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’I Introduction

Alors méme que nos paysans,
éleveurs et cultivateurs, repré-
sentent une faible fraction des
actifs du pays, la classique
question de lefficacité de
notre agronomie est en passe
de devenir centrale dans notre
société. Les causes de cette
évolution sont a trouver dans
le défi démographique du xxie
siecle et 'augmentation ten-
dancielle de la part protéique
dans les régimes alimentaires,
ainsi que dans l'impératif de
léguer aux générations futures
un monde viable. Comment
a la fois réduire la faim et la
pauvreté, améliorer la qualité

« Toute contrainte m'est gréce. »

(Leonard de Vinci)

de vie dans le monde rural,
favoriser un développement
équitable, et durable aux plans
économique, social et environ-
nemental ? Il apparait ainsi
que lagriculture et 'élevage
doivent impérativement étre
insérés dans une probléma-
tique plus large qui inclut la
circularité de notre économie.
La bio-économie est au coeur
de cette circularité car elle
est fondée sur un substrat
renouvelable, la biomasse, et
englobe l'ensemble des activi-
tés liées a sa production, a son
usage et a sa transformation.
Une large part des productions
de la bioéconomie peut étre
recyclée, et de la découle logi-
quement sa position privilégiée
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dans cette circularité. La
finalité de ces activités bioé-
conomiques est de répondre
de facon durable aux besoins
alimentaires et a une partie
des besoins en matériaux et en
énergie de la société. Les défis
a relever incluent la sécurité
alimentaire, le glissement cli-
matique, la transition éner-
gétique, et la diminution de
Uimpact environnemental des
activités humaines. Certains
de ces défis ne pourront étre
relevés en temps utile sans
innovations, elles-mémes
appuyées sur des approches
scientifiques et techniques
nouvelles. En particulier, le
domaine récent de la biologie
de synthése offre des concepts
et outils qui sous-tendent une
part croissante de la bioéco-
nomie.

Ici, nous allons analyser les
développements de la biolo-
gie de synthese et les attentes
qu’ils induisent pour accélérer
les adaptations agronomiques
lato sensu.

Définitions de la
biologie de synthése

Commencons par définir ce
que la communauté scienti-
fique concernée entend par
biologie de synthese. Ce
domaine fondé en 2004 au
Massachussets Institute of
Technology (MIT]) est rapi-
dement devenu lui-méme
un objet complexe d'étude.
Opérationnellement, cette
complexité implique que L'ob-
jet « biologie de synthese » ne
peut étre cerné correctement
sans une diversité d'angles de
vue. Aussi apporterons-nous
ici plusieurs éléments de défi-
nition qui, sans prétendre a
l'exhaustivité, permettront du

moins de définir par petites
touches successives ce qui
est généralement entendu par
biologie de synthése.

La biologie de synthése peut
se définir brievement comme
Uingénierie rationnelle de
la biologie. Plus précisé-
ment, elle a été définie par le
réseau de l'espace européen
de recherche en biologie de
synthése (ERASynBio, 2014)
comme le design délibéré et
la construction de systemes,
basés sur ou inspirés par la
biologie, pour mettre en place
de nouvelles fonctions a des
fins utiles, en s'appuyant sur
des principes élucidés en
biologie et en sciences de
Uingénieur. Cette définition
«européenne » est compatible
avec son homologue « améri-
caine » que nous ne rappelle-
rons pas ici.

2.1. Lien avec les
biotechnologies

Un point de vue plus historique
consisterait a voir la biologie
de synthése comme le fer de
lance des biotechnologies
avancées. Revenons briéve-
ment sur ce que recouvrent
les biotechnologies. Observons
tout d'abord que la tradition
les fait remonter a Noé qui,
apres le grand Déluge il y a
environ 5 000 ans, planta
une vigne, puis fermenta du
jus de son raisin en vin. De
méme, on lui doit le premier
accident biotechnologique
puisque, ayant bu beaucoup
de son jus de raisin fermenté,
il se montra nu devant ses
fils, selon la Bible. Sautons
allegrement 5 000 ans pour
rejoindre une vision moderne
des biotechnologies. Dans sa
lecon au Collége de France



en 2012, Paul Colonna a défini
les biotechnologies comme
l'application de la science et
de la technologie a des orga-
nismes vivants, de méme qu’a
leurs composantes, produits et
modélisations, pour modifier
des matériaux vivants ou non-
vivants aux fins de production
de connaissances, de biens et
de services.

Au début des années 2000,
force était de reconnaitre que
les biotechnologies étaient
loin de constituer une ingé-
nierie mature, a rebours
par exemple des ingénieries
chimique, électronique, logi-
cielle. Quelques mots-clés
caractérisent la maturité
d’'une ingénierie : en par-
ticulier découplage entre la
conception d'un objet et sa
fabrication, hiérarchie de l'as-
semblage de composants en
dispositifs, et de ces derniers

en systémes, normalisation

et faculté de réutilisation des
composants de base ou des
dispositifs résultant de leurs
assemblages, normalisation
des méthodes d'assemblage

de composants, modularité

des dispositifs au sein du sys-
teme complet. Les biologistes
n‘auront aucune difficulté a
apprécier que ces mots-clés
ne caractérisent pas encore
les technologies du vivant.
Cependant, la vitesse de
maturation des biotechnolo-
gies a nettement cr( depuis
Uinitiation volontariste de la
biologie de synthése en 2004,
et leurs progrés méthodolo-
giques récents sont étonnants.
Comme c’est souvent le cas
dans les activités humaines,
le choix de diriger des efforts
importants vers cette matura-
tion de l'ingénierie biologique
transforme ce qui fut une lente

progression par marche aléa-
toire en une démarche ciblée
et assumée qui enregistre une
série de petits succes alimen-
tant le fleuve des avancées
collectives.

2.2. Ambitions

Une part de l'ambition de la
biologie de synthese est utili-
taire : il s'agit de réduire les
délais et les colts d'obtention
de composés utiles tels que
médicament, vaccin, capteur,
matériau ou carburant. Au plan
des applications, 116 procédés
industriels ou produits issus
de la biologie de synthese
ont été comptabilisés, qui en
2015 étaient sur le marché ou
tout proche (Woodrow Wilson
Center, 2015). Cet inventaire
n’est méme plus envisageable
en 2021 car lUinventivité qui est
l'une des caractéristiques de ce
domaine a entrainé une explo-
sion de ses champs d'applica-
tion. Parmi ces derniers, citons
a titre illustratif le plus récent,
l'approche qui consiste a archi-
ver les mégadonnées numé-
riques sur UADN (Académie
des technologies, 2020]. Si
l'accent mis sur lingénierie la
positionne sur le versant appli-
qué de larecherche, la biologie
de synthése occupe en fait tout
le spectre depuis le versant
fondamental. En effet, modé-
liser et construire un systéme
biologique qui se comporte
comme prévu est une bonne
maniére de s’assurer que l'on a
compris comment fonctionnent
les phénomenes biologiques
sous-jacents, donc de faire
progresser les connaissances
fondamentales. Par exemple,
nous savons que le code géné-
tique - qui fait correspondre
a un aminoacide donne un
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Circuit métabolique. La
transformation de la petite
molécule A en petite molécule

D se fait en 3 étapes dans cet
exemple simulé. Chaque étape est
accélérée par un catalyseur, note
A>B etc. Dans un bioprocédé, ces
catalyseurs sont presque toujours
des protéines appelées enzymes.
Les fléeches rappellent que dans
une cellule vivante, les réactions
chimiques sont souvent orientées
par leur thermodynamique.

A

I
[A]—/

triplet de nucléotides dans
UARN messager qui le code
- est quasi-universel. Est-ce
en raison de contraintes physi-
cochimiques (affinité chimique
particuliéere entre tel amino-
acide et tel triplet de nucléo-
tides qui le code), ou en raison
d'un accident évolutif gelé
(tous les organismes actuels
dérivent du méme ancétre qui
par hasard usait de ce code
génétique dont ils ont donc
hérité) ? Le meilleur chemin
pour discriminer entre ces
deux hypothéses est du res-
sort de la biologie de synthese,
et consiste a modifier ponc-
tuellement le code génétique
dans une cellule et a observer
si cette derniére reste viable.
Entre parenthéses, la réponse
est que la cellule dont le code
génétique a été altéré est
viable, ce qui démontre qu’au-
jourd’hui les contraintes phy-
sicochimiques ne jouent pas
de role, mais ce qui n'exclut
pas qu’elles aient joué un role
durant la genese de ce code
génétique ; en tout cas, l'hypo-
thése d'un ancétre commun a
tous les étres vivants actuels
en sort renforcée.

2.3. Contenu

L’axe historiquement majeur de
la biologie de synthése consiste
a concevoir rationnellement et
a construire des circuits bio-
chimiques modulaires a partir
de composants standardises
et interchangeables (Csorgo et
al., 2012 ; Dymond et al., 2011 ;
Esvelt & Wang, 2013 ; Gibson et
al., 2010 ; Luisi, 2006). Ces cir-
cuits peuvent étre métaboliques
ou régulateurs, ou encore méler
ces deux types. Un circuit méta-
bolique permet d'effectuer une
suite de réactions biochimiques
(Figure 1) débutant avec un com-
posé naturel ou bon marché, et
s’achevant avec le produit sou-
haité, un parfum ou un colorant
par exemple. Un circuit régula-
teur permet de déclencher cette
production au moment oppor-
tun, de la réguler et d'améliorer
son efficacité. Il permet aussi
de déclencher un circuit a un
moment précis, par exemple
en mesurant le temps par un
oscillateur périodique, puis en
déclenchant uninterrupteur. Le
premier interrupteur biologique
artificiel (Gardner et al., 2000)
est présenté en Figure 2. Enfin,

N

Circuit régulateur exemple d’un interrupteur biologique artificiel. A et
B sont deux protéines régulatrices. Selon le schéma de principe donné
en haut, chacune inhibe la production de ['autre. Intuitivement, on voit
que plus il y a de A, moins se fera de B, donc plus se fera de A. En bref,
plusilyadeA, plusilyadeA. Idem pour B par raison de symétrie.

Au sens de René Thomas (Thomas & D’Ari, 1990), il s'agit donc d’un
circuit de rétroaction de type positif. Son comportement (cinétique

de la concentration de A montrée en bas) est donc que Uinterrupteur
sera, soit en position A en haut et B en bas, soit l'inverse. La position

de Uinterrupteur dépend des parametres du circuit, mais aussi des
conditions initiales, selon lesquelles la concentration de A est fixée

au départ au- dessus, ou en-dessous, d'un seuil critique symbolisé ici
par une ligne horizontale. En tous cas, en ['absence d’une intervention
extérieure, l'interrupteur reste a la position ot il se trouve. C’est donc
bien un interrupteur bistable. Ce circuit régulateur artificiel a été concu,
puis construit dans une bactérie (Gardner et al., 2000).



notons que ces circuits biochi-
miques peuvent étre assemblés
au sein de particules (in vitro) ou
de cellules vivantes (in vivo).

Tous ces éléments de nou-
veauté dans le champ de la
biologie et de la biotechno-
logie fondent et justifient la
forte transdisciplinarité de
la biologie de synthese, qui
s'appuie ainsi sur la biologie,
la physique, la chimie, les
mathématiques, linforma-
tique, l'automatique, irrigués
par les sciences de l'ingénieur
(Figure 3). Des informations
supplémentaires franco-
phones sur la biologie de syn-
thése peuvent étre trouvées
dans des publications des-
tinées a tout public (Képés,
2011; 2013 ; 2014 ; 2017).

Comment ce domaine scien-
tifique multi-facettes récem-
ment émergé qu'est la biologie
de synthese pourrait-il accélé-
rer les améliorations agrono-
miques lato sensu ?

Bioproduction
et énergie

La biomasse est la matiere
d'origine biologique basée prin-
cipalement sur des atomes
de carbone, oxygene, azote et
hydrogéne. Il est important de
remarquer d'emblée que la bio-
masse provenant de l'agriculture
et de la forét est par sa quantité
la plus importante ressource
a laquelle ait accés Uindustrie
humaine. C’est au total la qua-
trieme source d’énergie mon-
diale apres le pétrole, le charbon
et le gaz, mais la premiere si
l'on ne prend en compte que les
ressources renouvelables. Elle
représente un total d’environ
100 milliards de tonnes de car-
bone par an, dont seule une

Mathématiques . Biologie
Informatique Chimie
- Synthése d’ADN - -omiques.
7 Caleul - Nucléotides exotiques - Robotisation
- Stockage - Fabrication
- Modélisation ~ Test
- Simulation - Liposomes
- Intelligence artificielle
- Algorithmes Micro-fluidique

biomimétiques Automatique

- Evolution artificielle
- Origine de la Vie

- Cellule unique

Figure 3

Moteurs scientifiques du développement de la biologie de synthése.
Par essence, la biologie de synthése est un domaine fortement
transdisciplinaire. Selon les projets, elle fera appel a des degrés divers
aux disciplines de la biologie, la chimie, la physique, la mathématique,
l'informatique, l'automatique. Elle est intrinsequement irriguée par les
sciences de l'ingénieur.

fraction est disponible pour
l'industrie. La plus grande part
de cette masse est représentée
par le bois, dont hélas la struc-
ture lignocellulosique est encore
aujourd'hui assez faiblement
exploitable (Morot- Gaudry &
Pernollet, 2013). La biomasse
posséde les avantages d'une
couverture mondiale bien repar-
tie et d'une grande versatilité
d’usage. Discutons cette versa-
tilité dans le contexte de notre
sujet, en distinguant l'usage de
la biomasse pour produire de
'énergie, et pour fabriquer des
composés chimiques utiles aux
activités humaines.

3.1. Production d’énergie

Parmi les usages possibles
de la biomasse, la production
d'énergie est souvent mon-
tée en épingle. Avec 6 % de
la biomasse annuelle globale,
il serait possible de couvrir
50 % de la demande énergé-
tique primaire mondiale (SLU,
2009). Elle a aussi ses détrac-
teurs, comme Harmut Michel,
expert de la photosynthese et
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prix Nobel, pour qui la produc-
tion de biocarburants constitue
un trés inefficace usage de la
terre agricole si 'on prend en
compte l'ensemble du cycle
productif, y compris les res-
sources fossiles consommées
pour extraire et transporter les
engrais, travailler la terre, etc.
(Michel, 2012). Cependant, au-
dela des méthodes tradition-
nelles (brllage par exemple),
des approches plus récentes
se sont fait jour pour mieux
recycler la liqueur noire qui est
le résidu toxique des papete-
ries, et pour mieux exploiter
les biocarburants de premiere
et seconde générations. La
premiére génération de bio-
carburants a sa source dans
l'amidon ou le sucre de canne,
alors que la seconde la trouve
dans les déchets domestiques,
agricoles et forestiers, et donc
n’entre pas en compétition avec
la production de nourriture.

En outre, la biomasse, notam-
ment sa part de sucres com-
plexes (cellulose), peut étre
convertie en sucres simples
(xylose, arabinose, glucose)
servant de source de carbone
pour la croissance de micro-
organismes, lesquels peuvent
produire des composés utiles
de maniéere plus flexible et
diversifiée que les plantes
elles-mémes ne pourraient le
faire directement. Examinons
d'abord les voies de biopro-
duction directement par les
plantes, puis indirectement par
les micro-organismes alimen-
tés par de la biomasse généra-
lement issue de plantes.

3.2. Bioproduction
par les plantes

Les plantes ou algues culti-
vées peuvent étre utilisées

directement pour produire un
composé utile. Ceci exige que
la plante ou l'algue soit sélec-
tionnée ou modifiée génétique-
ment pour, soit surproduire
ce composé naturel, soit pro-
duire ce composé qu’elle ne
synthétise pas naturellement.
Dans le premier cas - sur-
production, des modifications
différentielles des régulations
des génes impliqués dans la
voie métabolique conduisant
au composé d'intérét peuvent
suffire. Parfois méme, l'inacti-
vation d’un ou quelques génes
impliqués va aboutir au résul-
tat souhaité. Le cas le plus
simple est celui dans lequel
le géne codant l'enzyme qui
consomme le composé recher-
ché est inactif, ce qui résulte
en l'accumulation de ce com-
posé ; le succés demande alors
que les petites molécules en
aval de ce barrage artificiel ne
soient pas indispensables a la
survie des cellules modifiées,
ou que des mesures compen-
satrices soient adoptées pour
fournir les éléments indispen-
sables. Dans le second cas
- néoproduction, outre d"éven-
tuelles modifications régula-
trices, il est généralement
nécessaire de transplanter par
transgénese depuis un autre
organisme la voie métabolique
requise pour la production du
composé recherché. En pra-
tique, cela requiert d’'ajouter
quelques génes codants ladite
voie métabolique au patri-
moine génétique de la plante
ou de l'algue. Il est générale-
ment nécessaire d'adapter ces
genes étrangers a leur nouvel
hote, que ce soit par l'usage
des codons synonymes, ou par
la mise en place en amont de
ces genes de séquences régu-
latrices qui fonctionnent dans



cette plante. Un exemple en
est la bioproduction par des
plantes de la soie de l'arai-
gnée dont les propriétés méca-
niques sont extraordinaires,
mais qui ne peut étre obte-
nue en quantité suffisante
depuis l'araignée, contrai-
rement a la soie depuis son
ver (Hauptmann et al., 2013 ;
Scheller et al., 2001).

3.3. Bioproduction par
les micro-organismes

Plutot que de faire produire a
des plantes le composé d'inté-
rét, une alternative consiste
a obtenir depuis la biomasse
une source de carbone qui
alimente convenablement des
micro-organismes modifiés
génétiquement pour produire
ce composé dans des fermen-
teurs. En effet, les micro-orga-
nismes du type bactéries ou
levures sont plus aisément et
plus rapidement manipulables
pour un objectif de bioproduc-
tion. Ils sont souvent capables
de pousser dans un milieu de
culture constitué exclusive-
ment d'eau, de sels et d'une
source de carbone. Cette

derniere étant en pareil cas le
constituant le plus colteux du
milieu de culture, le prix de
revient du composé d’intérét
dépend partiellement de celui
de cette source de carbone,
qui doit donc étre abondante,
bon marché, et produite locale-
ment afin d'abaisser les colts
de transport. Plus loin sera dis-
cutée la possibilité d’user du
CO, comme source gratuite et
abondante de carbone.

De ces considérations dérive
l'intérét d'utiliser des sucres
obtenus par hydrolyse de la
cellulose constituant une part
de la biomasse, en provenance
de déchets domestiques, ali-
mentaires, forestiers, ou agri-
coles. Cependant, certains
projets envisagent également
d'utiliser des dérivés aroma-
tiques issus de la dégradation
de la lignocellulose - et non
pas seulement de sa fraction
cellulosique - dont il a été rap-
pelé plus haut qu'elle constitue
la majorité de la biomasse glo-
bale. L'exemple de l'Encadré 1
permet, pour le méme com-
posé cible, de discuter de ces
deux possibilités, soit sucre,
soit dérivé aromatique.

ENCADRE 1

Synthése du nylon

L’'acide adipique (ou acide hexanedioique), de masse moléculaire 146 g - mol™, est l'un des
acides dicarboxyliques aliphatiques les plus importants au plan commercial, utilisé princi-
palement pour la manufacture du nylon 6-6. Actuellement, 2,85 millions de tonnes d’adipate
sont produites annuellement a partir de ressources fossiles. Malheureusement, ce procédé
créé des gaz a effet de serre et des sous-produits toxiques qui ont le potentiel de gravement
polluer Uenvironnement (Dickinson & Cicerone, 1986 ; Thiemens & Long, 2017 ; 0'Connor
et al., 1999). Aussi, depuis 1994, plusieurs tentatives ont été menées pour mettre au point
une méthode de manufacture de l'adipate par voie biologique. A ce jour, les méthodes de
biosynthése les plus efficaces approchent de la viabilité économique, qui reste évidemment
le critere pragmatique du succés. Parmi ces méthodes, nous analyserons briévement deux
approches prenant pour substrat, soit un sucre, soit un dérivé aromatique, et aboutissant
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au précurseur immeédiat de l'adipate, l'acide cis, cis-muconique. Une seule étape chimique
suffit ensuite pour mener a l'adipate proprement dit. La biosynthéese d'acide muconique peut
emprunter deux voies. Premierement, il peut étre synthétisé a partir d'un sucre simple, le
glucose, en introduisant une voie métabolique synthétique dans la bactérie Escherichia coli.
Ce fut la premiére tentative de bioproduction d’acide muconique, en 1994, ensuite améliorée
en 2002 (Niu et al., 2002 ; Figure 4). Cependant, cette bactérie est sensible aux effets toxiques
des acides organiques comme l'acide muconique. D'autres tentatives de bioproduction ont fait
appel a diverses levures, naturellement plus tolérantes aux acides organiques. Cependant, les
titres obtenus en acide muconique ont été faibles, en partie car les levures étaient sensibles
a Uinhibition par les aminoacides aromatiques produits par la voie métabolique modifiée
(Curran et al., 2013). Deuxiemement, 'acide muconique peut étre produit directement a
partir de composés aromatiques dérivés de la lignine, notamment chez des bactéries dotées
de propriétés naturelles adaptées a cette tache. Pour l'instant, le verrou a lever dans cette
voie est en fait la dépolymérisation de la lignine, déchet forestier majeur, qui assurerait une
biosource au procédé (Deng et al., 2016).
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Deux voies biologiques principales de synthése d’acide adipique a partir de D-glucose. Dans les deux cas,
une seule étape chimique permet de passer du précurseur & l'acide adipique [en bas] [A] via ['acide cis, cis-
muconique. (B] via l'acide D-glucarique (adapté depuis Deng et al., 2076).




3.4. Défis ordinaires dans le
domaine de la bioproduction

Le probléme majeur de
toutes ces approches, dans
les plantes, algues, levures
ou bactéries, est l'existence
de goulots d’étranglement le
long de la voie métabolique
(Figure 1) menant au pro-
duit désiré, ce qui entraine
en amont l'accumulation de
composés intermédiaires. Ceci
réduit le rendement en produit
final. En outre, bien souvent
l'intermédiaire s’accumulant,
ou le produit final, est toxique
pour les cellules, dont le taux
de croissance et le rendement
baissent alors drastique-
ment. Une des étapes les plus
consommatrices en temps et
en financement dans les pro-
jets de bioproduction consiste
a éliminer ces goulots d'étran-
glement. Cette élimination se
faisait traditionnellement par
essai et erreur. La biologie de
synthése a rationalisé (partiel-
lement a ce stade] ce long et
colteux processus.

Agronomie et biologie
de synthese

Les biotechnologies et l'agro-
nomie entretiennent de nom-
breuses et riches relations.
Notre propos est ici plus étroit
et embrasse préférentielle-
ment les apports de la biologie
de synthése. Nous examine-
rons un cas dans le monde
animal, et plusieurs pistes de
travail dans le monde végétal
qui fait l'objet d’une profusion
d'initiatives.

4.1. Monde animal

Commencons par un exemple
récent dans le monde

animal. Les greffes d’'organe
se heurtent au trop faible
nombre de dons. Une ligne de
recherche consiste a utiliser
les organes de porc qui ont des
tailles compatibles avec ceux
de U'humain. Pour la sécurité
du patient, il faut enlever les
séquences d'anciens (retro-)
virus intégrés dans le génome
porcin carils sont susceptibles
de se réactiver chez 'humain.
L'équipe de G.M. Church aux
Etats-Unis d'Amérique a
enlevé par multiplexage les 62
sites concernés et publie ces
résultats dans un seul article
(Niu et al., 2017). Trois ans
plus t6t, on aurait pu imaginer
qu’il y faille de nombreuses
équipes travaillant en parallele
durant 1-3 ans pour chacune
enlever un ou quelques sites,
avec au total la publication
d'une soixantaine darticles.
Notons au passage que ces
travaux ont motivé la création
d’une société biotechnologique
susceptible de valoriser leurs
acquis. En bref, l'approche
utilisée dans ces travaux fait
usage des nouvelles méthodes
de multiplexage en génie
génétique, c’est-a-dire des
techniques permettant d'ef-
fectuer simultanément plu-
sieurs modifications ciblées
de génomes, éventuellement
avec des ciseaux moléculaires
efficaces du type CRISPR-
Cas9, environ 10 fois plus
rapides et moins chers que
les approches précédentes
(Jinek et al., 2012 ; Doudna &
Charpentier, 2014).

S’il est vrai que les modifica-
tions de ce porc sont moti-
vées par les transplantations
d’organes en santé humaine
(Lu et al., 2020), il n'en reste
pas moins que les méthodes
utilisées et U'ampleur des
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changements réalisés ouvrent
grande la porte a des modi-
fications génétiques com-
plexes portant sur de tres
nombreuses espéces ani-
males d’élevage. Maintenant
que les technologies sont dis-
ponibles et accessibles, les
objectifs de telles modifica-
tions rationnelles concernent
potentiellement tous les traits
pertinents chez les animaux de
rente (Thompson et al., 2018 ;
Jabbar et al., 2021).

4.2. Monde végétal

De nombreuses modifications
pourraient en principe étre
apportées aux plantes dans
le but d’améliorer leur pho-
tosynthese et croissance, de
recourir a moins de produits
phytosanitaires, ou d'altérer
leur composition pour faciliter

Photochimie

lumiére

Photosystéemes

oxygéne

Cofacteurs

(NADPH, ATP)

dioxyde de carbone

Biochimie

Cycle de Calvin

sucres

Phase métabolique

Les deux phases de la photosynthése. La phase lumineuse (a gauche)
fait appel dans les membranes des thylakoides de chloroplastes a des
centres réactionnels ; elle transforme ['énergie solaire en énergie
biochimique sous forme d’ATP tout en recyclant des cofacteurs comme
NADPH. La phase « métabolique » (a droite) fait appel dans le stroma des
chloroplastes au cycle de Calvin ou ses équivalents ; elle fixe le carbone

du CO, pour former des sucres.

leur usage. Nous distinguons
ci-dessous sept approches
distinctes pour clarifier notre
propos, méme s’il y a des
recoupements entre elles.

Photosynthése

D'abord un rappel (Figure 5).
Au sens large, la photosyn-
these comporte deux phases,
une phase lumineuse et une
phase « métabolique » indé-
pendante de la lumiére. La
phase lumineuse fait appel
a des centres réactionnels
incluant des pigments comme
la chlorophylle ; elle trans-
forme l'énergie lumineuse
en énergie biochimique, et
recycle des cofacteurs biochi-
miques pour qu’ils reviennent
a leur forme adéquate en vue
de la phase métabolique qui
suit. C'est cette phase méta-
bolique qui permet d'aboutir
aux sucres par des cycles
chimiques au premier rang
desquels le cycle de Calvin.
Rappelons que, chaque année,
plus de 350 milliards de tonnes
de CO, atmosphérique sont
fixées grace a un processus
appelé « fixation autotrophique
de CO, ». Plus de 90 % sont en
fait fixé par un cycle de réac-
tions biochimiques appelé
« cycle de Calvin » qui opere
chez les plantes, les algues
et certains micro-organismes
(Figure é). Le reste, moins de
10 %, utilise d’autres cycles
que celui de Calvin : il existe
cing autres cycles biochi-
miques de fixation du CO,
connus a ce jour. On utilise
le terme « cycle » pour signi-
fier que la suite de réactions
biochimiques se referme sur
elle-méme en un cercle.

Une premiere ligne d'études
s’'intéresse a l'amélioration du
processus de photosynthése.



Les limites de la photosyn-
these, et les pistes pour les
dépasser, sont bien identifiées
(Michel, 2012). Seuls 47 % de
l'énergie solaire sont absor-
bés. Il semble possible de
modifier les pigments pour
étendre le spectre absorbé.
Les photosystémes saturent
au- dela de 20 % de lintensité
maximale du soleil. Ce point
serait améliorable en rédui-
sant, soit le nombre de com-
plexes collecteurs de photons
par centre de réaction, soit la
latence photoprotectrice qui
suit le retour a une exposition
modérée aprés une période
de forte lumiére (Taylor &
Long, 2017 ; Kromdijk et al.,
2016). L'enzyme RuBisCO, qui
insere du CO, dans le ribulose-
1,5-bisphosphate (Figure 6),
fonctionne de maniére sous-
optimale, notamment parce
qu’elle fixe aussi 0, en com-
pétition avec CO,, auquel cas
elle exécute de la « photores-
piration » au détriment de la
fixation de carbone. Cependant
il est connu que la RuBisCO
d'algues rouges discrimine
mieux entre CO, et 0, que celle
de plantes vertes. Ceci sug-
gere une piste d'amélioration
des algues vertes, un projet
parmi plusieurs qui sont en
cours (Erb & Zarzycki, 2016).
Une amélioration encore plus
radicale consisterait a modifier
le photosysteme Il pour pro-
duire directement de 'hydro-
gene utilisable comme source
d’énergie ; cependant les mul-
tiples altérations a apporter
aux protéines du photosysteme
Il constituent un défi, méme
pour les méthodes récentes
issues de la biologie de syn-
thése (Volgusheva et al., 2013).
Les diverses limitations rap-
pelées ci-dessus devraient
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Le cycle de Calvin est une suite cyclique de réactions biochimiques
chez les organismes photosynthétiques. Il a lieu dans le stroma des
chloroplastes chez les eucaryotes, ou dans le cytoplasme chez les
procaryotes. Il opére en trois étapes : fixation du CO, catalysée par

la RuBisCo, réduction du glycérate et régénération du ribulose. Les
cofacteurs d’oxydo-réduction et de phosphorylation sont notés sur fonds
colorés. Adapté depuis le travail de Mike Jones via Wikipédia.

en principe mener a une effi-
cacité photosynthétique de
4,5-6 %, alors qu’en pratique
elle n"atteint que rarement 1 %
(Blankenship et al., 2011). Il
existe donc une marge d'op-
timisation, qui pourrait étre
envisagée dans une ou plu-
sieurs des directions indiquées
ci-dessus.

De 3 a 4 carbones

Une seconde ligne d’études,
trés liée au processus de
photosynthése aussi, vise
a modifier des plantes de
considérable intérét agro-
nomique comme le riz, pour
que leur efficacité photo-
synthétique théorique aug-
mente de 4,5 & 6 %. En effet,
certaines plantes comme le
ma’s montrent une anatomie
photosynthétique particuliere.
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Dans leurs feuilles, les tissus
photosynthétiques sont entou-
rés d'autres tissus dont les
carboxylases trés actives for-
ment des acides organiques
a 4 carbones (« C4 »). Ces
acides organiques migrent
ensuite dans le tissu photo-
synthétique sous-jacent. Leur
décarboxylation entraine une
forte concentration de CO,
pres des sites catalytiques
de la RuBisCO, cependant
que la concentration de O, est
inchangée. Ainsi, cette dis-
position anatomique favorise
la fonction de carboxylase de
RuBisCO au détriment de sa
fonction d’oxygénase qui est
responsable du phénomene
de photorespiration (d'autres
travaux visent spécifiquement
a diminuer cette photores-
piration]. Au contraire, de
nombreuses plantes d'inté-
rét agronomique comme le
riz forment des composés a
3 carbones [« C3 ») et sont
plus nettement affectées par
le phénomene de photorespi-
ration diminuant leur capacité
a fixer le carbone, accumuler
de la biomasse et former des
grains. Il se trouve que leriza
une anatomie foliaire proche
de celle des plantes en Ca4.
Aussi est-il envisagé dans cer-
tains travaux de modifier le
riz du type naturel en C3 vers
celui en C4 (Wang et al., 2016 ;
Sudershan et al., 2017).

Croissance végétale

Une troisieme ligne d'études
porte sur le choix des plantes,
et leur éventuelle amélioration,
pour une croissance rapide per-
mettant de maximiser la bio-
masse produite en une saison
surune surface donnée, si pos-
sible sur des terres peu appro-
priées aux grandes cultures

nourriciéres. Les améliorations
concernent le rendement en
biomasse, et la croissance et
le développement de la plante.
Ainsi, les plantes favorites en
zone tempérée incluent le peu-
plier (un arbre), le miscanthe
(un jonc), et particulierement
le panic raide (une herbe, en
anglais « switchgrass »). Par
exemple, des projets d'ana-
lyse puis d’amélioration géné-
tique délibérée du panic raide
sont en cours (Meyers, 2015 ;
Nageswara-Rao et al., 2013 ;
Casler etal., 2011).

Saccharification

Une quatriéme ligne d’'études
vise a améliorer la saccharifi-
cation - la transformation des
sucres complexes de la plante
en sucres simples - ou a modi-
fier la structure et la composi-
tion de la paroi cellulaire avec
pour objectif de faciliter sa
déconstruction chimique et/ou
enzymatique. Cette ligne vise a
la bioproduction de composés
chimiques ou de biocarburants
(Yuan et al., 2008 ; Himmel,
2007 ; Gressel, 2008 ; Kalluri
et al., 2014 ; Nageswara-Rao
etal., 2013).

Résistances des plantes

et lutte contre les résistances
de leurs parasites

Une cinquieme ligne d'études
s'attaque au probleme de
résistances des parasites
aux pesticides disponibles
dont le nombre n'augmente
plus guére depuis plusieurs
années. Ce probléme est
abordé avec des approches de
biologie de synthése. Il en est
de méme d'une autre ques-
tion, la résistance des plantes
auxdits parasites, mais aussi
a la sécheresse ou a d'autres
conséquences du glissement



climatique. Ces deux ques-
tions, liées par les méthodes
utilisées ou envisagées, font
l'objet de revues récentes
(Borel, 2017 ; Scheben &
Edwards, 2017 ; Schenke &
Cai, 2020) qui renvoient a une
liste pertinente de publications
de recherche.

Fixation d'azote atmosphérique
Une sixieme ligne d'études
tente de permettre aux
céréales d'utiliser, comme le
font les légumineuses, l'azote
atmosphérique en tant que
ressource. Un succes dans ce
domaine réduirait drastique-
ment les besoins en engrais
azotés pour un ensemble de
plantes cultivées massivement
a des fins nutritionnelles, ainsi
que les dépenses énergétiques
nécessaires a produire et
transporter ces engrais. De
complexes interactions entre
les racines de la légumineuse
et une bactérie du genre
Rhizobium résultent dans la
formation de nodules spécia-
lisés dans la fixation d'azote
atmosphérique. Pendant plu-
sieurs décennies, de nom-
breux travaux ont étudié cette
symbiose et ont proposé prin-
cipalement trois pistes pour
la transposer aux céréales.
La premiére piste consiste a
transférer vers les céréales
les génes des légumineuses
qui sont requises pour le déve-
loppement de la symbiose dans
des nodules racinaires. La
seconde approche est de créer
des céréales fixant l'azote sans
nodules, en les associant a des
endophytes capables de fixer
'azote (Cocking et al., 2005) et
en usant d’approches de bio-
logie de synthése pour adapter
ou améliorer les performances
de ces bactéries colonisatrices

(Geddes et al., 2015 ; Ryu et
al., 2020). La troisieme piste
vise a directement introduire
l'enzyme nitrogénase cataly-
sant la fixation d'azote dans
le patrimoine génétique de
la plante (Buren et al., 2017).
Aucune piste n'a connu de
succes opérationnel jusqu’a
présent. A chaque évolution
significative de l'état de lart,
l'espoir renait. Il en a été de
méme avec l'avéenement de la
biologie de synthése (Rogers
& Oldroyd, 2014 ; Mus et al.,
2016).

Fixation de carbone

Une derniere ligne d'études,
plus radicale et encore éloi-
gnée de toute application
concréte, a pour objectif de
proposer une alternative syn-
thétique aux six voies natu-
relles de fixation de CO,
décrites jusqu’alors, dont le
cycle de Calvin est le plus mas-
sif représentant (revues par
Morot-Gaudry & Boudet, 2018 ;
Morot-Gaudry & Pernollet,
2020). Usant d’une approche
de biologie de synthése, des
chercheurs allemands ont éla-
boré in vitro un cycle de fixation
continue de CO,. Ce cycle tota-
lement artificiel est basé sur
un réseau de réactions impli-
quant 17 enzymes choisies
dans 9 organismes issus des 3
domaines du vivant. Certaines
de ces enzymes ont en outre
été optimisées par génie enzy-
matique. En particulier, la car-
boxylase utilisée est dépourvue
d’activité oxygénase, a rebours
de la RuBisCO. Ce cycle, dit
« CETCH », convertit le CO,
en molécules organiques a la
vitesse de 5 nanomoles de CO,
par minute et par milligramme
de protéines (Schwander et al.,
2016 ; Encadré 2).
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ENCADRE 2

Fixation de carbone par une voie optimisée totalement synthétique

En 2016 paraissait un article remarquable dans lequel Schwander et al. appliquaient les
principes de la biologie de synthese pour remplacer le cycle de Calvin par un cycle totalement
different et artificiel, mais rendant les mémes services avec des performances supérieures
d'un ordre de grandeur. Ce cycle artificiel est appelé « Crotonyl-CoenzymeA /Ethylmalonyl-
CoenzymeA/Hydroxybutyryl-CoenzymeA », avec pour acronyme « CETCH ». Précisons
d’emblée que leur cycle synthétique ne fonctionne actuellement que dans U'éprouvette, et
non dans le vivant.

Les travaux de ces auteurs allemands comportent deux grandes phases : conception et
construction.

A) CONCEPTION
1) Identification d’une carboxylase efficace

Ces chercheurs ont classé des carboxylases naturelles de divers organismes selon leur
efficacité dans la réaction de carboxylation normalement effectuée par la RuBisCo. Une part
de leur efficacité tient a 'absence de la réaction parasite de photorespiration.

2) Retrosynthése métabolique

Partant de cette carboxylation qu’on va appeler réaction « 0 », ils sont remontés vers la
réaction précédente, dite « -1 », dans le cycle en cours de conception. Plusieurs possibilités
existent pour cette réaction « -1 ». Pour chaque possibilité en « -1 », ils sont ensuite remontés
a ce que pourraient étre des réactions possibles se produisant encore avant, dites « -2 ». Et
ainsi de suite. Si comme souvent il y a plusieurs possibilités pour toute réaction amont, on se
retrouve vite avec un immense arbre de combinaisons possibles. Or 'objectif est de déter-
miner le meilleur chemin dans cet arbre touffu, donc de déterminer le meilleur ensemble de
réactions successives finissant par la carboxylation « 0 ».

3) Elagage

Pour élaguer l'arbre touffu en ne gardant qu’'une branche a chaque niveau, les auteurs
ont utilisé une série de criteres. En particulier, chaque réaction doit étre possible au plan
thermodynamique ; par exemple, elle ne se produirait pas si, pour avoir lieu, elle réclamait
de l'énergie qui ne lui est pas fournie. Ou encore, le cycle global s'arréterait rapidement si
n'étaient pas régénérés les cofacteurs biochimiques comme le NADP. En outre, un cycle syn-
thétique intéressant doit produire beaucoup d'énergie sous forme biochimique comme UATP.
L’arbre est tellement touffu qu'une inspection a U'ceil nu n'y suffit pas. Aussi les chercheurs
disposent-ils d'outils informatiques pour appliquer 'ensemble de ces critéres a l'élagage.

4) Identification d’enzymes candidates

Pour chaque réaction du futur cycle, des enzymes capables de la catalyser doivent étre
identifiées dans la littérature scientifique et dans les bases de données alimentées par les
chercheurs du monde entier.

B) CONSTRUCTION
1) Vérification des enzymes candidates

Une a une, les enzymes identifiées en A4) sont maintenant caractérisées a la paillasse par la
mesure de leurs parametres catalytiques et cinétiques.

2) Reconstruction de la voie métabolique
Dans la méme éprouvette sont réunies toutes les enzymes requises pour la voie métabolique
cyclique. En ajoutant les réactifs initiaux, le flux de leurs transformations successives a travers

cette voie est mesuré. L'identité des produits de ces réactions successives est confirmée par
chromatographie en phase liquide haute performance et/ou par spectrométrie de masse.




3) Optimisation de la voie métabolique

A ce stade, des modifications destinées a harmoniser le fonctionnement de la voie métabolique
dans son entier deviennent nécessaires. Par exemple, il est indispensable de s'assurer du
recyclage des cofacteurs du type NAD ou NADP, afin que la voie puisse « tourner » cyclique-
ment plus d'un petit nombre de tours. Durant cette étape, certaines enzymes vont étre altérées
par génie enzymatique pour favoriser l'activité catalytique souhaitée. Par exemple, il faudra
introduire une activité Oxydase dans une enzyme qui a l'origine est une Deshydrogenase :
ainsi, une methylsuccinyl-CoenzymeA deshydrogenase sera altérée en une methylsuccinyl-
CoenzymeA oxydase qui utilise 'oxygéne moléculaire.

4) Evaluation finale du cycle métabolique complet

La voie cyclique est mise en ceuvre, et les parameétres globaux (catalytiques, cinétiques, flux,
bilans énergétiques etc.) sont mesurés et comparés au cahier des charges initial. En particu-
lier, un réactif de départ, le '*CO,, est introduit avec un traceur isotopique C. Si besoin est,

U'expérimentaliste revient a 'étape précédente.

Bien entendu, un long chemin
reste a effectuer pour insé-
rer ce cycle synthétique dans
un métabolisme photosyn-
thétique complet. La méme
équipe, collaborant avec une
équipe francaise de microflui-
dique, a franchi en 2020 une
étape en couplant le cycle syn-
thétique CETCH (Encadré 2)
a des membranes photosyn-
thétiques isolées a partir de
chloroplastes d’épinard (Miller
et al., 2020). Ces membranes
utilisent U'énergie lumineuse
pour régénérer ATP et NADPH
(Figure 5, a gauche), cependant
que le cycle CETCH convertit le
CO, en une source de carbone
pour la synthése de composés
organiques. Le couplage a été
obtenu en faisant cohabiter ces
membranes d’origine naturelle
et les enzymes du cycle CETCH
dans des pico-vésicules. Ces
derniéres sont faites de lipides
englobant une phase aqueuse
et ayant la taille approxima-
tive de cellules. Elles sont
placées au sein de chambres
microfluidiques permettant un
contréle partiel des réactions
biochimiques y prenant place.
Malgré ce succes, il convient
de noter que les membranes
se dégradent rapidement sous
'effet des radicaux libres de

l'oxygéne, et aussi que le sys-
teme ne fonctionne que grace
a U'addition de piéges redox
comme la protéine ferredo-
xine.

Un autre objectif serait de
transposer un cycle fonction-
nant dans l'éprouvette au sein
d’une cellule vivante. Quelques
étapes vers cet objectif ont
récemment été franchies.
En particulier, l"équipe alle-
mande a modifié profondé-
ment le métabolisme d'une
bactérie afin d'y introduire le
cycle de Calvin pour fixer le
CO, (Schada von Borzyskowski
et al., 2018). Cette bactérie,
Methylobacterium extorquens,
est naturellement apte a
croitre avec le méthanol pour
unique source de carbone.
Dans la bactérie altérée, le
méthanol reste utilisé comme
source d’énergie, donc l'auto-
trophie n’est pas totale ; ce
qui est nouveau est que le
CO, devient sa seule source
de carbone pour fabriquer sa
biomasse. Cette altération
a demandé que les produc-
tions de biomasse et d'énergie
soient découplées par linac-
tivation de trois genes, et
qu'un équivalent hétérologue
du cycle de Calvin soit implé-
menté (Figure 7).
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Biomasse Biomasse

Cofacteurs
(NAD, ATP)

Cofacteurs
(NAD, ATP)

TYPE SAUVAGE APRES MODIFICATION

Fixation du CO, par une bactérie methylotrophe Methylobacterium
extorquens AM1. L ‘assimilation du méthanol pour produire la biomasse
bactérienne a été interrompue en inactivant trois génes, découplant
ainsi l'acquisition d'énergie - qui continue de venir du méthanol - et la
production de biomasse, qui aprés modification vient uniquement du
CO0,, via un équivalent du cycle de Calvin. Les modifications par rapport
a la bactérie d’origine sont notées en orange (inspiré de Schada von
Borzyskowski et al., 2018).

Indépendamment, des équipes
autrichiennes ont altéré le
métabolisme d'une levure
hétérotrophe d’'intérét indus-
triel, Pichia pastoris, pour la
rendre autotrophe, capable de
pousser en continu avec pour
seule source de carbone du
CO, (Gassler et al., 2020). Cette

Conclusion

levure est methylotrophe, elle
a naturellement la capacite
d’assimiler le méthanol dans
certaines de ses organites
appelées « peroxysomes ».
Le circuit métabolique d'as-
similation du méthanol a été
« détourné » par ces cher-
cheurs pour réaliser une voie
de fixation du CO, ressemblant
au cycle de Calvin. Pour la pre-
miére partie de ce travail fai-
sant appel a une conception
et une ingénierie rationnelles,
il a fallu inactiver trois genes
de P. pastoris et importer huit
genes hétérologues. Durant la
seconde partie, pour augmen-
ter la vitesse de croissance de
la nouvelle souche autotrophe,
cette derniere a été soumise a
des cycles d’évolution adap-
tative en laboratoire. Il s’agit
donc d'un cas récent ou la bio-
logie de synthese a été mise a
profit pour rendre totalement
autotrophe une cellule vivante
normalement hétérotrophe.

Nous ne pouvons que saluer la récente salve de
projets explorant tous azimuts, les projets dont
les plus marquants ont été résumés ci-dessus.
A titre d’illustration, un centre de recherche
particulierement emblématique des approches
de biologie de synthese appliquées aux
plantes est brievement décrit dans UEncadré 3
ci-dessous. En tout cas, il n'est pas surpre-
nant que les approches les plus radicales, par
exemple la refonte totale du cycle de fixation du
CO,, soient aussi celles qui se positionnent le
plus en amont des applications. Ces approches
novatrices ne font actuellement qu’effleurer le
monde vivant, généralement celui des micro-
organismes. Quand elles seront ancrées dans



ENCADRE 3

Focus sur le projet phare britannique OpenPlant

@ OpenPlant

Sharing tools for a sustainable future

Le projet OpenPlant est a ce jour la plus emblématique des initiatives appliquant les principes,
concepts et outils de la biologie de synthése au monde végétal (site web de OpenPlant : www.
openplant.org). Encore en activité, il est né en 2014 comme 'un des six centres de recherche
en biologie de synthése (« Synthetic Biology Research Centre » ou « SBRC ») au Royaume-
Uni. C'est le seul des six SBRC a étre dédié au monde végétal. Il regroupe une vingtaine
d’équipes appartenant a trois entités, 'Université de Cambridge, le John Innes Centre, et le
Earlham Institute. Ces deux dernieres institutions sont localisées a Norwich, assez proche de
Cambridge. Les directeurs de ce SBRC sont Anne Osbourn et Jim Haseloff. Ce SBRC a recu
un financement national de 12,5 millions de livres sterling.

Les objectifs principaux de OpenPlant (détaillés plus avant dans la figure ci-dessous) sont :
- de développer de nouveaux outils et méthodes pour la biologie de synthése des plantes ;
- d’appliquer ces outils a des projets ambitieux de modifications de traits phénotypiques ;

- de mettre en place des mécanismes et conventions pour le partage de ressources norma-
lisées ;

- de favoriser les échanges interdisciplinaires, le rayonnement national et international, et
la sensibilisation et l'éducation du grand public.

Ce SBRC est par exemple engagé dans les travaux mentionés plus haut sur la fixation de
'azote par des plantes non légumineuses.
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le monde vivant, resteront encore a valider des
solutions appropriées aux conditions du champ,
pour lequel d'autres facteurs environnemen-
taux (régime météorologique, apports azotés)
viennent limiter la production de biomasse.
Certains chercheurs imaginent d'implanter en
dehors du monde vivant des solutions a grande
échelle, dont l'avantage évident est une mani-
pulation aisée, une grande liberté créative,
et U'économie du métabolisme non directe-
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ment productif qui permet a l'étre vivant de se
reproduire et de se maintenir. Cependant, ces
solutions, comme déja le montre le cas des
membranes d’épinard qui se dégradent rapide-
ment, perdent en méme temps les avantages
du monde vivant, en particulier la croissance
rapide et prolongée et les propriétés auto-répa-
ratrices et homéostatiques. Nous voyons ici se
dessiner les termes d'un compromis entre les
solutions basées ou non sur le vivant ; compro-
mis qui évoluera avec les progres techniques.

Toutefois, il est trop tot pour savoir quelles
seront les avancées qui meneront a des inno-
vations a grande échelle, parmi celles qui
viennent d’étre discutées ou d’'autres qui n'ont
pas encore percé. Une certitude émerge pour-
tant, par analogie avec le passé récent, et au
vu de la situation planétaire évoquée en intro-
duction : les adaptations variétales des plantes,
les modifications plus complexes des plantes et
des animaux et l'usage raisonné de la biomasse
vont dorénavant occuper une place croissante
dans les préoccupations techniques, scienti-
fiques, énergétiques, économiques, politiques,
et éthiques de 'humanité. La pression démo-
graphique et le glissement climatique rendront
de plus en plus intenables les positions de prin-
cipe visant a interdire les méthodes les plus
efficaces pouvant étre utilisées pour réaliser
ces adaptations. Alors les gains en efficacité et
rapidité que permet le domaine mouvant de la
biologie de synthese et ses futurs épigones ne
constitueront plus un atout pour certains, mais
une nécessité pour tous.
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