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5.2.3 DISCUSSION: 

Les deux polyamines étudiés provoquent l'enlèvement de protéines 

extrinsèques essentielles au fonctionnement optimal du COO La SPO enlève 

les trois protéines extrinsèques de 33, 24 et 16 kOa tandis que la SPM enlève 

seulement deux de ces protéines du COO, la 24 et la 16 kOa. La SPO enlève 

aussi une autre protéine non extrinsèque d'environ 28 kOa correspondant au 

CCLII et lou à la CP29. 

L'inhibition du dégagement d'oxygène par la SPO est renversée par le 

calcium et le chlore, alors que l'ajout de ces ions inorganiques n'empêchent 

pas l'enlèvement des trois protéines impliquées dans l'oxydation de l'eau. 

L'inhibition par la SPM est renversé par le Ca+2 (dégagement d'02) malgré que 

le calcium n'a aucun effet sur l'enlèvement des protéines en électrophorèse. 

Comment expliquer cette différence entre le dégagement d'oxygène et 

les électrophorèses pour ces cofacteurs. On sait que l'enlèvement des 

protéines extrinsèques diminue l'activité du PSI! et qu'en ajoutant ces 

cofacteurs l'activité est restaurée. Ces ions sont essentiels pour obtenir le 

rendement maximal du COO et par conséquent, les ions calcium et chlore 
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n'empêchent pas l'enlèvement des protéines extrinsèques mais agissent près 

des Mn afin de reconstituer un COO compétent et de permettre aux états 

d'oxydations de Sa à S4 de se faire sans entraves. Les ions Ca+2 et cr 

possèdent des sites de liaison près des Mn et ces sites sont 

vraisemblablement altéré par l'ajout de polyamines. Les sites modifiés 

pourraient perdre leur cofacteurs inorganiques. L'ajout de manière exogène 

des ions calcium (pour la SPM et la SPO) et chlore (pour la SPO) permettraient 

à ces ions de se relier aux niveau de leurs sites de liaison au niveau du COO. 
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5.3 ÉTUDE PAR FLUORESCENCE DE L'EFFET INHIBITEUR DE LA SPM 

ET DE LA SPD SUR LE PSI!. 

Les techniques de dégagement d'oxygène et d'électrophorèse sont des 

techniques invasives car elles nécessitent l'ajout d'un accepteur d'électrons 

(DCBQ) ou elles modifient les protéines par l'action de détergents. La 

technique de fluorescence est non-invasive et renseigne de l'efficacité du 

transport d'électrons dans les PSII intacts ou altérés par des agents chimiques 

ou physiques 90. 

5.3.1 INTRODUCTION À LA FLUORESCENCE 

Dans l'appareil photosynthétique, l'énergie lumineuse est captée par des 

pigments contenus dans les antennes localisées dans les deux photosystèmes, 

le PSI et le PSII. Lorsque l'énergie lumineuse excite la Chi , elle passe de l'état 

fondamentale à l'état singulet et transfert ensuite son énergie à une Chi voisine 

pour finalement revenir à son état initial. Pour dissiper son énergie, la Chi 

utilise plusieurs modes. Le premier est la dissipation par excitation du centre 

réactionnel ce qui amène la séparation de charge et provoque un transport 

d'électrons actif. La seconde est la perte de son énergie par désactivation 

thermique. La dernière est l'émission de fluorescence 91 . 
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À la température de la pièce, la fluorescence provient majoritairement du 

PSII (environ 95%). Le PSII est capable d'émettre de la fluorescence variable 

(Fv). Comparativement, le PSI ne peut émettre cette fluorescence. La Fv 

observée chez le PSII fait en sorte que celui-ci est le plus étudié par la 

méthode fluorométrique, au détriment du PSI. 

5.3.1.1 DEFINTION DE LA FLUORESCENCE CONSTANTE (Fo) 

Fo désigne la fluorescence minimale, initiale et constante. Elle 

représente l'émission de fluorescence par les Chi ~ excitées avant que cette 

énergie ait été transférée au centre réactionnel du PSII. Par conséquent, QA 

est totalement oxydé au niveau de Fa. L'intensité du faisceau lumineux utilisé 

pour mesurer Fo doit être trop faible pour activer le transport d'électrons. 

5.3.1.2 DEFINITION DE LA FLUORESCENCE VARIABLE (Fv) 

La fluorescence variable (Fv) est le résultat de la réduction partielle de 

QA et donc du pool de plastoquinones. Cette fluorescence est la différence 

entre l'intensité de la fluorescence à un temps (Ft) ou à un niveau donné (ex. 

Fm) et l'intensité de la fluorescence au niveau 0 (Fa) . Ce qui implique que le 
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transport d'électrons s'effectue normalement. L'intensité lumineuse ambiante 

doit être suffisante pour stimuler le transport d'électrons 91 . 

5.3.1.3 DEFINITION DE LA FLUORESCENCE MAXIMALE (Fm) 

La fluorescence maximale (Fm) est obtenue en lumière saturante qui 

réduise totalement les QA. Par conséquent les Chi excitées sont désactivées 

par l'émission de fluorescence et les QA réduites amènent une recombinaison 

de charge au niveau du centre réactionnel (P680). Cette énergie sera 

retransmise à l'antenne de Chi du PSII puis cette dernière émet de l'énergie 

sous forme de fluorescence afin d'amener les ChI excitées à leur état 

fondamental. 

5.3.1.4 FORMULES UTILISÉES POUR ANALYSER LES RÉSULTATS DE 

FLUORESCENCE 

Le rendement quantique maximal de la photochimie du PSII correspond 

à l'efficacité photochimique maximale du PSII. Ce paramètre est utilisé pour 

évaluer l'impact des stress environnementaux, chimiques ou physiques sur le 
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PSII et plus les stress affectent le PSII plus le rapport diminue. Le rendement 

quantique ($0) est égal à: 

$0 = Fvmax / Fm 

ou Fvmax = fluorescence variable maximale = Fm - Fo 

Le rapport Fo/Fm indique l'état du transport d'électron et aussi si 

l'antenne est altérée ou non par les différents stress. 

Fm 
F" 

.,1 . 
L.1 

Figure 21 : schéma d'un tracé f1uorimétrique avec les différents paramètres 

utilisés en fluorescence. Fo = fluorescence constante, Fv = fluorescence 

variable, Fvmax = fluorescence variable maximale (Fm - Fo) et Fm = 

fluorescence maximale. Les faisceaux lumineux sont les suivants: L 1 = 1.6 

kHz pendant 3 sec puis 100 kHz pendant 128 sec; L2 = illumination actinique 

(3.8 W/m2
, 680 nm) 
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5.3.2 ETUDE DE LA SPD PAR FLUORESCENCE 

Un léger rappel s'impose sur les résultats obtenus par la SPD. Par la 

technique d'électrophorèse les résultats démontrent que les trois protéines 

extrinsèques et une protéine correspondant au CCLII oulet CP29 sont 

enlevées. La SPD agit donc du côté donneur d'électrons, c'est à dire le côté 

qui donne ses électrons au centre réactionnel (P680). Le côté donneur est 

constitué des trois protéines extrinsèques, de la tyrosine Z et des quatre 

manganèses formant ainsi le complexe de dégagement d'02 

La figure 22, présente le tracé fluorimétrique du PSII contrôle (en haut) 

et du PSII inhibé par 3 mM de SPD (en bas). En regardant ces deux tracés on 

remarque que le PSII inhibé par 3 mM de SPD montre une augmentation de la 

fluorescence constante (Fo) et une diminution de la fluorescence variable 

maximale et de la fluorescence maximale (Fvmax et Fm) par rapport au 

contrôle. Il est a noter que ces deux tracés ont la même échelle de mesure 

(voir à gauche, 0 - 300). 
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Figure 22 : Courbe de fluorescence chlorophyllienne du PSII contrôle (en haut) 

et du PSII inhibé par 3 mM de SPD (en bas). L'échelle de mesure de la 

fluorescence, à gauche de l'axe des y, est comprise entre 0 et 300 unités 

arbitraires. 
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Maintenant analysons le tracé du PSII inhibé par la SPD par rapport à 

celui du contrôle (figure 22). La Fo correspond à la fluorescence constante et 

n'est pas associée à la photochimie du PSII mais plutôt à l'énergie perdue par 

les antennes lors du transfert d'excitons vers le centre réactionnel du PSII (le 

P680). Habituellement, la Fo est constante entre le contrôle et le PSII inhibé. 

Elle n'est pas affectée par l'état (actif ou inactif) du transport d'électrons. Sur 

ce tracé Fo augmente passant d'environ 130 à 225 unités pour le PSII contrôle 

et le PSII inhibé respectivement. 

La figure 23 représente le paramètre Fo/Fm par rapport aux 

concentrations de SPD. Le rapport Fo/Fm est respectivement de 0.50 et 0.81 

pour le contrôle et le PSII inhibé par 3 mM SPD. Les résultats possèdent un 

écart type de plus ou moins 0.02. Ce paramètre augmente graduellement avec 

la concentration de SPD pour finir à 0.80 pour 20 mM de SPD. Dans cette 

même figure en insertion le graphique de Fo par rapport aux concentrations de 

SPD démontre que la Fo augmente rapidement jusqu'à 3 mM (6.4) puis 

diminue (5.2). Ce paramètre démontre clairement que Fo du PSII inhibé est 

augmentée par rapport au contrôle (4.3) . Cette augmentation de la Fo par 

rapport au contrôle (surtout observée avant 3 mM de SPD) implique l'altération 

des complexes collecteurs de lumières. Par conséquent l'énergie perdue par 

les antennes lors du transfert des excitons vers le centre réactionnel est 

augmentée. La SPD modifie donc l'antenne du PSI!. Cette altération des 
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complexes antennaires à été démontrée en électrophorèse par l'enlèvement 

d'une protéine d'environ 28 kDa correspondant au CCLII ou 1 et la CP29. 

0.9 

0.8 

Figure 23: Graphique de Fo/Fm en fonction des concentrations de SPD. 

Insertion: Graphique de Fo en fonction des concentrations de SPD. Le contrôle 

et le PSII inhibé par 3 mM ont des Fo/Fm de 0.5 et 0.81 respectivement. 
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Le deuxième paramètre à observer, c'est Fvmax qui correspond à la 

valeur de la fluorescence maximale (Fm) à laquelle on soustrait la valeur de la 

fluorescence constante (Fo). Cette fluorescence est d'origine photochimique 

(dépend du transport d'électrons). Dans le tracé (figure 22) du PSII traité avec 

3 mM de SPD, la Fvmax est grandement atténuée par rapport au contrôle. 

Cette atténuation de Fvmax peut être causée par des dommages au coté 

donneur d'électrons. Dans ce cas, l'arrivée des électrons au centre réactionnel 

est limité car, le CDa est altéré. Cela diminue la photoréduction de QA et 

proportionnellement, l'émission de fluorescence. 

Un paramètre important lors de la variation de Fvmax c'est le rendement 

quantique (<1> 0 = FvmaxlFm) représenté en fonction des concentrations de SPD 

dans la figure 24. Les <1>0 pour le contrôle et le PSII traité avec 3 mM de SPD 

sont de 0.50 et 0.19. Les résultats de ce graphique possèdent un écart type de 

plus ou moins 0.02. Le contrôle présente un <1>0 de 0.50 et plus on augmente 

les concentrations de SPD plus le <1>0 diminue pour terminer avec un <1>0 de 0.20 

à une concentration de SPD de 20 mM. Cette diminution du rapport de <1>0 

indique qu'il y a effectivement un stress qui affecte l'efficacité du PSII. Ce 

rapport diminue car, Fvmax diminue (voir graphique en insertion) et donc, cette 

atténuation de la fluorescence variable provient de l'altération du côté donneur 

d'électrons. Dans cette figure en insertion on observe aussi le tracé de Fm en 

fonction des [SPD] ou l'on remarque que Fm diminue avec l'augmentation de la 
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[SPD]. Par conséquent le $0 est directement influencé par la diminution de Fm 
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Figure 24: Graphique de <1>0 en fonction des concentrations de SPD. Insertion: 

Graphique de Fm (8) et de Fvmax (e) en fonction des concentrations de SPD. Le 

PSII contrôle a un <1>0 de 0.5 et le PSII inhibé par 3 mM de SPD présente un Es de 

0.19. 
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5.3.2.1 EFFET DES IONS CALCIUM ET CHLORE SUR LE PSIIINHIBÉ PAR 

LA SPD PAR FLUORESCENCE: 

Tel que démontré auparavant dans la section 5.1.3, l'inhibition du 

dégagement d'oxygène par la SPD est renversée par le Ca+2 et le cr. Mais 

ces ions n'ont aucun effet sur l'enlèvement de protéines. Regardons si l'ajout 

de ses ions peut modifier les paramètres $0 et Fo/Fm. Pour ces expériences 

les sels utilisés sont le Ca(N03)2 et le NaCI. Commençons par le sel de 

calcium avec la SPD (voir tableau 8). 

Dans le tableau 8 on remarque que le PSII sans SPD avec 100 mM de 

calcium est déjà affecté par rapport au contrôle. Cet effet du calcium exogène 

se fait jusqu'à la concentration de 1 mM ou l'effet observé est léger à cette 

concentration. Selon le paramètre Fo/Fm on observe une augmentation de Fo 

pour les PSII traités avec le calcium en absence de SPD par rapport au 

contrôle. Probablement qu'à des concentrations élevées de calcium celui-ci 

modifie l'antenne du PSII. Cependant même si le calcium à un effet inhibiteur 

sur le PSII dépourvu de SPD, il n'en demeure pas moins que celui-ci ne 

renverse pas l'effet de la SPD sur les paramètres de fluorescence. Les 

paramètres $0 et de Fo/Fm ne varient pas de façon significative entre les PSII 

inhibés sans calcium et les PSII inhibés avec présence de calcium. 
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[SPO] (mM) [Ca(N03h] (mM) $0 Fo/Fm 

PSII contrôle ----- 0.48 0.52 

----- 100 0.12 0.88 

3 ----- 0.24 0.76 

3 100 0.25 0.75 

----- 10 0.38 0.62 

3 ----- 0.12 0.88 

3 10 0.12 0.88 

----- 5 0.39 0.61 

3 ----- 0.12 0.88 

3 5 0.11 0.89 

----- 1 0.45 0.55 

3 ----- 0.14 0.86 

3 1 0.13 0.87 

Tableau 8 Effets du Ca(N03)2 sur $0 et sur Fo/Fm du PSII traité avec 

3mM de SPO. 

Le tableau 9 présente l'effet du chlore sur la SPO, le sel de chlore utilisé 

est le NaCI. En comparant les valeurs de $0 et Fo / Fm entre les PSII inhibés 

en absence de sel et les PSII inhibés en présence de chlore on observe que 

ces paramètres ne varient pas de manière significative car l'écart type est de 
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plus ou moins 0.02. Donc le chlore n'a aucun effet pour renverser l'effet de la 

SPD sur les paramètres de fluorescence. 

[SPD]( mM) NaCI (mM) ~o Fol Fm 

PSI! contrôle ----- 0.48 0.52 

----- 100 0.44 0.56 

3 ----- 0.14 0.86 

3 100 0.12 0.88 

----- 50 0.45 0.55 

3 ----- 0.15 0.85 

3 50 0.15 0.85 

----- 10 0.48 0.52 

3 ----- 0.14 0.86 

3 10 0.14 0.86 

----- 5 0.46 0.54 

3 ----- 0.16 0.84 

3 5 0.15 0.85 

----- 1 0.44 0.55 

3 -----
1 

0.16 0.86 

3 1 0.16 0.86 

Tableau 9 Effet du chlore sur l'inhibition du PSI! traité par la SPD. 
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5.3.3 ETUDE DE LA SPM PAR FLUORESCENCE: 

Un rappel concernant la SPM. La SPM enlève deux protéines 

extrinsèques (24 et 16 koa) du PSI! et inhibe le dégagement d'02. Donc cet 

inhibiteur agit au niveau du CoO. 

La figure 25, représente le tracé de fluorescence du PSI! contrôle (en 

haut) et le PSI! inhibé par 3 mM de SPM (en bas). Sur ce tracé on note que Fo 

est augmentée tandis que Fvmax et Fm sont diminuées sur le tracé du PSI! 

traité avec 3 mM de SPM par rapport au contrôle. Il est a noter que ces deux 

tracés ont la même échelle de a à 245. Sur le tracé du PSI! inhibé avec la 

SPM, la Fo est augmentée par rapport au contrôle (183 versus 100 pour 

l'échelle à gauche des tracés) . Comme mentionné précédemment, cette 

augmentation de Fo implique une altération des complexes collecteurs de 

lumières. Cette altération des antennes n'est cependant pas visible sur le gel 

d'électrophorèse de la SPM. Cette diminution de Fvmax peut-être causée par 

des dommages au niveau du côté donneur d'électrons du PSI! . Si le COO est 

endommagé l'arrivé des électrons au centre réactionnel est fortement atténué 

ce qui diminue la réduction de QA (plus de quinone oxydée). En effet 

l'électrophorèse démontre clairement que le COO est atteint car il ya perte de 

deux protéines extrinsèques. 
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Figure 25: Courbe de fluorescence chlorophyllienne de ( en haut, A) PSII 

contrôle et ( en bas, B) PSII inhibé par 3 mM de SPM. 



126 

Les résultats concernant la variation de Fo/Fm en fonction des 

concentrations de SPM, sont présentés sur la figure 26. Si on regarde cette 

figure, Fo/Fm du contrôle est de 0.48 tandis que celui du PSII traité avec 3 mM 

de SPM est égale à 0.84. Ces résultats ont un écart type de plus ou moins 

0.02. Ce rapport augmente graduellement puis diminue à partir de 5 mM. Il 

est à noter que la SPM n'enlève aucune protéine associée aux antennes 

comparativement a la SPD qui en enlève une. Donc a faible concentrations de 

SPM il y aurait altération des antennes qui sont possiblement déconnectés des 

photosystèmes tandis qu'à de grandes concentrations il se pourrait que la SPM 

provoque l'aggrégation des CCLII ce qui amène un quenching de Fo 92. 
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Figure 26: Graphique de Fo/Fm en fonction des concentrations de SPM. Le 

contrôle et le PSI! traité avec 3 mM de SPM ont respectivement un Fo/Fm de 

0.48 et 0.84. 
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La figure 27 met en relation le rendement quantique ($0) avec les 

concentrations de SPM. Dans cette figure le $0 du contrôle est de 0.52 tandis 

que celui du PSI! inhibé par 3 mM de SPM est égale à 0.16. L'écart type est 

de plus ou moins 0.02. Au début de ce graphique le $0 diminue puis augmente 

à partir de 3 mM pour terminer avec une valeur de 0.4. Par conséquent cela 

nous indique que pour le PSII traité avec la SPM le rapport Fvmax / Fm est 

diminué et donc Fvmax diminue. Cette atténuation de la fluorescence 

démontre que ~e côté donneur d'électron est endommagé par le polyamine. La 

diminution de ce rapport du $0 implique une atteinte à l'état physiologique 

(COQ endommagé) du PSII par un stress (SPM). 

Pour comprendre davantage l'allure des figure 26 et 27 qui représentent 

les paramètres Fo/Fm et $0 en fonctions des concentrations de SPM, il faudra 

faire trois autres graphiques supplémentaires soit Fvmax, Fo et Fm en fonction 

des concentrations de SPM (figure 28 A et B). 
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Figure 27 : Graphique du $0 en fonction des concentrations de SPM. Le 

contrôle et le PSI! inhibé par 3 mM de SPM ont un $0 respectifs de 0.52 et 0.16 
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Figure 28: Graphique A: Fvmax en fonction des concentrations de SPM. 

Graphique B: Fo (0) et Fm (e) en fonction des concentrations de SPM. 
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En comparant l'allure de la figure 27 (<1>0= FvmaxlFm) avec la figure 28 A 

(Fvmax), on remarque que ces deux graphiques ont globalement la même 

allure avec des valeurs minimales à 3 mM. La similitude de ces deux 

graphiques implique que l'allure du graphique obtenu avec <1>0 dépend de 

Fvmax qui donne l'allure de ce graphique. Le graphique 28 8 démontre que 

Fm diminue en fonction de l'augmentation des [SPM] et par conséquent l'allure 

du graphique 27 est influencé directement par la diminution de Fvmax et de 

Fm. Le tracé de Fo (figure 28 8) augmente jusqu'à 3 mM puis diminue. Une 

augmentation de Fo implique l'altération des CCUI tandis qu'à de grandes 

concentrations (supérieures à 3 mM) il se pourrait que la SPM provoque 

l'aggrégation des CCLII ce qui amène un quenching de Fo 92. 

L'allure des graphiques présentée aux figures 26 (Fo/Fm) et 28 8 (Fo) 

est similaire avec des valeurs maximales à 3 mM. La similitude de ces deux 

graphiques démontre clairement que l'allure de la figure 26 avec le paramètre 

Fo/Fm est directement reliée a la variation de Fo. La figure 28 8 (Fm) est 

similaire (pour des [SPM] supérieures à 3 mM) à l'allure du graphique de 

Fo/Fm. Donc Fo et Fm influence directement l'allure de Fo/Fm. 
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5.3.3.1 EFFET DU CALCIUM SUR LE PSII INHIBÉ PAR LA SPM. 

Dans la section 5.1.3, les expériences démontraient qu'au dégagement 

d'02 le calcium pouvait renverser l'inhibition causée par la SPM. En 

électrophorèse, le Ca+2 n'avait aucun effet sur l'enlèvement des deux protéines 

extrinsèques. Donc regardons l'effet de cet ion sur les paramètres suivants : $0 

et Fo 1 Fm. Le sel de calcium employé est le Ca(N03h. 

En comparant $0 et Fo 1 Fm du contrôle (0.52 et 0.48) aux valeurs pour 

le PSII traité par 100 mM de Ca(N03h (0.10 et 0.90), une inhibition par le 

calcium est évidente (tableau 10). À des concentrations inférieures à 3 mM, le 

calcium n'a plus beaucoup d'effet sur le PSI! contrôle. Peu importe la 

concentration de calcium ajoutée au PSI! inhibé par 3 mM de SPM, le résultat 

est similaire au PSI! inhibé sans calcium pour les rapports de Fo 1 Fm et $0. 

Par conséquent, le calcium ne renverse pas l'effet de la SPM sur les 

paramètres de fluorescence parce que ces paramètres sont influencés par la 

modification de Fo causée par l'action de la SPM sur l'antenne et non sur le 

CDO. 
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[SPM] (mM) [Ca(N03h] (mM) ~o Fol Fm 

PSII contrôle ----- 0.52 0.48 

----- 100 0.10 0.90 

3 ----- 0.14 0.86 

3 100 0.12 0.88 

----- 10 0.43 0.57 

3 ----- 0.15 0.85 

3 10 0.15 0.85 

----- 5 0.46 0.54 

3 ----- 0.16 0.84 

3 5 0.15 0.85 

----- 3 0.50 0.50 

3 ----- 0.16 0.84 

3 3 0.14 0.86 

----- 1 0.50 0.50 

3 ----- 0.13 0.87 

3 1 0.12 0.88 

Tableau 10 Effet du calcium sur l'inhibition du PSII par la SPM 
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5.3.4 .. DISCUSSION 

Globalement, les deux polyamines étudiées exercent un effet similaire 

sur les paramètres de fluorescence. La Fo augmente tandis que la 

fluorescence variable diminue. Cette augmentation de Fo implique une 

altération des antennes ou du CCUI tandis que la diminution de Fvmax et Fm 

représente une atteinte au niveau du côté donneur d'électrons. Le COO étant 

altéré, la réduction de QA diminue et la fluorescence émise est diminuée. 

Dans le cas de la SPM (voir section 5.3.3) la valeur du PSII traité avec 

20 mM de SPM est légèrement inférieure à la valeur de ~o pour le PSII contrôle 

(0.40 versus 0.52). Les paramètres Fo / Fm pour la SPM indique qu'à de 

hautes concentrations de SPM (environ 5 mM) ce polyamine pourrait aggréger 

les CCUI de part ses quatre charges positives et ainsi quencher Fo ce qui 

diminue le rapport Fo/Fm vers la valeur contrôle 92. Comment expliquer cette 

différence entre la SPM et la SPO? Aucun résultat de fluorescence sur la SPM 

ne permet de faire d'hypothèse. Nos cofacteurs inorganiques, calcium et 

chlore, n'ont aucun effet pour renverser l'action inhibitrice des polyamines en 

fluorescence car ces ions n'affectent pas la modification de Fo par les 

polyamines. Ces ions affectent le COO. 
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5.4 ETUDE DE LA VARIATION DES PROPRIÉTÉS D'ABSORPTION DES 

PIGMENTS. 

Dans le chapitre de la fluorescence, les résultats démontrent que les 

deux polyamines étudiées augmentent Fo. Cette modification de Fo est 

causée par l'altération des antennes du PSII. De plus, les expériences 

d'électrophorèse indiquent que la SPD enlève une protéine liée au système 

antennaire, le CCLII oulet la CP29. C'est pour tenter de comprendre ce 

changement au niveau de l'antenne que des spectres d'absorption dans le 

domaine du visible ont été effectués. 

Ces spectres sont réalisés de la même manière pour la SPM et la SPD. 

La concentration de Chi utilisée est de 1 0 ~g/ml. Les concentrations de 

polyamines choisies sont de 0 (contrôle) , 0.3 et 1.5 mM. Les spectres ont été 

mesurés aux longueurs d'ondes comprises entre 350 à 750 nm. 

La figure 29 représente le spectre d'une suspension enrichies en 

pigments photosynthétiques du PSII. Pour plus de clarté, les spectres obtenus 

en présence des polyamines ont été enlevés car ceux-ci sont similaires au 

spectre du PSI! contrôle. Il y a quatre pics d'absorbance importants. Les 
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longueur d'onde de ces quatre pics dans l'ordre sont de 438, 471 , 656 et 678 

nm. Les pics à 438 et 678 nm correspondent à la Chi ~ tandis que les deux 

autres pics de 471 et 656 nm représentent la Chi Q. Les caroténoïdes 

absorbent entre 375 et 512 nm 93. 
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Figure 29 Spectre d'absorbance d'une suspension de membranes enrichies en 

PSII. Le pic 1 = 438 nm, pic 2 = 471 nm, pic 3 = 656 nm et pic 4 = 678 nm 
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Pour observer les modifications au niveau des Chi , il fallait faire des 

rapports d'absorbances entre deux pics. Les deux rapports choisis sont; 

438/678 et 471/678. "est à noter que l'ordinateur indique précisément 

l'absorbance de chaque pic. Par exemple, (voir figure 29) le pic 1 à 438 nm et 

le pic 4 à 678 nm ont respectivement des absorbances de 0.6858 et de 0.4503 

donc le rapport pour ces deux pics est de 0.6858/0.4503 qui est égal à 1.5. 

Ces rapports sont effectués pour observer les variations d'absorbances entre le 

contrôle et les échantillons exposés à 0.5 ou 1.5 mM de polyamine. 

Le tableau 11 représente ces rapports d'absorbance (438/678 et 

471/678) en fonction des concentrations de polyamines. Le rapport 471/678 

est identique pour la SPM et la SPD soit 1.09 - 1.08 tandis que le rapport 

438/678 diminue en augmentant la concentration de polyamines (1 .5 versus 

1.4). Pour ce rapport les résultats obtenus sont de 1.5, 1.45 et 1.4 pour le 

contrôle, 0.3 et 1,5 mM de SPM respectivement ainsi que 1.5, 1.46 et 1.41 pour 

le contrôle, 0.3 et 1.5 mM de SPD respectivement. Cette diminution du 

rapport 438/678 correspond à une variation de moins de 7 % seulement et 

demeure donc peu significative. 
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[polyamine] (mM) 438/678 471 /678 

SPERMINE 

PSI! contrôle 1.5 1.09 

0.3 1.45 1.09 

1.5 1.4 1.08 

SPERMIDINE 

PSII contrôle 1.5 1.09 

0.3 1.46 1.09 

1.5 1.41 1.08 

Tableau 11 Tableau des rapports d'absorbances ' des PSII contrôle 

comparativement aux PSI! inhibés 
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5.4.1 DISCUSSION 

Les résultats obtenus démontrent que le rapport des absorbances à 438 

et 678 nm est diminué de 6.7 % pour nos deux polyamines par rapport au 

contrôle. L'autre rapport 471 1 678 demeure constant. Cette variation du 

rapport 438 1 678 peut indiquer une altération du moment dipolaire de la 

transition d'absorption à 438 nm. Cette baisse d'absorbance demeure 

cependant peu significative bien qu'il évident que les Chi g contenues dans les 

antennes sont légèrement atteintes. Les antennes proximales et distales du 

PSII respectivement CP43, CP47 et CCLII, CP24, CP26, CP29 possèdent 

tous des Chi g. Donc il est impossible de spécifier laquelle des antennes est 

atteinte. On sait que la SPD enlève une protéine reliée à l'antenne distale 

(CP29 ou CCLII) mais est-ce qu'elle modifie aussi d'autres complexes 

pigments-protéines? La SPM n'enlève aucune protéine de l'antenne. 

Néanmoins la variation de Fo en présence de SPD ou de SPM indique une 

modification de l'antenne pigmentaire. 
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6 CONLUSION FINALE 

Les polyamines sont présentes dans l'appareil photosynthétique à l'état 

de trace où ils jouent des rôles importants : stabilisation de la membrane, rôle 

dans la fluidité membrannaire, interaction avec des macromolécules 

biologiques etc... Le but de ma recherche est d'étudier l'effet d'ajout exogène 

de polyamines sur le PSII. Cette recherche sur l'action des polyamines 

démontre des résultats inattendus. 

6.1 ACTION SUR LE CÔTÉ DONNEUR D'ÉLECTRONS 

Le côté donneur d'électrons du PSII ou CDO est constitué des trois 

protéines extrinsèques de 33, 24 et de 16 kDa et de quatre manganèses 

responsables des états d'oxydation de H20 . Le dégagement d'oxygène du 

PSII est inhibé par l'ajout exogène des polyamines SPM et SPD. En effet, les 

électrophorèses confirment l'altération du côté donneur d'électrons par 

l'enlèvement des trois protéines extrinsèques (33, 24 et 16 kDa ) et d'une 

protéine antennaire ( CCUI oulet CP29 ) dans le cas de la SPD. En ce qui 

concerne la SPM, elle enlève seulement deux protéines extrinsèques (24 et 16 

kDa). Donc, les protéines du côté donneur d'électrons sont enlevées par 

l'action inhibitrice des polyamines. Un autre facteur confirme l'altération du 

CDO, c'est la diminution de la fluorescence variable (Fvmax et Fm). Ce 
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résultat démontre que les électrons parviennent plus difficilement au P680 ce 

qui diminue le taux de réduction de QA. 

Ces trois techniques expérimentales confirment hors de tout doute que 

l'action inhibitrice se déroule au niveau du côté donneur d'électrons. Les 

électrophorèses illustrent bien le lieu exact d'inhibition des PA sur le coa car 

des protéines extrinsèques sont supprimées. 

6.2 EFFET DU CALCIUM ET DU CHLORE 

Le calcium et le chlore renversent l'inhibition du dégagement d'oxygène 

par la SPD tandis que seul le Ca +2 renverse l'inhibition causée par la SPM. Je 

crois que le cr est dépendant de la protéine extrinsèque de 33 kDa dans le 

sens où l'action inhibitrice de la SPO qui enlève cette protéine est renversée 

par le chlore et que l'inhibition du PSII par le mercure enlève aussi cette 

protéine et elle peut être renversée par le chlore également 62. L'inhibition de 

la SPM qui n'enlève pas cette protéine n'est pas renversé par cet ion. Le 

calcium eUou le chlore renverse l'inhibition causée par l'enlèvement de la 24 et 

de la 16 kOa. Il se pourrait que le polypeptide de 33 kOa lié aux protéines 

intrinsèques (CP47, 01 , 02) amène la formation d'un site ou des sites pour le 
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chlore. L'enlèvement de ce polypeptide pourrait diminuer de beaucoup l'affinité 

du chlore ou 1 et modifier le(s) site(s) de liaisons du chlore le rendant ainsi 

inapte à se fixer sur son site. 

6.3 EFFET DES POLYAMINES SUR LES ANTENNES ET LA CHL a 

Dans le gel d'électrophorèse de la SPD à part l'enlèvement des trois 

protéines extrinsèques, il y a aussi l'enlèvement d'une protéine antennaire 

d'environ 28 kDa correspondant au CCLII ou 1 et la CP29. La SPM n'a aucun 

effet sur les antennes au niveau du gel. Cependant la fluorescence dévoile 

que la SPD et la SPM modifient partiellement le système antennaire par une 

augmentation considérable de la Fo par rapport au contrôle. La fluorescence 

constante (Fo) provient des dé-excitations précédent le transfert des excitons 

de l'antenne pigmentaire vers le P680 et ne dépend donc pas du processus 

photochimique (du transport d'électrons). Un changement dans la valeur de Fo 

indique une altération , modification d'un ou plusieurs complexes antennaires. 

La spectroscopie d'absorbance démontre une modification d'environ 6.7% de 

/'absorbance des Chi 2 possiblement reliée à cet effet. 
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6.4 MODE D'ACTION DES POLYAMINES (EXOGÈNES) À TRÈS HAUTE 

CONCENTRATION. 

La SPM et la SPO sont des polycations qui sont chargés positivement 

avec respectivement quatre et trois charges positives, et pourront modifier la 

charge négative à la surface des membranes. Cette perturbation de la charge 

des PSI! amène un changement conformationnel et une réorganisation des 

complexes protéines-pigments causée par la diminution des forces répulsives 

entre les constituants membrannaires 94. Un autre élément à ne pas oublier, 

c'est le gradient de protons qui est aussi partiellement détruit par le 

changement de charge, de potentiel de la membrane du PSI! inhibé par les 

polyamines 73. Je crois que le facteur clé de l'inhibition des polyamines c'est 

qu'ils sont des polycations altérant la charge globale négative de la surface de 

la membrane ainsi que le gradient de protons 3, 73, 95. 

L'altération de la charge négative de la surface membrannaire pourrait 

agir au niveau du coa en détruisant les liens électrostatiques entre les 

protéines extrinsèques à cause d'interactions entre ces polycations et les 

protéines. L'antenne du PSI! peut être modifiée par la perte du gradient de 

protons et par une réorganisation des complexes pigments-protéines causée 

par la diminution des forces répulsives entre les constituants des antennes 

provoquée par l'ajout exogène de ces polycations. 
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Bograh, et al. (1997) ont étudié l'action de la SPM et de la SPD sur le 

PSII par FTIR (spectroscopie infra-rouge avec transformation de Fourier) . J'ai 

coopéré avec M. Bograh dans cette publication en fournissant les données 

relatives aux dégagement d'02 et à l'isolement de membranes enrichies en 

PSII. Les résultats démontrent clairement qu'à des faibles concentrations de 

0.01 et 0.1 mM de SPM et de SPD respectivement, des modifications 

surviennent dans la structure secondaire des protéines. Les hélices 

Cl diminuent tandis que les feuillets p augmentent par rapport au PSII non traité 

pour les préparations de PSII inhibé par les polyamines. Ces modifications au 

niveau des structures secondaires amènent l'inhibition au dégagement 

d'oxygène de 18 et 6 % à ces concentrations de polyamines respectivement 67. 

A des hautes concentrations ces modifications s'intensifient, 

proportionnellement à l'inhibition au dégagement d'oxygène. A une 

concentration de polyamines de 20 mM, les structures hélices Cl diminuent de 

47 % (contrôle) à 37 % ( PSII inhibé) tandis que les structures feuillets p 

augmentent de 18 % (contrôle) à 29 % (PSII inhibé) 67. Ces changements 

dans les structures secondaires peuvent expliquer l'inhibition du dégagement 

d'oxygène, l'altération des antennes ainsi que les protéines enlevées par ces 

polycations. 

Les polyamines ont plusieurs fonctions importantes chez les végétaux 

(voir chapitre 3 sur les polyamines) . Mais comment concilier les effets positifs 
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aux concentrations physiologiques de PA avec les résultats obtenues par ma 

recherche. La SPD et la SPM existent à l'état de traces au niveau du PSI! 

avec 0.38 et 0.17 nmollmg de Chi 3 respectivement. Lors de mes expériences, 

les concentrations de Chi utilisées étaient de 10 et 100 /-tg/ml correspondant à 

3.8 et 1.7 pmoles (SPD et SPM) et à 38 et 17 pmoles (SPD et SPM) 

respectivement. Donc, les concentrations physiologiques des polyamines dans 

le PSI! (de l'ordre des pmoles) sont de beaucoup inférieures aux 

concentrations prises lors de ma recherche (de l'ordre des mmoles). La très 

grande différence entre les concentrations de PA ajoutées aux thylacoïdes 

enrichis en PSI! de manières exogènes (mmoles) et les concentrations 

endogènes de PA (pmoles) expliquent les effets négatifs des PA observés 

dans ce travail. 

Deux métaux lourds et polluants de l'environnement, le Zn+2 et le Pb+2 

provoquent l'enlèvement partiel de la 33 et l'enlèvement significatif de la 24 et 

de la 16 kDa. Ces métaux ont, comme la spermidine, la propriété d'enlever 

deux protéines de manière significative. Le calcium peut renverser l'effet du 

Pb+2 mais, pas celui du Zn+2
. 95, 96 . Le rouge de ruthénium, un polycation, 

enlève les protéines extrinsèques de 16 kDa (totalement) et 24 kDa 

(partiellement) et l'inhibition peut-être renversée par le calcium et le chlore 78,79, 

80 Cet inhibiteur agit similairement à la SPM pour l'enlèvement de deux 

protéines extrinsèques de 16 et 24 kDa sauf que l'inhibition est renversée 
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seulement par le calcium et non par le chlore. Le tétranitrométhane (TNM) agit 

en enlevant les trois protéines extrinsèques du PSI! 77. Il a la même action que 

la spermidine sur l'enlèvement des protéines bien que l'effet inhibiteur du TNM 

n'est pas renversé par l'ajout de chlore ou de calcium comparativement à la 

SPD. Le mercure enlève la protéine de 33 kDa et son action sur le PSI! peut 

être renversé par le chlore 76, 62. Les polyamines se comportent de façon 

similaire aux métaux lourds qui sont des cations divalents en enlevant des 

protéines extrinsèques du PSII. 

6.5 PERSPECTIVES FUTURES 

Il serait intéressant d'étudier l'autre polyamine rencontrée chez les 

plantes, la putrescine. Afin d'établir une relation entre le nombre de charges 

positives (2+) et le pouvoir inhibiteur de ce PA. Étant donné que la SPD enlève 

les trois protéines extrinsèques, il serait justifié de regarder si un ou des Mn 

s'enlèvent par l'extraction de la protéine stabilisatrice des Mn, la 33 kDa. Pour 

les deux PA étudiées, il serait fort utile de faire des gels verts qui sont des gels 

spéciaux pour les complexes protéines-pigments afin de mieux visualiser et 

comprendre l'effet des PA sur ces complexes car le paramètre Fo est 

augmenté en fluorescence pour les deux PA indiquant une altération de ces 

complexes. 
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