Cphy_1029 a été validé par des analyses in 

vitro, montrant une préférence pour le NADPH, contrairement aux deux autres enzymes qui 

utilisent exclusivement le NADH comme cofacteur. 

Afin de valider la fonctionnalité du système CRISPRi pour moduler le métabolisme 

de Lachnoclostridium phytofermentans, différentes souches ont été cultivées puis diluées 

en présence ou en absence d'aTc pour suivre leur croissance à l'aide d'un lecteur de 

plaque. Une fois les courbes de croissance obtenues (Figure 42), les métabolites ont été 

quantifiés par HPLC à partir des mêmes plaques de culture (Figure 42C). En parallèle, ces 

mêmes souches ont été mise en culture pour quantifier la répression transcriptionnelle des 

gènes ciblés via RT-qPCR (Figure 42B). 

Les courbes de croissance des souches LpTZ072 et LpTZ080 révèlent une 

dynamique de croissance similaire à celle de L. phytofermentans WT présentée dans les 

sections précédentes de cette thèse. Cependant, en présence d'aTc, induisant l'expression 

de la protéine dLbdCas12a, une réduction du taux de croissance et de la densité optique 

maximale (OD600) a été observée. Cette diminution pourrait être liée à la surexpression de 

la protéine dLbCas12a et son action sur la répression des gènes du métabolisme centrale. 

Toutefois, les résultats de RT-qPCR (Figure 42B) montrent que la répression des gènes 

ciblés est très efficace, atteignant en moyenne 90 % de répression. La répression de gènes 

impliqués dans le métabolisme central, tels que ceux ciblés dans cette étude, pourrait 

expliquer la réduction marquée de la croissance des souches. 
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Figure 42 : Impact du CRISPRi sur les gènes du métabolisme central de L. phytofermentans. 
(A) Courbes de croissance des souches LpTZ072 et LpTZ080, mesurées en fonction du temps (OD600), avec et 
sans induction de dLbCas12a par l’ajout d’aTc. Chaque point représente la moyenne de 6 réplicats indépendants 
(n=6). (B) Analyse de l'expression des gènes ciblés dans les deux souches par qRT-PCR dans des conditions 
d’induction par l’aTc. La répression de l’expression génique est exprimée en fold change par rapport à la souche 
contrôle LpTZ002 en présence d’aTc. (C) Rendement de production des métabolites de fermentation (éthanol, 
acétate, lactate) mesuré par HPLC dans des conditions d’induction par l’aTc. Ces résultats sont issus de la plaque 
de culture réalisé au préalable en (A) pouvoir suivre la croissance de chaque puits et associer un profile de 
fermentation avec une courbe de croissance. Une comparaison des différentes souches est possible car la 
quantité de glucose restante a été quantifié et chacun des puits mesurés n’en contenait plus.  Les valeurs sont 
exprimées comme moyenne de 6 réplicats indépendants (n=6) 
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Bien que les résultats de RT-qPCR présentés soient préliminaires, ils démontrent 

clairement chez les deux souches que la répression transcriptionnelle induite par ce 

système est efficace. Des optimisations sont en cours pour affiner les conditions de culture 

afin d'améliorer l'extraction des ARNm pendant la phase exponentielle de croissance. En 

effet, ces souches sont affectées par l'expression de dLbCas12a et par les effets des 

répressions transcriptionnelles, ce qui rend leur croissance plus difficile et complexe pour 

la réalisation d'expériences. 

 

La quantification des métabolites a permis de mettre en évidence une corrélation 

entre la répression transcriptionnelle validée par RT-qPCR et les profils de fermentation 

obtenus par HPLC. En comparaison avec la souche contrôle LpTZ002, la souche LpTZ072, 

ciblant la production d'acétate et de H2, a montré une diminution de la concentration en 

acétate dans le milieu de culture d'environ 1,5 fois (16,71 mM contre 11,08 mM). De 

manière surprenante, malgré le grand nombre d'aldéhyde et d'alcool déshydrogénases 

présentes dans le génome de L. phytofermentans, les flux de carbone ont été redirigés vers 

la production de lactate plutôt que d'éthanol. La concentration en lactate dans cette souche 

a été quantifiée à 2,80 mM contre 0,92 mM, soit une augmentation d'un facteur 3. En 

revanche, la concentration en éthanol chez LpTZ072 n'a pas été significativement 

augmentée.  

Dans le cas de la souche LpTZ080, les données obtenues par HPLC soulèvent des 

questions. En dépit de l'efficacité de la répression transcriptionnelle des gènes 

Cphy_3925, Cphy_2463, et Cphy_1029, le rendement en éthanol ne semble pas avoir été 

affecté. Toutefois, une légère augmentation de la production d'acétate et de lactate a été 

observée. Ces résultats suggèrent plusieurs hypothèses. D'une part, il est possible que 

d'autres alcools déshydrogénases dans la cellule compensent la diminution de l'expression 

des gènes réprimés, permettant ainsi une production d'éthanol comparable à celle du 

contrôle. D'autre part, il est également envisageable que la répression ne soit pas complète 

et qu'une quantité résiduelle d'enzymes soit suffisante pour maintenir une production 

d'éthanol similaire. 
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L'hypothèse la plus plausible est que cette répression n'affecte que la vitesse de 

production d'éthanol, également appelée productivité volumétrique. En conséquence, cela 

pourrait rediriger davantage de flux de carbone vers la production d'acétate et de lactate, 

comme le suggèrent les résultats présentés dans la Figure 42C. Cependant, étant donné 

que la mesure des métabolites a été réalisée à un point final au bout de plusieurs jours de 

cultures, il n'est pas possible de valider cette hypothèse de ralentissement de la production 

d'éthanol sans des analyses dynamiques supplémentaires. 
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3.5. Discussion et Perspectives 

L'implémentation d'un système CRISPRi chez Lachnoclostridium phytofermentans a 

été réalisée dans le but de simplifier les modifications métaboliques, tout en s'affranchissant 

des outils de modification génomique classiques, souvent complexes et lourdes à mettre 

en place, en particulier chez une bactérie peu étudiée dans ce domaine. À ce jour, très peu 

de publications en dehors de notre équipe décrivent des méthodes d'ingénierie génétique 

pour cette espèce. Le développement d'outils moléculaires spécifiques pour L. 

phytofermentans représente donc un défi considérable, tant par la lenteur que par les 

difficultés rencontrées. 

Dans cette étude, l'utilisation du système CRISPRi a démontré un réel potentiel pour 

moduler le métabolisme de manière efficace. Bien que ce système ne mime pas une 

délétion génomique, qui entraînerait une perte totale de fonction, il offre néanmoins un 

aperçu précieux des mécanismes compensatoires mis en place par la cellule pour contrer 

la répression des gènes ciblés. Cette approche permet d'explorer les voies métaboliques 

et d'observer les ajustements cellulaires en réponse à une modulation de l'expression 

génique, ouvrant ainsi la voie à des stratégies d'ingénierie plus concrètes.  

L'amélioration de la plateforme de clonage a joué un rôle clé dans l'efficacité de la 

stratégie mise en place. Le design spécifique des spacers, en chevauchant les Direct 

Repeats, a permis de cloner jusqu'à 8 spacers, avec un potentiel théorique pouvant aller 

jusqu'à 12 spacers en une seule réaction. Cette stratégie de clonage, en plus d'être efficace, 

offre la possibilité de créer des librairies de spacers permettant le test simultané de 

plusieurs gènes. Cependant, la faible efficacité de transformation chez L. phytofermentans 

a limité l'exploration d’un large éventail de cibles, restreignant ainsi notre capacité à tester 

une grande diversité de possibilités. 

Parmi les souches caractérisées, LpTZ072 (réprimant la production d'acétate et de 

H2) et LpTZ080 (réprimant la production d'éthanol) ont démontré l'efficacité du système 

CRISPRi, tant au niveau de la répression transcriptionnelle qu'en termes de modulation 

métabolique. Le mode de culture et de screening utilisé dans cette étude représente une 

avancée par rapport aux approches précédentes (162). L'utilisation de plaques de culture 
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96 puits a permis non seulement de suivre la croissance des souches de manière plus 

précise, mais aussi d'améliorer la reproductibilité des expériences. De plus, les mêmes 

plaques utilisées pour suivre la croissance ont servi à l'analyse des métabolites d'intérêt 

(éthanol, acétate, et lactate), corrélant ainsi les profils de croissance avec la production des 

métabolites d’intérêt. Cette approche à plus haut débit, en augmentant le nombre de 

réplicats biologiques, a contribué à réduire la variabilité expérimentale, garantissant ainsi 

une plus grande robustesse et fiabilité des résultats obtenus. 

Ces avancées ouvrent de nouvelles perspectives pour l'optimisation du 

métabolisme de cette bactérie, aussi bien à court qu'à long terme. À court terme, la 

finalisation de cette étude par l’obtention de données supplémentaires concernant les 

autres plasmides mis en place permettra de mieux comprendre l'impact de la répression 

de gènes tels que Cphy_0089 dans la redirection des flux métabolique par rapport à une 

souche ne réprimant que Cphy_1326 et Cphy_1327.  

De plus, la répression des gènes codant des lactate déshydrogénases pourrait 

révéler une augmentation des rendements en acétate et en éthanol. L'hypothèse principale 

est que la répression conjointe des gènes impliqués dans la production d'acétate 

(Cphy_1326 et Cphy_1327) et de lactate (Cphy_1117 et Cphy_1232) pourrait permettre 

d'augmenter significativement la productivité en éthanol chez L. phytofermentans. La 

validation de cette hypothèse fournirait des bases solides pour valider la répression de 

plusieurs voies métaboliques simultané.  

À long terme, le potentiel du système CRISPRi dans l'étude de L. phytofermentans 

dépasse largement l'optimisation du métabolisme. Ce système offre de nombreuses 

perspectives pour explorer des mécanismes biologiques plus fondamentaux, tels que la 

sporulation, la division cellulaire, ainsi que la régulation génique en réponse à l'adaptation 

aux substrats carbonés disponibles. Grâce à sa modularité, le CRISPRi permettrait 

d'examiner divers aspects de la biologie de cette bactérie, encore peu étudiée, et de la 

positionner comme un modèle pertinent pour la compréhension des processus 

fermentaires au sein des Lachnospiraceae.  
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CONCLUSION 

Pour conclure de manière générale sur ce projet de différentes approches ont été 

mises en œuvre pour faire avancer les connaissances liées à la production de butanol par 

Lachnoclostridium phytofermentans, directement ou indirectement. Certaines de ces 

approches ont connu du succès, d'autres non. 

Le premier axe de recherche visait à développer une souche évoluée de L. 

phytofermentans capable de croître dans des conditions de stress dues au butanol. Après 

480 jours d'évolution, caractérisés par un phénomène d'hypermutation, plus de 500 

mutations ont été observées dans le génome séquencé. Ces mutations ont contribué à 

augmenter les capacités d'adaptation de la souche aux conditions stressantes de 

l'expérience.  

En pratique, en plus d'avoir amélioré la tolérance au butanol tout en conservant le 

phénotype de dégradation de la cellulose, un nouveau phénotype est apparu. La souche 

étudiée, PHY24.0#6, présente un temps de génération réduit de moitié et une densité de 

croissance maximale augmentée d'un facteur 1,3 dans des conditions de culture similaires 

à celles de son évolution. Un des mécanismes liés à cette résistance a été mis en évidence 

en analysant la membrane plasmique de cette souche évoluée. Il a été prouvé que cette 

bactérie a acquis une membrane plasmique composée d'acides gras en moyenne plus 

longs et plus insaturés que la souche de référence L. phytofermentans ISDgT.  

Dans le même esprit que la première partie, une approche de biologie synthétique 

a été mise en place pour produire du butanol cellulosique par une souche recombinante 

de L. phytofermentans possédant une voie de synthèse appropriée. La construction d'une 

voie de synthèse de novo à partir de données rationnelles a été entreprise avec succès, 

cependant les tests de production chez L. phytofermentans n’ont pas abouti par une 

production détectable. Cependant, un biosenseur spécifique du butanol a été adapté dans 

un seul plasmide pour à terme détecter le butanol chez les Clostridia. 

Enfin, la partie la plus exploratoire de cette thèse a été la construction d'un système 

CRISPRi utilisable en multiplex chez L. phytofermentans pour le prototypage et l’étude du 
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métabolisme. Un protocole de clonage optimisé des guides a été mis en place pour cloner 

jusqu'à 8 spacers (12 étant théoriquement possibles avec un design similaire) dans un 

plasmide exprimant dLbCas12a, capable de réprimer spécifiquement l'expression des 

gènes d'intérêt. Dans cette thèse, le métabolisme central a été modulé en ciblant des voies 

métaboliques très conservées comme la production d'éthanol et d'acétate. Des répressions 

d'expression génique jusqu'à 20 fois inférieures au contrôle ont été observées. De plus, 

cette approche a permis de réprimer un trio de gènes dont la délétion serait impossible 

(Cphy_1326-1327-0089), car l'inactivation totale de cette combinaison de gènes serait 

létale. 

Cet outil moléculaire ouvre un vaste champ de possibles pour l'étude du 

métabolisme, mais aussi des mécanismes plus fondamentaux tels que la division cellulaire 

et la sporulation chez L. phytofermentans. Ce système serait également transposable à 

d'autres modèles de Clostridia.  

Au cours de ces trois années de thèse, j'ai participé à la publication de plusieurs 

articles dans des revues à comité de lecture. L'un d'eux, directement lié à cette thèse, porte 

sur la preuve de concept du système CRISPRi chez L. phytofermentans, ouvrant ainsi de 

nouvelles perspectives pour l'ingénierie métabolique de cette bactérie.	Enfin, notre équipe 

a publié une revue sur l'utilisation des bactéries de la famille des Lachnospiraceae à des fins 

de bioproduction industrielle et comme traitement contre des pathologies intestinales et 

métaboliques. Une dernière publication a mis en évidence les implications de l'interaction 

entre le L-tryptophane et le cuivre pour réduire la génotoxicité de la colibactine sécrété 

chez une souche d'E. coli pks+. Cette étude apporte des éclairages sur les mécanismes 

moléculaires sous-jacents.	Ces publications sont disponibles en annexes de cette thèse.  

En parallèle des travaux expérimentaux réalisés dans cette thèse, j’ai eu 

l’opportunité d’effectuer une activité complémentaire. En tant que doctorant consultant, j’ai 

pu participer à la rédaction d’un dossier stratégique pour appuyer la création d’une 

biofondrie au sein du GIP Génopole. Ce projet avait pour objectif d’accroître la capacité de 

recherche en optimisant les processus biotechnologiques, grâce à la standardisation et 

l’automatisation des étapes clés du développement expérimental. 
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Cette expérience s’est révélée particulièrement enrichissante, car elle m’a permis 

d’acquérir des compétences essentielles en gestion de projet scientifique et en 

communication interdisciplinaire. En contribuant à la rédaction du rapport, j’ai approfondi 

ma compréhension des enjeux liés à l’industrialisation des processus de recherche en 

biotechnologie. J’ai également affiné ma capacité à assimiler des concepts complexes et à 

les transformer en propositions adaptées aux besoins du projet.  

Le dossier a été non seulement utilisé en interne, mais a également donné lieu à une 

valorisation externe avec la publication d’un article de vulgarisation scientifique dans le 

journal Industrie & Technologies (n°1066, février 2024, disponible en annexe). Cet article a 

permis de présenter au grand public les enjeux et les avantages d’une biofondrie, tout en 

sensibilisant les acteurs industriels aux avancées réalisées dans le domaine des 

biotechnologies au sein du GIP Génopole.  

Cette expérience a eu un impact direct sur ma perception des sciences, en m’offrant 

une perspective plus large sur les applications industrielles de la biotechnologie. Elle a 

également renforcé la valorisation de mes recherches en les intégrant dans un cadre plus 

global d’innovation et de transfert technologique. 
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Tableau 11 : Primers utilisé pour des PCR dans cette thèse  

N° Séquence Objectif 

oTZ003-seq-TetR-F ggttgcgtattggaagatcaagag 
Primer de séquençage et de PCR de 
vérification 

oTZ109-VF gtgccacctgacgtctaagaaac 

oTZ110-VR gtattaccgcctttgagtgagctg 

oTZ111pCs17RFP-A-F 
tatatagagctctaaaaaaattattgacaattttaaata
aaaatgatataatacccgaacacaggagtgagacc
tcaatacgcaaaccgcctc 

Ajout de pCons17 et changement des 
overhang en amplifiant la casette RFP 
ajout SacI et NheI pour Restriction 
ligation oTZ114-RFP-F-R 

gtcgctagcggaagaagcgggagaccatagttat
aaacgcagaaaggccca 

oTZ115-VR-pQmodMoclo ctttctattcagcactgttatgccttttg 
Primer de séquençage et de PCR de 
véirification 

oTZ120-ccdB-F 
tttgaagacatagatagagaccagcggatcctacct
gacgct 

Amplification de ccdB, ajout de sites 
BsaI pour plateforme de clonage de 
guide et BbsI pour l'insertion de ce 
fragment PCR oTZ121-ccdB-R 

aaagaagacataaactgagacctgaattgcgcgca
attaaccctc 

oTZ170-bsens1-F 
tttcgtctcacgtgcgaaaaaggatggatataccga
aaaaatcg Amplification de PalkB_sfGFP_KanR et 

ajout de Esp3I pour Golden Gate 
oTZ171-bsens1-R tttcgtctcaagggcggcggatttgtcctactcag 

oTZ172-bsens2-F tttcgtctcaccctaatattcagcgatttgcccgagc Amplification de PalkS_alkS_pSC101 
et ajout de Esp3I pour Golden Gate oTZ173-bsens2-R tttcgtctcacacggttgggtaacgccagggttttc 

oTZ259-LacZ-Esp3I-F tttcgtctcaagatatgtcttctgcaccatatgcgg 
Modification des overhang Golden 
gate pour sous-cloner des guides 
CRISPR Cas12a et ajout de Esp3I pour 
Golden Gate 

oTZ260-LacZ-Esp3I-R tttcgtctcaaaacacgtcttccccgcgcgttg 

oTZ261-Bla-Esp3I-F tttcgtctcagtttagagacctactagtagcggcc 

oTZ262-Bla-Esp3I-R tttcgtctcaatcttgagacccactagtctctagaagc 
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Tableau 12 : Primers utilisé pour le clonage de guides CRISPR-Cas12a dans cette thèse 

N° Séquence Guide 

oTZ282-1326-1-4spr-F agatatataattacagaggcagattattaatttctacta 

Spr_1326(2)-
1327(2) 

oTZ283-1326-1-4spr-R cacttagtagaaattaataatctgcctctgtaattatat 

oTZ284-1326-2-4spr-F agtgtagatcctgagagtatggacagaagaactaatttctac 

oTZ285-1326-2-4spr-R cttagtagaaattagttcttctgtccatactctcaggatcta 

oTZ286-1327-1-4spr-F taagtgtagatggatatattaagttgccccgtgataatttct 

oTZ287-1327-1-4spr-R tagtagaaattatcacggggcaacttaatatatccatctaca 

oTZ288-1327-2-4spr-F actaagtgtagatgttattaattgcggaagttcttc 

oTZ289-1327-2-4spr-R aaacgaagaacttccgcaattaataacatctacact 

oTZ290-1232-1-4spr-F agatttgatattgatagagaaaaagcgtaatttctacta 

Spr_1232(2)-
1117(2) 

oTZ291-1232-1-4spr-R cacttagtagaaattacgctttttctctatcaatatcaa 

oTZ292-1232-2-4spr-F agtgtagatatggtatgattgttagcatttcataatttctac 

oTZ293-1232-2-4spr-R cttagtagaaattatgaaatgctaacaatcataccatatcta 

oTZ294-1117-1-4spr-F taagtgtagatcgttacgatagcatatattacattaatttct 

oTZ295-1117-1-4spr-R tagtagaaattaatgtaatatatgctatcgtaacgatctaca 

oTZ296-1117-2-4spr-F actaagtgtagatgttggtacttcaacggcgtttag 

oTZ297-1117-2-4spr-R aaacctaaacgccgttgaagtaccaacatctacact 

oTZ298-1326-8spr-F 
agatatataattacagaggcagattattaatttctactaagtgtagatcctgagagtat
ggacagaagaactaatttctacta 

Spr_1326(2)-
1327(2)-1232(2)-
1117(2) 

oTZ299-1326-8spr-R 
cacttagtagaaattagttcttctgtccatactctcaggatctacacttagtagaaattaa
taatctgcctctgtaattatat 

oTZ300-1327-8spr-F 
agtgtagatggatatattaagttgccccgtgataatttctactaagtgtagatgttatta
attgcggaagttcttctaatttctac 

oTZ301-1327-8spr-R 
acttagtagaaattagaagaacttccgcaattaataacatctacacttagtagaaattat
cacggggcaacttaatatatccatcta 

oTZ302-1232-8spr-F 
taagtgtagatttgatattgatagagaaaaagcgtaatttctactaagtgtagatatgg
tatgattgttagcatttcataatttct 

oTZ303-1232-8spr-R 
tagtagaaattatgaaatgctaacaatcataccatatctacacttagtagaaattacgct
ttttctctatcaatatcaaatctac 

oTZ304-1117-8spr-F 
actaagtgtagatcgttacgatagcatatattacattaatttctactaagtgtagatgttg
gtacttcaacggcgtttag 

oTZ305-1117-8spr-R 
aaacctaaacgccgttgaagtaccaacatctacacttagtagaaattaatgtaatatat
gctatcgtaacgatctacact 

oTZ306-3925-1-6spr-F agatgatattaaactctgtaatacaaataatttctactaag 

Spr_3925(2)-
2463(2)-1029(2) 

oTZ307-3925-1-6spr-R tacacttagtagaaattatttgtattacagagtttaatatc 

oTZ308-3925-2-6spr-F tgtagatgagagttaaaagaagcacaagagtaatttctacta 

oTZ309-3925-2-6spr-R cacttagtagaaattactcttgtgcttcttttaactctcatc 

oTZ310-1029-1-6spr-F agtgtagatacaaataatctacgatacatagataatttct 

oTZ311-1029-1-6spr-R tagtagaaattatctatgtatcgtagattatttgtatcta 

oTZ312-1029-2-6spr-F actaagtgtagattatcatggaaagggttctcttgctaattt 

oTZ313-1029-2-6spr-R gtagaaattagcaagagaaccctttccatgataatctacact 

oTZ314-2463-1-6spr-F ctactaagtgtagatatggtagtcgctacgaaatcaggtaat 
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oTZ315-2463-1-6spr-R agaaattacctgatttcgtagcgactaccatatctacactta 

oTZ316-2463-2-6spr-F ttctactaagtgtagatgtaaaaatcagatcgatcagcta 

oTZ317-2463-2-6spr-R aaactagctgatcgatctgatttttacatctacacttagt 

oTZ318-1326-1-6spr-F agatatataattacagaggcagattattaatttctactaag 

Spr_1326(2)-
1327(2)-0089(2) 

oTZ319-1326-1-6spr-R tacacttagtagaaattaataatctgcctctgtaattatat 

oTZ320-1326-2-6spr-F tgtagatcctgagagtatggacagaagaactaatttctacta 

oTZ321-1326-2-6spr-R cacttagtagaaattagttcttctgtccatactctcaggatc 

oTZ322-1327-1-6spr-F agtgtagatggatatattaagttgccccgtgataatttct 

oTZ323-1327-1-6spr-R tagtagaaattatcacggggcaacttaatatatccatcta 

oTZ324-1327-2-6spr-F actaagtgtagatgttattaattgcggaagttcttctaattt 

oTZ325-1327-2-6spr-R gtagaaattagaagaacttccgcaattaataacatctacact 

oTZ326-0089-1-6spr-F ctactaagtgtagattaaaagtatggattgagaaaggataat 

oTZ327-0089-1-6spr-R agaaattatcctttctcaatccatacttttaatctacactta 

oTZ328-0089-2-6spr-F ttctactaagtgtagattgacggaactgcttgccatgtta 

oTZ329-0089-2-6spr-R aaactaacatggcaagcagttccgtcaatctacacttagt 
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Tableau 13 : Mutations intra-géniques de type SNP dans le génome de la souche PHY24.0#6 
Les mutations intra-géniques sont détaillées avec leur type (SNP : non synonyme ou non-sens, DEL pour délétions, ou 
INS pour insertions). Les mutations synonymes ont été retirées, et les mutations intergéniques ne sont pas explorées 
dans ce tableau. Le score et le nombre de lectures (reads) validant la mutation sont exprimés respectivement comme 
une valeur comprise entre 0 et 1, et comme le ratio du nombre de lectures validant la mutation sur le nombre total de 
lectures couvrant cette mutation. Ce tableau est organisé en classifiant les gènes touchés par une ou plusieurs mutations 
en fonction de leur produit ou fonction prédite, à l'aide de la base de données EGGNOG (Evolutionary Genealogy of 
Genes: Non-supervised Orthologous Groups). 
 

Gènes Mutation Intra-génique Produits / Fonctions 

PROCESSUS CELLULAIRES ET SIGNALISATION 

Contrôle du cycle cellulaire, division cellulaire, répartition des chromosomes 

Cphy_1697 T/A|SNP|tv|ATT/AAT|I89N|nonsyn|0.945|85/87 arsenite-activated ATPase ArsA 

Cphy_1698 G/A|SNP|ts|AGC/AAC|S153N|nonsyn|0.976|105/105 arsenite-transporting ATPase ArsA 

Motilité cellulaire 

Cphy_2702 -/T|INS|0.925|101/112 
CheC, inhibitor of MCP 
methylation / FliN fusion protein 

Biogenèse de la paroi cellulaire, de la membrane et de l'enveloppe 

Cphy_0905 A/T|SNP|tv|ACA/TCA|T178S|nonsyn|0.95|107/108 alanine racemase 

Cphy_1155 C/T|SNP|ts|GCA/GTA|A605V|nonsyn|0.974|120/120 
nucleic acid binding OB-fold 
tRNA/helicase-type 

Cphy_1166 C/T|SNP|ts|CCA/TCA|P87S|nonsyn|0.979|99/100 UDP-glucose 4-epimerase 

Cphy_2214 G/A|SNP|ts|GCA/GTA|A246V|nonsyn|0.957|108/109 nucleotide sugar dehydrogenase 

Cphy_2372 C/T|SNP|ts|GAT/AAT|D397N|nonsyn|0.962|104/106 
penicillin-binding protein 
transpeptidase 

Cphy_2476 C/T|SNP|ts|GGA/GAA|G196E|nonsyn|0.958|86/86 peptidoglycan glycosyltransferase 

Cphy_2607 G/A|SNP|ts|CGT/TGT|R152C|nonsyn|0.978|115/115 
virulence factor MVIN family 
protein 

Cphy_2811 T/C|SNP|ts|ATA/ATG|I631M|nonsyn|0.972|127/127 glycosyl transferase group 1 

Cphy_3002 G/A|SNP|ts|GCT/GTT|A379V|nonsyn|0.966|150/150 cell wall hydrolase SleB 

Cphy_3063 T/C|SNP|ts|GTG/GCG|V132A|nonsyn|0.981|164/164 peptidase M23B 

Cphy_3109 G/A|SNP|ts|GCA/GTA|A77V|nonsyn|0.961|118/119 glycoside hydrolase family protein 

Cphy_3230 G/A|SNP|ts|CGG/TGG|R456W|nonsyn|0.965|159/160 hypothetical protein 

Cphy_3499 G/C|SNP|tv|CAG/GAG|Q386E|nonsyn|0.964|158/158 
Polysaccharide Biosynthesis 
Protein 

Cphy_3507 A/G|SNP|ts|GTA/GCA|V156A|nonsyn|0.947|169/169 Sugar transferase 

Cphy_3607 -/T|INS|0.913|150/169 peptidase M23B 

Mécanismes de défense 

Cphy_0018 C/T|SNP|ts|CGA/CAA|R48Q|nonsyn|0.981|211/211 ABC transporter related 

Cphy_0115 G/-|DEL|0.98|181/188 ABC-2 type transporter 

Cphy_0942 A/-|DEL|0.969|137/146 ABC transporter related 

Cphy_1237 -/A|INS|0.96|98/105 ABC transporter related 

Cphy_1681 G/A|SNP|ts|TGC/TAC|C335Y|nonsyn|0.988|107/107 ABC transporter related 

Cphy_1682 C/G|SNP|tv|ACT/AGT|T181S|nonsyn|0.994|98/98 ABC transporter related 

Cphy_2404 C/T|SNP|ts|GGA/GAA|G89E|nonsyn|0.898|92/93 MATE efflux family protein 

Cphy_3380 G/A|SNP|ts|CAG/TAG|Q327*|nonsense|0.978|163/163 
ABC transporter transmembrane 
region 

Cphy_3598 G/A|SNP|ts|CAT/TAT|H112Y|nonsyn|0.963|167/167 ABC transporter related 

Cphy_3781 A/G|SNP|ts|CAC/CGC|H185R|nonsyn|0.977|181/182 ABC transporter related 

Mécanismes de transduction de signaux 



ANNEXES 
 

Page 184 sur 191 

Cphy_0091 C/T|SNP|ts|GAC/AAC|D220N|nonsyn|0.961|159/160 
protein serine/threonine 
phosphatase 

Cphy_0173 -/A|INS|0.923|163/186 diguanylate cyclase 

Cphy_0240 -/G|INS|0.922|203/223 
diguanylate 
cyclase/phosphodiesterase 

Cphy_0358 A/-|DEL|0.956|149/159 
two component transcriptional 
regulator 

Cphy_0525 -/T|INS|0.949|177/193 
two component AraC family 
transcriptional regulator 

Cphy_0928 C/T|SNP|ts|GCT/ACT|A471T|nonsyn|0.957|122/122 
AraC family transcriptional 
regulator 

Cphy_1136 C/T|SNP|ts|CGA/TGA|R387*|nonsense|0.962|112/112 
diguanylate 
cyclase/phosphodiesterase with 
PAS/PAC sensor(s) 

Cphy_1393 G/A|SNP|ts|GGT/AGT|G525S|nonsyn|0.969|100/100 histidine kinase internal region 

Cphy_1583 C/T|SNP|ts|ACG/ATG|T30M|nonsyn|0.974|100/100 
two component AraC family 
transcriptional regulator 

Cphy_1676 
G/A|SNP|ts|GCA/ACA|A113T|nonsyn|0.965|90/91 
G/A|SNP|ts|TGG/TAG|W201*|nonsense|0.985|104/104 

two component transcriptional 
regulator 

Cphy_1677 G/A|SNP|ts|GCG/ACG|A337T|nonsyn|0.948|93/93 
integral membrane sensor signal 
transduction histidine kinase 

Cphy_2187 C/T|SNP|ts|GAA/AAA|E220K|nonsyn|0.965|74/75 
AraC family transcriptional 
regulator 

Cphy_2827 G/A|SNP|ts|TCA/TTA|S118L|nonsyn|0.984|120/122 
Two component transcriptional 
regulator (Winged helix family 

Cphy_2829 C/T|SNP|ts|GCA/ACA|A368T|nonsyn|0.972|115/115 
integral membrane sensor signal 
transduction histidine kinase 

Cphy_3518 C/T|SNP|ts|GTC/ATC|V52I|nonsyn|0.969|178/178 
Two component transcriptional 
regulator (Winged helix family 

Cphy_3937 G/A|SNP|ts|CCA/CTA|P222L|nonsyn|0.973|226/226 Histidine kinase 

Trafic intracellulaire, sécrétion et transport vésiculaire 

Cphy_0402 C/T|SNP|ts|CAG/TAG|Q267*|nonsense|0.977|158/158 
Sec-independent protein 
translocase, TatC subunit 

Cphy_0837 -/T|INS|0.934|133/147 AAA ATPase 

Cphy_2402 T/C|SNP|ts|TAC/TGC|Y97C|nonsyn|0.992|88/88 Signal peptidase i 

Cphy_3647 C/T|SNP|ts|GCG/ACG|A275T|nonsyn|0.992|174/174 
preprotein translocase, SecY 
subunit 

Modification post-traductionnelle, renouvellement des protéines, chaperons 

Cphy_0263 C/T|SNP|ts|CCA/CTA|P159L|nonsyn|0.99|153/153 von Willebrand factor type A 

Cphy_0326 G/A|SNP|ts|GGA/GAA|G220E|nonsyn|0.973|154/154 
ATP-dependent metalloprotease 
FtsH 

Cphy_1418 C/T|SNP|ts|CCA/CTA|P105L|nonsyn|0.976|126/126 
glycyl-radical activating family 
protein 

Cphy_1485 A/G|SNP|ts|AAA/GAA|K27E|nonsyn|0.981|107/107 
Xanthine dehydrogenase 
accessory factor 

Cphy_1572 C/T|SNP|ts|GCG/GTG|A190V|nonsyn|0.958|122/122 
peptidase S8/S53 subtilisin kexin 
sedolisin 

Cphy_2013 T/A|SNP|tv|ATA/AAA|I355K|nonsyn|0.969|100/100 proteinase inhibitor I4 serpin 

Cphy_2317 C/T|SNP|ts|GGC/GAC|G171D|nonsyn|0.959|96/98 germination protease 

Cphy_2662 G/A|SNP|ts|TCA/TTA|S126L|nonsyn|0.985|111/111 Glutathione peroxidase 

Cphy_2817 G/A|SNP|ts|GCT/ACT|A364T|nonsyn|0.913|117/119 
peptidase S8/S53 subtilisin kexin 
sedolisin 

Cphy_3500 
T/A|SNP|tv|AAA/AAT|K272N|nonsyn|0.978|172/172 
G/A|SNP|ts|CAA/TAA|Q170*|nonsense|0.993|154/154 

hemolytic protein HlpA-like 
protein 

Cphy_3543 G/A|SNP|ts|GGC/AGC|G350S|nonsyn|0.97|136/136 2-alkenal reductase 
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Cphy_3819 G/T|SNP|tv|CCG/ACG|P117T|nonsyn|0.979|197/197 ATP-dependent chaperone ClpB 

PROCESSUS ET STOCKAGE DE L'INFORMATION 

Réplication, recombinaison et réparation 

Cphy_0112 T/C|SNP|ts|TTA/TCA|L1012S|nonsyn|0.965|161/161 
transcription-repair coupling 
factor 

Cphy_0259 G/A|SNP|ts|GCT/ACT|A99T|nonsyn|0.967|178/180 excinuclease ABC subunit B 

Cphy_0295 T/C|SNP|ts|ACA/GCA|T568A|nonsyn|0.958|164/165 
DNA topoisomerase (ATP-
hydrolyzing) 

Cphy_0820 
A/-|DEL|0.936|124/138 
A/-|DEL|0.939|124/137 
G/-|DEL|0.93|123/139 

hypothetical protein 

Cphy_0876 G/A|SNP|ts|GGT/AGT|G469S|nonsyn|0.992|118/118 
Single-stranded-DNA-specific 
exonuclease (RecJ) 

Cphy_1034 C/T|SNP|ts|GCT/GTT|A162V|nonsyn|0.971|137/137 NUDIX hydrolase 

Cphy_1439 C/T|SNP|ts|CGG/CAG|R230Q|nonsyn|0.978|116/116 transposase IS4 family protein 

Cphy_1673 C/T|SNP|ts|GCC/ACC|A94T|nonsyn|0.975|106/106 Excinuclease ABC subunit c 

Cphy_2006 G/A|SNP|ts|GGG/AGG|G458R|nonsyn|0.977|109/109 
DEAD/DEAH box helicase 
domain-containing protein 

Cphy_2205 A/-|DEL|0.928|100/108 ATP-binding protein 

Cphy_2380 -/T|INS|0.913|97/110 
DNA mismatch repair protein 
MutL 

Cphy_2493 C/T|SNP|ts|GCT/ACT|A150T|nonsyn|0.938|123/126 Primosomal protein N' 

Cphy_2926 G/A|SNP|ts|GAT/AAT|D307N|nonsyn|0.976|127/127 
transposase IS116 IS110 IS902 
family protein 

Transcription 

Cphy_0098 G/A|SNP|ts|CAG/TAG|Q215*|nonsense|0.976|191/192 
MerR family transcriptional 
regulator 

Cphy_0410 
G/A|SNP|ts|AGA/AAA|R187K|nonsyn|0.987|162/162 
C/T|SNP|ts|CCG/CTG|P312L|nonsyn|0.986|157/157 

transcription termination factor 
Rho 

Cphy_0510 T/C|SNP|ts|ACA/GCA|T17A|nonsyn|0.943|127/130 
XRE family transcriptional 
regulator 

Cphy_0548 A/G|SNP|ts|AGT/GGT|S497G|nonsyn|0.98|155/155 (p)ppGpp synthetase I, SpoT/RelA 

Cphy_0954 A/G|SNP|ts|CAG/CGG|Q29R|nonsyn|0.978|127/128 
XRE family transcriptional 
regulator 

Cphy_1188 G/A|SNP|ts|ATG/ATA|M867I|nonsyn|0.987|146/146 peptidase S41 

Cphy_1229 T/C|SNP|ts|GTA/GCA|V71A|nonsyn|0.981|126/126 
MarR family transcriptional 
regulator 

Cphy_1442 T/-|DEL|0.962|110/118 
Transcriptional regulator, TetR 
family 

Cphy_1454 T/C|SNP|ts|TGC/CGC|C210R|nonsyn|0.959|118/119 LacI family transcription regulator 

Cphy_1554 G/A|SNP|ts|GCA/ACA|A76T|nonsyn|0.965|87/87 
XRE family transcriptional 
regulator 

Cphy_1762 -/A|INS|0.936|84/95 
TetR family transcriptional 
regulator 

Cphy_1902 -/A|INS|0.922|84/98 
LysR family transcriptional 
regulator 

Cphy_2151 G/A|SNP|ts|GGG/AGG|G94R|nonsyn|0.956|92/92 
ArsR family transcriptional 
regulator 

Cphy_2278 C/T|SNP|ts|GTG/ATG|V279M|nonsyn|0.962|94/94 LacI family transcription regulator 

Cphy_2353 C/T|SNP|ts|CGT/TGT|R33C|nonsyn|0.875|80/83 LacI family transcription regulator 

Cphy_2769 G/A|SNP|ts|CGT/TGT|R206C|nonsyn|0.99|112/112 
transcriptional regulator GntR 
family 

Cphy_2859 G/A|SNP|ts|TGC/TAC|C251Y|nonsyn|0.983|122/122 
helix-turn-helix domain-containing 
protein 
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Cphy_2866 C/T|SNP|ts|GAT/AAT|D381N|nonsyn|0.985|139/140 ribonuclease R 

Cphy_3397 G/A|SNP|ts|CGC/CAC|R17H|nonsyn|0.972|197/197 
AraC family transcriptional 
regulator 

Traduction, structure et biogenèse des ribosomes 

Cphy_0238 A/G|SNP|ts|AAG/GAG|K303E|nonsyn|0.969|167/168 Elongation factor Tu 

Cphy_0255 C/T|SNP|ts|CAG/TAG|Q141*|nonsense|0.972|187/189 
sigma 54 modulation 
protein/ribosomal protein S30EA 

Cphy_0822 T/A|SNP|tv|TAT/TTT|Y132F|nonsyn|0.986|137/137 
HAD-superfamily hydrolase 
subfamily IA variant 3 

Cphy_2280 T/-|DEL|0.952|87/95 
S-adenosylmethionine:tRNA 
ribosyltransferase-isomerase 

Cphy_2318 A/G|SNP|ts|ATT/GTT|I14V|nonsyn|0.977|91/91 30S ribosomal protein S20 

Cphy_2510 G/A|SNP|ts|CCA/TCA|P198S|nonsyn|0.954|102/102 Hemolysin A 

Cphy_2617 A/G|SNP|ts|GTA/GCA|V283A|nonsyn|0.965|135/135 Alanine-tRNA ligase 1 

Cphy_3686 G/A|SNP|ts|ACT/ATT|T689I|nonsyn|0.951|176/177 50S ribosomal protein L33 

MÉTABOLISMES 

Transport et métabolisme des nucléotides 

Cphy_0104 C/T|SNP|ts|ATG/ATA|M225I|nonsyn|0.975|174/174 
Phosphoribosyl pyrophosphate 
synthase 

Cphy_0643 A/G|SNP|ts|CAT/CGT|H70R|nonsyn|0.967|141/141 
bifunctional 
phosphoribosylaminoimidazoleca
rboxamide formyltransferase 

Cphy_0882 C/G|SNP|tv|CAG/GAG|Q275E|nonsyn|0.974|120/121 
orotidine 5'-phosphate 
decarboxylase 

Cphy_2329 C/T|SNP|ts|GAA/AAA|E47K|nonsyn|0.969|100/101 deoxyadenosine kinase 

Cphy_2390 C/T|SNP|ts|GTT/ATT|V205I|nonsyn|0.946|79/79 GTPase Der 

Cphy_2750 C/T|SNP|ts|GCA/GTA|A254V|nonsyn|0.965|123/123 Aspartate carbamoyltransferase 

Cphy_2751 G/A|SNP|ts|GGA/AGA|G6R|nonsyn|0.99|122/122 
aspartate carbamoyltransferase 
regulatory subunit 

Cphy_3143 C/T|SNP|ts|GAG/AAG|E16K|nonsyn|0.963|156/156 adenosine deaminase 

Cphy_3523 A/G|SNP|ts|TTG/TCG|L139S|nonsyn|0.97|167/169 
deoxyguanosinetriphosphate 
triphosphohydrolase-like protein 

Cphy_3622 G/A|SNP|ts|CCT/CTT|P352L|nonsyn|0.972|184/185 amidohydrolase 3 

Transport et métabolisme des lipides 

Cphy_0523 C/T|SNP|ts|CCA/CTA|P141L|nonsyn|0.971|142/143 acetyl-CoA carboxylase, carboxyl 
transferase, alpha subunit Cphy_0523 G/A|SNP|ts|GTT/ATT|V278I|nonsyn|0.988|136/137 

Cphy_1932 C/T|SNP|ts|CTT/TTT|L15F|nonsyn|0.972|97/97 phosphatase PAP2 superfamily 

Cphy_2446 G/A|SNP|ts|GCA/GTA|A58V|nonsyn|0.938|122/122 acyl carrier protein 

Cphy_2457 A/G|SNP|ts|TTT/CTT|F177L|nonsyn|0.966|107/108 
phospholipase 
D/transphosphatidylase 

Transport et métabolisme des acides aminés 

Cphy_0024 C/T|SNP|ts|GCG/GTG|A354V|nonsyn|0.963|161/162 putative aminopeptidase 2 

Cphy_0630 G/A|SNP|ts|GAG/AAG|E47K|nonsyn|0.978|147/148 diaminopimelate epimerase 

Cphy_0949 G/A|SNP|ts|GAG/AAG|E44K|nonsyn|0.989|124/124 lactoylglutathione lyase 

Cphy_1100 C/T|SNP|ts|CCA/CTA|P228L|nonsyn|0.991|125/126 peptidase M42 family protein 

Cphy_1235 A/G|SNP|ts|GAA/GGA|E6G|nonsyn|0.97|136/137 aminotransferase class I and II 

Cphy_1499 
C/T|SNP|ts|CGT/TGT|R69C|nonsyn|0.972|113/113 
C/T|SNP|ts|CCA/TCA|P264S|nonsyn|0.964|88/88 

Diaminopropionate ammonia-
lyase 

Cphy_1500 C/T|SNP|ts|GCA/GTA|A117V|nonsyn|0.978|123/123 peptidase 

Cphy_1538 G/A|SNP|ts|GAT/AAT|D98N|nonsyn|0.977|112/112 glycine cleavage system T protein 
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Cphy_1684 C/T|SNP|ts|GTA/ATA|V138I|nonsyn|0.981|93/93 
SufS subfamily cysteine 
desulfurase 

Cphy_1753 G/A|SNP|ts|GCT/GTT|A217V|nonsyn|0.957|85/86 aminotransferase class V 

Cphy_1999 T/A|SNP|tv|CAT/CAA|H251Q|nonsyn|0.97|85/87 
oligopeptide/dipeptide ABC 
transporter, ATPase subunit 

Cphy_2116 G/A|SNP|ts|GGC/AGC|G25S|nonsyn|0.992|90/90 
glyoxalase/bleomycin resistance 
protein/dioxygenase 

Cphy_2352 C/T|SNP|ts|GAT/AAT|D112N|nonsyn|0.977|97/98 aspartate kinase 

Cphy_2903 -/A|INS|0.947|106/113 
HisJ family histidinol phosphate 
phosphatase 

Cphy_3364 A/G|SNP|ts|TGT/CGT|C21R|nonsyn|0.972|180/180 
transglutaminase domain-
containing protein 

Cphy_3548 G/A|SNP|ts|CGT/TGT|R263C|nonsyn|0.966|148/149 2-isopropylmalate synthase 

Cphy_3707 G/A|SNP|ts|ACA/ATA|T62I|nonsyn|0.98|157/158 
transglutaminase domain-
containing protein 

Cphy_3840 G/A|SNP|ts|GCT/GTT|A138V|nonsyn|0.964|187/188 ABC transporter related 

Transport et métabolisme des carbohydrates 

Cphy_0220 G/A|SNP|ts|GAA/AAA|E309K|nonsyn|0.972|163/163 
glycoside hydrolase family 3 
protein 

Cphy_0333 -/AGCC|INS|0.893|159/191 
phosphotransferase system, 
phosphocarrier protein HPr 

Cphy_0430 C/T|SNP|ts|CCA/CTA|P241L|nonsyn|0.983|151/151 Glycosyltransferase 36 

Cphy_0775 G/A|SNP|ts|GCA/ACA|A180T|nonsyn|0.978|139/139 
extracellular solute-binding 
protein 

Cphy_1069 G/A|SNP|ts|GCG/ACG|A24T|nonsyn|0.958|127/128 hypothetical protein 

Cphy_1074 T/A|SNP|tv|GAT/GAA|D176E|nonsyn|0.956|114/115 
extracellular solute-binding 
protein 

Cphy_1089 -/T|INS|0.93|101/112 
extracellular solute-binding 
protein, family 1 

Cphy_1118 G/A|SNP|ts|GAC/AAC|D58N|nonsyn|0.951|103/104 
extracellular solute-binding 
protein family 1 

Cphy_1140 A/G|SNP|ts|CAA/CGA|Q179R|nonsyn|0.976|112/112 GDSL family lipase 

Cphy_1262 C/T|SNP|ts|GCA/GTA|A282V|nonsyn|0.979|106/106 
dihydroxyacetone kinase subunit 
DhaK 

Cphy_1391 G/A|SNP|ts|GAT/AAT|D120N|nonsyn|0.964|124/125 ABC transporter (Permease) 

Cphy_1447 C/T|SNP|ts|GCT/GTT|A257V|nonsyn|0.96|91/91 hypothetical protein 

Cphy_1510 G/A|SNP|ts|GAT/AAT|D390N|nonsyn|0.964|85/86 
endo-1,4-beta-xylanase (EC 
3.2.1.8) 

Cphy_1585 G/A|SNP|ts|GGT/GAT|G192D|nonsyn|0.923|94/94 
putative solute-binding 
component of ABC transporter 

Cphy_1720 G/A|SNP|ts|TGC/TAC|C243Y|nonsyn|0.988|88/88 glycoside hydrolase family protein 

Cphy_1935 G/A|SNP|ts|ACC/ATC|T238I|nonsyn|0.967|76/76 
sugar (glycoside-Pentoside-
hexuronide) transporter 

Cphy_1937 -/T|INS|0.938|85/93 glycoside hydrolase family protein 

Cphy_2012 A/G|SNP|ts|GAA/GGA|E137G|nonsyn|0.975|81/81 
periplasmic binding protein/LacI 
transcriptional regulator 

Cphy_2028 G/A|SNP|ts|GAA/AAA|E126K|nonsyn|0.967|82/82 glycoside hydrolase family 43  

Cphy_2264 
G/A|SNP|ts|CCA/CTA|P222L|nonsyn|0.981|107/107 
C/T|SNP|ts|TGG/TGA|W211*|nonsense|0.961|116/116 

glycosidase PH1107-related 

Cphy_2274 G/A|SNP|ts|CCG/CTG|P711L|nonsyn|0.984|95/95 
extracellular solute-binding 
protein 

Cphy_2569 C/T|SNP|ts|GCA/ACA|A115T|nonsyn|0.961|107/109 
extracellular solute-binding 
protein 

Cphy_2740 G/A|SNP|ts|CCA/CTA|P95L|nonsyn|0.989|128/128 Altronate dehydratase 
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Cphy_3155 -/T|INS|0.94|138/148 L-fucose isomerase 

Cphy_3280 G/A|SNP|ts|CAC/TAC|H74Y|nonsyn|0.974|132/133 
ABC-type sugar transport system 
ATPase component-like protein 

Cphy_3313 A/G|SNP|ts|GTC/GCC|V140A|nonsyn|0.963|137/137 Kojibiose phosphorylase 

Cphy_3368 T/C|SNP|ts|GAT/GGT|D816G|nonsyn|0.978|146/147 cellulose 1,4-beta-cellobiosidase 

Cphy_3388 G/A|SNP|ts|CCA/CTA|P970L|nonsyn|0.973|150/150 
glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase 

Cphy_3509 G/A|SNP|ts|GAA/AAA|E525K|nonsyn|0.966|154/158 Ig domain-containing protein 

Cphy_3573 G/A|SNP|ts|GGA/AGA|G121R|nonsyn|0.973|134/134 ROK family protein 

Cphy_3862 G/A|SNP|ts|GCA/ACA|A1139T|nonsyn|0.948|175/177 endo-1,4-beta-xylanase 

Cphy_3869 
G/A|SNP|ts|ACG/ATG|T1298M|nonsyn|0.981|201/201 
G/A|SNP|ts|CCA/CTA|P324L|nonsyn|0.983|173/173 

fibronectin type III domain-
containing protein 

Cphy_3906 -/A|INS|0.932|170/194 
phosphoenolpyruvate-protein 
phosphotransferase 

Transport et métabolisme des ions inorganiques 

Cphy_0201 C/T|SNP|ts|TCG/TTG|S160L|nonsyn|0.984|158/158 
Methyl-accepting chemotaxis 
sensory transducer 

Cphy_0543 C/G|SNP|tv|AGC/ACC|S805T|nonsyn|0.977|131/131 
magnesium-translocating P-type 
ATPase 

Cphy_0677 G/A|SNP|ts|GCA/ACA|A725T|nonsyn|0.925|145/150 
ATPase, P-type (transporting), 
HAD superfamily, subfamily IC 

Cphy_0731 C/T|SNP|ts|TCA/TTA|S63L|nonsyn|0.983|138/138 
transport system permease 
protein 

Cphy_0814 A/G|SNP|ts|ATT/GTT|I199V|nonsyn|0.979|136/136 
Binding-protein-dependent 
transport systems, inner 
membrane component 

Cphy_0893 C/T|SNP|ts|GGA/AGA|G475R|nonsyn|0.988|113/113 catalase 

Cphy_0895 G/A|SNP|ts|GCT/GTT|A220V|nonsyn|0.956|135/135 ornithine carbamoyltransferase 

Cphy_1076 G/A|SNP|ts|GAT/AAT|D231N|nonsyn|0.982|116/116 
binding-protein-dependent 
transport systems inner 
membrane component 

Cphy_1449 C/T|SNP|ts|CAG/TAG|Q121*|nonsense|0.936|114/115 
phosphonate ABC transporter, 
ATPase subunit 

Cphy_1482 C/T|SNP|ts|CCA/TCA|P55S|nonsyn|0.978|119/119 
ABC transporter, periplasmic 
molybdate-binding protein 

Cphy_1520 G/A|SNP|ts|GCA/ACA|A240T|nonsyn|0.985|100/100 
Methyl-accepting chemotaxis 
sensory transducer 

Cphy_1586 G/A|SNP|ts|GTT/ATT|V262I|nonsyn|0.99|109/109 ABC transporter related 

Cphy_1653 C/T|SNP|ts|CAA/TAA|Q35*|nonsense|0.96|114/114 
hemerythrin-like metal-binding 
protein 

Cphy_1670 G/A|SNP|ts|GAT/AAT|D225N|nonsyn|0.973|119/119 ABC transporter related 

Cphy_1827 G/A|SNP|ts|CGA/CAA|R4Q|nonsyn|0.97|77/78 
sulfate ABC transporter, inner 
membrane subunit CysT 

Cphy_1868 C/T|SNP|ts|GGA/GAA|G99E|nonsyn|0.999|93/93 
FAD-dependent pyridine 
nucleotide-disulphide 
oxidoreductase 

Cphy_2054 C/T|SNP|ts|GGC/GAC|G524D|nonsyn|0.945|103/103 ABC transporter related 

Cphy_2132 C/T|SNP|ts|GTT/ATT|V314I|nonsyn|0.973|76/77 
ATPase, P-type (transporting), 
HAD superfamily, subfamily IC 

Cphy_2153 A/-|DEL|0.98|99/103 arsenical-resistance protein 

Cphy_2392 -/C|INS|0.923|114/125 Periplasmic binding protein 

Cphy_3206 G/A|SNP|ts|CGT/TGT|R423C|nonsyn|0.981|135/136 
Methyl-accepting chemotaxis 
sensory transducer 
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Cphy_3589 C/T|SNP|ts|GCT/ACT|A22T|nonsyn|0.982|170/170 
Binding-protein-dependent 
transport systems, inner 
membrane component 

Biosynthèse, transport et catabolisme des métabolites secondaires 

Cphy_1226 A/T|SNP|tv|TTA/TTT|L89F|nonsyn|0.982|120/120 Methyltransferase 

Cphy_1501 G/A|SNP|ts|GTA/ATA|V477I|nonsyn|0.979|96/96 N-acyl-D-glutamate deacylase 

Cphy_1897 C/T|SNP|ts|GCG/GTG|A6V|nonsyn|0.881|84/88 fad dependent oxidoreductase 

Cphy_2911 T/C|SNP|ts|AAT/GAT|N141D|nonsyn|0.941|141/141 cytochrome P450 

Production et conversion d'énergie 

Cphy_0007 G/A|SNP|ts|GTA/ATA|V82I|nonsyn|0.975|185/186 
tartrate/fumarate subfamily Fe-S 
type hydrolyase alpha subunit 

Cphy_0088 C/T|SNP|ts|GGT/AGT|G533S|nonsyn|0.985|171/171 NADH dehydrogenase (quinone) 

Cphy_0092 T/-|DEL|0.97|173/184 putative PAS/PAC sensor protein 

Cphy_0216 G/A|SNP|ts|GGA/AGA|G234R|nonsyn|0.974|175/175 
electron transport complex, 
RnfABCDGE type, B subunit 

Cphy_0545 C/T|SNP|ts|GCT/GTT|A185V|nonsyn|0.95|148/151 
4Fe-4S ferredoxin iron-sulfur 
binding domain-containing 
protein 

Cphy_0546 
T/C|SNP|ts|GTA/GCA|V402A|nonsyn|0.946|179/180 
T/G|SNP|tv|CAT/CAG|H590Q|nonsyn|0.989|143/143 

4Fe-4S ferredoxin iron-sulfur 
binding domain-containing 
protein 

Cphy_0603 G/A|SNP|ts|GGT/GAT|G786D|nonsyn|0.96|141/142 
pyruvate flavodoxin/ferredoxin 
oxidoreductase domain-
containing protein 

Cphy_1733 C/T|SNP|ts|CGC/TGC|R27C|nonsyn|0.964|101/101 
ech hydrogenase, subunit EchD, 
putative 

Cphy_1820 G/A|SNP|ts|GGA/GAA|G385E|nonsyn|0.976|97/97 
anaerobic c4-dicarboxylate 
antiporter 

Cphy_1923 C/T|SNP|ts|CAT/TAT|H316Y|nonsyn|0.967|98/98 
D-isomer specific 2-hydroxyacid 
dehydrogenase NAD-binding 

Cphy_2044 G/A|SNP|ts|ATG/ATA|M1I|nonsyn|0.973|115/115 hypothetical protein 

Cphy_2106 G/A|SNP|ts|TGG/TAG|W186*|nonsense|0.954|80/81 hypothetical protein 

Cphy_2255 G/C|SNP|tv|GCT/GGT|A115G|nonsyn|0.961|80/81 
FMN-dependent alpha-hydroxy 
acid dehydrogenase 

Cphy_3121 G/A|SNP|ts|CAT/TAT|H122Y|nonsyn|0.972|128/128 Rubrerythrin 

Cphy_3123 G/A|SNP|ts|CAG/TAG|Q229*|nonsense|0.945|141/143 
pyruvate flavodoxin/ferredoxin 
oxidoreductase domain-
containing protein 

Cphy_3750 C/T|SNP|ts|GTA/ATA|V115I|nonsyn|0.974|154/154 ATP synthase subunit beta 

Cphy_3925 G/A|SNP|ts|GTA/ATA|V320I|nonsyn|0.985|198/199 
bifunctional acetaldehyde-
CoA/alcohol dehydrogenase 

Transport et métabolisme des coenzymes 

Cphy_1371 T/A|SNP|tv|AAT/AAA|N363K|nonsyn|0.956|146/148 
uroporphyrin-III C-
methyltransferase 

Cphy_1379 G/A|SNP|ts|GAT/AAT|D473N|nonsyn|0.937|104/104 precorrin-6x reductase 

Cphy_1481 T/C|SNP|ts|GTG/GCG|V266A|nonsyn|0.981|106/106 
Molybdenum cofactor synthesis 
domain protein 

Cphy_2082 C/T|SNP|ts|ATG/ATA|M377I|nonsyn|0.984|99/99 
thiamine biosynthesis protein 
ThiH 

Cphy_2124 
A/G|SNP|ts|TAC/TGC|Y161C|nonsyn|0.979|85/85 
G/A|SNP|ts|GCT/ACT|A184T|nonsyn|0.966|89/89 

aspartate dehydrogenase 

Cphy_2779 G/A|SNP|ts|CGC/TGC|R323C|nonsyn|0.981|109/109 
biotin--acetyl-CoA-carboxylase 
ligase 





to bind any DNA sequence containing a protospacer adjacent
motif (PAM) element without cleaving the DNA. Transcrip-
tional repression results because the dCas protein interferes
with RNA polymerase by binding either at the promoter to
inhibit transcript initiation or downstream to prevent transcript
elongation. While Cas9-mediated CRISPRi has been more
widely developed in Clostridia,13−15 Cas12a (also called Cpf1)
presents certain advantages.16 Cas12a does not require a
tracrRNA and can process a tandem array of guides using its
intrinsic RNase activity.17,18 Multiplexing targets is thus
simpler with Cas12a than with Cas9, which requires RNase
III for crRNA cleavage and an independently transcribed
gRNA cassette for each guide. Cas12a also appears to be less
toxic than Cas9 in many bacteria.19

The goal of this study is to develop a suite of approaches for
e■cient genetic transformation and experimental modulation
of gene expression in Clostridia using C. phytofermentans as a
model. We demonstrate a simple benchtop method for
electrotransformation of C. phytofermentans that does not
require an anaerobic glovebox, and we apply it to systemati-
cally test antibiotic resistance cassettes and plasmid origins of
replication. We use a luminescent reporter to characterize a
collection of synthetic promoters of varying strengths and a
TetR-based system for inducible gene expression. We unite
these tools into a CRISPRi system for gene repression based
on a TetR-regulated dCas12a and show that it can be used for
e■cient in vivo CRISPRi-mediated repression of reporter and
metabolic genes. We discuss how these approaches advance C.
phytofermentans as a model system and can be applied to
engineer other Clostridia.

ff RESULTS

Restriction Modification Systems in C. phytofermen-
tans. Electroporation of some Clostridia species requires
methylation of vector DNA to circumvent endogenous
restriction modification systems (RMSs),20,21 leading us to
investigate the presence of RMSs in C. phytofermentans.
REBASE22 predicts that the C. phytofermentans genome
encodes two type II RMSs, Cphy0266−8 and Cphy2923−5,
and one type IV restriction enzyme, Cphy1615. Cphy0267 was
predicted to methylate the sequence 5′-CTGAAG-3′, whereas
no specificities could be predicted for Cphy2924. Three forms
of DNA methylation are common in bacterial genomes: 5-
methylcytosine (m5C), N4-methylcytosine (m4C), and N6-
methyladenine (m6A).23 We profiled the C. phytofermentans
genome for these three methylation patterns using two
complementary sequencing methods: RIMS-seq identifies
m5C as C-to-T mutations on Read 1,23 and SMRT sequencing
identifies m4C and m6A based on nucleotide incorporation
rates measured as pulse width and interpulse duration.24

RIMS-seq of the C. phytofermentans genome revealed m5C
modification at 5′-GATC-3′ based on elevated C-to-T
mutations (p = 1.23 × 10−4061) (Figure 1A). DNA
modification analysis of SMRT sequencing supported the
presence of m6A methylation in the C. phytofermentans
genome based on an increased proportion of adenine bases
with elevated modification quality values (QVs) relative to
other bases (Figure 1B). SMRT motif analysis25 localized the
m6A modification to 5′-CTKCAG-3′ (97.2% modified, mean
score 100.6) and 5′-CTGAAG-3′ (96.4% modified, mean score
95.3) (Figure 1C). Together, sequence analysis and methyl-
ome profiling of the C. phytofermentans genome suggest that
Cphy0267 performs m6A methylation at 5′-CTGAAG-3′ and
Cphy2924 performs m5C methylation at 5′-GATC-3′.

Figure 1. Base modification detection in the C. phytofermentans genome by (A) RIMS-seq sequencing and (B, C) SMRT sequencing. (A) RIMS-
seq data analysis showing frequency of C-to-T mutations on Read 1 (blue bars) and Read 2 (yellow bars), indicating m5C methylation at the 5′-
GATC-3′ motif (p = 1.23 × 10−4061). (B) Kinetic detection histogram of the number of bases at each modification QV. (C) Modified base motif
analysis identified two motifs with predicted m6A modification: CTKCAG and CTGAAG, where K is G/T. Modified bases are underlined for both
sites. Abbreviations: SMRT, single molecule real-time; RIMS, rapid identification of methylase specificity; QV, quality value; m6A, 6-
methyladenosine; m5C, 5-methylcytosine.
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On the basis of these methylation activities, we examined the
restriction activity of C. phytofermentans lysate on plasmid
DNA isolated from ER2796, a DNA-methylation-deficient E.
coli strain.26 In vitro treatment of unmethylated plasmid DNA
with C. phytofermentans lysate did not result in DNA cleavage
(Figure 2A), suggesting that the putative type II and type IV

restriction systems are inactive. Further, the electroporation
e■ciencies of C. phytofermentans using the methods described
below were similar whether pQexp (Table 1) was isolated from
C. phytofermentans, E. coli DH5α, or E. coli ER2796, supporting
that premethylation of plasmid DNA with C. phytofermentans
methylases does not improve electroporation (data not
shown). We thus concluded that although the C. phytofermen-
tans genome is methylated, the associated restriction enzymes
are likely inactive and do not impede electrotransformation.
Electroporation of C. phytofermentans. Previously, the

transfer of plasmid DNA into C. phytofermentans was
demonstrated by conjugation with E. coli.27−31 Conjugation
showed that pQexp, which bears the pAMβ1 replicon and

erythromycin resistance gene, stably replicates C. phytofermen-
tans.27 To develop methods for electrotransformation of C.
phytofermentans, we evaluated the effiects of electropulse, DNA
concentration, and cell wall-weakening osmolytes on electro-
poration of pQexp using an exponential-decay wave pulse. All
electroporations were performed at the bench without an
anaerobic glovebox, making these methods generally accessible
to microbiology laboratories.
We varied the pulse voltage and capacitance to find the

highest transformation e■ciency at 1.2 kV and 25 μF (Figure
2B), which typically yielded 80−100 colonies per μg of DNA
and a time constant of ∼3 ms. Similar numbers of colonies
were observed at DNA concentrations from 1 to 6 μg,
supporting that DNA uptake does not limit the transformation
e■ciency (Figure 2C). Glycine improves electrotransformation
in other Clostridia by incorporating into the cell wall in place
of D-alanine, weakening the cell wall by reducing peptidoglycan
linkages.32,33 Supplementing GS2 medium with >100 mM
glycine significantly reduced the growth rate, but 50, 100, or
150 mM glycine supplementation did not affiect the trans-
formation e■ciency (data not shown). We also found that
electrocompetent C. phytofermentans cells can be stored frozen
at −80 °C without loss of transformation e■ciency, even when
the cells were frozen for 12 weeks (Figure 2D).

Plasmid Replicons and Resistance Markers. The ability
to independently select for more than one plasmid in the same
cell requires a set of compatible plasmid replicons and
antibiotic resistance genes. To identify plasmid replicons that
function in C. phytofermentans, we used the pMTL plasmid
backbone (Figure 3A)9 to construct plasmids pQmod1−4E,
each bearing the erythromycin resistance gene and a diffierent
Gram-positive replicon: pIM13, pBP1, pCB102, and pCD6,
respectively (Table 1). Plasmids with the pBP1 and pCB102
origins were electroporated with e■ciencies similar to that of
the pAMβ1 origin used previously (Figure 3B), and trans-
formants with plasmids bearing any of these three origins can
be maintained in liquid medium with erythromycin at growth
rates similar to wild-type (WT) without selection. The
transformation e■ciencies were significantly lower with the
plasmids bearing a pCD6 origin (p = 0.039) or pIM13 origin
(p = 0.037) relative to the pAMβ1 origin (Figure 3B). Cells
retain pCD6 plasmids in liquid medium with erythromycin at a
growth rate 3 times lower than WT without selection. The
pIM13 transformant colonies were unable to grow under
selection in liquid medium, suggesting that the pIM13 origin is
too unstable to be maintained in C. phytofermentans even with
antibiotic selection.
To identify selectable markers for C. phytofermentans, we

constructed pQmod2 plasmids bearing the pBP1 replicon and
resistance genes for spectinomycin (aad9), thiamphenicol
(catP), or tetracycline (tetA) (Table 1). We found that aad9-
containing plasmids can be maintained using 600 μg mL−1

spectinomycin and catP plasmids can be maintained using 40
μg mL−1 thiamphenicol (Figure 3C). Although C. phytofer-
mentans is sensitive to 15 μg mL−1 tetracycline in liquid and
solid media, we were unable to isolate transformants with
plasmids bearing the tetA gene,34 supporting that this
resistance gene is not functional in C. phytofermentans.
Having identified three plasmid replicons (pAMβ1, pBP1,

and pCB102) and three resistance cassettes (ermB, aad9, and
catP) that function in C. phytofermentans, we tested whether
they can be simultaneously maintained in the same cell.
Sequential transformation of C. phytofermentans with pQexp

Figure 2. Factors affiecting e■cacy of C. phytofermentans electro-
poration. (A) Treatment of linearized plasmid DNA with C.
phytofermentans culture lysate. Three plasmids (pQexp,
pMTL83353, and pBR322) isolated from methylation-deficient E.
coli ER2796 were linearized with NheI, incubated with (+) or without
(−) C. phytofermentans culture lysate, and resolved by gel electro-
phoresis. (B) Electroporation e■ciencies (colonies per μg of DNA) of
3 μg of plasmid DNA delivered using diffierent electropulse voltages
and capacitances. (C) Colonies after electroporation with 1−6 μg of
plasmid DNA. (D) Electroporation e■ciencies (colonies per μg of
DNA) after storage of competent cells at −80 °C for 0−12 weeks.
(B−D) Electrotransformations were performed with pQexp and
transformants selected with 40 μg mL−1 erythromycin. Data points
show each electrotransformation; bars show mean ± SD. Treatment
comparisons were analyzed by Tukey’s test after confirmation that the
data distribution requirements were met using the Shapiro−Wilk test;
p values < 0.05 are shown. SD, standard deviation.

ACS Synthetic Biology pubs.acs.org/synthbio Research Article

https://doi.org/10.1021/acssynbio.2c00385
ACS Synth. Biol. 2022, 11, 4077−4088

4079

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssynbio.2c00385?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssynbio.2c00385?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssynbio.2c00385?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssynbio.2c00385?fig=fig2&ref=pdf
pubs.acs.org/synthbio?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acssynbio.2c00385?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


(pAMβ1, erm), pQmod2S (pBP1, aad9), and pQmod3C
(pCB102, catP) yielded transformants that after five serial
transfers in liquid medium with triple antibiotic selection were
confirmed by PCR to retain all three plasmids (Figure 3D). To
simplify cloning and testing of genetic elements, we built a
series of pQmod-GG plasmids containing an IPTG-inducible
Plac promoter driving expression of the red fluorescent protein
(RFP) gene for red/white selection in E. coli (Figure S1). The
Plac-RFP cassette is flanked with BsaI sites to facilitate gene
replacement by Golden Gate assembly.35 pQmod-GG plasmids
with pBP1 and pCB102 replicons were constructed with all
three resistance markers, and plasmids with the pCD6 and
pAMβ1 replicons were made with erythromycin resistance
(Table 1).
Constitutive and Inducible Promoters. A set of

constitutive promoters of varying strengths can be applied to
customize the expression of target genes and dissect promoter
sequence−function relationships. We designed the synthetic
Pcons17 promoter, a benchmark for high expression in C.
phytofermentans. Pcons17 incorporates the consensus promoter
elements (UP element, −35 box, −10 box) defined by
genome-wide mapping of transcription start sites in C.
phytofermentans36 and computationally optimized sequences
between the promoter elements37,38 and the 5′ UTR
containing the ribosome binding site.39 Pcons17 was cloned
upstream of the Nanoluc luciferase reporter40 in the pQexp
backbone, yielding pQnl_Pcons17 (Table 1). Cell-density-

normalized luminescence demonstrated high NanoLuc ex-
pression from the Pcons17 consensus promoter in
pQnl_Pcons17 (Figure 4A).
We created the Pcphy promoter library by systematically

permuting the Pcons17 sequence using oligonucleotides with
20 degenerate positions covering all conserved nucleotides in
the promoter consensus motif (Figure 4B). The Pcphy library
was cloned upstream of the NanoLuc reporter to make the
pQnl_Pcphy plasmid library. NanoLuc-based luminescence
from diffierent clones demonstrated that promoters in the
Pcphy library span a wide range of expression from 4-fold to
2000-fold above the background luminescence of cells
containing an empty plasmid (Figure 4A; see Figure S2 for
promoter sequences). Sequence motifs in which the
frequencies of nucleotides were weighted based on Pcphy-
driven NanoLuc expression levels revealed the relative
importance of nucleotide conservation across promoter
elements (Figure 4C,D). These expression-weighted motifs
support that expression is enhanced by an A-rich UP element
upstream of the −35 box hexamer (5′-TTGACA-3′) (Figure
4C), which likely interacts with the alpha subunit of RNA
polymerase.41 In addition, there are two conserved positions
upstream of the −10 hexamer box (5′-TATAAT-3′) (Figure
4D) that may increase transcription, as in some other Gram-
positive bacteria.42

The ability to experimentally modulate gene expression
using a chemical inducer simplifies expression level optimiza-

Table 1. Plasmids and Strains Used in This Study

name description source

Plasmids

pQexp erm, pAMβ1 Gram(+) origin, pUC
Gram(−) origin, oriT

ref 27

pBR322 tet, bla, colE1 Gram(−) origin New England Biol-
abs

pMTL82254 ermB, pBP1 Gram(+) origin, ColEl
Gram(−) origin + tra, catP reporter

Chain Biotech

pMTL83353 aad9, pCB102 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin + tra, Pfdx + MCS

Chain Biotech

pMTL84422 tetA, pCD6 Gram(+) origin, p15a
Gram(−) origin + tra, Pthl + MCS

Chain Biotech

pMTL85141 catP, pIM13 Gram(+) origin, ColEI,
MCS

Chain Biotech

pQmod1E ermB, pIM13 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod2E ermB, pBP1 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod3E ermB, pCB102 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod4E ermB, pCD6 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod2C catP, pBP1 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod2S aad9, pBP1 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod2T tetA, pBP1 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod3C catP, pCB102 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod3S aad9, pCB102 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod3T tetA, pCB102 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, MCS

this study

pQmod2E-GG pQmod2E, Plac-RFP flanked by BsaI
sites

this study (Addg-
ene 191345)

pQmod2S-GG pQmod2S, Plac-RFP flanked by BsaI
sites

this study (Addg-
ene 191346)

name description source

Plasmids

pQmod2C-GG pQmod2C, Plac-RFP flanked by BsaI
sites

this study (Addg-
ene 191347)

pQmod3E-GG pQmod3E, Plac-RFP flanked by BsaI
sites

this study (Addg-
ene 191348)

pQmod3S-GG pQmod3S, Plac-RFP flanked by BsaI
sites

this study (Addg-
ene 191349)

pQmod3C-GG pQmod3C, Plac-RFP flanked by BsaI
sites

this study (Addg-
ene 191350)

pQmod4E-GG pQmod4E, Plac-RFP flanked by BsaI
sites

this study (Addg-
ene 191351)

pATmin-GG erm, pAMβ1 Gram(+) origin, pUC
Gram(−) origin, Plac-RFP flanked by
BsaI sites

this study (Addg-
ene 191352)

pSB1C3-J04450 cat, pUC Gram(−) origin, Plac-mRFP1
cassette

Registry of Stand-
ard Biological
Parts (J04450)

pNL1.1[Nluc] source of NanoLuc gene Promega

pQnl_Pcons17 erm, pAMβ1 Gram(+) origin, pUC
Gram(−) origin, Pcons17-Nanoluc

this study (Addg-
ene 191353)

pQnl_Pcphy1−24 pQnl_cons17 with Pcons17 replaced
with promoters Pcphy1 to Pcphy24

this study

pQnl_Pcphy23 erm, pAMβ1 Gram(+) origin, pUC
Gram(−) origin, Pcphy23-Nanoluc

this study (Addg-
ene 191354)

pQnl_tet ermB, pBP1 Gram(+) origin, ColE1
Gram(−) origin, PGusA2-TetO2/1-
Nanoluc, miniPthl-tetR

this study (Addg-
ene 191355)

pY109 source of Cas12a (LbCpf1) Addgene 84740

pQdC12a PGusA2-TetO2/1-dCas12a, miniPthl-
tetR, gRNA cassette, pQmod3C-GG
backbone

this study (Addg-
ene 191356)

Strains

E. coli NEB 5-
alpha

competent E. coli cells used in trans-
formations

New England Biol-
abs

E. coli ER2796 E. coli strain deficient in DNA methyl-
ation

ref 26

C. phytofermentans
ISDg

reference strain ATCC 700394
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tion, especially with toxic gene products that need to be
repressed under certain conditions. We demonstrated a system
for inducible gene expression in C. phytofermentans using the
tetracycline repressor (TetR) from Tn10. TetR is a transcrip-
tional repressor whose binding to the TetO operator sequence
is inhibited by tetracycline or anhydrotetracycline (aTc). We
constructed pQnl_tet (Table 1) containing tetR driven by the
miniPthl promoter along with the NanoLuc gene under
control of the PgusA2-tetO2/1 promoter (Figure 4E),
developed for TetR-based gene repression in C. acetobutyli-
cum.11 Upon electroporation of C. phytofermentans with
pQnl_tet, nanoLuc expression was strongly repressed in the
absence of aTc (Figure 4F). NanoLuc expression was induced
with 5 ng mL−1 aTc and progressively increased up to 200 ng
mL−1 aTc without affiecting growth (Figure 4F). Concen-
trations of aTc above 200 ng mL−1 further increased
expression but also reduced growth, likely due to either the
metabolic cost of expressing Nanoluc or aTc toxicity.
Gene Repression by CRISPRi. CRISPRi using DNase-

dead CRISPR effiectors of Cas9 (dCas9) or Cas12a (dCas12a)
streamlines transcriptional repression of target genes by
eliminating the need to modify their promoters to contain
operator sites, as is required in the TetR system. In this study,
we selected the Cas12a from Lachnospiraceae bacterium
ND2006 (LbCas12a).18 While CRISPRi based on LbCas12a
has not yet been tested in prokaryotes,19 we reasoned that the
protein will likely be active in C. phytofermentans because it
comes from a bacterium in the same family. As the rarity of
Cas9 PAM (5′-NGG-3′) sites has impeded Cas9 targeting in
other AT-rich Clostridia genomes,15 we assessed the
distribution of the Cas12a PAM (5′-TTTV-3′)43 across the

C. phytofermentans genome. The Cas12a PAM is less common
than that of Cas9 across the C. phytofermentans genome, but it
is more abundant in highly expressed promoter regions (Figure
S3). Thus, Cas12a is well-suited to target C. phytofermentans
promoter regions using CRISPRi.
Plasmids constitutively expressing Cas9 sometimes cannot

be transformed into Clostridia due to toxicity of the Cas
protein.44 While Cas12a is reported to be less toxic to
Clostridia than Cas9,45 we mitigated potential Cas12a toxicity
by constructing a Tet-repressible dCas12a-based CRISPRi
plasmid, pQdC12a. To this end, pQmod3C was modified to
carry the following elements: the miniPthl-tetR cassette from
pQnl_tet, an aTc-inducible dLbCas12a, and a gRNA designed
so that the target can be customized by Golden Gate cloning
using BbsI (Figure 5A). As placement of a Rho-independent
terminator immediately downstream of the guide impairs Cas
activity,46 we included the first 25 bp of the terminal repeat
from the wild-type LbCas12a array downstream of the guide,
which including the cloning scar separates the guide from the
fdx terminator by 55 bp. To demonstrate dCas12a-mediated
gene repression in C. phytofermentans, we targeted pQdC12a to
two sites in the Pcphy23 promoter driving NanoLuc expression
on pQnl_Pcphy23 (Figure 5A). Guide g-nl1 binds the
Pcphy23 promoter at the −10 box, and guide g-nl2 binds at
the −35 box (Figure S4). As both guides target the promoter
region, we did not expect that binding orientation would affiect
repression.47

We cotransformed C. phytofermentans with pQnl_Pphy23
and pQdC12a targeted with either guide g-nl1, guide g-nl2, or
a no-guide control. In the presence of aTc, NanoLuc
expression was strongly repressed using g-nl1 (19-fold

Figure 3. Plasmid replicons and antibiotic resistance genes that function in C. phytofermentans. (A) Structure of modular pMTL plasmids showing
the MCS, Gram-positive replicon, antibiotic resistance marker, and Gram-negative ColE1 replicon. Restriction enzyme sites between modular units
are shown along with the SacI and NheI sites in the MCS used to insert the Golden Gate RFP cassette in pQmod-GG plasmids. Gram-positive
origins and resistance markers tested in C. phytofermentans are listed. (B) E■ciencies of C. phytofermentans electrotransformation using
erythromycin-resistant plasmids with diffierent Gram-positive replicons. Pairwise treatment comparisons were analyzed by Tukey’s test after
confirmation that the data distribution requirements were met by the Shapiro−Wilk test; significant p values relative to pAMβ1 (pQexp)
transformations are shown. (C) Antibiotic concentrations to select for C. phytofermentans transformants on solid medium and in liquid culture. (D)
PCR of C. phytofermentans culture showing stable simultaneous maintenance of three plasmids with diffierent Gram-positive replicons and resistance
markers: pQexp (pAMβ1, erm), pQmod2S (pBP1, aad9), and pQmod3C (pCB102, catP). PCR was performed with primers for genomic DNA
(primers 1575F/R) and plasmid origins pAMβ1 (primers PR46/47), pBP1 (primers PR28/29), and pCB102 (primers PR30/31). Abbreviations:
MCS, multiple cloning site; RFP, red fluorescent protein; ND, no data.
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repression, p = 1.79 × 10−3) or g-nl2 (8-fold repression, p =
1.94 × 10−3) relative to pQdC12a (Figure 5B). Mean
NanoLuc expression with g-nl1 was 2.5-fold lower than with
g-nl2, suggesting that preventing transcription initiation by
targeting the promoter at the −10 box may be more effiective
than the −35 box (p = 1.90 × 10−3), but these diffierences
could also reflect sequence dependence of gRNA activity.
NanoLuc expression was repressed to a lesser extent without
aTc using either g-nl1 (6-fold repression, p = 2.7 × 10−6) or g-
nl2 (5-fold repression, p = 3.2 × 10−4) relative to pQdC12a
(Figure 5B), likely due to leaky Tet repression of dCas12a.
Together, these results support that dCas12a-mediated
CRISPRi effiectively represses in vivo target gene expression
in C. phytofermentans.
We evaluated pQdC12a-mediated CRISPRi of chromosomal

genes in C. phytofermentans by targeting dCas12a to the
cphy1326 promoter using guide g-cphy1326 (Figure 6A). The
cphy1326 and cphy1327 genes encode phosphate acetyltrans-
ferase and acetate kinase, respectively. These two genes encode
the only predicted pathway to convert acetyl-CoA to acetate in
C. phytofermentans, and their transcription and translation are
elevated under conditions of high acetate production,5,48

leading us to propose that repressing cphy1326 transcription
should reduce acetate formation. Genome-wide mapping of

transcription start sites (TSSs) in C. phytofermentans indicated
that cphy1326 is expressed from a primary TSS 139 bp
upstream of the start codon.36 Guide g-cphy1326 was designed
to bind the −10 box (5′-TATAAT-3′), which is 10 bp
upstream of the cphy1326 TSS.
Targeting pQdC12a to the cphy1326 promoter using guide

g-cphy1326 reduced cphy1326 transcription relative to the no-
guide control (11.5-fold repression, p = 0.021) (Figure 6B).
While cphy1326-cphy1327 constitute a putative operon,
transcription of cphy1327 was not repressed, suggesting that
it is also independently transcribed. Alternative routes for
acetyl-CoA conversion were upregulated in the g-cphy1326
strain based on elevated transcription of genes encoding the
primary ethanol dehydrogenase (cphy3925), lactate dehydro-
genase (cphy1117), and pyruvate formate-lyase activating
enzyme (cphy2820) (Figure 6B). Quantification of fermenta-
tion products by high-performance liquid chromatography
(HPLC) showed that acetate biosynthesis was reduced in the
g-cphy1326 strain (19% reduction, p = 1.5 × 10−3) (Figure
6C). Production of ethanol was not altered in the g-cphy1326
strain (Figure 6D), whereas yields were increased for formate
(46% increase, p = 1.2 × 10−4) (Figure 6E) and lactate (75%
increase, p = 1.6 × 10−3) (Figure 6F). Together, these results
support that C. phytofermentans elevated production of

Figure 4. Modulation of gene expression in C. phytofermentans using constitutive and inducible promoters. (A) Promoter strengths of Pcons17,
Pcphy1−24, and minus-NanoLuc control (pQexp) measured as normalized luminescence. (B) Nucleotide sequence showing degenerate positions
used to build the Pcphy promoter library. (C, D) Promoter-strength-weighted sequence motifs of (C) UP element and −35 box and (D) −10 box.
(E) Diagram of pQnl_tet plasmid for aTc-regulated gene expression in C. phytofermentans. (F) Induction of NanoLuc gene expression in C.
phytofermentans expressing pQnl_tet measured as normalized luminescence at diffierent aTc concentrations. (A, F) Culture luminescence was
normalized to OD600; bars show means ± SD of triplicate cultures. Degenerate nucleotides: W, A/T; R, A/G; K, G/T; V, A/C/G; H, A/C/T; D,
A/G/T. Abbreviations: TSS, transcription start site; RBS, ribosome binding site; TetR, tetracycline repressor; aTc, anhydrotetracycline; OD600,
optical density at 600 nm; SD, standard deviation.
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alternative fermentation products in response to CRISPRi-
mediated repression of acetate production.

ff DISCUSSION

In this study, we demonstrated a framework for electro-
transformation and modulation of gene expression in C.
phytofermentans using tools that can be applied in other
Clostridia. We electrotransformed C. phytofermentans using a
simple benchtop method that does not require an anaerobic
glovebox. The electroporation e■ciency was high enough to
test plasmids (Figure 3), screen promoters (Figure 4), and
construct genetic circuits (Figure 5) but lower than that with
other models such as E. coli, making improvements in
electrotransformation desirable. However, our data support
that C. phytofermentans electrotransformation was not limited
by endogenous RMSs (Figure 2A) or DNA concentration
(Figure 2C) and was not improved by cell-wall-weakening
agents. We grew C. phytofermentans cultures in anaerobic jars
and electroporated cells on the bench, making these methods
simple to apply in other laboratories. Performing electro-
porations under more strict anaerobic conditions in a chamber
might improve the transformation e■ciency.

Although Clostridia are phylogenetically diverse, our results
support that their molecular biology is su■ciently conserved
for the pMTL plasmid system9 to be a valuable resource to test
functional plasmid elements. We identified three plasmid
replicons (pCB102, pAMβ1, and pBP1) and three resistance
markers (catP, aad9, and ermB) that function in C.
phytofermentans. Whereas the pIM13 origin and the tetA
resistance gene are functional in other Clostridia,34,49 they are
inactive in C. phytofermentans. Further, C. phytofermentans can
be sequentially transformed with all three plasmid replicons
using diffierent resistance markers (Figure 3D), supporting that
these plasmids could also be simultaneously maintained in
other Clostridia. Using the pQmod-GG plasmids, cargo genes
can easily be cloned into backbones with these diffierent
replicons and resistance markers using Golden Gate cloning
and RFP red/white screening (Table 1). Genes can be
expressed at diffierent levels on these plasmids using the Pcphy
promoter library (Figure 4A) and modulated using TetR-
mediated repression (Figure 4F). These tools enable in vivo
expression of genetic circuits composed of multiple operons
whose expression needs to be individually tuned.
We united these tools into a system for CRISPRi-mediated

repression in C. phytofermentans using a Cas12a protein

Figure 5. CRISPRi repression of reporter gene expression in C. phytofermentans. (A) Two-plasmid system demonstrating dCas12a repression of the
NanoLuc reporter. pQdC12a has a tet-repressible dCas12a and gRNA cassette; pQnl_Pcphy23 has the Pcphy23 promoter driving NanoLuc
expression. (B) Normalized luminescence of C. phytofermentans expressing NanoLuc (pQnl_Pcphy23) and dCas12a targeting Pcphy23 with guide
g-nl1, guide g-nl2, or a no-guide control (pQdC12a). Luminescence was measured ±100 ng mL−1 aTc and normalized to OD600. Data points are
individual cultures, and bars are means ± SD of triplicate cultures. The p values show treatment comparisons by two-sided Student’s t test.
Abbreviations: aTc, anhydrotetracycline; T3510, transcription terminator from C. phytofermentans cphy3510 gene; T0133, transcription terminator
from C. phytofermentans cphy0133 gene; Tfdx, transcriptional terminator from C. pasteurianum fdx gene; DR, direct repeat; TR, terminal repeat;
OD600, optical density at 600 nm; SD, standard deviation.
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(dLbCas12a) from another Lachnospiraceae species, the first
demonstration of CRISPR using this protein in bacteria.19

CRISPRi is particularly useful to study genes that may have
essential roles, as when redirecting carbon flux in central
metabolism. As a first step toward redirecting carbon flux in C.
phytofermentans, we showed that repressing genes for acetate
biosynthesis reduced the acetate yields and increased the yields
of other fermentation products (Figure 6). Our results show
that an 11.5-fold repression in cphy1326 expression translated
into only a 19% reduction in acetate formation, which could be
augmented either through greater repression of cphy1326 using
multiple guides or simultaneous targeting of multiple genes.
Fortunately, dCas12a simplifies multiplex gene repression by
CRISPRi due to its ability to process tandem guides without
sacrificing e■ciency relative to individual guides.50

The results of this study provide a foundation for
construction of genetic circuits with experimentally modulated
gene expression in C. phytofermentans. These approaches
complement previous technologies to study C. phytofermentans
genetics using targetron-based gene inactivation,30 large-scale
genome insertion and deletion,31 and in vivo directed
evolution.51 Cas12a could be used to make genomic changes
in C. phytofermentans, as has been demonstrated in some other
Clostridia.45 In the future, these strategies could be generally
applied to other Clostridia, including soil species with
important roles in environmental carbon cycling, intestinal
commensals, and pathogens.

ff METHODS AND MATERIALS

Bacterial Cultivation. C. phytofermentans ISDg (ATCC
700394) was cultured anaerobically at 37 °C in GS2 medium52

containing 5 g L−1 glucose and antibiotics at selected
concentrations to maintain plasmids (Figure 3C). Cultures

were incubated anaerobically in sealed jars (BD Jars, 260626)
using anaerobic sachets (BD GasPaks, 260678); all exper-
imental manipulations were performed at the bench. E. coli was
cultured aerobically at 37 °C in LB medium containing 250 μg
mL−1 erythromycin, 100 μg mL−1 spectinomycin, 25 μg mL−1

chloramphenicol, or 15 μg mL−1 tetracycline to select for
plasmids.

Genome Methylation and DNA Restriction. We
identified DNA methylation patterns in the C. phytofermentans
ISDg genome using SMRT sequencing53 and RIMS-seq.23

SMRT DNA sequencing was performed at the U.S. Depart-
ment of Energy Joint Genome Institute (DOE JGI Project ID
1100006), and sequence files are available in the NCBI SRA
(accession code SRP123768). RIMS-seq was performed at
Genoscope-CEA, and sequences files are available in the
European Nucleotide Archive (accession code ERA17973853).
To test whether C. phytofermentans cell lysate restricts

plasmid DNA, C. phytofermentans lysate was prepared by
centrifuging an overnight culture and freezing the cell pellet at
−80 °C for 2 h. The cell pellet was resuspended in lysis buffier
(50 mM phosphate buffier, pH 8, 500 mM NaCl, 15% glycerol,
1 mM pefablock (Sigma 76307)), incubated with 1 mg mL−1

lysozyme (Novagen 71230) for 30 min at room temperature,
and sonicated (Cole-Parmer Vibracell CV33) four times for 30
s at 28% with 10 s between sonications. Plasmid DNA of
pQexp, pMTL83353, and pBR322 (Table 1) were isolated
from DNA-methylation-deficient E. coli strain ER279626 and
linearized with NheI, and 1 μg of plasmid DNA was incubated
with and without 250 μg mL−1 C. phytofermentans lysate
overnight at 37 °C. DNA was resolved by electrophoresis to
visualize whether incubation with cell lysate resulted in plasmid
digestion.

Figure 6. CRISPRi repression of fermentation gene expression in C. phytofermentans. (A) dCas12a was targeted to repress transcription of the
acetate biosynthesis operon by binding the promoter −10 box upstream of the cphy1326 (pta) gene using guide g-cphy1326. (B) Transcription of
fermentation genes shown as log2(fold change) in the g-cphy1326 strain relative to the no-guide control strain measured by qRT-PCR. (C−F)
Yields of fermentation products (C) acetate, (D) ethanol, (E) formate, and (F) lactate in the g-cphy1326 and no-targeting control strains measured
by HPLC. (B−F) Colors show data for acetate (green), ethanol (yellow), formate (gray), and lactate (blue). Bars are means ± SD of (B) four or
(C−F) three cultures; data points are individual cultures. The p values show treatment comparisons by two-sided Student’s t test. Abbreviations:
TSS, transcription start site; pta, phosphate acetyltransferase; ackA, acetate kinase; NS, not significant; SD, standard deviation; HPLC, high-
performance liquid chromatography.
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C. phytofermentans Electroporation. To prepare C.
phytofermentans cells for electroporation, 10 mL of late log
culture was transferred into 40 mL of fresh medium and grown
for 6 h to OD600 0.6−0.7. Cells were centrifuged (6245 g, 7
min, 4 °C), washed once with 4 mL of ice-cold ETM buffier (1
mM MgCl2, 256 mM sucrose, 5 mM sodium phosphate buffier,
pH 7.4), and resuspended in 200 μL of ETM buffier. A 50 μL
aliquot of cells was transferred to a prechilled 0.1 cm gap
electroporation cuvette, mixed with plasmid DNA (3 μg of
DNA unless noted otherwise), and incubated on ice for 5 min.
Cells were electroporated using a Bio-Rad Genepulser II (1.2
kV, 25 μF), immediately diluted with 1 mL of GS2 medium,
and incubated anaerobically at 37 °C for 15 h. Cells were
plated on GS2 agar plates containing the appropriate antibiotic
selection and cultured for 6 days. Transformant colonies were
picked and transferred to liquid GS2 medium supplemented
with the appropriate antibiotic, and the presence of plasmid
DNA in the transformants was confirmed by PCR using 1 μL
of log phase culture as template and primers shown in Table
S1.
Plasmid Construction. The sequences of all primers used

in this study are shown in Table S1. DNA samples and
sequences of plasmids from this study have been deposited in
Addgene. pMTL plasmids (Table 1) were modified using
double digests of either AscI plus FseI to swap Gram-positive
replicons or FseI plus PmeI to swap antibiotic genes (Figure
3A). To create a set of erythromycin resistance plasmids to test
Gram-positive origins, the pIM13 origin of pMTL85241 was
replaced with either the pBP1 origin from pMTL82254 to
yield pQmod2E, the pCB102 origin from pMTL83353 to yield
pQmod3E, or the pCD6 origin from pMTL84422 to yield
pQmod4E (Table 1). To test antibiotic resistance genes, the
ermB gene of pQmod2E was replaced with either the catP gene
of pMTL85141 to yield pQmod2C, the aad9 gene of
pMTL83353 to yield pQmod2S, or the tetA gene of
pMTL84422 to yield pQmod2T (Table 1). A set of Golden
Gate-compatible plasmids containing an RFP cassette for red/
white screening flanked by BsaI sites (pQmod-GG plasmids)
was constructed by PCR amplification of the J04450 biobrick
RFP cassette from pSB1C3 using primers PR66/PR67 and
cloning of the resulting product between the SacI and NheI
sites of the multiple cloning site (Figure S1).
We designed the Pcons17 promoter using the consensus UP,

−35, and −10 elements based on C. phytofermentans genome-
wide transcription start site (TSS) data.36 The sequences
between the −35 and −10 elements were selected by analyzing
the C. phytofermentans ISDg genome sequence (GenBank
CP000885.1) with PePPER37 to produce a consensus
sequence.38 The 5′ UTR and ribosome binding site (RBS)
upstream of NanoLuc were designed to maximize translation.39

The NanoLuc gene was PCR-amplified (primers PR1/PR2)
from pNL1.1[Nluc] (Promega). The vector backbone to
express the NanoLuc gene was built by PCR amplification of
the erm gene (primers PR3/PR4), pAMβ1 replicon (primers
PR5/PR6), and pUC replicon (primers PR7/PR8) of pQexp.27

The fragments were assembled with the NanoLuc PCR
fragment by four-part Golden Gate cloning using BsmBI,
yielding pQnl_Pcons17 (Table 1). pATmin-GG was con-
structed by Gibson assembly from PCR of pQnl_Pcons17 with
PR70/PR71 and of pQmod2C-GG with PR72/PR73.
The Pcphy plasmid library was constructed by PCR

amplification of the entire pQnl_Pcons17 sequence using
outward-facing primers (PR48/PR49) to introduce degeneracy

to the Pcons17 promoter, followed by DpnI digestion. The
PCR product was digested with BsaI, self-ligated, and
transformed into E. coli. After 75 min recovery in LB medium,
the transformed E. coli cells were transferred into liquid LB
medium containing erythromycin and incubated at 37 °C for
16 h, and plasmid DNA was isolated to yield the pQnl_Pcphy
plasmid library. Promoter diversity in the library was measured
by transforming it into E. coli and sequencing 20 individual
clones (primers OK2ML9F and Seq_NanoLuc_rv), which
confirmed that no two promoters had identical sequences. C.
phytofermentans was transformed with the pQnl_Pcphy library,
and NanoLuc expression of individual clones was quantified by
luciferase assay.
To assemble pQnl_tet for TetR-mediated control of gene

expression, the NanoLuc gene was PCR-amplified from
pQnl_Pcons17 (primers PR63/PR64), generating a product
containing NanoLuc fused to the PGusA2-TetO2/1 promoter.
The tetR gene (Genbank accession code EEA9527598.1) was
purchased as a gBlock DNA fragment (Integrated DNA
Technologies, Coralville, IA, USA) and PCR-amplified
(primers PR58/PR59) to generate a product of the miniPthl
promoter driving tetR expression. Subsequently, pQnl_tet was
assembled by a three-fragment Golden Gate ligation reaction
using BsaI to insert PgusA2-TetO2/1-NanoLuc and miniPthl-
tetR into pQmod2E-GG.
pQdC12a was assembled by Golden Gate cloning with two

fragments of LbCpf1/LbCas12a from pY109,17 simultaneously
incorporating the D832A mutation and ligating to cassettes
containing miniPthl-tetR and gRNA expression cassettes. The
dCas12a gene was fused to the aTc-inducible PgusA2-tetO2/1
promoter11 and terminator from cphy3510 by Golden Gate
cloning. The gRNA cassette contains the synthetic P4
promoter,38 extended direct repeat, BbsI sites into which
annealed oligos can be inserted to target dCas12a binding, 25
bp from the wild-type Cas12a terminal repeat, and the fdx
terminator from C. pasteurianum.
pQdC12a was targeted to bind the Pcphy23 promoter in

pQnl_Pcphy23 using guide sequences that bind either the −10
box (g-nl1) or the −35 box (g-nl2) (Figure S4 and Table S1).
To repress cphy1326 transcription, pQdC12a was targeted
using guide g-cphy1326 that binds the −10 box (5-TATAAT-
3), which is 10 bp upstream of the cphy1326 TSS as previously
identified by TSS mapping36 (Table S1). To clone guide
sequences, pQdC12a was digested with BbsI, gel-purified, and
ligated with annealed guide sequences.

Luciferase Assay. To measure luciferase expression in C.
phytofermentans containing NanoLuc plasmids, we grew
cultures to late log phase, measured the cell density (OD600),
and lysed the cells by addition of a 1:10 volume of PopCulture
reagent (EMD Millipore) containing 25 μg mL−1 lysozyme
followed by incubation at room temperature for 10 min. Cell
lysate was mixed with an equal volume of NanoLuc Reagent
(Promega N1110), and luminescence was measured at 454 nm
using a Safas Xenius XMA. Luminescence measurements from
triplicate cultures were normalized to the cell density (OD600).
Following luminescence measurement of Pcphy clones,
plasmids covering a range of luminescence strengths were
isolated, and the promoter regions were sequenced after
amplification with primers OK2ML9F and Seq_NanoLuc_rv.
Luciferase measurements with pQnl_tet and CRISPRi
plasmids were conducted by growing a culture through two
transfers to late log phase followed by dilution into medium
supplemented with antibiotics and aTc as appropriate and
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growth to late log phase before measurement of luciferase
expression.
Quantitative PCR. We measured C. phytofermentans

mRNA expression by quantitative reverse transcription PCR
(qRT-PCR). Briefly, total RNA was extracted from 5 mL mid
log phase (OD600 = 0.7) cultures using TRI reagent (Sigma
93289), and 10 μg of RNA was treated with 4 units of Turbo
DNase (Ambion AM2238) for 30 min at 37 °C. One
microgram of RNA was reverse-transcribed to single-stranded
cDNA (Applied Biosystems 4368814). Real-time PCR
amplification was conducted by quantitative PCR (qPCR)
(KAPA KK4621) with the primers shown in Table S1 using an
MJ Research DNA Engine Opticon II machine. Expression
values are means of four cultures calculated by the threshold
cycle method normalized to 16S rRNA levels.
High-Performance Liquid Chromatography. To quan-

tify the fermentation products, cultures were grown for 5 days
to ensure complete consumption of glucose in the medium.
Culture supernatants were 0.2 μM filtered and collected.
Fermentation products were measured using a Shimadzu
Prominence LC20/SIL-20AC HPLC equipped with an RID-
10A refractive index detector and a Biorad Aminex HPX-87H
300 mm × 7.8 mm column. The column was maintained at 60
°C with a mobile phase of 5 mM H2SO4 at a flow rate of 0.5
mL min−1. The sample injection volume was 20 μL. Purified
standards of the fermentation products (Sigma) were used to
define elution times and generate dilution curves, which were
used to quantify the fermentation products in the culture
supernatants.
Sequence Analysis and Statistics. Bioinformatic pre-

diction of putative DNA restriction modification systems in C.
phytofermentans was conducted using REBASE.22 Methylation
analysis of SMRT sequence data was performed using SMRT
Tools (protocol version = 2.2.0, method = RS Modification
and Motif Analysis.1).24 Modification quality values (QVs)
were computed as −10 log10(p value) for a modified base
position based on DNA polymerase kinetics measured as
interpulse durations. Modified sites were grouped into motifs
using SMRT Tools MotifFinder (v1).25 The RIMS-seq
experiment and data analysis were performed as described
previously54 with motif context analysis calculated based on
the C to T errors in Read 1 and Read 2 for all NNNCN
contexts with N = ATCG. To evaluate the relative importance
of nucleotides at diffierent positions across promoter sequences,
we generated sequence motifs54 in which the relative
abundances of sequence inputs were based upon the mean
strength of each promoter in the Pcphy library (Figure S2).
Statistical comparisons were performed by either Tukey’s test
(multiple comparisons) or Student’s t test (pairwise compar-
isons).
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The Lachnospiraceae is a family of anaerobic bacteria in the class Clostridia with

potential to advance the bio-economy and intestinal therapeutics. Some species

of Lachnospiraceae metabolize abundant, low-cost feedstocks such as

lignocellulose and carbon dioxide into value-added chemicals. Others are

among the dominant species of the human colon and animal rumen, where

they ferment dietary fiber to promote healthy gut and immune function. Here, we

summarize recent studies of the physiology, cultivation, and genetics of

Lachnospiraceae, highlighting their wide substrate utilization and metabolic

products with industrial applications. We examine studies of these bacteria as

Live Biotherapeutic Products (LBPs), focusing on in vivo disease models and

clinical studies using them to treat infection, inflammation, metabolic

syndrome, and cancer. We discuss key research areas including elucidation of

intra-specific diversity and genetic modification of candidate strains that will

facilitate the exploitation of Lachnospiraceae in industry and medicine.

KEYWORDS

Lachnospiraceae, microbial biotechnology, microbiome, biocatalyst, live

biotherapeutics, Clostridia

Introduction

The Lachnospiraceae, from the ancient Greek “lachnos” (wooly hair) and “spira” (coil,
twist), is a family of anaerobic, mesophilic bacteria with Gram-positive ultrastructure.
Lachnospiraceae, which generally correspond to Clostridia cluster XIVa (Whitman, 2009),
inhabit diverse ecosystems. Host-associated species are found in the gastrointestinal tracts of
humans (Gosalbes et al., 2011), mice (Meehan and Beiko, 2014), insects (Vera-Ponce de
Leon et al., 2022), and ruminants (Seshadri et al., 2018) as well as the human gingival crevice
(Antezack et al., 2021). Metagenomic studies have shown Lachnospiraceae account for 10%–
45% of the total bacteria in feces of healthy adults (Liu C. et al., 2021) and have a life-long
association with humans; they colonize the guts of infants and are enriched in the fecal
microbiomes of long-living (>90 years old) individuals (Kong et al., 2016). Other
Lachnospiraceae live in anaerobic soil (Hengstmann et al., 1999) where they recycle
plant matter and mediate biological soil disinfestation, a pesticide-free method to control
soil-borne pathogens (Huang et al., 2019). Lachnospiraceae also inhabit aquatic sediments
(Lomans et al., 2001; Dai et al., 2016), Antarctic green snow (Smirnova et al., 2021),
wastewater (McLellan et al., 2013), and deep sea hydrothermal vents (Schouw et al., 2016).

Recent interest in the important roles of Lachnospiraceae in gut and environmental
ecosystems has led to advances in the genomics, cultivation, and genetic manipulation of
these bacteria. Here, we examine these advances and explore how they have set the stage for
applying Lachnospiraceae in industrial and medical biotechnology. Many metagenomic
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studies comparing the fecal communities of healthy and diseased
subjects have drawn associations between Lachnospiraceae and
human health. However, associations from fecal metagenomics
are sometimes difficult to interpret or conflicting, likely due to
differences in study design and strain-specific differences, and have
been reviewed previously (Vacca et al., 2020; Liu X. et al., 2021).
Thus, we focus on insights gained from preclinical, rodent models
and human clinical studies involving administration of live
Lachnospiraceae. We discuss opportunities and current needs to
develop Lachnospiraceae to produce value-added biochemicals from
low-cost feedstocks and as live biotherapeutic products (LBPs).

Phylogeny and genomes

Our knowledge of Lachnospiraceae diversity and genomics has
greatly expanded over the past decade. In 2014, the NCBI taxonomy
of Lachnospiraceae included 24 genera (Meehan and Beiko, 2014),
which by 2023 had increased to 118 genera with 1,941 species (NCBI

Genome Datasets, 2023). The number of Lachnospiraceae genomes
has similarly increased. In 2014, NCBI included 30 Lachnospiraceae
genomes (Meehan and Beiko, 2014), which reached 201 genomes in
2023 (NCBI Genome Datasets, 2023). The Integrated Microbial
Genomes & Microbiomes (IMG) portal (Chen I.-M. A. et al., 2023)
includes 1,292 Lachnospiraceae genomic sequences, of which 57 are
finished genomes. Most of the finished Lachnospiraceae genomes are
of strains isolated from human feces or oral cavity, with strains from
the cow rumen, animal feces, and environmental isolates forming
clusters in the Lachnospiraceae phylogeny (Figure 1).

The GC content of Lachnospiraceae genomes varies between
35%–50%, with members of the same genus typically sharing similar
GC levels (Sorbara et al., 2020). The distribution of Lachnospiraceae
genome sizes (mean 4.06 Mb, median 3.59 Mb) is similar across
habitats (Figure 2A).Herbinix luporum SD1D, a cellulose-degrading
strain isolated from a biogas reactor, has the smallest genome of
2.6 Mb encoding 2,632 genes (Koeck et al., 2016). Lachnoclostridium
clostridioforme YL32, from the mouse gut, has the largest genome of
7.2 Mb with 7,735 genes (Garzetti et al., 2017). Among these finished

FIGURE 1

Phylogeny of the family Lachnospiraceae. Sequences of the 16S rRNA gene from the 57 Lachnospiraceae finished genomes in the IMG database

were aligned using Muscle (Edgar, 2004) and a maximum likelihood tree (1,000 bootstraps) was constructed using Mega11 software (Tamura et al., 2021)

with Clostridioides (Peptoclostridium) difficile 630 as the outgroup. Colors show strain isolation sites: animal (dog, mouse) feces (blue), cow rumen (red),

human feces or oral cavity (black), or non-host environmental (aqua). Branch numbers are bootstrap percentages, branch lengths are substitution

per site.
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genomes, non-host species have a higher number of 16S genes than
species isolated from humans (Figure 2B). Higher ribosomal gene
copy number is linked to increased maximum growth rate and
ability to respond to resource changes (Stevenson and Schmidt,
2004), suggesting these traits are under greater selection in non-host
species.

Substrate utilization

Species of Lachnospiraceae collectively metabolize plant biomass
through the assimilation of polysaccharides, peptides, and aromatics
as well as subsequent transformation of the fermentation products
by acetogens and cross-feeding species (Figure 3). As primary
degraders of plant biomass, many Lachnospiraceae ferment a

variety of complex polysaccharides including glucans, mannans,
xylans, galactans, pectins, and arabinans (Boutard et al., 2014).
Biomass-fermenting species sometimes grow faster on
polysaccharides than on the constituent monosaccharides
(Boutard et al., 2016). While typically able to ferment multiple
polysaccharides, species of Lachnospiraceae are ecologically
differentiated by specializing on certain substrates. As such,
addition of different glycans results in compound-specific
changes to the relative abundances of Lachnospiraceae in mixed
communities (Tolonen et al., 2022). For example, Roseburia

intestinalis efficiently metabolizes β-mannans and xylan (Leth
et al., 2018; La Rosa et al., 2019), while Roseburia faecis ferments
arabinogalactan (Sheridan et al., 2016). Lachnospira include pectin
specialists, called pectinophiles (Cornick et al., 1994), that are
stimulated by pectin addition (Bang et al., 2018). Lachnospiraceae

FIGURE 2

Characteristics of Lachnospiraceae genomes. (A)Genomes sizes and (B) number of copies of the 16S gene in 57 finished Lachnospiraceae genomes

in the IMG database. Each data point is a genome and colors show strain isolation sites: animal (dog,mouse) feces (blue), cow rumen (red), human feces or

oral cavity (yellow), or non-host environmental (aqua). (C)Number of CAZyme genes encoded by Lachnospiraceae genomes. The dashed line is themean

number of CAZymes per genome and the curve shows the kernel density estimation. (D) Number of CAZyme genes per genome for the 20 most

abundant CAZyme families summed across Lachnospiraceae genomes. Bars show the mean ± SEM. Data in (C,D) is for degradative enzymes (glycoside

hydrolases, carbohydrate esterases, pectin lyases) for 98 species in the CAZy database defined as Lachnospiraceae based on NCBI taxonomy. Mb DNA

megabases. SEM standard error of the mean.

Frontiers in Bioengineering and Biotechnology frontiersin.org03

Zaplana et al. 10.3389/fbioe.2023.1324396

https://www.frontiersin.org/journals/bioengineering-and-biotechnology
https://www.frontiersin.org
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1324396


specialized to metabolize cellulose are found in soil (Warnick et al.,
2002; Wolin et al., 2003; Dai et al., 2016) and the rumen (Cai and
Dong, 2010).

Genomes of plant-fermenting Lachnospiraceae encode
numerous carbohydrate-active enzymes (CAZymes), each of
which cleave a specific glycosidic linkage to depolymerize
complex glycans. Lachnospiraceae genomes encode an average
of 73 degradative CAZymes (glycoside hydrolases, pectin lyases,
carbohydrate esterases) with less than 10% of genomes encoding
more than 150 degradative CAZymes (Figure 2C).
Lachnospiraceae bacterium CE91-St56, closely related to
Eisenbergiella massiliensis, encodes over 100 more CAZymes
than any other strain with 313 CAZymes including
294 glycoside hydrolases (Figure 2C). CE91-St56 was isolated
from a supercentenarian (>110 years old) (Sato et al., 2021),
highlighting the presence of Lachnospiraceae with extensive
polysaccharide utilization capabilities in long-lived individuals.
Lachnospiraceae genomes encode many families of CAZymes, the
most abundant of which is GH13 to depolymerize α-glucans
including starch and pullulan (Figure 2D). Other abundant
CAZyme families enable degradation of substrates such as β-
glucans (GH3,5,51,94), β-galactans (GH42), xylan (GH43),
pectin (GH78), and chitin (GH18) (Figure 2D).

Some Lachnospiraceae assimilate C1 and C2 carbon sources that
are produced during the initial stages of plant biomass fermentation.
Blautia hydrogenotrophica is a human gut acetogen that grows
autotrophically using hydrogen to fix carbon dioxide into acetyl-
CoA by the Wood–Ljungdahl pathway (Bernalier et al., 1996) and
other Lachnospiraceae acetogens consume H2 and CO2 in the cow
rumen (Greening and Leedle, 1989). Species that assimilate other
C1 and C2 molecules include Sporobacterium, isolated from an olive
mill, that grows on methanol (Mechichi et al., 1999). Various
Lachnospiraceae such as Anaerobutyricum soehngenii (previously
Eubacterium hallii) metabolize acetate to butyrate (Udayappan et al.,
2016; Zhang et al., 2019), which represents an important cross-
feeding interaction in the gut (Flint et al., 2012).

Other Lachnospiraceae are specialized to metabolize peptides,
alkanes, and aromatics. Falcatimonas natans, isolated from a
methanogenic reactor, ferments peptides but not carbohydrates
(Watanabe et al., 2016). Abyssivirga alkaniphila, a hydrothermal
vent species, can grow on straight and branched alkanes (C5 to C25)
using thiosulfate as an external electron acceptor (Schouw et al.,
2016). Syntrophococcus sucromutans can oxidize sugars to acetate
using formate or methoxymonobenzenoids as electron acceptors
(Krumholz and Bryant, 1986). Parasporobacterium and
Sporobacterium are soil bacteria that grow on methoxylated

FIGURE 3

Metabolic transformation of lignocellulose performed by species of Lachnospiraceae. Specialized species metabolize the (A) polysaccharide, (B)

aromatic, and (C) protein components of lignocellulose to produce gases, acids, and alcohols. (D) Acetogens transform carbon dioxide and hydrogen to

SCFAs. (E) SCFAs are further transformed and assimilated by other species. SCFA, short-chain fatty acid; CO2, carbon dioxide; H2, hydrogen; CAZyme,

carbohydrate-active enzyme.
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aromatic compounds as sole carbon and energy sources by
catabolizing them to short-chain fatty acids (SCFAs) (Lomans
et al., 2001). These aromatics are degraded by transforming the
side chains and cleaving the aromatic ring using the phloroglucinol
pathway (Whitman, 2009), as has recently been shown for
Clostridium scatologenes (Zhou et al., 2023).

Metabolic products

Lachnospiraceae metabolism yields alcohols, gases, and acids
with importance in industry and human health (Table 1). Species
producing industrially-relevant alcohols include Lachnoclostridium
phytofermentans, which ferments cellulose to ethanol at 68% of the

maximum theoretical yield (Tolonen et al., 2011) and, similar to
Roseburia inulinivorans, metabolizes fucose and rhamnose to 1-
propanol through a 1,2-propanediol intermediate in polyhedral
microcompartments (Scott et al., 2006; Petit et al., 2013).
Lachnospiraceae produce hydrogen by co-expressing monomeric
and multimeric, bifurcating [FeFe] hydrogenases along with energy
conserving [NiFe] hydrogenases (Calusinska et al., 2010) to enable
yields reaching 2–3 moles of hydrogen per mole glucose (Harvey
et al., 2008).

Fermentation of dietary fiber by gut Lachnospiraceae yields three
main SCFA (acetate, propionate, and butyrate) (Table 1), all of
which have been shown to benefit health. Acetate, which is synthesized
in two steps from acetyl-CoA, reduces adipose accumulation and
improves glucose tolerance (Yamashita et al., 2007). Lachnospiraceae

TABLE 1 Fermentation products of Lachnospiraceae.

Product Input Enzymatic steps (EC numbers) Representative Species References

Formic acid Pyruvate 2.3.1.54 Roseburia intestinalis Hillman et al. (2020)

Acetic acid Acetyl-CoA 2.3.1.8, 2.7.2.1 Fusicatenibacter saccharivorans Takada et al. (2013)

Propionic acid Lactate (acrylate pathway) 2.8.3.1, 4.2.1.54, 1.3.1.84 Coprococcus cactus Sheridan et al. (2022)

L-fucose (propanediol pathway) 5.3.1.25, 2.7.1.51, 4.1.2.17, 1.1.1.77, 4.2.1.28,
1.2.1.87, 2.8.3.1

Roseburia inulinivorans Scott et al. (2006)

L-rhamnose (propanediol pathway) 5.3.1.14, 2.7.1.15, 4.1.2.19, 1.1.1.77, 4.2.1.28,
1.2.1.87, 2.8.3.1

Lachnoclostridium

phytofermentans

Petit et al. (2013)

3-oxopropionate (myo-inositol
pathway)

2.8.3.5, 1.1.1.35, 4.2.1.116, 1.3.1.95, 2.8.3.1 Anaerostipes rhamnosivorans Bui et al. (2021)

L-lactic acid Pyruvate 1.1.1.27 Lachnoclostridium

phytofermentans

Tolonen et al. (2011)

Butyric acid Acetyl-CoA, (BCoAT) 2.3.1.9, 1.1.1.157, 4.2.1.55, 1.3.1.86, 2.8.3.8 Roseburia intestinalis Vital et al. (2014)

Acetyl-CoA (Butyrate kinase) 2.3.1.9, 1.1.1.157, 4.2.1.55, 1.3.1.86, 2.3.1.17, 2.7.2.7 Eubacterium ventriosum Vital et al. (2014)

Lysine 5.4.3.2, 5.4.3.3, 1.4.1.11, 2.3.1.247, 4.3.1.14, 1.3.1.86,
2.8.3.8

Lachnospiraceae sp F0167 Vital et al. (2014)

Glutarate 1.1.99.2, 2.8.3.12, 4.2.1.167, 7.2.4.5, 1.3.1.86, 2.8.3.8 Clostridiales sp SS3/4 Vital et al. (2014)

4-aminobutyrate 1.1.1.61, 2.8.3-, 4.2.1.120, 1.3.1.86, 2.8.3.8 Anaerostipes caccae Vital et al. (2014)

Isobutyric acid Valine 1.4.1.23/2.6.1.66, 4.1.1.72, 1.2.1.3 Falcatimonas natans Watanabe et al. (2016)

Succinate Pyruvate 2.7.1.40, 4.1.1.49, 1.1.1.37, 4.2.1.2, 1.3.5.1 Blautia wexlerae Hosomi et al. (2022)

Isovaleric acid Leucine 1.4.1.9/2.6.1.6, 4.1.1.72, 1.2.13 Falcatimonas natans Watanabe et al. (2016)

5-aminovaleric
acid

Proline 1.21.4.1 Dorea longicatena Lopez et al. (2020)

Indoleacetic acid Tryptophan 2.6.1.57, 4.1.1.74, 1.2.3.7 Anaerobutyricum soehngenii Russell et al. (2013)

Hexanoic,
octanoic acid

Acetyl-CoA 2.3.1.16, 1.1.1.35, 4.2.1.17, 1.3.8.7, 3.1.2.20 Candidatus Weimeria bifida Scarborough et al.
(2020)

Ethanol Acetyl-CoA 1.2.1.10, 1.1.1.1 Lachnoclostridium

phytofermentans

Tolonen et al. (2015b)

1-Propanol L-fucose 5.3.1.25, 2.7.1.51, 4.1.2.17, 1.1.1.77, 4.2.1.28, 1.1.1.1 Roseburia inulinivorans Scott et al. (2006)

L-rhamnose 5.3.1.14, 2.7.1.15, 4.1.2.19, 1.1.1.77, 4.2.1.28, 1.1.1.1 Lachnoclostridium

phytofermentans

Petit et al. (2013)

Hydrogen Ferredoxin, H+ 1.12.7.2 Roseburia intestinalis Dostal et al. (2015)

Shown are the metabolic product, metabolite entering the pathway, enzymatic steps comprising the pathway, and a representative species containing the pathway with a supporting reference.

EC number, Enzyme Commission number.
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use the acrylate, propanediol, and myo-inositol pathways to
synthesize propionate (Reichardt et al., 2014; Bui et al., 2021),
which is absorbed from the gut into the bloodstream to regulate
cholesterol (Berggren et al., 1996) and reduce visceral and liver fat
accumulation (Chambers et al., 2015). Propionate also enhances
satiety (Arora et al., 2011), making it a potential way to reduce
obesity. Along with Ruminococcaceae, Lachnospiraceae are the
dominant butyrate producers in the human gut (Vital et al.,
2014). While butyrate is most often synthesized from acetyl-
CoA using butyryl-CoA transferase or butyrate kinase, some
Lachnospiraceae can produce butyrate from lysine, glutarate,
and 4-aminobutyrate (Vital et al., 2014), highlighting their
abilities produce butyrate from different nutritional sources.
Butyrate is the preferred energy source of colonocytes (Litvak
et al., 2018), suppresses pathogens (Walker et al., 2021), and
stimulates differentiation of anti-inflammatory T-regulatory cells
(Furusawa et al., 2013).

Other organic acids produced by Lachnospiraceae include
the branched-chain fatty acids isobutyrate and isovalerate that
are synthesized from valine and leucine, respectively
(Watanabe et al., 2016). Candidatus Weimeria bifida
metabolizes pentoses to medium-chain fatty acids
(hexanoate and octanoate) using the reverse β-oxidation
cycle for SCFA chain elongation (Scarborough et al., 2020).
Species of Blautia metabolize pyruvate to succinate (Hosomi
et al., 2022) and, depending on the species, Lachnospiraceae
can either produce L-lactate (Tolonen et al., 2011) or
metabolize DL-lactate to acetate or butyrate using
stereospecific lactate dehydrogenases (Sheridan et al., 2022).
Gut Lachnospiraceae ferment proline to 5-aminovalerate in
competition with Clostridioides difficile, representing a
potential means to prevent colonization by this pathogen
(Lopez et al., 2020). Lachnospiraceae ferment aromatic
amino acids (tryptophan, tyrosine, phenylalanine) to
phenolic and indolic acids (Russell et al., 2013), including
compounds such as indoleacetic acid that promote intestinal
homeostasis by signaling through the aryl hydrocarbon
receptor (Roager and Licht, 2018).

Lachnospiraceae also produce other metabolites with health and
industrial applications. Lachnospiraceae can modify and cleave the
heterocyclic C-ring of flavonoids (Braune and Blaut, 2016) yielding
molecules such as equol, which is linked to prevention of colorectal
cancer (Sugiyama et al., 2013) and aging-related disorders (Mayo
et al., 2019). Gut Lachnospiraceae generate reactive sulfur species
that protect the host from oxidative stress-induced liver injury
(Uchiyama et al., 2022). Lachnospiraceae produce farnesol
(Abdugheni et al., 2022), an isoprene-derived molecule with anti-
inflammatory and neuroprotective activities (Sell et al., 2022).
Farnesol also has industrial applications as a fragrance ingredient
(Lapczynski et al., 2008) and diesel fuel precursor (Rude and
Schirmer, 2009). Butyrivibrio fibrisolvens synthesizes an
exopolysaccharide with potential industrial applications that is
rheologically similar to xanthan gum, but is composed of rare
sugars including L-altrose and L-iduronic acid (Wachenheim
and Patterson, 1992; Ferreira et al., 1997).

Lachnospiraceae are a potential source of other antimicrobial
and immunomodulatory compounds. Blautia obeum synthesizes a
lantibiotic, nisin O, that inhibits pathogens, including C. difficile and

Clostridium perfringens (Hatziioanou et al., 2017). Lachnospiraceae
produce pyrazines, which are being developed as antimicrobial and
anti-fungal drugs (Hassan et al., 2020). Gut Lachnospiraceae

convert primary bile acids by 7α-dehydroxylation to secondary
bile acids that inhibit enteric pathogens and regulate mucosal
immunity (Jin et al., 2022). Nonribosomal peptide synthetases
(NRPS) of human gut Lachnospiraceae produce immunomodulatory
secondary metabolites such as di-peptide aldehydes that act
as cell-permeable cathepsin inhibitors, which could act as
immunosuppressors by blocking antigen processing (Guo
et al., 2017).

Cultivation and engineering

Lachnospiraceae are mesophiles that grow at 30°C–45°C and can
be cultivated under standard anaerobic conditions using jars with
anaerobic sachets or a glove box. A human gut Lachnospiraceae
biobank (hLchsp) was established as part of the China General
Microorganism Culture Collection by isolating strains from healthy
adult fecal samples, yielding a collection of 77 species across
33 genera with Lachnospira, Blautia, and Roseburia being the
most abundant genera (Abdugheni et al., 2022). Among the
seven growth media used for isolations, Yeast Casitone Fatty
Acid (YCFA) medium supported the greatest number of
Lachnospiraceae species, which comprised 19.6% of all bacterial
isolates from the fecal samples. Another project to cultivate human
gut Lachnospiraceae using rich, non-selective media yielded
273 isolates, including all the Lachnospiraceae genera that were
detected by metagenomic sequences of the donor feces (Sorbara
et al., 2020). In contrast to gut species, more oligotrophic,
GS2 medium is used to cultivate environmental heterotrophic
Lachnospiraceae such as Herbinix hemicellulosilytica and
L. phytofermentans (Warnick et al., 2002; Koeck et al., 2015). The
acetogen B. hydrogenotrophica can be grown on DMSZ 114 or
general-acetogen (GA) medium, either as an autotroph using H2:
CO2 or as a heterotroph by adding a carbon source (Groher and
Weuster-Botz, 2016).

Methods for the genetic modification of Lachnospiraceae are
being developed to study their molecular biology and to engineer
optimized strains. Early studies found that conjugative transposons
bearing antibiotic resistance genes transfer DNA between
Lachnospiraceae (Barbosa et al., 1999). Experimental methods
have been developed to transfer plasmid DNA into species of
Lachnoclostridium, Roseburia, Eubacterium, Enterocloster,
Lacrimispora, and Blautia by conjugation with Escherichia coli

(Tolonen et al., 2009; Cuív et al., 2015; Sheridan et al., 2019; Jin
et al., 2022) and by electroporation into species of Lachnoclostridium
and Butyrivibrio (Beard et al., 1995; Rostain et al., 2022) (Figure 4A).

Native plasmids from Lachnospiraceae have been used as
expression vectors (Hefford et al., 1997) and the pMTL plasmid
system (Heap et al., 2009) can be applied to identify plasmid origins
and resistance markers that function in strains of interest (Jin et al.,
2022; Rostain et al., 2022). Plasmid origins that have been shown to
replicate in Lachnospiraceae include pCB102 from Clostridium

butyricum, pBP1 from Clostridium botulinum, pAMβ1 from
Enterococcus faecalis, pWV101 from Lactococcus lactis, pIM13 from
Bacillus subtilis, and pCD6 from C. difficile, and these plasmids can be
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maintained using antibiotic resistance genes catP (chloramphenicol),
ermB (erythromycin), or aad9 (spectinomycin) (Sheridan et al., 2019;
Jin et al., 2022; Rostain et al., 2022) (Figure 4B).

Shuttle vectors containing Gram-negative and Gram-positive
origins of replication have permitted the heterologous expression of

a β-(1,3–1,4)-glucanase in Eubacterium rectale and R. inulinivorans

(Sheridan et al., 2019) and of a synthetic ethanol formation pathway
in L. phytofermentans (Tolonen et al., 2015b). Plasmid-based
expression of a NanoLuc reporter has identified a library of
promoters of varying strength, and reporter gene expression can

FIGURE 4

Methods for the genetic manipulation of Lachnospiraceae. (A) Delivery of foreign DNA into Lachnospiraceae by either conjugal transfer from E. coli

or electroporation. (B) Plasmid origins that replicate in Lachnospiraceae and antibiotic resistance genes for plasmid selection. (C) Transcriptional

repression by CRISPRi showing a dCas protein targeted by a gRNA to bind upstream of a gene, thereby blocking progression of RNA polymerase. (D)

Targeted chromosomal insertion using a designed group II intron (targetron). Genomic insertion of the group II intron RNA containing a 13–16 bp

target recognition sequence is facilitated by the endonuclease and reverse transcriptase activity of the LtrA protein. CRISPRi, CRISPR interference; dCas,

dead CRISPR-associated protein; gRNA, guide RNA; RNP, ribonucleoprotein.
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be regulated by anhydrotetracycline using a promoter flanked tet
repressor sites (Rostain et al., 2022). Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats interference (CRISPRi) using dCas12a
has been applied to repress the transcription of chromosomal genes
for fermentation, thereby reducing production of butyrate in Blautia
luti and Enterocloster boltae (Jin et al., 2022) and acetate in
L. phytofermentans (Rostain et al., 2022) (Figure 4C).

Similar to other Clostridia, low rates of DNA transfer and
homologous recombination in Lachnospiraceae have led to the
use of other recombination systems to make targeted
chromosomal changes. Designed group II intron called targetrons
enabled gene inactivation by targeted chromosome insertion in
various Lachnospiraceae with efficiencies ranging from 12.5%–
100% (Tolonen et al., 2009; Tolonen et al., 2015a; Cerisy et al.,
2019a; Jin et al., 2022) (Figure 4D). Multi-gene fragments can be
excised and inserted by modifying targetrons to deliver lox sites into
the genome that act as anchor points for Cre-mediated
recombination, which has been applied to delete a 39 kb
prophage in L. phytofermentans (Cerisy et al., 2019b).

Lachnospiraceae proteins that have been applied as molecular
tools in other organisms are strong candidates to advance genome
engineering in Lachnospiraceae. For example, LbCas12a, which was
isolated from Lachnospiraceae bacteriumND 2006 (Tak et al., 2017),
has been applied for genome editing in eukaryotes including fungi
(Chen T. et al., 2023), plants (Kim et al., 2021), flies (Port et al.,
2020), and human cells (Zhang et al., 2023). Another Cas12a variant,
Lb2Cas12a, derived from Lachnospiraceae bacterium MA 2020, has
been developed to have enhanced editing activity and broadened
protospacer adjacent motif (PAM) recognition in human cells (Tran
et al., 2021). A protein with anti-CRISPR function has been
identified from Lachnospiraceae phage (Forsberg et al., 2019) and
a cytosine deaminase from R. intestinalis has been fused to CRISPR
and Transcription Activator-Like Effector (TALE) proteins to make
targeted C-to-T transitions in the genomes of cultured cells and
mouse embryos (Guo et al., 2023).

Bioeconomy applications

The capabilities of Lachnospiraceae to metabolize the
polysaccharides, aromatics, and proteins that compose lignocellulose
make them candidates to transform low-cost, sustainable, lignocellulosic
feedstocks (i.e., forestry, agricultural, and municipal wastes) into value-
added biochemicals (Table 1). For example, L. phytofermentans, a species
with wide polysaccharide utilization capabilities, ferments corn stover to
ethanol with efficiencies similar to commercial enzymes and xylose-
fermenting yeast (Jin et al., 2011). Synthesis of longer chain acids from
lignocellulose residues by Ca.Weimeria bifida (Scarborough et al., 2020)
holds potential to develop ‘drop in’ fuels that are compatible with the
current petroleum infrastructure. F. natans metabolizes the protein
fraction of organic matter to produce isobutyrate and n-butyrate,
which are used for artificial fibers, plastics and herbicides as well as
isovalerate used for flavoring and perfumes (Agnihotri et al., 2022).

Lachnospiraceae have been identified as biocatalysts for
conversion of biomass to hydrogen (Bu et al., 2021), and strains
have been isolated that produce 2–3 moles hydrogen per mole of
glucose equivalent (Harvey et al., 2008). In addition to its use as a
fuel, hydrogen produced from lignocellulosic fermentation can be

used as a reductant to fix CO and CO2 by acetogens through gas
fermentation (Figure 3), a process that has potential to convert
industrial carbon emissions to useful biochemicals (Liew et al.,
2016). Lachnospiraceae acetogens compete with methanogens in
the cow rumen, representing a means to reduce bovine methane
production (Yang et al., 2015).

Alternatively, hydrogen from lignocellulosic fermentation can be
used to fix carbon dioxide by methanogens, and Lachnospiraceae have
been shown to actuate the transformation of cellulose to methane by
methanogenic consortia (Dai et al., 2016). Combination of
Lachnospiraceae with other microorganisms to form synthetic
consortia has been generally used to enhanced product formation
rates (Zuroff et al., 2013; El Hage et al., 2019; Park et al., 2020), and
engineered consortia including biomass-fermenting Lachnospiraceae

and methanogens or acetogens have potential for the direct conversion
of lignocellulose to methane and other value-added biochemicals.

Therapeutic applications: preclinical
models

Preclinical in vivo models are providing evidence that
supplementation with live Lachnospiraceae improves gut health
and prevents pathogen colonization. For example, in a rat model
of irritable bowel syndrome, addition of Roseburia hominis

increased cecal butyrate content, reduced visceral hypersensitivity,
and prevented the decreased expression of occludin (Zhang et al.,
2019). Administration of Blautia producta directly inhibited growth
of vancomycin-resistant Enterococcus (Caballero et al., 2017) and a
murine Lachnospiraceae inhibits C. difficile colonization in mice
(Reeves et al., 2012).

Lachnospiraceae can alleviate inflammatory and allergic diseases
by modulating the immune system through production of antigens
presented by innate immune cells and immunomodulatory
metabolites. R. intestinalis promoted differentiation of regulatory
T cells, activation of type 3 innate lymphoid cells, and suppression
of inflammation through TLR5 (Shen et al., 2022). E. rectale

supplementation regulated dendritic cell activation by reducing the
frequency of CD83+ cells and improved symptoms in a mouse model
of Behçet’s disease, a systemic inflammatory condition (Islam et al.,
2021). Inoculation of germ-free mice with a 17 strain consortium
including 8 Lachnospiraceae increased anti-inflammatory, regulatory
T-cells (CD4+, FoxP3+) in the colonic lamina propria of multiple
mouse lines and alleviated colitis in experimental models (Atarashi
et al., 2013). In addition, administration of this 17 strain consortium to
mice in an ovalbumin (OVA)-induced allergic diarrhea mouse model
reduced diarrhea and OVA-specific serum IgE levels (Atarashi et al.,
2013). Additional evidence that Lachnospiraceae can mitigate food
allergies was demonstrated by colonization of germ-free mice with
Anaerostipes caccae, which protected against an anaphylactic response
upon challenge with β-Lactoglobulin (BLG), a cow’s milk allergen,
and reduced BLG-specific IgE levels (Feehley et al., 2019).

Lachnospiraceae have provided benefits in preclinical models of
metabolic syndrome and diabetes. Administration of Blautia wexlerae
to male C57BL/6 mice on a high fat diet reduced body weight and
multiple diabetes indicators, which was linked to B. wexlerae

metabolites such as S-adenosylmethionine, acetylcholine, and
L-ornithine conferring anti-adipogenesis and anti-inflammatory
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properties to adipocytes (Hosomi et al., 2022). B. producta

suppressed lipid accumulation in HepG2 cells and gavage of
B. producta alleviated hyperlipidemia in mice through production
of 12-methylmyristic acid (Wu et al., 2021). Treatment of obese,
diabetic db/db mice with A. soehngenii reduced plasma glucose,
epididymal fat, and liver triglycerides and improved peripheral
insulin sensitivity (Udayappan et al., 2016).

Mouse studies have also shown beneficial roles of
Lachnospiraceae in cancer treatment. C57BL/6 mice bearing B16-
F10 melanoma or CT-26 colorectal tumors showed reduced tumor
growth when administered Blautia massiliensis (Goodman et al.,
2019). Anti-PD1 mediated tumor control and survivorship of
C57BL/6 mice bearing B16-F10 melanoma tumors was improved
by administration of E. rectale, which was proposed to result from it
consuming L-serine, leading to NK cell activation and tumor

infiltration (Liu et al., 2023). E. rectale treatment also reduced the
incidence of lymphoma and reduced TNF levels in sensitized
Eμ-Myc mice (Lu et al., 2022). Survivorship and clinical scores of
C57BL/6 mice following full body irradiation were increased by
prior inoculation with a mix of 23 Lachnospiraceae, which resulted
from increased hematopoiesis and reduced intestinal epithelial
injury (Guo et al., 2020).

Therapeutic applications: clinical trials

Lachnospiraceae are being tested as LBPs in clinical studies for a
number of diseases (Table 2), the most advanced of which is the
treatment of recurrent C. difficile infections (rCDI). In an exploratory
study of two rCDI patients at Queen’s University, treatment with a

TABLE 2 Clinical studies of Lachnospiraceae as live biotherapeutic products.

Principal Investigator;
Sponsor

Trial Intervention Patient
population

Outcome Trial number,
reference

Dr. Elaine Petrof, Queen’s
University

Open label trial Synthetic community rCDI Both subjects clinically cured at 6 months NCT01372943
(Petrof et al., 2013)

Dr. Lisa von Moltke, Seres
Therapeutics

Phase 3, double-
blind, placebo-
controlled

SER-109 rCDI Reduced rCDI at week 8 (p < 0.001) NCT03183128
(Feuerstadt et al.,
2022)

Dr. Michele Trucksis, Seres
Therapeutics

Phase 2 double-
blind, placebo-
controlled

SER-109 rCDI Reduced rCDI (44.1% vs. 53.3% with
placebo), but not significant. Engraftment
associated with non-recurrence (p < 0.05)
and increased secondary bile acid
concentrations (p < 0.0001)

NCT02437487
(McGovern et al.,
2022)

Seres Therapeutics Phase 1b Safety
Study

SER-287 Mild to
moderate UC

Increased clinical remission at week 8
(p = 0.024)

NCT02618187
(Henn et al., 2021)

Dr Eamonn Quigley, Houston
Methodist; 4DPharma

Phase 2 double-
blind, placebo-
controlled

MRx1234 (Blautix) IBS Improved bowel habits (p = 0.007) and trend
to increased overall response (p = 0.06)

NCT03721107
(Quigley et al., 2023)

Dr. Darrell Pardi, Mayo Clinic;
Vedanta Biosciences

Phase 2 double-
blind, placebo-
controlled

VE303 rCDI Reduced rCDI at week 8 (p = 0.006) NCT03788434
(Louie et al., 2023)

Vedanta Biosciences Phase 1 safety
study

VE303 Healthy adults Well tolerated, engraftment NCT04236778
(Dsouza et al., 2022)

Dr. Patricia Bloom, University
of Michigan; Vedanta
Biosciences

Double-blind,
placebo-
controlled

VE303 Hepatic
encephalopathy

Trial in progress NCT04899115

Vedanta Biosciences Phase 2, double-
blind, placebo-
controlled

VE202 Mild to
moderate UC

Trial in progress NCT05370885

Vedanta Biosciences Phase 1 safety
study

VE202 Healthy adults Well tolerated, strain engraftment Silber et al. (2022)

Dr. Erik Stroes, University of
Amsterdam; Caelus
Pharmaceuticals

Phase 2, double-
blind placebo
controlled

Anaerobutyricum

soehngenii L2-7
Metabolic
Syndrome

Elevated plasma GLP-1 (p = 0.02),
increased fecal butyrate (p = 0.06),
reduced glucose variability (p = 0.05)

NTR-NL6630,
(Koopen et al., 2022)

Dr. James Ryan Atlantia Food
Clinical Trials; Caelus
Pharmaceuticals

Phase 1/2 dose
finding study

Anaerobutyricum

soehngenii L2-7
Metabolic
Syndrome

Abundance of A. soehngenii correlated with
peripheral insulin sensitivity (p = 0.05)

NCT04529473
(Gilijamse et al.,
2020)

Oluf B Pedersen, University of
Copenhagen

Placebo-
controlled
crossover study

Ruminococcus torques

strain ATCC 27756
Overweight adults Trial in progress NCT05448274

The synthetic community in the Queen’s University study consisted of 33 strains, including 10 Lachnospiraceae. SER-109 is purified fecal spores, 36% of genera are Lachnospiraceae. SER-287 is

purified fecal spores, 44% of genera are Lachnospiraceae. MRx1234 (Blautix) is lyophilised Blautia hydrogenotrophica. VE303 is a consortium of 8 strains including 5 Lachnospiraceae. VE202 is a

consortium of 16 Clostridia XIVa, IV, XVIII. rCDI, recurrent Clostridioides difficile infection; UC, ulcerative colitis; IBS, irritable bowel syndrome.
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synthetic community of 33 strains, including 10 Lachnospiraceae,
resulted in full remission in both patients (Petrof et al., 2013).
Subsequently, microbial consortia containing Lachnospiraceae have
been developed to combat rCDI. SER-109, consisting of spores
purified from fecal samples, is composed of 77 genera of which 36%
are Lachnospiraceae (Feuerstadt et al., 2022). In a phase 3 study, SER-
109 reduced rCDI at week 8 (Feuerstadt et al., 2022). In 2023, the US
Food and Drug Administration approved SER-109 under the
commercial name VowstTM to treat recurrent C. difficile infection
(Commission of the US FDA, 2023). VE303, a consortium of
8 strains including 5 Lachnospiraceae, engrafted into the
microbiomes of healthy volunteers to boost production of SCFA
and secondary bile acids without any serious adverse events (Dsouza
et al., 2022). Phase 2 results in patients supported that rCDI at 8 weeks
was reduced by VE303 (Louie et al., 2023). VE303 is being tested in a
phase 3 study to treat rCDI starting in 2023, and as an experimental
treatment for hepatic encephalopathy (Vedanta Biosciences Inc, 2023).

LBPs that include Lachnospiraceae are also being developed for
metabolic syndrome and inflammatory bowel disease (Table 2). For
example, A. soehngenii L2-7 is being tested as a probiotic to improve
insulin sensitivity in metabolic syndrome patients. A phase 1/2 study of
24 metabolic syndrome patients correlated A. soehngenii engraftment
with improved peripheral insulin sensitivity (Gilijamse et al., 2020). A
phase 2 study of 12 metabolic syndrome patients showed duodenal
infusion ofA. soehngenii reduced glucose variability and elevated GLP-1,
secondary bile acids in plasma, duodenal REGB1 expression, and fecal
SCFAs (Koopen et al., 2022). As B. hydrogenotrophica consumes
intestinal gas (H2, CO2), it can treat irritable bowel syndrome (IBS)
by reducing intestinal bloating. A phase 2 study of MRx1234 (Blautix),
consisting of lyophilized B. hydrogenotrophica, improved bowel habits in
IBS patients (Quigley et al., 2023).

Looking forward: challenges and
opportunities

Lachnospiraceae have numerous potential applications due to
their native fermentation of low-cost substrates and importance for
intestinal health, but key challenges remain to harness them as
industrial biocatalysts and LBPs. In particular, work is needed to
isolate and characterize additional Lachnospiraceae strains, uncover
the genetic basis of their physiological traits, and, ultimately, apply
these learning to engineer optimized strains. Recently established
Lachnospiraceae collections demonstrated methods with which
many species can be cultivated (Seshadri et al., 2018; Sorbara
et al., 2020; Abdugheni et al., 2022). Additional cultivation efforts
could build Lachnospiraceae collections from environments such as
soil and human patient populations. Further, Lachnospiraceae

culture collections revealed that isolates from the same species
can differ in traits such as substrate utilization and production of
antimicrobials (Sorbara et al., 2020). Intraspecific comparative
genomics of isolates sharing similar genomes, but with specific
physiological differences, is an opportunity to define genotype-
phenotype relationships in Lachnospiraceae.

Development of microorganisms for biotechnology often requires
rewiring native metabolism to improve product yields, highlighting the
importance of future research on genetic manipulation of
Lachnospiraceae. As described above, genetic tools have been ported

to Lachnospiraceae from other well-studied mesophiles including
B. subtilis and L. lactis. Species of Lachnospiraceae have been
established as genetically tractable hosts with methods for genetic
transformation, plasmid replication and selection, transcriptional
repression, and chromosomal insertions (Figure 4); a recent study
demonstrates that these methods can be generally applied to many
species (Jin et al., 2022). Existing molecular tools derived from
Lachnospiraceae are promising candidates to advance genome
engineering in these bacteria, including Cas proteins with broadened
PAM recognition (Tran et al., 2021), anti-CRISPR proteins (Forsberg
et al., 2019), and cytosine deaminases (Guo et al., 2023). Moreover,
adaptive laboratory evolution can be used to generate Lachnospiraceae
strains with complex, multigenic traits such as inhibitor tolerance that
are intractable by rational genome engineering (Cerisy et al., 2017).

Engineering of Lachnospiraceae for industrial production of
biochemicals from low-cost feedstocks will need to focus on
substrate assimilation and product formation. The rate of
lignocellulose solubilization remains a primary obstacle to its
utilization as a feedstock (Preethi et al., 2021), which could be
addressed by engineering strains with modified expression of
CAZymes and associated ABC transporters to accelerate
solubilization and uptake of target lignocellulosic substrates. As
Lachnospiraceae typically produce a mixture of fermentation
products, redistribution of metabolic flux by repression or
inactivation of genes for undesired products is a valuable
approach to streamline and increase fermentation yields.

Genetic manipulation of Lachnospiraceae will also be important
to define the mechanisms by which they promote intestinal health.
Significant advances have been made to elucidate innate and
adaptive immune responses modulated by Lachnospiraceae (Islam
et al., 2021, 1) (Atarashi et al., 2013; Feehley et al., 2019; Liu et al.,
2023). It is generally believed that Lachnospiraceae modulate host
immunity producing SCFAs. Recently, it was shown that differential
recognition of Lachnospiraceae flagellins by TLR5 contributes to
immune tolerance (Clasen et al., 2023). Genetic studies with
Lachnospiraceae mutants will be useful to further define the
mechanisms that underlie host interactions and build strains with
customized immunomodulatory properties.

Industrial-scale cultivation of Lachnospiraceae for
bioproduction and LBPs will necessitate a greater understanding
of the genetics and ecology of the phage that infect them. Phage
infection is recognized as a persistent threat in industrial
microbiology where scale-up of bacterial populations in large
bioreactors favors phage outbreaks. For example, phage infection
is the main cause of fermentation failures in the dairy industry,
leading to intense study of the phage of lactic acid bacteria
(Fernández et al., 2017). Prophages are common in the genomes
of gut Lachnospiraceae (Dikareva et al., 2023). Although
hypervirulent phage can drive temporal variation of R.

intestinalis abundances in the intestine, no phage infecting
Lachnospiraceae have been deposited in public databases
(Cornuault et al., 2020). Thus, isolation and characterization of
Lachnospiraceae phage are important subjects for future research.

Over the past decade, our understanding of Lachnospiraceae
molecular biology and physiology has greatly increased. In 2023,
VowstTM became the first FDA-approved oral medication
containing live Lachnospiraceae (Commission of the US FDA,
2023) and clinical studies are evaluating additional therapeutic
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benefits of Lachnospiraceae (Table 2). Development of optimized
strains by genome engineering will enable us to realize the potential of
Lachnospiraceae in biotechnology. In the next few years, we expect to
see further development of Lachnospiraceae to produce useful
chemicals and to manage disease through targeted changes to the
composition and metabolites produced by the gut microbiome.
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of CRC and are elevated in abundance in CRC patient biopsies (60%) relative to non-CRC 
controls (20%) (8, 9), and the colibactin mutational signature is present in human 
cancer genomes (10, 11).

Biosynthesis of colibactin requires a 54 kb pks island containing 19 clb genes (clbA 

to clbS), encoding nonribosomal peptide synthases (NRPS), polyketide synthases (PKS), 
NRPS/PKS megasynthases, an effiux pump, and accessory and processing enzymes (12). 
Synthesis of colibactin involves multimodular assembly of precolibactin by NRPS/PKS. 
Ultimately, active colibactin is produced using a prodrug resistance mechanism based 
on the cleavage of the N-terminal myristoyl-asparagine from precolibactin by ClbP, 
a periplasmic peptidase anchored in the inner membrane (13, 14). While colibactin 
abundance has eluded direct measurement due to its instability, studies have made 
advances to elucidate the structural basis of colibactin and its DNA cross-linking activity 
(15, 16). In addition, expression of the clb genes has been shown to be regulated by 
environmental factors including iron (17), polyamines (18), and carbon sources (19).

The goal of this study is to identify metabolites that repress or inhibit colibactin 
activity using the model pks+ E. coli ATCC 25922, a strain encoding a clb cluster with 
99%–100% identity to those of uropathogenic strain CFT073, probiotic Nissle1917, 
and newborn meningitis strain IHE3034 (20). The cellular potential to produce mature 
colibactin from precolibactin can be quantified using a ffuorogenic probe of ClbP activity 
(21, 22). Here, we used an activity-based probe that releases ffuorescent 7-hydroxy-4-
methylcoumarin (7H4M) upon cleavage by ClbP (21) to identify difflerences in ClbP 
activity in E. coli ATCC 25922 growing in difflerent conditions. We perform a time series 
of untargeted metabolomics in growth conditions with difflerent ClbP activities, revealing 
tryptophan as a potential repressor. We examine how L-tryptophan supplementation in 
E. coli ATCC 25922 cultures afflects colibactin genotoxicity and genome-wide transcrip­
tion, identifying a link between L-tryptophan and copper export. We therefore inves­
tigate how copper afflects ClbP activity in vivo and the activity of the purified ClbP 
peptidase domain. Together, our experiments support that L-tryptophan is linked to 
copper export and reduced ClbP activity, representing a potential strategy to reduce 
colibactin genotoxicity in the intestine.

RESULTS

ClbP activity varies across growth conditions

Expression of colibactin genes (clb genes) in pks+ E. coli is afflected by growth state and 
medium composition (23). For example, transcription of clbR, encoding a transcriptional 
activator of colibactin genes, is elevated in minimal (M9) medium relative to rich media 
(24). We examined the activity of ClbP, the periplasmic colibactin-activating peptidase, in 
pks+ E. coli ATCC 25922 growing in difflerent media: chopped meat glucose (CMG) and 
mega medium (MM29) are rich media and MS is a defined, minimal medium (Fig. 1A). To 
quantify ClbP activity, we synthesized a ClbP activity-based probe (21) (Fig. S1), hereafter 
ClbP-17. Upon cleavage by ClbP, ClbP-17 releases 7H4M, which can be monitored by 
ffuorescence (Fig. S2A). We first established that ClbP-17 ffuorescence is specific to pks+ 

E. coli (Fig. S2B through E) and that the addition of ClbP-17 or 7H4M did not afflect E. coli 

growth in CMG, MM29, or MS media (Fig. S3).
During our tests of ClbP-17, we observed that the ffuorescence of 7H4M is sensitive to 

pH in the physiological range with a 15-fold variation in ffuorescence between pH 6 and 
8 (Fig. S4). Difflerences in pH during E. coli growth would thus inffuence ffuorescence 
measurements using ClbP-17. The pH in cultures can be measured in real-time based on 
the ffuorescence of BCECF [2,7-bis-(2-carboxyethyl)5-(and 6)-carboxyffuorescein] (25, 26). 
We confirmed that BCECF does not afflect the growth of E. coli ATCC 25922 (Fig. S3) and 
developed this method to quantify the pH dynamics of ATCC 25922 growing in MS, 
MM29, and CMG media (Fig. S5). The pH of cultures in all three media initially decreased 
as the cells produced acids during log-phase growth, then increased as cells entered the 
stationary phase (Fig. 1B). The greatest pH increase occurred in the CMG medium, likely 
due to enhanced bacterial liberation of ammonia associated with increased amino acid 
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metabolism. Changes in pH during growth of E. coli cultures mirrored changes in 7H4M 
ffuorescence (Fig. S6), confirming that growth-associated changes in pH drive variation in 
7H4M ffuorescence. To control for variation in 7H4M ffuorescence, we thus present 
ClbP-17 measurements as the ClbP-17:7H4M ratio by dividing ClbP-17 ffuorescence by 
the median 7H4M ffuorescence of triplicate samples incubated under the same condi­
tions in adjacent wells.

Growth rate and cell densities in E. coli ATCC 25922 cultures were lower in MS than 
in MM29 or CMG media (Fig. 1A). In contrast, ClbP-17:7H4M ffuorescence was highest in 
MS medium, intermediate in MM29, and lowest in CMG medium (Fig. 1C). This inverse 
relationship between growth and ClbP-17:7H4M ffuorescence in ATCC 25922 reffects 
prior results that clbR transcription is higher in minimal medium (24). As an expression 
of clb genes is repressed by the carbon storage regulatory protein CsrA (27, 28), we 
hypothesized that a metabolite that represses ClbP in the CMG medium is absent in the 
defined medium and present in lower quantities in the MM29 medium.

Metabolomics identifies tryptophan as a potential ClbP repressor

To find candidate metabolites that repress ClbP activity, we performed untargeted 
metabolomics on a time series of supernatants from ATCC 25922 cultures growing in 
CMG or MM29 media (Table S1A). We reasoned that the abundance of a metabolite 
that represses ClbP activity in CMG relative to MM29 medium would be progressively 
depleted in MM29 medium, but remain replete in CMG. Upon hierarchical clustering of 
all 1,515 metabolite features across the time series (Fig. 2A), we identified a cluster of 
24 metabolites with relative abundance profiles consistent with our proposed profile 
of a ClbP repressor (Fig. 2B; Fig. S7; Table S1B). Most features in this cluster showed 
similar retention times near 420 seconds (Fig. 2B and C; Table S1B), suggesting they have 
comparable hydrophobicities.

To characterize this cluster of metabolite features selectively depleted in MM29 
medium, we performed LC-MS/MS on the cluster members (Table S2A) and queried the 
MS/MS spectra against the mzCloud database to putatively identify seven metabolite 
features with HighChem HighRes identity scores >50 (Table S2B). We identified two 
metabolite features, M205T421 and M206T421, for which tryptophan was the top hit in 
the mzCloud database. The m/z of their precursor ions is consistent with the monoiso­
topic mass of protonated tryptophan (M205T421) or a protonated tryptophan isotopo­
logue (M206T421) (Table S2B). M205T421 and M206T421 have similar retention times of 

FIG 1 Cultivation of E. coli ATCC 25922 in difflerent media. The (A) growth, (B) pH, and (C) ClbP-17:7H4M ffuorescence of cultures growing in MS (yellow), MM29 

(red), or CMG (green) media. Cultures contained 2 µM BCECF and 100 µM of either ClbP-17 or 7H4M. Growth was measured as optical density at 600 nm (OD600). 

Culture pH was measured as the ratio of the ffuorescence of BCECF at the pH-sensitive point (485 ± 15 nm excitation; 540 ± 20 nm emission) relative to the 

pH-insensitive isosbestic point (450 ± 15 nm excitation; 540 ± 20 nm emission). Fluorescence of ClbP-17 and 7H4M were measured as 360 ± 40 nm excitation, 

and 440 ± 20 nm emission. ClbP-17:7H4M is the ffuorescence of ClbP-17 divided by the median 7H4M ffuorescence of replicate cultures. Data points are means of 

triplicate cultures with shaded areas showing ±SD. BCECF, [2,7-bis-(2-carboxyethyl)5-(and-6)-carboxyffuorescein]; SD, standard deviation.
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420.33 and 420.20 seconds (Table S1B) and their relative abundance profiles are highly 
similar showing depletion in MM29 versus CMG medium (Fig. 2D and E).

Tryptophan reduces ClbP activity and DNA crosslinking

We investigated how L-tryptophan supplementation of E. coli ATCC 25922 cultures 
in defined (MS) medium afflected growth and ClbP activity. Supplementation of MS 
medium with up to 50 mM L-tryptophan did not afflect growth (Fig. 3A). However, 
7H4M ffuorescence was 40% reduced by adding 25 mM L-tryptophan to MS medium 
without afflecting pH (Fig. S8), complicating the use of ClbP-17 to measure the efflect of 
L-tryptophan on ClbP activity. More generally, the sensitivity of 7H4M ffuorescence to pH 
(Fig. S4), L-tryptophan (Fig. S8), and likely other metabolites show the challenges of using 
the ClbP-17 activity-based probe to investigate ClbP activity.

As an alternative assay to ClbP-17 to assay colibactin, we tested if L-tryptophan 
supplementation reduced in vitro cross-linking (ICL) of DNA. DNA damage by colibactin 
results from intercalation by the thiazoline-thiazole tail and subsequent alkylation by the 
electrophilic cyclopropane, resulting in covalent crosslinking of complementary DNA 

FIG 2 Identification of candidate repressors of ClbP activity in E. coli ATCC 25922 cultures using untargeted metabolomics. Metabolite abundances were 

measured by LC-MS for cultures growing in either MM29 or CMG medium at six-time points (0, 4, 8, 22, 25, and 29 hours) after inoculation. (A) Dendrogram 

showing hierarchical clustering of the abundance profiles for 1,515 metabolite features based on a dissimilarity matrix produced using dynamic time warping. 

(B) Dendrogram of metabolite features in the target cluster showing selective depletion in MM29 relative to CMG medium. Colored bars below dendrograms 

show retention time. (A and B) The height (distance) between cluster members using the complete agglomeration method is shown on the y-axis. (C) Kernel 

density estimation shows the distribution of retention times for all 1,515 metabolites (blue) and 24 metabolites in the target cluster (yellow). (D) Relative 

abundance profiles of metabolite spectra for (D) M205T421 and (E) M206T421 that both have tryptophan as the top hit in the mzCloud database. Metabolite 

abundances are based on peak areas of extracted ion chromatograms. LC-MS, liquid chromatography–mass spectrometry.
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strands (15, 16, 29). As ICL prevents the denaturation of DNA strands, it can be observed 
as an apparent doubling of the molecular weight of linearized plasmid DNA on a 
denaturing agarose gel (29). As expected, treatment with the drug cisplatin resulted in 
nearly complete ICL (Fig. 3B; Fig. S9A). DNA crosslinking occurred with E. coli ATCC 25922 
(pks+), but not E. coli ATCC BAA 2340 (pks−), when grown in MS medium (Fig. 3B; Fig. 
S9A). Quantification of band intensities showed that relative to MS medium alone, 
supplementation of E. coli ATCC 25922 cultures with 25 mM or 50 mM L-tryptophan 
reduced ICL by 85% and 86%, respectively (Fig. 3B; Fig. S9A). These results support that 
supplementation of pks+ E.coli cultures with L-tryptophan reduces colibactin-mediated 
DNA damage.

Tryptophan elevates gene expression for ammonium assimilation and 

copper export

To examine the mechanism by which L-tryptophan may reduce colibactin activity, we 
quantified genome-wide mRNA expression difflerences between log phase E. coli ATCC 
25952 cultures growing in MS medium with 25 mM L-tryptophan supplementation 
(+Trp) versus MS medium alone (−Trp) (Table S3). As expected, tnaA, encoding the 
tryptophanase that splits tryptophan into indole, pyruvate, and ammonia, and the 
tnaB tryptophan permease were highly upregulated in the +Trp treatment (Fig. 4A). 
To assimilate the liberated ammonia, genes were upregulated to synthesize carbamoyl 
phosphate (carA) and ornithine (argABCD) and to incorporate these metabolites into 
arginine (argFGH) (Fig. 4A and B). Also as expected, the trp genes for tryptophan 
biosynthesis were highly repressed in the +Trp treatment (Fig. 4A). However, clbP was not 
difflerentially expressed in response to L-tryptophan and clbI was the only gene among 
19 genes in the clb island (clbA-clbS) that was repressed (adjusted P-value < 0.01, Table 
S3). Thus, reduced colibactin activity upon L-tryptophan supplementation is unlikely to 
be the result of transcriptional repression of the clb genes.

Genes encoding all three systems to mitigate copper toxicity in E. coli (30) were highly 
upregulated in response to L-tryptophan. The cus genes (cusCBA, cusF, and cusR) and 

FIG 3 Efflect of L-tryptophan supplementation on growth and DNA crosslinking activity of pks+ E. coli ATCC 25922 cultures. (A) Growth of E. coli ATCC 25922 

cultures in MS medium (gray) or MS medium supplemented with either 2.5 mM (light blue), 25 mM (yellow), or 50 mM (purple) L-tryptophan. Data points are 

means of triplicate cultures, shaded regions are ±SD. (B) DNA crosslinking assay performed on BamHI-linearized pUC19 DNA that was incubated for 6 hours at 

37°C with either MS medium, E. coli ATCC BAA 2340 (pks−) in MS medium, E. coli ATCC 25922 (pks+) in MS medium at difflerent Trp concentrations, or 80 µM 

cisplatin. pUC19 single-stranded DNA is at 2,686 bp; pUC19 ICL DNA is at 5,372 bp. Percent ICL band intensities relative to ATCC 25922 cultures in MS medium 

shown below gel image. OD600, optical density at 600 nm; L-tryptophan, Trp; ICL, interstrand crosslinked; ND, not detected.
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copA were among the 10 most highly upregulated genes in the +Trp treatment; cueO 

was also upregulated to a lesser extent (Fig. 4B; Table S3). The CusCBA effiux system is an 
RND-type effiux system that transports copper ions from the cytosol to the periplasm 
and outside of the cell (31), CopA is a P-type ATPase that transports cytoplasmic copper 
to the periplasm (32), and CueO oxidizes Cu(I) to the less toxic Cu(II) (33).

FIG 4 Gene expression of E. coli ATCC 25922 cultures growing in MS medium with and without 25 mM L-tryptophan supplementation measured by RNA-seq. 

(A) Volcano plot of mRNA expression in L-tryptophan supplemented cultures relative to MS medium. The 137 difflerentially-expressed [>2 log2(fold change), 

P-value < 0.001] genes are shown as red triangles; all other genes are gray circles. Names of selected genes are shown. (B) Gene networks showing Gene 

Ontology linkages of functional pathways whose expression increased upon L-tryptophan supplementation (P-value < 0.01). The P-values were corrected for 

multiple hypothesis testing using the Benjamini and Hochberg method.
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Tryptophan and copper interact to alter growth, colibactin activity

To investigate connections between L-tryptophan and copper export, we measured 
the growth of ATCC 25922 cultures at difflerent copper chloride concentrations in MS 
medium (−Trp) and in MS medium with 25 mM L-tryptophan (+Trp). Growth of −Trp 
cultures was slightly reduced by 300 µM copper (maximum cell density 14% lower 
relative to 0.3 µM copper) and strongly inhibited by 3 mM copper (maximum cell 
densities 75% lower relative to 0.3 µM copper), whereas growth in +Trp cultures was not 
afflected by these copper concentrations (Fig. 5A). L-tryptophan thus protects E. coli ATCC 
25922 from copper toxicity, likely by sequestering copper and reducing its intracellular 
accumulation.

As L-tryptophan stimulated the expression of the gene to effiux copper from the 
cell, we examined the efflect of adding copper to the media on ClbP-17 ffuorescence. 
In contrast to L-tryptophan, increased copper concentration had little efflect on 7H4M 
ffuorescence. Fluorescence of 7H4M was only 4% lower when the copper concentration 
in the MS medium was increased from 0.3 μM to 300 µM (Fig. S8B), supporting that 
ClbP-17 can be used to assess the efflect of copper on ClbP activity. We observed 
a reduction in ClbP-17:7H4M ffuorescence in ATCC 25922 cultures when copper was 
increased from 0.3 μM to 30 µM or 300 µM (Fig. 5B). Similarly, copper supplementation 
inhibited ICL of plasmid DNA by ATCC 25922 (Fig. 5C; Fig. S9B). Quantification of band 
intensities showed that relative to MS medium alone, ICL of plasmid DNA was reduced 
by supplementation with either 25 mM tryptophan, 30 µM copper, or 300 µM copper 
by 94%, 95%, or >99%, respectively (Fig. 5C). Reduction of ClbP-17 ffuorescence and ICL 
activity by copper in E. coli ATCC 25922 cultures was particularly interesting as copper has 
previously been shown to increase both the degradation and the in vitro DSB activity of a 
purified colibactin metabolite (34).

Based on copper-reducing ClbP-17:7H4M ffuorescence and ICL of extracellular DNA 
in ATCC 25922 cultures, we hypothesized that copper may directly inhibit the peptidase 
function of ClbP. We purified the ClbP peptidase domain (ClbP-pep) using a C-terminal 
His tag and confirmed its ability to cleave ClbP-17 (Fig. S10). We then measured the efflect 
of increasing copper concentrations on ClbP-17 cleavage by ClbP-pep. ClbP-17 cleavage 
by ClbP-pep is progressively inhibited by increasing copper concentrations, whereas 
7H4M ffuorescence is unafflected (Fig. 5D). While the activity profile of ClbP-pep has been 
found to be difflerent from full-length ClbP (14), our results suggest that the reduction in 
ClbP activity and ICL in ATCC 25922 cultures supplemented with copper (Fig. 5B and C) 
is associated with a direct efflect of copper inhibiting ClbP-pep (Fig. 5D). Together, these 
observations suggest that copper export to the periplasm could be responsible for the 
L-tryptophan-mediated reductions in ClbP activity and DNA damage.

DISCUSSION

Colibactin-encoding E. coli cells are present in 60% of humans with familial adenoma­
tous polyposis or CRC and the colibactin mutational signature is present in human 
cancer patient cells (10, 11), highlighting the importance of developing strategies to 
reduce colibactin activity. In this study, we identified metabolites that repress ClbP 
activity (ClbP-17:7H4M ffuorescence) and the DNA crosslinking activity (ICL) of colibactin 
in pks+ E. coli. Untargeted metabolomics revealed L-tryptophan as a potential ClbP 
repressor, which was supported by supplementing cultures with L-tryptophan to reduce 
extracellular DNA crosslinking (Fig. 3B). L-tryptophan supplementation did not afflect 
clb gene expression, but stimulated the expression of copper export genes (Fig. 4A) 
and protected from copper toxicity (Fig. 5A). Increasing copper in ATCC 25922 cultures 
reduced ClbP-17:7H4M ffuorescence (Fig. 5B) and extracellular DNA crosslinking (Fig. 5C), 
and inhibited the in vitro activity of purified ClbP-pep (Fig. 5D).

Similar to ClbP, copper inhibits the activities of other proteases such as Helicobacter 

pylori HtrA (35), the 20S proteasome (36), and the protease from human immunode­
ficiency virus 1 (37). Copper-mediated inhibition of ClbP could be a mechanism to 
regulate colibactin production to protect pks+ cells from autotoxicity, similar to ClbS 
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FIG 5 Efflect of L-tryptophan and copper supplementation on E. coli ATCC 25922 growth, ClbP activity, and DNA cross-linking. (A) Growth of cultures in MS 

medium (gray) or in MS medium with 25 mM tryptophan (orange) at difflerent copper concentrations (shown above plots). Data points are means of triplicate 

cultures, shaded areas are ±SD. (B) ClbP-17:7H4M ffuorescence of cultures growing in MS medium containing either 0.3 µM (gray), 30 µM (blue), or 300 µM (green) 

copper chloride. Fluorescence of ClbP-17 and 7H4M was measured as 360 ± 40 nm excitation, and 440 ± 20 nm emission in triplicate cultures. ClbP-17:7H4M 

is the ffuorescence of ClbP-17 divided by the median 7H4M ffuorescence. (C) DNA crosslinking assay performed on BamHI-linearized pUC19 DNA that was 

incubated for 6 hours at 37°C with 80 µM cisplatin or with cultures of E. coli ATCC 25922 in MS medium (0.3 µM Cu) or MS medium supplemented with either 

25 mM Trp or Cu (30 µM, 300 μM). pUC19 single-stranded DNA is at 2,686 bp; pUC19 ICL DNA is at 5,372 bp. ICL band intensities relative to ATCC 25922 cultures in 

MS medium are shown below the gel image. (D) Activity of purified ClbP peptidase domain (ClbP-pep) in buffler containing difflerent Cu concentrations. ClbP-17 

ffuorescence (blue) is shown as a percentage of the mean ffuorescence in the absence of copper and is compared to 7H4M ffuorescence (red) at the same Cu 

concentrations. Box plots show median and interquartile ranges; data points are individual measurements. (B, D) ClbP-17 and 7H4M ffuorescence were measured 

at 360 ± 40 nm excitation, and 440 ± 20 nm emission. OD600, optical density at 600 nm; SD, standard deviation; Cu, copper; Trp, L-tryptophan; ICL, interstrand 

crosslinked DNA; ND, not detected.
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that hydrolyses the cyclopropane warhead of colibactin (38, 39). In a previous study, 
copper enhanced both the instability and the activity of a colibactin metabolite that acts 
by a copper-mediated oxidative mechanism to induce DNA double-strand breaks (34). 
Combined with our data that supplementation of ATCC 25922 cultures with copper 
reduces DNA crosslinking (Fig. 5C), it appears that copper has a dual role to both limit 
and enhance the DNA-damaging activity of colibactin metabolites.

We integrated our data into a model of how L-tryptophan and copper interact to 
repress ClbP activity and DNA crosslinking by pks+ E. coli (Fig. 6). In this model, (i) 
L-tryptophan uptake stimulates the expression of copper exporters. While the mech­
anism by which L-tryptophan supplementation stimulates the expression of copper 
exporters is unknown, cellular amino acids sequester copper (40) and, in particular, 
tryptophan complexes with copper (41). The uptake of tryptophan-copper complexes 
could lead to intracellular copper accumulation and consequent induction of the copper 
export genes. Furthermore, the protective efflect of L-tryptophan from copper toxic­
ity suggests that either tryptophan increases the eflciency of copper export or that 
intracellular tryptophan mitigates copper toxicity. (ii) Expression of copper exporters 
pump copper into the periplasm and extracellular milieu. (iii) Copper in the periplasm 
could inhibit ClbP, resulting in lower processing of precolibactin into mature colibactin. 
(iv) Colibactin, perhaps complexed with copper, mediates DNA damage outside the cell. 
(v) DNA damage by colibactin in the producing cells is mitigated by ClbS.

FIG 6 Model for how tryptophan reduces DNA damage by colibactin through copper-mediated repression of ClbP activity. (1) Uptake of tryptophan stimulates 

transcription of copper exporters by an unknown mechanism. (2) Copper exporters pump copper to the periplasm and outside cells. (3) Periplasmic copper 

inhibits ClbP activity, reducing the processing of precolibactin to active colibactin. (4) Colibactin and colibactin-copper complexes cause DNA crosslinking and 

double-strand breaks. (5) ClbS protects the colibactin-producing cell from DNA damage by colibactin, which otherwise activates the SOS response.
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Elucidating mechanisms regulating colibactin activation and genotoxicity can lead 
to novel strategies to repress its activity in the gut and ultimately prevent colibac­
tin-mediated carcinogenesis. Pathogenicity of Enterobacteriaceae is typically controlled 
using antibiotics such as aminoglycosides, ffuoroquinolones, and B-lactams. However, 
antibiotics can have negative health consequences by altering the gut microbiome and 
leading to the emergence of multi-drug resistant strains (42). Studies have identified 
small molecule inhibitors of the genotoxic activity of colibactin-producing E. coli (43, 
44). Repression of colibactin activity using L-tryptophan is particularly attractive due 
to its other beneficial efflects such as prevention of E. coli biofilm formation (45). In 
addition, tryptophan metabolites from the gut microbiota stimulate aryl hydrocarbon 
receptor-mediated IL-22 signaling to reduce mucosal inffammation and protect from 
Candida albicans colonization (46).

Additional research is needed to assess the eflcacy of using molecules such as 
L-tryptophan or copper to repress colibactin production and activity in humans. In this 
study, we focused on strain ATCC 25922 as a model pks+ E. coli, but humans harbor 
various pks+ strains that can diffler in their metabolic and genetic regulatory features. 
Moreover, studies are needed to show that metabolite concentrations needed to repress 
colibactin activity in pks+ E. coli can be achieved in the gut. Previous studies have found 
that 4%–6% of tryptophan is metabolized to indoles by the gut microbiota (47) and 
that fecal indole concentrations in healthy adults were 2.59 mM (48). Intestinal copper 
concentrations have been estimated to reach 10 µM (49). Thus, the tryptophan and 
copper concentrations used in this culture-based study may be achievable in the human 
intestine. Other studies have identified other metabolites such as D-serine, cinnamalde­
hyde, and medicinal plant extracts that reduce E. coli clbB expression and colibactin 
cytotoxicity (20, 50, 51). Our results complement these studies to advance the develop­
ment of potent, antibiotic-sparing prophylactics that inhibit colibactin genotoxicity and 
its tumorigenic efflects.

MATERIALS AND METHODS

Microbial growth

Cultures of E. coli ATCC 25922 (pks+) or BAA 2340 (pks−) were grown at 37°C in either 
MS medium (52) (Table S4), MM29 medium (26), or CMG medium (Anaerobe Systems, 
CA, USA). Cultures growing in MS medium were supplemented with L-tryptophan 
(Sigma T0254) or copper chloride dihydrate (CuCl2·2H2O) (Sigma 307483), as appropriate. 
Growth (optical density at 600 nm [OD600]) and all ffuorescence measurements were 
made using a CLARIOstar microplate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Germany).

BCECF method for pH measurements

The pH of cultures was measured using the BCECF method (25, 26). BCECF (C3411 
Sigma) at 2 µM was added to cultures and ffuorescence at the pH-sensitive point 
(485 nm excitation; 540 nm emission) relative to the pH-insensitive isosbestic point 
(450 nm excitation; 540 nm emission) was calculated. Culture pH was computed using a 
four-parameter log-logistic (4PL) regression that was fit to BCECF ffuorescence for each 
growth medium at experimentally adjusted pH 4–9 (Fig. S5). The 4PL regression was 
calculated using the R package drc version 3.0-1.

ClbP activity-based probe (ClbP-17)

ClbP-17 (21) was synthesized from N-Boc-D-asparagine using a five-step process yielding 
the product at 98% purity (WuXi AppTech, Shanghai China) (Fig. S1). Ten mM (100×) 
stocks of ClbP-17 and 7H4M (Fischer 10377230) were prepared in DMSO and stored at 
−20°C. ClbP-17 and 7H4M were added to cultures or ClbP-pep at a final concentration of 
100 µM. ClbP-17 and 7H4M ffuorescence (360 ± 40 nm excitation, 440 ± 20 nm emis­
sion) were measured using a CLARIOstar microplate reader (BMG Labtech, Ortenberg, 
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Germany). The ClbP-17:7H4M ratio was calculated for triplicate cultures containing each 
molecule as the ratio of ClbP-17 ffuorescence to the median 7H4M ffuorescence.

Liquid chromatography–mass spectrometry

Culture supernatant samples for metabolomics were taken 0, 4, 8, 22, 25, and 29 
hours post inoculation by centrifuging cultures at 3000 × g for 5 minutes, removing 
the supernatant, and freezing at −80°C. Metabolite analysis was performed by liquid 
chromatography (Thermo Dionex Ultimate 3000) coupled with a Thermo Scientific Q 
Exactive mass spectrometer. Full MS analysis was performed in positive mode using m/z 

range from 50 to 750 m/z at a resolution of 35,000 with the following source parameters: 
spray voltage 4,200 V, capillary temperature 320°C, sheath gas at 40 units, auxiliary gas at 
10 units, and S-lens radio frequency level at 50%. Samples were injected onto a Waters 
Acquity UPLC BEH amide column (2.1 mm × 150 mm, 1.7 µm, 130 Å) with a 60°C column 
temperature. Mobile phase A was 2.5 mM ammonium formate with 0.1% formic acid in 
95:5 acetonitrile:water. Mobile phase B was 2.5 mM ammonium formate with 0.1% formic 
acid in 5:95 acetonitrile:water. Water, ammonium formate, and formic acid were LC-MS 
grade (Thermo Fisher, Waltham, MA). Mobile phase B gradient was as follows: 0 minutes: 
10%, 2 minutes: 10%, 12 minutes: 60%, 13 minutes: 80%, 15 minutes: 80%. A 2-minute 
ramp back to 10% and 3-minute equilibration was performed between each sample. The 
volume of each injection was 4 µL.

To prepare samples for LC-MS, an internal standard (IS) solution containing 2 µM 
leucine-d10 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and 2 µM indole-3-acetic acid-d7 (Cambridge 
Isotope Laboratories, Tewksbury, MA) was prepared in methanol and chilled. An aliquot 
of each culture sample was combined into a pooled sample, which was treated using 
the same methods as each culture sample. Each culture sample (30 µL) was mixed with 
170 µL of methanol IS solution, vortexed, and centrifuged at 1,800 × g for 10 minutes at 
4°C. The supernatant (150 µL) was extracted and dried in a speed vacuum for 2 hours 
without light or heat. Samples were resuspended in 100 µL of 50:50 methanol:water, 
vortexed, and centrifuged at 1,800 × g for 10 minutes at 4°C. An aliquot of each sample 
(10 µL) was combined into a pooled sample. The remaining sample (80 µL) was extracted 
and transferred to an LC injection vial.

Full MS data were processed to generate abundance profiles based on MS1-extracted 
ion chromatograms using XCMS (53). Peak parameters and alignment were determined 
and processed to achieve good correspondence using the IS solution and multiply 
injected pooled samples. Results were trimmed against the pooled QC to remove noisy 
and uninformative features, then Pareto scaled. Metabolite features were clustered based 
on their abundance profiles across the six-time points in MM29 and CMG media. The 
12 abundance values for each metabolite (six-time points, two media) were scaled 
(per feature) to generate a distance matrix using the dynamic time warping algorithm 
implemented in the TSClust R package (version 1.3.1) (54). Hierarchical clustering was 
performed on the distance matrix of metabolite features using the complete agglomera­
tion method as implemented in the hclust function from the stats R package (version 
3.1.0). Manually searching the metabolite features identified a target cluster having 
relative abundance profiles matching a potential colibactin repressor.

The chemical structures of features in the target cluster were investigated by 
re-injecting the pooled sample and performing LC-MS/MS with parallel reaction 
monitoring at a resolution of 17,500, AGC target 2e5, and maximum IT 100 ms. Higher 
energy C-trap dissociation was collected with normalized collision energy (NCE) 30 and 
NCE 90. Source and LC conditions were the same as for MS1 data. MS1 chromatogram 
peaks corresponding with the retention time and mass of the target features were 
identified using Xcalibur version 3.1 (Thermo Fisher). The corresponding MS2 spectrum 
was then extracted and queried against the mzCloud database (Table S2B).
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DNA crosslinking assay

The colibactin activity of E. coli cultures was tested using a DNA crosslinking assay based 
on denaturing gel electrophoresis under alkaline conditions to enable migration of 
single-stranded DNA (29). E. coli BAA 2340 (pks−) was cultured in MS medium and E. coli 

ATCC 25922 (pks+) was cultured in MS medium ± L-tryptophan or copper supplementa­
tion, as appropriate. Cultures of 200 µL were grown for 6 hours at 37°C, spiked with 
1 µg of BamHI-linearized pUC19 plasmid DNA, and incubated for an additional hour. 
Cisplatin-treated controls were prepared by incubating 1 µg of BamHI linearized pUC19 
DNA for 6 hours at 37°C with 80 µM cisplatin in 1× phosphate-bufflered saline.

Plasmid DNA from culture supernatants and cisplatin treatments was purified using a 
Qiagen QIAquick PCR kit (Qiagen, Germany) and resolved by denaturing gel electropho­
resis. Brieffy, 1% agarose gels were prepared in a 100 mM sodium chloride, 2 mM EDTA 
(pH 8) solution and soaked in an electrophoresis running buffler (40 mM NaOH, 1 mM 
EDTA). DNA (200 ng per lane) was resolved by electrophoresis for 45 minutes at 1 V cm−1 

and then for 2 hours at 2 V cm−1. The gel was soaked in a neutralization solution (150 mM 
sodium chloride, 100 mM Tris pH 7.4) for 4 hours with the buffler changed after each 
hour, DNA was stained with Gel Red (Biotium, Fremont, CA), and visualized. Gel band 
intensities were compared using ImageJ software version 1.54d (55).

RNA sequencing

Cultures of E. coli ATCC 25922 were grown in MS medium with and without supplementa­
tion with 25 mM L-tryptophan to mid-log phase. RNA was extracted using TRI reagent 
(Sigma 93289) (56) and 1 µg of total RNA was depleted of rRNA by the NEBNext rRNA 
depletion kit (New England Biolabs, MA, USA). RNA was purified using NEBNext RNA 
sample purification beads (New England Biolabs, MA, USA) into 5 µL of water. Quantity 
and quality of rRNA-depleted RNA were assessed on a Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) and an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA). cDNA 
libraries were prepared using the NEBNext Ultra II directional RNA library preparation 
kit (New England Biolabs, MA, USA). RNA fragmentation was performed for 90 seconds 
at 94°C and incubated for 60 minutes at 42°C for first-strand cDNA synthesis. NEBNext 
adaptors were diluted five times for adaptor ligation and 16 PCR cycles were applied 
for enrichment of adaptor-ligated DNA. After profile analysis by a Bioanalyzer and qPCR 
quantification on MxPro equipment (Stratagene, La Jolla, USA), libraries were sequenced 
on an Illumina Novaseq 6000 under a PE-50 mode.

Sequencing reads were trimmed of low-quality nucleotides (Q < 20) from both 
ends of the reads, sequencing adaptors, and primer sequences. Sequences between 
the second unknown nucleotide and the end of the read were removed and read 
shorter than 30 nucleotides (after trimming) were discarded. RNA sequencing reads 
were mapped to the E. coli ATCC 25922 genome (NCBI Genbank accession CP009072) 
using Bowtie 2 (57). Reads per genome feature were counted from BAM files using 
featureCounts (58) and difflerentially expressed genes were identified using DEseq2 (59). 
Gene Ontology terms were used to calculate functional pathway enrichments (P < 0.01) 
using clusterProfiler 4.0 (60).

ClbP purification and activity measurements

The peptidase domain of ClbP (ClbP-pep), as defined in (13), was PCR amplified with 
a C-terminal His tag using primers clbP_F (5-AAAGAAGGAGATAGGATCATGACAATAATGG
AACACGTTAG-3) and clbP_R (5-GTGTAATGGATAGTGATCTTAATGGTGATGGTGATGATGATAT
TTGCCAATGCGCAGA-3). The PCR product was cloned by ligation-independent cloning 
into pET-22B(+) (61, 62) and the forward and reverse sequences were confirmed by 
sequencing. Plasmids were transformed into E. coli BL21(DE3) (Novagen 70235). A culture 
of E. coli BL21(DE3) expressing ClbP-pep was grown in 100 mL TB medium to OD600 = 
2, induced by adding 500 µM IPTG, and incubated overnight at 20°C. Cells were pelleted 
and resuspended in lysis buffler (50 mM phosphate buffler pH   8, 0.5 M NaCl, 30 mM 
imidazole, 15% glycerol, 1 mM pefabloc [Sigma 76307]). Cells were lysed by sonication 

Research Article mSystems

Month XXXX  Volume 0  Issue 0 10.1128/msystems.00992-2412 ��
 �
���
��
���
���

���
���
����
��
���
���
���

���
���
��
���
���
�!
���
��
���
���
�

���
��
���
��
���
!��
��
���
��
���
��
�	�

�
���
��
���
��
���
��

��
��

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009072
https://doi.org/10.1128/msystems.00992-24


(Cole-Parmer Vibracell CV33) in the presence of 1 mg mL−1 lysozyme (Novagen 71230). 
ClbP-pep was purified using a Ni-NTA spin column (Qiagen 31014) and quantified by 
Bradford assay. Purified ClbP-pep was visualized on 12% SDS-PAGE gels (Novex 12% 
Bis-Tris Gel NP0342BOX) (Fig. S10).

The activity of ClbP-pep was measured by diluting the enzyme to 0.01 µg µL−1 in 
buffler (50 mM Tris, 200 mM sodium chloride, pH 8) containing 100 µM of either ClbP-17 
or 7-hydroxy-4-methylcoumarin (Fisher Scientific AC156380250) and copper chloride 
dihydrate (Sigma 307483), as appropriate. ClbP-pep was then incubated for 120 minutes 
at 37°C and ffuorescence was measured (360 ± 40 nm excitation, 440 ± 20 nm emission) 
using a CLARIOstar microplate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Germany).
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Résumé : Le développement de sources d'énergie 

renouvelables nécessite l'optimisation de la conversion 

de la biomasse végétale en biocarburants tels que le 

butanol. Les Clostridia, et plus particulièrement 

Lachnoclostridium phytofermentans, sont des bactéries 

anaérobies capables de dégrader la cellulose et de 

produire des composés d'intérêt, ce qui en fait des 

candidates idéales pour cette transformation. 

Cette thèse vise à repousser les limites de l'ingénierie 

métabolique de L. phytofermentans pour optimiser la 

production de butanol. Les objectifs principaux sont : (1) 

développer une souche évoluée capable de résister à de 

fortes concentrations de butanol, (2) introduire une voie 

de synthèse du butanol via des approches de biologie 

synthétique, et (3) implémenter un système CRISPRi pour 

moduler le métabolisme central de manière précise.  

Pour atteindre ces objectifs, plusieurs approches ont été 

mises en œuvre. L. phytofermentans a été soumise à une 

évolution dirigée sur 480 jours dans un automate de 

cultures continues (appelé GM3), aboutissant à une 

souche résistante au butanol. La caractérisation 

phénotypique et génomique de cette souche a permis 

d'identifier plus de 500 mutations associées à la 

résistance. Parallèlement, une voie de synthèse du 

butanol a été conçue et transformé dans L. 

phytofermentans. Un biosenseur spécifique du butanol a 

été adapté pour détecter sa production. 

Enfin, un système CRISPRi basé sur dLbCas12a a été 

développé, permettant le clonage jusqu'à huit guides pour 

réprimer spécifiquement des gènes clés du métabolisme. 

La souche évoluée, PHY24.0#6, a montré une tolérance 

accrue au butanol, un temps de génération réduit de moitié 

et une densité de croissance maximale augmentée de 1,3 

fois. L'analyse de la membrane plasmique a révélé une 

composition en acides gras plus longs et plus insaturés. 

Bien que la production de butanol n'ait pas été détectée 

après l'introduction de la voie de synthèse, le biosenseur 

spécifique a été intégré avec succès. Le système CRISPRi a 

permis de réprimer l'expression de gènes du métabolisme 

central jusqu'à 20 fois, y compris des gènes dont la délétion 

serait létale, comme le trio Cphy_1326-1327-0089 

responsable de la production d’acétate et de dihydrogène.  

Ces@ travaux ont permis d'améliorer la tolérance de L. 

phytofermentans au butanol et de développer des outils 

moléculaires innovants tels que le système CRISPRi 

multiplex. Ces avancées contribuent à une meilleure 

compréhension du métabolisme de cette bactérie et 

ouvrent des perspectives pour optimiser la production 

durable de biocarburants à partir de biomasse végétale. 

Les approches développées pourraient être transposées à 

d'autres modèles de Clostridia, favorisant ainsi le 

développement de solutions énergétiques innovantes et 

respectueuses de l'environnement. 
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Abstract: The development of renewable energy 

sources requires optimization of the conversion of plant 

biomass into biofuels such as butanol. Clostridia, and 

more specifically Lachnoclostridium phytofermentans, 

are anaerobic bacteria capable of degrading cellulose 

and producing compounds of interest, making them 

ideal candidates for this transformation. 

This thesis aims to push back the limits of metabolic 

engineering of L. phytofermentans to optimize butanol 

production. The main objectives are: (1) to develop an 

evolved strain capable of withstanding high 

concentrations of butanol, (2) to introduce a butanol 

synthesis pathway via synthetic biology approaches, and 

(3) to implement a CRISPRi system to precisely modulate 

central metabolism.  

To achieve these objectives, several approaches were 

implemented. L. phytofermentans was subjected to 

directed evolution over 480 days in a continuous culture 

automaton (called GM3), resulting in a butanol-resistant 

strain. Phenotypic and genomic characterization of this 

strain identified over 500 mutations associated with 

resistance. In parallel, a butanol synthesis pathway was 

designed and introduced into L. phytofermentans, and a 

butanol-specific biosensor was adapted to detect its 

production. 

Finally, a CRISPRi system based on dLbCas12a was 

developed, enabling the cloning of up to eight guides into 

a plasmid to specifically repress key metabolic genes. 

The evolved strain, PHY24.0#6, showed increased 

tolerance to butanol, a halved generation time and a 1.3-

fold increase in maximum growth density. Analysis of the 

plasma membrane revealed a composition of longer, more 

unsaturated fatty acids. Although butanol production was 

not detected after introduction of the synthetic pathway, the 

specific biosensor was successfully integrated. The CRISPRi 

system was able to repress the expression of central 

metabolism genes up to 20-fold, including genes whose 

deletion would be lethal, such as the Cphy_1326-1327-

0089 trio, responsible for the acetate and dihydrogen 

production. 

This work has made it possible to improve the tolerance of 

L. phytofermentans to butanol, and to develop innovative 

molecular tools such as the multiplex CRISPRi system. These 

advances contribute to a better understanding of this 

bacterium's metabolism and open prospects for optimizing 

the sustainable production of biofuels from plant biomass. 

The approaches developed could be transposed to other 

models of Clostridia, thereby fostering the development of 

innovative, environmentally friendly energy solutions. 

 


