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Redonner vie à des 
génomes bactériens 
naturels ou synthétiques
Fabien Labroussaa1, Vincent Baby 2, 
Sébastien Rodrigue3, Carole Lartigue2

> Le développement de la génomique  synthé-
tique (GS) a permis l’élaboration d’outils et de 
méthodes innovantes permettant la synthèse, 
l’assemblage et la modification génétique pré-
cise de chromosomes bactériens complets. La 
raison principale de ce succès, ayant abouti à la 
création de la première cellule synthétique quasi-
minimale JCVI-syn3.0, est l’utilisation de la levure 
Saccharomyces cerevisiae comme hôte tempo-
raire d’accueil et de modification de ces génomes. 
Cependant, une autre technique a joué un rôle 
considérable dans le succès retentissant de ces 
travaux : la transplantation de génomes bacté-
riens (TG). Cette technique, encore mal comprise, 
permet d’installer des génomes complets natu-
rels ou synthétiques dans un contexte cellulaire 
favorable à leur expression et donner la vie. Une 
meilleure compréhension du processus de TG per-
mettrait d’élargir l’ensemble des techniques de 
GS, appliquées actuellement quasi exclusivement 
à l’étude des mycoplasmes, à de nombreuses 
autres bactéries d’intérêt, y compris des bactéries 
génétiquement non-modifiables à ce jour. <

L’histoire des sciences nous démontre que l’étude de cas extrêmes se 
révèle souvent très instructive. Il n’est donc pas surprenant de constater 
qu’il existe un fort intérêt pour l’étude de cellules sous leur forme la 
plus basique ou « minimale ». En effet, depuis la découverte de l’ADN 
comme véritable support chimique de l’information génétique [1], la 
fascination autour de la création d’une cellule possédant le plus petit 
ensemble de fonctions (et peut-être de gènes) nécessaires et suffisants 
pour maintenir une forme de vie cellulaire n’a cessé de croître. Deux 
courants ont émergé : l’approche « constructive » 
(ou bottom-up), visant à construire des systèmes 
biologiques non naturels en s’appuyant sur 
l’assemblage de briques élémentaires aux fonctions 
définies [2-4] (➜) et l’approche « réductive » (ou 
top-down), visant à simplifier les systèmes biolo-
giques naturels pour mieux les comprendre et en 
décrypter tous les mécanismes [5] (➜).
Bien qu’il soit possible d’obtenir de telles cellules 
par réduction artificielle du matériel génétique 
d’organismes modèles comme Saccharomyces 
cerevisiae (~12 Mpb [mégapaires de bases]), Escherichia coli (~4,6 
Mpb) ou Bacillus subtilis (~4,2 Mpb), une alternative consiste à utili-
ser des bactéries ayant perdu naturellement une grande partie de leur 
matériel génétique au cours de l’évolution. C’est le cas des mycoplasmes 
(bactéries appartenant à la classe des Mollicutes) considérés comme les 
meilleurs représentants de la cellule minimale naturelle et possédant 
des génomes compris entre 0,58 et 1,35 Mpb. Les travaux initiaux sur 
ces organismes en tant que modèle minimal ont débuté dans les années 
1960, avec un programme financé par la National aeronautics and space 
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Historique

La quête de la cellule minimale : 
contexte scien tifique
Depuis des siècles, la question « Qu’est-ce que la 
vie ? » est au centre de débats philosophiques et 
scientifiques pour plusieurs raisons : (1) définir 
l’essence de la vie, sa signification, sa nature, son 
origine ; (2) comprendre le fonctionnement d’une 
cellule vivante ; (3) démontrer l’existence de poten-
tielles formes de vie en dehors de notre planète ; 
et (4) démontrer la capacité de l’humanité à créer 
elle-même des entités vivantes, se rapprochant 
ou pas des cellules naturelles telles que nous les 
connaissons, pour mieux répondre à certains de nos 
besoins.

(➜) Voir la Nouvelle 
de N.Puff, m/s n° 2, 
février 2012, page 139, 
et le Dossier technique 
de V. Noireaux, m/s
n° 12, décembre 2015, 
page 1126

(➜) Voir la Chronique 
génomique de B. Jor-
dan, m/s n° 6-7, juin-
juilet 2016, page 651
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plus longs [13-16] et (2) « l’activation » des molécules 
nouvellement générées pour donner la vie. Les étapes 
initiales de l’assemblage des molécules reposaient sur des 
réactions réalisées in vitro suivies de leur clonage dans 
la bactérie Escherichia coli. Mais face à l’impossibilité 
de réassembler des fragments supérieurs à 250 kpb chez 
cette bactérie, une alternative a dû être trouvée. Pour 
produire le génome JCVI-syn1.0 (~1Mb), un puzzle de 1 078 
fragments de 1 080 bases a dû être résolu. L’assemblage de 
ces éléments s’est finalement fait en utilisant la capacité 
naturelle de la levure Saccharomyces cerevisiae à accepter 
et à assembler de nombreuses molécules d’ADN étrangères 
entre elles. « L’activation » des molécules d’ADN nouvelle-
ment générées dans la levure a, quant à elle, été réalisée 
par la technique de « transplantation de génomes ».

Modifications de génome complets clonés 
dans la levure S. cerevisiae

Les mycoplasmes sont des espèces bactériennes diffici-
lement manipulables sur le plan génétique. Les méthodes 
de transformation ne sont pas disponibles pour toutes les 
espèces et les outils génétiques sont peu développés [17]. 
Lorsque les premiers génomes naturels et synthétiques de 
mycoplasmes ont été clonés et propagés dans la levure, 
la palette d’outils génétiques de cette dernière est alors 
devenue disponible pour modifier les génomes bactériens. 
Cet hôte d’accueil temporaire est alors apparu comme une 
plateforme potentielle d’ingénierie génomique (Figure 1).

Le clonage de génomes naturels et synthétiques dans 
la levure
Plusieurs méthodes ont été décrites dans la littérature 
pour cloner dans la levure des molécules d’ADN de la taille 
d’un génome. Toutes requièrent (au préalable ou lors de 
l’entrée de l’ADN dans la levure) l’ajout de séquences qui 
sont nécessaires au maintien du génome bactérien chez 
cet hôte [18, 19] : un centromère, un marqueur de sélec-
tion et pour les génomes à fort taux en G+C (> 40 %), une ou 
des origine(s) de réplication de levure (également appelée 
ARS pour Autonomously Replicating Sequence).
À l’heure actuelle, 12 génomes de Mollicutes1, possé-
dant des tailles variables (0,58 à 1,8 Mpb), des taux 
en G+C compris entre 24 et 40 % et utilisant un code 
génétique standard ou alternatif, ont été clonés dans 
la levure (Tableau 1). Le clonage de ces génomes a 
été réalisé sans difficulté particulière, excepté pour le 
génome d’Acholeplasma laidlawii qui n’a pu être cloné 
qu’après suppression d’un gène codant une endonu-
cléase [20]. 

1 Classe à laquelle appartiennent les mycoplasmes.

administration (NASA) qui visait à rechercher les formes de vie extra-
terrestre. Les instigateurs (H. Morowitz et M. Tourtellotte) pensaient 
que si ces formes existaient, elles devaient être extrêmement simples et 
s’intéressèrent aux plus petits organismes vivants doués de réplication 
autonome sur notre planète [4]. Dans les années 1980, H. Morowitz 
proposa ensuite l’idée de définir en terme moléculaire la machinerie 
complète d’un mycoplasme en réalisant une carte physique et fonction-
nelle du génome [6]. Cette idée ne fut pas suivie immédiatement par 
la communauté internationale, mais quelques projets indépendants de 
séquençage à grande échelle débutèrent dans les années qui suivirent 
[7, 8]. Le laboratoire Harvard Genome Lab démarra le séquençage du 
génome de Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (~1Mpb), et R. 
Herrmann à l’université d’Heidelberg, celui de Mycoplasma pneumoniae
(816 kilopaires de bases [kpb]). Cependant, ces génomes ne furent pas 
les premiers publiés. En 1995, une équipe menée par Craig Venter pré-
sentait publiquement la séquence complète du génome de Mycoplasma 
genitalium (580 kpb, 482 gènes) [9], la plus petite bactérie capable de 
se multiplier en milieu acellulaire et, encore à ce jour, la cellule naturelle 
représentant le mieux le concept de « cellule minimale ». Mais M. geni-
talium est-elle véritablement une cellule « minimale » ? Est-ce qu’un 
organisme possédant un génome encore plus petit pourrait vivre et se 
multiplier dans les meilleures conditions de vie possible, c’est-à-dire en 
absence de stress et en présence de tous les nutriments nécessaires à sa 
croissance ? Une cellule minimale ne peut pas, en effet, être dissociée de 
l’environnement dans lequel elle se trouve et qui permet sa croissance 
et il est communément accepté que différentes versions de la « cellule 
minimale » puissent être construites en fonction de l’environnement (ou 
du milieu de croissance choisi) et du type de cellule étudié [10].

L’avènement de la génomique synthétique
Depuis ces premiers travaux, les méthodes de séquençage de génomes 
ont connu des progrès fulgurants. Désormais, avec l’émergence de 
techniques de synthèse d’ADN, nous assistons à l’avènement d’une 
nouvelle discipline : la « génomique synthé-
tique » [53] (➜) permettant, non plus seule-
ment de lire, mais d’écrire (de façon rationnelle), 
synthétiser et assembler des génomes entiers dans le but de produire 
des cellules viables aux propriétés biologiques entièrement maîtrisées. 
Un des premiers défis de la génomique synthétique a été de développer 
des méthodes de construction de génomes complets afin de produire 
un microorganisme contrôlé par un génome entièrement synthétique. 
Ce rêve est devenu réalité en 2010 avec la création de Mycoplasma 
mycoides subsp. capri JCVI-syn1.0 (Mmc JCVI-syn1.0), premier orga-
nisme dont le génome a été reconstruit en laboratoire [11]. Cela a été 
suivi, quelques années plus tard, par la création de Mmc JCVI-syn3.0, 
la première cellule bactérienne « quasi-minimale » contrôlée par 
un génome synthétique possédant le nombre quasiminimal de gènes 
nécessaire à la vie en condition contrôlée [12].
Ces deux accomplissements phares de la génomique synthétique marquent 
le point culminant de plus de vingt ans de recherche. D’un point de vue 
technique, deux difficultés ont dû être surmontées : (1) l’assemblage, 
par étapes itératives, de petits fragments d’ADN en fragments de plus en 

(➜) Voir la Synthèse 
de V. Baby et al., 
page 753 de ce numéro
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L’utilisation de la levure, comme un ate-
lier d’ingénierie de génomes bactériens 
s’est révélée extrêmement puissante et a 
eu un impact indéniable sur l’étude des 
mycoplasmes. Cependant, la nécessité 
d’utiliser cet hôte pour l’assemblage 
des génomes synthétiques a également 
imposé des contraintes qui auraient 
pu compromettre les projets visant à 
construire les cellules « synthétiques » 
Mmc JCVI-syn1.0 et Mmc JCVI-syn3.0. En 
effet, après assemblage dans la levure, les 
génomes bactériens ne sont ni transcrits, 
ni traduits par la machinerie eucaryote 
[30]. De nouvelles techniques ont donc 
dû être développées pour extraire, mani-
puler, et transférer des génomes entiers 
dans un environnement favorable à leur 
expression. Cette dernière étape fait écho 
à la technologie de « transplantation de 
génomes » (TG) qui se définie comme l’ins-
tallation d’un génome, naturel ou syn-
thétique, dans un cytoplasme receveur 
de telle façon que le génome donneur 
devienne le nouveau programme de la 
cellule (Figures 1 et 2). Véritable figure de 
proue de la génomique synthétique lors de 
son élaboration [31], la TG a forcé à elle 

seule le choix surprenant et inattendu de Mycoplasma 
mycoides subsp. capri (Mmc) comme organisme modèle 
pour la construction de Mmc JCVI-syn1.0. En effet, le 
génome ultra-minimaliste de M. genitalium (0,58 Mpb), 
initialement anticipé comme support génétique, n’a 
jamais pu être transplanté dans une cellule receveuse 
après avoir été pourtant entièrement synthétisé et 
assemblé dans la levure [32, 33]. Malgré une taille bien 
supérieure, le génome entier de Mmc (1,08 Mpb) fût lui 
transplanté avec succès. En constituant l’unique porte 
de sortie pour l’étude des génomes bactériens clonés 
dans la levure, la TG représente de ce fait le goulot 
d’étranglement des techniques modernes de génomique 
synthétique (Figure 1).

La transplantation de génomes bactériens entiers

Le principe de la transplantation de génomes (TG) consiste 
à immobiliser des génomes bactériens entiers en gel 
d’agarose afin d’en préserver l’intégrité physique puis de 
les introduire dans une bactérie receveuse grâce à l’ajout 
d’un agent fusogène, le polyéthylène glycol (PEG). Le 
génome donneur devient dès lors le nouveau programme 
de la cellule qui, en se reproduisant, donne naissance à de 

En dehors des Mollicutes, les génomes naturels de la cyanobacté-
rie Prochlorococcus marinus (1,6  Mb et 31 % G+C) [24] et de la pro-
téobactérie Haemophilus influenzae (1,8 Mb et 38 % G+C) [54] ont 
été clonés avec succès dans S. cerevisiae, ainsi que les versions syn-
thétiques et réduites des génomes des protéobactéries Caulobacter 
crescentus (0,79 Mb et 57 % G+C) et E. coli (1,03 Mb et 51 % G+C) [21, 
52] (Tableau I). Néanmoins, pour ces deux derniers génomes, il a été 
nécessaire d’introduire une dizaine de séquences ARS pour qu’ils soient 
maintenus de façon stable dans la levure. 
La tentative de clonage du génome naturel de Synechococcus elon-
gatus (2,7 Mb et 55 % G+C) a, en revanche, échoué, tout comme celui 
des génomes à fort pourcentage GC de quelques autres bactéries [23]. 
Outre les génomes bactériens, de nombreux génomes viraux ainsi que 
des fragments de chromosomes eucaryotes ont été introduits dans la 
levure [25, 26].

La modification génétique de génomes bactériens
Les méthodes de génie génétique classiquement utilisées chez la levure 
ont été revisitées avant d’être appliquées aux génomes bactériens 
maintenus de façon stable chez cet hôte. Ceci a notamment permis le 
développement de nouveaux outils génétiques tels que le système TREC 
(tandem repeat with endonuclease cleavage) [27], le TREC-IN [28]
ou plus récemment, une méthode fondée sur l’utilisation du système 
CRISPR/Cas9 [29].

A

Génomes
bactériens

Cellule
receveuse

Transplants

TRANSPLANTATION
DE GÉNOMES

CLONAGE

INGÉNIERIE
GÉNOMIQUE

Figure 1. Les techniques de génomique synthétique (GS) utilisent la levure comme hôte intermé-
diaire pour l’ingénierie génomique précise des génomes bactériens. Le clonage de ces génomes dans 
la levure ainsi que les techniques d’ingénierie sont universellement applicables à l’ensemble des 
génomes bactériens. La transplantation de génomes entiers, qui est le sujet de cette revue, repré-
sente le goulot d’étranglement pour l’application de l’ensemble des techniques de GS à de nom-
breuses bactéries non modifiables par les techniques de modification génétique conventionnelles.
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Organismes
Génome 
(Mbp)

% 
G+C

Code 
génétique

Clonage 
levure

Trans-
plantation

Références

MOLLICUTES

Mycoplasma genitalium 0,58 32 Non standard ✓ X X [32]

Mycoplasma pneumoniae 0,81 40 Non standard ✓ X X
[19] Lartigue et al., commu-
nication personnelle

Mycoplasma mycoides subsp. capri 1,1 24 Non standard ✓ ✓ ✓ [18]

Mycoplasma capricolum subsp. capricolum 1,1 25 Non standard ✓ ✓ ✓ [36]

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides 1,2 24 Non standard ✓ ✓ X [36]

Mycoplasma leachii 1 24 Non standard ✓ ✓ ✓ [36]

Mycoplasma putrefasciens 0,8 27 Non standard ✓ ✓ ✓ [36]

Mesoplasma florum 0,79 27 Non standard ✓ ✓ ✓ [30]

Mycoplasma feriruminatoris 1,2 24 Non standard ✓ ✓ ✓ 
Lartigue et al., communica-
tion personnelle

Spiroplasma citri 1,8 26 Non standard ✓ X X [36]

Mycoplasma hominis 0,66 27 Non standard ✓ X X [22]

Acholeplasma laidlawii 1,5 32 Universel ✓ X X [20]

PROTÉOBACTÉRIES

Haemophilus influenzae 1,8 38 Universel ✓ nt nt [54]

Caulobacter crescentus (C. ethensis-2.0) 0,79 57 Universel ✓ nt nt [52]

Escherichia coli (génome réduit) 1,03 51 Universel ✓ X X [21]

CYANOBACTÉRIES

Prochlorococcus marinus 1,6 31 Universel ✓ nt nt [24]

Synechococcus elongatus 2,7 55 Universel X nt nt [23]

Tableau I. Caractéristiques des génomes bactériens clonés dans la levure Saccharomyces cerevisiae et bilan des tentatives (succès ✓ et échecs X) 
de transplantation de ces derniers dans une cellule receveuse. nt : non tenté.

nouvelles cellules appelées « transplants » présentant un génotype et un 
phénotype identiques à celui du génome donneur (Figure 2).
Les échecs répétés enregistrés lors des tentatives de TG de M. genitalium 
ont longtemps laissé planer l’incertitude sur la faisabilité d’une telle 
procédure. En choisissant cette bactérie comme cellule modèle, les 
chercheurs y avaient vu l’avantage d’un organisme doté d’un génome de 
très petite taille, plus facile à synthétiser mais n’avaient pas réalisé les 
difficultés à manipuler cette bactérie en laboratoire. En effet, du fait 
de leurs génomes réduits, les mycoplasmes, dans leur grande majorité, 
se caractérisent par une croissance lente et fastidieuse nécessitant 
un milieu riche [34]. M. genitalium en est l’un des exemples les plus 
flagrants avec un temps de génération supérieur à 8 heures. En se 
réorientant vers des espèces comme Mmc et Mycoplasma capricolum 
subsp. capricolum (Mcap), possédant certes des génomes plus grands, 
mais ayant un temps de duplication plus court (de l’ordre de 90 min), 
les chances de réussite se sont grandement améliorées [35]. Les essais 
de transformations de Mcap et Mmc avec des petites molécules d’ADN 
ont mis en évidence la capacité, quasi unique au sein des mycoplasmes, 
de Mcap à pouvoir accueillir et répliquer des plasmides portant les 
origines de réplication chromosomique (oriC) de différents Mollicutes 
(dont certains phylogénétiquement éloignés) [36]. L’utilisation de Mcap 

comme cellule receveuse pour la TG s’est dès lors imposée 
d’elle-même.
Les premiers essais visant à transplanter le génome d’une 
espèce proche d’un point de vue phylogénétique (Mmc) 
dans Mcap ont tout d’abord été réalisés avec des génomes 
directement isolés à partir d’une culture bactérienne 
pure. Cette transplantation, appelée transplantation 
« bactérie-bactérie » a permis de donner naissance aux 
premiers transplants viables [31]. Dans un deuxième 
temps, le processus a été adapté à la transplantation 
de génomes bactériens préalablement clonés dans la 
levure [18]. Cette transplantation « levure-bactérie » 
nécessite la dégradation de la paroi de la levure par 
traitement enzymatique (par la zymolyase qui hydrolyse 
les glucanes de la paroi fongique) permettant de libérer 
le génome bactérien avant sa transplantation dans 
la cellule receveuse en suivant un protocole similaire 
à la transplantation « bactérie-bactérie » [36]. À ce 
jour, le mécanisme d’entrée du génome donneur dans 
la cellule receveuse n’est pas clairement compris. Les 
mycoplasmes ne possédant pas de paroi cellulaire, leur 
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cellule receveuse à « prendre en charge » le génome 
entrant, au minimum lors du premier cycle cellulaire, 
apparaît donc comme la condition sine qua non pour 
que ce dernier devienne le nouveau programme de la 
cellule (étape d’initialisation). La cellule receveuse doit 
être capable de transcrire et traduire les gènes présents 
dans le génome entrant, jusqu’à que ce dernier soit en 
mesure de le faire et d’assurer la réplication de son 
génome et la reproduction de la cellule. Les machines 
moléculaires de la cellule receveuse et le génome don-
neur doivent donc être compatibles (Figure 3). Dans 
les travaux princeps, l’utilisation de deux espèces bac-
tériennes phylogénétiquement proches (Mmc et Mcap)
n’a pas été le choix du hasard et a certainement été 
un facteur clé dans la mise en place du processus. Une 
étude récente, cherchant à évaluer le degré de compati-
bilité nécessaire entre la cellule donneuse et le génome 
donneur a confirmé qu’il existait une corrélation inverse 
entre la distance phylogénétique et l’efficacité de 
transplantation [36]. En effet, plus le génome donneur 
est proche d’un point de vue phylogénétique de celui de 
la cellule receveuse, plus l’efficacité de transplantation 
est élevée. Cette corrélation a été retrouvée qu’il s’agisse 
de transplantations réalisées à partir de génomes isolés 
de Mollicutes ou bien de génomes clonés dans la levure. 
Une limite de compatibilité semble avoir été atteinte 
pour la cellule receveuse Mcap et se situerait entre les 

membrane plasmique est directement en contact avec l’extérieur [37]. 
La présence de PEG, emprunté aux techniques de transformation de 
cellules eucaryotes, favorise la fusion des membranes cellulaires. Il est 
de ce fait probable que l’entrée du génome se fasse soit par invagination 
de la membrane plasmique, soit par la formation d’un syncytium 
cellulaire qui pourrait emprisonner l’ADN génomique lors de sa formation 
(Figure 2).
Bien qu’établie avec succès dès 2007, la TG reste, à plus d’un titre, un 
mystère. Comment le génome entre-t-il dans la cellule receveuse ? Le 
génome de la cellule receveuse joue-t-il un rôle dans l’entrée du génome 
bactérien dans la cellule et, si oui, lequel ? Quel est l’impact de l’absence 
de paroi cellulaire dans un tel processus ? Plus généralement, quels sont 
les facteurs qui gouvernent la compatibilité entre le génome entrant et 
la cellule receveuse ? La réponse à ces questions pourrait certainement 
permettre d’étendre cette technique à d’autres espèces bactériennes. 
En effet, en levant le verrou que représente la TG, plusieurs techniques 
de génomique synthétique seraient applicables à des bactéries pour les-
quelles n’existent pas à ce jour d’outils génétiques efficaces (Chlamydia, 
Brucella, etc.). En attendant de comprendre ce processus, des facteurs 
pouvant favoriser ou au contraire gêner la TG ont été identifiés.

Les facteurs influençant la TG

La distance phylogénétique donneur/receveur
Lors de son entrée dans la cellule receveuse, le génome donneur est 
« nu », c’est-à-dire sans aucune protéine et/ou facteur nécessaire à 
sa propre expression. La capacité de la machinerie moléculaire de la 

A

Division cellulaire

Transplantation
de génomes

Cellule « mère »

Chassis : A
Génome : A

Chassis : A
Génome : A+A

Cellule en division

Chassis : A+A
Génome : A+A Cellules « filles »

Chassis : A
Génome : A

Cellule « receveuse »

Chassis : A
Génome : A

Génome : B

Chassis : A
Génome : A+B

Syncytium cellulaire

Chassis : A+B
Génome : A+B Cellule « receveuse »

Chassis : A
Génome : A

Cellule « transplantée »
Chassis : B
Génome : B

Figure 2. Similitudes et différences entre la division cellulaire et la transplantation de génomes chez les bactéries. Dans les expériences de trans-
plantation de génomes, un marqueur de résistance à un antibiotique est préalablement introduit dans le génome donneur B (en bleu) afin de 
pouvoir sélectionner les « cellules transplantées » en fin d’expérience. En effet, les cellules hébergeant le génome donneur pourront se multiplier 
dans un milieu contenant l’antibiotique, alors que les autres seront inhibées ou éliminées.
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Les facteurs spécifiques d’espèces

Les nucléases
Les nucléases sont des enzymes capables d’hydrolyser 
les liaisons phosphodiester entre deux nucléotides 
adjacents. Certaines bactéries, dont les mycoplasmes, 
expriment des nucléases de surface liées à la membrane 
ou excrétées dans le milieu extérieur [38, 39]. Ces 
enzymes peuvent potentiellement cliver le génome 
donneur avant même son entrée dans la cellule et 
doivent donc être neutralisées avant de mettre l’ADN au 
contact des cellules receveuses (Figure 4A).
Il a été démontré, dans le cadre du clonage du 
génome d’Acholeplasma laidlawii dans la levure, que 
l’activité de telles nucléases peut aussi avoir des effets 
particulièrement délétères à d’autres étapes que celle 
de la TG [20].

Les facteurs du soi et du non-soi
Après son entrée, le génome entrant doit également 
être « toléré » par la cellule receveuse. Au cours de leur 
évolution, les bactéries ont développé un ensemble de 
systèmes leur permettant de faire la distinction entre leur 
propre ADN (soi) et de l’ADN étranger (non-soi) et ainsi 
prévenir l’invasion d’agents opportunistes. Les systèmes 
les mieux caractérisés sont les systèmes de restriction-
modification (R-M) [18, 40] et le système de défense 
adaptatif CRISPR/Cas9 [41, 42], bien que d’autres 
systèmes aient été décrits récemment [43, 44]. Dans le 
cadre de la TG, le génome « entrant » peut être considéré 
comme un ADN étranger par la cellule receveuse. Un 
système de R-M a été identifié chez Mcap, il s’agit d’un 
système de type II2 composé de deux gènes codant des 
méthyltransférases et d’un gène codant une enzyme 
de restriction. Les méthyltransférases sont capables 
de méthyler l’ADN au niveau des séquences CCATC et 
l’enzyme de restriction peut cliver l’ADN lorsque ces sites 
ne sont pas méthylés. L’implication de ce système a été 
démontrée lors des premiers essais de transplantation 
du génome de Mmc cloné dans la levure, cette dernière 
ne méthylant que peu ou pas son ADN (Figure 4B). La 
méthylation in vitro du génome de Mmc avec des extraits 
cellulaires de mycoplasmes Mcap, ou l’utilisation d’un 
mutant de Mcap n’exprimant plus l’enzyme de restriction, 
a permis de contourner ce problème [18].

2 Système de R-M de type II : la méthyltransférase et l’enzyme de restriction sont 
produites sous la forme de protéines distinctes n’agissant pas en complexe. Cha-
cune des deux protéines rivalise pour l’accès à un site de reconnaissance commun 
et unique afin de pouvoir exercer sa fonction. La méthyltransférase (monomère) 
agit en méthylant ce site un brin à la fois. L’enzyme de restriction (homodimère), 
clive l’ADN à une position définie proche de la séquence de reconnaissance ou bien 
à l’intérieur de celle-ci.

espèces Mesoplasma florum [30] et Spiroplasma citri pour laquelle 
aucun transplant n’a pu être obtenu [36]. Ces résultats indiquent que 
l’initialisation du génome donneur se fait correctement lorsque le core-
proteome (protéome conservé) du donneur et de la cellule receveuse 
possèdent un pourcentage de similarité supérieur à 90 % [36]. Il est fort 
probable que la conservation et la similitude des protéines impliquées 
dans la transcription et la traduction soient un facteur décisif.
La réplication et la ségrégation de l’ADN sont également des processus 
vitaux dans la cellule. Ils assurent que chaque cellule fille, issue de la 
division cellulaire, hérite d’une copie identique du matériel génétique de 
la cellule mère. Cependant, ils ne semblent pas pouvoir expliquer, à eux 
seuls, l’échec de la transplantation entre espèces éloignées. Pour le couple 
Mcap/S. citri par exemple, il a été montré que Mcap pouvait répliquer 
et propager de façon stable un plasmide portant l’origine de réplication 
chromosomique (oriC) de S. citri, confirmant que les complexes protéiques 
d’initiation de la réplication Mcap sont recrutés au niveau de l’oriC de S. 
citri et que l’amorçage de la réplication se fait correctement. En revanche, 
tous les essais de TG de S. citri dans Mcap sont restés vains.
Lors de cette étude, un cas particulier est apparu et vient complexifier 
cette théorie. Pourtant bien plus proche phylogénétiquement de la 
cellule receveuse Mcap que M. florum, la TG de Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides (Mmm) s’est avérée moins efficace dans le cadre d’une 
transplantation bactérie-bactérie et impossible pour une transplantation 
levure-bactérie [36]. Ce résultat suggère que de nombreux facteurs, 
potentiellement intrinsèques à certaines espèces, peuvent interférer avec 
le processus de TG. L’ensemble de ces facteurs, détaillés ci-dessous, sont 
résumés dans la Figure 4.

Génome entrant

Transplants

Cellule receveuse

Figure 3. Schéma illustrant la notion de « compatibilité » entre un génome 
donneur et une cellule receveuse. Après l’entrée d’un génome « donneur » 
dans une cellule receveuse, la machinerie moléculaire de la cellule receveuse 
doit être capable de transcrire et traduire les gènes présents sur le génome 
« donneur » et éventuellement de le répliquer. © Chris Madden.

Lartigue_Synthese.indd   766 24/09/2019   11:30:42



m/s n° 10, vol. 35, octobre 2019  767

SY
NT

HÈ
SE

RE
VU

ES

développement du protocole de TG. Cependant, chez des 
bactéries possédant des systèmes de recombinaison 
actifs, ce phénomène pourrait jouer un rôle important.

Cytosquelette
Contrairement aux mycoplasmes du groupe phylo-
génétique Mycoides auquel appartiennent Mcap et 
Mmc, M. genitalium et M. pneumoniae présentent une 
structure polaire multifonctionnelle (ou tip), essen-
tielle à la colonisation de l’hôte, à la motilité et à la 
division cellulaire [47]. Cette dernière est associée à 
un cytosquelette interne dense (Figure 4D), indispen-
sable à son assemblage et à sa fonction. Les échecs 
récurrents de TG observés chez ces espèces pourraient 
être liés à la présence de ces édifices moléculaires 
qui constitueraient une sorte de barrière « physique » 
et s’opposeraient à l’entrée de grandes molécules 
d’ADN.
Les échecs rencontrés lors des expériences de TG entre 
Mcap et S. citri, pourraient également être en lien avec 
le cytosquelette, mais de façon différente. S. citri
possède naturellement une forme spiralée due à la 
présence d’un cytosquelette interne unique chez les 
mycoplasmes, et éventuellement difficile à reformer 
dans la cellule receveuse Mcap.

Les éléments mobiles
Certaines pistes de recherche désignent les séquences 
d’insertions (IS) présentes en très grand nombre dans le 

Le système toxine-antitoxine
Certaines bactéries produisent des systèmes toxine-antitoxine (TA) 
[45]. Ces systèmes sont des modules génétiques composés d’une 
toxine (ARNm ou protéine) et d’une antitoxine protéique antagoniste 
inhibant la fonction toxique. Cette dernière est généralement moins 
stable que la toxine et se dégrade rapidement sous l’effet de 
différents stress cellulaires [45]. Il semble que certains génomes de 
mycoplasmes possèdent au moins un système de ce type (F Labroussaa, 
communication personnelle). Dans le cas où le génome entrant et celui 
de la cellule receveuse ne possèdent pas le même système toxine-
antitoxine, il est possible qu’une toxine produite par le génome de la 
cellule receveuse persiste plus longtemps que sa partenaire dans le 
cytoplasme et provoque la mort cellulaire des transplants.

La recombinaison homologue
Lors de l’entrée du génome donneur dans la cellule receveuse, les deux 
génomes (à minima) (voir la formation de syncitium, Figure 2) peuvent 
potentiellement interagir et des évènements de recombinaison 
homologues ou illégitimes sont dès lors possibles (Figure 4C). De tels 
évènements pourraient aboutir à des cellules abritant des génomes 
mosaïques ou hybrides et non à des cellules dont le génome endogène 
a été entièrement remplacé par le génome exogène. Des génomes 
mosaïques ont été observés chez Mycoplasma agalactiae à la suite 
d‘événements de conjugaison d’éléments intégratifs et conjugatifs 
[46], démontrant la réelle possibilité que ces événements puissent se 
produire lors d’expériences de TG. Néanmoins, ce phénomène n’a, à ce 
jour, jamais été mis en évidence lors de ces expériences.
L’absence de système de recombinaison homologue efficace chez 
les mycoplasmes a certainement été un autre facteur facilitant le 

Figure 4. Obstacles potentiels à la 
transplantation du génome chez 
les bactéries. A. Des nucléases non 
spécifiques (sécrétées dans l’en-
vironnement ou liées à la mem-
brane) peuvent hydrolyser l’ADN 
avant son entrée dans la cellule 
et doivent donc être inactivées. 
B. Les systèmes de restriction-
modification (R-M), mécanisme 
de défense contre l’invasion 
d’ADN étranger, hydrolysent l’ADN 
entrant incorrectement méthylé. 
C. La machinerie de réparation/
recombinaison de l’ADN de la cel-
lule receveuse peut induire des 
événements de recombinaison 

homologues ou illégitimes entre génome donneur et génome de la cellule receveuse, pouvant aboutir à des cellules abritant des génomes mosaïques 
ou hybrides. D. Certaines bactéries possèdent sous la membrane plasmique un réseau structuré de filaments formant le cytosquelette pouvant « phy-
siquement » empêcher l’entrée du génome donneur. E. Les systèmes toxine/antitoxine, les systèmes de reconnaissance d’ADN étranger (CRISPR, etc.) 
ou encore les séquences d’insertion (IS) pourraient également limiter la compatibilité entre le génome donneur et celui de la cellule receveuse.

Génome donneur

A. Nucléases
B. Système 

de R-M
C. Machinerie de
recombinaison D. Cytosquelette

E. Autres ?

Nucléase associée à la membrane
Enzyme de restriction
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logie (reprogrammation métabolique de bactéries) et/ou 
de la vaccinologie. En effet, l’un des principaux problèmes 
rencontrés pour l’étude de nombreux agents pathogènes, 
est l’inefficacité, voire le manque total pour certains 
patho-systèmes, d’outils moléculaires nécessaires à 
l’étude fonctionnelle de leurs gènes. Ceci rend extrême-
ment complexe la compréhension des mécanismes impli-
qués dans la pathogénicité de ces microorganismes et, de 
ce fait, la mise en place de méthodes prophylactiques et/
ou l’établissement de traitements durables et efficaces. 
Un des objectifs principaux de la génomique synthétique 
sera certainement d’adapter les technologies existantes 
à de nouvelles espèces bactériennes, génétiquement non 
modifiables à l’heure actuelle, afin de mettre en place des 
« plateformes d’ingénierie génomique » qui puissent être 
utilisées ultérieurement pour la recherche fondamentale 
et appliquée.
En ce qui concerne les Mollicutes, les récentes publi-
cations portant sur la compréhension des mécanismes 
impliqués dans la pathogénicité des mycoplasmes [49-
51] démontrent déjà l’apport indéniable des techniques 
de génomique synthétique. Néanmoins, elles sont encore 
restreintes à un trop petit nombre d’espèces bacté-
riennes et de laboratoires, principalement à cause de la 
TG. À notre connaissance, les techniques de génomique 
synthétique appliquées aux mycoplasmes sont, à l’heure 
actuelle, maîtrisées par quatre laboratoires à travers 
le monde (JCVI à Rockville, États-Unis ; l’INRA à Bor-
deaux ; l’université de Sherbrooke à Québec, Canada ; 
et l’Institut de bactériologie vétérinaire – IVB - à Berne, 
Suisse). Les techniques de synthèse et de réassemblage 
de génomes entiers dans la levure commencent, quant 
à elles, à être appliquées à d’autres espèces bacté-
riennes ; la création du premier génome entièrement 
synthétique de Caulobacter ethensis-2.0 est le dernier 
exemple en date [52]. En revanche, aucune méthode 
de TG n’a pour l’instant abouti en dehors des Mollicutes.
La recherche de nouvelles cellules receveuses, phylo-
génétiquement proches du génome donneur d’intérêt, 
permettrait certainement de s’affranchir de l’incompa-
tibilité des machineries cellulaires donneur/receveur au 
cours de la TG. Cependant, cette approche nécessite de 
mettre au point de nouveaux protocoles de transplanta-
tion pour chaque espèce considérée, et cela peut se révé-
ler extrêmement fastidieux. Concernant les Mollicutes, la 
production d’une cellule receveuse « optimisée », fondée 
sur le génome de Mcap génétiquement modifiée, est 
une autre une piste de recherche intéressante. En effet, 
l’introduction dans le génome de la cellule receveuse de 
gènes impliqués dans les principales fonctions cellulaires 
du génome donneur (transcription, traduction, réplica-
tion) ou dans la régulation de certaines barrières à la 

génome de Mmm (environ 13 % du génome) comme barrières possibles 
à la TG. L’absence de régulation des éléments des IS chez Mcap (dont 
le génome est naturellement dépourvu de ces séquences), pourrait 
provoquer des évènements de transpositions incontrôlés et l’insertion 
anarchique de ces séquences au niveau de gènes essentiels. L’étude 
de la régulation de ces IS chez les mycoplasmes est actuellement 
en cours. La mise au point d’un processus de transplantation intra-
espèce, utilisant Mmm comme cellule receveuse, pourrait limiter 
l’impact de ce phénomène, mais sa mise en place s’avère fastidieuse.

La transplantation de génomes, plus qu’une technique

La TG peut être vue comme un nouveau mode de transfert d’ADN 
chez les bactéries. Cependant, contrairement à des mécanismes bien 
connus comme la transformation bactérienne, la conjugaison et la 
transduction, la TG reste pour l’instant limitée au laboratoire. De plus, 
mettant en jeu de l’ADN « déprotéinisé », il est peu probable que ce 
phénomène ait lieu en condition naturelle.
D’un point de vue plus conceptuel, la TG paraît être bien plus qu’une 
simple technique de laboratoire. Elle rejoint les préceptes issus des 
expériences de Griffith [1] et d’Avery, McLeod et McCarty [48], en 
démontrant que l’ADN est le véritable support de l’information génétique. 
En effet, en changeant complétement le programme génétique d’une 
cellule, sa « fiche d’identité » ou son phénotype (Mcap vs Mmc) change 
également radicalement. En revanche, la TG ne représente pas la créa-
tion de la vie stricto senso, comme il a souvent été évoqué. À l’instar de 
la division cellulaire, elle garantit la continuité de la vie par le biais de la 
propagation d’une série de fonctions de base et communes à toutes les 
cellules et conservées quelle que soit leur « fiche d’identité », assurant 
ainsi l’ensemble des activités nécessaires à la réplication du génome et 
à la reproduction de la cellule (Figure 2). Néanmoins, et contrairement 
à la division cellulaire qui donne naissance à deux cellules filles géno-
typiquement et phénotypiquement identiques, la TG donne naissance 
à une cellule fille dont le génome peut être différent de celui d’autres 
espèces bactériennes naturelles (Figure 2). Par conséquent, elle permet 
la construction de nouvelles formes de vie qui ne sont pas directement le 
fruit de l’évolution, rejoignant ainsi parfaitement la définition commu-
nément admise de la génomique synthétique.

Intérêt de la TG et perspectives

Le domaine de la génomique synthétique a pris de l’ampleur ces dernières 
années, à la fois au travers d’aboutissements importants, comme la 
création des premières cellules contrôlées par des génomes synthétiques, 
mais aussi en stimulant le développement d’outils et de méthodologies 
innovantes (synthèse de génomes complets, clonage, manipulation 
et transplantation de génomes entiers). En combinant ces nouvelles 
approches de génomique synthétique à des approches bio-informatiques, 
l’exploration des fonctions essentielles à la vie d’une cellule minimale 
change désormais d’échelle. En dehors des réponses aux questions sur le 
fonctionnement du vivant, ces technologies peuvent également offrir de 
nombreuses applications, notamment dans les domaines de la biotechno-
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transplantation précédemment identifiées (RM, IS, etc.), pourrait per-
mettre d’améliorer le degré de compatibilité et l’installation de génomes 
de mycoplasmes non « transplantables » à ce jour. ‡

SUMMARY
Whole genome transplantation: bringing natural or synthetic bacte-
rial genomes back to life
The development of synthetic genomics (SG) allowed the emergence of 
several groundbreaking techniques including the synthesis, assembly 
and engineering of whole bacterial genomes. The successful implanta-
tion of those methods, which culminated in the creation of JCVI-syn3.0 
the first nearly minimal bacterium with a synthetic genome, mainly 
results from the use of the yeast Saccharomyces cerevisiae as a tran-
sient host for bacterial genome replication and modification. Another 
method played a key role in the resounding success of this project: 
bacterial genome transplantation (GT). GT consists in the transfer of 
bacterial genomes cloned in yeast, back into a cellular environment 
suitable for the expression of their genetic content. While successful 
using many mycoplasma species, a complete understanding of the 
factors governing GT will most certainly help unleash the power of the 
entire SG pipeline to other genetically intractable bacteria. ‡
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