Biologie — TP B9. Algues et phylogénie

TP B8-9 — Analyse phylogénétique — Algues et microorganismes

But du TP :

*  Aborder la diversité des unicellulaires (E. coli, Nitrobacter sp., Rhizobium sp., Saccharomyces cerevisiae,
paramécies, Trypanosoma sp., diatomées, Chlamydomonas sp.)

e Tllustrer la diversité des modes trophiques (autotrophie, hétérotrophie, associée a de la phagotrophie, de
’absorbotrophie, de I’exodigestion), identifier un type trophique en fonction de I’énergie, la nature des
donneurs et des accepteurs d’électrons

*  Conduire I'analyse macroscopique et microscopique d’un biofilm (Nostoc)

*  Commenter I’arbre du vivant et la position des microorganismes et virus dans cet arbre

»  Exploiter des arbres pour discuter de 1’existence de réversions, argumenter des pertes de pluricellularité

*  Evaluer I’effectif d’une population de microorganismes

* Identifier et expliquer des convergences évolutives, notamment sur 1’exemple des plastes

e Argumenter la théorie endosymbiotique des plastes (y compris ainsi endosymbioses primaires et secondaires)

* Réaliser des observations macro- et microscopiques, exploiter des chichés de microscopie électronique
d’algues et de microorganismes pour discuter leur place dans 1’arbre phylogénétique ou la signification
évolutive d’un de leurs caractéres

»  Discuter I’histoire évolutive d’un groupe

I. Diversité structurale et fonctionnelle des

unicellulaires
% e >/F|agelles
(&) %}% o
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a) Diversité structurale des Eubactéries P

f % Treponema
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Pseudomonas  Salmonella typhi

Les Eubactéries ont une grande variété de morphologies

différentes, ce qui n’est pas étonnant vu 1’ancienneté du ot 9

4 < Mycobacterium  Clostridium tetani Leptospira
groupe (au mOiHS 2 1 Ga) . Staphylocoques tuberculosis
N .
— Forme : en batonnets (bacilles), en sphéres (coques Sphéres Bitonnets Spirales
(Coques) (Bacilles) (Spirochétes)

ou cocci), en spirale (spirochétes)...

— Association ou non : formes libres, en biofilms, en Document 1 : diverses formes de bactéries.

colonies filamenteuses... s
— Nature de la paroi : paroi épaisse de peptidoglycanes (Gram +), ou © Fixation
paroi fine de peptidoglycane doublée d’une membrane externe de *
lipopolysaccharide (Gram -). Crystal
) . ) ) .. Q Violet
Parmi les techniques classiques d’analyses de la morphologie des bactéries
figure bien sfir la coloration de Gram, qui a été vue en sup. Elle sera revue dans ‘

la période de révisions entre 1’écrit et ’oral. Le principe en est rappelé ci-

contre. lodine
treatfent

b) Analyse d’un biofilm de Nostoc

L. L. . Decolorization
Nostoc est un genre de Cyanobactéries, des Eubactéries photosynthétiques.

10NNl

Elles peuvent s’associer en filaments et former des biofilms tout a fait t

caractéristiques, courant a la surface des sols humides au printemps et en été,

aussi appelés crachat de la lune. Counter stain
@ (safranin)

L’association en filaments s’accompagne de la mise en place d’une
Spécia]isaﬁon des cellules : Document 2: Protocole simplifié de la
— Les hétérocystes, a parois épaisses et largement imperméables, coloration de Gram. Gauche : bactérie
convertissent 1’énergie lumineuse en ATP, et ’utilisent pour réduire le =~ Gram + ; droite : bactérie Gram —.
diazote de I’air en NH,", qui est transmis par des jonctions aux cellules voisines. Les hétérocystent produisent
donc, comme Rhizobium, de la nitrogénase.

1 BCPST2 — Lycée Chaptal — Paris — Joseph DEMARET-NICOLAS



Biologie — TP B9. Algues et phylogénie

— Les cellules végétatives, plus nombreuses, réalisent une photosynthése oxygénique classique, et fournissent
aux hétérocystes des glucides et du N,, toujours via des jonctions.

forme azotée

utilisable par
& 3 Ia cellule cellule
by gl NH végétative
B
ocument 4: Observation hétérocyste
\{ gmicroscopique de Nostoc. 02 1
Document 3: Un blofllm de La fléche indique les dégagement d'oxygéne paroi épaisse imperméable & l'oxygéne
Nostoc sur du gravier, hétérocystes (voir doc ci- Document 5: Fonctionnement d'un hétérocyste de Nostoc en lien
pendant un été humide.  contre) avec les autres cellules.

Document 6. Observation au MET
d’un filament de Nostoc sp., avec un
hétérocyste (H, a gauche) et une
cellule végétative (V). Notez la paroi
épaisse des hétérocystes (p) et la
présence de thylakoides, comme dans =
les chloroplastes. :

» Prélevez un fragment de Nostoc sp. et observez-le au microscope optique. Réalisez un dessin de votre
observation.

» Discuter I"unicellularité des cyanobactéries.
» Commentez la micrographie électronique du document 6.
» Discutez ’importance des cyanobactéries dans le cycle de I’azote.

c) Observation d’eucaryotes unicellulaires au microscope optique

Les trypanosomes sont des Eucaryotes parasites du sang des humains, appartenant au groupe des Excavobiontes. Ils
sont transmis a I’humain par la piqiire d’un diptére, la mouche tsé-tsé (du genre Glossina). Comme tous les
Excavobiontes, le flagelle émerge d’une excavation (invagination) de la membrane plasmique. Une grande partie du
flagelle longe la membrane plasmique (en position sous-corticale), et lui permet de jouer le r6le d’une nageoire : cette
partie de la membrane plasmique constitue la membrane ondulante (voir document 7).

Pour une vidéo de trypanosomes en déplacement : https://www.youtube.com/watch?v=EnsydwITLYk
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Ribosomes

Corps basal
du flagelle

Noyau

Microtubules Kinétoplaste

Document 7 : une mouche tsé-tsé. Document 8: Structure d'un trypanosome.

Plasmodium est un genre d’Apicomplexé parasite des mammiféres, et transmis a 1’humain par des femelles
d’anopheéles (moustiques) hématophages. Son cycle de reproduction est particuliérement complexe, et est donné a titre
indicatif dans le document 9.

Nucleus Golgi bodies Microtubules

Document 9: Structure d'un sporozoite de Mitochondrion Snelkm

Plasmodium falciparum. 1l s’agit de la forme
infectieuse, injectée par le moustique a I’héte
humain lors du repas sanguin. On y distingue le
complexe apical (apical cap), une structure située
a I’avant de la cellule, et qui est composé Pelicle  Convoluted tubules  Micropyle
d’organites originaux. Il s’agit d’une synapomorphie des Apicomplexés.

Rhoptri
(Paired ?:Eganelles}

Muttiplication asexuée

Les Diatomées, aussi appelées Bacillariophytes, (foie et globules rouges humgains L
sont des Straménopiles (ou Hétérokontes) Reproduction sexuée

unicellulaires, donc apparentés aux algues brunes (intestin d'anophele)

(voir TP B9 Algues et phylogénie). Elles ont un test glandes salivaires

siliceux, constitué de silice amorphe, c’est-a-dire RS i sporozoites

non cristallisée. La frustule (matrice siliceuse) se *"ﬂiﬂﬂ“““"n‘n;.

divise en deux valves emboitées, 1’hypothéque et &

I’épithéque.

Aire centrale  Nodule central
Aire longitudinale
Raphé

Epitheque
Hypotheque

Document 11 : structure de la frustule de ) )
diatomée. Document 10 : le cycle de reproduction de Plasmodium

falciparum, I’agent du paludisme.

Epicingulum|

Hypocingulum |

voies digestives

gametocytes

Les algues vertes unicellulaires, comme Chlamydomonas par exemple, sont des Eucaryotes unicellulaires
photosynthétiques reconnaissables a leur chloroplaste en cloche englobant le noyau.

Les Ciliés sont des Eucaryotes Alvéolés de grande taille, particuliérement mobiles, grace a leurs abondants cils
vibratiles. Parmi les structures reconnaissables et particuliérement originaux, on trouve :
— De nombreux cils vibratiles, dont certains permettent le déplacement, et d’autres — au niveau du péristome —
dirigent les particules alimentaires vers le cytopharynx, ou elles seront phagocytées. La paramécie est
phagotrophe, c’est-a-dire qu’elle préléve sa nourriture par phagocytose et la digére dans des vacuoles.
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— Un péristome, un cytopharynx, un cytostome, qui sont des structures
analogues a la partie antérieure d’un tube digestif d’animal, d’ou leur acyole
nom. pulsatile

— Un cytoprocte, qui est analogue d’un anus d’animal, d’ou son nom.

— Des vacuoles digestives, qui permettent la digestion enzymatique des vacuole
particules et/ou microorganismes phagocytés. digestive

— Des vacuoles pulsatiles, a rdle de régulation osmotique : elles
expulsent de facon rythmique 1’eau excédentaire, qui tendrait sinon a macronoyau
faire éclater la cellule.

- U.n rnat.e'riel géryléyique tout-a-fait original, comportant un 7 cytopharynx
dimorphisme nucléaire : E 5 cytostome
* Le micronoyau comprend la totalité du matériel génétique

diploide, sous forme de chromosomes plus ou moins condensé
selon la phase du cycle cellulaire, comme dans n’importe quel
organisme diploide. Cependant, ce micronoyau n’est pas utilisé !

par la cellule en dehors de la reproduction. I est intégralement Document 12 : structure d,’u.ne
transmis lors de la reproduction. paramecie.

* Le macronoyau, issu d’une duplication du micronoyau suite a la fécondation, est celui qui est utilisé par
la cellule pour I’ensemble de son métabolisme et des fonctions cellulaires autres que reproductives. De
nombreux geénes y sont absents, alors que d’autres ont été dupliqués en des centaines de copies. Il ne
contient pas de chromosomes, et n’est jamais transmis a la descendance.

*  Le dimorphisme nucléaire est une synapomorphie des Ciliés.

péristome

micronoyau

»> Observez des trypanosomes, des plasmodiums, des diatomées et des algues vertes sur lames du
commerce.

> Observez des paramécies au microscope optique et tachez de reconnaitre les structures.

NB : pour les paramécies, on pourra réaliser la préparation dans de 1’eau glycérolée, ou en ajoutant des fibres de coton,
afin de ralentir les paramécies. On pourra notamment zoomer les les vacuoles pulsatiles.

2. Diversité trophique des unicellulaires

a) Analyse de types trophiques bactériens

On rappelle qu’un type trophique correspond aux modalité d’approvisionnement en matiére organique, en électrons
et en énergie, et éventuellement en azote ou autres éléments chimiques potentiellement limitants.

On présente ici quelques caractéristiques des types trophiques de quelques organismes au programme.

NIR
2H" H" NO e
I I \_ } T Periplasm
e Cyt e
NADHDH |—| NAR NOR oo [«—| nNapHDH
1
| B I Cytoplasm
NOs . "
NADH 2H" o NO. NADH
AD* NAD*

Document 13 : la chaine de transport d’électrons de la bactérie Pseudomonas.
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NADtP»H NAD(P)*+H* COX
Cytoplasm rosge Lrea F et 7 Cyt bg’ wogears H20
outer inner T \) @
membrane membrane Thylakoid
Document 14: la chaine de membrane e O”H
transport d’électrons Thylakoid ARTO
d’Escherichia coli. PB,, et lumen ‘Cs
Fe(CN)s* sont des oxydants Document 15: A : une chaine de transport d'électrons dans la membrane des

potentiellement présents dans  thylakoides de Nostoc (Cyanobactérie). B : une autre chaine de transport
I’environnement de la bactérie. ~d'électrons dans la membrane des thylakoides de Nostoc.

> Analysez les chaines de transport d’électrons présentées et proposez des hypothéses quand au type de
métabolisme.

> Proposez un mode d’investigation permettant de déterminer si un microorganisme :
*  peut réaliser une photosyntheése ;
* est autotrophe pour le carbone ;
* est diazotrophe ;
* est autotrophe pour I’azote.

b) Les modes trophiques associés a I’hétérotrophie chez les microorganismes

Les microorganismes hétérotrophes prélévent de la matiére organique dans leur environnement. Cependant, ils peuvent
la prélever selon diverses modalités. Les modes trophiques ou modes de nutrition désignent la facon dont les
hétérotrophes prélévent la matiére organique. Chez les microorganismes, on en distingue deux : I’absorbotrophie et la
phagotrophie, parfois associées a I’exodigestion.

I’absorbotrophie est la capacité d’un organisme unicellulaire a absorber des molécules a travers sa membrane
plasmique. La plupart des microorganismes hétérotrophes sont capables d’absorbotrophie. Elle se fait via des
transporteurs, qui peuvent étre actifs ou passifs. Chez Escherichia coli, on a vu que 1’opéron lactose permettant la
synthése, entre autres, d’une perméase a lactose : il s’agit d’un bon exemple d’un transporteur impliqué dans
I’absorbotrophie.

La phagotrophie est la capacité d’un organisme unicellulaire a phagocyter (= endocyter) une particule ou un autre
organisme, et a les digérer dans des vésicules, notamment par fusion avec des lysosomes. I’endocytose étant une
synapomorphie des Eucaryotes, on ne rencontre ce mode trophique que chez les Eucaryotes. Les vacuoles digestives
des Paramécies et de Plasmodium ont justement cette fonction.

L’exodigestion est la capacité d’un organisme a sécréter des enzymes permettant 1’hydrolyse de composés

extracellulaires, qui seront par la suite phagocytés ou absorbés. La plupart des champignons, en particuliers les
champignons du sol, pratiquent 1’exodigestion.

I1. Suivi d’une population de microorganismes

On va ici dénombrer une suspension de microorganismes, en 1’occurrence, de levures Saccharomyces cerevisiae. Vous
disposez pour cela de lames de Kova. Il s’agit de lames en plastique constituées d’une chambre de hauteur déterminée
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destinée a recevoir la suspension, et gravées d’une grille permettant de déterminer précisément un volume (voir
document 20).

un grand carré
composé de 9 petits
carrés.

> Déterminez la concentration de levures
de votre suspension grace a la lame de
Kova.

> Déterminez la dilution a réaliser de un petit camé

facon a arriver a un résultat final de

. N . os . N @ 9 grand carrés contiennent 1 pl de liguide
NB : groupe de 8h a 10h30 : utilisez les puits 1 a 5 @ 1 grand camé [formd da 3 peits camés) contiant 0,1 oL

seulement ; groupe de 10h30 a 13h: utilisez les & 1 petit caré contient 0.01 pL
puits 6 a 10 seulement.

Document 16 : lecture des grilles sur une lame de Kova.

I1I. Les algues
1. Qui sont les algues ?

Le terme algue désigne un groupe paraphylétique d’organismes pluri- ou unicellulaires photosynthétiques dont la
différenciation cellulaire est faible. En d’autres termes, tout ce qui est photosynthétique et n’est pas embryophyte
(~plantes terrestres) est algue. Ce terme a une certaine validité écologique, dans la mesure ou il désigne des organismes
autotrophes généralement aquatiques, mais il n’a aucune espéce de validité phylogénétique (tout comme le « groupe »
des unicellulaires).

Les trois groupes d’algues pluricellulaires ayant la plus grande importance écologique sont :

— Les chlorophytes, appelées plus généralement algues vertes. On y trouve des espéces unicellulaires, comme
Chlamydomonas déja vue dans le cours sur les unicellulaires, mais aussi des espéces pluricellulaires, comme
Ulva, Enteromorpha ou Spirogyra.

— Les rhodophytes, ou algues rouges. La plupart des espéces sont pluricellulaires, comme Polysiphonia ou
Antithamnion mais certaines sont unicellulaires.

— Les phéophycées, ou algues brunes. Elles sont toutes pluricellulaires. Elles sont particuliérement courantes sur
les cotes de 1’ Atlantique et de la Manche (Fucus, Pelvetia, Laminaria).

On inclut également dans les algues de nombreux organismes unicellulaires photosynthétiques, comme :

— Les diatomées, qui sont treés apparentées aux algues brunes

— Les xanthophycées, également apparentées aux algues brunes, et parfois appelées par abus de langage algues
brunes unicellulaires.

— Les euglénes, d’étonnants organismes unicellulaires flagellés, pouvant étre autotrophes ou hétérotrophes selon
les conditions du milieu (mixotrophie).

— Les cyanobactéries (Nostoc par exemple)

— Les haptophytes (notamment les coccolithophoridés)

— Les dinoflagellés, apparentés aux ciliés et a Plasmodium

2. Morphologie des algues pluricellulaires

Chez les algues pluricellulaires, 1’appareil végétatif est organisé en un thalle, c’est-a-dire constitué d’un unique type
de tissu, relativement peu différencié. La notion de thalle, purement descriptive, s’oppose a celle de cormus, qui
désigne un différenciation de 1’appareil végétatif en organes (tiges, feuilles, racines...), qui est caractéristique des
embryophytes. Les thalles peuvent adopter une morphologie variable. Généralement, on distingue trois morphologies
principales :

— thalle filamenteux : les cellules sont liées en un filament, souvent ramifié, généralement constitué d’une seule
épaisseur de cellules. Exemple : Polysiphonia (algue rouge). Dans certains cas, les filaments peuvent étre
constitués d’un syncytium, c’est-a-dire que les cellules ne sont pas séparées par des membranes.

— thalle en lame : les cellules sont organisées en une lame fine, généralement constituées de deux couches de
cellules. Exemple : Ulva (algue verte)
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— thalle complexe (ou ramifié) : le thalle est ramifié, et comporte une certaine différenciation cellulaire
(notamment, entre les cellules les plus internes et les plus externes). Exemple : Fucus (algue brune).

La plupart des algues pluricellulaires ont une vie fixée, et sont solidaires d’un support grace a un crampon, ou haptére.
11 a un réle purement mécanique, et n’a aucun réle d’absorption, contrairement aux racines des embryophytes.

Les algues pluricellulaires comportent, comme les végétaux terrestres, des parois. Selon les groupes, la composition de
ces parois différe :

— Les algues brunes, vertes et rouges possedent de la cellulose, mais elle est bien plus abondante chez les algues
vertes et rouges.
— Les algues rouges et brunes possedent, en plus de la cellulose, des polysaccharides gélifiants, comme 1’ agarose

(pour les algues rouges), et les alginates (pour les algues brunes), composés largement utilisé en
biotechnologies et en industrie agroalimentaire.

L’appareil reproducteur est trés divers selon les groupes, et est hors programme. 11 est particuliéerement visible chez
certaines algues brunes, comme le fucus, ot il prend la forme de conceptacles, des boursouflures invaginées produisant
les gametes males et femelles.

pleuridie

cladome
secondaire

lame
photosynthétique

marge
ondulante

haptere

Sem

Document 17. Structure d’un thalle en Document 18. Structure d’une thalle complexe thalle filamenteux cladomien
lame (ici : Ulva sp.) (ici : Fucus vesiculosus) (ici : Polysiphonia sp.)

3. Observation microscopique d’algues pluricellulaires

6 mm - i sni M
Document 20. Coupe transversale d’un thalle de Fucus vesiculosus. 1. Document 21. Coupe transversale d’un
Méristoderme : épiderme méristématique photosynthétique ; 2. parenchyme thalle de Fucus vesiculosus. Mémes
cortical dense ; 3. parenchyme médullaire peu dense. légendes que dans le document 1.
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Y Nd
Document 22. Observation microscopique d’un  Document 23. Observation microscopique d’un thalle
thalle filamenteux de Polysiphonia sp. filamenteux de Polysiphonia sp.

Document 24.
Observations
microscopiques d’un
thalle en lame d’Ulva sp..
Gauche : vue d’une des
deux faces de la lame.
Droite : coupe
transversale.

> Réalisez des observations microscopiques de diverses algues (y compris sur des coupes) afin de mettre en
évidence la morphologie des thalles.

IV. Phylogénie et histoire évolutive des étres vivants

1. Acquisition et perte de la pluricellularité

Les levures sont des champignons communément considérés comme étant unicellulaires. On cherche ici a identifier
I’origine de cet état unicellulaire. On rappelle qu’une homoplasie est une similitude d’un état de caractére entre deux
taxons acquises indépendamment au cours de I’évolution, soit par convergence soit par réversion.

» Apartir de ’arbre phylogénétique des mycétes, montrez que le caractére unicellulaire des levures est
une homoplasie, et précisez le type d’homoplasie.

> Qu’apportent les cultures de Saccharomyces cerevisiae en milieu carencé dans la réponse a la question
précédente ?

= ’ul‘._ ‘4 = 2

Document 26: Aspect au microscope
optique d’une colonie de levures dans un
milieu appauvri. Barre d’échelle : 20 pym.

‘G‘ e N

Document 25: Observation au MEB de levures dans un milieu riche
(gauche) et appauvri (droite). Barre d’échelle : 1 pym.
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Laccaria bicolor

Galerina marginata
Plicaturopsis crispa
Coniophora puteana
Fomitopsis pinicola
Punctularia strigosozonata
Stereum hirsutum
Fomitiporia mediterranea

Document 27: Une phylogénie
des eumycetes. Les 5 groupes
grisés sont ceux pouvant étre

appelés levuroides (en anglais : +1.564/-416 I Auricularia delicata
yeast-like), c’est-a-dire qu’ils » 5;‘,1_225209 Botryobasidium botryosum
regroupent des espéces +636/-3485 — Cryptococcus neoformans
quasiment systématiquement b— Tremella mesenterica
unicellulaires. Espéces en bleu : +605/-218 o845 Wallemia sebi
R . . I +1,280/— .
espéces unicellulaires +1.019/-698 Cronartium quercuum
. . . +39/-808 Melampsora laricis-populina
obligatoires ou facultatives. Puceinia graminis
Outgroup : groupe externe. +135/-2,900 I— Mixia osmundae
Fungi = eumycetes., 211742 Rhosporidium toruloides
ctst Rhodotorula graminis
+427/-1,141
Sporobolomyces roseus
+100/—4,124 I Ustilago maydis

Ehs2iEadS) \alessezia globosa
Saccharomyces cerevisiae
Candida glabrata
Zygosaccharomyces rouxii
Kluyveromyces lactis
Eremothecium gossypii
Dekkera bruxellensis
Pichia stipitis

Candida albicans

+2,794/-1182

+259/-3,737

K| .
'§ mok1 Debaryomyces hansenii
3 < - .

g g chs! agni Yarrowia lipolytica

25 agni == a2 Penicillium chrysogenum

5 _f_g’ mok1 == Aspergillus fumigatus

<% scwll == Histoplasma capsulatum
= Exophiala dermatitidis

L% g +799/-325 Symbiotaphrina kochii

+287/-1812

Cochliobolus heterostrophus
Fusarium graminearum
14,788/—571 Trichoderma reesei
Cryphonectria parasitica
+A76/-1.640 chsi Neurospora crassa

' 0 Botrytis cinerea

L -o89/4708 Schizosaccharomyces pombe

Mucor circinelloides
Phycomyces blakesleeanus
Mortierella elongata

r— Coemansia erecta

L— conidiobolus coronatum

— Batrachochytrium dendrobatidis

L— spizellom yces punciatus

cts1
chs2
chs3

+931/-353

engt

cpst
(=fksT)

+1935/-96

FUNGI

Outgroup (Microsporidia, Choano-
Flagellates, Apusozoa, Amoebozoa)

2. Commenter arbre du vivant — I’enracinement

Dans certains cas, les arbres phylogénétiques produits sont dit nen racinés : la racine (c’est-a-dire le nceud le plus
ancien) n’est pas connu, et 1’arbre a alors une disposition en étoile. La méthode phénétique du neighbour joining, par
exemple, produit des arbres non racinés. L’enracinement de 1’arbre consisté a P’orienter temporellement.
L’enracinement peut étre donné par la définition d’un groupe externe, ce qui revient a dire que les autres espéces
constituent un groupe monophylétique (voir document 18).
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Dimension 1 : la diversité

A

Document 28: Deux
arbres de topologies
identiques, le premier
raciné (par un groupe
externe ou par le
rapprochement des deux
autres groupes), le second
non raciné. Source :
https://www.unisciel.fr/

> ) -
oo e ....._r___,_FeuHIe

i Ljéf;l]J

 .—Branche

»
—

Noeud

Noeud

Dimension 2 : le temps

Raci
Racine

Arbre raciné Arbre en étoile
Le document 19 présente une phylogénie du vivant. La monophylie des trois grands groupes que sont les Eucaryotes,

les Archées et les Eubactéries est trés bien établie. En revanche, il n’y a pas de consensus sur la hiérarchie de ces
groupes les uns par rapport aux autres. L’arbre est donc non raciné.

Document 29: Un

arbre du vivant, en Archées
version « prudente » 0,1 Halococcus morrhuae :
non racinée. Noter | - ; Halobacterium volcanii
° . t.aC ce ;)Ele € Sulfolobus solfataricus Methanospirilum hungatei
positionnement des Thermoproteus tenax Methanobacterium formicium

chloroplastes et
mitochondries chez

les Eubactéries. Dictyostelium discoideum

Homo sapiens

Xenopus laevis

Zea mays
Prorocentrum micans
Oxytricha nova™
Saccharomyces cerevisiae
Trypanosoma brucei
Euglena gracilis

Methanococcus vannielii

Thermomicrobium roseum
Pseudomonas testosteroni
Escherichia coli

Zea mays mitochondrie

Agrobacterium tumefaciens
Bacillus subtilis
Synechacoccus sp.

Zea mays
chloroplaste

Trichomonas vaginalis Bactéries

Giardia lamblia
Eucaryotes

> Pourquoi ’enracinement par groupe externe est-il délicat dans ce cas de figure ?

» Quelle information pourrait permettre I’enracinement de I’arbre ?

Encart : quid des virus ?

1l ne s’agit pas ici de questionner 1’appartenance des virus au vivant, vaste débat qui a pour seul intérét de réfléchir a ce qu’est le vivant, mais plut6t
de poser la question de la possibilité de placer les virus dans I’arbre du vivant. La question n’est pas stupide, puisque les phylogénies sont
actuellement largement construites sur caractéres moléculaires (séquences d’acides nucléiques), et que les virus contiennent tous un génome
d’ARN ou d’ADN.

S’il s’agit de placer I’ensemble des virus dans 1’arbre du vivant, la réponse est simple : c’est impossible. Les virus sont en effet constitués
généralement d’un petit nombre de génes, il n’existe aucun géne qui soit présent chez 1’ensemble des virus. NB : il existe en revanche des génes
existant chez I’ensemble des étres vivants, et qui sont a la base de la construction des phylogénies du vivant, comme les ARN ribosomiques par
exemple.

Les virus ont également une grande vitesse d’évelution, a cause de leur cycle de reproduction trés rapide, et surtout de I’absence — la plupart du
temps — de mécanismes de réparation du génome. Sur le temps long, les homoplasies (réversions et convergences) deviennent difficiles a
détecter, ce qui pose un énorme probléme de fiabilité des éventuels arbres réalisés avec des virus.

Enfin, un obstacle majeur a la construction d’une phylogénie incluant les virus est I’importance des transferts horizontaux de génes, entre virus et
eucaryotes, ou méme entre plusieurs virus différents, lorsqu’ils infectent en méme temps un héte. La notion méme de descendance et
d’apparentement — qui est a la base de la méthodologie cladistique — est donc caduque chez les virus, ce qui contribue a rejeter 1’idée de les classer
dans I’arbre du vivant.

Tout au plus, on pourra comparer les génomes de virus proches et établir des regroupements de virus (en familles, notamment).
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3. Placer les algues dans la classification phylogénétique du vivant

L’identification de caracteres signifiants d’un point de vue phylogénétique (c’est-a-
dire des synapomorphies, et non des homoplasies) est délicate chez les algues
unicellulaires. Leur simplicité morphologique fait que le nombre de caractéres
observable est plus petit que chez d’autres organismes, et leurs niches écologiques

Appareil

de Golgi

trés proches sont a |’origine de nombreuses homoplasies (notamment des c,,,o,fjfs}
convergences) au cours de 1’évolution. Scophisie

reticulum
En particulier, la morphologie du thalle est largement convergente chez les trois
grands groupes d’algues pluricellulaires. En d’autres termes, ’identification de la —
morphologie en filaments, en lame ou ramifiée ne permet pas de classer une algue
dans un de ces trois grands groupes. On trouve, par exemple, des thalles en lame chez
les algues brunes, vertes ou rouges. S Mitochondrio

sous-pelliculaires

La détermination est basée, de fagon assez intuitive, sur la couleur :

—  Chez les algues, les pigments photosynthétiques sont les chlorophylles a et
b et les caroténoides, comme chez les angiospermes.

—  Chez les algues rouges, les pigments photosynthétiques sont la chlorophylle
a et les caroténoides, ainsi que les phycobilliprotéines, des pigments
hydrosolubles associés aux photosystémes.

— Chez les algues brunes, les pigments photosynthétiques sont la chlorephylle c, et un caroténoide brun, la
fucoxanthine.

Document 30. Organisation
d’une cellule flagellée d’un
Straménopile (ici, une
chrysophycées).

Parmi les caractéres facilement observables pour les algues brunes, on notera 1’existence sur les cellules flagellées de
deux flagelles de morphologie différente : un flagelle lisse, et un flagelle hérissé de petits tubes (les mastigonémes). Ce
caractére permet de classer les algues brunes dans le groupe des Straménopiles ou Hétérokontes.

4. les plastes : un laboratoire miniature de I’évolution

a) Les plastes : des témoins d’endosymbioses anciennes

Les plastes sont des organites courants chez les eucaryotes, et dont 1’origine est — comme les mitochondries —
endosympbiotique. L’hypothése de 1’endosymbiose des plastes a été pour la premiére fois formulée en 1883 par le
botaniste franco-allemand Andreas Schimper, et elle a depuis été validée par des trés nombreuses observations. On
rappelle quelques uns des principaux arguments étayant la théorie endosymbiotique pour les plastes et/ou les
mitochrondries des angiospermes dans le document suivant.

caracteére Eubactéries organites semi-autonomes Eucaryote (a I'exclusion des
organites semi-autonomes)
membrane membrane plasmique riche en | membrane interne (mitochondrie) membrane dépourvue de cardiolipine
cardiolipine et en protéines de |riche en cardiolipine et en protéines | et de protéines de chaines de
chaines de transport d'électrons |de chalnes de transport d'électrons transport d'électrons
membrane externe dépourvue de
cardiolipine et de protéines de
chaines de transport d'électrons
ADN circulaire, associé a des NAPs, | circulaire, associé a des NAPs, une |linéaire, chromatinien, multiples
une seule origine de réplication |seule origine de réplication origines de réplication
Ribosomes 70S 70S 80S
Structure des pas d'introns introns rares tous les génes ont des introns
génes
Partde 'ADN |>50 % >50 % ~1 %
codant

Document 31: Quelques arguments en faveur de la théorie endosymbiotique.
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Document 32: Théorie endosymbiotique de 1'origine des plastes et des mitochondries. Gauche : origine des
mitochondries. Droite : origine des plastes de la lignée verte (algues rouges et vertes, plantes terrestres). D'aprés
www.snv.jussieu.fr

b) Diversité des plastes et histoire évolutive des eucaryotes photosynthétiques

Si les plastes et les mitochondries sont tous deux issus d’une endosymbiose, on peut facilement montrer que 1’histoire
de la mitochondrie est assez simple. Les phylogénies des Eucaryotes établies sur génes mitochondriaux ou sur génes
nucléaires (comme les génes codant les ARNr, par exemple) sont congruentes, c’est-a-dire que la topologie des arbres
obtenus est la méme : I’histoire de la mitochondrie suit donc I’histoire des Eucaryotes ; en d’autres termes, il y a eu un
seul événement d’endosymbiose conduisant a 1’apparition de la mitochondrie chez un eucaryote primitif, a 1’origine de
toutes les mitochondries de tous les Eucaryotes. On va voir ici que 1’histoire des chloroplastes est bien plus complexe, et
donc passionnante.

i.  Etude morphologique des plastes de divers organismes

Les 4 documents suivants présentent des électronographies de plastes chez 4 groupes d’eucaryotes photosynthétiques
(les Embryophytes, les algues brunes, les algues rouges et les chlorarachniophytes).

> Pour chaque image, réalisez un schéma interprétatif, en vous concentrant sur le nombre et la nature des
membranes du chloroplaste.

Document . Observation au MET d’un
chloroplaste d’algue brune.

Document 34. E)bservation au MET d’un
chloroplaste de bryophyte (mousse).
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v 3 P -
S A “nd et : Xy
Document 36. Observation au MET d’un
chloroplaste d’algue rouge.

‘s

Comme on I’a vu, les chloroplastes des algues peuvent étre issus d’une endosymbiose primaire ou secondaire, et méme
tertiaire.

secondary endosymbiosis

Eukaryotic cell Nuclei .
(secondary endosymbiont) Quadruple-membraned Nudeormorph Triple-membraned chloroplast
chl | -
(secon dar;/) gno 5 osays;tnbi ont) (Secondary endosymbiont's
2 B nudeus) T s
o EEEEES e, [ S, [~ - ’(d-s‘

2 & 2 S=2

Periplastid membrane
(Secondary endosymbiont's
cellmembrane)
Epiplastid membrane Epiplastid membrane
(phagosomal membrane)

Double-membraned chloroplast
(primary endosymbiont)

Document 37. Mise en place d’une endosymbiose secondaire, et diversité des types de plastes obtenus.

Le document suivant présente la diversité des types de plastes existant chez un certain nombre d’especes
photosynthétiques.
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taxon nombre de membranes | types de pigments nucléomorphe
Cyanobactéries 1 (mb plasmique) chlorophylle a et phycobilliprotéines non
Embryophytes 2 chlorophylles a et b non

Algues vertes 2 chlorophylles a et b non

Algues rouges 2 chlorophylle a et phycobilliprotéines non

Algues brunes 4 chlorophylle a et c non
Diatomées 4 chlorophylle a et ¢ non

Euglénes 3 chlorophylles a et b non
Haptophytes 4 chlorophylle a et ¢ non

certains Dinophytes 5 chlorophylle a et ¢ oui/non (selon espéces)
Chlorarchniophytes 4 chlorophylles a et b oui

ii.

Document 38. Une phylogénie des eucaryotes.
On y a représenté en particulier les groupes
présentant des plastes (ceux comportant des
astérisques). Violet : plastes a chlorophylle a
seulement ; rouge : plastes a chlorophylle a et
c ; vert : plastes a chlorophylle a et b ; noir :
plastes sans pigments. Le nombre d’astérisque
indique le nombre d’endosymbioses. Les
neeuds pour lesquels le boostrap est supérieur
de 100 sont représentés par un cercle noir.

Reconstituer 1’histoire évolutive des Eucaryotes photosynthétiques a partir de leurs chloroplastes
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Le document précédent présente une phylogénie des eucaryotes, sur laquelle diverses informations sont ajoutées :
nombre d’endosymbioses a 1’origine des plastes, types de pigments dans les plastes.

» Commentez cet arbre phylogénétique de facon a expliquer I’origine des plastes des différents groupes
d’Eucaryotes.

Pistes :
— on pourra commencer par identifier les groupes monophylétiques, de fagon a reconnaitre des clades connus.
— on pourra placer sur les branches de I’arbre les différentes possibilité d’événement d’acquisition ou de perte
de plastes (endosymbiose primaire, secondaire, tertiaire).

Rappel : les méthodes de construction d’arbres phylogénétique.

Il existe de nombreuses méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétique, qui peuvent cependant toutes étre classées
en deux familles : les méthodes phénétiques et les méthodes cladistiques. On en rappelle ici les principes.

PHENETIQUE CLADISTIQUE

1. Comparaison de séquences 1. Identification d'un groupe exter
poulet : AATCTGGTAGTAGTGTCGATTGT (dont les caractéres sont plésiomorphes)
humain : AATCTGGTAGTAGTGTCGATTGT poulet - AATCTGGTAGTAGTGTCGATTGT
lézard : AXTCAGGTAGTAGTGTCGATTGT humain : AATCTGGTAGTAGTGTCGATTGT
truite : CATCTGCTAGAAGTCCCATTTGA lézard : AATCAGGTAGTAGTGTCGATTGT

salade : GTTCCGCAAGACGTCCCAATTAT truite : CATCTGCTAGAAGTCCCATTTGA

2. Construction d'une matrice de distances salade : GTTCTGCAGACGTCCCAATTAT

2. Par comparaison au groupe externe,
| identifier les états plésiomorphes (0) ou
poulet | 0% apomorphes: (1, 2, 3...) du groupe a classer

humain |8,6% | 0%

poulet
humain
lézard

truite
truite

3. proposer tous les arbres possibles

lézard [4,2% |4,1% | 0%

truite | 22% | 21% | 22% | 0%

c [ =4 =
- =} o - £ o - £ ©
2 B @ ¢ T 2 ®© B g T 2 2 @ g
salade | 56% | 57% | 55% | 59% | 0% R 2 EfgsS 2 §E=s2
e Q@ £ 5 o Q £ @ 5 o0 a Q® £ 5 o

74

3a. UPGMA 3b. Neighbour Joining %

(construction dichotomique
ar moyenne arithmétique .
P y aue) 4b. Maximum de

- rapide - rapide 4a. Maximum de parcimonie vraisemblance
- tres peu fiable ) - peu fiable ) (choisir I'arbre comportant (choisir I'arbre le plus probable
- possible s.ur caracteres } seL’lIemgnt sur caracteres le moins d'événements) sachant les probabilités de
morphologiques moléculaires .
- long mutations A— T, C—A, etc...
- assez fiable
- possible sur caracteres - Igng
morphologiques - fiable

- uniquement sur caracteres
moléculaires
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