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INTRODUCTION

La diversité des moyens mis en aavre par les organismes photosynthétiques pour recuellir et
utiliser la lumiéere disponible dans leur environnement congtitue I'un des facteurs prépondérants
expliquant la trés large distribution des végétaux ala surface de notre planete. Cependant, les éléments
déterminant cette capacité d'adaptation aux conditions lumineuses naturelles restent encore fortement
méconnus. En effet, le processus de photosynthese implique la coordination d'un grand nombre de
réactions qui sont séparées auss bien d'un point de vue spatial que temporel. Ces processus débutent
au niveau des membranes thylacoi dales par |'absorption de la lumiére par les pigments de I'antenne et
par la photochimie primaire par les pigments des centres réactionnels. ls aboutissent ala répartition de
I'énergie et du pouvoir réducteur accumulés, vers les différentes voies métaboliques de I'organisme.
Ains, la photosynthese peut étre représentée comme un réseau de réactions étroitement
interconnectées participant ala production de I'énergie, ala fixation du carbone et ala réduction du
potentiel d'oxydoréduction. Il en résulte une interconnexion similaire des mécanismes de régulation de
ces différents processus, qui rend difficile la perception des réponses induites par un facteur
environnementa particulier tel que lalumiére.

Au cours de cette étude, nous nous sommes concentrés sur les complexes protéiques liant des
pigments chlorophylliens de I'sppareil photosynthétique. 1ls sont responsables de I'absorption de
I'énergie lumineuse et de la premiere éape de sa conversion en énergie chimique. De par ces
propriétés, les protéines pigmentaires apparaissent particulierement intéressantes pour aborder |’ éude
des processus d'adaptation de I'appareil photosynthétique al'environnement lumineux.

L'organisme sur lequel est base le travail de cette thése est un procaryote photosynthétique
appartenant au groupe des cyanobactéries. Cet organisme a la particularité de posséder un systéme
collecteur de lumiere (antenne) liant des dérivés divinylés de chlorophylle a (Chl a,) et b (Chl b,)
(Chisholm et d. 1992, Chisholm et al. 1988, Goericke and Repeta 1992). Cette antenne congtitue une
originalité importante par rapport aux cyanobactéries communes qui possedent une antenne constituée
de structures complexes, les phycobilisomes. De ce fait, Prochlorococcus et les autres procaryotes a
Chl b seront désignés dans la suite de ce manuscript par le terme cyanobactéries a Chl b (Burger-
Wiersma et a. 1989), sans que cela implique une quelconque relation phylogénétique entre ces
organismes. L'éude dun procaryote tel que Prochlorococcus, possedant une pigmentation
inhabituelle, devrait permettre de mieux appréhender la plasticité de I'appareil photosynthétique, en
fonction des pigments impliqués dans la capture de I'énergie lumineuse et dans les fonctions
photochimiques. De plus, Prochlorococcus constitue un modél e écologiquement représentatif puisquiil
sagit du procaryote oxyphototrophique le plus abondant al'heure actuelle dans I'océan. Satrés large
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digtribution écologique, a la fois verticae et horizontae, en font un modéle de choix pour éudier
Iimpact des contraintes environnementales e en paticulier de la lumiére, sur |'apparel
photosynthétique. Enfin, Prochlorococcus et les autres cyanobactéries a Chl b ont joué un role
important dans le débat concernant la nature de |'ancétre procaryotique, al'origine des plastes des
algues vertes et des plantes supérieures. Nous avons également essayé d'apporter quelques ééments de
réponse ace débat.

Les paragraphes suivants feront un bilan des connaissances concernant les aspects évolutifs et
structuraux des protéines pigmentaires photosynthétiques et détailleront les principales caractéristiques
de Prochlorococcus qui font de ce genre un modéle intéressant de ce point de vue.

* *k x k%
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|- LESPROTEINES DE L' APPAREIL PHOTOSYNTHETIQUE LIANT LA CHLOROPHYLLE

|.1- PHOTOSYNTHESE OXYGENIQUE

En dehors des eucaryotes photosynthétiques, les organismes phototrophiques sont auss
largement répartis entre les phyla du domaine eubactérien y compris les bactéries vertes sulfureuses,
les bactéries vertes filamenteuses, les bactéries pourpres, les héliobactéries et les cyanobactéries
(Fig. 1; Woese 1987, Woese et a. 1990).

EUBACTERIA EUCARYA
i _ " Endosynmbiose Al i
PHOTOSYNTHESE Cyanobactéries > gues eucaryotiques,
Plartes vertes
OXYGENIQUE PSI1I PSI

PHOTOSYNTHESE

A Héliobactéries ™.,
ANOXYGENIQUE ; Bacteries Poupres

PORC :._.: PSH ‘
o 4 ' Bactéries Vertes .
! Bactériesvertes :
i ) Sufureuses
Filamenteuses - PSC
GbRC ’

RC RC ARCHEA

Fig. 1 : Représentation générale des centres réactionnels des complexes photosynthétiques connus parmi
les phyla des eubactéries et des plantes supérieures (d'apres Schubert et al. 1998).

Parmi ces organismes, seules les plantes supérieures, les algues et les cyanobactéries sont
capables de photosynthese oxygénique qui nécessite la coopération de deux photosystemes (PS). Les
bactéries photosynthétiques autres que les cyanobactéries sont anoxygéniques et ne fonctionnent
guavec l'un ou l'autre des deux photosystemes (Schubert et a. 1998). Selon la théorie
endosymbiotique, une cdllule de type cyanobactérien aurait éé incorporée dans une cellule eucaryote,
aune ou plusieurs reprises au cours de I'évolution, ce qui aurait progressivement conduit al'apparition
des pastes des algues et des plantes supérieures, éendant ains la photosynthése oxygénique aux
eucaryotes (Loiseaux-de Goér 1994, Margulis 1996, Selosse and L oiseaux-de-Goér 1997, Stiller and
Hall 1997).
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Chez les organismes photosynthétiques oxygéniques, les deux complexes membranaires
photosynthétiques que sont les photosystémes (PS), coopérent pour produire des molécules de haute
énergietelles que I'ATP et le NADPH. Chaque photosystéme est en général constitué de deux parties :
les complexes de I'antenne périphérique capturant la lumiére et les composants du complexe du centre
qui comprend le centre réactionnel (CR) en [ui méme et une antenne interne permettant le transfert de
I'énergie d'excitation de I'antenne externe au CR. Cependant, chez les cyanobactéries, les antennes
collectrices sont absentes au niveau du photosysteme | (PS 1). Ces complexes membranaires sont
associés ades molécules de chlorophylles (Chl) et de caroténoi des qui permettent |'absorption et le
transfert de I'énergie solaire (Gantt 1996). Jusgqu'aux années 60, on a pensé que les molécules de Chl
formaient une couche entre les deux épaisseurs de lipoproténes de la membrane (Weier et a. 1966).
Cependant un transfert maximum d'énergie nécessite un contact étroit et une orientation favorable
entre les molécules de Chl et les composants des centres réactionnels. On sait maintenant que les
membranes photosynthétiques sont en fait constituées de complexes intrinseques transmembranaires et
gue les molécules de Chl sont liées par des liaisons faibles aun ensemble de polypeptides congtituant
ces complexes (Kuhlbrandt et al. 1994).

L'énergie lumineuse est tout d'abord captée par les pigments situés au niveau de |'antenne
associée au photosysteme |1 (PS11), puis est transférée au centre réactionnel du PS |11 en passant par les
molécules de Chl a associées aux antennes mineurs du PS 11 (CP47 et CP43). Le centre réactionnel du
PS 1l est essentiellement compose des protéines D1 et D2 qui sont associés atous les pigments et les
cofacteurs nécessaires ala séparation initiale de charge (Fig. 2 ; Diner and Babcock 1996, Gounaris et
al. 1989).

STROMA

Fig. 2: Diagramme schématique de la chaine de transport d’électron dans les membranes thylacordales
eucaryotiques (Ort et Yocum, 1996)
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Le premier donneur délectrons du PS |1 est constitué d'un dimere de Chl a absorbant aenviron
680 nm et liés aux protéines D1 et D2 : le P680 (Barber and Kuhlbrandt 1999). 1l regoit des éectrons
d'un complexe de dégagement d'oxygene (OEC : "Oxygen Evolving Complex"), dont le groupement
Mn, en position centrale permet I'oxydation des molécules d'eau par la lumiére. Les électrons issus de
I'oxydation de I'eau sont tout d'abord utilisés pour réduire la plastoquinone (PQ) par l'intermédiaire de
la phéophytine (Phe) et passent ensuite le long d'une chaine de transfert d'éectrons via le complexe
cytochrome bg/f et le PS |. Ce dernier est le réducteur final de la chaine de transfert d'éectrons et
fonctionne comme une oxydoréductase plastocyanine (PC)-ferrédoxine (Fd), impliquant la Chl a, la
phylloguinone et des groupement Fer-Soufre comme cofacteurs (Scheller et a. 1997). Deux protéines
de 80 kDa (PsaA et PsaB) constituent les sous-unités majeures du PS | et lient |a plupart des pigments
et des donneurs et accepteurs d'éectrons (A, (Chl @), A1 (phylloquinone), Fa, Fs et Fx (3 clusters [4Fe-
49])) (Brettedl 1997, Golbeck 1987, Makin 1996, Nugent 1996, Setif 1992). Le premier donneur
déectrons du PS 1, le P700, a été identifié comme étant un dimére de Chl qui absorbe aenviron 700
nm (Krauss et a. 1993).

Les protons ains transportés a travers la membrane thylacoi dale établissent un gradient
électrochimique qui est ensuite utilisé pour permettre la synthése dATP et |a production de réductants.
L'isolement des différents transporteurs déectrons et la détermination de leur potentiel
d'oxydoréduction a permis d'éablir le schéma en Z qui rend compte de leur organisation au sein de la
membrane photosynthétique (Fig. 3 ; Hill and Bendal 1960).

Photosystéme |1 Photosystéme |
T ACY
| s
_ A
A S
0a I
g | \@ Light
I
c ® ° NADP
@ T\
04 | @@
'_ H, O Light
BRICURR

12L
P680

Fig. 3 : Schéma en "Z" représentant le transfert d'électrons dans la membrane des thylacordes
eucaryotiques depuis I'eau jusqu'au NADP. L'échelle des ordonnées permet de situer la valeur moyenne
du potentiel redox des transporteurs d'électrons (d'apreés Hill et Bendall, 1960). Mn : Cluster Manganese ;
Tyr : Tyrosines; Qu et Qs : Quinones ; Pheo : Phaeophytine ; PQ : Plastoquinone ; cyt b/f : cytochrome
be/f ; PC : plastocyanine ; Ao et A1 : Accepteurs ; Fa, Fs et F x : Centre Fer-Soufre.
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On estime que ce processus de photosynthése oxygénique doit ére apparu il y a environ 3500
millions d’années (Awramik 1992). De ce fait, il est remarquable de constater que les comparaisons de
séquences, auss hien parmi les espéces eucaryotiques que procaryotiques, révélent pour de
nombreuses protéines photosynthétiques clés, un tres fort degré de conservation (Ort and Yocum
1996). Par ailleurs, la cristallisation du PS | a permis déucider sa structure et d' établir des modéles
hypothétiques d’ organisation du centre réactionnel du PS |1 (Green and Durnford 1996, Schubert et al.
1997). La similitude dans la cinétique de séparation de charge entre les systémes des bactéries
anoxygeniques et les photosystémes | et |1 des organismes oxyphototrophes suggere que les processus
fondamentaux qui guident le transfert des éectrons d'un composant a l'autre sont probablement les
mémes dans chacun des deux types de centres réactionnels (Reith 1996). Les principales différences
entre les organismes photosynthétiques actuels résident donc plutét au niveau de la composition en
pigments associés aux antennes capturant la lumiere et/ou de la nature des antennes elles-mémes.

|.2- LAPIGMENTATION DE L'APPAREIL PHOTOSYNTHETIQUE

Il existe une formidable diversité de pigments au sein des plantes supérieures, des différentes
classes d'algues et des cyanobactéries, répartis entre les centres réactionnels | et |1 et les antennes
capturant la lumiére (Tableau 1). Tous les pigments photosynthétiques, y compris ceux des centres
réactionnels, sont capables d'une absorption directe de la lumiére solaire (Owens 1996). Leur capacité
d'absorption de la lumiére est déterminée par la section optique d'absorption dépendant de la longueur
donde, qui est spécifique de chaque pigment. Il semble que dans certains cas, de trés faibles
modifications des voies métaboliques soient nécessaires pour induire la synthése d'un pigment plut6t
que d'un autre (Sayre and von Wrobelboerner 1994, von Wettstein et d. 1995). Aind, la conversion de
laChl a en Chl b nécessite uniquement I'oxydation d'un groupement méthyl en formyl et la conversion

delaChl a en Chl d, I'oxydation d'un groupement vinyl en formyl (Fig. 4).

Toutes les proténes pigmentaires aChl lient ala fois des Chl et des caroténoi’ des (Green and
Durnford 1996). Les Chl assurent |'essentiel de la capture de I'énergie lumineuse, aors que les
caroténoi des jouent le plus souvent un réle de protection de I'appareil photosynthétique contre I'exces
d'énergie lumineuse (cf. section |.4-adaptations aux variations lumineuses ; Frank and Cogdell 1996,
Vishnevetsky et ad. 1999, Yamamoto and Bass 1996). Cependant, les caroténoi des peuvent auss
contribuer de fagon significative ala stabilisation de la structure de la protéine (Havaux 1998) ou ala
capture de I'énergie lumineuse comme cela a été observé chez certains organismes marins (Frank and
Cogdell 1996, Hiller et a. 1991). Dans tous les cas, I'association des Chl et des caroténoi des semble

essentielle pour obtenir un repliement correct des proténes qui les lient (Paulsen 1995).
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Tableau 1 : Principaux pigments caractéristigues des plantes supérieures, des procaryotes
photosynthétiques et des différentes classes ou divisions d'algues. PBS = Phycobilisomes ; a =
Prochlorococcus, P = Prochlorothrix, ¢ = Prochloron. Les pigments présents a I'état de traces chez ces
trois organismes sont présentés dans le tableau 1 en annexe 1. Code : ++ = pigment majeur (>10 %), +
= pigment mineur (1-10 % de la chlorophylle ou des carotenordes totaux), - = pigment absent ou non
détécté (d'apres Jeffrey et Mantoura, 1996)
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Des protéines liant spécifiquement des caroténoi des ont cependant récemment été mises en
évidence dans la membrane plasmique, dans le cytosol ou a la surface des cdlules de certains
organismes, ou elles auraient auss un role de photoprotection (Vishnevetsky et a. 1999, Wu and
Krogmann 1997).

Tous les eucaryotes photosynthétiques et les cyanobactéries possédent de la Chl a qui se
caractérise par un pic d'absorption aenviron 440 nm dans le bleu et aenviron 675 nm dans le rouge.
L'incorporation de pigments accessoires tels que la Chl b, laChl ¢, les phycobiliprotéines ou certains
caroténol des, dont les pics d'absorption sont situés ades longueurs d'onde ou I'absorption de la Chl a
est faible, permet ensuite d'élargir la gamme spectrae dans laquelle I'absorption de la lumiére est
possible. Aing, la fucoxanthine et la péridinine, présentes chez certaines algues, permettent d'étendre
la capacité de capture de la lumiére d'environ 80 4100 nm vers la partie rouge du spectre (Luning
1990). Les contributions photosynthétiques de nombreux autres caroténoi des tels que la
diadinoxanthine, la diatoxanthine, I'hétéroxanthine ou encore la néofucoxanthine sont beaucoup moins
évidentes.

La détermination de structures protéiques au niveau atomique a permis de montrer quil existe
une homologie substantielle parmi les complexes d'antenne aChl du point de vue de leur composition
pigmentaire, de I'orientation et de la distance des pigments les uns par rapport aux autres, ains que des
sites permettant la liaison des molécules de Chl (Kihlbrandt et a. 1994). En particulier, les résidus
histidine au niveau des hélices transmembranaires sont de trés bons candidats pour lier les molécules
de Chl (Krauss et d. 1993, Kihlbrandt and Wang 1991, Kihlbrandt et al. 1994). De méme, les résidus
glutamine et asparagine, les groupements carbonyl et les molécules d'eau peuvent fournir des ligands
supplémentaires des molécules de Chl (Kihlbrandt et a. 1994). Ces propriétés communes al'ensemble
des protéines pigmentaires supposent par ailleurs une conservation de la séquence et de la structure de
ces protéines.

|.3- PROTEINES PIGMENTAIRES DE L'APPAREIL PHOTOSYNTHETIQUE

Les protéines liant les pigments sont essentidlement congtituées de polypeptides
transmembranaires présentant un nombre variable dhélices a transmembranaires (MSH's pour
"membrane spanning helices') selon les familles de protéines. De par leurs caractéristiques
fonctionnelles, elles peuvent étre divisées en deux groupes : les complexes du centre et les complexes
capturant la lumiere (antenne intrinseque ou phycobilisomes).
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1.3.1- Lescomplexesdu centre

Les complexes du centre des deux photosystemes PS | et PS Il sont formés d'une part par le
centre réactionnel proprement dit et d'autre part par une antenne interne (ou proximale, CP47/CPA43)
qui lie lamgjorité des molécules de Chl a et permet le transfert de I'énergie d'excitation de |'antenne au
CR. Les CR sont les composants des photosystémes ou interviennent la photochimie primaire de
seéparation de charge et les processus de transfert d'éectrons. 1ls sont tres conservés d'un point de vue
sructural et fonctionnel chez tous les organismes photosynthétiques oxygéniques (Nitschke and
Rutherford 1991, Rutherford and Nischke 1996). Chez les eucaryotes et la plupart des cyanobactéries,
les protéines pigmentaires constituant ces complexes lient presgue exclusivement de la Chl a et du b-
carotene (cf. Tableau 2), et ces proténes sont toutes codées par le génome chloroplastique chez les
eucaryotes (Green and Durnford 1996). En revanche, le b-caroténe est remplacé par de I'a-carotene
chez Prochlorococcus et Acaryochloris marina qui utiliselaChl d comme pigment magjeur (Chisholm
et a. 1988, Miyashita et a. 1997).

Tableau 2 : Complexes du centre contenant de la Chl a chez les cyanobactéries et les chloroplastes (Valeurs
consensus de différentes sources, d'apres Green et Durnford, 1996)

Complexe Pigment/cofacteurs | Gene Polypeptide M asse
apparente
Photosysteme | Complexe de centre (CP1) | 75-100Chl a psaA | PsaA ou PSI-A | 58a70kDa

12-15 b-caroténes psaB | PsaB ou PSI-B 58 a70kDa
phylloguinone

Cluster 4Fe-4S

Photosystéme Il  Centreréactionnel (CR) 4-6Chla psbA | D1 ou PsbA dimere
2 phéophytine psbD | D2 ou PsbD d'environ
2 plastoquinone 60 kDa

1 Fe sans heme
1-2 b-caroténe

CP47 (CPa-1) 20-22 Chl a psbB | CP47 ouPsbB |47 kDa
2-4 b-caroténes

CP43 (Cpa-2) 20Chl a psbC | CP43ouPsbC |43kDa
5b-caroténes

Autres CP43 (CPIV-4) isiA CP43' oulsA | 34kDa
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1.3.1.1- Le complexe du centre du photosysteme |1

Le complexe du centre du PS |l comprend toutes les proténes, les pigments et les cofacteurs
nécessaires pour transférer les électrons de I'eau ala plastoquinone réduite (Diner and Babcock 1996,
Ghanotakis and Yocum 1990). Ce complexe est composé de 10 sous-unités protéiques principaes
(Fig. 5) : les polypeptides D1 et D2, les sous-unités a (psbE) et b (psbF) du cyt bsse, 2 protéines
transmembranaires CP43 et CPA47, le produit du géne psbl (environ 4kDa), et 3 polypeptides
extrinségues de 17, 23 et 33 kDa, associés du cbté lumen de la membrane (Irrgang et a. 1995, Satoh
1993, Seibert 1993, Stewart and Brudvig 1998).

= | =3 A
D1} |E']_2. ,.-:J_':.'H-?x T
L__F,.fl'\_ . A B R B (A
/ : |
|\ [FFEDa] ,/';* \/ Lumen
? | )] -
x_:““ o Led KL
. [[TkDa] /

Fig. 5 : Modéle structural du complexe protéique du PSII chez les cyanobactéries incluant les cofacteurs du
transfert d’électrons (Stewart et Brudvig, 1998).

Les protéines de 17 et 23 kDa sont absentes chez |es cyanobactéries oul elles sont remplacées par e cyt
Csso €t une protéine de 12 kDa (Shen and Inoue 1993). Parmi ces polypeptides, seuls 4 d’entre eux
fixent des pigments : ceux formant le centre réactionnel (D1 et D2) et les deux proténes d'antennes du
centre, CP47 et CP43 (Barber and Kihlbrandt 1999, Satoh 1996). Les autres protéines du PS Il ne
semblent pas fixer de molécules de Chl, mais eles pourraient avoir un réle important dans
I'assemblage du centre réactionnel du PS 11 in vivo (Tang et a. 1990).

Lecentreréactionnel du PSI1 (D1/D2) : CR1I

Les deux polypeptides majeurs du centre réactionnel, D1 (codé par psbA) et D2 (codé par
psbD), possédent une masse moléculaire d'environ 30 kDa (Diner and Babcock 1996). L'origine de la
lettre D est due au profil de migration "diffus’ dans les premiers SDSPAGE réalisés avec ces
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Fig. 6 : Modéles topologiques des polypeptides D1 et D2 et mise en évidence des acides aminés conservés.
La séquence consensus a été établie a partir de 38 especes différentes. Les acides aminés conservés sont
indiqués selon leur code a une lettre, les cercles rouges correspondent aux acides aminés non conserves, les
cercles noirs aux résidus hydrophobes remplacés de fagcon conservative et les carrés verts aux résidus
hydrophiles remplacés de fagon conservative (Bricker et Ghanotakis, 1996).
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protéines (Satoh 1982). Ces deux sous-unités ont tendance aformer un dimére que I'on détecte sur
SDSPAGE aux alentours de 60 kDa.

De nos jours, un grand nombre de genes codant pour D1 et D2 ont été séquencés apartir d'une
variété importante d'organismes allant des cyanobactéries aux plantes supérieures. Chez les plantes,
psbA est présent sous la forme d'une copie unique ininterrompue, aors que deux copies contenant des
introns semblent présentes chez les agues vertes et 3 copies ininterrompues chez la plupart des
cyanobactéries (psbAl a 3 ; Golden 1994, Golden et a. 1986, Schaefer and Golden 1989a). Pour les
cyanobactéries a Chl b, deux copies ont é&é mises en évidence chez Prochlorothrix hollandica
(Morden and Golden 1989) et seulement une copie chez Prochlorococcus SS120 (Hess et a. 1995).
Par ailleurs, deux copies du géne psbD sont présentes chez les cyanobactéries a phycobilisomes et
chez Prochlorothrix (Golden 1994). L'une d'entre elles est individualisée dans le génome, dors que la
seconde est en opéron et chevauche le gene psbC codant pour I'antenne interne CP43, de la méme
fagon que dans les chloroplastes des plantes supérieures (Holschuh et al. 1984).

Malgré la variabilité du nombre de copies de chacun de ces genes, les variations des séquences
au niveau protéique sont trés faibles puisgue plus de 60 a 70 % des acides aminés de D1 et D2 sont
conservés entre les cyanobactéries et les plantes supérieures (Svensson et a. 1991). De plus, les zones
les plus variables sont essentiellement situées aux extrémités 5' et 3' des protéines. Seul le produit
supposeé de psbAl chez Synechocystis PCC 6803 et PCC 6714 présente des variations de séquence
importantes par rapport aux autres copies du gene psbA (Ajlani et a. 1989, Jansson et a. 1987), mais
il a é&é montré que ce géne n'éait pas transcrit dans ces souches (Mohamed et a. 1993). Les génes
multiples codent pour deux formes distinctes de la protéine D1, excepté chez Prochlorothrix
hollandica. Le plus fort degré de conservation de ces protéines est trouvé au niveau des 5 hélices
transmembranaires prédites par graphe d'hydropathie (Trebst 1986 ; Fig. 6). Dans ces régions, les
acides aminés susceptibles dintervenir dans la fixation des pigments et des cofacteurs sont presque
tous conservés. Il en est de méme pour certains résidus susceptibles dintervenir dans la liaison du
cluster manganése (Debus 1992, Rutherford and Nischke 1996, Rutherford et a. 1992, van der Bolt
and Vermaas 1992).

Bien que les similitudes soient moindres, ces protéines présentent auss des homologies avec
les CR des bactéries pourpres et des bactéries vertes filamenteuses (Blankenship 1992, Deisenhofer
and Michd 1989, Michd and Deseinhoffer 1988). Ces CR sont hétérodimériques et sont regroupés
sous le terme centre de type quinone (Type Il) dans lesquels la phéophytine (ou la
bacteriophéophytine) et une paire de quinones servent daccepteurs d'éectrons terminaux. Les
smilarités de séguence entre les sous-unités protéiques D1/D2 du CR Il et les sous-unités
correspondantes du CR des bactéries pourpres (L et M) sont de |'ordre de 20-25 % (Hearst and Sauer
1984, Michd et d. 1986, Rhee et a. 1998, Williams et a. 1984). De plus, d'aprés les données
cristalographiques du CR de Rhodopseudomonas viridis, les protéines L et M possédent également 5



Fig. 8 : Modeles topologiques du CP43 et CP47 établis a partir de séquences consensus de 10 espéces. Les
acides aminés conservés sont indiqués selon leur code a une lettre, les cercles rouges correspondent aux
résidus non conservés, les cercles noirs aux résidus hydrophobes remplacés de fagon conservative et les
carrés verts aux résidus hydrophiles remplacés de fagon conservative (Bricker et Ghanotakis, 1996).
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hélices transmembranaires. Enfin, les deux sous-unités de ces CR (L/M et D1/D2) possedent aussi
dimportantes similarités de séquence (Michd et a. 1986, Svensson et a. 1991). C'est pourquoi, il a
€été suggéré que les deux polypeptides congtituant ces CR hétérodimériques sont issus de la duplication
d'un géne ancestral unique (cf. Fig.7 ; Michel et a. 1986, Svensson et d. 1991). D1 et D2 étant
beaucoup plus semblables que ne le sont L et M, les deux sous-unités de chacun des CR sont
probablement issues d'une duplication de génes indépendante ayant eu lieu aprés la divergence du PS
Il et des lignées bactériennes anoxygéniques (Coleman and Y ouvan 1993, Williams et a. 1986).

CR detype I
ancestral

Fig. 7 : Schéma représentant I'origine supposée des
différentes sous-unités des centres réactionnels

/ photosynthétiques de type I1.
D1 D2 L M
cyanobactéries bactéries
CR 11 héérodimérique CR héérodimérigue

CP47 et CP43

CP47 (CPa1) et CP43 (CPa-2) sont des composants protéiques membranaires du PS |1 qui
fonctionnent comme des antennes internes (Pakras 1995). Ces deux protéines lient la plupart de la Chl
a (12 a25 molécules) et du b-carotene du complexe du centre PS 11 (Bricker 1990, Rhee et a. 1998) et
transferent I'énergie d'excitation issue des antennes magjeures vers les Chl du centre réactionnel P680
(Pakrasi 1995). Des expériences de mutagenése dirigée ont montré que ces proténes pigmentaires ont
également un réle structural et fonctionnel important (Pakrasi and Vermaas 1992, Vermaas 1993). De
plus, CP43 et CPA47 pourraient lier de petites quantités de lutéine en plus du b-carotene (Bass et al.
1993).

D'un point de vue structural, CP47 et CP43 présentent des similitudes importantes (Bricker
1990, Sayre and von Wrobeboerner 1994). Chacune de ces protéines possede six hélices
transmembranaires et les extrémités N- et C-terminales sont situées au niveau de la surface stromale
(Fig.8 ; Bricker 1990, Sayre and von Wrobelboerner 1994, Vermaas et a. 1987). La principae
différence entre ces protéines est la taille de la boucle entre les hélices transmembranaires 5 et 6 qui
est plus longue de 151 résidus dans le CPA47 (Bricker 1990). La boucle du CP47 est en contact avec le
polypeptide de 33 kDa (produit du gene psbO) et serait impliquée dans la stabilisation du cluster
manganese (Bricker 1990, Enami et a. 1997, Frankel and Bricker 1995, Sayre and von Wrobelboerner
1994, Vermaas et al. 1987).
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De méme, le CP43 qui semble localisé du cbté opposé au complexe D1-D2-cytochrome b559,
pourrait avoir un réle similaire (Enami et a. 1997, Harrer et al. 1998). Ces caractéristiques structurales
ont récemment été confirmées par la déermination de la structure 3D du CR |1 aune résolution de 8 A
(Rhee et al. 1998).

L e séquencage chez plusieurs especes des genes psbB et psbC, codant respectivement CP47 et
CP43, a montré la tres forte conservation de ces protéines. En effet pour CP47, 80 % des acides
aminés sont identiques ou remplacés de fagcon conservative entre les différents organismes examinés,
contre 85 % pour CP43 (Bricker and Ghanotakis 1996). De plus, les résidus potentiellement impliqués
dans la liaison des molécules de Chl sont trés bien conservés dans les six hélices transmembranaires
des protéines CP43 (8 résidus H) et CP47 (12 résidus H) de différentes especes (Deisenhofer et al.
1985, Kuhlbrandt and Wang 1991, Shen et a. 1993). De méme que pour les autres protéines
pigmentaires, ces résidus sont groupés du coté stroma ou lumiere des surfaces membranaires (Zuber et
al. 1987).

CP43' (ISA)

Une protéine de 34 kDa associée au complexe du PS Il est synthétisée en abondance chez
certaines cyanobactéries en conditions @& stress d0 a une carence en fer (Riethman and Sherman
1988a, Riethman and Sherman 1988b, Strauss 1994). Elle présente des homologies de séquence
importantes avec le CP43 (Laudenbach and Straus 1988, Leonhardt and Straus 1992). Pour cette
raison, elle a & nommeée CP43 mais les termes CPVI-4, CPlI1b ou encore ISA sont auss employés.
La dructure de cette protéine differe du CP43 par la longueur de la boucle entre les hélices
transmembranaires prédites 5 et 6, qui et plus courte de 92 résidus chez ISA. De plus, la conservation
des résidus histidines dans les hélices transmembranaires prédites par profil d'hydropathie suggere que
la capacité de liaison des molécules de Chl est certainement similaire au CP43 (Bricker 1990,
Laudenbach and Straus 1988, Vermaas and Ikeuchi 1991).

Puisgue les phycobilisomes sont rapidement dégradés en conditions de stress nutritionnd, il a
€té proposé que cette protéine fonctionne comme un complexe d'antenne auxiliaire qui compenserait la
perte des phycobilisomes pendant le dress dO au fer (Pakrasi et al. 1985). Cette protéine pourrait
également constituer une réserve de Chl qui contribuerait a l'assemblage des complexes du centre
réactionnel dans les premiers stades de récupération du stress di au fer (Burnap et a. 1993, Riethman
and Sherman 1988b). En fait, l'inactivation d'ISA par mutagenese dirigée chez Synechococcus
PCC 7942 a montré que cette proténe a plus probablement un réle de photoprotection (Park et .
1999). ISA permettrait en effet de protéger le PS Il d'une excitation excessive en condition de
limitation en fer en agissant comme un dissipateur non radiatif de I'énergie lumineuse.
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1.3.1.2- Le centreréactionnel du PS1 (PsaA/ PsaB) : CR |

Dans le photosysteme |, le centre réactionnel et I'antenne interne sont combinés en un seul
"super-complexe’ pigment-protéine qui accepte les électrons de la plastocyanine ou du cytochrome cg
pour les transférer a une molécule de type ferrédoxine codée par le gene psaC (Chitnis et a. 1995,
Golbeck 1992, Golbeck 1993). Les cofacteurs du PS | qui participent a la chaine de transfert
d'éectrons sont liés aux protéines PsaA, PsaB et PsaC (Chitnis et a. 1995, Scheller et a. 1997). Le
complexe PS | contient auss 8 autres polypeptides dont certains contiennent des segments
transmembranaires, mais aucune de ces protéines ne semblent fixer de molécules de Chl (cf. Fig. 9 ;
Chitnis et a. 1995, Green and Durnford 1996).

Cytoplasme

Membr ane
Thylacoidale

Lumiere

T r\PsaM

PsaJ PsaF
[ PsaK

Fig. 9 : Modéle d'organisation des polypeptides et des cofacteurs du PS | chez les cyanobactéries. La
position exacte du PsaM par rapport aux autres sous-unités n'est pas connue. Les transporteurs d'électrons
identifiés par spectroscopie comprennent le donneur primaire d'électrons, P700 (une paire spéciale de Chl
a), les accepteurs primaires et secondaires d'électrons, Ay (Chl a) et A: (phylloquinone) et 3 clusters Fer-
Soufre, Fa, Fs et Fx (d'apres Chitnis et al. 1995 et Krauss et al. 1996).

PsaA et PsaB constituent les deux sous-unités majeures du centre. |l sagit de deux
polypeptides hydrophobes qui possédent une masse moléculaire apparente similaire, qui varie de 58 a
70 kDa sdon les organismes. Ces deux protéines lient un total de 75-100 molécules de Chl a et 12-15
molécules de b-caroténe (cf. Tableau 2 ; Green and Durnford 1996). La structure d'un complexe PS |
de cyanobactérie aété déerminée récemment aune résolution de 4,0 A par cristallographie aux rayons
X (Schubert et a. 1997). PsaA et PsaB possedent chacun 11 hélices transmembranaires renfermant la
majorité des résidus chargés de ces protéines (Fig.10 ; Krauss et al. 1993) et deux larges hélices de

surface paralléles au plan de la membrane (Schubert et a. 1997).
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Fig. 10 : Représentation schématique des hélices a de PsaA et PsaB. Les boucles inter-hélices identifiées
avec certitude sont représentées en trait continu et celles supposées ou ambigués en pointillés. La longueur
des hélices a individuelles (+/- 3 acides aminés) est indiquée en caractére gras (Schubert et al. 1997).

Les genes codant pour ces protéines ont éé séquencés chez plusieurs organismes
procaryotiques et eucaryotiques (Fish et al. 1985, Muhlenhoff et a. 1993, Smart and Mclntosh 1991).
Les similitudes de séguences entre les cyanobactéries d' eau douce et les eucaryotes sont d environ
95 % pour PsaA et plus de 95 % pour PsaB. De plus, psaA et psaB présentent entre eux un
pourcentage d'identité de 40-45 %, ce qui suggére quiils sont issus de la duplication d'un géne ancestral
qui aurait ensuite divergé (Pakrasi 1995). La comparaison de ces séquences a permis de mettre en
évidence que deux résidus cystéines présents ala fois dans PsaA et PsaB pourraient fournir des sites
de fixation du cluster Fer-Soufre F, ([4Fe-4S] ; McDermott et a. 1989, Petrouleas et a. 1989, Scheller
et a. 1997). Ces sites semblent également essentiels pour |'assemblage du CR | (Smart and Mclntosh
1993). En revanche, les sites de fixation des cofacteurs P700, A, et A; sur les polypeptides PsaA et
PsaB ne sont pas encore connus. Cependant, plusieurs résidus histidine sont particuliérement bien
conserves dans PsaA et PsaB (His522, 523 et 530 dans PsaB de Chlamydomonas) et il a été proposé
que I'His 522 ou 523 coordonne le P700, aors que I'His 530 coordonnerait A, (Cui et a. 1995).

Par ailleurs, la comparaison des séquences de ces protéines avec celles des CR
homodimériques des bactéries vertes sulfureuses (Buttner et a. 1992a, Buttner et a. 1992b) et des
héliobactéries (Liebl et al. 1993) suggere une lignée commune de ces CR avec les CR | des
organismes photosynthétiques oxyphototrophes (Lockau and Nitschke 1993, Trost et d. 1992). En
effet, tous ces organismes ont des CR de type Fer-Soufre (Type |) qui possedent des clusters Fe,-S; a
haut potentiel comme accepteurs terminaux d'éectrons (Blankenship 1992, Nitschke et a. 1987, Trost
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et d. 1992). De plus, d'apres les analyses d'hydropathie, chacun des polypeptides composant ces CR
possede également 11 hélices transmembranaires (Liebl et d. 1993). Enfin, les protéines constituant
les CR des bactéries vertes sulfureuses et des héliobactéries présentent 14 a17 % d'homologie avec les
deux sous-unités PsaA et PsaB du mai s (Buttner et a. 1992b, Golbeck 1993, Liebl et a. 1993,
Nitschke and Rutherford 1991). 1l semble donc que psaA et psaB soient apparus par duplication de
géne et que k divergence de la lignée PS | par rapport aux CR bactériens soit intervenue avant
I'événement de duplication conduisant aux centres hétérodimeériques (cf. Fig.11 ; Trost et al. 1992,
Wolfe and Hoober 1996).

CR detypel
ancestral Fig. 11 : Schéma représentant I'origine supposée des

différentes  sous-unités des centres réactionnels
photosynthétiques de type I.

PsaA PsaB P840 PshA
cyanobactéries bactériesvertes  ngliobactéries
sulfureuses
CR | h&éodimérique CR homodimériques

|.3.2- Les complexes antennaires

Les protéines pigmentaires des complexes d'antenne sont responsables de |'absorption de
I'énergie lumineuse et de la premiére étape de sa conversion en énergie chimique chez les organismes
photosynthétiques oxygeniques. A l'inverse des centres réactionnels, il existe une tres grande diversité
de pigments et de protéines congtituant les complexes pigments-protéines d'antenne, particulierement
au sein des classes agales (Hiller et al. 1991).

1.3.2.1- Les phycobilisomes des cyanobactéries et des algues rouges

Chez les cyanobactéries et les rhodophytes, la capture de I'énergie lumineuse est assurée par
des complexes extrinseques a phycobiliprotéines sous forme d'aggrégats moléculaires fixés a la
surface externe des thylacoi des : les phycobilisomes (Gantt and Conti 1966, Sidler 1994). Ces
complexes supramoléculaires sont constitués de deux principaux ééments structuraux (cf. Fig. 12 ;
MacColl 1998). La partie centrale de I'édifice est composée de deux, trois ou parfois quatre structures
cylindriques qui permettent le contact et I'ancrage des phycobilisomes ala membrane thylacoi dale
(Porter et a. 1978, Searle et al. 1978). Ces éléments permettent le transfert de I'énergie des régions
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distales des phycobilisomes aux complexes CP47 des membranes thylacoi dales. La partie externe des
phycobilisomes est généralement congtituée de six projections radiaires qui partent du centre et sont
formées d'un nombre variable de disques cylindriques.

PSII Projections radiaires

Fig. 12 : Structure d'un phycobilisome. Dans ce schéma, les six projections radiaires sont constituées de
trois jeux de double disque, indiqués de 13, liés entre eux par des polypeptides de liaison (zones noires ;
d'apres Sidler, 1994).

Ces complexes supramoléculaires sont constitués a 85 % d'une famille de protéines
pigmentées et solubles dans I'eau, les phycohbiliprotéines (Glazer and Fang 1973, Klotz et d. 1986,
Tandeau de Marsac and Cohen-Bazire 1977). Les 15 % restant sont formeés de polypeptides de liaison,
qui ne lient pas de chromophores. Chague phycobiliprotéine est un hétérodimere congtitué de sous-
unités a et b qui présentent des homologies de séquence importantes (Tandeau de Marsac et a. 1990,
Tandeau de Marsac et al. 1988). Il existe 4 classes prédominantes de phycobiliprotéines.
L'alophycocyanine (AP ; ésorption maximum (Ana) ~ 650 nm) est trouvée exclusivement dans le
centre des phycobilisomes, aors que les projections radiaires peuvent contenir selon les especes et les
conditions environnementales de la phycocyanine (PC ; Anx~620 nm), ans que de la
phycoérythrine (PE ; Awx ~ 560 nm) ou de la phycoérythrocyanine (PEC ; Anx ~ 540 nm). Les
phycobilisomes absorbent donc la lumiére visble dans une gamme de longueur d'onde de 540 a 660
nm, ol |'absorption liée aux pigments chlorophylliens est faible (Porter et a. 1978, Searle et al. 1978,
Sidler 1994). La migration de I'énergie lumineuse captée est tres rapide et seffectue depuis I'extrémité
distale des projections radiaires vers la portion proximale, et enfin vers le caar des phycobilisomes
(Sder 1994). Cette énergie est ensuite transférée a la Chl a des centres réactionnels
photosynthétiques. L'isolement de complexes phycobilisomes-PS Il a permis de vérifier que I'énergie
et transférée vers le CR Il (Gantt et a. 1986). Cependant, il semble que |'attachement des
phycobilisomes au PS | soit également possible et permettrait d’ augmenter |’ efficacité du PS | chez
Synechococcus (Mullineaux 1992, Mullineaux 1999). La confirmation de ces résultats nécessiterait
I'i'solement de complexes phycobilisomes-PS | fonctionnels similaires aux particules phycobilisomes-
PS |1 dgaisolées (Gantt et al. 1986).
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Chez les cyanobactéries possédant des phycobilisomes, la Chl a est le seul type de Chl présent
et aucune antenne transmembranaire associée aux centres réactionnels| et |1 n'a éé mise en évidence
(Tan et d. 1995, Wolfe et d. 1994a). A linverse, les algues rouges possedent en plus des
phycobilisomes, une antenne transmembranaire aChl a associée au PS | (cf. section 1.3.2.4-antenne
collectrice des algues, Tan et d. 1995, Wolfe et a. 1994b). Les Cryptophycées constituent aussi un cas
unique car eles synthétisent ala fois des complexes intrinséques aChl a/c (cf. section 1.3.2.4-antenne
collectrice des algues, Ingram and Hiller 1983, Rhiel et a. 1989) et des phycobiliprotéines (PC ou PE)
localisées dans la lumiére des thylacoi des (Lichtlé et a. 1987). Dans cette classe d'agues, les
phycobiliprotéines sont plus petites que celles des algues rouges et des cyanobactéries et ne possedent
pas les séquences d'acides aminés nécessaires a l'aggrégation sous forme de phycobilisomes (Gantt
1996).

Enfin, au sein méme de la radiation des cyanobactéries, trois oxyphototrophes (Prochloron,
Prochlorothrix et Prochlorococcus) utilisent une antenne a Chl a/b comme principa complexe
collecteur de lumiére (Partensky et d. 1999). L'absence de phycobiliproténes a longtemps été
considérée comme le principal caractére unissant ces trois organismes (Lewin, 1975, 1977 ; Burger-
Wiersma et d., 1986 ; Chisholm et d., 1988, 1992). Cependant, les génes codant les sous unitésa et b
des phycobiliprotéines ont récemment &é mis en évidence et sequencés chez plusieurs souches de
Prochlorococcus adaptées afaible lumiere (cf. section 11.3.3-appareil photosynthétique ; Hess et al.
1996, Ting et a. 1998, Hess et Campbell, pers. com.). De plus, bien que les recherches effectuées pour
mettre en évidence d'autres types de phycobiliproténes (PC ou AP) soient restées infructueuses
jusqu'a maintenant (Hess, pers. com.), des éudes par immunocytochimie ont montré que la
phycoérythrine est probablement localisée dans la lumiére des thylacoi des et semble fonctionnelle
pour la capture de la lumiere (Hess et a. 1999, Lokstein et al. 1999). De méme, la présence de "mini-
phycobilisomes' a éé observée chez le procaryote oxyphototrophe Acaryochloris marina qui utilise la
Chl d comme pigment mgeur (Marquardt et a. 1997). Ces dtructures visibles en microscopie
électroniqgue sont essentiellement  congtituées de phycobiliprotéines fixant la phycocyanine et
I'dlophycocyanine. A l'inverse, ['éroit resserrement des membranes thylacoi dales chez
Prochlorococcus, Prochlorothrix hollandica et Prochloron, observé en microscopie électronique a
transmission, semble confirmer I'absence de phycobilisomes chez ces organismes (Partensky et al.
1999).

1.3.2.2- Les protéines aChl a/b des plantes supérieures

Chez les plantes supérieures, six complexes pigments-proténes principaux (“Light harvesting
complex" (LHC) II, LHC la, LHC Ib, CP29, CP26 et CP24) ont éé identifiés (Green and Durnford

1996). Chacun de ces complexes est constitué de protéines intrinségques ala membrane, codées au
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niveau du génome nucléaire. Ces protéines lient la Chl a et la Chl b dans des rapports variables, aing
gue la lutéine, des xanthophylles, la néoxanthine et la violaxanthine (cf. Tableau3 ; Green and
Durnford 1996).

Tableau 3 : Protéines des antennes a Chla/b des plantes supérieures (d'aprés Green et Durnford, 1996)

Complexe pigment-protéine Géne Rapport Chl a/b Référence
LHCI-680A Ihca3 14 (Preisset a., 1993)
19 (Tjuset al., 1995)
31 (Palsson et al. 1995)
LHCI-680B Ihca2
LHCI-730 Ihcal 23 (Preisset a., 1993)
Ihca2 29 (Tjusetal., 1995)
32 (Palsson et al. 1995)
LHCII Ihcbl 14 (Dainesse et Bassi, 1991)
Ihcb2 133 (Peter et Thornber, 1991)
Ihch3
CP29 Ihcb4 23 (Peter et Thornber, 1991)
28 (Dainesse et Bassi, 1991)
31 (Henrysson et al., 1989)
CP26 Ihch5 18 (Peter et Thornber, 1991)
22 (Dainesse et Bassi, 1991)
3.3 (Van Amerongen et al. 1994)
CP24 Ihch6 0.9 (Peter et Thornber, 1991)
16 (Dainesse et Bassi, 1991)
CcP22 psbS 6 (Funk et al. 1995)

Antenne collectrice associée au PS ||

Le premier complexe Chl-protéine a avoir éé découvert est le LHC I ("Light Harvesting
Complex 11") qui congtitue I'antenne majeure aChl a/b du PS Il (Green 1988). Les protéines de ce
complexe possédent une masse moléculaire comprise entre 24 et 29 kDa et représentent environ un
tiers du contenu total en proténes des membranes thylacoi dales et environ 50 % de la Chl totale. Chez
les dantes supérieures, le LHC |1 est constitué de trois types de polypeptides étroitement reliés (codés
par les genes Lhcbl, 2 et 3 ; Jansson 1994) dont les rapports varient selon les conditions de croissance
(Machold 1991). Depuis 1983, il a é&é suggéré a plusieurs reprises que ces protéines seraient
constituées de trois hélices transmembranaires, avec la partie N-terminale exposée du coté stromaet la
partie C-terminale dans la lumiere des thylacoi des (Burgi et d. 1997, Green et d. 1991, Mullet 1983).
La déermination aune résolution de 6 A (Kiihlbrandt and Wang 1991), puis 23,4 A (Kuhlbrandt et .
1994) de la structure cristallographique du LHC 11 purifié de pois a confirmé cette hypothése (cf. Fig.
13). Les hdlices | et 111 sont homologues et reliées par un pont salin Arg-Glu. Parmi les 12 molécules
de Chl mises en évidence au niveau de ces hélices, 7 ont été attribuées ala Chl a car leur proximité
avec les molécules de caroténoi des permet un transfert efficace de I'énergie. Les 5 autres dont 3 sont
liées par I'hélice 11, ont été assignées ala Chl b (Kihlbrandt et al. 1994).
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Fig. 13 : Structure du LHCII de pois déterminé par cristallographie électronique (Kihlbrandt et al. 1994).
Les bandes bleues indiquent la position approximative de la bicouche lipidique. Sur cette représentation,
les hélices sont nommées A a D et les hélices B, C et A correspondent aux hélices 1, 2 et 3 respectivement.
Les molécules de chlorophylle sont représentées par des anneaux porphyrines et les molécules supposées
&tre des Chl a ont été noircies.

En dehors des polypeptides du LHC 11 proprement dit, il existe trois autres protéines aChl a/b
qui possedent une structure similaire : Lhcb4, Lhcb5 et Lhch6, auss respectivement connues sous les
noms de CP29, CP26 et CP24 (Green and Durnford 1996, Grossman et a. 1995). Ces molécules lient
une quantité plus faible de Chl b que les protéines congtituant le LHC 1l et constituent 5 410 % de la
Chl totale associée au PS |l (cf. Tableau 3 ; Allen 1992, Barber and Kihlbrandt 1999, Peter and
Thorbner 1991, Pickersky et al. 1991). Ces proténes semblent situées ala péiphérie du LHC |1 et leur
étroite association avec le centre du PS |l pourrait permettre le transfert de I'énergie d'excitation du
trimere de LHC Il au CR, par l'intermédiaire de CP43 et CP47 (Camm and Green 1989, Harrer et al.
1998).
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Enfin, plus récemment mis en évidence chez les plantes supérieures et les cyanobactéries
(Kim et a. 1992, Nilsson et al. 1990, Wedd et d. 1992), le CP22 est un polypeptide de 22 kDa codé
par le gene psbS. Cette protéine est reliée aux autres protéines a Chl a/b par des homologies de
séquence importantes bien quiil possede 4 domaines hydrophobes transmembranaires au lieu de 3 chez
la plupart des protéines aChl a/b (Funk et al. 1995b, Kim et a. 1992, Weddl et a. 1992). Les hélices |
et 111 présentent également de fortes homologies entre elles, de méme que les hélices Il et IV (Green
and Pichersky 1994, Kim et a. 1992, Wedd et a. 1992). Cette découverte a amené Green et Pickersky
(1994) a proposer un scénario évolutif dans lequd les Lhc seraient issues de la duplication d'une
protéine ancestrale adeux hélices transmembranaires dont I'nélice 4 aurait été ultérieurement éliminée
(Green and Pichersky 1994). Deux copies du CP22 (PshbS) sont présentes pour chaque PS Il et
pourraient lier chacune 5 molécules de Chl (a et b) et différents types de caroténoi des (Funk et al.
19953). Il a éeé propose que ce polypeptide intervienne dans la liaison du LHC Il avec le PS Il
(Ghanotakis et a. 1987, Kim et a. 1994) ou encore joue un réle de réservoir ou de transporteur de Chl
durant la biogenése ou la dégradation des protéines liant la Chl (Funk et a. 1995a, Funk et a. 1995b).
Cependant, aucune variation significative de la quantité relative de protéine PsbS n’a pu étre observée
pendant les phases de synthése ou de dégradation de I’antenne LHC |l (Lindahl et a. 1997). Plus
récemment, des expériences de mutagenése dirigée ont mis en évidence que I'absence de PsbS
n'affecte ni la capture de I'énergie lumineuse, ni la photosynthése en lumiére modérée, mais que cette
protéine et indispensable pour I'atténuation (“quenching”) non photochimique du rendement de
fluorescence de la chlorophylle, lors de la photoinhibition (Li et a. 2000). Cette protéine pourrait donc
contribuer a la dissipation photoprotectrice de I'énergie plutbt qu'a la capture de I'énergie

photosynthétique.

Antenne collectrice associée au PS |

Deux complexes Chl-protéine sont associés au PS 1. L'un d'entre eux semble responsable de la
fluorescence du PS | 4730 nm abasse température (LHC 1-730) aors que le second fluoresce aplus
courte longueur donde (LHC 1-680), suggérant une organisation différente des molécules de Chl
associées (Bass and Simpson 1987, Palsson et a. 1995). Le LHC [-680 peut étre lui-méme subdivisé
en deux sous-complexes pigmentaires, LHC 1-680A et LHC 1-680B, qui différent par leur composition
peptidique (Knoetzel et a. 1992, Tjus et d. 1995). De plus, des données obtenues a partir
d'Arabidopsis suggerent que deux autres protéines de type Lhc (Lhcab et Lhca6) seraient
potentiellement associées au PS |, bien que leur locdisation nat pas éé déerminée
expérimentaement (Jansson 1999). Aing, bien qu'un plus faible nombre de molécules de Chl soient
associées au CR | qu'au CR 11, ces complexes d’ antenne associées au PS | contribuent pour 100-120
Chl a sur un total de 210 molécules de Chl a associées au PS | (Jansson 1994).
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1.3.2.3 Les antennes collectrices procaryotiques aChl a/b.

Bien que les cyanobactéries utilisant les phycobilisomes comme principal complexe collecteur
de lumiére congtituent la trés large majorité des procaryotes oxyphototrophiques, les cyanobactéries a
Chl b utilisent pour cette méme fonction une antenne a Chl a/b. Prochloron et Prochlorothrix
possedent de la Chl a et b (monovinyl Chl a; et b;), comme pigment mgeur, aors que
Prochlorococcus utilise des dérives divinylés de la Chl a et b (Chl a, et b,, cf. section 11.3.1-
composition pigmentaire de Prochlorococcus ; Goericke and Repeta 1992). Un pigment de type Chl ¢
intervenant dans la collecte de I'énergie lumineuse a auss éé mis en évidence chez Prochlorococcus
en guantité mineure (Goericke and Repeta 1992) et chez Prochloron ou il représente 4 a15 % du
contenu total en Chl (Larkum et al. 1994). De plus, certaines souches de Prochlorococcus (SS120,
NATL1) synthétisent auss de la Chl b; (Moore et a. 1995, Partensky et al. 1993). En ce qui concerne
les caroténoi des, les cyanobactéries aChl b ont en commun avec les cyanobactéries aphycobilisomes
la zéaxanthine comme xanthophylle majeure. Le second caroténoi de majeur est le b-caroténe chez
Prochlorothrix et Prochloron, tout comme chez les cyanobactéries a phycobilisomes et I'a-caroténe

chez Prochlorococcus.

La découverte de la présence dune antenne aChl a/b chez les cyanobactéries aChl b a tout
d'abord amené a spéculer sur une éventuelle relation entre ces organismes procaryotiques et les
chloroplastes des plantes supérieures et des algues vertes (Matthijs et a. 1994, Post and Bullerjahn
1994). Cependant, les analyses phylogénétiques groupent sans équivoque les cyanobactéries aChl b
avec les cyanobactéries possédant des phycobilisomes et montrent que les trois genres Prochloron,
Prochlorothrix et Prochlorococcus ne forment pas un groupe monophylétique au sein de la radiation
des cyanobactéries (cf. section 11.1.2-phylogénie des cyanobactériesaChl b ; Lewin 1976, Palenik and
Haselkorn 1992, Urbach et a. 1992). L'antenne aChl a/b des procaryotes photosynthétiques semble en
fait avoir évolué par duplication de génes et divergence apartir de la famille des proténes dantenne a
Chl a du centre qui comprend CP43, CP47 et ISA (van der Staay et a. 1998). Ceci suppose que de
trés faibles changements, s ce n'est méme aucun, dans la séguence primaire de I'ancétre commun ont
été nécessaires pour permettre la liaison de Chl b au lieu dela Chl a, ains que de pigments de type Chl
¢ (LaRoche et a. 1996). Un seul gene codant pour cette antenne collectrice (pcb) a été identifié chez
Prochloron et Prochlorococcus (LaRoche et a. 1996), mais trois copies de ce gene ont été mis en
évidence chez Prochlorothrix (van der Staay et a. 1998). Les pcbA, B et C présents chez
Prochlorothrix sont co-transcrits et codent respectivement pour des polypeptides de 32, 33 et 38 kDa.
Le gene pcbC diverge significativement des deux autres et pourrait étre apparu par une duplication de
genes indépendante de celle qui a donné isiA, ains que les génes pcb des autres cyanobactéries aChl
b. Par ailleurs, les caractéristiques pigmentaires et la composition polypeptidique de I'antenne majeure
de Prochlorococcus varient selon les souches examinées (cf. section 11.3-Caractéristiques
photosynthétiques de Prochlorococcus ; Partensky et al. 1997).



Tableau 4 : Caractéristiques pigmentaires et cytologiques des principaux groupes d'algues eucaryotes (d'apres Simon et Cabioch, non publié).

Divisions Classes Pigments Cytologie: Organesreproducteurs
(éventuellement exemples) photosynthétiques flagelles, réserves, parois
GLAUCOCYSTOPHYTA Chl a et phycobiliprotéines 2 flagelles inégaux
RHODOPHYTA Rhodophycées Chl a et - Pasde cellules flagellées
phycobiliprotéines - Amidon extraplastidial
- Galactanes sulfatés dans les
parois
Fucophycées* - Cellules flagell ées hétérocontées
Eustigmatophycées - Paroistrés variables
Chrysophycée* (écailles, frustule siliceux,
Pélagophycées* Chla (* etc) cellulose..)
HETEROKONTOPHYTA Xanthophycées*
Diatomophycées*
Dictyochophycées* .
Raphidophycées* sporocyste et/ou gamétocystes
PRYMNESIOPHYTA Prymnesiophycées - 2 flagelles égaux, 1 haptonéme
Chlaetc - écailles (et/ou coccolithes)
DINOPHYTA Dinophycées Chlaetc - 2 flagellesinégaux
- Plagues cellulosiques
CRYPTOPHYTA Cryptophycées Chlaetc - 2 flagellesinégaux
phycobiliprotéines - Périplaste
EUGLENOPHYTA Euglenophycées Chlaetb - 2 flagellesinégaux
- « cuticule »
CHLORARACHNIOPHYTA Chlorarachniophycées Chlaetb - 1flagelle
* CHLOROPHYTA 10 classes dont: - Cellules flagell éesisocontées
W Prasinophycées Chlaeth ou absentes
g Ulvophycées - Amidon dans|es plastes
o Chlorophycées...
2 STREPTOPHYTA Chlaetb Sporanges et gamétanges
% CHAROPHYTA
O BRYOPHYTA

TRACHETOPHYTA
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1.3.2.4- Les antennes collectrices des algues

La plus grande diversité de pigments accessoires liés aux antennes collectrices se situe au
niveau des divisons algaes (van den Hoek et d. 1995). Ces pigments constituent |’un des ééments
majeurs de leur classfication, mais la nature chimique des produits de stockage, des parois cdlulaires
et les organes reproducteurs ont auss joué un réle important dans la définition des différents groupes
d agues (cf. Tableau 4 ; Lining 1990). C'est pourquoi les différents systemes collecteurs de lumiére
sont ici répertoriés en tenant compte ala fois des pigments majeurs impliqués dans la collecte de
I’énergie lumineuse et de la classification de ces organismes.

Lesalguesa Chl a/b

CHLOROPHY CEES

Les algues vertes semblent posséder environ le méme nombre de protéines aChl a/b associées
au LHC | et Il que les plantes supérieures (Allen and Staehelin 1994, Bass and Dainese 1992, Bass
and Wollman 1991). Cependant, assez peu de ségquences sont disponibles et malgré la présence
d homologies au niveau des hélices transmembranaires, leur classification dans les différents types de
Lhc définis chez les plantes (Lhcal a4, Lhcbl a3) reste difficile (Green and Pichersky 1994, Jansson
1994). Chez certaines algues vertes marines, les complexes LHC a Chl a/b lient auss de la
siphonaxanthine et de la siphonéine qui participent de facon significative al'absorption de la lumiére
(Anderson 1986). A l'inverse, la lutéine, la violaxanthine, la néoxanthine et la loroxanthine présentes
chez les algues vertes ont un role de photoprotection de I'appareil photosynthétique et de stabilisation
des molécules de Chl dans les complexes (Plumley and Schmidt 1987).

EUGLENOPHY CEES

Les Euglenes possedent elles auss des antennes aChl a/b reliées acelles des algues vertes et
des plantes supérieures (Houlné and Schantz 1988, Muchha et Scharwzbach, 1992). Cependant, les
protéines des complexes LHC | et |l présentent la particularité d'étre tout d'abord synthétisées sous
forme de polyproténes et ensuite clivées aprés importation dans les chloroplastes (Houlné and
Schantz 1988, Muchhal et Scharwzbach, 1992).

PRASINOPHY CEES

On a pu mettre en évidence chez |es Prasinophyceées la présence d’ au moins deux polypeptides
de 20-21 kDa qui sont organisés en complexes oligomeriques (Hiller et a. 1991, Rhiel et Morschel,
1993). Magré la présence de Chl ¢ et bien que ces deux protéines ne montrent aucune réaction
immunologique avec les autres protéines aChl a/b (Fawley et a. 1986), des homologies de séquences
avec les antennes des plantes supérieures ont pu ére mises en évidence au niveau des domaines
correspondant aux hélices transmembranaires| et 111 (Rhiel and Moérschel 1993, Schmitt et al. 1994).
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Lesalgues a Chl a et phycobiliprotéines (Rhodophyta)

Bien que les algues rouges soient pourvues de phycobilisomes fonctionnels pour collecter la
lumiére, dlles possedent également une antenne de type LHC | liant de la Chl a. Cette antenne permet
d'augmenter la capacité d'absorption du CR | dau moins 70 Chl pour un total d'environ 170 Chl par
P700 (Tan et a. 1995, Wolfe et a. 1994b). On a pu estimer que chez Porphyridium cruentum, 75 a
80 % de la Chl a était associée au PS |, lereste au PS11. De plus, le PS | des agues rouges présente
auss la particularité de lier de la zéaxanthine et du b-caroténe, et de contenir davantage de
polypeptides d'antenne que le LHC | des plantes vertes. Aing, les algues rouges possedent une antenne
associée au PS | condgtituée de 4 a5 polypeptides immunol ogiquement reliés aux protéines d'antenne a
Chl a/b et aChl a/c, méme s ces polypeptides lient uniquement de la Chl a (Durnford et a. 1999,
Wolfe et a. 1994a, Wolfe et d. 1994b). Ces polypeptides sont par ailleurs suffisasmment proches de
ceux des plantes supérieures pour étre attribués al'un des 4 types de Lhca (Green and Durnford 1996).

Les Alguesa Chl a/c

HETEROKONPHYTA , PRYMNESIOPHYTA ET CRYPTOPHYTA

La plus grande variété de pigments accessoires se Situe au niveau des algues aChl a/c. En plus
delaChl a, ces algues possedent plusieurs types de Chl ¢ et de nombreuses xanthophylles dont la plus
abondante est en général la fucoxanthine (Buchd and Wilhelm 1993, Caron et d. 1988, Hiller et al.
1991, Hiller et a. 1988, Hiller et a. 1993). Pour cette raison, les antennes collectrices sont souvent
nommées FCP pour "Fucoxanthine Chl a/c proteins'. Les protéines aChl a/c sont plus petites (15-24
kDa) et semblent auss moins nombreuses (1-3 polypeptides) que les protéines a Chl a/b
correspondantes (Caron et a. 1988, Hiller et a. 1991). Cependant, le nombre d'antennes FCP
répertoriées tend aaugmenter avec I'améioration des méthodes de détection biochimique. En effet, 8
polypeptides immunologiquement distincts ont depuis peu éé mis en évidence chez le raphidophyte
Heterosigma (Durnford and Green 1994). De méme, des protéines-Chl mineures ont été récemment
détectées chez une diatomée (Cyclotella cryptica) et semblent impliquées dans les processus
d'adaptation ala lumiere (Rhid et d. 1997). Sur la base d'éudes immunologiques, il a éé suggéré que
les protéines aChl a/c soient affiliées aux proténes aChl a/b (Caron et al. 1988, Durnford and Green
1994, Passaquet et a. 1991, Paulsen 1995). Cette hypothese est maintenant confirmée par un grand
nombre de données de séguencage, qui ont permis de prédire la présence de trois hélices
transmembranaires comme pour leurs analogues chez les plantes supérieures et les algues vertes (Apt
et a. 1995, Bhaya and Grossman 1993, Durnford and Green 1994, Grossman et a. 1990, Hiller et a.
1991, Hiller et d. 1993). De plus, des données de dichroi sme circulaire apartir d'algues cryptophytes
ont suggéré que la Chl a et organisée de la méme fagon que chez les complexes aChl a/b (Hiller et a.
1992, Paulsen 1995). Cependant, ces complexes aChl a/c semblent plus proches des LHC |, CP24 et
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CP29 que du LHC Il des algues vertes et des plantes supérieures (LaRoche et a. 1994).

Toutefois, les dgues a Chl alc congtituent le groupe qui présente le plus de variabilité au
niveau de leurs antennes collectrices. L'antenne majeure FCP des diatomées est essentiellement
représentée par un complexe Chl a/c-fucoxanthine-protéine (Owens and Wold 1986). Au contraire, les
algues brunes possedent un complexe fucoxanthine-Chl a/c,-protéine associé au PS |1 et un complexe
protéique violaxanthine-Chl a/c,/c, relié au PS | (Anderson 1986). Enfin, les cryptophytes possédent
des complexes aChl a/c intrinseques ala membrane thylacoi dale mais auss des phycobiliproténes
dans lalumiére des thylacoi des (Lichtlé et a. 1987).

DINOPHYTA

Les Dinoflagellés congtituent un cas a pat pami les adgues a Chl a/c. En générd, le
caroténoi de photosynthétiquement actif est la péridinine, dont le fonctionnement serait comparable a
celui des phycobilisomes (Knotzel and Rensing 1990). En effet, les Dinoflagellés possédent deux
types de complexes collecteurs (Hiller et d. 1991) : un complexe pé&idinine-Chl a/c intrinseque ala
membrane (iPCP) e un complexe pé&idinine-Chl a soluble dans I'eau (SPCP). Les séquences
polypeptidiques des complexes iPCP sont reliées acelles des protéines FCP et aux Lhc des plantes
supérieures et des algues vertes (Hiller et a. 1993, Iglesiasprieto et d. 1993). Cependant les iPCP sont
tout dabord synthétistes sous forme de polyprotéines qui sont ensuite clivées en nombreux
polypeptides individuels d'environ 19 kDa (Hiller et a. 1993, Hiller et a. 1995). Il a é&é suggéré que
ces polypeptides seraient ensuite transporté dans les chloroplastes de fagcon smilaire a ce qui est
observe chez les Euglénes (Sulli and Schwartzbach 1995). Au contraire, les polypeptides sPCPs ne
sont phylogénétiquement proches d’ aucun autre type de protéine pigmentaire et ne sont pas non plus
synthétisés sous forme de polyprotéines (Norris and Miller 1994).

1.3.2.5 Protéines apparentées aux Lhc

Protéines induites par le stress (ELIP, HLIP)

Plusieurs protéines procaryotiques et eucaryotiques impliquées dans les réponses aux stress
environnementaux possedent des similitudes de séquence avec les proténes d'antenne liant la Chl a/b
et laChl a/c eucaryotiques.

Les ELIP ("Early light-inducible proteins’) sont des proténes a trois héices
transmembranaires qui ont été découvertes de par leur expression transitoire pendant les premiers
stades de maturation des éioplastes en chloroplastes (“greening” ; Grimm and Kloppstech 1987,
Grimm et d. 1989). Par la suite, il a été rapporté que les ELIP étaient auss induites chez les plantes
soumises a des stress lumineux (Lers et a. 1991, Levy et d. 1992). Plusieurs fonctions ont éé
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proposées. Etant donnée leur association avec des quantités massives de caroténoi des, les ELIP
pourraient jouer un role de liaison des caroténoi des ou encore de dissipation de I’ exces d' énergie de
I’ appareil photosynthétique en liant la zéaxanthine (Lers et a. 1991, Levy et a. 1993). Les ELIP
pourraient également fonctionner comme des transporteurs de Chl durant la biogenése de I'appareil

photosynthétique, ou comme éradicateur des Chl libres aprés dégradation de complexes Chl-protéines
(Adamska et d. 1992). L’ étroite corréation entre I’ accumulation de polypeptides ELIP et |a protéolyse
du complexe LHC |1 lors de I’acclimatation a un fort éclairement semble confirmer cette derniere
hypothese (Lindahl et a. 1997).

Jusgu'amaintenant, les ELIP ont seulement été mises en évidence chez les plantes supérieures
et les agues vertes. Cependant, une protéine aune seule hélice phylogénétiquement liée aux ELIP et
exprimée dans des conditions de stress lumineux, a récemment été trouvée chez une cyanobactérie,
Synechococcus PCC 7942 (Miroshnichenko Dolganov et a. 1995). Cette protéine a é&é nommée HLIP
pour "High Light Inducible Protein”. Puisque deux hélices sont nécessaires pour mettre en place les
paires dions réciproques et lier les Chl, il a été suggéré que ces protéines aune seule hdlice pourraient
former des dimeéres (Green and Kihlbrandt 1995, Miroshnichenko Dolganov et a. 1995). L'hédlice
transmembranaire de cette protéine est similaire aux hélices| et 111 des Lhcs, et 5 acides aminés sur les
8 potentidlement impliqués dans la fixation des molécules de Chl sont conservés (Kihlbrandt et al.
1994). Cependant la capacité de fixation des molécules de Chl par ces protéines n'a pas éé clairement
démontrée.

Geénes putatifs présentant des homologies avec les Lhcs

L'analyse d'une base de données contenant plus de 1 000 clones EST d'Arabidopsis a permis
didentifier six nouvelles séquences présentant des homologies significatives avec les genes Lhcs
(Jansson 1999). Ces nouveaux membres ont éé dénommés Lil, pour "light-harvesting like" proteins.
Les proténes codées par ces géenes possedent une (Lill, Lil2, Lil3) ou deux (Lil4, Lil5, Lil6) hélices
transmembranaires et le niveau des ARNm semble accru lorsque la plante est soumise a une forte
lumiere (excepté pour Lil3). De méme, 5 ORFs ("open reading frame" pour cadre ouvert de lecture)
homologues des génes Lhcs ont éé mis en évidence dans le génome de Synechocystis PCC 6803
(Funk and Vermaas 1999). Ces géenes sont exprimés préférentiellement dans des souches mutantes
dépourvues de PS |, mais une forte intensité lumineuse ne semble pas accroitre de fagon significative
le niveau des ARN messagers. Pour les distinguer de I'HLIP de Synechococcus PCC 7942 induit par
un stress lumineux, les protéines correspondantes ont é&é nommées Scp (A aE) pour "Small Cab-like
proteins’. Chez ces deux organismes, les homologues les plus proches de ces petits genes sont les hliA
codant pour les HLIPs (Funk and Vermaas 1999, Jansson 1999). Un autre point commun est la
présence chez la ferrochelatase d’ un motif de type Lhc en C-termina (Chow 1998, Funk and Vermaas

1999, Jansson 1999). Ce motif pourrait remplir une fonction importante pour la ferrochelatase
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(ancrage a la membrane ou photoprotection) qui justifierait son maintien au cours de I'évolution
(Jansson 1999). Cette extension de type Lhc semble cependant absente des ferrochel atases de tous les
organismes non photosynthétiques.

|.4- ADAPTATION AUX VARIATIONS LUMINEUSES

L'absorption de I'énergie lumineuse fournit la force motrice du transport d'éectrons
photosynthétique. D'un c6té, une quantité importante de photons doit étre capturée afin de générer une
énergie suffisante pour le maintien et la croissance de l'organisme. D'un autre c6té, un exces de
lumiére peut endommager |'appareil photosynthétique (cf. Fig.14).

FPhotoinhibition

FPhotoprotection * >
Uiilisation
Dissipation thermique PSII Elnio i
Elimination de radicaux libres inactivés "

Frergie lumineuse incidente croissante ]

Fig. 14 : Représentation schématique des réponses de I'appareil photosynthétique a I'absorption
d'intensités lumineuses croissantes (D'aprés Demmig-Adams et Adams, 1992).

Cependant, la disponibilité en lumiére dans I'environnement naturel est un facteur hautement
variable et les organismes doivent donc réguler la distribution de la lumiére al'échelle de quelques
minutes. De tels changements correspondent a une adaptation a court terme aux modifications des
conditions environnementales, mais il existe auss des adaptations along terme (30 min. a quelques
jours) qui impliquent des gustements de la composition des membranes photosynthétiques et de la
taille et de la composition de I'antenne périphérique. La limite entre ces deux échelles de temps a &é
fixée en fonction d'un paramétre biologique majeur, correspondant au temps nécessaire pour permettre

la synthése de nouvelles protéines (>30-60 min.).

|.4.1- Adaptation acourt terme

Dans des stuations de variation rapide de l'intensité lumineuse (secondes a minutes), ces
processus représentent la premiére ligne de défense contre une absorption lumineuse excessive.

L'absorption d'un excés de lumiére solaire se produit de facon journdiére pour de nombreux
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organismes photosynthétiques et plus particulierement brsque la croissance est limitée par des stress
environnementaux (Li et al. 2000). La capture de I'énergie lumineuse est sujette aune rétrorégulation
par les changements de pH (DpH) générés par le transport d'électrons a travers la membrane
thylacoi dale. Lorsque I'absorption de lumiére excede la capacité de fixation du CO2 de I'organisme,
I'accumulation de protons dans la lumiére des thylacoi des résulte en la disspation de I'énergie
lumineuse absorbée dans les pigments de |'antenne associée au PS |l. Cette disspation thermique
photoprotectrice et mesurée par le "quenching” non photochimique de la fluorescence de la
chlorophylle. Cette réaction permet déviter un endommagement photo-oxydatif des centres
réactionnels par la formation d'oxygene singulet, espéce radicalaire hautement réactive, formée par la
réaction des éats triplets excités de la chlorophylle avec I'oxygene (Aro et a. 1993, Barber and
Anderson 1992, Li et d. 2000).

1Chl +hn ——> 1 Chl* (sngulet de Chl excité)
1 Chl* ——> 3 Chl* (triplet de Chl excité)
3Ch* +30, —> 1Chl +10,* (sngulet d'oxygene) (d'apres Chow, 1994)

Trois principaux mécanismes permettant de réguler I'absorption d'énergie lumineuse ont éé
décrits dans la littérature : la transition Etatl-Etat2 (Williams and Allen 1987), le cycle xanthophylle-
zéaxanthine (Bjérkmann and Demmig-Adams 1994, Demmig-Adams 1990) et I'agrégation controlée
des complexes LHC 11 (Chow 1994, Horton and Ruban 1992, Horton et al. 1991).

1.4.1.1- Transition Etat1-Etat2

Les thylacoi des sont divisés en deux régions : les vésicules empilées (grana, "appressed”) qui
sont interconnectées par des régions veésiculaires uniques (lamelles du stroma ; "non appressed” ;
cf. Fig. 15). Chez les cyanobactéries, les photosystemes sont distribués de fagon aléatoire au niveau de
la membrane thylacoi dale. Au contraire, chez les plantes, les algues vertes et les cyanobactéries aChl
b, une hétérogénéité latérale des deux photosystémes a é&é démontrée (Anderson and Anderson 1988,
Staehelin and van der Staay 1996). Le PS | et I’ ATP synthase sont presgue exclusivement trouvés au
niveau stromatique, alors que le PS 11 est localisé au niveau des grana (Anderson and Anderson 1988).
La fonction de ces empilements dans la photosynthése reste encore controversée (Anderson and
Anderson 1988).
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Fig. 15 : Shéma de la distribution latérale des complexes protéiques supramoléculaires dans la membrane

thylacordale (d'aprés Anderson et al. 1988).

Chez les plantes supérieures et les algues, les antennes de type LHC 11 sont trouvées dans les
deux régions de membranes thylacoi dales et elles peuvent transférer I'énergie d'excitation aussi bien au
PS | qu'au PS II. En fonction de I'intensité et de la qudité de la lumiére regue, les transitions d'éat
impliquent le déplacement d'une partie des complexes LHC Il (environ 30 %) du PS 11 au PS | (Allen
1992, Allen 1995, Bass and Dainese 1992). Cette migration dont le principa objectif est de réduire la
taille de I'antenne du PS 1, semble contrélée par I'éat de phosphorylation des polypeptides Lhcbl et
Lhch2 (Allen 1992, Bennett 1991). Ce mécanisme de régulation entraine auss une légere
augmentation de la talle de I'antenne fonctionnelle du PS |, ainsg que des changements dans la
répartition latérae d'autres composants de la chaine de transfert d'éectrons (complexe Cyt bg/f,
plastocyanine ; Haehnd et d. 1989, Staehelin and van der Staay 1996, Valon et a. 1991). Ces
réarrangements permettent certainement d'optimiser I'efficacité de la chaine de transfert des électrons

en fonction de la lumiére ambiante (Anderson 1992).

En ce qui concerne les algues rouges et les cyanobactéries, deux hypotheses ont été proposées
qui se rapprochent des mécanismes de changement d'éat de transition. Selon la premiere hypothese,
les phycobilisomes seraient capables de se déplacer du PS Il au PS | en fonction de leur état de
phosphorylation (Allen et a. 1985, Mullineaux 1999). Une deuxieme hypothése, contredisant la
premiére, est apportée par le modele du "spill-over", sdon lequd il se produirait un transfert direct de
Chl du PS 1 au PS | sans déplacement des phycobilisomes (Myers 1963, Mullineaux 1999).
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1.4.1.2- Le cycle des xanthophylles

Différentes xanthophylles associées avec les LHCs des algues et des plantes supérieures
participent a la dissipation de |'exces d'énergie lumineuse par une série de réactions communément
appelées "le cycle des xanthophylles' (Bjérkmann and Demmig-Adams 1994, Demmig-Adams 1990,
Lee and Thornber 1995). Ce cycle semble déclenché par un faible pH luména di aun exces de
lumiere. La de-époxidation de la violaxanthine conduit aors ala formation d’ anthéraxanthine et de
zéaxanthine qui permettraient dintercepter et de dissiper I'exces d'énergie lumineuse (Gilmore and
Yamamoto 1993). En effet, la zéaxanthine serait capable de désactiver les molécules de Chl excitées
(singulets ou triplets) et de provoguer un changement conformationnel de I'antenne et des membranes
thylacoi dales (Chow 1994, Frank and Cogdell 1996). Ces changements structuraux favoriseraient le
"quenching” de I'excés d'énergie d'excitation induisant une baisse du transfert d'énergie vers les centres
(Demmig-Adams and Adams 1992).

10* +1Ca —> 30, +3Ca* (triplet de caroténoi des) (d'aprés Chow, 1994)

A l'inverse des algues et des plantes, les cyanobactéries (y compris les cyanobactéries aChl b)
ne possedent pas de cycle des xanthophylles (Hirschberg and Chamovitz 1994). Cependant, elles
contiennent des quantités importantes de zéaxanthine et d'autres xanthophylles qui interviennent dans
la photoprotection de I'appareil photosynthétique. L'absorption de I'énergie a I'éat de triplet des

molécules de Chl permet ains de prévenir laformation de radicaux d'oxygene al'état de singulet :

1 Ca + 3 Chl* —>  3Ca* +1Chl (triplet de caroténoi des) (d'apreés Hirschberg
et Chamovitz, 1994)

Cependant, le temps de réponse nécessaire aun changement rapide de lumiéere est beaucoup
plus long que chez les eucaryotes puisgu'il nécessite la synthése de novo de zéaxanthine au lieu d'une
smple dé-époxydation d'un pigment préexistant (Siefermann-Harms 1985).

1.4.1.3- Agrégation de I'antenne LHC ||

L'agrégation des antennes LHC Il constitue un troiseéme mécanisme de photoprotection de
I'sppareil photosynthétique qui permettrait la disspation non radiative de I'énergie d excitation
(Horton and Ruban 1992, Horton et d. 1991). Ce procédé serait déclenché conjointement avec le cycle
des xanthophylles par I'acidification du lumen dans des conditions d'éclairement excessif. Par ailleurs,
cette agrégation serait favorisée par la conversion de la violaxanthine en zéaxanthine (Chow 1994,
Horton and Ruban 1992, Horton et a. 1991).
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|.4.2- Adaptation along terme

Avant de sacclimater aux variations rapides de l'intensité et de la qualité de la lumiére,
I'gppareil photosynthétique doit Sadapter aux conditions de lumiére qui prédominent dans son
environnement. Par exemple, les plantes d'ombre des foréts tropicales poussent souvent avec moins de
0,5 % de l'intensité lumineuse incidente au sommet de la canopée (Bjorkmann and Ludlow 1972). A
I'intérieur d'une smple feuille, les chloroplastes sont soumis aun gradient de lumiere (Terashima and
Inoue 1985). De fagon similaire, les plantes supérieures et les algues qui poussent plusieurs metres en
dessous de la surface de I'océan recoivent une lumiére de qualité spectrale différente de la surface,
puisque seules les longueurs d'onde basses (de plus haute énergie) pénétrent en profondeur dans la
colonne d'eau (Neale 1987).

1.4.2.1- Réponses physiologiques ala lumiére

Plusieurs phénoménes d'adaptation a long terme ont é&é mis en évidence. Les plantes qui
poussent dans des environnements sombres produisent typiquement d'avantage de thylacoi des par
chloroplaste et ont des rapports grana:stroma et PS |/PS || supérieurs aceux mesurés chez les plantes
de haute lumiére (Anderson et a. 1988, Mdlis 1991). De méme, il est maintenant bien éabli que les
plantes qui poussent dans des conditions de faible intensité lumineuse possedent davantage de

proténes d’ antenne par rapport ala quantité de centres réactionnels (Anderson 1986).

Par ailleurs, bien que la plupart des organismes photosynthétiques soient génétiquement
adaptés a pousser dans un environnement dombre ou de lumiére, ils ont auss la posshbilité de
Sadapter aux changements de luminosité dans une certaine gamme de variation. Aing, la
steehiométrie des photosystemes et le rapport LHC/CR de certaines plantes ou feuilles varient en
réponse aux changements de I'intensité ou de la qualité de la lumiére (Anderson et a. 1988). La
capacité des organismes photosynthétiques a répondre aux changements de leur environnement est
variable d'une espece a l'autre et dictée par le génotype de I'espece. Comparées aux organismes
photosynthétiques marins, les plantes supérieures semblent avoir une capacité réduite a Sadapter
physiologiquement a de larges variations dintensité lumineuse (Falkowski and LaRoche 1991,
Fakowski and Owens 1980). La plupart des plantes supérieures sont en effet génétiquement adaptées
aux fortes ou aux basses lumiéres, alors que les conditions d'éclairement auxquelles sont soumis les
organismes marins, sont beaucoup plus variables (Falkowski and Owens 1980).
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1.4.2.2- Réponses moléculaires alalumiére

La réponse induite par I'environnement commence tout d'abord par la perception du signal ou
du stress environnemental et conduit a l'adtération du phénotype de l'organisme en jouant sur
I'expression des génes impliqués. Aing, I'expression des genes photosynthétiques est régulée de facon
a assurer des quantités appropriées de polypeptides, au moment et dans la partie de la cellule
appropriés, de fagon a permettre l'assemblage dun apparell photosynthétique présentant en
permanence une efficacité optimale. L'expression de ces genes peut étre régulée adifférents niveaux
au cours des éapes nécessaires a l'accumulation des protéines matures, incluant I'initiation de la
transcription, la stabilité des ARNm, l'initiation de la traduction et la dégradation des proténes (Raines
and Lloyd 1996). De plus, la biogenése de I'appareil photosynthétique des eucaryotes requiert
I'interaction coopérative de deux ensembles dinformation génétique, localisés dans deux
compartiments cellulaires distincts (Bruick and Mayfield 1999) : les génomes nucléaires et
chloroplastiques. De par cette caractéristique, le mode de régulation des protéines photosynthétiques
procaryotiques et eucaryotiques differe de facon importante.

Régulation des protéines des centres réactionnels par la lumiéere

Chez les eucaryotes, les protéines constituant les CR des deux photosystémes sont codées au
niveau des chloroplastes (Grossman et a. 1995). Comme tous les génes chloroplastiques, les genes
codant pour les CR semblent transcrits a des taux relativement constants en lumiére continue et le
niveau d'accumulation des tanscrits est semblable quelle que soit I'intensité lumineuse (Bruick and
Mayfield 1999, Green and Salter 1996, Herrmann et a. 1992, Mayfield et d. 1995). Cependant, une
augmentation du flux de photons provoque une induction a trés court terme de la traduction des
ARNmM. En effet, le facteur prépondérant affectant I'accumulation des protéines chloroplastiques
semble ére la synthése protéique en dle-méme. La traduction dARNmM spécifiques peut étre par
exemple accrue d'un facteur 100 durant la biogenése des chloroplastes induite par la lumiére (Gillham
et a. 1994). Bien que le processus de traduction comporte des similitudes entre les chloroplastes et les
procaryotes (fort degré dhomologie des ARNSs ribosomaux, smilitude du motif Shine-Delgarno), il
existe auss des différences importantes qui font que le mode de contréle de la régulation de la
traduction est certainement différent (Mayfield et a. 1995). En particulier, il a é&é démontré a
plusieurs reprises que des produits codés par le génome nucléaire sassocient spécifiquement avec des
ARNmM chloroplastiques et interviennent dans la régulation de la traduction en interagissant avec la 5'-
UTR de ces ARNm (Bruick and Mayfield 1999, Mayfield et a. 1995, Rochaix 1992).

Chez les procaryotes, la posshilité de transformer certaines souches de cyanobactéries
(Synechocystis PCC 6803 et Synechococcus PCC 7942) a permis une avancée considérable dans
I'étude des mécanismes de régulation de I'expression des genes photosynthétiques vis avis de la
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lumiere. En effet, la construction de génes rapporteur fusionnés avec le promoteur du géne a étudier
permet de mesurer aisément I'expression de différents génes photosynthétiques en fonction des
conditions environnementales. Ains, plusieurs groupes ont rapporté que |'expression des genes psbA
était variable en fonction de l'intensité lumineuse chez les cyanobactéries (Bouyoud et a. 1993,
Lonneborg et a. 1988, Mohamed et a. 1993). En particulier, I'équipe de S. Golden a observeé que les
copies du gene psbA étaient différentiellement affectées par lalumiére chez Synechococcus PCC 7942,
L'expression de psbAl est inversement reliée a l'intensité de la lumiére alors que les niveaux
d'accumulation des transcrits de psbAll et psbAlll augmentent en fonction de l'intensité lumineuse
(Fig. 16 ; Bustos et a. 1990, Schaefer and Golden 1989a).
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Fig. 16 : Changements transcriptionnels et post-transcriptionnels dans I'expression des différents génes
psbA apres transfert d'une culture de Synechococcus sp. PCC 7942 de faible éclairement (*'low light™) a
forte intensité lumineuse (“'high light™). Les génes psbA sont représentés par des fleches. L'épaisseur des
fleches courbes indique I'abondance relative du transcrit et la lettre P représente I'emplacement du
promoteur (Golden, 1994).

L'utilisation dinhibiteurs de transcription et de traduction a permis de montrer un contréle
transcriptionnel de I'induction de psbAll et psbAlll aforte lumiére, aors que la synthése rapide d'un
facteur permettrait d'accélérer la dégradation du transcrit psbAl lorsgue les cellules sont placées en
haute lumiere (Kulkarni et a. 1992). De plus, le transcrit psbAlll subirait auss un contrle post-
transcriptionnel de par la synthése d'un facteur de dégradation de ce messager (Kulkarni et a. 1992).
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D'un point de vue fonctionnel, les trois copies du gene psbA codent pour deux formes différentes de la
protéine D1 (Golden et d. 1986, Schaefer and Golden 1989b). Une forte augmentation de l'intensité
lumineuse se fera donc en faveur de la forme Il de la protéine D1 issue de la transcription des
messagers psbAll et psbAlll (Bustos et al. 1990). La prédominance de cette forme de protéine semble

donc primordiae pour la croissance des cyanobactéries aforte intensité lumineuse (Golden 1994).

L'un des membres de la famille psbD de Synechococcus PCC 7942 (codant D2) présente auss
des variations de I'expression en fonction de l'intensité lumineuse. Des expériences de fuson d'un
géne rapporteur avec les promoteurs des genes psbDI, psbC et psbDII ont montré que seul psbDI|
répondait a une augmentation de l'intensité lumineuse. Cette réaction se manifeste par une rapide
augmentation de I'expression du géne psbDII ains que de la quantité de la protéine D2 (Bustos and
Golden 1992). Les séquences d'acides aminés de D2 predites apartir des génes psbDI et psbDIl étant
identiques, I'induction de psbDII a forte intensité lumineuse ne modifie donc certainement pas la
composition qualitative du PS Il (Bustos and Golden 1992). Cependant, I'induction de ce géne chez les
souches sauvages permet de maintenir la synthése de protéine D2 a un niveau suffisant sous des

conditions de forte luminosité (Bustos and Golden 1992).

De par les variations de leur expresson en fonction de l'intensité lumineuse, la famille des
genes psbA/psbD offre donc la possibilité datérer de fagon importante la composition quditative du
PS 1l chez les cyanobactéries. Les modifications de I'expression de ces genes ont pour conséguence
une augmentation de la quantité de messagers codant pour les polypeptides D1 et D2 aforte lumiére
(Bustos and Golden 1992). Ces réactions sont en accord avec le turnover accéléré de ces polypeptides
dans les mémes conditions chez les chloroplastes (Matto et a. 1984, Virgin et a. 1988). La régulation
de la synthése et du turnover de D1 semble faire partie d'un systéme de réparation qui permettrait le
remplacement rapide des CR endommagés par un exces de lumiére (Andersson and Barber 1996,
Barber and Anderson 1992, Campbell et a. 1998, Ohad et a. 1984, Oquist et a. 1995). Ce phénomene
de photoprotection semble particuliérement important chez les cyanobactéries, qui ne possedent pas de
mécanisme par I’'intermédiaire des antennes permettant de dissiper I’ énergie excessive sous forme de
chaeur (Oquigt et a. 1995).

Régulation des protéines d'antenne par la lumiére

En général les génes Lhcs, codés au niveau nucléaire chez les eucaryotes, sont fortement
régulés par la lumiere ala fois au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel (Green and Salter
1996, Grossman et d. 1995, Silverstone and Tobin 1987, Thompson and White 1991, Tobin and
Silverstone 1985). Chez la plupart des espéces étudiées, le niveau des ARNm des différents genes Lhc
augmente avec l'intensité lumineuse. Cependant la réponse ala lumiére du niveau de transcrit est
spécifique des cellules, des tissus et du stade de développement des chloroplastes (White et a. 1992).
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Il semble que cette augmentation du taux des ARNm de Lhc soit le résultat d'une augmentation du
niveau de transcription plutdt que d'un changement dans la stabilité des transcrits (Marrs and Kaufman
1989, Mdasinger et a. 1985, Sylversthorne and Tobin 1984, Warpeha and Kaufman 1990, Warpeha et
a. 1989). Par alleurs, le niveau d'accumulation des protéines Lhc est seulement partiellement
déterminé par le niveau dARNmM (Mathis and Burkey 1987). Il semble que le second facteur
primordia soit la stabilité des protéines (Burgess and Taylor 1987, Burgess and Taylor 1988, Mayfidd
and Taylor 1984, Odmiller and Mohr 1986). Celle-ci et elle-méme étroitemert liée ala disponibilité
en molécules de Chl et al'intégration des proténes ala membrane thylacoi dale, qui influencent ains
le niveau de transcription de plusieurs genes photosynthétiques (Thompson and White 1991).

Expression des protéines photosynthétiques en lumiére jour -nuit

La capacité aanticiper les événements avenir, et en particulier les changements répétitifs avec
une périodicité de 24 h, et gpparemment avantageuse pour survivre dans I’ environnement naturel,
puisque les mécanismes qui permettent a ces organismes de prédire ces changements sont conservés
au cours de I'évolution (Piechulla 1999). En effet, plusieurs rapports récents ont montré que les
cyanobactéries régulaient également certains processus cedllulaires par des stimulateurs circadiens,
alors que I'on pensait que ce mécanisme était présent uniquement chez les eucaryotes (Chen et al.
1991, Huang et a. 1990, Kondo and Ishiura 1999, Kondo et a. 1993, Mitsui et a. 1986). La
photosynthese nécessite un contréle endogene journalier précis, de facon aoptimiser en permanence
I” efficacité de I” gppareil photosynthétique (Piechulla 1999).

Ains,, de nombreux genes codant pour des protéines thylacoi dales sont sujets a des
fluctuations réguliéres jour-nuit du point de vue de leur niveau de transcrits, bien que cela nimplique
pas forcément une fluctuation des niveaux des protéines in vivo (Oemiiller et a. 1995, Piechulla et al.
1998). Ces genes soumis aun contrdle circadien comprennent les genes codant pour les protéines des
antennes mineures et majeures (Lhca et Lhcb), des génes codant pour des protéines de stress telles que
les ELIP, et les génes codant pour les proténes extrinseques du PS 1 et du PS 1l (Adamska et al. 1991,
Kay 1993, Kay and Millar 1993, Odmiiller et a. 1995, Piechulla 1993). Dans le cas des Lhc, ces
oscillations circadiennes de I'accumulation des transcrits semblent contrélées essentiellement au
niveau de la transcription (Hwang and Herrin 1994, Millar and Kay 1991, Piechulla 1993, Taylor
1989), dors que la stabilité des ARNm ne jouerait qu'un réle mineur (Hwang and Herrin 1994). En
générd, il semble que les niveaux des ARNm codant pour des protéines appartenant au méme
complexe multi-protéique oscillent en paraléle et présentent un maximum spécifique de complexe
(Oelmuller et a. 1995). En particulier, les ARNm des protéines du PS | apparaissent avant ceux des
polypeptides du PS Il, eux méme précédant les ARNm des trois polypeptides congtituant les
complexes-évoluant-oxygene (Oelmiiller et a. 1995).
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Enfin, al'inverse de ce que I'on observe en lumiére continue, il semble que la transcription de
nombreux genes chloroplastiques varie de fagon importante durant les cycles jour-nuit (Mayfield et al.
1995). Cependant, certains géenes photosynthétiques tels que I'opéron psbD-psbC ou encore psbA,
semblent ére exprimés différentiellement par rapport aux autres génes chloroplastiques. La protéine
D1 et par exemple exclusivement synthétisée pendant la phase lumineuse (Riesselmann and Piechulla
1992) et cette synthése s'accompagne d' une oscillation du niveau d’accumulation des molécules de
Chl (Beator and Kloppstech 1993, Beator et a. 1992). Contrairement aux Lhcs, la maturation des
ARNmM des genes chloroplastiques et leur stahilité semblent jouer un réle important dans la régulation
de leur expression, bien que ces mécanismes soient encore assez peu connus (Green and Salter 1996,
Mayfield et al. 1995).

* % * % %
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II- PRESENTATION DU MODEL E D'ETUDE, PROCHLOROCOCCUS

Au cours des 15 derniéres années, le tres fort développement des méthodes structurales, de
biologie moléculaire et de génomique, ont montré que les différents complexes photosynthétiques sont
fortement conservés parmi les organismes oxyphototrophes. Parmi les principales différences mises en
évidence, les dratégies de capture de la lumiére e de photoprotection tiennent une place
particuliérement importante. Les mécanismes impliqués dans ces processus divergent nettement entre
les cyanobactéries et les eucaryotes photosynthétiques, bien que les liens évolutifs entre ces différents

processus tendent ase préciser avec la découverte d’ organismes aux caractéristiques intermédiaires.

Dans ce contexte, I'appareil photosynthétique du procaryote marin Prochlorococcus parait
intéressant a plusieurs titres. En effet, les cyanobactéries a Chl b ont développé un troiséme type
d antenne collectrice intrinseque ala membrane thylacoi dale, comme chez les plantes supérieures,
mais qui possede six hélices transmembranaires potentielles au lieu de trois pour les Lhc
eucaryotiques. De plus, Prochlorococcus possede une composition pigmentaire unique qui inclut des
derivés divinylés des Chl a, b ou ¢ (ou Chl a,, Chl b2 et Mg,3-8 divinyl-phéoporphyrine as), de I’ a-
carotene, de la zéaxanthine (Chisholm et a. 1988, Goericke and Repeta 1992) et de petites quantités
d' un nouveau type de phycoérythrine (Hess et a. 1996). Ce dernier pigment est apparemment couplé
au photosystéme et pourrait intervenir dans la capture de I’ énergie lumineuse. Ains, Prochlorococcus
congtitue un modéle de choix pour I’ éude des bactéries photosynthétiques ancestrales qui ont donné

lieu aux cyanobactéries et aux chloroplastes (Tomitani et a. 1999).

Par ailleurs, cet organisme est auss éonnant d'un point de vue phylogénétique. Plusieurs
études moléculaires récentes suggerent qu'il a évolué a partir d'une cyanobactérie ancestrale en
réduisant sa taille cellulaire et celle de son génome (Partensky et al. 1999). En effet, avec une taille de
0,5 a0,7 um et un génome de moins de 2 Mb, Prochlorococcus est I’ organisme photosynthétique le
plus petit, connu a I’heure actuelle (Partensky et a. 1999, Strehl et a. 1999). Il semble que les
contraintes environnementales caractérisant ses habitats aient joué un réle prédominant dans son
évolution. En particulier, la présence d'écotypes génétiquement distincts a différentes profondeurs
dans les zones ou la colonne d'eau est stratifiée, semble indiquer que les populations naturelles de
Prochlorococcus ont subi une spéciation verticale en fonction du gradient lumineux.

Pour finir, cet organisme est fortement représentatif d'un point de vue écologique.
Il Sagit sans doute de I’ organisme photosynthétique le plus abondant sur terre et il est responsable
d une fraction significative de la photosynthése de I'océan mondia (Partensky et a. 1999). Dans le
Pacifique subtropical, il peut représenter jusqu'a50 % de la Chl totale (Campbell et d. 1994). Sa
digribution est trés ubiquiste dans la bande latitudinale 40°S-45°N des océans et en zone intertropicale
oligotrophe et il et présent aforte densité, de la surface, jusgu’a des profondeurs d’ environ 150 a
200 m. De ce fait, Prochlorococcus peut ére trouvé dans des endroits variés du point de vue de la
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disponibilité en déments nutritifs, de I'intensté lumineuse, de la quaité de la lumiére et de la
température.

Les informations réunies dans cette section sont essentiellement issues de deux revues : 'une
d'entre ele porte sur |'appareil photosynthétique des cyanobactéries a Chl b et d (cf. annexe 1 ;

Partensky et Garczarek, 2000, in prep) et la deuxiéme concerne spécifiquement Prochlorococcus
(Partensky et a. 1999).

11.1- MISE EN EVIDENCE DE PROCHLOROCOCCUSET POSITION PHYLOGENETIQUE

11.1.1- Découverte de Prochlorococcus

Le premier indice de I'existence de Prochlorococcus a été une photographie en microscopie
électronique a transmisson dun organisme que les auteurs ont alors identifié comme éant une
cyanobactérie du genre Synechococcus, le deuxiéme procaryote photosynthétique le plus abondant
dans les océans (Johnson and Sieburth 1979, Waterbury et a. 1979). Gieskes et Kraay (1983) ont alors
mis en évidence la présence d'un dérivé de Chl a dans les eaux antarctiques subtropicales (Gieskes
and Kraay 1983). L’introduction de la cytométrie en flux dans le domaine de I’ océanographie a permis
de digtinguer Prochlorococcus de Synechococcus de par la faible fluorescence orange (due ala
phycoérythrine) de Prochlorococcus en comparaison avec Synechococcus et la présence de Chl
(fluorescence rouge) chez ces deux organismes (Chisholm et a. 1988 ; Fig. 17).
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Fig. 17 : Analyse par cytométrie en flux d'un échantillon prélevé dans le Pacifique équatorial (45 m).
Synechococcus est distingué sur la base de son contenu en phycoérythrine et en Chl et peut étre discriminé
sur les cytogrammes "'A : fluorescence de la Chl en fonction de SSC (side scatter : diffusion de la lumiére a
90° qui est fonction de la taille cellulaire)" ou "B : fluorescence de la phycoérythrine versus fluorescence de
la Chl". Les cellules de Prochlorococcus sont identifiées sur les mémes cytogrammes par leur faible
fluorescence orange (due a la phycoérythrine) et leur plus faible SSC alors que les picoeucaryotes
présentent une quantité de Chl et un SSC par cellule plus fort (Partensky, 1999).
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Fig. 18 : Arbre phylogénétique non raciné de 53 cyanobactéries et 10 séquences de plastes de la petite sous-unité de
I'’ARNT élaboré selon la méthode de maximum de likelihood (Turner et al., 1999).
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Les deux premiéres souches de Prochlorococcus isolées sont |a souche SARG (clone SS120)
dans le bas de la couche euphotique de la Mer de Sargasses (120 m ; Paenik and Haselkorn 1992,
Partensky et al. 1993), et la souche MED (clone MED4) dans les eaux de surface de la Méditerranée
(Chisholm et a. 1992). Ces deux souches sont tres différentes au niveau de leur composition
pigmentaire et de leurs particularités écophysiologiques (Moore et a. 1995, Partensky et d. 1993), et
elles ont éte utilisées de ce fait comme modél es dans de nombreuses études réalisées par la suite.

I1.1.2- Position phylogénéique par rapport aux cyanobactéries typiques

Du fait de sa pigmentation trés originale, Prochlorococcus atout d’ abord été classifié parmi la
division des “Prochlorophyta’ (pro =ancétre ; chlorophyte = chloroplastes a Chl b) (Chisholm et al.
1988, Lewin 1976), qui regroupe également deux autres procaryotes oxyphototraphes possédant de la
Chl b mais pas de phycobiline : Prochloron sp., un symbionte obligatoire des ascidies marines (Lewin
and Withers 1975) et Prochlorothrix hollandica, un procaryote filamenteux libre identifié dans un lac
hollandais (Burger-Wiersma et a. 1986). Une nouvelle espece du genre Prochlorothrix a été
récemment découverte en Suéde (Pinevich et a. 1999). Cependant, les trois “ Prochlorophytes’ connus
al’heure actudle différent de fagcon importante de par leur habitat et leur morphologie. En effet,
chacune de ces cyanobactéries a Chl b est trés proche, ala fois dun point de vue écologique et
morphologique, d'un groupe de cyanobactéries en particulier : Prochloron didemnii de Synechocystis
didemnii, Prochlorothrix hollandica d'Oscillatoria limnetica, et Prochlorococcus marinus des
Synechococcus spp marins. De plus, les é&udes moléculaires utilisant des aignements de I’ ARNr 16S
(Fig. 18 ; Urbach et al. 1992), du rpoCL1 (Palenik and Haselkorn 1992) ou du psbA (Hess et a. 1995),
ont clairement démontré que ces organismes se situent sur des branches tres séparées au sein de la
radiation des cyanobactéries.

Prochlorococcus est phylogénétiquement le plus proche des Synechococcus du groupe marin
A (Waterbury and Rippka 1989), tels que Synechococcus WH 8103 représentatif des régions
oligotrophes (Urbach et a. 1992). Les limites phylogénétiques plutdt floues existant entre
Prochlorococcus et les Synechococcus marins suggéerent une diversification quas smultanée de ces
deux genres apartir d'un ancétre commun (Urbach et d. 1998). Aing, éant donné |’ absence d' unité
phylogénétique entre ces organismes et la découverte récente d'un procaryote contenant de la Chl d,
Acaryochloris marina (Miyashita et a. 1996), ces 4 organismes pourraient bientot étre re-classifiés

comme Oxyphotobacteria, avec toutes les cyanobactéries typiques (Pinevich et al. 1997).
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I1.2- PARTICULARITES CELLULAIRES

11.2.1- Ultragtructure

En microscopie éectronique a transmission, Prochlorococcus présente une architecture
cyanobactérienne typique ressemblant acelle de Synechococcus (Fig. 19). Le cytoplasme contient des
fibrilles d ADN, des carboxysomes et des granules de glycogene, situés pres ou entre les thylacoi des
(Lichtlé et a. 1995). Les thylacoi des, au nombre de 2 a4 en géenéra, se situent parallelement ala
membrane cellulaire et sont fortement accolés entre eux, al’inverse des cyanobactéries typiques qui
possedent un vaste espace inter-thylacoi dal (Shimada e d. 1995). Sdon les souches de
Prochlorococcus, les thylacoi des peuvent étre circulaires ou en forme de fer acheval (Lichtlé et al.
1995, C. Ting, com. pers).

Fig. 19 : Photographie en microscopie électronique d'une coupe de Prochlorococcus provenant
d'échantillons profonds de I'Atlantique Nord (Johnson et Sieburth, 1979). ce = enveloppe cellulaire ; pb =
corps polyhédraux ; th = thylacordes. Echelle = 0.5 um.

I1.2.2- Taille du génome et composition en bases

L e séguencage récent du génome complet de la souche MED4 de Prochlorococcus (disponible
a l'adresse internet suivante: http://bbrp.lInl.gov/jgi/microbia/Prochlorococcus homepage.html)
devrait permettre une avancée considérable dans la connaissance de cet organisme. A I'heure actuelle,
la taille de génome séquencé est d'environ 1,7 Mb, ce qui est |égerement inférieur aux estimations
préalablement réalisées par cytométrie en flux (1,89 Mb ; Marie et a. 2000) ou par éectrophorese en
champs pulse (PFGE pour "pulse field gd eectrophoresis’ ; 1,90 Mb ; Strehl et a. 1999). Pour
comparaison, les génomes cyanobactériens caractérisés jusqu’a maintenant possedent une taille qui
varie de 2,55 a 13,2 Mb (Herdman et a. 1979). La seule cyanobactérie entiérement séquencée
(Synechocystis PCC 6803) possede un génome deux fois plus grand (3,6 Mb) que cdui de

Prochlorococcus (Kaneko et al. 1996). Aing, bien que davantage de données seraient nécessaires a



Chapitre |: Introduction : Prochlorococcus

propos des cyanobactéries marines, il semblerait que Prochlorococcus posséderait le plus petit
génome de tous les procaryotes photosynthétiques. Cet organisme présente en effet de nombreux
exemples de compaction du génome (Strehl et a. 1999), comme par exemple une seule copie du géene
psbA et de I’ ARNr 16S, contre 3 copies du géne psbA et plusieurs de I’ ARNr 16S chez la mgjorité des
cyanobactéries (Hess et d. 1995). De méme, la mise en évidence de génes ou de zones promotrices se
chevauchant semble confirmer |I”hypothése d’une compaction particuliere du génome de ce micro-
organisme (Lorenz et a. 1995, Strehl et a. 1999).

Une autre particularité génomique de Prochlorococcus est constituée par son faible contenu en
bases G+C en comparaison des cyanobactéries marines de type Synechococcus, caractérisées par un
fort contenu en G+C (47,4-69,5 % ; Waterbury et al. 1986). Le pourcentage en G+C (G+C %)
correspondant a I’ensemble des séquences disponibles de Prochlorococcus marinus SS120 est de
I’ordre de 36,8 % sur une longueur nucléotidique accumulée de 25 083 nucléotides (W. Hess, Pers.
Com.). Par comparaison, le génome total de Synechocystis PCC 6803 possede un G+C % de 43 % en
comptabilisant alafois les séquences codantes et |es régions intergéniques (Kaneko and Tabata 1997).
En accord avec son faible contenu en G+C, la table d’'usage de codon de P. marinus SS120 (cf.
annexe 1 ; Partensky et a. 1999) est décalée vers les A+T en troiséme position, suggérant un biais
mutationnel (Jukes and Bushan 1986, Sharp and Matass 1994, Sueoka 1992). Ce biais pourrait ére lié
ades taux de mutation plus élevés que chez les autres procaryotes, dus a une plus grande sensihbilité
des séquences aux dommages occasionnés par les rayonnements UV (Wel et al. 1998). De plus, les
souches adaptées ade fortes intensités lumineuses, phylogénétiquement les plus récentes (cf. section
I1.5-Diversité génétique de Prochlorococcus), semblent posséder un G+C % plus faible que les autres
(Partensky et al. 1999). Il existerait donc une corrélation entre le G+C % des souches de

Prochlorococcus et leur position phylogénétique les unes par rapport aux autres.

11.3- CARACTERISTIQUESPHOTOSYNTHETIQUES

I1.3.1- Composition pigmentaire

L'ensemble des pigments répertoriés dans les trois cyanobactéries aChl b sont présentés dans
le tableau 5.

11.3.1.1- Chlorophylle

La présence de dérivés divinylés de Chl a et b (Chl a, et b,) est une caractéristique commune a
I'ensemble des souches de Prochlorococcus examinées ace jour (Goericke and Repeta 1992, Moore et
al. 1995, Partensky et al. 1993, Urbach and Chisholm 1998). Auparavant, cette forme de Chl (&
desethyl, 8vinyl Chl a) n'avait été observée que chez un mutant du mai s (Bazzaz and Brereton 1982).
La différence de structure chimique entre la Chl et la divinyl Chl consiste en un remplacement d'un
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Tableau 5 : Comparaison de la pigmentation des oxychlorobactéries, d’Acaryochloris, des Synechococcus marins, des cyanobactéries d’eau douce contenant des
phycobilisomes (cyanobactéries @ PBC) et de Dunaliella tertiolecta (représentatif des eucaryotes contenant de la Chl b). +++, pigment majeur ; ++, abondant; +,
présent en faible quantité (1-10% de la Chl ou des caroténom des totaux); (+) traces (<1% de la Chl ou des caroténo des totaux); absent ou non détecté; *a forte lumiére
uniguement. La présence d’allomeres et de chlorophylle démétallisée (phaeophytins) n’est pas mentionnée (Partensky et Garczarek, in prep, annexe 1).

Pigments Prochloron Prochlorothrix Prochlorococcus Acaryochloris Synechococcus Cyanobactéries  Dunaliellatertiolecta
LL écotype HL écotype marins aPBC

Chlorophylles
ay +++ +++ - - ++ +++ +++ +++
ar - - +++ +++ - - - -
by ++ ++ ++* - - - - ++
b, - - +++ ++ - - - -
¢ (Pchlide ay) + - + +) + - - -
d - - - - +++ - - -

Caroténoi  des
b- e-caroténe - - ++ ++ ++ - - *)
b- b- caroténe ++t+ +++ (+) - - ++ ++ +
b-y -caroténe - - - - - - - +
b- b-caroténe (+) ou- - - - - - *) ;
monoépoxyde
Anthéraxanthine - - - - - - - +
Canthaxanthine - - - - - - *)
Cryptoxanthine + - #? - - - *) i
Echinénone +ou(+) - - - - - +) B
I socryptoxanthine ) - - - - - *) ;
Lutéine - - - - - - - ++
Myxoxanthophylle - - - - - - + -
Mutatochrome ) - - - - - ©) .
Néoxanthine - - - - - - - ++
Parasiloxanthine - - +8ou- - - - - _
Trihydroxy -caroténe (Hou- - - - - - - -
Violaxanthine - - - - - - - ++
Zéaxanthine ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ -
Inconnu 4 (+) (+) ) ) - - -

xantho-phyll-1

Phycobilines
Allophycocyanine - - - - + ++ ++ _
Phycoérythrine - - (+) ou- - -? +++ +++ -
Phycoérythrocyanine - - - - - - ++ _
Phycocyanine - - - - + ++ ++ .
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groupement éhyl par un groupement vinyl en position C-8 du macrocycle chlorine (cf. Fig. 20). Dans
les solvants organiques et in vivo, cette modification provoque un décalage vers le rouge d'environ
10 nm du pic bleu d'absorption des dérivés divinylés de Chl par rapport acelui de la monovinyl Chl
(Bazzaz 1981, Mord et a. 1993).

Chl et DV-Chl a:

R1: CH R2: CH

3
Chl et DV-Chl b:

3

R1: CH R2: CHC

3

Fig. 20 : Comparaison des structures de la chlorophylle (A ; Chl a: et Chl by) et de la divinyle (DV)-
chlorophylle aetb (B ; Chlaz et Chl by ; d'aprés Goericke et Repeta, 1992).

Une particularité remarquable de Prochlorococcus est 1a différence trés importante de rapport
pigmentaire entre les différents isolats. Plusieurs souches dont la SS120 ont un rapport Chl  by/a,
supérieur ou égae al aors que d autres souches possedent un rapport bien inférieur, le plus faible
étant trouvé chez la souche MED4 (0,13 ; Moore and Chisholm 1999, Moore et a. 1995, Moore et al.
1998, Partensky et a. 1993). Certaines souches de Prochlorococcus (SS120, NATL1, NATL2)
synthétisent égaement de la monovinyl Chl (Chl b,) et il a &é montré que le rapport Chl b,/Chl b,
diminuait avec I'intensité lumineuse (Moore et d. 1995, Partensky et a. 1993). Ceci suggere que la
transformation de la Chl b, en Chl b, chez ces organismes se produit en une seule étape et que la
vinyle réductase responsable de cette réaction est étroitement contrélée par la lumiére. De plus, des
quantités mineures de protochlorophyllide a,, un dérivé de la Chl ¢, connu dans la nomenclature de
Fischer sous le nom de Mg,3-8 divinyl-phéoporphyrineas, ont auss éé trouvées chez
Prochlorococcus (Goericke and Repeta 1992). Ce pigment est également présent chez la bactérie
pourpre Rhodobacter spraeroides et chez les Prasinophyceae telles queMicromonas pusilla (Goericke
and Repeta 1992, Helfrich et a. 1999).
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11.3.1.2- Caroténoi des

Tout comme les autres cyanobactéries, Prochlorococcus possede de la zéaxanthine comme
xanthophylle majeure dans des quantités comparables aux cyanobactéries (Moore et a. 1995). Le
deuxiéme caroténoi de majeur présent est |'a-caroténe, alors que Prochloron, Prochlorothrix et les
cyanobactéries typiques possedent du b-caroténe. Auparavant, la présence d'a-carotene n'avait été
mise en évidence que chez les eucaryotes (Goodwin and Britton 1988). Des traces dautres

caroténoi des (cf. Tableau 5) ont détectées chez Prochlorococcus maisleur role demeure non éucidé.

11.3.1.3 Phycoérythrine

La présence de phycoérythrine a auss éé mise en évidence chez certaines souches de
Prochlorococcus (Hess et a. 1996). Ce pigment est difficilement visible sur les spectres d'absorption
car la principae phycobiline associée a cette phycoérythrine est la phycourobiline, dont le maximum
d'absorption (495 nm) est tres proche de la Chl b, (480 nm). La présence du géne de la phycoérythrine
et des régions adjacentes semble indiquer quil existe une structure fonctionnelle capturant la lumiére
(cf. section 11.3.3-Caractérisation de I'appareil photosynthétique ; Hess et al. 1996, Hess et al. 1999).

I1.3.2- Photoacclimatation et photoadaptation

Prochlorococcus est réparti sur une couche tres profonde de I'océan (150 aplus de 200 m),
lorsque les conditions hydrologiques sont suffisamment stables pour que la colonne d'eau se stratifie
(Campbell and Vaulot 1993, Partensky et al. 1999). Cette dratification est quasi permanente dans
I'Atlantique ou le Pacifique tropical et saisonniere dans la Mer des Sargasses et en Mer Méditerranée.
Le long de ce gradient naturel de lumiére, qui séend d'environ 1500 pmol quanta m’ s* prés de la
surface jusqua moins de 1 pmol quanta m” s* en dessous de 150 m, les cellules subissent de
nombreux changements. Les plus évidents sont un accroissement concomitant de la taille cellulaire et
du contenu en pigments, ains qu'une variation des rapports des pigments accessoires ala Chl a,. Ces
variations ont généralement lieu en dessous de la couche de mélange.

Goericke et Repeta ont été parmi les premiers a mesurer par HPLC en phase reverse
smultanément le contenu en Chl a, et b, des populations naturelles de Prochlorococcus, fournissant
ains une information directe sur la réponse de ces celules aux changements de lumiere avec la
profondeur (Goericke and Repeta 1993). Les rapports Chl b, sur a, mesurés varient de 0,15 en surface
a2,9 sous le maximum profond de chlorophylle. Cependant, ces variations concernent I'ensemble des
cellules de Prochlorococcus, considérées comme formant une population homogéne. Les vaeurs
excédent considérablement celles obtenues pour des souches individuelles de Prochlorococcus
(Goericke and Welschmeyer 1993, Moore et a. 1995, Partensky et a. 1993).
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Les histogrammes de distribution de la fluorescence rouge de populations naturelles de
Prochlorococcus ont révélé que plusieurs populations peuvent coexister sur le gradient vertica de
lumiere (Fig. 21). En effet, des distributions bimodales de la fluorescence rouge ont éé souvent
reportées vers le maximum profond de chlorophylle dans les zones oligotrophes (Binder et d. 1996,
Blanchot and Rodier 1996, Campbell and Vaulot 1993, McManus and Dawson 1994, Olson et 4.
1991, Partensky et d. 1996). Dans ce type de didtribution, I'intensité de la population la moins

fluorescente est 2 a3 fois plus faible.
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Fig. 21 : Distribution verticale des populations de
Prochlorococcus a forte et faible fluorescence rouge dans le
Pacifique subtropical prés d'HawaT". L'insert représente les
profils verticaux de diffusion a angle doit (indicatif de la
taille cellulaire) et de fluorescence rouge de la population

(d'apres Campbell et Vaulot, 1993).
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L'accroissement de la fluorescence de deux populations avec la profondeur suggere que
chacune d'entre elle est capable de photoacclimatation, dans le sens physiologique du terme (Fig. 21,
insert). De plus, il a récemment éé démontré que les populations afaible et forte fluorescences rouge
correspondaient & des populations génétiquement distinctes et ayant des optima lumineux de
croissance différents. Pour cela, Moore et d. (1998) ont trié les deux types de populations par
cytométrie en flux apartir d' échantillons naturels et ont cultivé séparément les isolats obtenus (Moore
et al. 1998). Apres deux ans de culture, ces co-isolats ont conservé leurs caracteres physiologiques
d origine. Les souches correspondant aux populations a forte fluorescence rouge ont un plus haut
rapport Chl b,/a, et sont adaptées acroitre et photosynthétiser a plus faible lumiére que les souches
venant de populations faiblement fluorescentes. De plus, les séquences dARNr 16S des co-isolats a
faible et forte fluorescences présentent moins de 98 % d'identité.

~ 2 : 4 17 m totale de Prochlorococcus mesurée par cytométrie en flux
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Cette découverte a par la suite éé complétée par I'analyse d'un grand nombre disolats de
Prochlorococcus dorigines diverses, amenant la notion "d'écotypes de haute et basse lumiere" (cf.
section 11.5-Diversité génétique ; Moore and Chisholm 1999, Moore et a. 1998). Les souches de basse
lumiére (de type SS120) ont des rapports Chl b, sur a, qui sont de 2 a10 fois plus forts que les
souches de forte lumiere (de type MED4) a toute intensité lumineuse (Moore and Chisholm 1999,
Moore et a. 1998). D’ autres éudes ont également montré qu'aucun isolat de Prochlorococcus n'est
capable de supporter des variations de plus de 2,5 ordres de magnitude de lumiere en culture au
laboratoire (Moore et a. 1995). La capacité apparente des populations naturelles de Prochlorococcus a
supporter une trés large gamme de conditions de lumiére semble donc résulter ala fois d'une diversité

physiologique et génétique au sein du genre Prochlorococcus.

11.3.3- Caractérisation del'appareil photosynthétique

L'appareil photosynthétique de Prochlorococcus a été pour le moment peu étudié. La présence
commune de Chl a/b dans les chloroplastes et chez les cyanobactéries a Chl b a tout d'abord attiré
I'attention sur l'antenne collectrice fixant ces pigments. Les protéines de ce complexe antennaire
possedent des masses moléculaires apparentes sur gel dénaturant de 32,5 et 34 a38 kDachez MED4 et
SS120 (cf. Fig. 22).

MED4 SS120
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Fig. 22 : Gel SDS-PAGE coloré au Bleu de Coomassie des protéines thylacordales des souches de
Prochlorococcus MED4 et SS120 cultivées sous différentes conditions de lumiére (4-80 pmol quanta.m-2.st;
d'aprés Partensky et al., 1997). Les fleches indiquent la position des protéines d'antenne pour chacune des
deux souches.
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Chez les deux souches, la quantité d'apoprotéines diminue aforte intensité lumineuse, mais de
fagon beaucoup plus marquée pour la souche SS120. Ces polypeptides sont également plus abondants
dans la souche SS120 ou ils fixent 7 fois pus de Chl b, que chez la MED4 (Partensky et al. 1997).
Une seule copie du géne pch, codant pour ces protéines, a été mise en évidence dans ces deux souches.
Parmi les deux autres genres de cyanobactéries a Chl b, seul Prochlorothrix semble posséder trois
copies de ce gene, dors que Prochloron n'en a qu’ une copie unique (LaRoche et a. 1996, van der
Staay et a. 1998). Ces protéines sont phylogénétiquement proches de CP43 et CP47, présents chez
tous les organismes photosynthétiques et de IsA, une proténe induite chez les cyanobactéries
carencées en Fer (LaRoche et al. 1996).

En plus de cette antenne aChl a,/b,, certaines souches de Prochlorococcus possedent, tout
comme les cyanobactéries marines, de la phycoérythrine (Hess et al. 1996). Les genes codant pour les
sous-unités a et b de cette phycobiliprotéine (cpeA et cpeB-like) ont été séquencés chez la souche
SS120 (Hess et al. 1996), ainsi que chez deux autres souches afort rapport Chl b./a, : MIT 9303 (Ting
et a. 1998) et PAC1 (Hess W. R. et Campbell L., pers. com.). A I'inverse, toutes les tentatives de
détecter les genes de la phycoérythrine chez la souche MED4 et d’ autres abas rapport Chl b, sur a, se
sont avérées infructueuses (Hess et a. 1996). L’ examen du génome de MED4, disponible depuis peu,
montre qu'il existe une forme tres dégénérée et probablement non fonctionnelle du géne de la
phycoérythrine puisque le reste de I’ opéron, ains que le cluster de génes spéciaisés qui I'entoure sont
absents ou fortement dégénérés. Cela suggere que les souches appartenant au “clade de haute lumiere”
pourraient avoir éiminé en grande partie les genes devenus inutiles dans la niche écologique qu'eles
occupent dans I'océan. Ce processus irait dans le sens de la réduction de taille du génome de
Prochlorococcus (Strehl et a. 1999).

Récemment, I'ensemble de la région génomique entourant |’ opéron cpeA-cpeB a été séquenceée
chez les souches SS120 de Prochlorococcus (Hess et al. 1999). L’organisation de |’opéron
phycoérythrine et de la zone qui I’ entoure ressemble acelui de la cyanobactérie marine Synechococcus
WHB8020, et les analyses phylogénétiques placent la phycoérythrine de type |1l de Prochlorococcus
|égérement plus prés de la phycoérythrine de type Il que du type | (Hess and Partensky 1998). Cette
zone comprend deux genes codant pour des lyases impliquées dans I’ attachement des phycobilines
(cpeY et cpeZ), un gene probablement impliqué dans la biosynthese de la phycohbiline (mpeX) et un
gene codant pour un polypeptide de liaison de la PE (ppeC). Ains, Prochlorococcus SS120 possede le
set de genes minimum, nécessaires pour former une structure de capture des photons fonctionnelle. En
effet, en utilisant le glycérol pour découpler la PE 11l du centre réactionnel du PS I, Lokstein et al.
(1998) ont montré que b PE 11l de SS120 semble avoir une fonction réelle de capture de la lumiére.
De plus, une éude immuno-cytochimique montre qu'elle se situe au niveau des thylacoi des et
probablement dans leur lumen (Hess et d. 1999). La phycoérythrine pourrait donc étre drectement
liée au CR Il de la méme maniére que chez les cryptophytes (Gantt 1996). Par contre, la recherche de
genes codant pour d'autres types de phycobiliprotéines (phycocyanine, alophycocyanine) sest avérée
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infructueuse jusqu'ace jour (W. Hess, com. pers.).

La plupart des autres génes photosynthétiques séquencés chez une ou plusieurs souches de
Prochlorococcus ont peu de particularités par rapport aux cyanobactéries, algues ou plantes
supérieures connues. Le géne psbA est cependant présent en une seule copie chez Prochlorococcus
SS120 (Hess et a. 1995) et MED4 (Scanlan et a. 1996), aors que chez Synechococcus PCC 7942 il
existe deux isoformes de la protéine D1 (D1:1 et D1:2) différentiellement régulées par la lumiére (cf.
section 1.4.2.2-réponses noléculaires ala lumiere ; Golden 1995, Kulkarni and Golden 1995, Oquist et
a. 1995). L'unique protéine D1 de Prochlorococcus SS120 est phylogénétiquement plus proche de
D1:1 de Synechococcus PCC 7942 que de D1:2 (Hess et a. 1995). Chez les cultures de S5120 et
MED4 acclimatées a différents éclairements, les niveaux des transcrits psbA sont proportionnels a
I’intensité lumineuse (Garcia-Fernandez et al. 1998). Aing, la protéine D1 des deux souches semble
avoir un mode de régulation plus proche de celui de D1:2 que de D1:1. Comme le turnover de D1 joue
un réle important dans les phénomenes de réparation de I'appareil photosynthétique apres
photoinhibition, cette particularité de Prochlorococcus pourrait jouer un réle dans la sensibilité de ces

organismes aux brusgues changements de lumiére.

11.4- DISTRIBUTION OCEANIQUE DE PROCHLOROCOCCUS.

Depuis les années 90, de nombreuses observations ont été réalisées par cytométrie en flux sur
les populations naturelles de Prochlorococcus (Partensky et a. 1999). La condtitution d’ une base de
données regroupant nombre de ces observations a permis de déterminer les grandes lignes de la
distribution de cet organisme dans I’ océan mondia (Li and Wood 1988, Marie et d. in press, Neveux
et al. 1989, Partensky et a. 1996, Vaulot and Marie 1999). || apparait d' aprés une modélisation fondée
sur plus de 8 400 mesures réalisées par cytométrie en flux, que Prochlorococcus présente une trés
vaste répartition atravers |’ océan mondia (Fig. 23 ; Partensky et a. 1999).

Ce procaryote est trés ubiquiste sur une bande latitudinale qui s éend de 40°S a45°N ou les
concentrations mesurées peuvent atteindre 700 000 cellulesml™. La densité de cellules décroit
rapidement au-delade ces limites mais la présence de Prochlorococcus a été rapportée jusqu’ au large
de I'ldande a 60 °N (Buck et a. 1996). Cette distribution océanique suggere que les faibles
températures sont défavorables au développement de cet organisme (Moore et al. 1995), alors que les
concentrations maximales sont trouvées dans des eaux ayant une température de surface comprise
entre 26 et 29 °C. A I'inverse, Synechococcus semble moins sensible alatempérature, puisqu’'il adga
€été mis en évidence dans des eaux a2 °C (Shapiro and Haugen 1988).
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Fig. 23 : Distribution mondiale de Prochlorococcus sur la base de 8400 mesures effectuées en milieu
naturel par cytométrie en flux. Les cercles représentent les concentrations intégrées sur la colonne d’eau
(Partensky et al., 1999).

La mesure des concentrations de Prochlorococcus et Synechococcus dans différents milieux
montrent que ces deux organismes sont caractérisés par des distributions verticales bien distinctes
(Fig. 24). En moyenne, les concentrations de Synechococcus sont inférieures d environ un ordre de
magnitude et la distribution de Prochlorococcus s éend beaucoup plus en profondeur, Synechococcus
étant en général trés peu abondant en dessous de 100 m. Trois types maeurs de répartition verticae
peuvent étre observés (Partensky et al. 1999). Le premier type est principalement rencontré dans les
eaux cotieres, ou Prochlorococcus et Synechococcus présentent une distribution verticae similaire
(Fig. 24A). Les deux genres sont alors concentrés dans la couche de surface et leur abondance chute
brusquement sous la thermocline ol un maximum peut parfois étre observé (Fig. 24B). Dans le
deuxiéme type de digtribution, Prochlorococcus présente un maximum de 10> cellulesml™ ala base de
la zone euphotique et sa concentration est environ un ordre de grandeur plus faible en surface (Fig.
24C-D). Cette configuration se retrouve souvent en fin d'efflorescence, lorsgue les sels nutritifs
deviennent limitants (Olson et a. 1990). Le profil vertica le plus souvent rencontré dans les eaux
océaniques du large est celui ou Prochlorococcus s étend de la surface au bas de la zone euphotique a
des concentrations quasi constantes, avant de chuter exponentiellement en dessous du maximum
profond de chlorophylle (Fig. 24E-F). L’ abondance de Synechococcus est dors plus faible d environ
deux ordres de grandeur. Enfin, lorsque la colonne d’ eau est mélangée de maniére saisonniere jusqu’ a
des profondeurs dépassant celle de la zone euphotique, comme il est couramment observé en hiver
dans les eaux tempérées, Prochlorococcus disparait presque complétement (Lindell and Post 1995).
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Fig. 24 : Distributions verticales typiques de Prochlorococcus et Synechococcus. A-B : Atlantique tropical
Nord, EUMELI3. A: site eutrophe au large de la Mauritanie (20 °N, 18 °W). B: site mésotrophe (18 °N,
21°W). C: Atlantique N, 30° N, 23°W. D: Mediterranée E, 34 °N 18 °E, MINOS. E: Pacifique Equatorial,
150° W, 5° S (Partensky et al., 1999).

11.5- DIVERSITE GENETIQUE DE PROCHLOROCOCCUS

I1.5.1- Diversité des souches de Prochlorococcus en culture

De nombreuses souches ont été isolées auss bien en surface qu’ en profondeur dans la plupart
des régions ou les populations de Prochlorococcus ont éé échantillonnées (Fig. 25). La diversité
génétique de ces isolats a été étudiée par comparaison de profils de polymorphisme c longueur de
fragments de restriction (RFLP pour "random fragment length polymorphism” ; Scanlan et a. 1996)
ou de séguences du géne de I’ARNr 16S (Urbach and Chisholm 1998). Ces études moléculaires
suggerent qu'il n’existe pas de corrélation entre la distance génétique et la distance géographique entre
les sites d’ ou ces souches ont été isolées. Par exemple, la distance génétique entre des souches isolées
de la couche mélangée de sites auss distants que la Mer Méditerranée et la Mer des Sargasses,
apparait beaucoup plus faible qu’ entre les isolats de surface et ceux provenant des couches profondes
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(>100 m) d'un méme site (Partensky et a. 1999). Aing, les gradients naturels de lumiére et de sals
nutritifs semblent constituer des conditions plus stringentes que la distance géographique pour induire
une spéciation al’intérieur du genre Prochlorococcus.

Prochlorococcus sp. SB3-HL1 (RCC283)
Prochlorococcus sp. MED4 (RCC153)
Prochlorococcus sp. EQPACL (RCC278)
Prochlorococcus sp. GP2-HL1 (RCC281)
Prochlorococcus sp. TATL4 (RCC268) HLI
Prochlorococcus sp. PCC9511
Prochlorococcus sp. EQPAC2 (RCC279)
Prochlorococcus sp. TATL1A
Prochlorococcus sp. NATL2
SAR6 |
Prochlorococcusp. SB
Prochlorococcus sp. TATL2
Prochlorococcus sp. MIT9302
Prochlorococcus sp. MIT9312 HLII
Prochlorococcusp. GP2
Prochlorococcus sp. TATL1B
Prochlorococcus sp. MIT9107
Prochlorococcus sp. TAK9803-2 (RCC264) —

Prochlorococcus sp. NATL2A
Prochlorococcus sp. NATL2-MIT (RCC280)
Prochlorococcus sp. PAC1
Prochlorococcus sp. NATL1-MIT (RCC277) LL

Prochlorococcus sp. SS120 (RCC156)
SAR7

Prochlorococcus sp. MIT9303
Prochlorococcus sp. MIT9313 —
SAR139
SAR100

Synechococcus sp. WH8103

Synechococcus sp. WH7805

Synechococcus sp. WH8101

Synechococcus sp. PCC6307

Microcystis elabens
4’—{ Synechococcus sp. PCC 6301

Oscillatoria corallinae

0.1

Fig. 25 : Arbre phylogénétique basé sur la séquence du géne de ’ARNTr 16S, montrant les relations entre les
isolats de Prochlorococcus (HLI et HLII = clades de souches adaptées a forte lumiére ; LL = clade de
souches adaptées a faible lumiére) et les cyanobactéries (West et al., non publié ; d'aprés Urbach et al.,
1998). En gras, les souches maintenues a Roscoff, avec leur numéro RCC dans la collection (cf. section
matériel et méthodes).

Par alleurs, il existe une étroite relation entre la distance génétique et le rapport Chl b, sur a,
mesuré. En fonction de ces parametres, Urbach et a. (1998) ont défini un clade adapté aux fortes
lumiéres (HL pour “high light-adapted clade”) ayant des rapports Chl b, sur a, compris entre 0,1 20,6
et un second clade adapté aux faibles lumiéres pour lequel ce rapport varie de 0,4 a2,5 (LL pour "low
light-adapted clade” ; voir Fig.25). Bien que I'on distingue deux sous-clades au sein des isolats afaible
rapport Chl b, sur a, (HLI et HLII), les variations génétiques al’ intérieur de ce clade sont relativement
faibles. A l'inverse, une variation génétique beaucoup plus forte semble exister parmi les souches a
fort rapport Chl b, sur a, (Urbach et al. 1998), ce qui est cohérent avec le fait que les populations de
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surface subissent des taux de mélanges physiques bien plus intenses. De plus, leur position dans
I’arbre phylogénétique suggere que les membres du clade de haute lumiére sont probablement les plus
récents d'un point de vue évolutif, au sein du genre Prochlorococcus.

I1.5.2- Diversité des populations natur elles de Prochlorococcus

Les éudes moléculaires sur la diversité génétique de Prochlorococcus dans la nature ont
confirmé la plupart des conclusions tirées a partir des cultures (Palenik 1994, Urbach and Chisholm
1998). Les analyses phylogénétiques réalisées apartir des séquences de I'ARNr 16S, correspondant au
marqueur génétique le plus couramment utilisé pour les échantillons naturels, ont montré qu'il existe
une forte variabilité génétique des populations individueles de Prochlorococcus (Fuhrman et a. 1993,
Giovannoni et a. 1990, Schmidt et a. 1991). Le géne rpoC1, codant pour la sous-unité g de I’ ARN
polymérase, a également éé utilise comme marqueur génétique pour des éudes concernant les
populations naturelles photosynthétiques de la Mer des Sargasses et le courant Californien (Ferris and
Paenik 1998, Paenik 1994). Au cours de ces études, aucune séquence génigque du gene rpoCl ne sest
avérée absolument identique acelles des isolats cultivés. Les clones environnementaux se séparaient
en deux clades A et B, génétiquement distincts, qui semblent correspondre aux clades de haute et de
basse lumiére identifiés en utilisant I’ ARNr 16S (Urbach et al. 1998). Les clones environnementaux de
surface et de profondeur, pris dans des conditions bien établies de stratification, tombaient clairement
dans les clades A et B, respectivement (Ferris and Palenik 1998). A l'inverse, les clones obtenus a
partir de colonnes d'eau faiblement stratifiées tombaient dans I'un ou I'autre des deux clades,
suggérant que les populations de surface et de profondeur coexistent dans la colonne d'eau lorsgu’elle
est mélangée et ne se séparent que lorsque la stratification est suffisamment établie.

De plus, Urbach et Chisholm (Urbach and Chisholm 1998) ont utilis® comme marqueur
génétique la région intergénique séparant les genes petB et petD, particulierement variable, et une
partie de ces génes. Afin d'isoler spécifiquement les populations de Prochlorococcus, les échantillons
prélevés adifférentes profondeurs dans deux sites stratifiés de I’ Atlantique Nord ont préalablement éé
triés par cytométrie en flux. Parmi 68 séquences de Prochlorococcus analysées, seulement 16 ont été
trouvées plus d'une fois, et de ces 16, seulement 12 sont apparues dans plus d'un échantillon. Il
semble donc que d'autres éudes en milieu naturel soient nécessaires pour estimer la variabilité

génétique de ces micro-organismes.

* %k * % %
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[Il- DEMARCHE ADOPTEE AU COURS DE CE TRAVAIL DE THESE

Etant donné la présence des différents types pigmentaires chez Prochlorococcus et la
répartition verticdle des populations naturelles, nous nous sommes posés quelques questions
fondamentales : Est-ce que les populations caractéristiques des eaux de surface et de la base de la zone
euphotique ne différent que par leur pigmentation et leurs caractéristiques écophysiologiques ou
exise-t-il également des différences structurelles au niveau de I'appareil photosynthétique des
différentes souches ? D’autre part, les particularités de |'appareil photosynthétique de
Prochlorococcus peuvent elles apporter des informations supplémentaires sur les capacités
d’ adaptation ala lumieres des organismes photosynthétiques en généra ? D’un point de vue évolutif,
quels sont les liens qui unissent les différents systémes d'acquisition de la lumiére e de
photoprotection mis en place chez les cyanobactéries et les plantes supérieures ?

Dans un premier temps, nous avons abordé ces questions a travers la caractérisation des
complexes pigments-protéines des clones MED4 et SS120. Pour cela, nous hous sommes tout d'abord
focalisés sur le photosysteme | de Prochlorococcus, qui n'avait jusgu'aprésent jamais été caractérise.
Dans la mesure ou ce complexe pourrait intervenir dans la différente capacité d'adaptation ala lumiere
de ces deux souches, une des questions importantes éait I'éventuelle présence d'une antenne associée
spécifiqguement a ce complexe (Chapitre I11). Etant donné que ces souches different essentiellement
par leur rapport Chl b, sur a, e puisque la maorité de la Chl b est localisée dans les systémes
antennaires, nous nous sommes aors intéressés aux principaux complexes collecteurs de lalumiére de
Prochlorococcus et aleur spécificité chez les différentes souches (Chapitre V). Pour en tirer des
conclusions physiologiques sur I'adaptation des différentes souches de Prochlorococcus dansle milieu
naturel, I'expression des genes codant pour cette antenne maeure a éé étudiée dans différentes
conditions lumineuses (Chapitre IV et V). Finalement, l'andyse structurade de ces proténes
pigmentaires nous a conduit a les comparer aux autres protéines photosynthétiques liant la
chlorophylle dans une perspective globale d'évolution de ces protéines (Chapitre VI).

* % * % %
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MATERIEL ET METHODES

|- DESCRIPTION ET CULTURE DES SOUCHES DISPONIBLES AU LABORATOIRE

|.1- SOUCHESCULTIVEESA LA STATION BIOLOGIQUE DE ROSCOFF

Les souches de Prochlorococcus utilisées proviennent de la plupart des régions du globe,
gréce aux prélevements effectués lors de campagnes océanographiques, et ce auss bien en surface
gu’en profondeur (Tableau 6 et Fig. 26). L'essentiel des travaux porte sur les souches MED4 (clone
CCMP 1378 ou RCC153) et SS120 (CCMP 1375 ou RCC156) qui présentent I'avantage d'étre
clonales et de constituer les deux extrémes pigmentaires des souches de Prochlorococcus, en terme de
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Fig. 26: Lieu d’isolement des principales souches cultivées de Prochlorococcus (Partensky et al., 1999).
Lorsque plusieurs souches ont été isolées au méme endroit, un seul nom est donné (cf. Tableau 6)



Tableau 6 : Liste des souches cultivées de Prochlorococcus pour lesquelles des données ont été publiées. *Souches entretenues a Roscoff

Souche Clone Autre Nom Origine Date Latitude Longitude Prof. Isolateur Remarques Bibliographie
dérivé
SARG* LG Mer des Sargasses ~ 30/5/88 28 59N 64 21W 120 B. Palenik premiére souche & Partensky et al., 1993
avoir été isolée
SS120 CCMP 1375 L.R. Moore obtenue par dilution Chisholm et al., 1992
sériée Moore et al., 1995
PCC 9511 R. Rippka souche axénique  Rippka et al., soumis
MED* DV Mediterranée NO 8/1/89 43 12N 6 52E 5 D. Vaulot, F. Partensky et al., 1993
Partensky
MED4* CCMP 1378 L.R. Moore obtenue par dilution Chisholm et al., 1992
sériée Moore et al., 1995
NATL1* FP12 Atlantique N 1/4/90 37 39N 40 1W 30 F. Partensky Partensky et al., 1993
NATL2* FP5 Atlantique N 1/4/90 38 59N 40 33W 30 F. Partensky Scanlan et al., 1996
Urbach et al., 1998
MIT9107 Pacifique S 8/8/91 14 60 S 134 60 W 25 J.A. Dusenberry Urbach et al., 1998
TATL1 EUM11 Atlantique tropical E~ 19/10/91 20 57 N 31 6W 20 F. Partensky souche perdue  Scanlan et al., 1996
Urbach et al., 1998
TATL 2 EUM17 Atlantique tropical E~ 21/10/91 20 25N 31 8W 30 F. Partensky souche perdue  Scanlan et al., 1996
Urbach et al., 1998
GP2* Pacifique O 10/9/92 8 32N 136 31E 150 A. Shimada Shimada et al., 1995, 1996
SB* Sugura Bay, Japon  21/10/92 35 ON 138 30E 40 A. Shimada Shimada et al., 1995, 1996
PAC1 Pacifique tropical N 1/4/92 22 45N 158 0W 100 L. Campbell Scanlan et al., 1996
Urbach et al., 1998
MIT9201 Pacifique S 26/9/92 11 60S 145 25W 0 B. Binder Rocap et al., 1999
Moore et Chisholm, 1999
MIT9202 Pacifique S 26/9/92 11 60 S 145 25W 79 B. Binder Rocap et al., 1999
Moore et Chisholm, 1999
MIT9211 Pacifique équatorial ~ 10/4/92 0 140 W 83 R.J. Olson Rocap et al., 1999
Moore et Chisholm, 1999
MIT9215 Pacifique équatorial 3/9/92 0 140 W 0 B. Binder Rocap et al., 1999
Moore et Chisholm, 1999
MIT9302 Mer des Sargasses  15/7/93 34 45N 66 11W 100 L. Moore isolée partriau  Rocap et al., 1999
cytometre en flux ~ Moore et al., 1998, 1999
MIT9303 Mer des Sargasses  15/7/93 34 45N 66 11W 100 L. Moore idem Moore et al., 1998
Urbach et al., 1998
MIT9312 Atlantique N 17/7/93 37 30N 68 14W 135 L. Moore idem Moore et al., 1998
MIT9313 Atlantique N 17/7/93 37 30N 68 14 W 135 L. Moore idem Moore et al., 1998
AS9601 Mer d'Arabie 1/11/95 19 12N 67 10E 50 R.J. Olson Shalapyonok et al., 1998
TAK9803-2 Atoll de Takapoto 6/2/98 14 30 S 145 20w 20 S. Le Gall Garczarek et al., soumis
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|.2- METHODESDE CULTURE

Les souches de Prochlorococcus sont cultivées dans un milieu mis au point par Rosmarie
Rippka, le PCR-S11, qui contient une solution de métaux "Gaffron" modifiés (Rippka 1988 ; Tableau.
7). Les rendements maximaux obtenus avec ce milieu sont de 2-3.10° cellulesml™, correspondant aun
rendement de Chl a, d'environ 0,2-4 mg.I"". Les cultures sont entretenues 19 °C dans des flacons en
polycarbonate (Nalgene) sous des conditions de lumiére bleue continue obtenues par la superposition
de filtres neutres et bleus. En dehors des expériences d'acclimatation lumineuse, les souches sont
cultivées & une intensité lumineuse de 15 pmol quantam®.s® pour la souche SS120 ou 30 pmol
quantam?.s* pour la souche MEDA4, conditions proches de leur optimum de croissance (Moore et 4.
1995).

Tableau 7 : Composition du milieu utilisé pour la culture de Prochlorococcus.

Solutions Volume (ml) Con. Finale
Eau de mer 1000
Hepes-NaOH 1M, pH 7,5 1 1mM
Tampon Phosphate (Na;HPO4 pH 7,5) 1 S0uM
Nay-EDTA, FeCl3 1 32uM
(NH,4),S04 100mM 1 400 uM
Vitamines B12 1 lug/l
Traces métaux "Gaffron+Se" 1/10 01 Voir ci-dessous
" Gaffron+Se" Référence Concentration Conc. finale
Merck. Stockl (nM)
(mg/l)
HsBO3 165 168 150
MnSQO,4.H,O 5963 101 30
Na,WO,4.2H,0 6673 1,98 0,3
(NH,)6M O;0,4.4H,0 1182 5,16 145
KBr 4905 714 3
Kl 5043 498 15
ZNnS0,4.7H,O 8883 17,25 3
Cd(NO3),.4H,0 2019 9,25 15
Co(NQs),.6H,0 2554 8,76 15
CuS0,4.5H,0 2790 75 15
NiCl,.6H,0O 6717 71 15
Cr(NO3)3.9H,0 2481 24 03
V0S0,.5H,0 8503 15 0,3
KA |(S04),.12H,0 1047 284 3
Se0, 800653 33 15
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II- METHODE DE CARACTERISATION DES COMPLEXES PIGMENTS-PROTEINES

I11.1- METHODE D’ ISOLEMENT ET DE CARACTERISATION DU PHOTOSYSTEME |

I1.1.1- Extraction desthylacoi des

Afin de prévenir toute dégradation, les manipulations sont effectuées a4 °C et les tampons
utilisés contiennent une solution d'antiprotéase (1 mM benzamidine hydrochloride, 5 mM d'acide e
caproi que, e 100 uM phenylmethylsulfonylfluoride ou PMSF). Les celules en croissance
exponentielle (environ 1,5.10° callulesml™) sont récoltées par centrifugation &13 700" g pendant 15
mn, puis lavées deux fois dans le tampon d extraction A (voir ci-apres). Les cellules sont ensuite
cassees par deux passages successifs dans une presse de French (20 MPa) en présence de 100 uM de
PMSF. Aprés dimination des débris cellulaires par une courte centrifugation 23 000 x g, I’ homogénat
est déposé ala surface d'un gradient de saccharose discontinu (30% m/v et 50% m/v de saccharose)
dans le tampon d’ extraction B (voir ci-apres). Apres 1 heure d' ultracentrifugation 2100 000 x g (rotor
Beckman SW28), les thylacoi des sont récoltés a l'interface des deux couches de saccharose et
centrifugés a 80 000 x g pendant 30 min. (rotor Beckman SW27.1). Le culot est resuspendu dans le
tampon d'extraction A et la concentration en chlorophylle totale (= DV Chl a + b) déterminée al’ aide
d' un spectrophotométre UVIKON, apres extraction des pigments dans 80 % v/v d acétone selon la
méthode de Arnon (1949). Les thylacoi des sont ensuite aiquotés et conservés a -80 °C apres

congélation rapide dans |’ azote liquide.

Tampon d’extraction A : Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0 ; NaCl, 10mM; EDTA, 1 mM Sorbitol, 200mM.
Tampon d’extraction B : Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0 ; NaCl, 10mM; EDTA, 2 mM.

11.1.2 - Isolement du photosysteme |

11.1.2.1- Solubilisation des thylacoi des

Les membranes thylacoi dales sont rapidement décongel ées et lavées trois fois dansun tampon
TrissMdéate, 2 mM, pH 8,0. Les complexes sont ensuite dissous par action de détergent. Ce protocole
n'ayant pas été réaise dans la littérature sur Prochlorococcus, I’ action conjuguée d octyl glucoside
(OG, n-Octyl-b-D-glucopyranoside), de dodécyl mdtosde (DDM, n-Dodécyl-b-D-maltoside), de
Zwittergent 3-14 (SB14, n-Tétradécyl-N, N-diméthyl-3ammonio-1-propanesulfonate) et de dodécyl
sulfate de lithium (DsLi) ont été testés dans les proportions suivantes :
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1=0G: DDM : DsLi =10:20:5 (Mm/m/m)
2=0G:SB14: DsLi =10:20:5 (Mm/m/m)
3=0G: DDM: SB14: DsLi =10:10:10:5 (Mm/m/m/m)
4=0G:DDM : SB14: DsLi =10:10:20:5 (m/m/m/m)
5=DDM : SB14: Ddli =10:20:5 (Mm/m/m)

Apres 30 min, les thylacoi des non solubilisés sont diminés par 10 min de centrifugation a
17000 * g a4 °C (centrifugeuse Jouan MR 1812). Avant le dépbt sur gel non dénaturant ou sur
gradient de saccharose, du DsLi dans un rapport Chl:DsLi de 1.5 est gouté achacun des échantillons
pour améiorer la solubilisation.

11.1.2.2- Séparation des complexes Chl-protéines

Les conditions de solubilisation optimales ont tout d'abord été testées en separant les différents
complexes protéiques sur gel non dénaturant. Par |a suite, les complexes protéques ont été separés sur

gradient de saccharose, afin d'obtenir des rendements protéiques supérieurs.

Séparation des complexes Chl-protéines sur gel non dénaturant

Apreés solubilisation des thylacoi des, les différents composants de |’ appareil photosynthétique
sont séparés sur un gradient de gel non dénaturant (3 mm d épaisseur) dlant de 5 a 15 % (m/v)
d acrylamide/bisacrylamide (30/0,3 (v/v) ; Allen and Staehelin 1991, van der Stagy and Staehelin
1994). Ce gradient continu permet de séparer auss bien I’ensemble des complexes de I’ antenne que
les photosystémes | et 11. Les différents complexes sont ensuite isolés par découpage des bandes de
od.

| solement des complexes protéiques par gradient de saccharose

Les différents composants de I’ appareil photosynthétique sont séparés sur gradient discontinu
de 0 240 % de saccharose (m/v). Les gradients sont préparés en superposant des couches de
saccharose dans un tampon Tris-Maéate 2 mM pH 8,0 en présence de 0,05 % (v/v) de DDM, par pas
de 5 % de saccharose. Les échantillons lubilisés sont ensuite déposés ala surface du gradient et
centrifugés pendant 22 h, a80 000 - g et a4°C. Les bandes vertes sont prélevées al’aide d'une
seringue et des aiquots de chague fraction sont réservées pour les analyses de spectrophotométrie,
spectrofluorimétrie et anayse de la Chl.



Membrane de Nitrocellulose transférée

|

Visualisation des protéines et repérage des marqueurs de taille aprés coloration
dans une solution de rouge de Ponceau dans I’ acide acétique 5 % (V/V)

l

Saturation des sites de fixation de |la membrane dans une solution de
TBS + lait écrémé déshydraté 4 % (p/v)

Rincage dans une solution de TBS 1 X (3 X10 min.)

Incubation de la membrane avec |’ anticorps primaire (2-3 heures)

Rincage dans une solution de TBS 1 X (3 X10 min.)

Incubation de la membrane avec |’ anticorps secondaire couplé ala
phosphatase alcaine (2 heures)

Ringage dans une solution de TBS1 X (3 X10 min.)
Révéation avec |le tampon de développement
Tampon TBS (« Tris Buffered Saline ») : Tris-HCI, 20 mM; NaCl, 0,5 M, pH 7,5.
Tampon de développement (Biorad) : 300 ml de tampon de développement alcaline phosphatase, 300 pl

de réactif A (p-nitroblue tétrazolium chloride (NBT) dans du diméthylformamide 70 %), 300 pl de réactif
B (5bromo-4bromo-3indolylphosphate (BCIP) dans du diméthylformamide.

Fig. 27 : Méthode de détection immunologique
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I1.1.3- Analyse du photosysteme |

11.3.1.1- Analyse de la composition protéique du PS | sur gel d’ électrophorése.

La composition peptidique des complexes isolés est déterminée sur SDSPAGE al12 % (m/v)
d acrylamidebisacrylamide (37,5:1 (v/v)) sdon la méthode de Fling et Gregerson (Fling and
Gregerson 1986), modifiée par I'addition d'urée (6 M) afin d’ augmenter la résolution du gel. La
concentration en protéines est estimée al’aide du kit BCA (Pierce), basé sur la méthode de Lowry
(Lowry et d. 1951). Les échantillons sont tout d’abord dénaturés dans un tampon de solubilisation a
50 °C pendant 15 minutes. Aprés SDS-PAGE, les protéines sont révélées par coloration au bleu de
Coomassie (R250, Biorad) ou au nitrate dargent (van der Staay and Staehelin 1994) ou encore
transférées sur membrane pour identifier les protéines par déection immunologique (Towbin et a.
1979).

Tampon de solubilisation; Tris-HCI, 125 mM, pH 6,8 ; SDS, 1,5 % (m/v) ; glycérol, 10 % (v/v) et bleu de
Bromophenol, 0,0005 % (m/Vv).

Gel de migration : Acrylamide/bis acrylamide (37,5:1), 12 % ; Tris-HCI pH 8,8, 0,75 M ; SDS, 0.1 % (m/v) ; Urée,
6 M ; Persulfate d’'ammonium (APS), 0,05 % ; N, N, N’, N'-Tetraméthyl-éthylénediamine (TEMED) 0,005 % (m/v).
Gel de séparation : Acrylamide/bis acrylamide (37,5:1), 4 % ; Tris-HCI pH 8,8, 0,125 M ; SDS, 0.1 % (m/v) ; APS,
0,05 % ; TEMED 0,005 % (m/v).

Tampon de migration : Tris, 50 mM ; Glycine, 192 mM ; SDS, 0.1 % (m/v)

11.3.1.2- Détection immunologique.

La détection est réalisée apres transfert sur membrane de nitrocellulose avec le systéme Biorad
(Mini Trans-blot Electrophoresis Transfer Cell ; 200 mA, 12 V, 16 H ; Fig. 27). Afin de véifier le
niveau de pureté des fractions enrichies en PS | et d'identifier les protéines congtitutives de ce
complexe, plusieurs anticorps ont été testés. Les anticorps dirigés contre les sous-unités PsaA/B,
PsaD, PsaF et PsaF ont été fournis par le Dr P. R. Chitnis (Université du Kansas, KA, USA) et le Dr
B. R. Green (Université de British Columbia, Vancouver, Canada). Les blots ont é&é révélés en
utilisant un anticorps secondaire (Anti-Rabbit 1gG (H+L)) couplé ala phosphatase acaline (BioRad).
Les résultats ont éé systématiquement comparés a ceux obtenus avec des fractions @& PS | de
Soirulina maxima ou Synechococcus sp. WH 8103, isolées sur gradient de saccharose de la méme
maniére que pour Prochlorococcus (thylacoi desfournispar J.C. Thomas, ENS Paris). Cependant, les
thylacoi des des deux espéces de cyanobactéries ont été solubilisés avec du DDM dans des proportions
de détergent:Chl de 12:1 (m/m). Le microséquencage des parties N-Terminaes et internes des
protéines du PS | sélectionnées ont été réalisées I'Institut Pasteur (Paris).

Tampon de solubilisation; Tris-HCI, 125 mM, pH 6,8 ; SDS, 1,5 % (m/v) ; glycérol, 10 % (v/v) et bleu de
Bromophénol, 0,0005 % (m/Vv).
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11.3.1.3- Caractérisation des fractions enrichiesen PS |

Différentes méthodes ont permis d'analyser les fractions obtenues par gradient de saccharose,
lesthylacoi des et dans certains cas les cellules entiéres :

Spectrofluorimétrie

Les spectres d excitation et d’émission de fluorescence ont éé réaisés al’ENS (Paris) ala
température de I’ azote liquide (77 °K) al'aide d'un spectrofluorimétre Hitachi F3010 en utilisant une
ouverture de 5 nm pour les spectres d'excitation et 3 nm pour les spectres démission (Delphin et al.
1996). Les échantillons analysés ont été préalablement déposés sur des préfiltres de Type AP20
(Millipore).

Spectrophotométrie

L es spectres d absorption atempeérature ambiante ont été mesurés al’ ENS (Peris) al'aide d'un
spectrophotomeétre a double faisceau sur smple cuve (Aminco DW2C). La quantité de centres
réactionnels du PS | (P700) a été mesurée par la différence d absorbance entre 700 et 730 nm aprés 20
a 40s déclairement saturant en présence d'un donneur (4 mM dascorbate de sodium) et d'un
accepteur d'électrons (0,1 mM de méthyl violagéne ; Newman and Sherman 1978). Le coefficient
d'extinction molaire utilisé est de 64 000 |.mole™.cm™ (Hiyama and Ke 1972), et |la concentration en

chlorophylle est estimée a15 pg/ml pour une DO a680 nm de 1.

Chromatographie liquide & haute pression (HPLC)

La composition pigmentaire est déterminée par HPLC en phase inverse al'aide d'une colonne
en C18 Zorbax ODS (25 - 4,6 cm) salon la méthode de Kraay et d. (1992) avec les modifications
suivantes (Kraay et a. 1992) : les échantillons sont extraits avec 9 volumes d'une solution de
méthanol:acé&one (50:50 v/v). L'extrait et gouté a un volume égd de diéhyl éther, puis a deux
volumes d'une solution de NaCl 10 % (m/v). Lorsque la séparation de phase est terminée, la phase
supérieure est évaporée sous flux d'azote. Les échantillons sont aors dissous dans le méthanal, filtrés
et centrifugés. L'élution en gradient est dors effectuée par un mélange linéaire d'une phase A et dune
phase B. Le flux utilisé est de 1,3 ml.min™ et le 100 % de phase B est atteint en 23 min.

Phase A : méthanol, 51 % ; acétonitrile, 36 % ; H,0, 13 % ; acétate d'ammonium 0,3 M
Phase B : acétonitrile, 30 % ; acétate d’ éthyl, 70 %.

Microscopie électronique

Cette expérience a été réalisée par J. C. Thomas (ENS, Paris). Les particules de PS | de
fractions enrichies obtenues par centrifugation sur gradient de saccharose ont tout d'abord été rincées



Centrifugation des cellules (1L de culture)
15minal3700 " get4°C

Ringage du culot dans le tampon de resuspension

v

Reprise du culot dans 8 ml de tampon de resuspension

v

Addition de 25 mg de lysosyme

Incubation 1 h a 37 °C en agitant

Addition de 12,5 pl 0 ARNase A (10 mg/ml)

i Incubation 30 mina 37 °C

Addition de 125 pl de proténase K (25 pg/l) et 1,4 ml de 20 % SDS (m/v)

Incubation 2 h sous agitation a 37 °C

Extraction par 1 volume de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1)

Centrifugation 30 min. a5000 " g et4°C

Récupération de |a phase agueuse

Extraction par 1 volume de chloroforme/acool isoamylique (24/1)

Centrifugation 10 min. a5000" get4°C

Récupération de la phase aqueuse et addition d’ 1 volume d’isopropanol

Précipitation 20 min et centrifugation
30min.al2000" g

Reprise du culot dans 1 ml de TE et addition de 0,1 volumes
d acétate de sodium (3 M, pH 5,2) et 2,5 volumes d' é&hanol absolu

Précipitation la nuit a-20 °C et centrifugation
L 30mina12000” aeta4°C

Lavage du culot par 1 volume d’ éthanol 70 %

Centrifugation 15mina 12000~ get4°C
Séchage du culot sous la hotte et resuspension dans 1 ml d’ eau

Tampon de resuspension : Saccharose, 25 % (m/v) ; Tris HCI, 50 mM, pH 7,5 ; EDTA, 1 mM.
TE: TrisHCI, 10 mM, pH 7,5 ; EDTA, 1 mM .

Fig. 28 : Méthode d’extraction des ADN de Prochlorococcus
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dans une solution de Tris-Maléate, puis dans I’ acétate d’ammonium 10 mM, en utilisant un centricon
concentrateur 10 (seuil de coupure 10 kDa ; Amicon Inc ; Beverly, MA, USA). De petites gouttes de
suspension de particules dans I'acé&ate d’ammonium ont &é déposées sur une grille de nicke
recouverte de carbone/Formvar pendant 60 s. Aprés édimination du liquide par préléevement avec une
seringue, les grilles sont trempées dans une solution d'acétate d'uranyl (2 %) pendant 60 s. Les
particues de PS | sont observées immédiatement apres préparation sur un microscope éectronique
Jeol 100 CX 2 280 kV.

[11- OUTILSMOLECULAIRES

Les méthodes de biologie moléculaire sont ici décrites en terme plus généra car elles ont é&é
appliquées dans différentes conditions correspondant aux expériences réalisées dans les chapitres IV a
VI.

I111.1- TECHNIQUES D’ EXTRACTION DESACIDESNUCLEIQUES

I111.1.1- Extraction del'ADN total

L'extraction de I'ADN total de Prochlorococcus est réalisée selon la méthode de Franche et
Damerval (1988) mise au point pour les cyanobactéries et adaptée aProchlorococcus (Fig. 28).

Les cellules sont récoltées en croissance exponentiele (1-1,5 10° cdl/ml) par 15 min. de
centrifugation 213 700 * g et reprises dans un tampon de resuspension (vVoir ci-aprés). Apres ringage
dans ce méme tampon, les cellules sont lysées par I'action de lysosyme et la majeure partie des
protéines contaminantes est éliminée par traitement ala proténase K (enzyme protéolytique). Les
acides nucléiques sont purifiés par extraction de la phase agueuse avec un méange
phénol:chloroformeidcool isoamylique (25:24:1), suivi dun chloroforme:dcool isoamylique (24:1)
pour éiminer toute trace de phénol. Les acides nucléques sont précipités en présence d'isopropanol et
collectés par centrifugation. Aprés reprise du culot dans du TE, une seconde précipitation avec de
I'éthanol améiore la purification de I’ADN. Cette et particulierement important pour optimiser
I'efficacité de la digestion de I'ADN total par des enzymes de restriction en vue de préparation de
Southern (cf. section 111.4-Technique d'hybridation des acides nucléiques). Aprés centrifugation, le
culot dADN est repris dans de I'eau.



Récolte des cellules par centrifugation (1L de culture)
7-9min.al3700 " get4°C

v

Reprise du culot dans 1 ml de tampon de resuspension ARN
et congdation dans |’ azote liquide

Broyage du culot dans un mortier jusqu’ ahomogéné sation (dans | azote liquide)

Addition de 5 ml de Trizol par litre de culture et broyage jusqu’ ahomogénéisation

l

Transvasement dans un tube corex

l Incubation 5 min. a température ambiante

Addition de 0,2 ml de chloroforme par ml de Trizol utilisé et agitation vigoureuse

Incubation 2 min. a température ambiante
et centrifugation 15min. a12000" get 4°C

Récupération de la phase agueuse
l Centrifugation 30 min. 25000~ get4°C

Précipitation avec 0,5 ml d'isopropanol par ml de Trizol utilisé

Incubation 10 min. a température ambiante
et centrifugation 30 min. 212000~ get 4°C

Lavage du culot avec 1 ml d éthanol 75 % par ml de Trizol utilisé

l Centrifugation5min.a12000" get a 4°C

Elimination du surnageant et séchage sous la hotte 5 210 min.

l

Resuspension dans 100 pl d’ eau DEPC

Tampon de resuspension ARN : acétate de sodium, 10 mM, pH 4,5 ; saccharose, 200 mM ; EDTA, 5 mM

Fig. 29 : Méthode d’extraction des ARN de Prochlorococcus
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La quantité dADN est déterminée par mesure de la densité optique (DO) a260 nm (1 unité de
DO correspondant a 50 pg/ml dADN). La contamination protéique de I'ADN est estimée par la
mesure du rapport DO260 Nnm/DO280 nm.

Tampon de resuspension de I’ADN : Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5; EDTA, 1mM, pH 8,0 ; saccharose 25 % (m/v).
TE : Tris HCI, 10 mM, pH 7,5; EDTA, 1 mM .

[11.1.2- Extraction d'ADN plasmidique al’aide du kit " Flexiprep".

Les extractions des ADN plasmidiques sont réalisées selon le protocole du fabricant
(Pharmacia Biotech). Aprées resuspension dans une solution isotonique, les cellules sont lysées selon
une procédure standard de lyse acaline décrite par Ish-Horowicz et Burke (1981). L'ADN
chromosomd, les protéines et les débris cdlulaires sont précipités et éliminés par centrifugation.
L'ADN plasmidique est ensuite concentré par précipitation al'isopropanol et purifié par fixation sur
une résine, puis éution par de l'eau. Cette étape de purification supplémentaire par rapport aux
protocoles classique de mini-préparation est particuliérement efficace pour le séquencage ultérieur des
produits clonés.

111.1.3- Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN est réalisée avec des solutions traitées au diéthylpyrocarbonate (DEPC)
contre I'action des RNases, puis autoclavées pour inactiver le DEPC. Le matériel a été préalablement

, -

gé&ilisé 2200 °C une nuit.

900 ml de cdllules en phase exponentielle (1-1,5 10° cdll/ml) sont récoltées par 7 210 min. de
centrifugation 213 700 * g (Fig. 29). Le temps de centrifugation est ici réduit au maximum de fagon a
limiter les risques de dégradation des ARNm. La méhode d'extraction des ARN est modifiée de
Logemann et al. (1987). Le culot est repris dans 1 ml de tampon de resuspension ARN et rapidement
congelé dans I'azote liquide. Le culot encore congelé est broyé dans I'azote liquide, dans un mortier
préalablement refroidi a- 80 °C, jusguaobtention d'une poudre homogene. Cette étape est suivie dune
extraction des acides nucléiques par une solution de Trizol (Life technologies) abase d'un mélange de
phénol:chloroforme. Aprés centrifugation, les acides nucléiques sont précipités al'isopropanol et lavés
al’ éhanol 75 % (v/v) avant d'ére repris dans de |'eau DEPC.

Laqualité de I'ARN est vérifiée sur gel dénaturant d'agarose 1.5 %-formaldéhyde (cf. section
I11.3-analyse des acides nucléiques). La quantification seffectue par spectrophotométrie 2260 nm (1
unité de DO correspondant 840 pg/ ml dARN)
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10 ml de culture liquide de phages jusqu’ alyse compléte des bactéries

Addition de 1 ml de chloroforme

Incubation 10 min. a 37 °C sous agitation et
centrifugation 10 min. 84000~ get 4 °C.

Elimination du culot et addition de 100 pl de tampon de resuspension 1

Incubation 30 min. 237 °C

Addition de 10 ml de PEG 6000 30 % (m/v), NaCl 3 M préaablement refroidis a4°C

Incubation 60 min. sur la glace
Centrifugation 210 000 ~ g 10 min. et dimination du surnageant

l Elimination compl éte du surnageant.

Reprise du culot dans 3 ml de tampon de resuspension 2

Addition de 3 ml de SDS 4 % (m/v) et méange par retournement du tube

Incubation 20 min. a 70 °C et
refroidissement sur la glace

Addition de 3 ml d’ acétate de potassium, 3M, pH5,5 et mélange par retournement du tube

Centrifugation 30 min. a15000" geta4°C
et récupération du surnageant.

Centrifugation du surnageant 30 min. 215000 ~ get a4 °C
pour obtenir un lysat clair sans particules

Equilibration une colonne Quiagen avec 3 ml de tampon d’ équilibration

Addition du surnageant et pénétration dans la colonne par gravité
Lavage de la colonne par 10 ml de tampon de lavage
Elution de I’ ADN par 5 ml de tampon d’ @ution

Addition de 0,7 volume d’é&hanol atempérature ambiante

¢ Centrifugation 30 min. 215000 get4°C
Lavage du culot a2 reprises al’ éhanol 70 % (v/v)

¢ Séchagedu culotal’air libre
Reprise du culot dans une quantité appropriée d' eau ou de TE

Tampon de resuspension 1 : NaCl, 300mM ; Tris CI, 100mM, pH7,5; EDTA, 10 mM ; BSA 0,2 mg/ml ; Rnase
A, 20 mg/ml ; Dnase I, 6 mg/ml.

Tampon de resuspension 2 : NaCl, 100mM ; Tris CI, 100mM, pH7,5; EDTA, 25 mM.

Tampon d’équilibration : NaCl, 750 mM ; MOPS, 50 mM, pH7,0 ; Ethanol, 15 % ; Triton X-100 0,15 %
Tampon de lavage : NaCl, 1 M ; MOPS, 50 mM, pH7,0 ; Ethanol, 15 %

Tampon d’élution : NaCl, 1,25 M ; Tris-Cl, 50 mM, pH8,5 ; Ethanol, 15 %

Fig. 30 : Méthode d’extraction d’ADN bicaténaire de bactériophages
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I11.1.4- Extraction de I'ADN bicaténair e des bactériophages

L'extraction de I'ADN de bactériophage est réalisé avec le Kit Lambda Midi (Quiagen) dont la
méthode est basée sur celle de Sambrook et al., selon les consignes du fabricant (Sambrook et al.
1989) (Fig. 30).

Aprés dimination des débris bactériens par centrifugation, les phages sont précipités en
présence de polyéthyleneglycol (PEG) 6 000 et de chlorure de sodium. Apres dissolution du culot de
phages, les protéines phagiques sont éliminées par traitement au SDS/Protéinase K et extraction au
phénol chloroforme, puis au chloroforme. L'ADN phagique est ensuite purifié par passage sur une
colonne de chromatographie d'échange d'anions.

[11.2- AMPLIFICATION D'ADN PAR REACTION EN CHAINE DE LA POLYMERASE (P.C.R.)

La technique de PCR a été utilisée pour mettre en évidence et séquencer de nouveaux genes
appartenant a une famille de genes connus, ou afin de synthétiser des sondes utilisées dans les
méthodes d'hybridation (cf. section 111.4-Techniques d'hybridation des acides nucléques). Les PCR
ont éé réalistes a partir dADN total de Prochlorococcus extrait selon les conditions décrites
précédemment ou directement apartir de cellules entiéres. Dans ce dernier cas, le nombre de cellules
de Prochlorococcus gjouté au méange de PCR est environ de 10 000 pour un volume réactionnel total
de 50 pl. Cette méthode présente |'avantage d'éviter |'éape d'extraction dADN qui est longue et
introduit des risques supplémentaires de contamination des échantillons. De plus, la mise au point de
cette procédure a également pour but de développer une technique facilement réalisable abord d'un
bateau océanographique. Dans une premiére approximation la température d’ hybridation des amorces
a été calculée en Utilisant la formule empirique suivante : Tm=2" (A +T)+4 " (G + C).

I11.3- ANALYSE DESACIDESNUCLEIQUES

I11.3.1- Analyse éectrophorétique
111.3.1.1- Analyse de |’ ADN sur gel d'agarose 0.8 % (m/v)

Les gels d'agarose dissout dans du tampon délectrophorese (TAE 1 X) sont les plus
couramment utilisés pour la séparation des ADN selon leur taille. La concentration en agarose varie de
0,8 a2 % sdon la talle des fragments dADN a séparer (Sambrook et al. 1989). La migration
seffectue dans le tampon d'éectrophorése TAE 1X entre 50 et 100 volts. Le gel est ensuite visualisé
sous UV gpres coloration au bromure d'éthidium (BET, 30 ng/ml) ou au SYBR green (dilution au
1/10 000“™ de la solution mére, Molecular Probes), qui permet d'obtenir une meilleure résolution.
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Récolte des cellules par centrifugation (250 ml de culture)
15min.a5000 "~ get4°C

|

Resuspension du culot dans 2 ml d EDTA, 50 mM, pH 8,0
et transférer dans un tube Eppendorff

Centrifugation 3min. a8500" g

Resuspension du culot dans 0,5-1 ml d'EDTA, 50 mM, pH 8,0 avec un
volume égale de low melting agarose 1,2 % (m/v)

Polymérisation dans un formeur detube30 min. alha
température ambiante et lamémeduréea 4 °C

Découpage de tranches épaisses d agarose et incubation dans 5 ml de tampon de lyse
l Incubation au moins 16 ha 55 °C

Elimination du tampon de lyse ) Conservation longue durée dans de
par 3 rincages dans du tampon TE I’EDTA, 50 mM, pH 8,0

Lavage dans du TE additionné de PMSF (2 x 30 min.), puis
dans du TE sans PMSF (3 x 30 min.)

l

Equilibration de I échantillon 30 min. dans le tampon de restriction approprié

l

Addition de I’enzyme et digestion pendant la nuit

l

Découpage de fines tranches d' agarose et équilibration dans du TBE 10X avant la migration

Tampon de lyse : EDTA, 50 mM, pH8,0 ; SDS, 1 % ; Protéinase K, 0,5 mg.

TE : Tris-HCI, 10 mM, pH 7,5; EDTA, 1 mM

TBE 10X : Tris-Borate-EDTA (TBE) 10X : Tris Borate, 445 mM ; EDTA, 20 mM.
PMSF : phenylmethylsulfonylfluoride, 100 pM

Fig. 31: Analyse de I’ADN par électrophorése en champ pulsé (PFGE)
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Tampon d'éectrophorése: Tris-Acétate-EDTA (TAE) 1X : Trisacétate 40 mM, EDTA 2 mM
Tampon de charge : Orange G 0,25 % (m/v), saccharose 40 % (m/v).
Marqueur Moléculaire: "Smart ladder" (10 kb 2100 pb ; Eurogentec)

111.3.1.2- Analyse de |’ ADN sur gel de polyacrylamide

La séparation des produits de PCR sur gel de polyacrylamide permet d'obtenir une meilleure
résolution pour I’ éude des fragments de petites tailles. Elle a éé essentiellement utilisée pour séparer
des fragments dADN inférieurs a1 000 pb. La concentration d'acrylamide/bis acrylamide (37,5:1)
utilisée est de 10 % (m/v) dans du tampon d'éectrophorése Tris-Borate-EDTA (TBE) 1 X. De fagon a
éviter la dénaturation des petits fragments dADN dle au chauffage, la migration seffectue a 8
Volts'cm dans du TBE 1X.

Tampon d'électrophorese: Tris-Borate-EDTA (TBE) 1X : Tris borate 44,5 mM, EDTA 2 mM.

111.3.1.3- Analyse de |’ ADN par electrophorése en champ pulsé (PFGE)

Cette expérience a éé réaisée par Julia Holtzendorff et Wolfgang Hess (Université de
Humbolt, Berlin). Cette méthode permet la séparation d ADN double brin de grande taille qui ne
peuvent étre separés sur gel d’ agarose (Sambrook et a. 1989). La PFGE consiste aappliquer aun gel
un champ éectrique pulseé alternatif et orthogonal. Au bout d'un certain temps, les longues molécules
d'ADN sont bloquées dans leur progression atravers le gel. Un changement de direction du champ
électrique permet de réorienter les molécules dans une autre direction La migration s effectue trés
lentement, permettant un déplacement "reptilien” des fragments d’ ADN. Les molécules d ADN dont
le temps de réorientation est inférieur ala période du champs pulsé seront séparées en fonction de leur

taille. Cette méthode permet la séparation de fragments d’ ADN supérieurs a750 Kb.

Afin d éviter les coupures au cours de | extraction de longues molécules d’ ADN, les cellules
sont lysées dans un tube d’ agarose. Pour cela, les cellules intactes sont resuspendues dans de |’ agarose
a fable température de fuson ("low-mdting agarose') et solidifié sous forme de bloc, dont la taille
correspond a celle des puits du gel de séparation (Fig. 31). Ces blocs sont ensuite placés dans
différentes solutions permettant la lyse des cdllules, I'éimination des protéines et la digestion par
différentes enzymes de restriction. Les amas d’ agarose sont ensuite placés dans les puits du gel
d' électrophorese.

111.3.1.4- Analyse des réactions de séquence sur gel de polyacrylamide 6%

La séparation des fragments dADN marqués au "Texas Red" obtenus al'issue de la réaction
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de séquence (cf. section I11.5-Séquencage) est effectuée sur gel de polyacrylamide 6 % urée m/v /6M
préparé apartir dune solution de "Long Ranger" (50 % m/v polyacrylamide, FMC Bioproducts).

Le mélange congtitué d'urée et de solution de "Long Ranger" dilué dans la quantité appropriée
d'eau est préalablement désionisé par une résine échangeuse dions (5g/100 ml d'échantillon, AG 501-
X8, Biorad) sous agitation pendant une heure. Apres gjout de TBE 10 X jusgu'aune concentration
findede 1 X TBE, le gd est dégazé pendant 10 min al'aide d'une pompe avide.

[11.3.1.5 Analyse des ARN sur gel d'agarose 1.5 % m/v / formadéhyde 4 % v/v / MEN 1X

Les ARN sont séparés en conditions dénaturantes en fonction de leur masse moléculaire selon
le protocole adapté de Sambrook et a. (Sambrook et a. 1989). Le formadéhyde et le tampon MEN
10 X sont gjoutés jusqu'a une concentration finade de 4 % v/v formaldéhyde et 1 X MEN apres
dissolution de l'agarose, lorsque la solution est environ a 60 °C. Avant chargement, les échantillons
sont dénaturés 10 min. a65 °C dans 1 volume de tampon de charge pour 1,6 volume d'échantillon puis
placés dans la glace. La migration seffectue aenviron 5 Volts /cm dans le tampon d'éectrophorése
MEN 1X en mélangeant le tampon de chacun des réservoirs toutes les 1-2 heures.

Tampon MEN 10 X: acide MorpholinoPropaneSulfonique (MOPS), 200 mM; Acétate d'ammonium, 80 mM;
acide tétra-acétique diaminoéthyléne (EDTA), 10 mM pH 8,0.

Tampon de Charge : 570 pl de formamide désionisé, 170 ul de formaldéhyde, 150 pl de 10 X MEN et 8 ul de
bromure d'éthidium (BET).

111.3.1.6- Purification de fragments dADN sur gel dagarose avec le kit "Wizard" (Pharmacia
Biotech)

La purification dADN double brin est réaisée apartir de fragments de gels d' agarose apres
migration de produits de PCR al’aide du kit Wizard (Promega). Cette méthode permet d'diminer les
contaminants de PCR, tels que les amorces, les produits d'amplification aspécifiques ou encore le
tampon de I'ADN polymérase, par fixation du produit de PCR sur une résine de purification. L'ADN
fixé est ensuite lavé et éué dans de I'eau ou du TE.

111.4- TECHNIQUE D’ HYBRIDATION DESACIDESNUCLEIQUES

I11.4.1- Marquage radioactif d'une sonde ADN par amor ¢age aléatoire (" Random Priming")

Les sondes ADN radioactives utilisées pour les Southern ou les Northern blots sont marquées
al'aide des kits "Ready to Go" (Pharmacia Biotech, Uppsala) ou "Ready prime" (Amersham Life
Science France, Les Ulis). Ces kits sont bases sur le principe du marquage aléatoire de fragments



PCR1: Synthése d’une sonde ADN

|

— —
Ligation d'un fragment d ' ADN
incluant un promoteur T7
Zone d’ amorce T7

P =

PCR2: Synthese d’ une sonde ADN sens

I | - <_:!l
[y Mt i s
I |
I
Sonde antisens Sonde sens

Transcription utilisant le promoteur T7
Kit MAXI Script

I |
i —

Fig. 32 : Synthéses d’une sonde ARN pour Northern blot ou protection RNAse
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d'’ADN. Apres dénaturation du fragment a95 °C, des héxanucléotides de synthése vont shybrider a
I'ADN monocaténaire et servir d'amorces pour I'enzyme Klenow. Cette derniére synthétise le brin

complémentaire de I'’ADN matrice gréce ason activité polymérasique 5'-3'. La présence de 50 uCi de
[a-**P] dCTP (3000 Ci/mmol) dans le milieu réactionne permet I'obtention de brins néosynthétisés
radioactifs. Les nucléotides libres peuvent ensuite étre éiminés par passage sur une colonne Sephadex

S-200 (Pharmacia Biotech, Uppsala). Cette derniere éape de purification est facultative mais permet
de réduire le bruit de fond des hybridations de fagon conséquente.

I11.4.2- Marquage radioactif d'une sonde ARN

L'utilisation de sondes ARN présente un certain nombre d’ avantages par rapport aux sondes
ADN pour la détection de transcrits par Northern blot. En effet, cette méthode est particulierement
efficace pour la mise en évidence dARNmM faiblement exprimés car elle permet daugmenter la
sensibilité de détection. Par alleurs, la température d'hybridation peut étre élevée de 42 °C pour les
sondes ADN aplus de 60 °C avec une sonde ARN, augmentant ains la spécificité dhybridation. Le
bruit de fond est fortement réduit dans ces conditions et les signaux obtenus sont plus intenses et plus

fins qu'avec une sonde ADN.

La synthése des sondes ARN a été realisee al’aide de 2 kits (AMBION ; cf. Fig. 32) : le kit
Lig'n Scrib permet la ligation d'un fragment dADN comprenant un promoteur T7 de par et d'autre d'un
produit de PCR. L'amplification par PCR de ce fragment en utilisant I'amorce en 3 ' du brin codant du
produit de PCR et une amorce située sur le fragment dADN ligué permet de synthétiser une sonde
ADN antisens. Le kit MAXIScript permet ensuite la transcription de cette sonde en utilisant le
promoteur T7, de fagon asynthétiser une sonde ARN simple brin.

111.4.3- Southern blot

Les ADN sont digérés par différentes enzymes de restriction selon les instructions des
fabricants (Amersham France SA or Eurogentec France SA). Des enzymes de deux fournisseurs sont
utilisées car certaines enzymes présentent une différence d’ efficacité sur I’ ADN de Prochlorococcus.
Les ADN sont ensuite séparés selon leur taille sur gel d'agarose (0,8 % m/v) afaible voltage (1-2
volts/cm). Aprés migration, le gel est placé 30 min sous agitation dans une solution de dénaturation et
les ADN sont transférés par capillarité sur membrane de nitrocellulose (Hybond N+, Genescreen Plus,
Dupont NEN) par transfert alcalin.

La préhybridation et I'hnybridation sont réalisées dans le tampon d'hybridation Church (Church
and Gilbert 1984) a 61 °C pour les sondes homologues et 50 °C pour les sondes hétérologues. La
membrane est ensuite lavée 3 fois 10 min. atempérature d'hybridation dans des bains de stringence



Synthése d’'une sonde ARN (Lig'n Scrib, Maxi Script)

Migration de la sonde sur gel de polyacrylarni gg (4% m/v)/Urée 7 M dans du tampon Tris-borate-

v

Enrobage du gel dans du film Saran et exposition quelques min. d’ un film autoradiographique
v

Découpage de la bande correspondant au transcrit de pleine taille

\

Recouvrement de la bande par une solution d’éution (NHOAC 0.5 M, EDTA 1 mM, SDS 0.1 % m/v)
l Incubation entre 25 et 37 °C pendant une nuit

Elimination de |’ acrylamide par centrifugation

Addition de 2,5 volume d éthanal et de 5 pug d’ ARNt de levure
Incubation 20 min. a-20°C et
centrifugation 20 min. a vitesse maximum

Rincage avec 1 volume d éhanol 70 % et reprendre dans 20 pl d’ eau

¢ Dosage de la radioactivité
Dilution de 1.10° cmp de sonde (300 a600 pg) dans 30 pl de tampon d hybridation
et addition de5 ua d’ ARN total

Dénaturation des échantillons5 min. a45 °C
et incuber a 45 °C sur la nuit

Refroidissement atempérature ambiante et addition de 350 pl de tampon de digestion RNase,
1pl deRNase A et 2.5 ul de RNase T1

Digestion 30 min. a30°C
Addition de 10 pl de SDS 20 % et 2,5 ul de Protéinase K
Incubation 15 min. & 37 °C
Extraction avec 400 pl de phénol:chloroformeiisoamylalcool (25:24:1)

l Transfert de la phase aqueuse dans 1 houveau tube

Addition de 1 pul de ARNt de levure et de 1 ml d’ éthanol glacé et incubation & -20 °C 30 min.

Centrifuger 15 min. & vitesse maximumet a 4°C
Elimination de I’ éhanol et séchage atempérature ambiante

Resuspension dans 7 pl de tampon de chargement

v

Dénaturation 5 min. 295 °C et refroidissement rapide dans laglace

\

Migration du produit de digestion sur gel de polyacrylamide (4% m/v)/Urée 7 M a
environ

v

Enrobage du gel dans du film Saran et exposition d' un film d’ autoradiographie a - 80 °C

Fig. 33 : Analyse des ARN par protection RNase



Chapitre |l : Matériels et M éthodes 76

croissante (Solution de lavage 1 a 3) afin d'diminer les hybridations de faible homologie. Seules les
deux premiéres solutions sont utilisées pour les hybridations en conditions hétérologues. La détection
est effectuée en utilisant un Phosphorlmager Storm (Molecular Dynamics).

Solution de dénaturation : NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M.

Solution de transfert: NaCl 1,5 M, NaOH 0,25 M.

SSC 20X : NaCl 3 M ; Citrate trisodique 0,3 M.

Tampon d*hybridation Church ADN : Na [POg4] pH 7,2 250 mM ; EDTA 1mM ; SDS 7 % m/v.
Solution de lavage 1: SSC 2X; SDS 1 % m/v.

Solution de lavage 2 : SSC 1X; SDS 0,5 % m/v.

Solution de lavage 3:SSC 0,1 X ; SDS 0,1 % m/v.

I111.4.4- Northern blot

Les ARN sont séparés selon leur taille sur gel d'agarose dénaturant comme précédemment
décrit. Apres migration, le transfert des ARN sur membrane seffectue dans les mémes conditions que
le Southern blot mais en utilisant un tampon de transfert spécifique. Suivant les conseils du guide
Promega, lorsgue le gel présente une épaisseur supérieure a5 mm ou pour feciliter le transfert des
ARN supérieurs 42,5 kb, les ARN sont partiellement hydrolyses avant le transfert. Pour cela, le gel est
placé sous agitation dans une solution NaOH 0,05 N puis lavé 45 min. dans du 20 X SSC. La
préhybridation et I'hybridation sont effectuées dans une solution de Church adaptée alI’ARN, qui
posséde un trés fort degré de stringence (Church and Gilbert 1984). L'hybridation et réalisée a42 °C
pour une sonde ADN et jusgu'a 62-63 °C pour une sonde ARN spécifique. Comme pour le Southern
blot, les membranes sont lavées uniquement avec les deux premieres solutions de lavage dans le cas
d'une hybridation de faible stringence (sonde ADN ou hybridation aspécifique).

Tampon d'hybridation Church ARN : formamide désionisé, 50 % v/v; SDS, 7 % m/v; NacCl, 250 mM ; Na [PO4]
pH 7,2, 120 mM.

Tampon de transfert: 20 X SSC : NaCl, 3M ; Citrate disodique, 0,3 M.
Solution de lavage 1: SSC 2X ; SDS 0,5 % m/v

Solution de lavage 2 : SSC 1X; SDS 0,2 % m/v

Solution de lavage 3:SSC 0,2 X ; SDS 0,1 % m/v

[11.4.5- Méhode de protection alaRNase ("R.P.A.")

La protection a la RNase est une méhode de détection des transcrits pour laquelle
I'nybridation sonde ARN-ARNmM seffectue en milieu liquide (cf. Fig. 33). Ces expériences ont é&eé
réalisées en utilisant le kit de Protection ala RNase de Boehringer. Apres hybridation, les ARN simple
brin restant sont digérés ar I'action conjuguée de deux RNases (RNase A, RNase T1). Les ARN



Solution de stockage des phages :

SM : NaCl 100 mM ; MgSO,, 4 H,O, 8 mM ; Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5 ; gélatine, 0,01 % m/v

Milieu de cultureliquide :

Luria-Bertani (LB) : bactotryptone 1 % m/v; bacto-yeast extract 0,5 % m/v; NaCl 170 mM

Milieu de culture solide :

LB solide: LB + "bact-agar” 1,5 %
Top agarose : LB + agarose 0,7 %

Antibiotique:

Ampicilline : Solution stock a40 mg/ml. Cet antibiotique est utilisé 440 pg/ml pour les cultures

Autres:

IPTG: Isopropylthio-b-D-gaactoside : Solution stock a 100 mM, utilisée a environ 40 i/ boite de

pétri.

X-Gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-gaactopyranoside : Solution stock 40 mg/ml, environ 40
ul/boite de pétri.

Fig. 34 : Solutions et milieux utilisés pour la bactériologie
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double brin correspondant aux transcrits détectés sont ensuite visualisés par migration sur gel de
polyacrylamide et autoradiographie. Cette méthode présente un certain nombre d'avantages par rapport
aux Northern blots classiques. En effet, elle permet de détecter des transcrits tres faiblement exprimés
et de sassurer que le signa obtenu n'est pas biaise par d'éventuelles contaminations ou par des
hybridations aspécifiques. De par l'utilisation de deux RNases qui présentent une action
complémentaire, le mésappariement d'une seule ou de deux paire(s) de bases suffit ace que le transcrit
double brin soit digéré par les RNases au niveau de cette mutation. En effet, la RNase A digére I'ARN
smple brin apres les nucléotides G et C et laRNase T1 apréslesT.

De fagon avéifier que la digestion est bien compléte et stable, plusieurs contréles sont réalises
pour chague échantillon :

une digestion par laRNase A
une digestion par laRNase T1
une digestion par laRNase A + RNase T1 en divisant par 2 les quantités des deux RNases

une digestion par laRNase A + RNase T1 en multipliant par 2 les quantités des deux RNases

D'autres contréles peuvent également étre réalisés :

le dépbt de la sonde non hybridée permet de vérifier que la partie correspondant au promoteur T7
abien été digérée. On observe alors une différence de 50 a70 pb par rapport al'échantillon

I'nybridation de la sonde avec de I'ARNt de levure permet de vérifier quil ny a pas
d'autoprotection de la sonde et que sil y a hybridation partielle avec I'ARNt, le produit est bien
digéré par les RNases

enfin, une hybridation de la sonde avec un transcrit sens non marqué permet de controler la taille
de I'ARN double brin et de vérifier s les bandes de taille inférieure au transcrit complet
correspondent ades hybridations aspécifiques ou ades produits de dégradation de la sonde.

I11.4.6- Criblage d'une banque phagique

Afin d obtenir les séquences complétes de genes préalablement amplifiés par PCR, nous avons
criblé la banque génomique de Prochlorococcus SS120 éablie dans le vecteur phagique | GEM-12

(Promega). Les différents milieux et solutions utilisés en bactériologie sont présentés sur la figure 34.



Boite de culture phage/LE392

|

1 heurea4d °C

|

Prise d’ une empreinte sur filtre de nitrocellulose
2 min. et 4 min. pour les répliques

|

Dénaturation 2 min

|

Neutrdisation 5 min

|

Rincage dans du SSC 2X

|

Séchage sur du papier Wathman 3 MM

|

Fixation de I’ ADN sur lefiltre

|

Préhybridation dans du tampon Church a61 °C pendant 2 heures

Sonde dénaturée marquée
au[a->%P] dCTP

Hybridation sur la nuit 461 °C

|

Lavage 1 : SSC 2X, SDS 1 %, 10 min., Température d' hybridation
Lavage 2 : SSC 1X, SDS 0,5 %, 10 min., Température d hybridation
Lavage 3: SSC 0.1X, SDS 0,1 %, 10 min., Température d’ hybridation (S nécessaire)

|

Scanérisation au Phosphorlmageur

Solution de dénaturation : NaOH 0,5 M ; NaCl 1,5 M

Solution de neutralisation : NaOH 1,5 M ; Tris-HCI 0,5 M

SSC 20 X : NaCl 3 M ; citrate trisodique 3M

Tampon d’hybridation Church : Na [PO4] pH 7,2 250 mM ; EDTA 1mM ; SDS 7 %.

Fig. 35 : Criblage d’une banque de phages
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111.4.6.1- Préparation de bactéries compétentes

Des bactéries permissives (souche LE392, Promega) sont cultivées dans du milieu liquide
Luria-Bertani (LB) additionné de 0,2 % m/v de matose. Le matose permet d'induire I'opéron matose
qui contient le gene lamB codant le récepteur du bactériophage 1. La culture est prélevée en phase
exponentielle de croissance lorsque la DO est voisine de 0,5. Les cellules sont aors centrifugées a4
000 - g pendant 10 min. atempérature ambiante et le culot est repris dans une solution de MgSO,
10 mM de fagon aobtenir une DO de 2. Cette solution de stockage permet d'augmenter la perméabilité
membranaire et de faciliter I'infection des bactéries par les phages. A ce stade, les bactéries peuvent

étre conservées une semaine a4 °C.

111.4.6.2- Titrage de la banque de phages

Des dilutions appropriées de |la banque de phages (de 10 410’ fois) sont mises en contact avec
des bactéries LE392 rendues compétentes. Aprés incubation 30 min. a 37 °C, les méanges
phages/bactéries sont additionnés de Top-agarose maintenu liquide a42 °C et le tout est coulé sur des
boites de Pétri contenant du milieu LB solide préchauffées a37 °C. Apres une nuit a37 °C, les plages

issues de lalyse des bactéries par |es phages sont comptées.

111.4.6.3- Criblage de la banque de phages

Les différentes étapes du criblage sont schématisées sur la figure 35. Différentes dilutions des
phages (1 000, 5 000 et 10 000) sont mises en contact avec les bactéries compétentes LE392 et étalées
en Top agarose sur des boites de Pétri contenant du milieu LB. Aprés une nuit d'incubation a37 °C,
les boites sont placées 1 h a4 °C pour solidifier e Top-agarose. L'ADN phagique est ensuite transféré
sur filtre de nitrocellulose ("Magna Lift", Micron Separation Inc.) par smple contact. Deux répliquats
par boite sont réalises et la position des filtres sur la boite est repérée tres précisément. Apres
dénaturation, neutralisation et ringage dans du 2 X SSC, I'ADN est fixé sur le filtre par la chaleur (2
heures 480 °C). Les étapes suivantes (hybridation, rincage et autoradiographie) sont réalisées de la
méme facon que la technique de Southern blot décrite au paragraphe 111.4.3. Les clones positifs sont
identifiés par comparaison des "spots' de radioactivité et des plages de lyse sur les boites. Ces plages
de lyse positives sont dors isolées al'aide d'une pipette Pasteur et placées dans du tampon SM pour
remettre en suspension les phages en vue d'un second et d'un troiséme criblage jusqu'a I'obtention
d'une plage de lyse parfaitement isolée.
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111.5- SEQUENCAGE

111.5.1- Clonage du produit de PCR

Les produits de PCR destinés a étre séquencés sont tout d'abord clonés en utilisant un kit de
clonage (TOPO TA Cloning, Invitrogen). L'intérét de ce kit est de fournir un vecteur présentant des T
sortant en 3' (PCR-TOPO), ce qui permet une ligation directe des produits de PCR en 5 min. Ce
vecteur possede un gene de résistance al’ ampicilline, pour séectionner les bactéries ayant incorporé le
vecteur, et un segment de I'opéron lactose d'E. coli codant pour la partie amino-terminale de la b-
gdactosidase, afin de sdlectionner les clones bactériens, contenant un vecteur avec un fragment
d'ADN inséré. Plusieurs colonies positives sont ensuite prélevées et remises en culture en milieu
liquide, afin de rédliser un mini-préparation de plasmide (cf. section Il1.1.2-Extraction d/ADN
plasmidique).

I11.5.2- Réaction de squence

Les réactions de séguence sont effectuées avec le kit de séquengage VISTRA pour sequenceur
automatique (Amersham, Les Ulis, France), basé sur la technique de terminaison aléatoire de chaines
proposée par Sanger et a. (1977). Les amorces utilisées sont les amorces universelles du plasmide
situées de par et d'autre du site de ligation (T7 et M13) ou des amorces internes au fragment cloné qui
sont marquées au moyen d'un fluorochrome (Texas Red). Dans certains cas, le séquencage a été réalise
directement sur de I'ADN phagique en utilisant 15 &30 fmol du fragment & séquencer. L'enzyme
utiliste est I'ADN polymérase thermoséquenase qui synthétise un nouveau brin dADN jusqu'a
I'incorporation aéatoire d'un didéoxynucléoside triphosphate (ddNTP) qui stoppe I'dongation. Les
ADN synthétisés sont séparés sur gel de polyacrylamide 6% m/v -Urée 7 M (cf. section 111.3.1.4-
Analyse des réactions de séquence sur gel de polyacrylamide).

Pour chacun des genes utilisés en phylogénie, le séquencage a été réalisé dans les deux sens et
un minimum de trois clones a été séquencé de fagon a détecter les erreurs éventuelles de I’ADN
polymérase lors de la PCR.

I111.6- ALIGNEMENT ET ANALYSE PHYLOGENETIQUE DE SEQUENCES

Les séquences ont éé alignées en utilisant le programme PILEUP du logicid GCG
(Wisconsin Package, version 8, Genetics Computer Group, Madison, Wis.), suivi d'un affinement
manuel de I'aignement par les programmes GDE (Smith et a. 1992) et Seaview (Galtier et al. 1996).
L es données structurales obtenues par analyse de groupes hydrophobes (HCA, cf. section suivante) ont
également été utilisées pour optimiser les dignements.
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Les analyses phylogénétiques sont réalisées a partir des séquences protéques en utilisant les
programmes PHYLIP (v.3,57c, Felsenstein 1993) et Phylo win (Gdltier et a. 1996) al'aide de 2
méthodes d'analyse : I'analyse des distances est fondée sur un critére de similitudes sans éablir de
relation d'ancestralité entre les séguences (méthode phénétique). Les distances ont été calculées selon
I'algorithme de Neighbor-Joining (Saitou and Nei 1987) qui est le plus couramment utilise. La seconde
méthode utilisée est le maximum de parcimonie qui consiste a minimiser B nombre de mutations
pour passer d'une séguence aune autre. Un site est informatif pour la parcimonie sil comporte au
moins deux états et s chacun d'eux est partagé par au moins deux espéces. Le naad qui relie deux
séguences est une séquence commune ou ancestrale (Fitch 1971). On considére que l'analyse
phylogénétique est solide lorsque les arbres obtenus par les trois méhodes sont concordants. La
robustesse relative des arbres obtenus avec les deux premiéres analyses a été testée par la méthode
bootstrap (Felsenstein 1985) qui représente un tirage aéatoire de sites (emplacement d'un acide aminé
dans une séquence) avec remise. Cette analyse utilise le programme "segboot” de PHYLIP apartir de
500 répétitions. Seules les valeurs supérieures a60 % ont été reportées sur les arbres.

I'V- ANALYSES STRUCTURALES DES SEQUENCES PROTEIQUES

IV.1- PRINCIPE DE L'ANALYSE DE GROUPESHYDROPHOBES ("HCA")

L’analyse de groupes hydrophobes (HCA) est une méthode de prédiction des structures
secondaires des protéines basée sur les fondements du repliement des protéines, asavoir une partition
entre un caar hydrophobe et une surface hydrophile (Calebaut et a. 1997, Lemede-Varloot et al.
1990). De ce fait, elle permet d'digner des séquences protéiques présentant de tres faibles identités
(25-30 %). A ce stade, les méthodes classiques d'alignement, basées uniquement sur la maximisation
de scores d'identité ou de similitude, sont inefficaces car elles ne peuvent distinguer le bruit de fond de

I'information structurale.

IV.1.1- Lareprésentation HCA

Afin de rapprocher les acides aminés qui sont en contact dans la structure 3D de la protéine,
les séguences sont représentées sur un support hélicoi dal (Fig. 36). Le cylindre ains élaboré est mis a
plat et dupliqué de facon a restaurer les connections de chacun des acides aminés. On constate ainsi
gue les acides aminés hydrophobes ne sont pas distribués au hasard mais tendent a se regrouper en
amas qui correspondent e plus souvent aux faces internes des éléments de structure secondaire hélice

a € brin b. La mise en évidence des amas hydrophobes est réalisée automatiquement par le logiciel
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DRAWHCA (accessible a http://mww.Imcp.jussieu.fr/~soyer/www-hca/hca-form.html). Deux acides
aminés hydrophobes seront considérés comme appartenant au méme amas Sils sont séparés par une
proline ou au moins 4 résidus non hydrophobes.

I1V.1.2- Interprétation des diagrammes

La méthode HCA repose essentiellement sur I'analyse visuelle des diagrammes par un expert,
la reconnaissance des formes étant difficile a automatiser. Pluseurs arguments sont utilisés pour
interpréter ces diagrammes.

Laforme de |I'amas hydrophobe est en général liée ala nature de la structure secondaire. Aing,
un amas de type vertical, donc court dans le sens de la progression ¢k la chaine polypeptidique, est
souvent représentatif de brin b, al'opposé d'amas horizontaux correspondant plutét ades hélices. Par
allleurs, en s appuyant sur les protéines connues, les 21 acides aminés ont été classifiés en fonction de
leur tendance ase Situer dans des hélices a, dans des feuillets b ou dans des boucles. Ces résidus ont

ains été séparés en trois classes principales :

V, I, L, F, M, Y & W correspondent aux acides aminés qui ont la plus forte propension a étre
observés dans des hélices a ou dans des feillets b

P, G, D, N et S sont les résidus principalement trouvés dans les boucles

laderniere catégorie comprend les acides aminés qui possedent des propriétés intermédiaires.

Cependant, les acides aminés hydrophobes n'ont pas tous des @mportements équivalents.
Ains le "poids’ attribué ades amas aforte propension hydrophobe (V, |, L, F) peut ére parfois plus
important. La tyrosine (Y), atendance hydrophobe marquée, se trouve fréquemment dans les boucles.
En plus des hydrophobes "par défaut", A, C, G, T e S peuvent égdement Saccommoder
d'environnements hydrophobes, bien que pouvant auss étre exposes aux solvants. De méme, des
résidus tels que R ou K, bien que chargés, possedent une longue chaine aliphatique qui peut remplacer
une chaine hydrophobe (par exemple une leucine) pourvu que leur charge soit exposée au solvant ou
neutralisée. H peut également substituer des acides aminés a caractére aromatique tel que Y ou F.
L'hydrophobicité de certains résidus doit donc étre réévaluée par |'opérateur en fonction du contexte,
de I'nypothése d'alignement et des informations issues des différents représentant de la famille.
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IV.1.3 Intéré& del’HCA dans|'alignement de séquences primaires

Le processus d'aignement de séquences par HCA met en jeu des informations qui ne se
limitent pas ala smilitude de forme entre les amas. Dans un premier temps, la mé&hode permet de
détecter des points d'ancrage potentiels ou des zones critiques pour le repliement de la protéine. Ces
amas forts sont en général bien conserves dans toute la famille et fixent le cadre de I'dignement en
focalisant la recherche de similitude autour de ces points d'ancrage. Ces hypothéses sont ensuite
confirmées ou réfutées en fonction d'autres informations telles que I'identité de sequence al'intérieur et
en dehors des amas, la conservation de résidus "fonctionnels' ou encore la compatibilité structurale
lorsqu'une structure expé&imentale existe. L'HCA est donc certainement I'une des approches les plus
sensibles pour détecter, apartir des seules séquences, des parentés entre protéines ayant fortement
divergé au cours de I'évolution. Cette méthode est particulierement efficace pour déterminer, au sein
d'un méme famille de protéines, des duplications ou n-plications de genes, comme cela a été utilisé au
cours du chapitre VI.

* k k k %
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LE PHOTOSYSTEME |

[- INTRODUCTION

A l'inverse des nombreuses éudes concernant les protéines du PS 11, les genes et les protéines
du PS | sont encore assez peu connus et la fonction de plusieurs protéines demeure obscure ou
controversée (Chitnis 1996). Une caractéristique surprenante de ce photosystéme est que les protéines
qui le constituent sont renouvelées aun taux considérablement plus faible que celles du PS I1. Cette
stabilité du PS | est prabablement due al'organisation structurale de ce complexe. En effet, la chaine
de transfert des électrons dans le PS | est entourée par un mur d'hélices transmembranaires qui est lui
méme capitonné par de petites sous-unités hydrophobes (Chitnis 1996). Cette nature stable du PS |
semble avoir joué un role cruciad dans I'évolution de ce complexe. Aingd, la structure primaire des
protéines individudlles du PS | et les mécanismes impliqués dans sa fonction sont remarquablement
conservés parmi les cyanobactéries, les algues vertes et les plantes supérieures. Dans ce contexte, il
nous a paru intéressant d'éudier ce complexe chez Prochlorococcus, dont le génome semble avoir
évolué trés rapidement apartir de son ancétre cyanobactérien. De plus, la composition protéique de ce
photosysteme pourrait ére impliquée dans les capacités d'adaptation lumineuse éonnantes de cet
organisme.

Ce chapitre est présenté sous la forme d'une publication parue dans Photosynthesis Research.
Le résumé qui suit inclut égaement des résultats obtenus lors de travaux complémentaires dont
I"auteur principal est Georg van der Staay. Le texte des publications correspondantes est disponible en
annexes || et I11.

van der Staay, G. W. M, Moon-van der Staay S. Y., Garczarek, L., Partensky, F.
Characterization of the photosytem | subunits Psal and Psal from two strains of the marine
oxyphototrophic prokaryote Prochlorococcus. Photosynthesis Research 57: 183-181.

van der Staay, G. W.M., Moon-van der Staay, S. Y., Garczarek L. and Partensky F. Rapid
evolutionary divergence of photosystem | core subunits PsaA and PsaB in marine prokaryotes. Soumis

a Photosynthesis Resear ch.
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II- RESUME DESRESULTATS

Les complexes du photosysteme | de deux souches de Prochlorococcus, MED4
(= clone CCMP 1378) et SS120 (= clone CCMP 1375) ont éé isolés par centrifugation sur gradient de
saccharose aprés traitement par des détergents. Les fractions enrichies en PS | des deux souches
contiennent environ 100 molécules de Chl par P700 et les analyses par microscopie éectronique
montrent que les complexes du PS | sont sous forme trimérique. L'émission de fluorescence a77 °K a
haute longueur d'onde, caractéristique du PS | des chloroplastes et de la plupart des cyanobactéries, est
absente dans les cellules intactes, ains que dans les préparations de PS | des deux souches. Les deux
protéines majeures des fractions enrichies en PS | ont tout d'abord éé identifiées par détection
immunologique comme étant PsaA et PsaB, puis séquencées chez les souches MED4 et SS120 de
Prochlorococcus et chez Synechococcus WH7803. La divergence des séquences par rapport acelles
des cyanobactéries d'eau douce est remarquablement éevée, si I'on considére latres forte conservation
de ces protéines chez les organismes oxyphototrophes. En particulier, le PsaA de ces procaryotes
marins montre plusieurs insertions et délétions spécifiques par rapport aux séquences connues de
PsaA. De méme, |e pourcentage d'identité de séquence entre les deux souches de Prochlorococcus est
seulement de 80,2% et 88,9% respectivement pour PsaA et PsaB. En revanche, les séquences
protéques de la protéine D2 du centre réactionnd du PS |l sont beaucoup plus conservées entre les
deux souches de Prochlorococcus.

Par allleurs, bien que chez les souches MED4 et SS120 la majeure partie de la Chl b, soit
associée aux complexes antennaires majeurs, une quantité importante de ce pigment est auss trouvée
dans des fractions de photosysteme | (PS1). Cela suggere que la Chl b, est soit associée a des
complexes protéiques mineurs lant la Chl spécifiques du PSI, soit au centre réactionnel lui-méme.
Les deux hypothéses impliquent une organisation inhabituelle du PS| de Prochlorococcus par rapport
aux autres phototrophes puisque: i) les cyanobactéries n'ont pas d'antenne spécifique du PSI ; et ii)
chez tous les organismes étudiés ace jour, le centre réactionnel du PS| ne fixe pas de Chl b. De plus,
deux protéines de 21 et 25 kDa mises en évidence dans les fractions enrichies en PS| ne possedent
aucun équivaent en taille chez les cyanobactéries. Du fait de leurs masses moléculaires atypiques, on
atout d’ abord pensé que ces protéines pourraient constituer des antennes associ ées spécifiquement au
PS I. Cependant, la protéine de 25 kDa est fortement reconnue par un anticorps hétérologue dirigé
contre Psal. alors que celle de 21 kDa a été identifiée comme PsaF par microséquencage. Les données
de séguencage montrent que lataille anormale de Psal., comparée aux molécules équivalentes connues
chez les autres phototrophes, est dle aune extension N-terminale de cette molécule. Comme chez la
plupart des cyanobactéries, le gene psal est en opéron avec le gene psal localisé en amont et les deux
génes sont co-transcrits. Chez les cyanobactéries, le complexe Psal-Psal est impliqué dans la
formation ou la stabilisation des triméres de PS | (Golbeck, 1994). La présence de tels triméres chez
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Prochlorococcus suggére que, malgré salongueur anormale, laprotéine Psal. deProchlorococcuset la
protéine qui lui est associée, Psal doivent avoir une fonction similaire. La fonction de PsaF, qui forme
également un complexe avec une autre protéine co-transcrite, Psal, n'est pas encore clairement établie
chez les cyanobactéries et a fortiori chez Prochlorococcus. Cependant, il a éé suggéré que le
complexe PsaFPsal interviendrait dans la liaison de donneurs chargés négativement, tels que la
plastocyanine (Golbeck, 1994). Des éudes génétiques seraient nécessaires pour savoir S ces
modifications des protéines du PS | ont des conséquences sur l'organisation et h fonction de ce

photosysteme.



CHAPITRE |V

L'ANTENNE MAJEURE A CHL A/B



Chapitre 1V : L'antenne majeure aChl a/b

100

L’ANTENNE MAJEURE A CHL A/B

[- INTRODUCTION

Dans un premier temps, nous Nous Ssommes intéressés al’ antenne majeure de Prochlorococcus
dans le but d'utiliser le géne pcb comme marqueur génétique de la diversité de ce procaryote marin.
Une éude préaable avait déterminé la présence d' une seule copie de ce géne chez les souches MED4
et SS120 de Prochlorococcus et montré une variabilité inter-souches importante (LaRoche et al.
1996). De plus, les cyanobactéries marines du genre Synechococcus ne semblent pas posséder |e gene
équivalent au géne pch présent chez les cyanobactéries d'eau douce (isiA) et les autres cyanobactéries
aChl b (Prochloron et Prochlorothrix) qui occupent des niches écologiques trés différentes. Le gene
pcb semblait donc congtituer un marqueur spécifique de Prochlorococcus et donc un trés bon candidat
pour estimer la diversité des populations naturelles de ce micro-organisme. Cependant, le séquencage
du pcb dans plusieurs souches du laboratoire a montré la présence de copies multiples chez certaines
d'entre elles, ce qui réduit considérablement ses potentidités en tant que marqueur géenétique par des
techniques classiques d’ andlyse de la diversité.

Toutefois, la multiplication de ce géne apparait particulierement intéressante du point de vue
de |’ adaptation aux conditions lumineuses variées auxquelles sont soumises les différentes souches de
Prochlorococcus dans le milieu naturel. En effet, I'un des éléments majeurs différenciant les écotypes
de surface et de profondeur est le rapport DV-Chl a/b. Alors que plusieurs protéines de |’ appareil
photosynthétique sont susceptibles de lier la Chl a, I'essentiel de la Chl b se Situe au niveau de
I’antenne collectrice chez les organismes oxyphototrophes. Les différences structurales les plus
importantes entre les écotypes de haute et de basse lumiere doivent donc se situer au niveau de ce
complexe. Afin de vérifier cette hypothese, nous avons éudié ce géne dans plusieurs souches de
laboratoire présentant des rapports Chl a/b variés.

Ce chapitre est présenté sous la forme de deux articles, I'un publié dans Proceedings of the

National Academy of Sciences of USA et le second en préparation avancée.

Il- RESUME DESRESULTATS ARTICLE 2

Deux écotypes du procaryote Prochlorococcus adaptés ades niches lumineuses distinctes dans
I’ océan ont récemment été décrits. Ces écotypes présentent des rapports (DV-) chlorophylle (Chl) a
sur Chl b, des signatures génétiques (gene de I’'ARN 16S), ains que des optima lumineux de
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croissance et e photosynthése différents (Moore et a. 1998). Cependant, les bases moléculaires de
ces différences physiologiques étaient restées jusgu’alors inexpliquées. Cette éude montre que la
souche SS120, qui est typiquement un écotype de basse lumiére, posséde 7 copies du gene pcb codant
pour I'antenne majeure aChl a/b. En revanche, Prochlorococcus sp. MED4, qui est un écotype de
forte lumiere, possede une seule copie du gene pch. L’examen de deux autres souches, NATL 2a et
TAK9803-2, un écotype de basse et de forte lumiére respectivement, a permis de vérifier que ce
phénomeéne de différenciation du nombre de pcb est généraisable. Dans I’ article suivant, nous avons
étendu I é&ude du nombre de pcb adeux autres écotypes de forte lumiére (GP2 et SB) qui, eux auss,
ne possédent qu’un seul gene d’antenne. La multiplication des génes pcb semble donc étre un facteur
clé dans la capacité des populations de Prochlorococcus asurvivre en profondeur dans des conditions

de flux de photons extrémement faibles.
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[Il- RESUME DESRESULTATS ARTICLE 3

Contrairement aux cyanobactéries typiques, le procaryote Prochlorococcus possede une
antenne intrinseque a Chl a/b fonctionnellement mais non structurdement analogue a celle des
eucaryotes verts phototrophiques. Ces complexes protéines-Chl sont codés par des géenes dont le
nombre de copies varie fortement entre les écotypes de Prochlorococcus. En effet, les souches
adaptées afaible lumiére possedent plusieurs copies du géne pcb (5-7), dors qu'une copie unique est
présente dans les souches adaptées a forte lumiére. Lors de cette éude, nous avons examiné la
régulation par lalumiére des sept transcrits pcb de la souche SS120 de Prochlorococcus, cultivée sous
différentes conditions de lumiere. Bien que toutes les copies de pcb soient continuellement exprimées
quelle que soit I'intensité lumineuse, le niveau d'accumulation des transcrits varie fortement d'un géne
al'autre. Nous avons également analysé la position phylogénétique de ces genes par rapport aux autres
membres de la famille des protéines-Chl asix hélices a transmembranaires, en prenant en compte
plusieurs nouvelles séquences de pcb issues de souches de Prochlorococcus adaptées aux fortes
intensités lumineuses. Ces analyses phylogénétiques suggerent que les genes pcb ont évolué ades
vitesses trés différentes dans les deux écotypes de Prochlorococcus.
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DYNAMIQUE
DES GENESPHOTOSYNTHETIQUES

[- INTRODUCTION

Le mode de régulation de la quantité d énergie lumineuse absorbée et les mécanismes de
photoprotection sont étroitement corrélés au systeme de capture de la lumiere, représentant la partie la
plus variable de I'appareil photosynthétique des organismes oxyphototrophes. Ces processus
impliquent également les génes codant pour le centre réactionnel du PSII qui congtituent souvent le
principa fusible de I'appareil photosynthétique en cas d'exces d'énergie lumineuse. Bien que
Prochlorococcus soit phylogénétiquement proche des Synechococcus marins et colonise des milieux
smilaires, son antenne principale est de nature totalement différente de celle des phycobilisomes des
cyanobactéries et les deux sous-unités majeures du centre réactionnel du PS Il sont codées par des
copies uniques des genes psbA et psbD. Dans ce contexte, il nous a paru intéressant d’ étudier la
coordination de I’expression de ces génes dans des conditions reproduisant le cycle jour-nuit auquel
sont soumis les souches présentes dans la couche de surface des océans. Cette étude a été réalisée au
cours d'un atelier de travail dans le cadre du programme Européen PROMOLEC, permettant ainsi de
réaliser sur les mémes échantillons des analyses de cytométrie en flux, des mesures optiques et des
études de I expression des genes photosynthétiques et du cycle cellulaire.

Ce chapitre et présenté sous la forme d'une publication soumise a Environmental

Microbiology.

II- RESUME DESRESULTATS

L’expression circadienne de genes photosynthétiques majeurs de la souche PCC 9511 de
Prochlorococcus, adaptée ade fortes intensités lumineuses, a été analysée au niveau transcriptionel a
partir d’ une culture axénique maintenue en condition de cyclostat. Les génes examinés comprennent le
pcbA, codant I’ antenne majeure, psbC codant une protéine de I’ antenne du centre du PS I1 liant la Chl
a et psbA et psbD, codant les sous-unités D1 et D2 du centre réactionnel 11. Ces génes sont présents
sous forme de copie unique dans le génome de la souche PCC9511, et psbC et psbD sont organisés en
opéron. L'expression de psbA, du transcrit monocistronique de psbD et du transcrit polycistronique de
psbD/psbC est fortement corréée ala variation de I'intensité lumineuse, avec un tres faible niveau de
transcrit pendant la nuit et un maximum au midi solaire. En revanche, le gene pcbA présente une
variation bimodale de I'accumulation de ces transcrits avec un maximum en fin de période obscure et
un autre avant la fin de la période lumineuse. Ce mode de régulation par la lumiére contraste de fagcon
importante avec celui des genes codant pour I'antenne aChl a/b des chlorophytes.
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ORIGINE EVOLUTIVE

DESPROTEINESPIGMENTAIRES

|- INTRODUCTION

Durant les 10 dernieres années, la recherche des liens évolutifs entre les différentes protéines
pigmentaires a énormément progressé et constitue encore un sujet d actuaité. En particulier, I’ origine
évolutive des complexes antennaires des algues et des plantes supérieures est restée longtemps
énigmatique en raison de I'absence de mise en évidence de protéines procaryotiques analogues. La
présence d’'une antenne spécifique des cyanobactéries aChl b qui, contrairement aux phycobilisomes
des cyanobactéries typiques, possede des domaines hydrophobes transmembranaires, a posé la
question de sa relation éventuelle avec les Lhcs eucaryotiques. De plus, la présence de protéines
induites par des stress auss bien dans les familles d antennes procaryotiques (ISA) gqu’ eucaryotiques
(EL1P) constitue également un lien supplémentaire entre ces familles.

La comparaison des complexes antennaires est rendue difficile de par la petite taille de ces
protéines et |'évolution rapide de ces polypeptides entre les différentes lignées évolutives. Ce
probleme a principaement é&é abordé par des méthodes dimmunodétection, de comparaison de
sequences et d analyses de structures cristallographiques. Pourtant, les proténes transmembranaires
étant difficile acristaliser, assez peu de structures avec une résolution suffisante sont pour le moment
disponibles. Au cours de cette &ude, nous avons utilisé I’analyse de clusters hydrophobes (HCA) qui
permet d'alier des données structurales aux comparai sons de séguences de ces protéines.

Ce chapitre est présenté sous laforme d’ une publication soumise aPlant Cell.

II- RESUME DESRESULTATS

Toutes les protéines liant la chlorophylle de I’ appareil photosynthétique des eucaryotes et des
procaryotes possedent des domaines hydrophobes, correspondant aux hélices a transmembranaires
(MSHSs pour membrane-spanning a helices). Les MSHs constituent les parties les plus conservées des
proténes pigmentaires. Ces structures secondaires ont été utilisées aplusieurs reprises pour mettre en
évidence une origine évolutive commune entre les différentes proténes congtituant les complexes
collecteurs de lumiére (LHCs) des plantes supérieures et des algues. Des homologies de sequence
entre la famille des protéines d’ antenne du centre du PS|I liant [aChl a (6 MSHS) et les six premiéres
hélices du centre réactionnel | (11 MSHSs) ont également é&é mises en évidence. Cependant, aucune

relation entre les centres réactionnels et les complexes d’ antenne majeurs n’'a encore clairement été
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démontrée. En permettant didentifier et de comparer facilement les hélices a des proténes
transmembranaires, |'analyse de groupes hydrophobes (HCA) nous a permis de relier la plupart des
protéines-Chl connues et de proposer un schéma évolutif globa de ces protéines, apartir d un ancétre
aune MSHs. Deux hypothéses paraissent plausibles quant al’origine des Lhc a 3 MSHs. Comme
précédemment proposé par Green et Pichersky (1994), un précurseur adeux hélices a pu donner lieu a
I’ antenne eucaryotique par duplication et perte sélective d’ une des hélices. D'autre part, la découverte
dans le génome de Prochlorococcus MED4 d'un groupe de genes similaires aux proténes
procaryotiques induites par un stress lumineux (HLIP) suggére un scénario alternatif. En effet, deux
géenes codant I'un pour une protéine a1 hélice, I'autre pour une protéine a2 hélices, sont adjacents
bien que dans un cadre de lecture différent. Dans ces conditions, un smple événement mutationnel

aurait pu permettre de produire un gene codant ur une proténe atrois hélices transmembranaires,

smilaire au gene Lhc. Les proténes procaryotiques induites par le stress pourraient donc étre a

I’origine de lafamille des Lhc modernes par smple ré-arrangement de géenes.
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CONCLUSIONSET PERSPECTIVES

Mise en évidence des particularités de |'appareil photosynthétique de Prochlorococcus et

conséguences sur les propriétés de photoacclimatation

Depuis sa découverte, Prochlorococcus sest avéré étre I'un des composants les plus
abondants du phytoplancton marin (Partensky et a. 1999). Sa biomasse importante dans des eaux que
I'on pensait désertiques il y a 25 ans, a amené de nombreuses questions quant aux facteurs
responsables de la capacité d’ adaptation de cet organisme. Au cours de cette éude, un certain nombre
de genes et de protéines photosynthétiques de Prochlorococcus ont été caractérisés et ont permis de
révéler quelques particularités de I'appareil photosynthétique de cet organisme (Fig. 37) par rapport a
ses proches cousins, les cyanobactéries du genre Synechococcus.

NH;

Stroma g
D 3
/\

\/

Thylakoid SIv
membrane b6 PsaA PsaB
Lumen / @ @ PsaL/l/PsaM
e i PsaK PsaF/J
Phycoérythrine "\ PN PEN N o o1 tocyanin
N r
PSII PS I Cytochrome b6/f
PS |

Fig. 37 : Diagramme montrant I'appareil photosynthétique et son organisation potentielle par homologie
avec l'appareil photosynthétique des cyanobactéries. Les protéines colorées en rouge ont été séquencees
auparavant ou identifiées dans le génome de la souche MEDA4, celles en vert ont été caractérisées au cours
de cette étude, par détection immunologique (vert clair) ou séquengage (vert foncé). La phycoérythrine est
présente uniquement chez certaines souches de Prochlorococcus. L'insert montre la structure secondaire
de la protéine pcb qui comprend six hélices transmembranaires hydrophobes. Abréviations: CP, complexe
Chl-protéine ; Cyt, cytochrome (Modifié de Partensky et al., 1999).
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Au niveau du photosystéme |, deux proténes de taille inhabituelle ont éé mises en évidence
(PsalL et PsaF). Le sequencage des deux sous-unités du centre réactionnel, PsaA et PsaB, aauss révélé
des variations de séguences majeures par rapport ala majorité des organismes oxyphototrophes. De
telles variations par rapport aux cyanobactéries typiques sont d'autant plus surprenantes que le PS | est
un complexe particulierement stable et qui évoluerait beaucoup plus lentement que le PS Il (Chitnis
1996). La présence probable de Chl b associée ace complexe mnstitue également une nouvesuté
intriguante par rapport aux organismes examinés jusqua ce jour. En effet, bien que les pigments
associés aux antennes soient tres variables d'un organisme aun autre, les centres réactionnels ne fixent
généralement que de laChl a (Green and Durnford 1996). Malgré |'absence de fluorescence du PS | de
Prochlorococcus ala température de I'azote liquide, un transfert efficace d'énergie de la DV-Chl b au
PS | a éé mis en évidence par la mesure du spectre d'action du P700 (Partensky et al. 1997). Ceci
semble conforter l'idée que ce pigment a probablement des implications sur les propriétés
biophysiques et biochimiques de ce complexe. Le développement des techniques de cristallographie
pourrait amener de nouveaux ééments de réponse quant ala fonction exacte de la Chl b, acondition

gue I'on parvienne adistinguer au sein de la structure les molécules de Chl b des molécules de Chl a.

La spécificité la plus remarquable de I appareil photosynthétique de Prochlorococcus est sans
doute la multiplication du nombre de copies du géne codant pour I'antenne collectrice chez les souches
adaptées a un faible éclarement. Cette multiplication des genes d’antenne est accompagnée d une
modification de la composition pigmentaire du complexe antennaire, puisgue les fractions enrichies en
antenne de la souche SS120 fixent environ 7 fois plus de Chl b que celles de la souche MED4
(Partensky et a. 1997). Par analogie avec les multiples genes d'antenne trouvés chez les algues et les
plantes supérieures, il n'est pas impossible que certaines de ces protéines soient également associées au
PS | chez Prochlorococcus, ce qui constituerait une origindité remarquable par rapport aux autres
procaryotes photosynthétiques. Cette hypothése semble confortée par la présence persistante d une
guantité plus importante de protéines d'antennes dans les fractions enrichies en PS | de la souche
SS120 par rapport ala souche MED4, malgré I'action de puissants détergents. De méme par analogie
avec les plantes supérieures, la séparation en deux clusters distincts des copies de pcb de la souche
SS120 congtitue un éément supplémentaire en faveur de la présence d'une LHC1. La mise en
évidence dantennes spécifiques des deux photosystémes nécessiterait tout d'abord de pouvoir
individualiser les différentes protéines d'antennes sur gel d'éectrophorese. Les gels SDSPAGE
classiques n'éant pas suffisasmment résolutifs pour séparer ces polypeptides, la méthode la plus
prometteuse consiste probablement a faire migrer ces protéines sur gel d'acrylamide bi-dimensiond.
Le pHi des ces polypeptides, déduits des séquences nucléotidiques, varie de 6,34 a7,06, ce qui parait
suffisant pour les séparer, au moins partiellement, par isoélectrofocalisation. L'individuaisation de ces
polypeptides et leur identification par microséquencage devrait ains permettre de vérifier s des
proténes distinctes sont présentes dans les fractions enrichies en PS | ou en PS 11 séparées par gradient
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de saccharose.

Si cette hypothése se vérifiait, la présence d’ une antenne associée au PS | dans les souches que
I'on trouve en profondeur permettrait probablement d’ accroitre la capacité de capture des photons de
I’appareil photosynthétique. Cependant, étant donné la tendance ala compaction du génome de cet
organisme, la multiplication du nombre de copies de genes codant pour I'antenne maeure de cet
organisme constitue probablement a elle seule un atout décisif pour capturer les rares photons
ateignant des profondeurs de 100 a 200 m. De méme, les caractéristiques pigmentaires de
Prochlorococcus lui conférent un avantage indéniable sur |les autres organismes phytoplanctoniques, et
notamment Synechococcus, pour la croissance dans les eaux océaniques. Les DV-Chl a et b dela
souche SS120 de Prochlorococcus permettent en effet une absorption optimale entre 430 et 490 nm.
Ces pigments sont donc plus adaptés que les phycobilines des cyanobactéries marines (A
phycourobiline = 492 nm ; A phycoérythrobiline = 542 nm ; Ong and Waterbury 1984) pour
absorber la lumiere de 460 2480 nm, qui prédomine en profondeur dans les eaux du large (Fig. 38 ;
Moredl 1978).
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Fig. 38 : Répartition spectrale de la lumiére en fonction de la profondeur dans les eaux oligotrophes. La
profondeur des mesures est indiquée sur les courbes et pour chaque profondeur, la courbe a été normalisée
a son maximum. La notation o+ correspond au spectre de lumiére pendant la journée obtenue au dessus de
la surface (Morel et al., 1978)

Par ailleurs, I'expérience réaisée en turbidostat sur le clone axénique de la souche MED4
(PCC9511) a montré que le mode de régulaion de I'énergie lumineuse absorbée par |’ apparell
photosynthétique de ce Prochlorococcus est probablement trés différent de celui adopté par les
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cyanobactéries classiques. A premiére vue, le systéme de photorégulation de Prochlorococcus semble
énergiquement plus économique puisqu’il n'implique pas un renouvellement des proténes du CR Il a
un turnover auss éevé gque chez les cyanobactéries. Les variations de |'expression du gene pcb codant
pour l'antenne majeure, avec une forte baisse d expression pendant la journée, complétent cette

adaptation, méme s'il n’est pas possible de savoir, apartir de cette seule expérience, s cette baisse est
le résultat d’une régulation active ou s elle résulte d'un phénomene passf de photoinhibition de
I'expression de ces géenes, lorsque I’ intensité lumineuse est trop importante. La réponse acette question
nécessiterait de rétérer cette expérience en utilisant une intensité lumineuse maximae inférieure au

seuil de photoinhibition de cette souche. Par ailleurs, cultiver la souche SS120 en cyclogtat permettrait
également de tester si les 7 copies de pcb de cette souche sont exprimeées différentiellement au cours
des cycles jour-nuit. Enfin, pour aler plus loin @ns I'éude de I'expression de ces genes, il serait

nécessaire didentifier les promoteurs impliqués dans leur régulation et dutiliser des inhibiteurs de

transcription (tels que la rifampicine) et de traduction (tels que le chloramphénicol) pour déerminer a
guel niveau l'expression de ces genes est régulée.

Spéciation chez Prochlorococcus et estimation de la diversité génétique

Un te phénomeéne de multiplication de génes en fonction de la niche lumineuse n'avait jamais
été observé au sein d’'un méme genre parmi les organismes oxyphototrophes. Cependant, chez les
populations microbiennes exposées a des conditions de limitation en nutriments, la duplication de
genes dintérét semble correspondre a une réponse évolutive assez commune (Brown et al. 1998,
Hansche 1974, Yanamaka et al. 1998). Chez la levure cultivée en condition de carence en glucose,
seules 450 générations sont nécessaires pour induire la multiplication des génes impliqués dans le
transport des hexoses (HXT6 et HXT7 ; Brown et a. 1998). De plus, ce mécanisme adaptatif semble
facilement réversible, puisgu'une fois la culture replacée en milieu enrichi, le nombre de copies de ces
genes revient ason éat initia en I'espace de 75 générations. De la méme maniére, des duplications
spontanées de génes pourraient intervenir chez les bactéries presque auss fréguemment que de simples
mutations (Hansche 1974). Ces processus adaptatifs jouent probablement un réle important dans
I'évolution des protéines, en condituant une étape intermédiaire dans I'apparition dune nouvelle
fonction protéique. La multiplication du gene pcb suggere l'existence dun mécanisme évolutif
smilaire chez Prochlorococcus. Toutes les souches isolées étant cultivées aune intensité intermediaire
entre I'optimum de SS120 et de MED4, ce phénomeéne ne peut résulter d'un artefact créé par les
conditions d'entretien des souches au laboratoire. Par conséquent, ce processus évolutif tend a
conforter I'hypothése que la lumiére est un facteur primordia dans la spéciation des populations
naturelles de ce genre. De méme, ce processus de multiplication génique pourrait s étre produit en

réponse aux conditions lumineuses pour les ORFs de type HLIP (scp 1 a15). D’ apres les données

148
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obtenues chez Arabidopsis, cette deuxieme catégorie de protéines serait impliquée dans les
phénomeénes de réponse aux stress lumineux (Jansson 1999). Ces protéines ont seulement été mises en
évidence dans le génome de la souche de surface MED4 exposée ade trés fortes intensités lumineuses,
mais 3 dles remplissent la méme fonction que chez Arabidopsis, il est probable que ces génes soient
également présents chez toutes les souches de haute lumiére. Le séquengage du génome de la souche
SS120 de Prochlorococcus devrait également permettre de vérifier s ces ORFs sont présentes ou non
en plus faible quantité chez les souches de basse lumiére.

Par allleurs, la lumiére n'est peut ére pas le seul facteur ayant induit une spéciation des
souches de Prochlorococcus. Le fait que les différences génétiques entre des popul ations provenant de
stes digtincts soient faibles (Scanlan et a. 1996, Urbach and Chisholm 1998) souléve un certain
nombre de questions. En effet, les populations de surface sont probablement physiologiquement
différentes entre les zones mésotrophes, telles que la Méditerranée Nord occidentale en hiver, et les
zones subtropicales treés oligotrophes. La croissance des premieres semble étre limitée par I’ azote
inorganique (Vaulot and Partensky 1992), aors que les secondes maintiennent de forts taux de
croissance dans des eaux complétement carencées en azote inorganique (Liu et a. 1997). Il serait
surprenant que des populations possédant un systéme d’ acquisition des sels nutritifs et un métabolisme

s différents, puissent correspondre aun seul et méme génotype.

D'une maniére générae, beaucoup reste a faire sur la diversité génétique des populations
naturelles de Prochlorococcus, afin de mieux comprendre la distribution tres ubiquiste de ces
organismes. En effet, les marqueurs moléculaires utilisés jusqu'a maintenant ne sont pas spécifiques
de Prochlorococcus (ex : rpoCl), et/ou ne sont pas suffisamment variables pour faire ressortir
I'étendue des variations génotypiques de cet organisme (ex : ARNr 16S). Etant donné sa variabilité
importante, le géne pcb pourrait é&re un bon candidat pour obtenir une résolution plus fine de la
diversté de Prochlorococcus. La multiplication de ces génes chez certaines souches rend difficile
I'anayse d'échantillons renfermant un grand nombre de souches par des techniques phylogénétiques
classiques. Cependant, une méthode que nous dlons bientdt tester sur des échantillons naturels
consiste a utiliser la PCR-RFLP sur le gene pcb de fagon a obtenir des profils de digestion
caractéristiques. Les profils obtenus adifférentes profondeurs et dans différentes conditions de milieux
(oligotrophe, mésotrophe, eutrophe) correspondant a des niveaux variables de dratification de la
colonne d'eau pourront ainsi étre comparés. Cette technique a d'ores et déaprouvé son efficacité sur
les souches de laboratoire, puisquelle est actuellement couramment utilisée pour verifier la signature
génétique des souches de Prochlorococcus de la collection de Roscoff. Ces études sur les populations
naturelles devraient permettre de compléter les analyses génétiques et apporter des informations
supplémentaires sur le mode de régulation de ces proténes.
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Origine et évolution des protéines photosynthétiques de Prochlorococcus

D'aprés les analyses structurales des protéines pigmentaires, il semble quil n'existe pas de
relation d’ ancestralité directe entre les antennes des cyanobactéries a Chl b et celles des chloroplastes
contenant de la Chl b. En effet, bien que des homologies de séquences aient pu étre mises en évidence
entre les Pcb et les antennes eucaryotiques, ces derniéres présentent des homologies bien plus
importantes avec les protéines de stress ou de photoprotection de type PsbS ou HLIP. De plus, la
multiplication et la disposition des ORFs de type HLIP mis en évidence dans le génome de
Prochlorococcus suggére que la différenciation entre ces protéines s est probablement produite au
stade une ou deux hélices et qu'dles ont ensuite suivi une évolution divergente. Par ailleurs, la
présence commune de Chl b chez ces organismes a récemment été éclaircie par la découverte chez
plusieurs groupes, dont des cyanobactéries aChl b, du géne responsable de la conversion de laChl a
en Chl b (CAO pour Chl a oxygénase ; Tomitani et a. 1999). L'ancétre procaryotique commun aurait
donc possadé, en plus des phycobilines, la capacité de synthese des Chl a et b ou le précurseur de ces
molécules (Fig. 39). Selon le schéma évolutif élaboré par Tomitani et a. (1999), les différentes lignées
auraient ensuite évolué par perte sélective de certains de ces ééments. A I'heure actuelle, la force
motrice de I'évolution des systémes antennaires, et en particulier du remplacement des phycobilisomes
par les LHCs, reste encore inconnue. Cependant, il est possible que la limitation en nutriments ou en
métaux traces ou encore le stress di ala lumiére aient éé des facteurs importants (Durnford et al.
1999, LaRoche et a. 1996). Les antennes collectrices intramembranaires eucaryotiques et
procaryotiques sont en effet phylogénéiquement proches de protéines induites par des stress
environnementaux (ISA, ELIPs, HLIPs). En particulier, plusieurs représentants parmi ces protéines
(IsA, PsbS) se sont récemment avérés avoir un réle actif dans les mécanismes de protection de
I’appareil photosynthétique en conditions de stress lumineux. Ces processus restent encore assez peu
explorés mais I'éude de ces protéines pourrait apporter des informations non seulement sur
I’ évolution des systemes collecteurs mais également sur les processus de photoadaptation qui semblent

présenter une diversité comparable acelle des antennes collectrices.

Les protéines pigmentaires possedent un potentie limité pour résoudre les reations
phylogénétiques entre les lignées les plus doignées. Cette limitation est essentiellement due ala petite
taille de ces protéines, a leur importante paralogie, and qu'a I'évolution rapide de certains
représentants. Cependant, la divergence de ces protéines en différents membres spéciaisés (LHCI,
LHCII, CR 1, CRII, protéines de stress, ...etc) offre une opportunité unique d'examiner I'évolution des
complexes photosynthétiques et de la corréler avec la flexibilité photosynthétique des différents

groupes dorganismes phototrophes. Etant donné le nombre important de nouvelles proténes
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découvertes dans cette famille ces derniéres années, I'examen de nouvelles especes photosynthétiques
et le séquencage de nouveaux génomes devraient permettre de préciser encore le schéma évolutif de
Ces protéines.

* % * % %
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RESUME

Les complexes pigments-protéines de I'appareil photosynthétique jouent un réle primordial dans la capacité
d'adaptation alalumiére des organi smes oxyphototrophes.

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les processus de photoacclimatation (au sens
physiologique du terme) et/ou de photoadaptation (au sens évolutif du terme), le modéle utilisé lors de cette étude a été
le procaryote marin Prochlorococcus qui, dans la nature, peut croitre et photosynthétiser dans une gamme de lumiére
couvrant environ 4 ordres de magnitude.

La caractérisation biochimique du photosysteme | de Prochlorococcus a permis de montrer que les protéines
du centre réactionnel (PsaA et PsaB) fixaient de la chlorophylle b et que deux protéines mineures, PsaF et PsalL,
présentaient des divergences importantes par rapport a celles des cyanobactéries typiques possédant des
phycobilisomes. Ce photosystéme étant particuliérement bien conservé parmi les organismes oxyphototrophes, ces
modifications ont probablement des implications sur les propriétés biophysiques et biochimiques de ce complexe.

La spécificité la plus remarquable de I’appareil photosynthétique de Prochlorococcus est sans doute la
multiplication du nombre de copies du gene codant |'antenne collectrice (pcb) chez les souches adaptées afaible lumiere
(5-7 copies), alors qu'une seule copie de ce gene est présente chez |es souches adaptées aforte lumiére. Ce phénomene,
qui semble résulter d'une adaptation along terme aux différentes niches lumineuses présentes dans les océans, est
probablement I'un des facteurs principaux responsables des différences pigmentaires et physiol ogiques observées entre
ces deux écotypes de Prochlorococcus

Le contréle au niveau transcriptionnel de I'expression de certains genes codant pour des protéines
photosynthétiques (pcb, psbA, psbC, psbD) est également atypique et suggére |'existence de processus de régulation de
lalumiére absorbée spécifiques aProchlorococcus

Enfin, la comparaison structurale de I'antenne de Prochlorococcus avec d'autres protéines photosynthétiques
liant la chlorophylle et I'analyse du génome de la souche MED4 nous a amené a réexaminer les relations entres les
différentes protéines pigmentaires. Un schéma évolutif de ces protéines est proposé, mettant en évidence les éventuels
liens entre les antennes coll ectrices des eucaryotes et celles des procaryotes achlorophylle b sont ainsi qu'avec les sous-
unités majeures du centre réactionnel I.

Mots clés: Chl-protéines, Prochlorophyte, Prochlorococcus antenne, pch, adaptation lumineuse

ABSTRACT

The pigment-protein complexes of the photosynthetic apparatus play a major role in the capacity of adaptation
to light environment of oxyphototrophic organisms.

In order to better understand the mechanisms involved in both photoacclimation (in the physiological sense)
and photoadaptation (in the evolutive sense) processes, this study used as a model organism the marine prokaryote
Prochlorococcus, which in the field is able to sustain growth and photosynthesis over almost four orders of magnitude
of light.

The biochemical characterization of the photosystem | has shown that the reaction center | can bind some Chl
b and that some minor proteins highly diverge from those of typical cyanobacteria containing phycobilisomes. Since
this photosystem is particularly conserved within oxy phototrophic organisms, these modifications likely have
implications on the biophysical and biochemical properties of this photosystem.

The most remarkable peculiarity of the photosynthetic apparatus of Prochlorococcus is certainly the
multiplication of genes encoding the major light harvesting antenna (pcb) in low-light adapted strains (5-7 copies),
whereas only a single pcb copy is present in high-light adapted strains. This phenomenon, which probably results from
a long term adaptation to different light niches in the ocean, is certainly one of the main factors responsible for the
differences observed between the Prochlorococcusecotypes at both the pigment and physiological levels.

The expression pattern at the transcriptional level of several genes encoding photosynthetic proteins (pcb,
psbA, psbC, pshD) is also atypical and suggest the occurrence of a regulation process of light absorption specific from
Prochlorococcus.

In the last part of this phD, the structural comparison of Prochlorococcus antenna with other Chl-binding
proteins of the photosynthetic apparatus and the analysis of the MED4 genome led us to re-examine the relationships
between the different chlorophyll-binding proteins. An evolutionary scheme of these proteins is proposed, relating the
antenna complexes of eukaryotes and Chl b-containing prokaryotes as well as the major subunits of the reaction
center|l.
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