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« Dans chaque art, la division du travail, aussi loin qu'elle peut y étre

INTRODUCTION : e art, la divisio I, aussi loin qu' y €
portee, donne lieu a un accroissement proportionnel dans la puissance

En économie comme en biologie, la division du travail est une stratégie prometteuse pour productive du travail. »
dépasser les limites d’un systéme et augmenter sa productivité. Dans le cas de la biologie de Adam Smith, Recherches sur la nature et les causes de la richesse des

synthese, qui vise a modifier génétiguement des organismes pour y implémenter des voies
métaboliques d’intérét, la cellule est limitée par le fardeau métabolique, c’est-a-dire la réduction

de croissance du fait du colt additionnel engendré.

Voie métabolique
d'intéret
Afin d’alléger le fardeau métabolique porté par chaque souche, les genes constituant la voie ﬁ*—?( m ) a )
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métabolique d’intérét peuvent étre répartis sur plusieurs souches mises en cocultures : on parle il sotlnad gk O
alors de consortium?. Cette répartition des taches qui profite a la communauté est d’ailleurs un pour deux acides ‘L ‘*
, R , , . . . . -* aminés N
phénomene naturel frequent, notamment chez |a bactérie modele des Gram+ Bacillus subtilis, y e .

qui peut se différencier en sous-populations synergiques?.
Ce projet a pour objectifs :

O La construction par ingénierie génétique de consortia stables de Bacillus subtilis par
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alimentation croisée (interdépendance pour la synthese de certains acides aminés) ;

® L'optimisation du consortium par évolution dirigée ;
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© Lingénierie d’'une plateforme modulaire de clonage pour insérer facilement toute voie Figure 1 — Représentation schématique d’un consortium. Les deux souches de Bacillus
subtilis sont co-dépendantes pour la synthese des acides aminés. Chaque souche

exprime une partie de la voie métabolique d’intérét.

métabolique d’intérét (Figure 1).

© Construction et stabilisation de consortia de Bacillus subtilis par alimentation croisée
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La construction des consortia Live cell array (LCA) : méthode de suivi physiologique des cellules en microplaque Résultats expérimentaux Stabilisation des
commence par la délétion Lancement des souches Mise en consortia  Dilution des consortia consortia
d’un géne impliqué dans I3 (production de biomasse et d'acides aminés) pour les laisser évoluer 2.5

production d’'un acide aminé
pour chaque souche. Ce gene
est choisi en aval de chaque
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Une fois les souches éditées,
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Construction de consortia fluorescents : deux populations discernables en LCA et cytométrie - Modélisation / Simulation
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d’équilibre. Cette stabilisation
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opérons grace aux methodes
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Figure 2 - Vue d’ensemble des principales méthodes employées pour stabiliser les consortia, apres délétion d’'un gene nécessaire pour la synthese d’un acide aminé dans
chaque souche. Les acides aminés ont été choisis a I'issue d’un crible pour identifier les complémentations assurant la meilleure croissance des souches en consortium. Le

décrites en Figure 2. LCA (Live Cell Array)3 permet de mesurer la densité optique (représentant la biomasse) et le niveau de fluorescence, ce qui permet de déterminer les proportions des deux
souches au cours du temps. Une modélisation des croissances attendues et des points d’équilibre possibles en fonction des ratios initiaux des souches, leur taux de
croissance respectif p et la capacité du milieu K, permet d’interpréter et d’analyser les résultats. Phleo®, Kan® : marqueurs de résistances a la phléomycine et la kanamycine.

® Optimisation des consortia par évolution dirigée

Comme pour tout organisme obtenu par ingénierie du génome, de nombreux
remaniements dans le génome peuvent optimiser la fitness (capacité de survie et
reproduction) des souches composant les consortia. Cette évolution se produit
par diversification de la population du fait de mutations aléatoires, dont les
meilleures seront sélectionnées, selon la théorie de Darwin.

'évolution dirigée est une technique & 8
qui vise a accélérer ce processus pour
identifier les mutations facilitantes
(Figure 3).

Nous le ferons ici en utilisant un
systeme hypermutateur construit par
Irene Tanneur (Micalis, Jouy-en-Josas),
qui augmente significativement le taux
de mutation par génération en Amplificatio™
s’attaquant aux systemes de
réparation de '’ADN.
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Figure 3 — Principe de |'évolution dirigée
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© Implémentation d’une voie métabolique d’intérét

Une fois stables et optimisés, les consortia

R . o ] , ] Modification A ® Marqueur d'origine

sont préts a accueillir une voie métabolique 3 apporter (résistance & un antibiotique)

. /A ® Marqueur transitoire
d’intérét. Pour notre preuve de concept, + inhibition du marqueur dorigine
nous choisirons la voie de la dégradation de O Marqueur d'origine inhibé
la lignocellulose, ressource abondante sur  Modification B

. t

Terre mais peu exploitée a ce jour. Pour PPl
faciliter la réutilisation de nos consortia Ef\‘ Eviction du
quelle que soit l|la voie métabolique 2" marqueur
considérée, nous utilisons un systeme de Retour au '

ohénotype initial ‘ Prét pour un nouveau cycle
4" P e modification !

pop-in pop-out  qui permet  des
modifications du génome itératifs en
réutilisant toujours les mémes deux

marqueurs de sélection (Figure 4)%.

Figure 4 — Principe et intérét du pop-in pop-out
applicable a la plateforme modulaire de clonage.
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