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Résumé

Le syst¢tme photosynthétique d’un Bradyrhizobium, caulinaire d’Aeschynomene
sensitiva, la souche ORS278, est décrit dans ce travail. La bactérie est aérobie stricte; les
pigments sont formés a I’obscurit€ et leur synthése est stimulée par la lumiere intermittente.
Le complexe membranaire Bactériochlorophylle-protéines, capteur de lumicre de la bactérie,
est purifié 2 ’aide de détergents et par chromatographie. Il est stable et les analyses
spectroscopiques montrent qu’il est fonctionnel photochimiquement : le transfert des électrons
et les mécanismes d’oxydo-réduction engendrés par les photons sont bien réversibles. Ainsi,
quelques éléments de sa structure ainsi que des propriétés physiologiques intéressantes ont été
apportés. Ce complexe est formé (i) d’un centre réactionnel (RC) (Amax 800 nm) composé de
deux polypeptides L et M et ne contenant pas de cytochrome ¢ tétrahémique; (ii) d’une seule
antenne collectrice (LH) (Amax 870 nm) composée de deux polypeptides o et B; (iii) comme
toutes les souches de la famille des Rhodospirillaceace, la spirilloxanthine y est associée.
Ainsi, il se présente comme une seule entité nommée complexe RC-B870. La canthaxanthine,
caroténoide majoritaire et original dans cette souche, a une localisation cellulaire différente du
complexe RC-B870. Elle a un rdle de photoprotection et sa synthése ne dépend pas de ce
complexe : sa production est encore augmentée en lumicre continue alors que la
bactériochlorophylle est détruite.

Les Bradyrhizobium photosynthétiques d’Aeschynomene semblent étre destinés plutot
a la nodulation de tige car la bactériochlorophylle est synthétisée dans le nodule caulinaire et

non dans le nodule racinaire.
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ABREVIATIONS

: acétate d'éthyle
: acide désoxyribonucléique
- : acide ribonucléique -
: acide ribonucléique ribosomal
: adénosine triphosphate
: antenne collectrice (complexe capteur de lumiere) absorbant & 875 nm
: bactériochlorophylle a
: sérum albumine bovin
: chromatographie sur couche mince
: dichlorométhane (ou chlorure de méthyléne)
: diéthylaminoéthyl (groupement échangeur d’anions)
: densité optique ou absorbance
: dithiotréitol
: éthylénediamine tétraacétique acide
: High Potential Iron Protein (ferrédoxine a haut potentiel redox)
: membrane intracytoplasmique
: isopenténylpyrophosphate
: facteur de nodulation
: géranylgéranylpyrophosphate
: ferrédoxine 2 haut potentiel (High Potential Iron Protein)
: chromatographie liquide haute pression (ou haute performance)
: kilobase (1000 paires de base)
: kiloDalton (1000 Daltons)
: complexe photosynthétique capteur de lumiére
: antenne collectrice centrale et antenne collectrice périphérique
: longueur d'onde 2 absorbance maximale
: logarithme népérien
: logarithme décimal
: méthanol
: borohydrure de sodium
: nicotinamide adénine dinucléotide et sa forme réduite
: NAD phosphate et sa forme réduite
: nanometre
: nanomoles
: dimere de Behl absorbant & 870 nm
: cluster de génes de photosynthese
: poids moléculaire ,
: poids/volume
: quinones accepteurs primaires et secondaires d’électrons
: quinone mobile périplasmique
: complexe centre réactionnel photosynthétique
: indice de migration en chromatographie sur couche mince
: résonance magnétique nucléaire
: temps de rétention
: tétraméthyléthylenediamine
: sodium dodécylsulfate
: gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécylsulfate
: ultraviolet/visible
: volume/volume
: yeast mannitol
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INTRODUCTION



L'azote est un des principaux facteurs limitants de la production agricole bien que
I'atmosphére en constitue une réserve considérable. Seules quelques espéces bactériennes
peuvent utiliser directement cet azote atmosphérique par réduction de 1'azote moléculaire (N,)
en ammoniac (NH,OH), grice A un processus biochimique catalysé par un complexe
enzymatique, la nitrogénase, et connu sous le nom de "fixation biologique de 'azote”.

Parmi les bactéries fixatrices d'azote, certaines bactéries du sol communément
appelées rhizobiums sont capables d'induire sur les racines, et parfois sur les tiges de la
plupart des plantes de la famille des Légumineuses la formation d'organes symbiotiques
particuliers, les nodules, dans lesquels les rhizobiums réduisent I'azote de I'air en ammoniac
assimilable par la plante et regoivent en retour de la plante les composés carbonés, sources
d'énergie nécessaires au métabolisme bactérien et a la réaction de fixation de l'azote.

Contrairement & la majorité des autres plantes et en particulier des céréales, les
Légumineuses ont donc acquis la propriété de puiser directement dans 1'air I'azote dont elles
ont besoin et s'affranchissent ainsi des engrais azotés, fort cofiteux et polluants. Un petit
nombre des 20.000 espéces de la famille des Légumineuses a été examiné pour leur capacité &
noduler (Allen et Allen, 1981). On estime cependant que 80% d'entre elles forment des
symbioses racinaires, la nodulation par les rhizobiums étant plus fréquente dans les deux
sous-familles des Papilionacées et des Mimosacées, que chez les Césalpiniacées (Polhill ez
al., 1981). Chez la grande majorité des légumineuses, les nodules fixateurs d'azote sont
localisés sur le systtme racinaire (Phaseolus vulgaris, Arachis hypogaea, Glycine max).
Cependant, quelques rares espéces présentent une particularité remarquable qui les distingue
des autres légumineuses, elles possédent des nodules fixateurs d'azote non seulement sur leurs
racines mais aussi sur leurs tiges (Dreyfus et al., 1985).

La formation des nodﬁes est 'aboutissement d'un dialogue moléculaire entre la plante
et la bactérie : les racines de la légumineuse produisent des flavonoides qui activent les génes
de nodulation (génes nod) des rhizobiums qui émettent alors en retour des signaux spécifiques
ou facteurs Nod permettant la reconnaissance de la plante hote, 1'induction des méristtmes
nodulaires et la formation des nodules (Dénarié et Truchet, 1979; Dénarié et al., 1996). Tous
les facteurs Nod identifiés jusqu'a présent sont des oligomeéres de N-acétylglucosamine liés en
B-1,4 et substitués par des groupes chimiques divers (Dénarié et al., 1996; Lorquin et al.,
1997a et ¢). Ce sont ces différentes substitutions qui conférent aux facteurs Nod leur
spécificité et qui expliquent qu'une espéce de rhizobium donnée ne soit capable de noduler
qu'un nombre limité de Légumineuses. Les facteurs Nod purifiés provoquent, spécifiquement
sur les plantes hotes, et A de trés faibles concentrations (jusqud 102 M), des réactions
voisines de celles induites par les rhizobiums vivants : déformations de poils absorbants,
division de cellules corticales racinaires et, dans certains cas, formation de nodosités vides de
bactéries (Dénarié et al., 1996).
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Tableau 1. Classification des bactéries symbiotiques fixatrices d'azote de la

famille des Rhizobiaceae.

Genres Especes Plantes hotes Références
R. leguminosarum Jordan, 1984
biovar viciae Pisum, Vicia,
Rhizobium Lathyrus, Lens Jordan, 1984

(croissance rapide)

Mesorhizobium
(croissance rapide)

Sinorhizobium
(croissance rapide)

Azorhizobium
(croissance rapide)

Bradyrhizobium
(croissance lente)

biovar trifolii
biovar phaseoli
R. galegae
R. tropici
R. etli

M. loti

M. huakuii

M. ciceri

M. tianshanense
M. mediterraneum
Cluster U (a,b,c)
M. plurifarium

S. meliloti

S. fredii
saheli
. terangae

. caulinodans
sp

. japonicum
Sp.

W BE nn

. elkanii
. liaoningensis

ool

Trifolium

Phaseolus vulgaris L.
Galega orientalis

P. vulgaris L., Leucaena
Phaseolus vulgaris

Lotus

Astragalus sinicus
Cicer arietinum

13 tropical pl. sp.
Cicer arietinum

Acacia, Prosopis
Acacia, Leucaena,
Prosopis, Chamaecrista

Medigaco, Melilotus,
Trigonella

Glycine max
Sesbania sp.
Sesbania, Acacia

Sesbania rostrata
Sesbania rostratq

Glycine max, G. sgja
Vigna, Lupinus, Mimosa
Acacia

Aeschynomene

Glycine max

Glycine max, G. soja

Jordan, 1984
Jordan, 1984
Lindstrom, 1989

Martinez-Romero et al.,1991

Segovia et al., 1992

Jarvis et al., 1982
Chen et al., 1991
Nour et al., 1994
Chen et al., 1995
Nour et al., 1995
de Lajudie ef al., 1994

de Lajudie et al., 1998

Jordan, 1984; de Lajudie et al., 1994

Chen et al.,1988; de Lajudie et al., 1994

de Lajudie et al., 1994
de Lajudie ef al., 1994

Dreyfus et al., 1988
Rinaudo et al., 1991

Jordan, 1982
Jordan, 1982
Dupuy et al., 1994

Alazard, 1985 ; Young ef al., 1991

Kuykendal et al., 1992
Xu et al., 1995
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Depuis quelques années, de nouvelles observations et récoltes de nodules ont €té
effectuées sur de nombreuses espéces annuelles ou pérennes, en particulier dans les régions
tropicales. Parallélement, l'isolement de nombreux rhizobiums de ces espéces a récemment
permis & plusieurs laboratoires dans le monde de développer des recherches sur I'étude de la
diversité des rhizobiums et de les caractériser. Ainsi, la classification des bactéries de la
famille des Rhizobiaceae est en pleine évolution. Sur la base d'études systématiques fondées
sur la taxonomie numérique (tMannetje, 1967), les hybridations ADN/ADN et ADN/ARNr
(Gibbons et Gregory, 1972) ainsi que d'autres critéres comme en particulier leur temps de
régénération sur mannitol-extrait de levure (Jordan, 1982; Jarvis et al., 1992), les rhizobiums
capables d'induire des nodules fixateurs d'azote chez les Légumineuses sont actuellement
subdivisés en cing genres et plusieurs espéces nouvelles (Tableau 1) :

* Le genre Rhizobium regroupe des bactéries dites & croissance rapide (temps de
génération inférieur & 6 heures) et comporte 4 espéces définies : Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium galegae (Lindstrom, 1989), Rhizobium tropici (Martinez-Romero et al., 1991), et
Rhizobium etli (Segovia et al., 1992). Ce genre infecte principalement les légumineuses des
régions tempérées.

* Le genre Bradyrhizobium comprend les bactéries & croissance lente (temps de
génération supérieur 2 6 heures). Depuis sa caractérisation par Jordan (1982 et 1984), ce genre
ne comprenait qu'une seule espéce définie : Bradyrhizobium japonicum nodulant le soja
(Glycine max) et le siratro (Macroptilium atropurpureum). Récemment, deux nouvelles
espéces, Bradyrhizobium elkanii (Kuykendal et al., 1992), et B. liaoningensis (Xu et al.,
1995) ont été définies. Les bactéries appartenant au genre Bradyrhizobium infectent de
nombreuses légumineuses tropicales.

* Le genre Sinorhizobium a été décrit récemment par de Lajudie et al. (1994). Il est
actuellement constitué de quatre espéces. Deux espéces, Sinorhizobium meliloti (Jordan,
1984; Eardly et al., 1990) et S. fredii (Scholla et Elkan, 1984), qui appartenaient auparavant
au genre Rhizobium sont incluses dans ce nouveau genre. Deux nouvelles espéces, S. saheli et
S. teranga ont été décrites (de Lajudie et al., 1994). S. saheli ne comprend que des souches
nodulant les différentes espéces de Sesbania, alors que S. teranga comprend a la fois des
souches de Sesbania et des souches d'Acacia.

* Le genre Mesorhizobium. Le genre Rhizobium étant trés hétérogéne, plusieurs
branches divergentes ont été taxonomiquement identifiées. Celle de R. lofi est trés éloignée
des autres branches et justifie donc la description d'un cinquiéme genre qui a été appelé
Mesorhizobium et ou seront regroupées au moins six especes, Mesorhizobium loti, M.
huakuii, M. ciceri, M. tianshanense, M. mediterraneum , M. plurifarium (Tableau 1).

* Le genre Azorhizobium comprend une seule espéce définie, Azorhizobium
caulinodans dont la souche ORS571 (Dreyfus et al., 1988) qui nodule les tiges et les racines
de Sesbania rostrata (Dreyfus et al., 1988). Le genre Az;rhizobium est taxonomiquement
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éloigné des genres Rhizobium, Bradyrhizobium et Sinorhizobium, mais extrémement proche
des bactéries aquatiques appartenant aux genres Xanthobacter et Aquabacter. Ainsi, les
Azorhizobium seraient des bactéries aquatiques ayant recu par conjugaison avec des
rhizobiums du sol (peut étre des Sinorhizobium) des génes de nodulation, et qui seraient
devenus spécifiques de la nodulation de tige de la 1égumineuse aquatique Sesbania rostrata.
Contrairement aux bactéries du genre Sinorhizobium qui forment des nodules effectifs sur les
racines de nombreuses especes de Sesbania, les Azorhizobium ne fixent I'azote qu'avec

Sesbania rostrata.

Les Légumineuses a nodules caulinaires

La nodulation de tige a été rapportée pour la premiere fois en 1928 chez
Aeschynomene aspera L. par Hagerup et était considérée comme une curiosité naturelle
(Hagerup, 1928). Les 1égumineuses a nodules de tige appartiennent a quatre genres différents,
Sesbania (5 espéces), Aeschynomene (22 especes), Discolobium (1 espéce) appartenant a la
sous-famille des Papilionacées, et le genre Neptunia (1 espéce) de la sous-famille des
Mimosacées. Toutes ces plantes poussent en saison des pluies, dans les sols temporairement
inondés, dans les mares et marécages, aux bords des riviéres, lacs et cours d'eau des régions
tropicales (Allen et Allen, 1981).

Les Légumineuses a nodules de tiges sont caractérisées par la présence sur les tiges
des sites prédéterminés de nodulation (Dreyfus et al., 1984). Ces sites de nodulation
caulinaire se développent indépendamment de toute infection bactérienne et correspondent a
des primordiums racinaires en état de dormance, capables de se différencier en racines
latérales en cas d'immersion des tiges ou bien qui donnent naissance a des nodules apres
infection par les rhizobium spécifiques. La formation des nodules sur leur tiges est considérée
comme une adaptation permettant la fixation d'azote dans les conditions d'inondation au
niveau de nodules racinaires (Becker et George, 1995; Pugh et al., 1998).

Grace A cette double nodulation caulinaire et racinaire, certaines espéces comme
Sesbania rostrata et Aeschynomene afraspera peuvent porter 5 fois plus de nodules que les
autres légumineuses et présentent une croissance extrémement rapide, jusqu'é 10 cm par jour
pour Sesbania rostrata en milieu inondé (Dreyfus, 1984). La découverte de ces différentes
propriétés a été le point de départ de l'utilisation des 1égumineuses aquatiques comme engrais
vert dans les riziéres tropicales, leur capacité de fixation d'azote étant supérieure 2 celle des
légumineuses & nodules racinaires ou de la fougere Azolla utilisée traditionnellement dans les

rizieres asiatiques.

Les Légumineuses 4 nodules caulinaires ont été classées suivant leur aptitude a

noduler sur la tige et I’intensité de cette nodulation aérienne. Chez les Légumineuses du
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groupe 1 (Aeschynomene afraspera, A. nilotica, Sesbania rostrata et S. puncta), les nodules
sont disposés le long de la tige sur trois ou quatre lignes génératrices. Le groupe 2 renferme
des espéces telles que Aeschynomene indica, A. sensitiva, Sesbania speciosa ou S. pubescens,
qui présentent une nodulation aérienne limitée a la base de la tige. Par contre, les espéces
d'Aeschynomene crassicolis, A. elaphroxylon, A. pfundii, Sesbania javanica et Neptunia
oleracea appartenant toutes au groupe 3 développent des nodules uniquement sur la partie
basse de la tige périodiquement soumise & I'immersion. Chez Discolobium pulchellum, du
groupe 3 également, la nodulation caulinaire apparaft aussi sur des tiges immergées mais
présentant un tissu aérenchyme abondant (Loureiro et al., 1994).

11 faut ajouter a cela, le cas particulier des nodules d’Aeschynomene sensitiva dont la
morphologie est différente : le nodule a ’aspect d’un collier (en anglais ‘stem-collar’ nodule)
qui ceinture la tige (Lorquin et al., 1993).

Les Rhizobium nodulant les tiges

L'originalité des 1égumineuses aquatiques se retrouve aussi dans les propriétés de leurs

bactéries symbiotiques. Ainsi, les bactéries du genre Azorhizobium nodulant les racines et les

tiges de Sesbania rostrata sont capables de fixer I'azote atmosphérique en culture pure lorsque
la concentration d'oxygéne dans l'air est de 3% (Dreyfus et al., 1983). Les bactéries isolées de
nodules de tige d'Aeschynomene sont également capables de fixer 1'azote en culture pure, mais
a des concentrations en O, plus faibles, de I'ordre de 0,5% (Alazard, 1990).

Ces bactéries sont capables de survivre et de se développer, aussi bien en dehors qu'a
l'intérieur du nodule malgré de conditions tr&s particuliéres pour les rhizobiums. Les tensions
trés élevées en oxygéne au niveau de la tige, le manque d'azote combiné ainsi que la présence
de 1a lumiére et de tissus photosynthétiques dans les nodules du cortex peuvent expliquer les
propriétés exceptionnelles de certaines de ces souches de Rhizobiaceae. La contrainte majeure
de 1a nodulation caulinaire réside donc dans la nécessité pour le symbiote de s'adapter & une
vie épiphytie (Boivin et al., 1997). ’

Le cas des Bradyrhizobium d’Aeschynomene

Dans le genre Aeschynomene, la plupart des rhizobiums isolés de nodules de tige se
distinguent des Azorhizobium par leur propriété, unique parmi tous les thizobiums connus, de
synthétiser de la bactériochlorophylle a (Bchl a) et des caroténoides sous l'effet de la lumiére
(Eaglesham et al., 1990; Evans et al., 1990; Lorquin et al., 1993 et 1997b). De ce fait, ces
rhizobiums sont considérés comme des bactéries photosynthétiques. Sur la base de techniques
SDS-PAGE, il a été également montré que ces bactéries appartiennent bien au genre
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Bradyrhizobium (Lorquin et al., 1993). Le premier Bradyrhizobium photosynthétique isolé de
nodules de tige d'Aeschynomene indica a ét€ la souche BTAil (Eaglesham et al., 1990) pour
laquelle la lumiére induit une augmentation de I'absorption du CO, (Hungria et al., 1993).
Depuis cette découverte, de nombreuses souches photosynthétiques ont été isolées a partir des
nodules de tige de plusieurs espéces d'Aeschynomene (Ladha et So, 1994; So et al., 1994). Au
Sénégal, grice a I’établissement d’une importante collection de souches isolées de divers
especes d’Aeschynomene, il a été montré qu’environ 80% des isolats sont photosynthétiques
(Lorquin et al., 1993).

Trois groupes de Bradyrhizobium de spécificité différente caractérisent la nodulation
(Alazard et Duhoux, 1988) : _

- Le groupe I correspond a des souches de Bradyrhizobium typiques, non spécifiques
et non photosynthétiques, qui nodulent les especes a nodules exclusivement racinaires ou dont
les primordia racinaires restent inclus dans les tissus corticaux de la tige (A. uniflora, A.
pfundi, A. schimperi, A. Elaphroxylon, etc ...).

- Le groupe II intermédiaire comprend 4 la fois des souches non photosynthétiques et
photosynthétiques qui nodulent deux espéces trés voisines, A. afraspera et A. nilotica,
caractérisées par une nodulation caulinaire importante, I'apex du primordium étant recouvert
par une seule couche de cellules épidermiques aplaties.

- Le groupe I1I, qui comprend exclusivement des bactéries photosynthétiques, est trés
spécifique et ne nodule que les especes & nodules de tige comme A. indica ou A. sensitiva
dont les primordia racinaires présents sur la tige affleurent sous une couche de cellules
épidermiques intactes.

L'étude phylogénétique basée sur ’homologie ADN-ARNr et le séquencage de
I’ ARNr 16S confirment 1'appartenance des isolats photosynthétiques des Aeschynomene a la
branche Bradyrhizobium japonicum-Rhodopseudomonas palustris, une bactérie
photosynthétique pourpre non sulfato-réductrice appartenant a la famille des
Rhodospirillaceae (Young et al., 1991). '

Mais contrairement aux bactéries photosynthétiques "classiques” de la famille des
Rhodospirillaceae, des Chromatiaceae, des Chlorobiaceae et Chloroflexaceae ainsi que les
hélio bactéries (Pfennig, 1978), les souches photosynthétiques de Bradyrizobium
d’Aeschynomene sp. sont aérobies strictes et présentent une hétérotrophie pour le carbone.
Aucune croissance n'a été observée en conditions de photo autotrophie (Hungria et al., 1993).
Ces propriétés physiologiques se rencontrent également chez d'autres bactéries
photosynthétiques, telles que les bactéries marines (Erythrobacter, Roseobacter), les bactéries
méthilotrophes (Methylobacterium) et chez la bactérie Porphyrobacter neustonensis
(Harashima et al., 1978; Shiba, 1991; Sato, 1978; Nishimura et al., 1981; Fuerst et al., 1993).
Les Bradyrhizobium photosynthétiques appartiennent donc au groupe des bactéries
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photosynthétiques, appelées également bactéries quasi-photosynthétiques (Gest, 1993) et qui
réalisent une photosynthése anoxygénique en aérobiose, ie sans production d'oxygene.

En culture pure, les Bradyrhizobium photosynthétiques d’Aeschynomene synthétisent
des pigments leur conférent ainsi une coloration due 4 la présence de caroténoides. Ces
derniers peuvent, aprés extraction, étrc -aisément visualisés en spectrophotométrie entre 400 et

- 550 nm (Lorquin et al., 1997b), et €tre identifiés apres purification et analyses (propriétés

physico-chimiques, spectrophotométrie, spectrométrie de masse et réactions chimiques
spécifiques). Ainsi, sur cette base, il a été possible de différencier 2 groupes. Le premier
groupe, le plus important en nombre, est constitué de bactéries de couleur rose claire,
identique 2 celle de la souche BTAil (Evans et al., 1990). Ces bactéries synthétisent un seul
caroténoide, la spirilloxanthine (1,1'-diméthoxy-3,4,3',4'-tétrahydro-1,2,1',2'-tétrahydro-y,y-
caroténe), un pigment typique des Rhodospirillaceae, et isolé d’une bactérie photosynthétique
pourpre Rhodospirillum rubrum (Goodwin et Osman, -1954). Le deuxiéme groupe,
comprenant une dizaine de bactéries de couleur orange voire rose vif, synthétisent sept
caroténoides parmi lesquels la spirilloxanthine, et surtout trés majoritairement la trans-
canthaxanthine (4,4'-dikéto-B-caroténe) qui représente 85% de la quantité totale en
caroténoides. Jusqu’a présent, la canthaxanthine n’avait jamais ét€ mise en évidence dans les
bactéries photosynthétiques non sulfato-réductrices. On la trouve cependant en minorité dans
des cyanobactéries ou des micro algues (Czygan, 1968; Goodwin, 1980).

11 est indispensable ici de souligner I’aspect industriel intéressant de la canthaxanthine,
colorant trés utilisé dans le domaine de I’agroalimentaire (charcuteries, viandes, ceufs, ...)
(Nelis et De Leenheer, 1991). La souche ORS278 fournit 2 mg/litre de culture dans les
conditions d’éclairage classiques (J. Lorquin, résultats non publi€s). Cette tenéur, la plus
importante chez les Bradyrhizobium photosynthétiques d’Aeschynomene, est insuffisante pour
une production industrielle; cependant, des expérimentations visant & surproduire la
canthaxanthine & I’aide du génie génétique sont en cours. Actuellement, la canthaxanthine est
synthétisée chimiquement par le groupe Hoffman-LaRoche qui détient le marché mondial de
ce colorant. '

1 est bon, 2 ce stade, de rappeler comment, d’une maniére générale la photosynthése
bactérienne fonctionne, en explicitant le role des différents compartiments protéiques et des

pigments.

Description et fonctionnement de la photosynthése des bactéries pourpres

La photosynthése est le mécanisme par lequel les végétaux, les algues ou les bactéries
utilisent 1'énergie solaire pour synthétiser des molécules organiques indispensables pour leur
métabolisme cellulaire. Pour convertir I'énergie lumineuse en énergie chimique, les bactéries
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Fig. 1. Représentation schématique de 1'appareil photosynthétique des bactéries pourpres (d'apres
Kiley et Kaplan, 1988).

B875

LHI LHII B300

Fig. 2. Organisation schématique du complexe de lumiere et du transfert d'énergie dans les bactéries
photosynthétiques. Les carrés et les ovales représentent des sous-unités structurales qui sont des
assemblages de molécules de caroténoides, de bactériochlorophylles (ovale, dimére de BChl; carré,
monomere de BChl) et de protéines. Les fleches ayant deux extrémités montrent la direction du
transfert d'énergie (d'aprés Fleming et Grondell, 1997). RC, centre réactionnel; LHI et LHII,
antennes collectrices; B800, B850, B875, bactériochlorophylle absorbant & 800, 850 et 875 nm

respectivement.



pourpres comme d'autres organismes photosynthétiques disposent de pigments capteurs de
lumitre (bactériochlorophylles, caroténoides) dont la nature biochimique et les propriétés
spectrales varient selon l'organisme considéré, ainsi que des protéines transporteurs
d'électrons.

La photosynthése met en jeu quatre complexes intégrés dans la membrane
cytoplasmique : les antennes collectrices (LHI, LHIL; Light Harvesting), le centre réactionnel
(RC), le complexe cytochrome b/c, et I’ATP sy‘nthase,' en plus de transporteurs solubles
d’électrons localisés dans le périplasme (Fig. 1). La circulation d’€lectrons entre ces
composants via un transporteur soluble ‘(cytochrome c, '6u_ HiPIP) permet de géh‘érer un
gradient de protons qui sera utilisé pour la synthése d’ATP. Les pigments photochimiquement
actifs dans le photosystéme bactérien sont les bactériochlorophylles (a et b) et les
caroténoides. En raison de leur simplicité, les complexes photosynthétiques des bactéries
pourpres ont fait I’objet de multiples études (Wang ez al., 1994). La structure ainsi que ie
fonctionnement de plusieurs complexes (centre réactionnel, antennes et cytochromes) sont
maintenant bien connus, ce qui a ouvert la voie aux études de relation structure-fonction chez
certaines especes.

Les unités photosynthétiques sont localisées dans des membranes intracytoplasmiques
extrémement invaginées (membranes ICM); ces membranes sont appelées communément

‘chromatophores’ (Kaplan, 1978).

* Les antennes collectrices ou complexes capteurs de lumiére absorbent les photons
du visible et de l'infrarouge du spectre de la lumiére et transferent l'énebrgie d'excitation qui en
résulte au centre réactionnel ol se déroulent les réactions photochimiques primaires de la
photosynthése. La majorité des bactéries pourpres ont deux types d'antennes collectrices.
L'antenne centrale ou LHI, présente chez toutes les bactéries est liée au centre réactionnel
(RC-LHI). L'antenne périphérique ou LHII est synthétisée par certaines especes bactériennes
et est située 2 la périphérie de I’ensemble RC-LHI. Les antennes collectrices sont en fait des
complexes protéiques, associés aux pigments et aux cofacteurs et sont organisés sous formes
d’anneaux de sous-unités (McDermott et al., 1995) (Fig. 2). Par exemple, la bactéric
photosynthétique Rhodospirillum rubrum dispose de 12 sous-unités de LH pour 1 RC, et 9 ct
8 dans le cas de Rodopseudomonas acidofila et R. molischianum. respectivement (Fleming ct
Grondelle, 1997).

Apres purification, I'analyse des antennes par des méthodes spectroscopiques ou de
séquencgage de protéines a permis de déterminer leur organisation spatiale. Les sous-unités de
ces complexes sont formées d’un hétérodimere de polypeptides o et 8 de 45 a 60

" aminoacides. Ces polypeptides présentent une structure conservée, a savoir un domainc
 transmembranaire en forme d’hélice o avec deux extrémités polaires’ N- et C- terminale

" respectivement du coté cytoplasmique et périplasmique (Tadros ez al., 1987).
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Fig.3. R eprésentations chématique duc entrer éactionneld 'uneb actérie
photosynthétique (d'aprés McDowell et al., 1991). P, dimére de bactériochlorophylle;
BChl, b actériochlorophyle; B Ph, bactériophéophytine; Qp, ménaguinoneA ; Qp,
ubiquinone B; L et M, polypeptides; Fe, ion fer; e, électron.
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Fig. 4. Diagramme de transfert des électrons dans le centre réactionnel des bactéries
pourpres (d'aprés Blankenship, 1994). Laf leche verticale en g ras indiquel 'énergie
apportée par l'absorption de photons, les fleches en trait fin indiquent le parcours des
électrons. Le transfert des €lectrons dans le complexe cyt b/c; sont omis. hv, photons;
P870, dimére de BChl a absorbance maximale (870-nm); BChl, bactériochlorophylle;
BPh, bactériophéophytine; Qp, quinone accepteur primaire; Qp, quinone accepteur
secondaire; Qp, quinone mobile; Fe-Sg, centre Rieske Fer-Soufre; cyt, cytochrome; cyt c,

cytochrome tétrahémique.
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Les caroténoides et un dimére de la bactériochlorophylle (Bchl) sont liés de maniére
non covalente aux polypeptides o et B de ces complexes au niveau des résidus Histidine. Les
molécules de Behl du complexe LHI sont caractérisées par un maximum d'absorption dans la
zone 870-895 nm et sont désignées par B870 ou B895. Le complexe LHII possede
généralement deux types de molécules de bactériochlorophylle aux propriétés spectrales
différentes : 1'absorption maximale est & 800 nm pour un type et & 850 nm pour le second type
(Clayton, 1966).

* Le centre réactionnel (RC) est composé de trois polypeptides H (Heavy), M
(Medium) et L (Light) définis suivant leur mobilité relative en électrophorése SDS-PAGE
(Fig. 1 et 3). Ces sous-unités protéiques, en proportion steechiométrique 1 : 1 : 1, représentent
environ 10% des protéines totales de la membrane ICM (Okamura et al., 1974). Chez
Rhodocyclus gelatinosus, Rhodospirillum centenum et Rhodopseudomonas viridis, un

cytochrome ¢, formé des quatre hémes ¢555 Css, Css6 €L Cs54 cCOnStitue la quatriéme sous-
td b4

unité du centre réactionnel (Agalidis et al., 1990; Yildiz et al., 1992; Deisenhofer et al.,
1985). On I’appelle de ce fait cytochrome ¢ tétrahémique. La sous-unité H est constituée
d’une seule hélice o transmembranaire alors que le reste de la chaine polypeptidique est replié
en un domaine globulaire qui fait saillie sur la face externe de la membrane o elle se lie a
I'hétérodimere L-M (Rees et al., 1989; Chang et al., 1991). Les centres réactionnels de
Rhodobacter sphaeroides (Kiley et al., 1988), Rhodopseudomonas palustris (Varga et
Stachelin, 1985) et Erythrobacter longus (Shimada et al., 1985) ne contiennent pas de
cytochrome ¢ tétrahémique.

Les polypeptides L. et M du complexe RC sont associés & des cofacteurs : chez
Rhodopseudomonas viridis, on trouve 1 dimere de Bchl dénommé P, 2 monomeéres de Behl, 2
molécules de bactériophéophytine, 2 quinones Q, et Qg, 1 ion Fe* et 1 caroténoide (Wang et
al., 1994) (Fig. 3). Ces cofacteurs forment deux branches presque symétriques. Ce type de
centre réactionnel est appelé encore "phéophytine-quinone type" et est similaire au systéme
photosynthétique IT des plantes (Blankenship, 1992).

* Le systéme transporteur d’électrons

En général, a température ambiante, le transfert d'énergie se déroule selon le schéma
LHII --> LHI --> RC en 1 & 100 picosecondes. L'énergie lumineuse captée est ensuite
transférée au complexe LHII, ou au complexe RC-LHI dans le cas ol les capteurs de lumiére
LHII ne sont pas présents. La séquence des transferts d'électrons au sein du centre réactionnel
est schématisée 3 la Figure 4. L'énergie de transfert apportée par les antennes collectrices LH
excite le dimére de Bchl P870 (P960 dans les organismes contenant la Bchl b tels que

Rhodopseudomonas viridis). Un électron du dimére (premier donneur) est ensuite transféré a
une bactériophéophytine puis transmis  un premier accepteur d'électrons, la quinone Q,.
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Cet électron suit son chemin vers une seconde quinone Q,, a partir de laquelle il quitte
le centre réactionnel vers une molécule de quinone mobile Q, localisée dans la membrane

plasmique. Le transfert cyclique d'électrons se poursuit ensuite sur un transporteur

membrariaire comme le cytochrome ¢, : oxydoréductase (ou cytochrome b/c,), puis suf le

il existe). Le complexe b/c, contient deux hémes ainsi qu’une protéine Fe-Soufre. Lorsque le
centre réactionnel ne contient pas de cytochrome ¢ tétrahémique, c’est le cytochrome ¢, qui
L'énergie véhiculée par les électrons 2 travers les quinones membranaires est réutilisée ensuite
pour générer d’une part I'énergie chimique libre, d’autre part ’ATP et le NADPH. 1i faut
rajouter également 3 cela, que le complexe b/c, participe aussi bien au processus de
photosynthése qu’au processus de respiration, ot il alimente en électrons nécessaires les

enzymes de la chaine respiratoire (Knaff, 1993).

* Les caroténoides : role et biosyntheése

L'intégrité structurale des complexes pigment-protéines est préservée par les
caroténoides. Ils sont li€s aux molécules de Bchl du centre et de 1 ‘antenne. Les caroténoides
sont des pigments naturels colorés, abondants et trés répandus dans la nature, dans les
organismes photosynthétiques et non photosynthétiques. On en compte actuellement envifon
700 dans la nature. Ils sont surtout connus pour leur rble de photoprotection contre les
phénomenes de photo-oxydation (Goodwin, 1980). Certains caroténoides cycliques, tel que le
_-caroténe, le B-carotene ou la B-cryptoxanthine sont chez les humains et les animaux, des
précurseurs de vitamine A, de rétinal et d’acide rétinoique (Pitt, 1971; Britton, 1983; Frickel.
1985). Le métabolisme de certains caroténoides conduit & des composés précurseurs de
I’acide abscissique, une hormone végétale essentielle (Rock et Zeevaart, 1991). Dans les
organismes photosynthétiques, les éaroténo’ides jouent le rdle de pigments secondaires
capteurs de lumiére (Cogdell et Franck, 1987) et de protection contre la photo-oxydation de la.
Bchl (Goodwin, 1980; Cogdell et Franck, 1987; Siefermann-Harms, 1987). En absorbant les
longueurs d'ondes dans la zone bleu-verte de la lumiére visible (400-500 nm), qui est peu ou
pas absorbée par la Bchl, les caroténoides jouent le role de pigments accessoires. L'énergie
lumineuse captée est ensuite transférée aux molécules de Bcehl. Les caroténoides en absorbant
certaines Jongueurs agiraient comme des écrans protecteurs grice a leur structure chimique.
En présence d'oxygéne moléculaire, la lumiére est nuisible aux bactéries privées de
caroténoides (Gest et Favinger, 1983). o

Au niveau de leur biosynthése, le précurseur est 1’isopenténylpyrophosphate (IPP):
I’addition-successive de IPP aboutit ensuite a_la formation de >géranylgéranylpyrophosphate
ou GGPP (molécule en C,). La condensation de deux molécules de GGPP conduit au
phytoéne, composé incolore en C,, et véritable précurseur des caroténoides (Fig. 5).
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Fig. 6. Organisation des génes photosynthétiques chez Rhodobacter capsulatus. A,
"Super-opéron" organisé sur le cluster de 46 kb (d'apreés Burke et al. 1991). Les génes
sont représentés par des rectangles. Les génes de structure du complexe capteur de
lumiére et du centre réactionnel (puh et puf) sont en noir, les génes de biosynthese de la
bactériochlorophylle (bch) sont en gris, et les geénes des caroténoides (crt) sont
hachurés. En blanc sont indiqués les cadres de lecture. B, génes de 1'6péron
polycistronique puc (d'aprés Klug, 1993).
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Puis, des réactions de désaturation, de substitution et/ou de cyclisation aboutissent
ensuite a4 la formation des caroténoides colorés acycliques ou présentant un ou deux
groupements cycliques a 1’extrémité de la chaine hydrocarbonée. Ce sont le nombre de
doubles liaisons (3 a 15), la présence ou non de groupes mésomeres (carbonyle, aldéhyde,
acide, ...) ainsi que 1’état d’isomérisation d’un caroténoide qui déterminent ses propriétés
spectrales. Divers études menées chez les bactéries photosynthétiques de la famille des
bactéries pourpres non sulfato-réductrices ont permis d’identifier et de proposer des voies de
biosynthese des caroténoides chez ces organismes (Goodwin, 1956 et 1980). En résumé, elles
sont de deux types (Fig. 5) : celles qui correspondent 2 la synthése de caroténoides cycliques
telles que la zéaxanthine, la nostoxanthine (Harashima, 1989), ou encore la canthaxanthine
(Fig. 5); cette voie a pour précurseur direct le lycopene et le B-caroteéne. Le deuxieme type
conduit A la biosynthése de caroténoides linéaires comme la spirilloxanthine. Deux voies de
biosynthése de la spirilloxanthine sont possibles : la ‘voie normale’ qui passe par le lycopéne
et entre autres la rhodopine; c’est la plus fréquente ; la ‘voie alternative’, d’autre part, est
rencontrée dans certains cas, et passe par la chloroxanthine et le sphéroidéne (Harashima,
1989). Citons quelques exemples. Rhodospirillum rubrum contient une molécule de
spirilloxanthine par paire of du complexe RC-LHI (Berger et al., 1992). Chez
Rhodopseudomonas acidophila, on trouve une molécule de rhodopine pour un dimere de Behl
au sein du LHII (McDermott et al., 1995).

* Les bases génétiques de P’appareil photosynthétique

Les génes impliqués dans la synthése du photosysteme sont : 1) les opérons puf, puh,
et puc, qui codent pour les protéines et les cofacteurs du centre réactionnel et des antennes, 2)
les génes bch codant pour les enzymes de la biosynthése de la bactériochlorophylle, 3) les
génes crt correspondant aux protéines de la biosynthése des caroténoides. A l'exception des
génes puc, les opérons pufetpuh sont organisés sur le chromosome en un large cluster de 46
kb, qui constitue le cluster des génes de photosynthése ou PGC (Photosynthetic Gene Cluster)
(Fig. 6). Ces génes sont par exemple entierement séquencés chez Rhodobacter capsulatus
(Yen et Marrs, 1976; Marrs, 1981; Taylor et al., 1983; Zsebo et Hearst, 1984 ; Burke et al.,
1991). L'opéron polycistronique puf renferme les génes de structure des polypeptides L et M
du centre réactionnel (pufL et pufM), les génes de structure des polypeptides o et B du
complexe LHI (pufA et pufB), et les cadres de lecture pufQ et pufK. Lorsque le centre
réactionnel comprend un cytochrome ¢ tétrahémique, ce dernier étant codé par le gene pufC,
situé en aval de pufM. L'unique géne puhA de 'opéron puh codant pour le polypeptide H est
localisé A environ 39 kb de 1'opéron puf. Les génes codant pour les polypeptides o et 8 du
complexe LHII se regroupent dans 1'opéron puc (pucA et pucB) situé sur un autre segment du
chromosome, & 18 kb de l'opéron puh. Les génes bch et crt sont organisés en différents
opérons dans le cluster du PGC. Les génes hem A et hem T, qui codent pour des précurseurs
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de la bactériochlorophylle, ne font pas partie du PGC (Suwanto et Kaplan, 1989). 1l en est de
méme pour le géne de structure cycA, qui code pour le cytochrome soluble ¢, ou encore pour

I'opéron fbc, composé des geénes codant respectivement pour la protéine Fer-Soufre du
cytochromeb/c, (Gabellini et al., 1985; Davidson et Daldal, 1987). Ainsi, 'organisation
polycystronique des génes permet une corégulation de leur expression.

* Régulation de la photosynthese

Chez les bactéries photosynthétiques non sulfato-réductrices, aérobies ou non, le taux
de bactériochlorophylle et de caroténoides dans les membranes photosynthétiques est régulé
par des facteurs exogeénes tels que ’oxygéne et la lumilre, qui interviennent dans la
transcription et I’expression des génes de l'opéron puf. Leurs effets sur 'accumulation des
pigments photosynthétiques sont différents chez les bactéries aérobies et les bactéries
pourpres non-sulfato-réductrices. Les bactéries photosynthétiques aérobies comme

z

Roseobacter denitrificans accumulent des membranes photosynthétiques durant
d'obscurité en aérobiose (Shiba et al., 1979). Chez Rhodobacter sphaeroides et Rhodobacter
capsulatus, les pigments sont synthétisés a la lumiere en anaérobiose ou a I’ obscurit€ en semi-
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aérobie (Drews, 1978 ; Kiley et Kaplan, 1988). L'expression des génes de 1'opéron puf s'avére
étre dépendant du rapport oxygene/lumiére (Nishimura et al., 1996). La présence de Bchl est
indispensable pour la formation de 1’appareil photosynthétique (Iba et al., 1983).

La synthése de Bchl par la souche BTAIl est maximale sous pression atmosphérique;
sous tension optimale d’oxygéne, I'accumulation de Bchl est inhibée par de fortes intensités
lumineuses (Evans et al., 1990). En effet, la synth&se et I'accumulation maximale de Bchl
chez BTAil requiert une photopériode. Des cellules, préalablement exposées a une
illumination de courte durée (30 min), synthétisent efficacement de la bactériochlorophylle
durant la phase obscure, alors que des illuminations de longue durée et/ou de fortes intensités
lumineuses inhibent I'accumulation de ce pigment. Les travaux préliminaires sur le transfert
photosynthétique d'électrons chez cette souche ont montré qu’en présence d’oxygene, la
lumiére induit l'oxydation d'un cytochrome (Fleischman, communication personnelle).
Comme chez les bactéries marines, tous les accepteurs d'électrons sont complétement réduits
en absence d'oxygéne rendant ainsi toute croissance phototrophique impossible.

Présentation du travail et de son intérét

L’idée générale de nos recherches est de savoir si ’utilisation de Bradyrhizobium
photosynthétiques est bénéfique pour la fixation de 1’azote ainsi que pour la croissance des
Aeschynomene. Le travail que nous nous sommes proposés de mener au Laboratoire de
Microbiologie du Centre ORSTOM/ISRA de Dakar est de savoir si, réellement, le systéme
photosynthétique de ces Bradyrhizobium est fonctionnel. Nous avons donc caractérisé le
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mieux possible 1’appareillage photosynthétique dans son ensemble. La souche ORS278
productrice de canthaxanthine (souche orange) a été prise comme modele. Ainsi, la
purification du complexe RC-LH, sa caractérisation spectroscopique, et la détermination de
ses composantes (protéines L, M, H, cytochromes, caroténoides, ...) ont ét€ entreprises. Dans
le méme temps, la localisation cellulaire des caroténoides, en particulier celle de la
canthaxanthine vis & vis de la spirilloxanthine, a été étudiée. Enfin, quelques €léments de la
régulation de la synthese des pigments sont apportés dans ce travail, aussi bien au niveau des
bactéroides (dans le nodule) qu’au niveau de la bactérie en culture pure, vis-a-vis de

I’oxygene et de la lumiére.
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1- Culture bactérienne

1.1 Aérobie, anaérobie, semi-aérobie

* Aérobie. LeBradyrhizobium photosynthétique la souche ORS278 isolée de nodules
caulinaires d'Aeschynomene sensitiva a été cultivée dans des erlenmeyers contenant 50 ml de
milieu liquide YM (Vincent, 1970; cf. Annexe). L’agitation est d'environ 200 rpm (agitateur
'Orbit shaker', Bioblock). L’éclairage est effectué par des lampes incandescentes de 60 watts
(type Mazda); il est soit intermittent (15h/9h (lumi€re/obscurité)), soit continu, soit les
cultures sont réalisées a 1’obscurité (papier d’aluminium entourant les erlenmeyers). Le flux
lumineux mesuré au niveau des erlenmeyers est de 4500 lux, la température de 30°C. En
phase stationnaire (5 & 6 jours), les milieux contenant la bactérie sont mis & centrifuger
(10.000 g, 10 min, rotor SORVALL SS34). Le surnageant est éliminé et les culots bactériens
sont mis 4 congeler & -20°C. Pour des expérimentations demandant des quantités plus
importantes de bactéries, les cultures sont réalisées dans des récipients contenant 500 ml de
milien YM, dans les mé&mes conditions que précédemment.

* Anaérobie. Des récipients contenant environ 100 ml de milieu YM et inoculés par la
souche bactérienne sont bouchés stérilement avec un septum. Un balayage de 5 min & I’argon
est effectué en introduisant une aiguille hypodermique reliée au gaz. Une autre aiguille piquée
4 coté permet d’évacuer le flux d’argon en exces. Les aiguilles sont ensuite enlevées
délicatement et les cultures mises en agitation, dans les mé&mes conditions qu’en aérobie.

* Semi-aérobie. Dans les flacons conditionnés pour les expérimentations en
anaérobiose, une partie du gaz est retirée a I’aide d’une seringue stérile, par piquage dans le
septum. La mé&me quantité en oxygéne est introduite ensuite avec la méme seringue dans le
flacon. Les conditions de culture restent identiques aux précédentes.

1.2 En présence d'inhibiteurs de la synthése des caroténoides

Des substances connues pour inhiber la synth&se des caroténoides sont ajoutées dans le
milien YM. Ils sont préalablement préparés en solution concentrée dans 1’éthanol pur. Les
concentrations finales dans le milieu de culture sont : Nicotine(-) (SIGMA), 5 mM et 10 mM;
2-méthylimidazole, 0,1, 0,5, 1,0, 5,0 et 10 mM; Diphénylamine, 20, 40, 200 uyM et 1 mM. La
2-méthylimidazole est ajoutée au démarrage de la culture, alors que le DPA et la Nicotine
sont additionnés 48 h aprés. Les cultures sont réalisées en lumiére intermittente.

1.3 En présence de TMAO ou de KNO,

La triméthylamine-N-oxyde (TMAQ) et le nitrate de potassium sont préparés en
solution aqueuse concentrée qui sont ensuite stérilisées par filtration sur une membrane de
0,45 pm. IIs sont ajoutés dans le milieu & raison de 1 et 10 mM pour le TMAO, et 10 mM
pour le nitrate, qui sont les concentrations finales dans la culture.
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2- Inoculation des plantes hotes

2.1 Stérilisation et germination des graines d'Aeschynomene

Les graines d'Aeschynomene sont stérilisées par immersion dans l'acide sulfurique
concentré (96%) pendant 40 min. Aprés plusieurs ringages abondants 2 l'eau distillée stérile,
les graines sont laissées pendant 6 h dans l'eau. Cette é‘ta;.)e-:ﬂfévorise le gonflement des graines
qui sont ensuite déposées stérilement dans des boites de Petri contenant de I'eau gélosée a
0,7% d'agar,  raison de 20 graines par boite. La germination s'effectue ensuite en atmosphere
humide, 3 30°C et a l'obscurité, pendani 24 h. Lorsque les racines des jeunes plantules ont
atteint environ 1 & 2 cm de long, elles sont transférées dans des tubes Gibson. Ces tubes de
culture contiennent une solution nutritive (milieu de Jensen, cf. Annexe) en gélose inclinée;
ils sont munis d'un capuchon en aluminium présentant un orifice par lequel la racine de la
plantule est introduite. Pour éviter le dessechement de l'enveloppe cotylédonaire-des graines -
et pour leur permettre de se libérer spontanément de l'en\feloppé de la graine, il est nécessaire
de laisser les tubes en atmosphére humide pendant 24 h sous éclairage continu (lumiére du

jour).

2.2 Inoculation

L'inoculation sur les racines se fait avec 1 ml de culture bactérienne pure en phase
exponentielle de croissance (milieu YM). L'inoculation des tiges d'Aeschynomene est réalisée
en badigeonnant les sites de nodulation avec un pinceau fin stérilisé, tremp€ au préalable dans
la culture bactérienne pure. 48 plantules (correspondant & un portoir) sont inoculées sur les
racines disposées & 1’obscurité, et 48 autres plantules sont inoculées sur les racines exposées a
la lumiére du jour intermittente (15h/9h, lumiére/obscurité). Sur un troisiéme, 48 autres
plantules sont inoculées en badigeonnant les tiges exposées a la lumiere intermittente. Les

plantules sont laissées ainsi a 30°C.

3- Isolement des bactéroides

Environ un mois aprés I’inoculation, les nodules racinaires et caulinaires sont prélevés
dans un bécher refroidi dans la glace. Ils sont ensuite broyés dans un tampon PO, > 50 mM,
EDTA 2 mM, a pH 7,4. L'extrait est filtwé sur 3 couches de toile 2 Butler de 150 pm de
porosité. Le filtrat est centrifugé (12.000 g, 15 min, rotor SS-34), le culot obtenu lavé 2 fois
par un tampon PO, > 50 mM, MgSO, 2 mM, a pH 7,4, puis repris ensuite par un tampon Tris-
HCI 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4. Un gradient discontinu de Percoll (SIGMA) est ensuite
réalisé dans des tubes de 15 ml borosilicatés, de la maniére suivante. Deux couches
successives de 5 ml chacune (1,08 g/ml et 1,04 g/ml) sont coulées délicatement, 3 rnl .d’éxtrait

précédent sont alors déposés au sommet du tube qui est ensuite centrifugé (25.000 g, 2 h, &
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Culture liquide
Cycle Lumiére/0Obscurité

* 12.000 g, 15 min, 4°C

| Culot bactérien

- Lysozyme
- Sonication
- Centrifugation 12.000 g

Surnageant

* 150.000 g, 2 h, 4°C

Chromatophores

Y

- Triton X-1001%, SDS 1%.

Solabilisation | _ Centrifugation 150.000 g

—* |

(Souches Canthaxanthine ('+D

Surnageant
(Souches Canthax (-D
Lavage Gradient isopicnique
Concentration , desaccharose

N/

Purification par chromatographie
- DEAE-Sépharose CL-6B
- Sépharose CL-6B

Fig. 7. Etapes de purification du complexe RC-LH des Bradyrhizobium
photosynthétiques d'Aeschynomene.
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4°C). La phase de couleur marron contenant les bactéroides est récupérée a la pipette Pasteur,
puis lavée plusieurs fois par le tampon Tris précédent afin d’éliminer le plus possible la
chlorophylle. Une vérification de la présence des bactéries est faite systématiquement au
microscope. Les pigments contenus dans le culot de bactéroides sont extraits de la méme
maniére que dans le cas d’un culot bactérien (cf. 5.1 ci-dessous).

4- Purification des complexes photosynthétiques

Les étapes correspondantes 2 la purification du complexe RC-LH des Bradyrhizobium
photosynthétiques d’Aeschynomene sont décrites a la Figure 7. Elles vont se différencier
suivant qu’il s’agisse d’une souche produisant de la canthaxanthine ou non. Ce protocole est
donc applicable a toutes les souches en général.

4.1 Préparation des chromatophores

Trois litres de culture bactérienne en phase logarithmique de croissance sont
centrifugés (12.000 g, 40 min, & 4°C, rotor SORVALL GS3). Le culot obtenu est repris par un
tampon de Tris-HCI 10 mM, pH 7.8, le mélange homogénéisé a I’aide d’un potter refroidi, et
incubé 2 37°C pendant 1h. Aprés addition de lysozyme 2% (p/v), ’EDTA 10 mM (pH 8,0),
I’homogénat est incubé encore 1 h. Il est ensuite soniqué a 4°C pendant 10 min 4 100 Hz sur
un appareil ‘VibraCell’ (microsonificateur & sonde BIOBLOCK). Aprés centrifugation
(12.000 g, 15 min, a 4°C, rotor SS-34), le surnageant contenant les chromatophores est
centrifugé A nouveau (150.000 g, a 4°C, 1 h, rotor BECKMAN SW40 Ti). Le culot ainsi
obtenu et contenant les chromatophores est congelé 4 -20°C.

4.2 Solubilisation et purification partielle du complexe RC-LH
Le culot contenant les chromatophores obtenus précédemment est repris par 2 ml de

tampon Tris-HC1 10 mM, pH 7,5, contenant un mélange Triton X100 1%, SDS 1%. Il est mis - -

en agitation douce pendant 2 h & température ambiante. La suspension est ensuite diluée
jusqu’a 12 ml par un tampon Tris-HC1 10 mM, pH 7,5.

Souche ORS278. Dans ce cas, I’élimination définitive de la canthaxanthine se réalise
en effectuant un gradient discontinu de saccharose, de la maniére suivante. Trois couches
successives de 3 ml, chacune sont déposées délicatement dans des tubes de 13 ml en
polycarbonate; les couches correspondent a des concentrations de saccharose de 0,2, 0,6 et 1,0
M préparés dans un tampon Tris-HC1 0,1 M, pH 7,5, et contenant du Triton X100 0,05% et du
SDS 0,05%. Des aliquotes de 3 ml sont déposés au-dessus du tube. Aprés centrifugation
(150.000 g, 16 h, a 4°C, rotor BECKMAN SW40Ti), les fractions sont délicatement prélevées
4 la pipette puis-lavées plusieurs fois par un tampon Tris-HC1 10 mM, pH 7,5 dans une cellule
d’ultrafiltration AMICON munie d’une membrane PM10 (retenant les poids moléculaires
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supérieurs 3 10 kDa), afin d’éliminer le saccharose. Aprés concentration, le spectre
d'absorption des 2 fractions obtenues est enregistré sur un appareil BECKMAN DU40, entre
200 et 900 nm, afin de visualiser le complexe RC-LH. La fraction contenant le complexe est

déposée sur une colonne de DEAE-Sépharose CL-6B (16 x 180 mm) (PHARMACIA)

conditionnée dans un tampon Tris-HC1 10 mM, Triton X100 0,025%, pH 7,8, 4 4°C (chambre
froide). Le débit d’élution est maintenu & 1 ml/min. Aprés rincage de la colonne par deux
volumes du méme tampon, puis encore par deux volumes du tampon contenant 50 mM de
NaCl, le complexe RC-LH est décroché par 100 mM de NaCl dans le méme tampon. Le
complexe est visualisé par spectrophotométrie 4 une longueur d’onde de 870 nm. Les
fractions contenant le complexe sont rassemblées, puis filtrées et concentrées sur cellule
AMICON (membrane PM10).

Souche BTAIl. Dans le cas de la souche BTAI1, les 12 ml obtenus apres solubilisation
(cf. ci-dessus) sont lavés plusieurs fois par un tampon Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, et concentrés
sur une cellule d’ultrafiltration AMICON jusqu’a un petit volume (environ 2 ml).

Les complexes des souches ORS278 et BTAil ainsi obtenus sont enfin purifiés par

filtration sur gel.

4.3 Purification finale par filtration sur gel

La derniére étape de purification des complexes RC-LH des souches ORS278 et
BTAI1 consiste en une filtration sur gel (ou ‘perméation de gel’). Elle est effectuée sur une
colonne de Sépharose CL-6 B (PHARMACIA, 16 x 430 mm) éluée par un tampon Tris-HCl
10 mM, pH 7,5, contenant du Triton X100 a 0,025%. Son domaine de fractionnement

s’échelonne de 10.000 4 4 x 106 Da. Le débit d’élution est de 1,5 ml/min. Les fractions
contenant le complexe sont rassemblées, concentrées ensuite sur cellule AMICON

(membrane PM10), puis congelées 4 —20°C.

5- Caractérisation et quantification des pigments bactériens

5.1 Extraction des caroténoides

Un mélange acétone-MeOH (7:2, v/v) est ajouté aux culots bactériens (environ 3
volumes de solution pour 1 volume de culot) et laissé 4 4°C, & 1'abri de la lumi¢re pendant 30
4 60 min. De la méme maniére, ’extraction peut s’effectuer sur le complexe RC-LH purifié.
L'extrait est alors centrifugé (8000 g, 10 min) et le surnageant contenant les pigments
récupéré. L'extraction est répétée plusieurs fois jusqu'd décoloration complete du culot. Une
solution concentrée de NaCl est ajoutée (5% en final) au surnageant. Les caroténoides sont
ensuite extraits une fois par 'hexane. Les traces d'eau qui peuvent €tre présentes dans la phase
hexane sont éliminées soit par I'addition de NapSO4 soit a la pipette Pasteur. Apres filtration

sur papier, la solution d'hexane est concentrée (rotavapeur BUCHI) jusqu'a un trés petit
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volume. L'extrait est conservé ainsi i 4°C, a l'abri de la lumiére.

5.2 Détermination structurale des caroténoides
La structure des caroténoides a été déterminée par plusieurs méthodes

complémentaires entre elles.
5.2.1 Chromatoora

weden NoRER NSRARIERVU gy

2

L'extrait obtenu précédemment est déposé sur une plaque de CCM (plaque
d'aluminium recouvertes de silice Si60, MERCK N°5553, sans indicateur fluorescent). Les
caroténoides sont visualisés aprés élution de la plaque par un solvant CH2CI2/AcOEt (95:5,
v/v) (Lorquin et al., 1997b). Les divers caroténoides se séparent pour former des bandes
visibles de couleur variable. Par comparaison des Rf et par co-élution avec des témoins du
commerce, les caroténoides peuvent ainsi étre identifiés. Le 8-caroténe, la canthaxanthine, le
lycopéne, l'asthaxanthine, la zéaxanthine ont été fournis par la société Hoffman-LaRoche
(Bile, Suisse). L’isozéaxanthine et I’isocryptoxanthine sont synthétisés par réduction de la
canthaxanthine et de ’asthaxanthine respectivement, & I’aide du borohydrure de sodium (cf.
5.2.3).

5.2.2 Spectrophotométrie UV/VIS

Aprés grattage de la silice dans la zone correspondante aux différentes bandes
obtenues en CCM, les caroténoides sont extraits par du méthanol et la silice est éliminée par
centrifugation. Le spectre d'absorption de ces molécules est ensuite enregistré i l'aide d'un
spectrophotometre UV/VIS Beckman DU40. Les Amax correspondants sont alors comparés a
ceux de la littérature (Foppen, 1971), afin de proposer une structure éventuelle.

5.2.3 Réduction chimique

La réaction est réalisée par l'addition de quelques cristaux de NaBHy en présence de
méthanol (Krinsky et Goldsmith, 1960) sur le caroténoide purifié. Le spectre d’absorption
permettra ensuite de vérifier si la molécule contient des groupes cétoniques.

5.2.4 Par HPLC

La purification s'effectue a ’aide d’une pompe HPLC WATERS 600E, d'un détecteur
PHILIPS PU4110, d'un injecteur RHEODYNE muni d’une boucle de 20 pl, et d'un
intégratear SPECTRA PHYSICS 4290. La séparation s’effectue sur une colonne C;,
HYPERSIL (ALLTECH-France) (250 x 4,6 mm) avec un solvant méthanol/tétrahydrofurane
(95 : 5, v/v), 2 un débit de 1 ml/min. Un dégazeur 2 membranes WATERS est placé dans le
circuit du fluide. La détection est effectuée & 450 nm (absorbance max : 0,5).

5.3 Quantification des pigments bactériens

Le dosage des pigments s'effectue directement a partir de l'extrait obtenu dans le
mélange-acétone/méthanol (cf. 5.1). Le spectre d'absorption de I'extrait est enregistré a l'aide
du spectrophotométre BECKMAN DU40 de 300-350 a 900 nm.

25 o Matériels et méthodes



5.3.1 Bactériochlorophylle
La concentration en bactériochlorophylle a (Bchl a), visualisée principalemeni a 770
nm (Eimhjellen et al., 1963), est calculée par la loi de Beer-Lambert. Le coefficient
d'extinction molaire est de 76 mM-Ll.cm-! (Clayton, 1966). La teneur en Bchl a est exprimée
en nmoles/m! de culture.
5.3.2 Caroténoides
La teneur en caroténoides totaux est déterminée par la formule suivante (Liaaen-
Jensen et Jensen, 1971): Q(mg) = DO x V x 10/2500. DO est la densité optique mesurée au A

max; V est le volume de l'extrait total en ml; 2500 est le e moyen des caroténoides, Q étant

exprimée en mg/ml de culture.
5.3.3 Canthaxanthine
La canthaxanthine (Rf 0,48) est purifiée par chromatographie sur couche mince (cf.
5.2.1). Les isomeres de la canthaxanthine (Rf 0,37 et 0,26) sont également pris en compte
pour la détermination de la canthaxanthine totale. Le spectre d'absorption est enregistré dans
le méthanol. Le calcul de la concentration s'effectue par la loi de Beer-Lambert en prenant une

valeur de 2200 cm-1.% pour le coefficient d'absorption (Liaaen-Jensen et Jensen, 1971).

6- Méthodes relatives aux protéines

6.1 Dosage protéique

50 pl de soude 1M sont ajoutés & 20 pl de solution de complexe purifi€ (ou a 20 pl
d’extrait de chromatophores). La concentration en protéines est déterminée ensuite par la
méthode de Bradford (1976). Cette technique utilise le Bleu de Coomassie sous forme
anionique qui se fixe préférentiellement aux groupements cationiques des protéines.

Un ml du réactif de Coomassie est ajouté a 20 il de solution & doser. La lecture de la
densité optique est ensuite effectuée & 595 nm, 2 min minimum apres, a température
ambiante. Trois répétitions sont nécessaires. La solution colorante est préparée comme suit :
100 mg de Bleu de Coomassie G250 (SIGMA) sont dissous dans une solution contenant 100
ml d'acide phosphorique 4 85% et 50 ml d'éthanol & 95%, dans 1 litre d’eau. Le mélange est
filtré sur papier et conservé 2 4°C pendant un mois maximum. La gamme étalon est établie en
prenant I'albumine de sérum de beeuf (BSA), et s’échelonne ente 0 et 60 ig. La solution

concentrée de BSA (1 mg/ml) est préparée dans I’eau en présence de NaCl IM.

6.2 Détermination des poids moléculaires par filtration sur gel

La colonne utilisée est identique a celle décrite ci-dessus (cf. 4.3) mis 2 part un débit
de 0,25 ml/min et I’utilisation d’un tampon Tris-HC1 10 mM, NaCl 50 mM, pH 7,8. La
détermination des poids moléculaires des protéines s’effectue en tragant la courbe Ln(PM) en

fonction du rapport Ve/Vo, ou :
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Ve, volume d'élution de la protéine

Vo, volume d’exclusion (ou volume ‘mort’). Celui-ci est déterminé en €éluant du Bleu
Dextran 2000 (SIGMA; 250 il de solution & 2 mg/ml) au méme débit.

La courbe de calibration est établie a 1’aide des protéines standard du kit MW-GF1000
(SIGMA) qui sont : Anhydrase carbonique (29 kDa), Albumine (66 kDa), Alcohol
Déhydrogenase (150 kDa), 8-Amylase (200 kDa), Apoferritine (443 kDa) et Thyroglobuline
(669 kDa). Chaque protéine est préparée dans le tampon d’élution : Thyroglobuline (13
mg/ml), B-amylase (7 mg/ml), Alcohol déhydrogénase (10 mg/ml), Albumine (33 mg/ml),
Anhydrase carbonique (10 mg/m1). 300 ul de chaque protéine sont déposés et €lués sur le gel
une 3 une. 300 pl de complexe purifié sont déposés et élués sur le gel dans les mémes

conditions.
6.3 Electrophorése SDS-PAGE

6.3.1 Préparation des échantillons protéiques
Elle s’effectue par précipitation a l'acétone ("poudre acétonique”). Un volume de
complexe purifié (ou 1/2 volume de solution de chromatophores) sont ajoutés goutte-a-goutte
sur 10 volumes d'acétone  -20°C en agitation. La solution est ensuite laissée pendant 2 h a -
20°C. Apres centrifugation (12.000 g, 15 min), le culot est lavé deux fois par de l'acétone a -
20°C. 11 est ensuite séché sous vide pendant 2 h afin d'éliminer les derni¢res traces d’acétone.
6.3.2 Electrophorese
L'électrophorése unidimensionnelle des protéines est réalisée sur un gel discontinu de
polyacrylamide & 15% (cf. Annexe). Le gel est coulé dans des moules verticaux, préparés
avec des minicellules Mini-Protean II cell (BIO-RAD) de 7 cm de long et 8 cm de large.
Les protéines précipitées sont dissoutes dans une solution dénaturante de SDS et DTT
(cf. Annexe). L'addition de bleu de bromophénol permet ensuite de visualiser le front de
migration. Le dépot (10 pl) est d’environ 12 pug pour les protéines du complexe RC-LH et de
22 pg pour celles des chromatophores. Parallélement, 7 pl de marqueurs standard de poids
moléculaires connus (gamme allant de 14,4 a4 97,4 kDa) et fournis par BIORAD (Low Range,
N°161-0304) sont déposés. Les protéines sont séparées en appliquant une tension constante de
30 Volts pendant 5 h. Le tampon de migration est Tris-Glycine, 4 pH 8,3.
6.3.3 Révélation
La révélation s’effectue par coloration au bleu de Coomassie. Le gel résolutif est
récupéré et mis dans un récipient contenant une solution de fixation a 3% (p /v) d'acide
trichloroacétique, puis soumis A une agitation douce pendant 15 a4 30 min. La fixation se
poursuit ensuite pendant 1 h dans une solution de bleu de Coomassie (Brillant Bleu R,
SIGMA) 2 0,25 % (p/v) contenant du méthanol 50 % (v/v), et de l'acide acétique & 10% (v/v).
Aprés élimination du colorant et ringage a l'eau distillée, la décoloration est effectuée par une
solution de méthanol 25% (v/v) contenant 10% (v/v) d'acide acétique et 3% d'éthyléne glycol.
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La courbe standard des poids moléculaires est établie en tracant Log(PM) en fonction
du Rf (coefficient de migration) de chaque protéine standard.

6.4 Détermination d'activité heme ¢

Elle correspond a la méthode de Goodhew et al. (1986). Avant coloration par le bleu
de Coomassie, le gel d’acrylamide précédent est immergé pendant 15 min dans une solution
de 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (TMBZ), avec agitation a 1’obscurité (cf. Annexe). Puis,
0,68 ml de HpO» sont ajoutés et une agitation de 10 min est encore effectuée jusqu'a
'apparition d’une coloration bleue. Le gel est-lavé ensuite dans la solution de lavage (cf.
Annexe).

La décoloration s'effectue en ajoutant quelques cristaux de sulfite de sodium solide et
se poursuit par plusieurs ringage dans la solution de lavage. La révélation des protéines se
réalise ensuite comme indiqué ci-dessus (cf. 6.3).

7- Méthodes spectroscopiques sur le complexe RC-LH

7.1 Détermination de I’activité photochimique

Les spectres de changement d’absorption du complexe purifié ont été effectués au
Laboratoire de Photosynthése Bactérienne du CNRS situé & Gif sur Yvette (France). Ils sont
effectués a I’aide d’un spectrophotométre CARY 2300 équipé d’un systeme d’illumination
perpendiculaire au trajet de lecture de I’absorbance.

La solution contenant le complexe RC-LH purifié est introduite dans la cellule de
mesure. Aprés 1’avoir illuminé pendant un temps trés court, & une longueur d’onde choisie
dans le proche-infrarouge, ’appareil mesure le signal environ 35 ms aprés le flash. Cette
différence d’absorbance AA est répertoriée ensuite sur une deuxiéme courbe (encore appelée
spectre de lumilre noire) qui représente les AA en fonction de la longueur d’onde du flash.
Cette courbe est calculée par interpolation & 1’aide d’un programme (Kaleidagraph) qui utilise
une méthode de calcul des ‘moindre carrés’ sur un ordinateur MACINTOSH.

7.2 Détermination de la quantité de RC
A P’aide des courbes d’activités photochimiques, le AA mesuré a 870 nm est relevé.

Puis, la concentration de RC est calculée comme suit : [RC]=AA/Ag, ot Agy,=113 mM™.cm™

(Straley et al., 1973).

7.3 Détermination de la quantité de LH
Elle est calculée par la formule [LH] = Agy/€g0 , Ol Ego= 128 mM™.cm™ (Clayton et

Clayton, 1981).
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Fig. 8. Spectres d'absorption des extraits de bactéroides isolés des nodules (A) racinaires, (B)
caulinaires. Solvant : Acétone/MeOH (7: 2). Dans le cas des nodules racinaires, éclairés ou pas, le
spectre obtenu est identique a (A). Les longueurs d'onde encadrées correspondent 4 celles de la
chlorophylle : 431, 619 et 662 nm sont celles de la chlorophylle a, 457 est celle de la chlorophylle b.
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La souche ORS278 est étudiée dans ce mémoire. La souche BTAil, premier
rhizobium photosynthétique isolé (Eaglesham et al., 1990), sera comparée dans des études
particulieres. Les résultats exposés ici donnent un apergu général du comportement de
I’ORS278, et un accent particulier est-mis sur la description de 1’appareil photosynthétique,
sur sa purification et sa fonctionnalité.

1- La bactériochlorophylle est synthétisée dans le nodule caulinaire et non
dans le nodule racinaire

ORS278 synthetlse -t-elle les pigments (Bchl a, caroténmdes) dans le nodule ? Des
tests portant sur la nodulation caulinaire et racinaire ont donc ete entrepns Les essais ont été
effectués en éclairant ou en maintenant a 1’obscurité les nodules ‘racinaires, les nodules
caulinaires étant eux éclairés (cf. Matériels et méthodes). Apres isolément des bactéroides et
extraction des pigments, les Spedres d'absorption ont été enregistrés (F1g 8A et 8B).

Il ressort que la baétériochlorophy]le a n’est pas synthétisée dans les nodules
racinaires éclairés ou non (Fig. 8A), alors qu’elle est présente dans les bactéroides de nodules
caulinaires (Fig. 8B). Notons. la présence de chlorophylle résiduelle que I’on v1suahse 2662
nm et 4 457-460 nm (Z111nskas Braun, 1974) La zone des carotenmdes est masquee on ne

" peut donc déterminer si ces composés sont synthetlses ou non. La separauon totale de la

chlorophylle dans I’extrait est trés difficile: 1l faudra- ulterleurement travalller sur un plus
grand nombre de nodules et séparer correctement par chromatographle sur couche mince la

chlorophylle des caroténoides.

2- Comportement de la bactérie vis-a-vis de I’oxygéne : respiration

Rappelons dans un premier temps quelques généralit€s sur la respiration des bactéries
photosynthétiques. La voie principale de la génération d'énergie chez une bactérie aérobie
hétérotrophe Erhythrobacter longus est la photosynthése et la respiration oxygénique
(Harashima et al., 1982; Okamura et al., 1986). Chez d'autres especes aérobie hétérotrophes,
il peut également exister une respiration anaérobie, dans la mesure ol ’on remplace
I'accepteur terminal d'électrons, I'oxygéne, par d’autres substituts comme la triméthylamine-
N-oxyde (TMAO), le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Madigan et Gest, 1978), le monoxyde
d'azote (N,O) (McEwan et al., 1985) ou encore le nitrate (Shioi et al., 1986). Ces substrats
auxiliaires maintiennent la balance redox au cours du métabolisme photosynthétique. Ils
oxydent le dernier cytochrome de la chaine des électrons, entrainant ainsi une modification du
niveau redox en un état plus oxydé. Le complexe photosynthétique des bactéries aérobies
hétérotrophes n'est généralement pas opérationnel en anaérobiose car les accepteurs primaires
d'électrons que sont les quinones sont a 1’état réduit. Une exception est celle de la souche
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Fig. 9. ‘Effet du mode d'éclairage sur la synthése des pigments (Bchl, caroténoides) ainsi
que sur la formation du complexe RC-LH de la souche ORS278. Le complexe RC-LH
est purifié puis quantifié¢ arbitrairement par la mesure de I'absorbance a 870 nm.
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Roseobacter denitrificans (anciennement Erythrobacter sp. souche OChl14), capable
de se développer en présence de nitrate et de TMAO (Shioi et al., 1986). En fait, il faut savoir
que les bactéries photosynthétiques anaérobies se comportent de la méme manilre, c’est-a-
dire qu’elles possédent une activité de dénitrification ou le nitrate est le substrat auxiliaire.
Citons comme exemple Rhodobacter spheroides f.s. denitrificans (Satoh et al., 1976) et R.
capsulatus (McEwan et al., 1985). '

Voyons maintenant le comportement de ORS278. La bactérie pousse parfaitement en
aérobie (21% d’0,) dans un milieu liquide YM (Vincent, 1970), et sa couleur est orange. En
anaérobie, la bactérie ne pousse pas, qu’elle soit éclairée ou non. En semi-aérobie, la
croissance est plus faible, et la couleur de la culture est rosée. Lorsque 1 et 10 mM de TMAO,
ou encore 10 mM de nitrate sont ajoutés dans le milieu de culture en condition d’anaérobie,
on n’observe toujours pas de croissance. Par conséquent, ORS278 est aérobie stricte.

3- Comportement de la bactérie en fonction du mode d’éclairage

Différents modes d’éclairage ont été expérimentés sur la production des pigments et la
formation du complexe photosynthétique par la souche en culture liquide: (i) lumiére
intermittente (15 heures de lumiére/9 heures d'obscurité), (ii) obscurité totale ou (iii) lumiere
continue. La teneur en bactériochlorophylle, en caroténoides ainsi que 1a quantité relative de
complexe RC-LH ont ét¢ suivis dans les 3 cas (Fig. 9).

Il ressort tout d’abord que la bactériochlorophylle, les caroténoides, ainsi que le
complexe RC-LH sont synthétisés & T'obscurité. Comme chez les bactéries marines, la souche
ORS278 n’a pas forcément.besoin de lumiére pour former des pigments photosynthétiques,
contrairement & la souche BTAil chez qui sa présence est indispensable pour initier leur
synthése (Evans et al., 1990). En lumiére intermittente, la quantité de Bchl a est 4 fois
supérieure 2 celle synthétisée a I'obscurité. Par contre, elle est inexistante (ou détruite) en

lumiére continue.

La synthése des caroténoides est induite par la lumiére, confirmant ainsi les données
de la littérature (Lorquin et al., 1997b). De plus, nous avons évalués que la souche synthétise
1,5 fois plus de caroténoides 2 la lumilre continue qu'en lumiére intermittente, et 4 fois plus
qu'a 1'obscurité. Apres extraction A I’hexane des caroténoides, une purification par CCM est
réalisée. On trouve alors que, en lumiére continue, la spirilloxanthine est toujours présente

malgré I’absente de Bchl a.
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La concentration de complexe photosynthétique RC-LH est 4 fois plus importante en
lumiére intermittente qu'a I'obscurité. Il est logique aussi de trouver également le méme
rapport de teneur en Bchl entre lumitre intermittente et obscurité. En lumiére continue, le
complexe RC-LH est absent (ou détruit).

L’augmentation de canthaxanthine, est un phénoméne nouveau (non répertorié dans la
littérature) chez les bactéries photosynthétiques. De toute évidence, la canthaxanthine n’est
pas synthétisée via le complexe RC-LH : on suppose donc que I’apparition de radicaux libres
oxygénés (anions superoxydes, OH, ...) engendrés par la lumiére sur ’oxygéne stimule la
synthése de canthaxanthine, et que cette synthése est plus importante lorsque la quantité de
lumiére est augmentée. En lumiére continue, il se pourrait que la synthése des apoprotéines du
centre réactionnel et de I’antenne soit inhibée; ainsi, la Bchl ne peut plus s’incorporer et est
rapidement dégradée. Par contre, la spirilloxanthine est beaucoup plus stable et est présente
dans ces conditions car aprés tout, des caroténoides de bactéries photosynthétiques sont bien
synthétisés dans E. coli quand on y exprime des génes codant pour les enzymes nécessaires
(Misawa et al., 1990).

Une purification du complexe Bchl-protéines a été réalisée pour caractériser ce

systéme. Nous la développons dans ce qui suit.

4- Purification du complexe RC-LH de la souche ORS278

Les étapes de purification du complexe photosynthétique sont résumées sur la Figure 7
(cf. Matériels et méthodes). Elles se différencient 4 un moment suivant qu’il s’agit d’une
souche productrice de canthaxanthine ou non. Les deux souches étudiées sont ORS278 et par

comparaison la souche BTAil.

4.1 Préparation des chromatophores

La méthode est adaptée de celle de Tai et Kaplan (1985) qui porte sur I’étude des
membranes de Rhodobacter spheroides. Le lysozyme est une protéine qui coupe les liaisons
8-1,4 des polysaccharides membranaires permettant ainsi une libération des chromatophores
du reste de la membrane bactérienne. La sonication, elle, aide les chromatophores a se
détacher des structures lipidiques membranaires.

4.2 Solubilisation par des détergents

Le traitement par des détergents organiques permet de rendre soluble 1'appareil
photosynthétique des chromatophores. Le choix du détergent est donc primordial. Ainsi,
I’oxyde de lauryldiméthylamine (LDAO) (Picorel et al ., 1983), le Triton X-100 (Shimada ez
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Fig. 10. Purification du complexe photosynthétique de la souche I'ORS278 par gradient isopicnique. S,
ores (cf. Matériels et méthodes). A, spectre

surnageant obtenu par solubilisation des chromatoph
d'absorption de la couche contenant la canthaxanthine, avant ( ) et apres (-----) réduction par le
borohydrure de sodium. Cette réduction donne 1'isozéaxanthine. B, spectre de la bande rose contenant le

complexe photosynthétique.
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al., 1985), I'octyl-B-glucopyranoside (OG) (Varga et Stachelin, 1985), le SDS, en
combinaison ou non, ont été testés. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 2 ci-

dessous.

Tableau 2. Solubilisation par divers détergents.

Détergent testé! Absorbance (870 nm)?
LDAO 0,6 % 0,020
LDAO 1,0 % 0,033
Triton X-100 1 %, SDS 1 % 0,042
0G 30 mM 0,018
0G 30 mM, SDS 7,5 mM 0,057

! Préparé dans un tampon Tris-HCl 10 mM, pH 7,8. Deux millilitres sont rajoutés sur les
membranes de chromatophores, et, aprés homogénéisation au vortex, incubés pendant 2
heures 2 agitation douce, 2 température ambiante (cf. Matériels et méthodes). 2 Longueur
d’onde maximale de 1’absorption de I’antenne du complexe photosynthétique.

L'extraction du complexe par un mélange OG 30 mM, SDS 7,5 mM est la plus
efficace. Cependant, pour des raisons de cofit, le mélange Triton X100 1%, SDS 1%, a
I’exemple de Shimada et ses collaborateurs (1985) est choisi.

4.3 Purification par chromatographie

Apres gradient isopicnique de saccharose (Fig. 10), le complexe photosynthétique de
la souche ORS278 est déposé sur un gel de DEAE-Sépharose, puis élués par une solution de
NaCl 100 mM. 11 est facilement visualisable par sa couleur rose. Le spectre d'absorption de la
fraction purifiée de cette maniére est identique a celui dela Figure 10B. Une chromatographie
sur gel de filtration (ou par ‘pérméation de gel’) permet ensuite d’éliminer les impuretés
résiduelles.

Dans le cas de la souche BTAil, I'extrait ne s'accroche pas sur le gel de DEAE-
Sépharose. Ce qui semble vouloir dire que le complexe photosynthétique de cette souche est
différent de celui de ’ORS278. Une seule fraction est récupérée aprés chromatographie sur
gel de filtration. Son spectre d'absorption est similaire a celui de la souche ORS278 (Fig.
10B).

4.4 Poids moléculaire

Les complexes purifiés des souches ORS278 et BTAil sont élués a des volumes
d’élution identiques a celui du Bleu Dextran (2000 kDa). Leur poid moléculaire est donc
égal ou supérieur 2 2000 kDa. Par rapport aux poids moléculaires des complexes
photosynthétiques des bactéries pourpres comme par exemple Rhodopseudomonas
sphaeroides (101 kDa, Williams et al., 1986) ou encore Rhodocyclus gelatinosa (500 kDa,
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Rivas et Agalidis, résultats non publiés), les complexes de I’ORS278 et BTAil sont a
premiére vue beaucoup plus lourds. On pourrait aussi émettre I’hypothése de la présence de
lipides ou de polysaccharides membranaires qui ne peuvent &tre éliminés ni par la sonication,

ni par les détergents.

5- Le complexe RC-LH est unique

Des gradients isopicniques effectués avec des couches de saccharose plus fines n’ont
pas permis d’obtenir d’antenne LHII (Varga et Stachelin, 1985). De méme, un gradient
continu de NaCl lors de I’étape de purification par chromatographie d’échange-d’ions
(DEAE-Sépharose) n’a pas abouti a ’obtention d’une telle antenne. Au niveau des spectres
d’absorption du complexe purifié, les bandes a 800 et 870 nm sont caraétéristiques du centre
réactionnel RC et de I’antenne centrale LHI respectivement (Fig. 10B). De ce-fait, qu’il
s’agisse de la souche ORS278 ou BTAI1, le complexe est unique et est nommé RC-B870.

Les complexes RC-B870 des souches ORS278 et BTAil sont trés similaires au
complexe RC-B865 de la bactérie marine Erythrobacter longus (Harashima, 1989) et aux
complexes RC-B870 et RC-B880 de Rhodocyclus gelatinosus (Agalidis et al., 1990) et
Rhodospirillum rubrum (Berger et al., 1992) respectivement. Le complexe RC-B870 de la
souche ORS278 ressemble aussi quantitativement & ceux de certaines bactéries pourpres. Il
contient 2% de centre RC par rapport 4 I’antenne LH, 3% ayant ét€ enregistrés pour le centre
de Rhodocyclus gelatinosus (Agalidis et al., 1990). La teneur en bactériochlorophylle est trés
faible, 3 nM/mg de protéines (50 nM/mg de protéines chez la bactérie Rhodocyclus
gelatinosus ; Agalidis, communication personnelle).

6- Le complexe de la souche ORS278 est stable et fonctionnel

Le complexe RC-B870 de la souche ORS278 est trés stable lorsqu’il est conservé a
—20°C pendant plusieurs mois. Par contre, ce n’est pas le cas du complexe de la souche
BTAil dont le centre réactionnel RC est rapidement dégradé : en effet, le spectre d’absorption
fait apparaitre une bande 2 773 nm et une autre & 680 nm, qui correspondent a de la
bactériophéophytine a, et de I’acétylbactériochlorophylle a respectivement, et qui sont deux
produits de dégradation de la BChl (non représenté).

Pour savoir si le complexe RC-B870 est fonctionnel, il est illuminé pendant 35 ms 2
différentes longueurs d’onde (cf. Matériels et méthodes). La Figure 11 rend compte du
phénomene observé. L’explication en est le suivant: la lumiére oxyde le dimere de
bactériochlorophylle (P); on voit ainsi un blanchiment aprés un flash (premier pic, Fig. 11).

L’électron éjecté du dimere migre sur la quinone Q,, puis sur Qg (cf. Fig. 1 et Introduction).
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On forme donc un couple P*Q, (semiquinone). A I’obscurité (deuxiéme pic), il y a
recombinaison de charges, c’est-a-dire: un retour inverse de ’électron de Qg vers P*. On
régénére ainsi I’état initial P(redj’Qé(bx),. Cétié CXpérience montre que le systéme est
réversible. L’appareil photosynthétique de la souche ORS27 8, débarrassé de sa membrane est
donc fonctionnel.

La Figure 12 qui représente la variation des AA en fonction de la longueur d’onde
étudiée fait apparaitre deux bandes, & 800 et 870 nm; elles correspondent & I’excitation des
molécules de Bchl au sein de I’antenne (B870) et de celles du centre réactionnel (B800). Un
tel spectre de différences d’absorption est similaire & ceux des bactéries pourpres
Rhodopseudomonas spheroides (Reed, 1969) et Erythrobacter longus (Harashima et al.,
1982).

7- La canthaxanthine n’est pas localisée sur le complexe RC-LH

Le gradient discontinu de saccharose a été mis au point dans le but de séparer le
complexe photosynthétique RC-LH de la canthaxanthine, trés majoritaire dans le cas des
bactéries oranges. La Figure 10 montre que deux fractions sont obtenues; 1’une est de couleur
orange et correspond 2 la présence de canthaxanthine; ce qui est confirmé par le spectre
d”absorption, ainsi que par celui de I’extrait de cette fraction aprés réduction au borohydrure
de sodium (Fig. 10A); I’autre fraction est rose et le spectre d’absorption correspondant
confirme qu’il s’agit du complexe RC-LH de la bactérie (Fig. 10B). Donc, la canthaxanthine
n’est pas localisée sur le complexe RC-LH des Bradyrhizobium photosynthétiques
oranges. Dans le cas des bactéries roses (type BTAil), il n’est pas nécessaire de faire un
gradient isopicnique de saccharose car elles ne synthétisent pas de canthaxanthine.Le spectre
d’absorption des complexes purifiés des souches ORS278 et BTAil font également apparaitre
des bandes a 495, 510 et 550 nm caractéristiques de la spirilloxanthine (Fig. 10B). Apres
extraction des pigments par un mélange acétone-méthanol (Clayton, 1966) suivi d’une
chromatographie sur couche mince (cf. Matériels et méthodes), on observe qu’un seul
caroténoide est libéré, et qu’il s’agit bien de la spirilloxanthine, par comparaison avec un
extrait de caroténoides totaux de la méme souche (Lorquin et al., 1997b). La structure de la
spirilloxanthine ainsi purifiée par CCM est confirmée définitivement par son spectre
d’absorption qui montre ses bandes caractéristiques a 460, 490 et 525 nm dans le méthanol
(Foppen, 1971; Lorquin et al., 1997b). En définitive, la spirilloxanthine est le seul caroténoide
localisé sur le complexe RC-LH des Bradyrhizobium photosynthétiques d’Aeschynomene.

Note : Les bandes d’absorption de la spirilloxanthine associée au complexe sont différentes
de celles de la molécule purifiée dans le méthanol. Cette différence tient au fait qu’elle est
entourée de protéines, et surtout que le spectre s’effectue dans un tampon contenant du Triton
X-100 et qui décale légérement les longueurs d’onde.

39 Résultats



1

1 2 3 4

21,5

4,4

Planche I. Profil d'¢lectrophorése SDS-PAGE réalisé sur un gel a 15% (cf. Matériels et
méthodes) . (1) et (4) protéines standards; (2), complexe RC-LH purifié de la souche ORS278;

(3), extrait total de chromatophores. M et L, polypeptides du centre réactionnel;

o, B,

polypeptides de l'antenne LH. (*), indique l'emplacement d'une protéine révélée par coloration

au TMBZ (cf. texte). Cette bande correspond 2 un poids moléculaire de 14,4 kDa.
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Fig 13. Courbe standard correspondant & 1'électrophorése SDS-PAGE (cf. Planche I)
et indiquant les poids moléculaires des protéines.
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8- Protéines puf et cytochrome ¢

8.1 Poids moléculaires des protéines puf .

Les résultats de la migration sur gel SDS-PAGE des protéines du complexe RC-LH de
la souche ORS278 sont illustrés sur la Planche 1. En ce qui concerne la souche BTAi1, nous
n’avons pu les déterminer. La courbe standard (Fig. 13) a permis de déterminer les poids
recherchés. Le gel montre environ 7 4 8 polypeptides de poids moléculaires variant de 10280
kDa. Parmi eux, deux unités ayant des masses de 41,5 et 43,8 kDa semblent correspondre aux
polypeptides L et M du centre réactionnel. Une trés large bande d’environ 11 kDa péurrait
correspondre & un agglomérat de protéines a et B de ’antenne LH, et qui ne se séparent pas
bien. Toutes les protéines de poids moléculaire supérieur a 45 kDa sont des contaminants.

Ces résultats sont comparés & ceux obtenus par séquencage des génes de 1’opéron puf
(Eric GIRAUD, communication personnelle). Les valeurs trouvées dans ce cas sont les
suivantes : L (31,5 kDa), M (35 kDa), a (7 kDa) et (8,2 kDa). I faut noter ici que,
généralement les poids moléculaires obtenus par électrophorése SDS-PAGE sont toujours
plus élevés que ceux obtenus par le séquengage des génes. En effet, la présence de SDS et de
tampon contribue a ces différences (F. Reiss-Husson, communication personnelle).

8.2 Le complexe RC-LH ne contient pas d’héme ¢

Généralement, les cytochromes de type ¢ ne perdent pas leurs hémes durant leur
migration en électrophorése SDS-PAGE; ils peuvent ainsi étre détectés par leur activité
péroxydasique directement sur le gel, en utilisant le 3,3',5,5'-tétraméthylimidazole (TMBZ)
comme substrat (Goodhew et al., 1986). Les hémes oxydent ce substrat qui est ensuite
précipité en faisant apparaitre une coloration bleue. Apres migration des protéines totales du
complexe RC-LH, aucune activité¢ hémique n'a ét€ détectée sur le gel. Par contre, une bande
bleue a été mise en évidence sur le profil des protéines totales des chromatophores (Planche
1). Cette bande correspond a une protéine de 14,4 kDa. Il pourrait s'agir d’un cytochrome
soluble (comme le cytochrome ¢,) ou encore un cytochrome membranaire (complexe b/c,) et
qui interviendraient dans le transport des électrons hors du complexe photosynthétique RC-
LH (cf. Fig. 1, Introduction).

Une étude complémentaire a celles portant sur la caractérisation du complexe RC-LH
a également ¢été menée sur la biosynthese de la spirilloxanthine et de la canthaxanthine.

9- Recherche du mécanisme de biosynthése des caroténoides

La Diphénylamine (DPA), la Nicotine et la 2-méthylimidazole sont des inhibiteurs de
1a synthése des caroténoides. Alors que le DPA agit au niveau des étapes de déshydrogénation
(Liaaen-Jansen et al., 1961; Britton et al., 1976), 1a Nicotine a une action sur la cyclisation
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Fig. 14. Chromatographie sur couche mince des caroténoides de la souche ORS278 en
absence (-) et en présence (+) d'inhibiteurs dans la culture. A, Diphénylamine (DPA); B,
Nicotine; C, 2-méthylimidazole. Conditions : Gel de silice 60 (épaisseur 0,2 mm). Solvant,
CH,Cl,/AcOEt (95:5). E, échinénone; Sp, spirilloxanthine; Cx, canthaxanthine; iCx,
isomeres de la canthaxanthine; Bchl a, bactériochlorophylle a (Lorquin ef al., 1997b). 1, 2, 3,

voir spectres d'absorption a la Fig. 15.
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Fig. 15. Spectres d'absorption des caroténoides. 1, B-caroténe et 2, isocryptoxanthine apparus dans la

culture en présence de diphénylamine; 3, voir texte.
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(Shimada et al., 1985). La 2-méthylimidazole, elle, est moins connue, et intervient aussi au
niveau de la cyclisation (An et al., 1989). Pour mettre en évidence des caroténoides qui
interviennent dans la biosynthe¢se (intermédiaires), différentes concentrations de ces
molécules ont ét€ testées : elles sont introduites soit en début de culture, soit 48 heures aprés
pour permettre a la bactérie de démarrer sa croissance. Aprés extraction, purification par
CCM et analyse chimique des pigments (cf. Matériels et méthodes), les résultats obtenus sont
les suivants (Fig. 14).

En premier lieu, le 2-méthylimidazole inhibe totalement la synthése de spirilloxanthine
a une concentration de 100 uM (Fig. 14, voir C). Aucun caroténoide différent de ceux déja
connus pour cette souche n’est apparu. Cependant, une concentration encore plus faible en 2-
méthylimidazole pourrait mettre en évidence un dérivé nouveau. La canthaxanthine, quant 2
elle, n’est pas inhibée par ce composé, méme a 10 mM.

Le DPA 2 20 ou 40 pM inhibe faiblement la syntheése des caroténoides, mais fait
apparaitre deux composés jaunes (Rg0,94 et 0,87; Fig. 14, voir A). Ces composés présentent
dans le méthanol des bandes d’absorption en spectrophotométrie qui sont : composé 1 (418,
448, 478 nm), composé 2 (422, 448, 472 nm). La comparaison de leur temps de rétention en
HPLC (1, Rt 24,7 min; 2, Rt 9,55 min), ainsi que leur co-élution avec des molécules standards
du commerce montrent en définitive que le composé 1 est le B-caroténe, et que le composé 2
correspond a I'isocryptoxanthine (Fig. 15).

La Nicotine inhibe trés faiblement la synthése des caroténoides, du moins aux
concentrations testées. Un composé 3 orange foncé (Rg 0,92, Fig. 14, voir B) est cependant
mis en évidence. Son spectre dans le méthanol présente un tri-épaulement (456, 478, 510 nm)
(Fig. 14). Conformément a la littérature (Foppen, 1971), il pourrait & premigre vue s'agir du
lycopene, de la rhodopine, de 1a thodovibrine ou de 1’anhydrorhodovibrine. Une analyse plus
approfondie basée sur des méthodes chimiques et spectrales (infrarouge, RMN,
spectrophotométrie de masse) conduira a partir de la molécule purifiée & son identification,
I’HPLC ne permettant pas de différencier ces composés faute de témoins.

En définitive, il n’a pas ét€ possible dans I'immédiat d’identifier des intermédiaires
dans la voie de biosynthe¢se de la spirilloxanthine. Par contre, la canthaxanthine, comme on
I’attendait, est synthétisée & partir du B-caroténe; I’isocryptoxanthine mis en évidence ici n’est

autre que le précurseur de 1’échinénone (Fig. 5, cf. Introduction).
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Les travaux présentés dans ce mémoire contribuent & I’avancée des connaissances sur
les symbioses Bradyrhisobium photosynthétiques-Aeschynomene. Parmi les quatre vingt
Bradyrhizobium photosynthétiques isolés au Sénégal (Lorquin et al., 1993), la souche
ORS278 isolée de nodules caulinaires d’Aeschynomene sensitiva, a été prise comme modele.
Cette souche a été choisie pour les raisons suivantes : (i) elle synthétise de la canthaxanthine,
caroténoide A haute valeur et dont la présence constitue une originalité, (ii) nos recherches
sont complémentaires aux études sur les génes de ces bactéries et qui sont effectuées au
Laboratoire des Symbiotes Tropicales et Méditerranéennes de Montpellier (France). Ainsi, le
systéme photosynthétique de ORS278 a été caractérisé en apportant une description
structurale ainsi que quelques éléments du mécanisme de biosynthe¢se des pigments impliqués
dans la photosynthése.

La souche ORS278 est aérobie stricte et, ni le TMAO, ni le nitrate ne permettent de
restituer la respiration en anaérobiose. I1 faut noter que le systeme respiratoire des bactéries
aérobies se distingue de celui des bactéries anaérobies par une composition différente en
cytochromes (Takamiya, 1989).

La lumigre intermittente stimule considérablement la synth¢se de canthaxanthine et de
bactériochlorophylle, alors que ces pigments sont faiblement produits a I’obscurité.

Les teneurs en bactériochlorophylle a enregistrées sont faibles (Lorquin et al., 1997),
et vont logiquement dans le sens d’une faible quantité de complexe photosynthétique dans
ces souches. Plusieurs purifications successives ont donc été nécessaires. On a enregistré que,
dans le complexe RC-LH de la souche ORS278, la concentration en Bchl rapportée a la teneur
en protéines (3 nM Bchl a/mg protéines) est dix fois plus faible que dans celui de
Rhodocyclus gelatinosus (Agalidis et al., 1990). Les chromatophores, sur le modele de travaii
de Varga et de ses collaborateurs (1985), ont pu étre isolés grace a ’action simultanée du
lysozyme et de la sonication. L’étape cruciale de la purification réside dans I’élimination de la
canthaxanthine, trés majoritaire dans ces souches. Un gradient isopicnique de saccharose
constitue 1a seule technique efficace pour séparer un ensemble protéique relativement fragile
d’une molécule de petite taille.

Le complexe photosynthétique de la bactérie semble avoir une taille trés importante
(supérieure 4 2000 kDa) au regard de son comportement sur une colonne de filtration sur gel.
Il est constitué d’un centre réactionnel (RC) sur lequel est attaché une seule antenne (LH), et
se présente donc comme une entité unique. Ses caractéristiques spectrales sont classiques; il
est nommé RC-B870 et est similaire & celui de certaines bactéries pourpres non sulfato-
réductrices (Berger et al. 1992), ainsi qu’a celui de la bactérie marine Erythrobacter longus
(Harashima, 1989). Il a été calculé que le complexe RC-B870 de la souche ORS278 contient
2% de centre RC par rapport 4 ’antenne LH, résultat similaire & ceux de la littérature
(Agalidis et al., 1990). Un seul caroténoide, la spirilloxanthine, pigment typique des bactéries
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de la famille des Rhodospirillaceae, y est associé, ce qui est logique. Son centre réactionnel
est composé de deux polypeptides L et M et ne contient pas de cytochrome c¢ tétrahémique.
D’aprés I’analyse par séquengage des génes de I'opéron puf, 'antenne LH est formée de deux
polypeptides a et 8 (E. Giraud, communication personnelle), alors que dans notre étude nous
n’avons pas pu séparer correctement ces deux protéines. Chez certaines bactéries
photosynthétiques, la sous-unité H et le cytochrome tétrahémique ¢ sont absents (Kiley et
Kaplan, 1988). La présence du polypeptide H n’est pas forcément nécessaire dans ces cas 1a
car sa fonction pourrait étre assurée par les polypeptides L. et M. En ce que concerne
1’absence du cytochrome tétrahémique, sa fonction peut etre effectuée par un des cytochromes
solubles, par exemple le cytochrome c,. D’ailleurs, une protéine de 14,4 kDa et présente dans
les extraits de chromatophores a été révélée par le TMBZ ; elle pourrait &tre un cytochrome
périplasmique ¢, (Kiley et Kaplan, 1988). La détermination précise de ce cytochrome par des

études complémentaires est en cours.

A ce stade de la caractérisation du complexe, deux résultats sont d’une importance
capitale : |

1- Le complexe purifié est fonctionnel et stable. Par spectroscopie, il est en effet
capable d’engendrer des changements réversibles d’absorbance sous I’effet de la lumiére.
Cette réversibilté témoigne du bon fonctionnement des mécanismes d’oxydo-réduction des
cofacteurs (bactériochlorophylle, bactériophéophytine, quinones).

2- La canthaxanthine n'appartient pas au complexe RC-B870. Ce résultat va dans

le sens des études réalisées sur d’autres bactéries photosynthétiques aérobies, dans lesquelles
les caroténoides majoritaires ne sont pas localisés sur le complexe Bchl-protéines (Shimada et
al., 1985; Yurkov et al., 1993; Saitoh et al., 1995). Notons qu’il a ét¢ montré tout récemment
que les génes crtE, cril et crfB intervenant dans la biosynthése de la canthaxanthine sont
différents des génes crE, crtl et crtB participant a la formation de la spirilloxanthine (E.
Giraud, communication personnelle). Par conséquent, les études de localisation cellulaire et
de génétique convergent dans le méme sens : un transfert de génes pourrait &tre 4 I’origine de
la présence de canthaxanthine dans ces souches. Il n’a pas été possible dans ce travail
d’identifier des caroténoides intervenant dans la biosynthése de la spirilloxanthine; la question
de savoir si ce caroténoide est formé par la ‘voie normale’ ou la ‘voie alternative’ est toujours
posée. Une étude plus poussée en utilisant la 2-méthylimidazole & de faibles concentrations
est envisagée. Par contre, la canthaxanthine, elle, est formée classiquement 2 partir du B-
caroténe (Harashima, 1989).

D’autres propriétés qui viennent compléter les deux points importants évoqués ci-
dessus ont également été rapportées.
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En premier lieu, la production de canthaxanthine est stimulée 1,5 fois en lumiére
continue, comparativement a celle d’une culture réalisée en lumicre intermittente. Dans le
méme temps, la bactériochlorophylle est détruite. La canthaxanthine aurait donc un réle de
protection contre les singulets d’oxygene, les radicaux libres oxygénés ou encore les radicaux
libres provenant de la désactivation des états triplets de la bactériochlorophylle (Frank et
Cogdell, 1993). Cette sensibilité i la lumi€re pourrait ressembler & une stratégie d’adaptation
de la bactérie & de fortes oxygénations comme c’est le cas chez Roseobacter denitrificans
(Nishimura et al., 1996). Des études complémentaires seront effectués prochainement et
porteront sur le comportement de la bactérie en fortes tensions d’oxygéne.

L’effet de la lumiere sur la formation des pigments photosynthétiques par la bactérie
dans le nodule a été étudiée. Les résultats indiquent que la bactériochlorophylle est
synthétisée dans le nodule caulinaire, alors qu’elle ne I’est pas dans le nodule racinaire.
La synth¢se des pigments pourrait étre corrélée a la localisation de la bactérie a I’intérieur du
nodule. Par exemple, dans les nodules caulinaires de Sesbania rostrata, les bactéroides
d’Azorhizobium caulinodans qui est non photosynthétique sont localisés dans une zone de
prolifération délimitée & I’extérieur par plusieurs assises cellulaires (Dreyfus et al., 1988).
Ainsi, I'intensité lumineuse incidente dans cette zone est nulle. Dans les nodules aériens des
Aeschynomene, par contre, les bactéroides proliférent dans la zone délimitée par quelques
assises cellulaires, juste sous I'épiderme caulinaire (Alazard, 1985). Ces zones de prolifération
bactérienne sont donc soumises a de fortes intensités lumineuses, permettant ainsi la synthése
des pigments photosynthétiques.

L’activité photochimique du complexe RC-LH de la souche ORS278 en culture pure
nous laisse penser que sa fonctionnalité dans le bactéroide caulinaire est trés probable. A ce
sujet, les travaux d’Evans et ses collaborateurs (1990) mais aussi ceux de Hungria (1993) ont
permis de mettre en évidence une activité photosynthétique de la souche BTAil dans le
nodule d’Aeschynomene indica : en effet, une photo-induction de la fixation de CO, ainsi
qu’une photo-inhibition de 1’absorption d’O, ont éi€ observées.

La fixation d'azote est un procédé trés cher demandant 16 molécules d’ATP et 8
électrons pour réduire une molécule de NH,;. Le sysitme photosynthétique du bactéroide peut
utiliser la lumiére dans la région 800-900 nm qui correspond a une zone de longueur d’onde
non absorbée par les chloroplastes. L'énergie sous forme d'ATP générée par le
microsymbionte au cours de la photo-phosphorylation, peut compenser ainsi les trop fortes
demandes d'énergie provenant des chloroplastes. Au moment ou la disponibilité en
photosynthétats devient un facteur limitant pour la fixation d’azote, la photosynthése par les
rhizobia peut constituer alors un systéme qui soulagerait la plante (Fleischman et al., 1995).
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Les travaux préliminaires sur la nodulation des Aeschynomene ont montré que les
Bradyrhizobium photosynthétiques présentent une efficience supérieure a celle des souches
non photosynthétiques isolées des mémes plantes (Lorquin et al., 1993). Ces résultats vont
donc dans le sens de 1’hypothése de fortes potentialités de fixation d’azote offertes aux plantes
nodulées par les souches photosynthétiques de Bradyrhizobium sp. (Aeschynomene). Nous
devront confirmer prochainement ces observations & 1’aide de bactéries mutantes obtenues par
génie génétique (puf (-) ou Behl(-)), ce qui permetira de déterminer si la lumiere a un rble sur

la symbiose et la fixation de I’azote.
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ANNEXE



1. Composition du milieu YM (Vincent, 1970)

Glutamate A€ Na...cueeerereererreeereneeeeeeereseeneneeneneneenenenernsseoecneee 0, &
KzHPO4................. 05¢g
NaCl (50 me/ml vee. 1ml

Solution T 2 10 g/l (MgSO04, 7 HyO).eommmeeseeveeveereerrereereseeresneenn 10ml
SOIUON U 240 £/ (CACLD)uermreerereeeeeeeeeeeeeeeeemenes s eesenesensenesnenen 11
SOIIHON V & 4 £/1 (FECLs).cvvmmeeeememmmmoseossessessseeseseenes e vessssnssenesneenes 1l

EXITait € JEVUTR....vemeeeeeeeeeerrereeseereseesseenesnesessssneesssnsnensnsasssnonssene 1 8
) 281 3 o PP SU PP PP PPt 1 000 ml

2. Composition du milieu de Jensen (Vincent, 1970)

R0, (20 /) + MgS03, 7H;0 0 @i, 10 @I
NACT (20 ©/1)-rrr e eee e ssereseeseseneeseesssees s s e 10 ml
CHHPOG (50 1).ereeeesoeseeessrsssssserss e s 20 ml
FeCl3, 6H,0 (4 g/1) ou 11,1 ml de FeCl3 6H,O en solution ........... 10 ml

3. Coloration des hémes par le TMBZ (Goodhew et al., 1986)

- Acétate de Na 0.5M

Acétate de Na, 3 H,0 g

H,0 gsp 500 ml
- Acide acétique 0.5 M

Acide acétique (96%, v/v) 29 ml

H,0 qsp 500 ml
- Tampon acétate de Na, pH 5.0

Acide acétique 0,5 M 148 ml

Acétate de Na 0,5 M 352 ml

H,O gsp 1000ml
- Solution de lavage

Isopropanol 160 ml

Tampon acétate de Na, pH 5,0 140 ml
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- Solution de TMBZ
TMBZ 91 mg
- Méthanol , 160 ml

Dissoudre avec agitation magnétique 2 I’ obscurité, puis ajouter 140 ml de tampon acétate de
Na, pH 5,0.

4. Electrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)
4.1 Solution stocks
- Solution de monomere (40% T: 2.5% C)

Acrylamide 39¢g
Bis-acrylamide lg
H,O ' gsp 100 ml
- Tampon de migration (Tris-HC1 1.5 M. pH 8.8
Tris (hydroxyméthylaminométhane) 36,3 g ajusté a pH 8,8 avec HC137%
H,0 gsp 200 ml
- Tampon de concentration (Tris-HC1 0.5 M, p' H 6.8)
Tris (hydroxyméthylaminométhane) 3,0 g ajusté a pH 6,8 avec HC1 37%
H,0O ' gsp 50 ml
- Tampon d’échantillons (Tris- HCl1 60 mM, pH 6.8. SDS 2 %. Dithiotréitol 40 mM)
Tris (hydroxyméthylaminométhane) 0,36 g ajusté a pH 6,8 avec HCl 37%
SDS (10% p/v dans I’eau distillée) 10 ml
DTT 0,31g
H,0 gsp 50 ml
- Tampon des réservoirs (Tris-HC1 25 mM, pH 8.3. Glycine 0,129 M, SDS 1%)
Tris (hydroxyméthylaminométhane) 1,51g
Glycine 721g .
SDS 0S5¢g
H,O gsp 500 ml
- Solution de bleu de Bromophénol
Bleu de Bromophénol (100 mg/ml) 0,5 ml
H,0 gsp 100 ml
4.2 Préparation du gel de migration 15 %
- Solution de monomére 3,75 ml
- Tampon de migration 1,25 ml
- SDS (10% p/v dans 'eau distillée) 100 ul
-H,0 4,86 ml
- TEMED 5,8 ul
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- Persulfate d’ammonium (a 10% p/v)
4.3 Préparation du gel de concentration
- Solution de mbnomére

- Tampon de concentration

- SDS (10%, p/v dans I’eau distillée)

-H,0

- TEMED

- Persulfate d’ammonium (a 10% p/v)
44 Preparatlon des echanhllons

- Prgt§1n§§ dg ggmplgxg puntlg

Protéines précipitées + 7 pl de tampon d’echantillon + 3 pl de bleu de Bromophénol

- Protéines de ghrgmatgphgrg§

Protéines précipitées + 4 plde tampon d’echantﬂlon +6ulde bleu de Bromophénol
Ces mélanges sont ensuite chauffés 5 min & 100°C (bain marie).

31,7 pl

e e T d

U/Dml

_25m1

IOOul
66m1

12u

40 pl
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Titre : Etude de la photosynthése bactérienne chez un Bradyrhizobium
d’Aeschynomene. Photoactivité et caractérisation du complexe capteur de
lumiere.

Mots-clés : Bradyrhizobium, Aeschynomene sensitiva, Complexe Photosynthétique,

Bactériochlorophylle, Can.théxanthine, Cytochrome.

Résumé

Le systtme photosynthétique d’un Bradyrhizobium, caulinaire d’Aeschynomene
sensitiva, la souche ORS278, est décrit dans ce travail. La bactérie est aérobie stricte; les
pigments sont formés & I’obscurité et leur synthése est stimulée par la lumiére intermittente.
Le complexe membranaire Bactériochlorophylie-protéines, capteur de lumiére de la bactérie,
est purifié a Paide de défergents ct par chromatographiz. Il est stable et les analyses
spectroscopiques montrent qu’il est fonctionnel photochimiquement : le transfert des €lectrons
et les mécanisines d’oxydo-réduction engendrés par les photons sont bien réversibles. Ainsi,
guelques éléments de sa structure ainsi que des propriétés physiologiques intéressantes ont été

apportés. Ce complexe est formé (i) d’un centre réactionnel (RC) (Amax 800 nm) composé de

- deux poiypeptides L et M et ne contenant pas de cytochiome ¢ tétrahémique; (i) d'une seule

antenne collectrice (LH) (Amax 870 nm) composée de deux polypeptides o et 8; (iii) comme
toutes les souches de la famille des Rhodospirillaceace, la spiriiloxanthine y est associée.
Aingi, il se présente comrﬁe une seule entité nommée comnlexe RC-B870. La canthaxanthine,
caroténoide majoritaire et original dans cette souche, a une localisation cellulaire différente du
complexe RC-B870. Elle a un rdle de photoprotection et sa synthése ne dépend pas de ce
complexe : sa production est encore augmentée en lamitie continue alors que la
bactériochlorophylle est détruite. |

Les Bradyrhizobium photosynthétiques d’Aeschynomene semblent étre destinés plutdt
a 1a nodulation de tige car la bactériochlorophyile est synthétisée dans le nodule caulinaire et

non dans le nodule racinaire.



