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RESUME DU PROJET

Ce projet de recherche a été réalis¢é dans le but d'étudier l'influence du N, NN’ N’-
tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) sur les processus de recombinaison de charges
dans le photosystéme II (PSII) et son action aupres des cotés donneur et accepteur du PSII
afin d'obtenir des informations supplémentaires sur le fonctionnement du complexe

d'évolution d'oxygene (CDO).

D1 au faible cofit de 1'équipement utilisé, de son opération simple et de I'étude sélective du
PSII, la thermoluminescence (TL) a été utilisée pour évaluer les modifications induites par
le TMPD sur des échantillons de thylacoides et de membranes enrichies en PSII (BBY)
isolés a partir de feuilles d'épinard, de pois et d'orge. Par contre, pour connaitre I'état redox
de laccepteur quinonique primaire Qa, nous avons mesuré la fluorescence

chlorophyllienne Fcp.

Puisqu'il n'est pas facile de limiter 1'effet du traitement du TMPD & un c6té du PSII, nous
avons tiré profit des deux accepteurs quinoniques du c6té accepteur de PSII en comparant
l'effet sur la température maximale de TL entre les paires de charges S;Qa et S,Qg". Et
comme la génération de la bande B implique les états S, et Ss, la température d'émission et
le comportement oscillant de cette bande de TL fournit des informations utiles au sujet des
propriétés des états S du CDO. De plus, nous sommes en mesure de vérifier la désactivation
des états S,.3, la déstabilisation du noyau de Mn, le retranchement de certaines protéines
extrinséques, la modification du couple redox S,/S; et/ou S,/Ss, la modification du ratio de

la population initiales So:S; et la perturbation du transport d'électrons entre Q4 et Qg.

Les mesures de TL ont été effectuées avec un instrument spécialement congu pour notre
laboratoire. Toutes les mesures ont été faites dans 1'obscurité. Les données acquises ont été
analysées en utilisant un logiciel développé pour s'exécuter sur le systéme d'exploitation

Windows. Des courbes expérimentales ont ét¢ simulées pour déterminer les valeurs de



I'énergie d'activation (E,). Le TMPD a été fraichement préparé a chaque séance

d'échantillonnage avant les mesures de TL.

Des plants de pois et d'orge ont été cultivés dans une chambre de croissance a
environnement contr6lé tandis que les feuilles d'épinards ont €té achetées dans un marché
local. Les membranes de thylacoides ont été isolées a partir de feuilles de plants de pois
vieilles de 10 jours et de feuilles de plants d'orge et d'épinard vieilles de 7-9 jours. Les

membranes enrichies en PSII ont été préparées a partir de thylacoides.

Avec des thylacoides, nous avons observé un déclin du signal des bandes B et Q qui
s'accroit avec la concentration de TMPD. De plus, le signal de la bande B au 2™ éclair
devient plus important que le 1° éclair avec l'ajout de 2.5 pM TMPD. Des décalages de
11°C du maximum de la bande B et de 4°C du maximum de la bande Q vers les basses
températures a 10 uM TMPD ont été aussi observés. Le déclin du signal de la bande C a été
plus faible que celui de la bande Q. Nous avons aussi mesuré par la Fcp un ralentissement

général du processus global de recombinaison.

D'un autre coté, le motif d'oscillation a conservé une oscillation normale malgré la perte du
signal a tous les éclairs. Et grace aux simulations, nous avons aussi déduit qu'il y avait une
diminution de ~30 mV de I'énergie d'activation des paires S;Qa et S;Qg” a 10 pM TMPD et

un déclin de la population initiale des CR dans 1'état Qg.

Les résultats des expériences effectuées avec les BBY ont été semblables & ceux obtenus

avec les thylacoides.

Dans le futur, nous prévoyons utiliser la technique du dégagement d'oxygéne généré par des
éclairs pour comprendre davantage l'effet du TMPD. Avec cette technique, il sera plus
facile de vérifier si le TMPD affecte 1'avancement des états S,;; du noyau de Mn par un
mécanisme re-réduction du TMPD via un transport cyclique dans le PSII impliquant le

cytochrome bssg.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION DU PROJET

Pour étudier le fonctionnement du complexe de dégagement d'oxygene (CDO) et la
réactivité du noyau de manganese (Mn) du photosysteme II (PSII), au moins deux groupes
de ces composés ont été largement utilisés jusqu'a maintenant. Le premier groupe est une
classe de composés reconnus pour leur capacité a accélérer des réactions de désactivation
du CDO (ADRY). Ils désactivent sélectivement les états S, et/ou S; du noyau de Mn. Kok
et al. (1970) ont proposé un modele ou les états d'oxydation du noyau de Mn vont de 0

a 4(+), appelés états S, de Sp a Sy.

Le deuxieme groupe se compose de ['hydroxylamine (NH,OH) et de 1'hydrazine (NH,NH,;)
qui accede facilement au site catalytique du CDO et cause des changements importants au
rendement du dégagement d'O, (Messinger et al. 1990-1991-1993). D'autre part, la
perturbation du transport d'électrons du c6té accepteur du PSII par des oxydants chimiques
et des quinones exogenes influence nettement les interactions des plastoquinones (PQs)
avec le site Qp, ce qui ameéne a une atténuation rapide de la fluorescence des

chlorophylles (Chls) (Bukhov et al. 2003-2004).

Un autre agent redox, le N,N,N',N'-tétraméthyl-p-phénylénediamine (TMPD), qui a été

largement utilisé en tant que donneur d'électrons pour le photosystéme I (PSI) au cours des

trois dernieéres décennies, agit également en tant
qu'accepteur efficace d'électrons du PSII
(Bukhov et al. 2003). En fait, le TMPD
interrompt le transport linéaire d'électrons et

permet un flux régulier d'électrons entre le PSII

et le PSI sans passer par le cytochrome bef.




Le TMPD a déja été identifié comme une composant ADRY (Velthuys 1983) par sa
capacité a donner des électrons a I'état S;. En présence de DCMU, la réduction du TMPD
est inhibée aprés un premier éclair (Velthuys 1983).

Il a été montré récemment que le TMPD modifiait le taux de transport d'électrons dans le
PSII de facon complexe et 4 plusieurs sites dont certains ne sont pas identifiés (Bukhov et
al. 2003, 2004; Joly et al. 2005). Par exemple, dans des mesures utilisant des thylacoides,
environ 20 uM de TMPD reconstitue efficacement la phase manquante J-I de la cinétique
d'induction de fluorescence de Chl comportant trois phases intermédiaires (O-J, J-I et I-P)
dans les tissus photosynthétiques intacts (feuilles) (Joly et al. 2005). Cependant, le
mécanisme précis de l'action de TMPD n'est pas trés clair. La phase J-I de l'induction de
fluorescence de Chl correspond & la stabilisation des PSII dans 1'état QA Qg et également
I'état Q4 Qs> (Bukhov et al. 2004; Joly et al. 2005). Qx est une plastoquinone localisée sur
la protéine D et Qg est un site localisé sur la protéine D, ol les plastoquinones peuvent se
lier et accepter deux électrons. Ceci laisse ouverte la question importante de l'interaction du
TMPD avec le site Qg qui joue un réle majeur dans le transfert d'électrons du cété
accepteur,

Un article récent 4 démontré qu'a concentration élevée référence (~1 mM), le TMPD peut
détacher les Mn®" des noyaux de Mn du PSII dépourvus de cofacteurs essentiels tels que
Ca® et Cl (Kuntzleman et al. 2004). Si le CDO est reconstitué avec le Ca’', l'effet du
TMPD au niveau du noyau de Mn est amoindri. Cependant, l'oxydation du TMPD par
réduction de Mn** & Mn®" n'est pas empéchée. Il vaut la peine de mentionner que le NH;OH
provoque un effet semblable sur le noyau de Mn (Kuntzleman et al. 2004). En l'absence de
Ca®, I'état de Mn*" du noyau de Mn est également vulnérable a une réduction par le
TMPD. 11 a été montré que méme a faible concentration, le TMPD peut interférer avec les
états S du noyau de Mn (Bukhov et al. 2003-2004). Cependant, il reste a définir comment le
TMPD agit sur l'un et 'autre des cbtés du PSIL



CHAPITRE II

INTRODUCTION GENERALE

Cette section a été inspirée de plusieurs revues de littératures, d'un site web et de livres traitants en
totalité ou en partic du sujet de la photosynthése. Le site web consulté a été celui de Michael

Gregory hébergé par le Clinton Community College que l'on retrouve a l'adresse suivante :

hitp://faculty . clintonce.sunv.edu/faculty/Michael. Gregory. Les livres consultés on ét¢ Biochimie,
traduit de la 2e édition américaine par Yves Gaudemer et publié chez DeBoeck, et Advances in
Photosynthesis, volume 10 publié chez Kiuwer Academic Publishers. Pour ces raisons, aucune

référence directe n'a ét¢ ajoutée au texte de 'introduction générale.

De toutes les sources d'énergie disponibles aux organismes vivants sur notre belle planéte
Terre, la lumiére du soleil est la plus couramment utilisée. Sur une base quotidienne, les
plantes possédant des pigments chlorophylliens réalisent la photosynthése en utilisant
'énergie solaire pour synthétiser des composés organiques, les glucides, et de 'oxygene a
partir du gaz carbonique et de l'eau. Ce phénomeéne existe aussi chez les algues et chez

certaines bactéries.

Pour bien comprendre l'importance des recherches fondamentales réalisées sur la
photosynthése, il faut avoir a I’esprit que les plantes sont la principale source alimentaire sur
notre planéte. Mais elles ne sont pas utiles que pour I’alimentation. Leurs produits de
transformation sont des plus variés; que ce soit le bois comme matériau de construction et de
chauffage, le charbon et le pétrole convoités par les grandes puissance du monde et utilisés
dans I’industrie, 1’oxygene, la fertilisation des sols, la filtration de ’eau et que dire de la
beauté¢ du paysage. Pour faire un résumé trés simple, on peut dire que sans la lumiere du

soleil il n’aurait pas de plantes et que sans les plantes, il n’y aurait pas d'animaux supérieurs.



2.1 Le mécanisme général de Ia photosynthése

Le mécanisme de la photosynthése se divise en deux phases : 1'absorption des
rayons solaires et 1a fixation du carbone de 'atmosphére. Elles sont qualifiées
respectivement de phase photochimique et de phase biochimique. Cette derniére n'a

pas besoin de lumiére pour se réaliser.

2.2 L'absorption lumineuse

Ce sont les molécules de chlorophylle (pigment photosynthétique) contenues dans les
chloroplastes (organites spécialisés localisés dans les cellules des tissus verts des végétaux)
qui fixent ou absorbent les rayons lumineux. L'excitation des molécules de chlorophylle par
la lumiére déclenche un processus de transfert d'électrons qui aboutit a la formation de deux
molécules de haut niveau d'énergie, lesquelles interviennent dans toutes les réactions
bioénergétiques : le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) dans sa forme

réduite et 'adénosine triphosphate (ATP).

2.3 La fixation du carbone

L'énergie contenue dans I'ATP et le NADPH est indispensable a 'assimilation du carbone,
qui permet de synthétiser les matiéres organiques tels que les glucides et principalement
'amidon & partir des molécules simples de gaz carbonique et d'eau. Tous les organismes ont
besoin d'énergie pour vivre et croitre; cependant, si les plantes utilisent directement
'énergie solaire pour élaborer les nutriments qui leur sont essentiels, les animaux en sont
incapables; ces derniers ont donc besoin de consommer des plantes ou des animaux

herbivores.

2.4 La décomposition de 1'eau

Une conséquence importante de la photosynthése est que 1'énergie lumineuse décompose
des molécules d'eau et libére l'un de ses atomes constitutifs : I'oxygeéne. Cette libération de
gaz renouvelle la réserve d'oxygéne atmosphérique, qui, sinon, serait rapidement épuisée

par la respiration des organismes et la combustion du pétrole, du charbon, des gaz naturels,



etc. La photosynthése et la respiration sont des phénoménes fondamentalement
complémentaires, puisque le premier fixe le gaz carbonique produit par le second et que le

second utilise le oxygeéne moléculaire produit par le premier.

2.5 Les « photosystémes »

Chez les plantes supérieures, deux réactions lumineuses se déroulent successivement. Les
molécules de chlorophylle a et b (Chl a et Chl b) se regroupent en deux unités distinctes,
appelées «photosystémes». Les photosystémes sont des associations de protéines et de
pigments dans lesquelles les molécules de chlorophylle (au nombre de 300 environ)
forment une antenne collectrice. Celle-ci peut transmettre, par résonance, I'énergie regue de
la lumiére & une molécule de chlorophylle particuliére, ou centre réactionnel, capable de

libérer un électron.

2.6 Un enchainement de réactions

Lorsque le premier centre réactionnel absorbe un quantum de lumiére, la chlorophylle
s'oxyde et peut, en retour, oxyder l'eau en déplacant les atomes d'hydrogene et en libérant
l'atome d'oxygene (voir figure I). L'électron arraché a la chlorophylle pendant cette
premiére réaction lumineuse passe, par l'intermédiaire d'une chaine de transporteurs
d'électrons au second centre réactionnel. A ce stade, l'absorption d'un deuxiéme quantum de
lumiére oblige 1'électron a quitter la chlorophylle et & circuler ensuite a travers une seconde
chaine de transporteurs jusqu'au NADP". La réduction du NADP* en NADPH, forme riche
en énergie, permet la réalisation d'une série de réactions de catalyse enzymatique

introduisant le carbone du gaz carbonique dans des produits organiques complexes.

2.7 Lalocalisation de la photosynthése dans les plantes

Généralement, les chloroplastes ont une longueur de 4 2 6 um, et une forme variable : en
lentilles arrondies chez les cormophytes (plantes supérieures); en cloches, en rubans ou en

étoiles chez les algues. Chez certaines bactéries, on les trouve représentés par de petits



organites sphériques de 20 a 100 nm, appelés chromatophores. De plus, le nombre de ces

chloroplastes dans les cellules végétales varie suivant l'espece étudiée.
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Figure 1 Schéma général de la chaine de transport d'électrons entre le PSII et le PSI

qui aboutit a la formation du NADPH.

2.8 La constitution d'un chloroplaste

L'enveloppe qui entoure les chloroplastes est composée de deux membranes lipoprotéiques,
chacune d'une épaisseur de 60 A. L'intérieur de cette enveloppe est constitué d'un fluide
granuleux, le stroma, dans lequel est visible un déploiement complexe de membranes
(lamelles). Ces lamelles en forme de disque, nommées thylacoides, ont tendance a se
superposer en structures ordonnées, les grana; ces demiers sont reliés de maniere

sporadique par les thylacoides non agencés (voir figure 2).

Les complexes formés de protéines et de pigments photosynthétiques sont localisés sur la
partie exterme de la membrane des thylacoides. La membrane des thylacoides est constituée
des principaux pigments photosynthétiques (chlorophylle, caroténoides et phycobilines) et

des protéines responsables du transport électronique. Le stroma est le lieu ou se déroulent



les différentes étapes chimiques de la photosynthése. Les chloroplastes produisent aussi des
protéines grace a l'apport de leur propre ADN transmettant l'information génétique

nécessaire.

Plant cell

Figure 2 Organisation du chloroplaste et vue générale des constituants de sa
membrane (dite membrane photosyntyhétique).

2.9 Les photosystémes I et I1

Les pigments chlorophylliens sont agencés en unités photosynthétiques, chacune contenant
en général de 200 a 330 molécules. Cependant, dans chaque unité, un dimere de
chlorophylles est réactif et constitue le centre réactionnel. Les autres molécules sont des
pigments accessoires (Chl a et Chl b, phycobilines, caroténoides...) formant une antenne
collectrice. Deux réactions lumineuses successives et interdépendantes déclenchent la
photosynthése chez les plantes supérieures. Les produits résultant du premier systeme

photorécepteur sont utilisés par le second.



C'est le photosysteme II (PSII) qui intervient en premier — la numérotation indique
seulement qu'il fut découvert en second (veir figure 3). Son centre réactionnel est formé
d'une paire de chlorophylles a, nommée Pegp (pigment absorbant la lumiere a 680 nm). Le
photosysteme I (PSI), second systéme photorécepteur, a lui, une paire de chlorophylles en

son centre réactionnel appelée P99 (Chl a absorbant la lumiére a 700 nm).

Lumen

Par David Joly, UQTR

Figure 3 Vue simplifiee de la constitution de la membrane photosynthétique des
plantes supérieures avec ses constituants principaux . le PSI, le PSII, le
cytochrome byf et I'ATP synthétase.

2.10 Les réactions lumineuses

L'énergie lumineuse est absorbée par un des pigments accessoires, puis transférée
immédiatement par un processus de résonance (transfert d'excitons) vers le centre
réactionnel Pggo. L'énergie transmise est suffisante pour arracher un électron de la
chlorophylle Pggy (photooxydation). L'électron libre se dirige ensuite vers un capteur
d'électrons (réduction). Grice a l'énergie de la lumiere regue sous forme de photons, les
électrons circulent jusqu'au PSI par l'intermédiaire de transporteurs d'électrons. Ce transfert
produit un gradient électrochimique qui peut étre utilisé pour la synthése d'ATP

(voir figure 4).
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Figure 4 Vue schématique du role du P680 et du P700 dans la synthése d'ATP.

2.11 Les échanges d'électrons

La chlorophylle Pego oxydée est devenue capable d'oxyder de l'eau et libérer de 1'oxygéne
moléculaire. Le potentiel normal d'oxydoréduction du Pegy est de 900 mV, il peut donc
recevoir sans probléme les électrons issus de la photolyse de l'eau (décomposition de 1'eau

entretenue par l'absorption de la lumiére), dont le potentiel normal est inférieur :

La photolyse de l'eau est un phénoméne encore mal compris; il semble cependant que les
ions Mn**, Ca*" et Cl' y jouent un réle de catalyseurs. Les quatre électrons issus de la

photolyse servent en retour a neutraliser (réduire) la molécule de chlorophylle Pggo".

2.12 Le transport linéaire d’électrons

Le premier accepteur d'électrons est la phéophytine (molécule de chlorophylle sans Mg,
notée Pheo), les suivants étant des plastoquinones (Q, PQ), le cytochrome f et la
plastocyanine (protéine bleue contenant du Cu et notée PC). Simultanément au transport
d’électrons, des protons (H") sont transloqués d’un coté de la membrane photosynthétique
(stroma) a I’autre (lumen) et sont réutilisés pour la synthése de I'ATP a partir de ses
précurseurs, I'ADP et le phosphate inorganique (Pi) : le phénoméne est appelé transport

linéaire d’électron ou photophosphorylation non cyclique.
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En‘atteignant le centre réactionnel P70 (E' = 430 mV), un deuxieéme quantum de lumiére est
absorbé et permet aux électrons libérés de réduire la ferrédoxine (Fd), protéine contenant du
fer et du cuivre, laquelle a un potentiel trés bas (E' = - 420 mV). Cela constitue une
deuxiéme chaine de transport, ol les électrons circulent tout en suivant les lois
d'oxydoréduction. Lorsque la ferrédoxine capte deux électrons, elle devient un agent
réducteur extrémement puissant, notamment du dernier accepteur, le NADP*, qu'elle réduit
en NADPH.

2.13 La photophosphorylation cyclique

Un autre systéme de photophosphorylation existe : les électrons issus du PSI atteignent la
ferrédoxine, puis la plastoquinone, pour revenir finalement, par une nouvelle chaine de
transporteurs, au P7go. Lorsque les électrons traversent cette chaine, des protons sont aussi
translocés et peuvent servir & la formation d'ATP & partir de I'ADP et du phosphate
inorganique. On l'appelle photophosphorylation cyclique, du fait que 1'électron circule

autour d'une boucle continue de transporteurs.

Par ailleurs, dans le transport linéaire d’électrons, les électrons circulent par la chaine de
transfert du PSII au PSI. En variant la proportion de transport linéaire (produisant
uniquement de I'ATP) et la phosphorylation non cyclique (produisant de 'ATP et du
NADPH), le taux adéquat de NADPH et d'ATP est produit pour les réactions de fixation du

carbone.

2.14 Le flux de protons

Les phénomeénes de transfert électronique créent un flux d'ions hydrogéne (protons), ainsi
qu'une différence de potentiel a travers la membrane des thylacoides. Il y a 1 000 fois plus
de protons dans le lumen des thylacoides que dans le stroma (le pH du lumen est
d’environ 5 et celui du stroma est d’environ 8). Pour contrer cette accumulation de protons,

un systéme permet leur retour dans le stroma, systéme fait de protéines transmembranaires,
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appelées facteurs de couplage (notés CFy et CF,, voir figure 5). L'entrée des protons crée

un gradient d'énergie, qui est récupéré pour synthétiser de 'ATP.

Figure 5 Le complexe protéinique appelé ATP synthétase qui utilise le gradient de
protons pour transformer I'ADP en ATP.

2.15 Fixation du carbone (anciennement appelée phase obscure)

Ce processus, aussi dénommé cycle de Calvin, utilise 'ATP et le NADPH produits par les
réactions lumineuses. La réaction clé de ce cycle est la fixation du carbone aprés addition
d'une molécule de dioxyde de carbone a un sucre, le ribulose-1,5-biphosphate (ou RuBP).
Cette réaction donne naissance a deux molécules d'acide phosphoglycérique (APG). Les
autres réactions du cycle impliquent la régénération du RuBP. Pour chaque molécule de

dioxyde de carbone fixée, trois molécules d'ATP et deux de NADPH sont nécessaires.



CHAPITRE III

APPAREIL PHOTOSYNTHETIQUE

3.1 Photosystéme Il

L'utilisation de l'énergie lumineuse, au niveau du complexe PSII, a comme effet I'oxydation
des molécules d'eau (du coté donneur du PSII) et la réduction des molécules de
plastoquinones (du coté accepteur du PSII). Les deux réactions ont lieu aux deux faces

opposées de la membrane thylacoidale, respectivement le lumen et le stroma.

Par David Joly, UQOTR

Figure 6 Représentation schématique du centre réactionnel du PSII).

Le centre réactionnel du PSII (voir figure 6) est constitué de deux polypeptides de poids
moléculaire 32kDa chacun (D), produit du gene chloroplastique psbA et D, produit du
geéne psbD), les homologues respectifs des protéines L et M des bactéries. Ils sont associés
de fagon non-covalente et traversent la membrane thylacoidale. Tous les cofacteurs ou

chromophores essentiels au transport électronique sont logés sur ces deux sous-unités.

Il y a aussi d'autres polypeptides nécessaires au bon fonctionnement du PSII, entre autres,

notons le cytbssg, formé de deux sous-unités o et B et dont le role n'est pas trés bien connu,
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les protéines CP43 et CP47 (produites par les gémes pshC et psbB respectivement)
auxquelles sont liées des molécules de chlorophylle a et b formant l'antenne ceeur, et trois
protéines extrinseques de 33kDa, 23kDa et 17kDa du c6té luménal (produites par les
génes pshO, psbP et psbQ) qui jouent un réle de stabilisation des ions CI et Ca®',
cofacteurs essentiels pour le bon fonctionnement du systéme de dégagement d'oxygéne

(pour une revue détaillée, voir Ghanotakis et Yocum 1990, Rutherford et al. 1992).

Le transport d'électrons est organisé vectoriellement & travers la membrane
photosynthétique. Il crée un gradient de protons par acidification du lumen et un champ
électrique trans-membranaire. Les propriétés fonctionnelles du PSII ont été discutées par de
nombreux auteurs Ghanotakis et Yocum (1990), Hansson et Wydrzynski (1990),
Rutherford et al. (1992) et Evans et Nugent (1993).

3.2 Le transfert d'électrons du Pggp &t Qg

Le donneur primaire d'¢lectrons, au niveau du PSII, est Pggp, probablement un dimeére de la
chlorophylle a, le couplage entre les deux molécules étant plus faible que dans le cas du
dimére du PSI ou de l'homologue présent dans le centre réactionnel des bactéries
photosynthétiques (Van Gorkom et Schelvis 1993). Le caractére hautement oxydant de la
paire Pgzo [ Psgp (Em ~ 1,2 V) permet d'extraire des électrons d'une molécule de l'eaun
{Exm =800 mV). Dans l'état excité singulet, Peso , le dimére chlorophyllien transfére un
électron vers une molécule de phéophytine a (Pheo) (En = -610 mV, Rutherford et al. 1981)
localisée sur la protéine D; (Nixon 1994) en générant la paire radicalaire Pggy Pheo’.
L'électron célibataire de ce radical est transféré vers une molécule de plastoquinone Q4
(localisée sur la protéine D). Le Pggp est localisé vers le coteé luménal du PSII, tandis
que Q. se trouve du cité du stroma, de sorte que le transfert d'électron du Pggo vers Q4 va
générer un  potentiel  trans-membranaire.  L'anion  semi-quinonique, Q.
(Em Qa/Qn) = -80 mV, Krieger et al. 1995), formé par le transfert d'un électron du Pheo,
va réduire le deuxiéme accepteur quinonique Qg (le temps de demi-vie est de ~150us,

Bowes et Crofts 1980) localisé sur la protéine D;. Cette réduction est accompagnée par la
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liaison d'un proton (le temps de demi-protonation est de 2,7 ms, Polle et Junge 1986) a un

ou plusieurs résidus acide-aminés situés dans la proximité du site Qg (Crofts et al. 1984).

Aprés la réduction du Pegp, le centre réactionnel du PSII est capable d'effectuer une
deuxiéme séparation de charge, conduisant, du c6té accepteur, & la réduction du Qg (H")
par Q4 (le temps de demi-vie de ~600pus, Bowes et Crofis 1980). Le deuxiéme proton est
lié en quelques millisecondes (Polle et Junge 1986). Le quinol ainsi formé, forme
doublement réduite de la quinone, a une faible affinité pour le site Qg, et diffuse dans le
bassin de plastoquinones / plastoguinols (PQ / PQH,). Voici la succession des réactions qui
ont lieu aux cétés donneur et accepteur du PSIT dans la figure 7
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Figure 7 Schéma des états de transition du centre réactionnel du PSII.
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3.3 Le complexe de dégagement d'oxygéne (noyau de manganése)

Pour chaque photon converti photochimiquement, le centre réactionnel du PSII engendre
une charge positive qui est stabilisée sur le c6té donneur. Aprés chaque séparation de
charge, Psgo’ est réduite par une tyrosine localisée sur Dy (Yz). Yz~ oxyde, 4 son tour, un
complexe formé de quatre atomes de manganése (Mn), qui constitue le systéme de
dégagement d'oxygéne, situé du cité donneur du PSII (pour une revue voir Rutherford
et al. 1992).

La libération d'une molécule d'oxygéne nécessite I'extraction des quatre électrons de deux
molécules d'eau, ce qui est rendu possible par l'accumulation de 4 charges positives
hautement oxydantes au niveau du noyau de Mn. Kok et al. (1970) ont proposé un modéle
ol les états d'oxydation vont de 0 a 4(+), appelés états S, de 5, a Sa. L'état Sy n'est pas

stable car il participe a I'oxydation de 'eau :
2H 0+ 84 > 044 H + 5

Apres adaptation 4 l'obscurité, seuls les états Sy et 5, sont présents, dans une proportion de
~25% et ~75%, respectivement. Un éclair produisant une et une seule séparation de charge
conduit 4 une oxydation 5, — S;+;. Cela correspond a une oscillation de période 4 du
dégagement d'oxygéne au cours d'une séquence d’éclairs, avec un maximum au troisiéme
éclair (Joliot et al. 1969), lorsque les centres & 1'état S;, majoritaires a l'obscurité, atteignent
I'état S4. Toutefois, il peut se produire des manques (8, — S, dans les centres avec Qu
présent, ol la charge négative ne peut pas aller au dela de Pheo’, et donc se recombine
avec Pﬁgﬁ ou des doubles coups (S, — Su:z, dans les centres oUl se produisent deux
séparations de charges au cours d'un éclair), ce qui explique la disparition des oscillations
de période 4 aprés une vingtaine d’'éclairs (S = Sy = §; = §83). Parmi les états §, seuls S;
et S; sont capables de se recombiner avec un électron porté par l'un des accepteurs

quinoniques du PSII et cette recombinaison participe a I'émission de luminescence.
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3.4 Le cytochrome bef

Le complexe cytochrome bef (voir figure 8) est constitué par quatre polypeptides majeurs :
cytochrome f (31 kDa, codé par le geéne petA) , cytochrome be (23 kDa, codé par le
geéne petB), la protéine fer-soufre « Rieske » (20 kDa codée par le gene petC) et la sous-
unité IV (17 kDa, codée par le gene petD) (Cramer et al. 1991). Le réle du cytochrome bef
est de catalyser le transfert d'électrons du plastoquinol a la plastocyanine et de pomper des

protons a travers la membrane thylacoidale, vers le lumen (Q cycle).

Figure 8 Les réactions de transfert d'électrons au niveau du cytochrome bef. La
localisation des groupes prosthétiques et des sites de liaison des
plastoquinones / plastoquinols (Qy et Q,) (gracieuseté Jon Nield).

La réaction steechiométrique, qui refléte le role catalytique du cytochrome bef est donnée
par :

PQHZ St 2PCox + 2H+stroma — PQ + ZPCred o) 4H+lumen

Le complexe posséde deux sites qui interagissent avec le couple plastoquinone /
plastoquinol. Au niveau du site Qp localisé du coté luménal, le plastoquinol est oxydé par

une réaction ou le premier électron va réduire le groupe fer-soufre Rieske a haut potentiel et
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Tautre va réduire le cytochrome by (bas potentiel). Les deux protons produits pendant
l'oxydation du plastoquinol sont libérés dans le lumen thylacoidal. Le groupe fer-soufre,
réduit, transfére un électron au cytochrome f, qui est le point de sortie de cet électron vers la
plastocyanine. L'autre électron arrivé sur le cytochrome b;p est transféré rapidement
(10" sy sur le second groupe hémique de potentiel plus élevé, byp localisé vers le coté
stromal du complexe. Le cytochrome byr est en contact avec le site de liaison pour la
seconde quinone, Q. La plastoquinone liée a ce site est partiellement réduite par le cyt byp
en geénérant une semiquinone faiblement liée. Ensuite, une seconde molécule de
plastoquinol est oxydée au niveau du site (Qy, avec prise simultanée de deux protons du céte

stromal de la membrane (Rich et al. 1992; Hope 1993; Kramer et Crofts 1994; voir
figure 8).

En état stationnaire on estime que, dans le complexe bef, la molécule de plastoquinol
générée au site Q, se déplace trés rapidement vers le site Qp, ol a lieu sa réoxydation, sans

échange avec le bassin de plastoquinones (Rich et al. 1992).

3.5 Photosystéme I

Le PSI est constitué par un hétéro-dimére protéique dont les deux polypeptides ont une
masse d'environ 83 kDa chacun et sont codés par les génes PsaA et PsaB (voir figure 9).
Ils portent la plupart des groupes prosthétiques impliqués dans le transfert des électrons a
ce niveau. L'hétéro-dimére lie aussi de 12 & 15 molécules de [i-caroténe et chaque sous-
unité lie 45 molécules de chlorophylle a, constituant les antennes proximales du Pyg. Le
complexe PSI assure le transfert des électrons entre la plastocyanine du lumen et la
ferrédoxine (Fd) située du coté stromal. La ferrédoxine réduit ensuite le NADP" en donnant
le NADPH, par  l'intermédiaire du complexe  enzymatique FNR
(ferrédoxine : NADP : réductase).
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Carboeon fixing
reactions

Les sous-unités du PSI sont marquées par une lettre qui représente le géne
codant (par exemple A pour psa A). Les fleches indiquent le trajet du
transfert d'électrons. La ferredoxine (Fd) peut se dissocier pour interagir
avec la ferrédoxine-thiorédoxine oxydo-réductase (gracieuseté Jon Nield).



CHAPITRE IV

FLUORESCENCE ET INDUCTION DE FLUORESCENCE

4.1 Fluorescence chlorophyllienne

L'absorption d'un photon du spectre UV ou Visible par des molécules chromophores,
comme c'est le cas de la chlorophylle, provoque la transition de ces molécules vers 1'état
excité singulet (S;, 5; etc.) dont la durée de vie est de l'ordre de la nanoseconde.
L'excitation migre dans l'antenne chlorophyllienne (environ 200 a 320 chlorophylles par
centre réactionnel). Les gquanta d'excitation sont soit convertis photochimiquement, soit ré-
émis sous forme de fluorescence, hrd shsorbée < Mrad émise (POUr une revue voir Horton et

Bowyer 1990; Krause et Weiss 1991), soit dissipés sous forme de chaleur (voir figure 10).
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Figure 10 Diagramme des différents de chemins de désexcitation d'une chlorophvile
excitée : transfert d'énergie 1) a une Chl voisine du méme complexe, 2) a une
Chl voisine d'une autre complexe, 3) par fluorescence (désexcitation
radiative), 4) par dissipation de chaleur, 5) par formation de I'état triplet
et 6) a un centre réactionnel ouvert (conversion photochimigue).

Comme ces processus sont competitifs, le rendement de la fluorescence est inversement

dépendant de 'activité photochimique et peut étre calculé par I’expression :

@F = kg / (ke + ki + kie + ki)
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ol k; sont les constantes de vitesse k¢ de fluorescence, ky; des processus internes tels gue
croisements intersystéme ou conversion intemme, ki du transfert d'énergie et k, des
processus photochimiques. Dans des conditions optimales et sous éclairement faible, les
processus photochimiques primaires se produisent avec une efficacité trés haute. Dans une
feuille adaptée a l'obscurité, le rapport de la fluorescence variable a la fluorescence
maximum F,/Fy = 0,832 = 0,004 4 692 nm (Bjorkman et Demmig 1987), ce qui correspond
au rendement quantique maximum du PSII (Genty et al. 1989).

A la température ambiante, la plus grande partie de 'émission de fluorescence est due au
PSIL. Elle posséde un maximum 4 685 nm correspondant 4 l'émission $,—S, de la
chlorophylle a. La contribution 4 la fluorescence du PSI se produit & 730 nm (la
fluorescence constante, émise par les pigments des antennes) et seulement 1-2% du
rendement de fluorescence & 685 nm est dii au PSI, car elle est normalement éteinte par le

centre réactionnel (Holzwarth 1990), sauf 4 trés basses températures.

La raison de l'utilisation de la fluorescence chlorophyllienne pour l'é¢tude du PSII est due au
fait que son rendement dépend principalement de I'état redox de l'accepteur quinonique
primaire Q4 (Duysens et Sweers 1963) : le rendement de fluorescence est bas (Fy) lorsque
Qs est oxydée (centres ouverts), tandis qu'il monte & une valeur maximale (F,) si Q4 est
réduit (centres fermés) et quand la majorité du bassin de plastoquinones est réduit
(PQ—PQH;). Cela correspond respectivement & D'atténuation  (extinction)
photochimique g, et 4 l'atténuation non-photochimique qn. Plus récemment, d'autres
atténuations, non photochimiques celles-la, ont été mis en évidence, notamment
I"atténuation électrochimique gE liée a la formation du gradient de protons (pour une revue,
voir Ruban et Horton 1995; Owens 1996).
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4.2 Induction de fluorescence : effet Kautsky

L'évolution de Fy a Fy, est dénommée l'induction de fluorescence et la différence F-Fg
constitue la fluorescence variable F,. Le rendement minimal de fluorescence Fy, attribué
principalement a la fluorescence des Chl g des antennes du PSII (Munday et
Govindjee 1969; Butler 1978), est mesurable au début de I'éclairement ou lorsque l'intensité
du faisceau de mesure est suffisamment faible pour ne pas provoquer des effets actiniques.
Cette augmentation de fluorescence est multiphasique dans les premiéres secondes
d'éclairement (veir figure 11). Elle présente les phases O—J et J—I, correspondant 4 la
réduction de Q4 (pour une revue, voir Lavergne et Leci 1993), mais cela n'est vrai qu'en
faible lumiére. En effet le niveau T augmente avec l'intensité d'excitation, et il représente un

équilibre transitoire entre la réduction de Q4 et sa réoxydation par les plastoquinones.
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Figure 11 L'induction de fluorescence (effet Kautsky, cinétique rapide).

La phase I—»P correspond a I'épuisement des plastoquinones capables de réoxyder Q4
aboutissant 4 une réduction compléte de l'accepteur primaire (qp = 0). L'ensemble est
appelé effet Kautsky. Le rendement de la réaction photochimique au niveau du PS-IT est

défini par la relation :

®P, =k, / (ke + Kyi + kie + Kp) = (OF g -OFg) / ®F p, = F, / Fip.
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Fy ! Fn, lefficacité de piégeage des photons par les centres PSII, est un paramétre
caractéristique de 1'état physiologique de I'appareil photosynthétique. Pour des nombreuses
espéces et écotypes sains de plantes supérieures, il est remarquablement constant
(0,832 £ 0,004; pour des mesures faites & 77K) (Bjorkman et Demmig 1987). Pour des
plantes en bon état physiologique, 1l est généralement compris entre 0,75 et 0,85 a

température ambiante.

L'aire complémentaire au-dessus de courbe Kautsky, entre Fy et Fy, refléte le degré de
réduction du bassin de plastoquinones (Lavorel et Etienne 1977). Si le transfert d'électrons
est bloqué par le DCMU au niveau du site Qg, cette aire va diminuer considérablement, car
aucune ré-oxydation de Qa n'aura lieu. La montée Fo—Fy, est beaucoup plus rapide en

presence de DCMU et Fp est légérement plus éleve.

4.3 L'atténuation (« quenching ») de la fluorescence

L’atténuation di & Q, oxydé est 1’atténuation photochimique (qp) :

qQr = (Fm - F) / (F - Fp)

A part Qu / Qua, il v a d'autres facteurs qui influencent le rendement de fluorescence des
antennes. Les phénoménes produisant une diminution du ®F lorsque les centres sont fermés
constituent 1"atténuation non-photochimique (qn) de la fluorescence chlorophyllienne, dont
la définition est (Van Kooten et Snel 1990) :

gu=1-(Fu' - Fy')/ (Fn - Fg)
Fo' et Fy' étant respectivement le niveau minimal et maximal de fluorescence lorsque le

matériel est éclaré. Une augmentation du qu correspond & une diminution de F,

(voir figure 12): ceci indique un abaissement de l'efficacité photochimique des centres
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ouverts. Pour éviter d'avoir & déterminer F,', ’atténuation non-photochimique est

généralement estimée par le rapport (Krause et al. 1982; Schreiber et al. 1986) :
NPQ = (Fp - Fn') / Fn'

L'efficacité quantique de la photochimie du PSII est donnée par l'expression (Genty et
al. 1989) :

Dpsn = qr (Fv / Fm) = (Fm' - F) / Fu

F étant le niveau de fluorescence a un instant donné de la courbe d'induction, et Fy' le

niveau maximum lorsque tous les centres PSII sont fermés, i.e. gp =0, qn >=0.

Light

Saturating R
Actinic | |
Fa I .

A Fm

\ Fmj
[ %

ence

o Y

3 \

Chlorophyli

fluore
/

o A— F3

Fo

Time

Figure 12 Schéma représentant des résultats qui permettront d'analyser 1’atténuation
de la fluorescence chlorophyllienne en utilisant la méthode de pulses
saturants (gracieuseté Julie Scholes).
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Une classification des atténuations de la fluorescence chlorophyllienne peut étre faite en

quatre classes principales (Walters et Horton 1991; Dau 1994) :

e qp: atténuation photochimique li¢ a I'état redox de l'accepteur primaire Q.

e (g : atténuation énergétique ou le atténuation dépendant du ApH (Briantais et al.
1979; Krause et al. 1982). La cinétique d'apparition est de l'ordre de la dizaine de
secondes et sa relaxation est plus lente : de quelques minutes a quelques dizaine

de minutes selon la température.

e (r: atténuation liée a une transition d'états Etat Il - Etat I régulée par la
phosphorylation d'une partie des complexes LHCII (Allen et al. 1981). Son temps

de demi-relaxation est d'environ 10 minutes.

e q: atténuation de photoinhibition dont le temps de demi-relaxation est de 1'ordre

de quelques heures.



CHAPITRE Y

THERMOLUMINESCENCE

La thermoluminescence (TL) est 1'apparition d’une émission lumineuse se produisant a des
températures caracténistiques quand des matériaux organiques ou  inorganiques
préalablement illuminés & de basses températures sont chauffés graduellement dans
l'obscurité. Ce phénoméne est commun a tous les semi-conducteurs sensibles 4 la lumiére et
est connu comme étant le résultat d'une recombinaison activée thermiquement entre des
électrons et des trous positifs qui sont générés par des réactions photochimiques et

emprisonnés ou stabilisés a basse température.

Dans des échantillons photosynthétique, l'apparition d'une émission lumineuse se produit 4
différentes températures, montrant des tracés de luminescence différents composes de
plusieurs bandes d'émission qui dépendent des conditions de pré-illumination. A travers des
études exhaustives depuis 20 ans, plusieurs bandes de la TL photosynthétique ont été
isolées et bien caractérisées. Il est maintenant pleinement établi que la plupart des
composantes (bandes) de la TL photosynthétique résultent de l'inversion de la séparation de
charges (induite par la lumiére dans le PSII) qui est une recombinaison activée
thermiquement entre les charges positives accumulées dans les intermédiaires du systéme
d'oxydation de l'eau du coté donneur (D) et les charges négatives stabilisées sur les
accepteurs primaires (Q,) ou secondaires de la quinone (Qg) du coté accepteur (A).

Les attributions des paires de charges responsables des bandes respectives de la TL nous
ont maintenant permis d'utiliser 1a TL comme une sonde, simple mais efficace, du transport
d'électrons du PSII qui fournit des informations uniques et valables autant des cotés
donneur et accepteur du PSII. Nous passerons en revue les connaissances actuelles de la TL
photosynthétique et nous discuterons de quelques nouveaux secteurs potentiels de

recherches auxquels la technique de la TL peut étre appliquée.
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5.1 Origines de 1a TL photosynthétique

Les premiers a avoir observé la TL avec des échantillons photosynthétiques sont Arnold et
Sherwood en 1957. Cette découverte succédait a la découverte de la luminescence retardée
observée dans des chloroplastes par Strehler et Amold en 1951. Dans leurs études
précédentes, ils avaient remarqué que la courbe de luminescence d'échantillons
photosynthétiques se composait de plusieurs bandes de TL ayant des températures
d'émission différentes, indiquant la participation de plus de deux espéces de paires de
charges dans la TL photosynthétique. Ils ont €galement indiqué que ces composantes

(bandes) de TL provenaient en grande partie du PSII, mais pas du PSL

Cependant, une caractérisation plus détailliée du phénomeéne a dii attendre ’attribution des
espéces respectives de paires de charges responsables de chaque bande de 1a TL. Le fait que
les charges positives s'accumulant dans le CDO du PSII soient impliquées dans le
phénomeéne de la TL photosynthétique a été suggéré la premiere fois lors d’observations de
feuilles de gymnospermes croissants dans l'obscurité, des feuilles d'angiosperme verdies
sous des éclairs intermittents grandement espacés dans le temps ou des cellules d'algues
développées dans un milieu déficient en Mn ne montrant pas les bandes principales de TL,
a moins que leurs noyaux de Mn inactifs soient photoactivés par exposition continue a des

éclairs peu espacés dans le temps (Ichikawa et al. 1975; Inoue 1976; Inoue et al. 1976).

Cette suggestion a été confirmée par 1’observation que l'intensité de la bande principale de
TL présente une oscillation de période 4 (Inoue et Shibata 1977a). Cette découverte a mené
a la conclusion que les états S intermédiaires spécifiques étaient les porteurs des charges
positives responsables des bandes de TL (Rutherford et al. 1982), et a ainsi ouvert de
nouvelles applications de la TL pour étudier le r6le des protéines extrinséques et des autres

cofacteurs dans les avancements normaux ou modifiés des états S.

Quant aux porteurs de charge négative, la premiére indication de la participation de deux
quinones (Qa et Qp) du cdté accepteur du PSIT a été obtenue par les travaux de Rubin et

Venediktov (1969). Ceux-ci ont observé une interconversion entre deux bandes
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(composantes) de TL suite a un traitement au DCMU. Cette observation a été plus tard
détaillée par Demeter et al. (1985a) par I’étude de mutants (plantes) résistants aux
herbicides. Ils ont observé une diminution significative de la température maximale de TL
chez les mutants, indiquant une modification significative des propriétés de liaisons de Qp

qui se produit lorsque quelques acides aminés sont remplacés dans la protéine D;.

Soutenue par ces découvertes, la TL photosynthétique est maintenant devenue un outil
simple mais efficace du PSII extensivement utilisée non seulement pour des recherches
fondamentales en biophysique mais également pour aider les recherches sur

I’environnement et les OGMs (pour une revue, voir Misra et al. 2001).

5.2 Formation et stabilisation des paires de charges dans le PSII

Le centre réactionnel (CR) du PSII se compose de quatre protéines membranaires :
I’unité D4, I’'unité D,, le cytochrome bssy et le produit du géne de psbl, dans lesquelles les
chromophores prosthétiques fonctionnels et les quinones acceptrices sont censés étre
maintenus dans une position symétrique comme dans le CR des bactéries photosynthétiques
pourpres. Cependant, afin de maintenir le noyau de Mn fonctionnel, et de ce fait ses
capacités d'oxydation de l'eau, beaucoup plus de protéines membranaires et une protéine

extrinséque associées au CR sont requises (voir figure 13).

La capture d'un photon par une chlorophylle du PSII a comme conséquence l'excitation du
donneur primaire d'électron, Pggo, lequel provoque la séparation de charges rapide entre Pggo
et Pheo (I'accepteur primaire du PSII) en quelques picosecondes. L'état de séparation de
charges est alors stabilis¢ pendant environ 300 picosecondes par un transfert rapide
d'électron de Pheo™ vers Qa (la quinone accepteur primaire d'un électron du PSII), qui est
alors suivi de prés par un transfert de I’électron vers Qg (la quinone accepteur secondaire de
deux électrons du PSII) en 100-200 microsecondes. Qg réduit (Qg’) est stable pendant
environ 10 secondes voir méme plusieurs heures a la température ambiante et constitue le

piege principal des charges négatives dans les phénomeénes photosynthétiques de TL. Qa”
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ne constitue pas un piége en raison de sa vie courte, & moins que le transport d'électron
entre la Q4 et Qp soit bloqué, par exemple par des herbicides. Suite 4 une deuxiéme capture
d’un photon et a la méme séquence photochimique dans le CR, Qg est réduit en Qz”, mais
cette espéce est facilement remplacée par un plastoquinone (PQ) du bassin qui ne participe
pas a la TL photosynthétique dans des conditions normales.
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Figure 13  Transport d'électrons généré par la lumiere dans le PSII qui modifie l'état

redox du coté accepteur et fait avancer les états S du coté donneur.
Différentes bandes de TL sont le produit de recombinaison entre certaines
charges positives du cété donneur et certaines charges négatives du coté
accepteur.

La stabilisation de 1'état de charges séparées se produit également du c6té donneur du PSIL
Le radical cationique de Pgso, Psso', est réduit par Yz, le résidu Tyrl61 de la protéine Dy,
et Yz est alors réduit par le transfert d'un électron du noyau de Mn du CDO, constitué de
quatre atomes de Mn. Le noyau de Mn comporte cinq états redox dénotés S; (i = 0 a 4),
avec Sy et S, comme le plus bas et le plus élevé état d'oxydation, respectivement. L’activité
photochimique répétée au CR du PSII avance les états S un par un a chaque étape, et
l'extraction de quatre électrons de deux molécules d'eau a comme conséquence le
dégagement d'une molécule d'O,. Parmi les cing états S intermédiaires, Sy (aucune charge
positive) et S; (une charge positive) sont stables dans des conditions d’adaptation a

I’obscurité, mais ils ne participent pas a la TL. Tandis que les états S, et S; portent
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I’équivalent d’une charge positive et sont stables pendant une dizaine de secondes a la
température ambiante, de sorte qu'ils constituent la source principale des charges positives a

I’origine de la TL photosynthétique.

Le modéle de dégagement de protons couplés au cycle du systéme des états S a été postulé
pour étre 1, 0, 1, 2 basé sur des travaux précédents (Fowler 1977; Saphon et Crofts 1977,
Forster et Junge 1985), mais ceci a été récemment contesté. Le modéle de dégagement de
protons explique la variété de phénoménes d’émission de TL photosynthétique connus
jusqu'ici. Basé sur ce modele de dégagement de protons, les espéces stables des états S
reconnues qui portent 1’équivalent d’une charge positive (contribvant a la TL

photosynthétique) sont supposées €tre les états S; et Ss.

A part Yz, un autre donneur secondaire auxiliaire a Pggo est connu; le résidu redox-actif
Tyrl60 de la protéine D, dénoté Yp. Sa forme oxydée (éonnue sous le nom de EPR
Signal IIs) est stable dans 'obscurité a la température ambiante et a été désignée comme un
participant & la TL (Demeter et al. 1993; Krieger et al. 1993; Johnson et al. 1994). Le
cytochrome 5-559 et certaines molécules de chlorophylle entourant le CR du PSII sont
connues comme étant photooxydables dans certaines conditions. Cependant, leurs produits
d'oxydation ne semblent pas constituer un pi¢ge de charges positives & 1’origine de la TL,
bien que leur formation par la photochimie du CR puisse étre une source d’électrons pour
réduire la Qa (ou le Qp) au lieu du noyau de Mn, et de ce fait, moduler indirectement le

phénomene de la TL.

5.3 Emission de la TL par la recombinaison activée thermiquement (liens avec la
fluorescence retardée)

Au tout début, le phénomeéne de la TL et la fluorescence retardée (DL) étaient considérés

comme ayant une origine commune (Arnold 1991), un dégagement radiatif d'énergie

emmagasinée suite a la recombinaison entre donneurs et accepteurs stabilisés au CR

photochimique. Dans le PSII, le produit de base de la séparation de charges induites par la

lumiére est une paire singulet radicale [Psso Pheo’], qui ameéne rapidement a la stabilisation
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de 1’équivalent d’une charge positive (donneur oxydé D) et négative (accepteur réduit A),
et remet le CR dans son état fondamental. Pendant ce temps, la majeure partie de I'énergie
capturée par la réaction photochimique est emmagasinée dans le systéme sous forme de
différence de potentiel redox, tandis qu'une partie de I'énergie est perdue (énergie de
stabilisation), tout cela résultant en un piégeage d’une paire de charges séparées (D'A).
Cette paire séparée posséde une barriére d'énergie d'activation contre la recombinaison.
Lorsque cette déperdition d’énergie libre est compensée par une activation thermique, la
paire de charges de D'A™ devient capable de se recombiner pour re-exciter le Pgg, amenant
4 I'activation du Pggo* (ou d’une chlorophylle voisine du CR) qui est un complexe actif

pour la TL photosynthétique (voir figure 14).
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Figure 14  Diagramme énergétigue de la TL et modulation du maximum de
température. [D'A]; et [D'A '] indiquent les paires de charges stabilisées
ayvant un plus petit (s-shallower) et un plus grand (d-deeper) piége
énergétique dii a des modifications au PSII comme une mutation, une
deénaturation ou le retranchement d'un co-facteur essentiel.

Le processus de recombinaison de D*A” n'est pas encore bien compris, mais on considére

généralement que ce processus passe par une série d'équilibre 4 travers un nombre variable
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d’états intermédiaires de charges séparées (deVault et al. 1983; deVault et Govindjee 1990)
pour produire finalement la paire de radicaux Pegy Pheo™ dans la configuration singulet ou
triplet. Parmi les paires de radicaux avec deux configurations de spins différentes, la
configuration triplet se recombine de fagon non radiative pour retourner a I'état
fondamental Pego, tandis que la configuration singulet est capable de produire la
configuration singulet activée Pego* (Van Gorkom 1985), de sorte qu'ils puissent contribuer
a la TL ou a la fluorescence retardée. Nous pouvons considérer ainsi que la fluorescence

retardée et la TL sont les deux expressions différentes du méme processus :

e La DL est due & la recombinaison spontanée a un rythme constant
(habituellement bas) qui est limitée par le taux d'approvisionnement en énergie

thermique de l'environnement a une température donnée;

o LaTL est due & la recombinaison a des fréquences plus élevées et accélérées avec
I'élévation de la température pendant un chauffage artificiel. En fait, une
oscillation similaire de période 4 a été observée pour les deux phénomenes. Ceci
a été également confirmé par des analyses des spectres d'émission de la

fluorescence retardée (Hideg et al. 1991) et de TL (Sonoike et al. 1991).

5.4 Mesures et analyses dela TL

La TL photosynthétique peut étre enregistrée avec une installation simple. Contrairement &
la mesure de la fluorescence retardée, elle n'exige aucun systtme de commande de
synchronisation, ni un photomultiplicateur déclencheur, ni un enregistreur transitoire. Le
facteur le plus important est le refroidissement du photomultiplicateur afin d'augmenter le
rapport signal/bruit en diminuant 1’effet du courant parasite. L'utilisation d'un compteur de
photons, d'un thermomeétre numérique équipé d'un systéme de ROM de linéarisation et d'un
ordinateur pour l'acquisition de données/analyse est préférable, mais tout cela n’est pas
nécessaire. Un contenant ayant une petite capacité thermique est recommandé¢ pour pouvoir

refroidir rapidement les échantillons aprés I'illumination.
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Un disque de feuille adapté a 1’obscurité ou un morceau de papier filtre imbibé d’une
suspension adaptée a I’obscurité (20 pg de chlorophylle) est fixé & un support prés duquel
un petit réchaud (50 W) est installé. On procéde a I’illumination avec un ou plusieurs
court(s) éclair(s) (quelques microsecondes de durée & une température constante
(habituellement -40 a +25 °C) puis introduit avec le support en 1’immergeant dans l'azote
liquide. L'échantillon refroidi (avec le support) est alors placé en sorte que I’image de
I'échantillon soit focalisée sur la surface du photomultiplicateur par un fort objectif.
L'échantillon est alors chauffé graduellement a un taux constant de 0.5 & 1.0 °C par seconde
au moyen du réchaud installé prés du support. L’émission de TL est mesurée avec le
photomultiplicateur tout en enregistrant la température de l'échantillon avec un
thermocouple. L’intensité de la TL en fonction de la température de 1’échantillon est
enregistrée sur un enregistreur X/Y, ou au besoin, par un ordinateur. Mais avec un support
de petite capacité thermique, il n'est pas facile d'obtenir un taux de chauffage constant. Il est
préférable de maintenir la température constante autour du support par n’importe quel
moyen. En raison de cette difficulté et de bien d'autres (deVault et al. 1983), les
températures des bandes de TL rapportées par divers laboratoires sont variables.
Cependant, la détection de la variation de quelques degrés dans la température maximale
n'est pas cruciale si une série de mesures est réalisée sur la méme installation dont

l'utilisation est faite dans le souci de maintenir la reproductibilité des résultats.

5.5 Simulation des courbes de TL

La cinétique du processus photosynthétique de la TL a été décrite par diverses approches
(Vass et al. 1981; deVault et al. 1983; deVault et Govindjee 1990). Elle est simplement
basée sur un modéle développé pour des phénomeénes de TL dans les systémes de 1’état
solide. Parmi ces approches, celle développée par Vass et al. (1981) est trés utile pour les
applications pratiques dans lesquelles les équilibres multiples compliqués sont traités

comme un seul équilibre du premier ordre.

1,, =T -exp{~ Ea/kT — (skT*/ BEa)- exp(~ Ea/kT)}
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o I, T, k et B sont des paramétres mesurés ou constants; I'intensité de TL, la température
absolue, la constante de Boltzmann et la rampe de chauffage, respectivement. En
changeant ¢ (constante de proportionnalité), E, (énergie d'activation) et s (facteur de
fréquence) comme parameétres de simulation, nous pouvons simuler une courbe de
luminescence avec une exactitude suffisante pour résoudre les bandes de recouvrement de
TL et pour déterminer également 1'énergie d'activation pour chagque bande TL. Un logiciel
efficace pour l'analyse graphique et numérique des courbes de luminescence de TL a été
développé (Ducruet et Miranda 1992). Ces simulations de courbe de luminescence nous
fournissent les paramétres requis pour calculer le temps de demi-vie d'une paire de charges
basée sur I'équation ci-dessus, qui nous permet de confirmer la validité de ces analyses
(voir tableau I).

Table 1. Stabilizauon energies and half-lives of thermolumi-
nescent charge pairs derived from TL glow curve simulation.

TL band Charge Stahilization  Half life

pair energy
Calculated  Observed
Z.-bhand P&S0TQ, ~0.5V ~20H) us ~ 150 pus
Q-band  5:Q. ~0L. T8V ~2.53 ~2s
Bx-band 5:0p ~(1.86V -4l s —6l) s
C-band YRl ~{1.84 V ~ 12 min - 16 min

Tableau 1  Energies de stabilisation et temps de demi-vie de différentes paires de
charges luminescentes dérivées de simulation de courbes de TL
(Inoue 1995)

Parmi ces paramétres dérivés des mesures de la TL, la température maximale d’une bande
nous fournit l'information la plus utile. Cependant, les températures maximales des bandes

ont jusqu'ici été rapportées par divers laboratoires et different significativement :

« La premiére raison de cela est d’ordre théorique, la différence dans la rampe de

chauffage utilisée (deVault et al. 1983);
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e La deuxiéme raison est d'ordre technique, par exemple la différence dans le

positionnement du thermocouple autour de 1'échantillon ou du support.

En dépit des différences, une variation dans la température maximale induite dans un
échantillon traité peut facilement et correctement étre détectée en comparant avec un
échantillon non traité (contréle), quand la méme configuration de 1’appareil est employée.
Un décalage de la température maximale d’une bande de TL vers les plus hautes
températures indique qu'une plus grande énergie d'activation est exigée pour recombiner la
paire de charges séparées, indiquant qu'un piége énergétique plus profond a été induit par le
traitement, alors qu'un décalage vers les plus basses températures indique qu'un piége
moins profond a été induit. Si nous supposons que le traitement utilisé a un effet sélectif du
coté de donneur ou accepteur du PSII, une variation dans la température maximale de la
bande de TL peut étre directement interprétée comme un changement du potentiel redox de
l'espéce positivement ou négativement chargée respectivement : des piéges plus profonds et
moins profonds du coté de donneur correspondent & des potentiels redox plus et moins
élevés de l'espéce positivement chargée, et ceux sur le coté accepteur & des potentiels redox

moins et plus élevés respectivement.

En fait, il n'est pas toujours facile de limiter l'effet d'un traitement & un coté du PSIIL
Cependant, en tirant profit des deux accepteurs de quinone du cété accepteur de PSII, nous
pouvons comparer l'effet d'un traitement sur la température maximale de TL entre les paires
de charges S,Qa" et S2Qp". Si le méme décalage ou un décalage similaire est détecté pour
les deux bandes de TL, nous pouvons conclure que le décalage est dii a un changement du
potentiel redox des espéces positivement chargées du coté donneur avec aucun ou peu

d’effets sur les espéces négativement chargées du c6té accepteur.

5.6 Analyse des oscillations dans I’intensité de 1a TL

Dans le PSII adapté a l'obscurité, la paire redox S1Qp est habituellement l'espéce la plus

dominante parmi les CR. Quand un CR est exposé a une série d’éclairs courts, les paires
p
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redox prévues apres 1, 2, 3 et 4 éclairs sont S;Qgp’, S3Qp, SoQs" et S:Qs, respectivement.
Puisque S; et S; sont les espéces positivement chargées, la probabilité de la stabilisation des
charges positives du c6té donneur oscille en suivant le modele 1, 1, 0, 0, tandis que la
probabilité¢ de la stabilisation des charges négatives du c6té accepteur oscille suivant le
modele 1, 0, 1, 0, di au mécanisme a deux électrons de la quinone Qg. Ainsi la probabilité
de stabilisation des charges positives et négatives au CR du PSII, qui est un préalable a

I'émission de la TL, oscille en suivant le modéle 1, 0, 0, 0.
Dans les préparations de PSII, ce modéle est perturbé par plusieurs facteurs :

i. Distribution initiale de Qp:Qsg,
ii. Distribution initiale de Sg: S;,
iii. La probabilité des ratés et des doubles touchés,

iv. Le ratio du rendement de TL des recombinaisons de charges entre S,Qp" et
de S3QB-.

De ces facteurs, les facteurs (ii) a (iv) sont la plupart du temps constants : S¢:S; = 25:75, les
ratés et les doubles touchés sont autour de 10% et 5%, respectivement, et le rapport de
rendement de TL de S,Qp:S3;Qg” = 1:1.7. En revanche, le rapport initial de Qg :Qp change
selon les conditions de I'échantillon et leur adapation : 50:50 dans les thylacoides aprés une
bréve adaption a 1’obscurité ou dans une longue adaptation a l'obscurité pour des
chloroplastes intacts, tandis qu'elle est 25:75 dans les thylacoides longuement adaptés a

I’obscurité ou dans des fragments de membrane de PSII.
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A. Thylacoides longuement adaptés a 1’obscurité (Sq:S; = Qp-:Qp = 25:75)
1 80Qs- 15Qs 1 8,Qg-* 1 8:Qp 1 5¢Qg- 15,Qp 1 8,Qp-* 1.8:Qp
581Qs 5 8,Qp-* 5 8:Qe 5 50Qs- 58,Qs 58,Qp-* 5 5;Qp 5 SoQs-
18,Qs- 1 8,Qp 1 85Qp-* 1 .5,Qp 15,Qs- 1 8,Qs 1 S;Qp-* 15,Qs

Thylacoides briévement adaptés a 1’obscurité (Sy:S; = 25:75, Qp-:Qp = 50:50)

1 SoQs 1 5,Qp- 1 .8,Qp 1 85Qp-* 1 S,Qs 18,Qs- 1 5,Qs
1 SpQs- 1 8,Qs 1 8,Qp-* 1 8:Qs 1 SoQe- 18,Qs 1.8,Qg-* 18:Qs
38:Qs 3 8,Qp-* 3 8:Qp 3 SoQs- 38,Qs 3 8,Qp-* 3 8:Qs 3 SoQp-

Tableau 2

Changement dans le motif d'oscillation de période 4 de la bande B en
fonction du nombre de centres réactionnels du PSII capable de luminescence
aprés une série d'éclairs pour des thylacoides longuement et briévement
adaptés a l'obscurité. Les ratés et les doubles touchés sont négligés. L'étoile
(*) indique les centres réactionnels luminescents. Pour la section A et B, la
premiére ligne en gris indique le nombre d'éclairs et la deuxieme indique le
nombre de centres réactionnels luminescents.

Le tableau 2 décrit les changements prévus du nombre de CR capables d'émettre de la TL,

quand des préparations de PSII adaptées & 1’obscurité ayant deux ratios typiques initiaux

Qs":Qg sont illuminés avec une série d’éclairs. La distribution de Qg™ aux CR pour Sy et S,

est considérée la méme, et les ratés et les doubles touchés sont négligés. Le nombre de CR

émettant de la TL montre des maximums aprés le 1° et 5°™ &clairs si le ratio initial de

Qg":Qp = 25:75 ou aprés le 2¢me et 6¢me éclairs si le ratio initial de Qg :Qp = 50:50. Quand

les ratés et les doubles touchés et la différence dans le rendement de luminescence sont pris

en considération, les modéles d’oscillation représentés dans la figure 15 a la page suivante

sont obtenus. Ces modéles sont conformes a ceux observés, soutenant les mécanismes de

'oscillation de la TL et alternativement les attributions de la bande B (Inoue 1983; Demeter
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et Vass 1984). Suite & un traitement inhibiteur, la perte de quelques cofacteurs essentiels ou
des mutations dans le PSII, l'oscillation dévie des modeles standard, ce qui fournit des
informations sur le fonctionnement du cycle des états S et du mécanisme a deux électrons

de Qg dans le PSII inhibé ou modifié.

5.7 Attributions des bandes de TL aux paires de charges

Les composants de la TL sont distinguables par leurs bandes respectives d'émission sur la
courbe de luminescence qui montre les températures caractéristiques pour l'émission
maximum. Pour plusieurs de ces composantes, les paires de charges responsables ont été
identifiées (voir tableau 3). Dans les points suivants, nous discuterons de l'information

disponible au sujet des propriétés des bandes respectives de la TL.

TL intensity

i 5 3 , 3

4 6 8 i 12
Flash number

fow]
(]

Figure 15  Motif d'oscillation de période 4 typique de la bande B résultant de
l'application plusieurs éclairs. Le panneau A correspond a un échantillon de
thylacoides brievement adapté a [l'obscurité ou a un échantillon de
chloroplastes et le panneau B a un échantillon de thylacoides longuement
adapté a l’obscurité.
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57.1 Labande B (Ty ~35°C)

La bande B, qui apparait a environ +35°C, est la bande la mieux caractérisée de la TL
photosynthétique. Cette bande est clairement corrélée avec le complexe de dégagement
d'oxygéne (Inoue et Shibata 1977a), particuliérement en présence de Mn fonctionnellement
actif (Inoue 1976; Rozsa et Demeter 1982), et a été associée a la recombinaison de charge
de S:Qy" et de S:Qp" (Rutherford et al. 1982, 1985). Aprés une excitation par plusieurs
éclairs saturants, l'intensité de la bande B montre une période 4 d'oscillation dans les
thylacoides (Inoue et Shibata 1977a; 1977b; Demeter et Vass 1984; Demeter et al. 1984),
dans des feuilles intactes et des fragments de membranes enrichies de PSII (Rutherford et
al. 1984). L'analyse du modéle d'oscillation indique que les états S; et S; sont impliqués
dans la production de cette bande de TL (Rutherford et al. 1982; Demeter et Vass 1984). La
participation de Qg comme piége de charge négative a été démontrée par la modulation du
ratio initial de Qp:Qg par le prétraitement chimique ou lumineux ou par le retrait et la
reconstitution de Qg (Rutherford et al. 1982; Demeter et Vass 1984; Wydrzynski et
Tnoue 1987). A un pH 7.0-7.5 ou supérieur, les recombinaisons de S:Qp et de SiQp
provoquent la méme bande de TL en ce qui concerne la température maximale et la forme
de la bande, mais au-dessous de pH 6.0, elles montrent deux bandes distinctes dénotées les
bandes B; et By, avec une différence de quelques degrés pour la température maximale
(Inoue 1981), Le rendement de la TL de la derniére recombinaison est supérieure par un
facteur de 1.7-2.0 du & des raisons inconnu (Rutherford et al. 1985; Demeter et al. 1985b).
Le spectre d'émission des bandes B a un maximum & environ 690 nm (Sonoike et al. 1991)

selon I'hypothése que la recombinaison de S;3Qg™ re-excite la Pego.

57.2 Labande Q (T, ~ 02 10°C a pH physiologique)

Aprés un traitement avec le DCMU sur le PSII ou d'autres herbicides du PSII, la bande B
est supprimée tandis qu’une nouvelle bande de TL apparait entre 0 et +10°C (Rubin et
Venediktov 1969). Cette bande s'appelle la bande Q et provient de la recombinaison de
charge de S;Q. (Demeter et Vass 1984; Rutherford et al. 1982). La conversion de la
bande B en bande Q est due a l'inhibition par le DCMU du transfert d'électron entre Qu
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et Qp. Cela permet la stabilisation de Q4" comme charge négative détectable par la TL au
lieu de Qg". La bande Q est souvent utilisée pour analyser les mécanismes de stabilisation
de 1'état S,.

TL components  Peak temperature Charpe pair
Z-band e L+ Chi"Chl™ 17
£ -hand e ) === 30 °C {vanable) PBO™ 0L (M)
A-band ~=10*C 5.0,
A--band ~=10*C His" 0,
Q-band ~+5°C 5,04

B-band ~+20°C 5.0

B.-band ~+30°C 5,0p

C-band ~+50°C YoOxa

Tableau 3 Assignafiﬂn de paires de charges a des bandes de TL.

5.7.3 Labande A (Ty ~-204a-10°C)

Quand le PSII est pré-illuminé avec deux éclairs a la température ambiante, puis refroidi a
-196°C (77 K), et encore illuminé avec une lumiére continue a 77 K, une bande nette de TL
dénotée la bande A apparait 4 environ le -10°C (Liufer et al. 1978; Inoue 1981; Demeter et
al. 1985b). Cette bande a été définie comme provenant de la recombinaison de charge de
S53Qa basée sur les considérations suivantes : l'illumination avec deux éclairs a la
température ambiante produit un état S;Qp qui est incapable de générer un signal de TL di
4 l'absence d’une charge négative (voir fableau 2), mais l'illumination 4 77 K oxyde le
cytochrome bsss ou la chlorophylle au lieu du noyau de Mn (dans 1'état 83) et produit Q,,
qui recombine avec 1’état S; précédemment formé par I’illumination avec deux éclairs,

stabilisé par le refroidissement et inchangé pendant I'illumination a 77 K (Koike et al. 1986)

5.7.4 Labande Ar

Le traitement du PSII démuni du noyau de Mn fonctionnel avec un tampon Tris émet une
bande de TL a environ le -10°C (Inoue et al. 1977; Rosza et Demeter 1982). Cette bande est
dénotée la bande At pour la distinguer d’avec la bande A qui a la méme température
d'émission (Koike et al. 1986). L'origine de cette bande n'était pas claire. Plus tard, il fut
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proposé qu’elle résulte de la recombinaison de charge entre QA et le résidu d’histidine
photooxidée d'une protéine du CR du PSII au moyen de PSII chimiquement modifié (Ono
et Inoue 1991a). Cette hypothése fut explorée plus en détails au moyen de PSII mutés et on
a indiqué que la substitution de His195 et de His190 affecte 1'émission de cette bande de TL
(Kramer et al. 1994). L'équivalent positif de I’histidine photooxydée présente une affinité
élevée pour le Mn>* exogéne et est proposé d'étre impliqué dans le photoligation des ions

de Mn** en cours de photoactivation d'un CDO latent (Ono et Inoue 1991b).

5.7.5 Labande Zvy

Une composante mineure de TL dénotée la bande Zy apparait entre -80 et -30°C. La
température d'émission de cette bande de TL change selon la température lors de
I'excitation (Ichikawa et al. 1975), étant habituellement plus haute de 10 a 20°C que la
température d'excitation. Cette bande est supprimée par un traitement avec 1% d'éthanol et
montre une période 4 d’oscillation qui dépend la vitesse d’oscillation des états S (Demeter
et al. 1985b), bien qu'on rapporte que la bande provienne de la préparation de CR de PSII
(D1/D2/bssg) déficiente en noyau de Mn (Vass et al. 1989). Bien qu’il ait été proposé que
cette bande résulte de la paire de charges de Pego'Qa™ dont la profondeur de piégeage est
modulée par la conformation du CR, son origine n'est pas encore claire. La participation
de Qa” comme contre-partie négative a été récemment confirmée par la reconstitution de
Qa4 artificielles dans la préparation de CR purifiée au moyen de plastoquinone-9 (PQ-9)
(Chapman et al. 1991).

5.7.6 LabandeC

Une composante de la TL dénotée la bande C apparait & environ +50°C sur des courbes de
luminescence provenant d'échantillons photosynthétiques traitées au DCMU (Desai et
al. 1975). La participation de Q4" comme contre-partie négative est probable, si on en juge
par ’augmentation de son intensité en présence d’une concentration élevée de DCMU. On
rapporte que la bande C montre une période 4 d’oscillation avec des maximums avec les

états Sy et S, suggérant que cette bande résulte de la recombinaison de charge de S¢/1-Qa”
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(Demeter et al. 1934). Yp' (résidu Tyrl60 de la protéine D) a été proposée en tant que
candidate pour 1'équivalent positif dans des états 5y et S;. Demeter et al. (1993), Krieger et
al. (1993) et Johnson et al. (1994) ont rapporté que cette bande résulte de la recombinaison
de charge entre Q4 et Yp~ dans le cas de PSII dépourvu de Ca®".

5.7.7 Labande Z (T, ~ -160°C, quand le matériel photosynthétique est éclairé a 77 K)

Une large bande de TL apparait autour de -160°C quand divers échantillons
photosynthétiques sont illuminés & 77 K avec une lumiére continue. Cette composante,
dénotée la bande Z, montre un maximum d'émission 4 environ 730 nm, contrairement 4 690
nm de la bande B provenant d'une réaction photochimique du CR, et est excité avec une
lumiére bleue 4 un plus grand rendement qu'avec une lumiére rouge (Amnold et Azzi 1968).
En élevant la température d'excitation au dessus de 77 K, seulement la partie de
température la plus élevée de la bande Z apparait, indiquant que le piége pour cetie
composante a une large distribution d’énergie libre stabilisatrice. Il s'est avéré récemment
que LHCI et LHCII, qui n'ont aucun centre photochimique réactionnel, ou la chlorophylle
purifiée (sa forme agrégée en particulier), émettent cette bande plus fortement que le PSI ou
le PSII (Sonoike et al. 1991), indiquant que la bande Z n'est corrélée ni avec le CR du PSI
ni avec celui du PSIL. On a constaté que cette bande est préférentiellement chargée par une
lumiére bleue, et les charges piégées sont libérées par l'illumination avec une lumiére
rouge, dii probablement & un effet thermique local (Hagen et al. 1995). Cet effet pourrait
étre relié an mécanisme d’atténuation non-photochimique, lequel est postulé étre le résultat
de changements de conformation de LHC et de l'accumulation de la zéaxanthine via le

cycle des xanthophylles.

5.7.8 Les bandes de TL aux températures en dessous 77 K

Trois nouvelles bandes de TL émettant au environ de 20, 50 et 70 K ont été résolues de la
courbe de luminescence aux températures en dessous de 77 K, et dénotées les bandes Z,,, Zp
et Z,, respectivement (Noguchi et al. 1992). La courbe de luminescence excitée aux

températures de I’hélium liquide montre une autre composante a environ 90 K, mais celle-
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ci s’est avéré étre une expression différente de la bande 7 bien connue qui émet au-dessus
de 77 K. Les propriétés de ces trois bandes sont essentiellement identiques a celles de la
bande Z : étant préférentiellement excitées par une lumiére bleue et émises plus fortement
par les LHCs et les agrégats de chlorophylle. Cela suggére qu'elles proviennent du stockage
de charges des molécules de chlorophylle agissant I'un sur I'autre ou avec les molécules du

solvant,

5.7.9 Les bandes 4 hautes températures (HTL)

Deux types distincts des bandes HTL ont été rapportés dans les systémes photosynthétiques
soumis aux différents stress oxydatifs. Les bandes & Ty, ~ 75 4 90°C (Hideg et Vass 1993;
Stallaert et al. 1995; Marder et al. 1998) et les bandes & T, ~ 115 4 140°C (Venediktov et
al. 1989; Vavilin et al. 1991; Vavilin et Ducruet 1998; Vavilin et al. 1998). La bande a
130°C est observée pour des échantillons desséchés et correspond véritablement & la
décomposition (thermolyse) radiative des peroxydes, alors que la bande HTL & ~75-90°C
n'est observée que dans les échantillons maintenus humides : elle refléterait donc une
compétition entre la thermolyse radiative et I'hydrolyse non-radiative des peroxydes dans
cette zone de température (Ducruet et Vavilin 1999). Cette émission dans la région
spectrale 650-750nm, indépendante d'une illumination préalable, est corrélée & la présence
de peroxydes des lipides au niveau de la membrane thylacoidale (Venediktov et al. 1989;
Vavilin et al. 1991; Vavilin et Ducruet 1998).

5.7.10 Thermoluminescence provenant du PSI et bande AG

Une luminescence retardée (AG) induite par un rayonnement rouge lointain (far-red) a été
rapportée la premiére fois par Bertsch et Azzi (1965). 11 a été proposé que cette bande, qui
est & environ le 50°C, résulte du PSI puisqu'elle est induite par un éclairement & 740 nm
(Desai et al. 1975). La bande AG est supprimée par le DCMU (inhibiteur de transport
d'électrons du PSII) et par l'antimycine (inhibiteur de transport d'électrons du PSI) ou des
découpleurs de transports cycliques (Bjorn 1971). Ceci suggére qu'en plus du PSII, le

transport cycligue d'électrons et/ou le gradient de protons est impliqué dans la formation de
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la bande AG. Bien que cette hypothese n'ait pas été confirmée, une nouvelle composante
TL, appelée la bande AG (afterglow), a été identifiée comme provenant du PSII, mais
modulée par le transport cyclique d'électrons autour du PSI quand celui-ci est éclairé par du
rouge lointain (Miranda et Ducruet 1995). 11 est & noter que les bandes de TL,
indépendantes du transport photosynthétique d'électrons et émises par le PSI, semblent
provenir du stockage d'énergie des antennes (Sonoike et al. 1991; Noguchi et al. 1992) ou

d'une chimiluminescence oxydante (Hideg et Vass 1993).

5.8 Implication du cété accepteur du PSII dans la TL

Le potentiel des couples redox Qp/Qp™ et Qa/Qa” différe d’environ 50-70 mV, et cette
différence se manifeste sur les courbes de TL par une différences de 25-30°C dans la
température d'émission entre la bande B et la bande Q, qui résultent respectivement des
paires S,Qp” et de S,Qa". La stabilité énergétique des quiriones réduites peut facilement étre
étudiée par la TL (Demeter et al. 1985a). Ces propriétés permettent d'employer la TL pour

V’étude de la résistance aux herbicides.

En traitant le PSII avec des herbicides, la bande B est convertie en bande Q en raison de
I'inhibition du transfert d'électron entre Q4 et Qg. Notoirement, la température d'émission
de la bande résultante Q est influencée par la structure chimique de I'herbicide utilisé : les
herbicides de type phénolique induisent une bande Q émettant entre -15 et 0°C, tandis que
les herbicides de type urée/triazine induisent une bande Q entre 0 et +10°C (Vass et
Demeter 1982). La température plus faible du maximum de la bande Q en présence des
herbicides de type phénolique peut étre attribuée & un potentiel redox abaissé de Qa/Qa” ou
a I’accélération des réactions de désactivation dans le CDO qui affecte les propriétés des
états S, du c6té donneur du PSIL De tels effets sur la TL sont utilisés pour caractériser le

mode d’action de nouveaux herbicides (Asami et al. 1988; Koike et al. 1989).

Les mutants résistants aux herbicides montrent un remarquable décalage vers les basses
températures de la bande B. Dans les mutants résistants a la triazine de Eligeron canadensis

et Synechocystis PCC 6714, la température d'émission de la bande B est décalée en baisse
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de 15°C par rapport a celle des types sauvages (Demeter et al. 1985a). Ceci indique que la
différence de potentiel redox entre Qp/Qgs” et Qa/Qa” est diminuée de 70 & 30 mV di a un
changement structurel du site de liaison de Qg par la mutation. L'analyse des mutants de
cyanobactéries indique que la température d'émission de la bande B est grandement
sensible au remplacement du résidu Ser264 de D, par Ala ou Gly qui induit simultanément
une forte résistance aux triazines. Mais elle est plut6t immunisée contre le remplacement du
résidu Phe255 par Tyr qui induit la résistance aux phenylureases, suggérant un réle plus
important du résidu Ser264 dans le site de liaison de Qg par rapport au résidu Phe255
(Etienne et al. 1990; Gleiter et al. 1990, 1992).

5.9 TImplication du c6té donneur du PSII dans la TL

La génération des bandes B (B; + B,) et la bande A implique les états S, et Ss3, de sorte que
la température d'émission et le comportement oscillant de ces bandes de TL fournissent des
informations utiles au sujet des propriétés des états S et du role de divers cofacteurs

impliqués dans des transitions des état S.

Ces propriétés ont été utilisées la premiere fois pour déterminer la dépendance de la
température sur la transition des états S. Lors de I’abaissement de la température ambiante,
les transitions des états S deviennent inhibées. Provenant de l'oscillation de la bande B sous
I'excitation d’éclairs, les transitions S»-a-S; et S3-3-S4 ont montré un blocage a -35 et -20°C,
respectivement, alors que la  transition S;-a-S, a  été  bloquée A
-65°C (Inoue et Shibata 1977b). D'autres études plus précises indiquent que les transitions
S1-3-S;, S,-a-S3 et S3;-a-Sp sont complétement bloquées a -100, -65 et -40°C, et & moitié
bloqué a -95, -45 et -23°C, respectivement (Demeter et Vass 1984; Demeter et al. 1985b;
Koike et Inoue 1987). Par une analyse sophistiquée de la dépendance de la température au
moyen de deux protocoles différents pour l'excitation par éclair a basse température,
« demier éclair & basse température » et « tous les éclairs & basse température », on a
proposé un état intermédiaire sensible a basse température qui existe entre S; et Sz, qui
pourrait étre un précurseur de 1’état S; dans lequel le dégagement de proton n'est pas

complété (Koike et Inoue 1987).
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Une autre application typique de la TL pour des études du c6té donneur du PSII est l'effet
du retranchement de protéines extrinséques. Le PSII des plantes supérieures contient un
ensemble de trois protéines extrinséques de masses moléculaires de 33, 24 et 18 kDa, qui
sont électrostatiquement associées a la surface du lumen du PSII et impliquées dans la
régulation des conditions nécessaires pour les cofacteurs inorganiques et la stabilité du
noyau de Mn. Par un lavage approprié de sel suivi d’un mixage avec un extrait concentré
des trois protéines extrinséques, ces protéines peuvent étre réversiblement enlevées et
reconstituées avec l'inactivation et I’activation du CDO. Lors du retranchement de
I'ensemble de protéines, l'activité du CDO est presque complétement perdue tandis que la
TL de la bande B peut étre encore entie¢rement induite. Malgré que le PSII dépourvu des
protéines extrinséques présente une oscillation normale jusqu’a 1’état S;, la transition finale
S3-a-Sp qui libére l'oxygéne moléculaire est bloquée (Ono et Inoue 1985). Lors du
retranchement des protéines extrinséques, la position maximale de la bande B demeure a la
méme température, suggérant qu’il n’y a aucun changement appréciable de la stabilité de la
paire de charges S;Qp. En revanche, la température maximale de la bande Q est
remarquablement décalée vers les hautes températures de 20-25°C indiquant une
stabilisation accrue de 1'état S, en l'absence des protéines extrinséques (Vass et al. 1987a).
La différence de stabilisation entre les paires de charges S,Qg" et S;Qa” peut étre due & un
effet secondaire mais spécifique sur le site de liaison de Qg, en plus de 'effet principal sur

I'état S,.

Des données similaires de TL ont été obtenues pour des cellules génétiquement modifiées
de cyanobacteries dans lesquelles le géne de psb0 codant la protéine extrinséque de 33 kDa
a été supprimé (Burnap et al. 1992). Les résultats indiquent que les méthodes de TL
peuvent avec succes caractériser les propriétés du PSII du c6té donneur des mutants sans
besoin d’isoler des thylacoides. Des données de TL impliquant une association incompléte
de la protéine de 33 kDa avec les membranes de PSII ont été également accumulées pour
des mutants de cyanobacteries dans lesquels quelques acides aminés sur la boucle lumenal

de la protéine CP47 ont été supprimés (Gleiter et al. 1994). Par analogie a ces derniers, la
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TL a été intensivement appliquée en sondant les propriétés redox du c6té de donneur de

PSII dépourvu de Ca® (Ono et Inoue 1989, 1990) ou dépourvu de CI” (Vass et al. 1987b).

5.10 Avantages et inconvénients de la TL

Les avantages et les inconvénients de la TL peuvent étre récapitulés comme suit :
Les avantages sont :

« Le faible coit de I'équipement!
o L’opération simple n'exigeant aucune expérience!

e La préparation simple des échantillons. Des cellules entiéres sont parfois

essentielles dans des mesures utilisant les mutants d'algues.

o L’application facile pour la caractérisation du PSII dans des études a utilité

physiologique ou environnementale.

o L'étude sélective du PSII en ignorant le PSI.
Les désavantages sont :

e Le phénoméne est limité au PSIL Il ne peut pas étre appliqué au PSI et aux

centres réactionnels bactériens.
o Les courbes de TL ne fournissent pas directement les paramétres physiques.

o Les interprétations multiples : par exemple une variation dans la température
maximale peut étre attribuée a un changement du c6té donneur ou du coté

accepteur.



CHAPITRE VI

OBJECTIF DU PROJET

L'intérét du présent projet de recherche est d'examiner l'influence du TMPD sur les
processus de recombinaison de charges dans le PSII et son action auprés des cétés donneur
et accepteur du PSII afin d'obtenir des informations supplémentaires sur le fonctionnement
du CDO. La TL sera utilisée pour comprendre les modifications induites par le TMPD dans
les processus de recombinaison de paires de charges luminescentes sur des échantillons de
thylacoides et de membranes enrichies en PSII isolés a partir de feuilles d'épinard, de pois
et d'orge. Et certaines mesures de la fluorescence chlorophyllienne Foy seront effectuées

pour connaitre I'état redox de l'accepteur quinonique primaire Qa.

Comme nous l'avons expliqué dans l'introduction générale, la TL est une technique qui
permet de mesurer et apprécier les modifications faites au transport d'électrons au niveaun
donneur et accepteur du PSII (le PSI ne contribue pas directement & la génération d'un
signal de TL). Les changements induits aux différentes caractéristiques des bandes de TL
(amplitude, forme et position) par l'ajout d'un composé chimique nous informent sur la
nature des modifications de ce demier sur le PSII. Une courbe de TL est généralement
composée de plusieurs bandes, chacune provenant d'une paire de charges qui produit de la
luminescence en se recombinant, On génére la séparation de charges avec un ou plusieurs
éclairs 4 des températures assez basses pour conserver celles-ci séparées juste avant de

commencer le chauffage linéaire de I'échantillon.

Le décalage d'une bande de TL vers les basses températures ou vers les hautes températures
nous informe d'une modification des couples rédox §i/S;, 5+/8:, Qa/Qa-, Qp/Qp- (de la
chaine de transport d'électrons), alors que la diminution du signal d'une bande de TL
indigque qu'un ou plusieurs partenaires de recombinaison sont perdus. Il v a aussi le cas ol
une bande est induite 4 la suite du blocage du transport d'€lectrons & un endroit de la chaine

de transport. C'est ce qui se passe avec la bande B (5:Qg-) qui se transforme graduellement



48

en bande Q (S2Qa-) @ mesure que la concentration de DCMU, ajouté a un échantillon

contenant des PSII est augmentée, empéchant les PQs du bassin de se lier au site Qg.

L’utilisation du DCMU permet de savoir si les modifications 4 la chaine de transport
d’électron ne proviennent que du coté donneur. En fait, si seul le coté accepteur est affecté
par un composé chimique (couple Qa/Qa- ou Qr/Qs-), il n’y a aura pas de changement au
couple redox $,/S; ou S2/S;. Un changement aux derniers couples résultera en un décalage
du maximum de la bande de TL qui nous intéresse vers les plus basses (v de ’énergie
d’activation) ou les plus hautes (T de 1’énergie d’activation). La sensibilité de la TL pour
détecter des variations d'énergie d’activation est de 1'ordre de ~2 mV, ce qui correspond a
une différence de 1°C pour la bande B.

Ainsi, doté d’une technique d’analyse aussi sensible, nous pensons étre en mesure de

vérifier ou de confirmer que 'effet du TMPD est de :

» Désactiver les états S; etlou S;,

» Déstabiliser et/ou dégrader le noyau de Mn,

« Retrancher certaines protéines extrinséques,

» Modifier le couple redox S;/S; et/ou S;/S;,

» Modifier le ratio de la population initiales Sy:S;,

= Perturber le transport d'électrons entre Q4 et Qg en stabilisant la charge sur ()4 ou

le contraire,

»  Avoir une affinité pour le site Qg ( en compétition avec les PQs du bassin),

» Affecter le bassin de PQs, ce qui aurait comme effet de modifier le ratio de la

population initiale Qg-:Qg.
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Le TMPD pourrait aussi affecter le taux de recombinaison générale des paires de charges
accélérant ou ralentissant le taux des recombinaisons non radiatives. Des changements des
pourcentages de ratés et/ou double touché donneraient d'autres informations pertinentes sur

les modifications du transport d'électrons initiées par le TMPD.



CHAPITRE VII

PROCEDURES EXPERIMENTALES

7.1 Matériel végétal utilisé

Des plants de pois (Pisum sativum L) et d'orge (Hordeum vulgare L) empotés avec un
mélange de terre et de vermiculite respectivement, ont été cultivés dans une chambre de
croissance a environnement controlé (C.P.Fabien Inc., Montréal, Canada) a 20 + 2°C avec
une lampe Ceramalux® au sodium et au mercure (Philips electronics Ltd., Scarborough,
Canada) pendant 14 heures (100-120 pmol m™s™) suivi de 10 heures d'obscurité. Les

feuilles d'épinards ont été achetées dans un marché local (Trois-Riviéres).

7.2 Isolation des membranes de thylacoides

Les membranes de thylacoides ont été isolées a partir de feuilles de plants de pois vieilles
de 10 jours et de feuilles de plants d'orge et d'épinard vieilles de 7-9 jours avec la procédure
définie par Boucher et al. (1990), sauf que le mélange de feuilles broyées a été filtré a 1'aide
d'une couche de Miracloth (EMD Biosciences, Inc., La Jolla, USA). Le culot contenant les
membranes de thylacoides a été resuspendu dans un tampon contenant 20 mM Tricine-
NaOH (pH 7,8), 250 mM sorbitol, 10 mM KCl, 10 mM NaCl et 5 mM MgCl, avec une
concentration finale 2 mg Chl/mL mesurée d'aprés la procédure décrite par Porra et
al. (1989).

7.3 Isolation des membranes enrichies en PSII (BBY)

Les membranes enrichies en PSII ont été préparées a partir de thylacoides d'aprés la
procédure de Berthold et al. (1981) modifiée. Les thylacoides ont été lavés une premicre
fois dans un tampon de 20 mM Mes-NaOH (pH 6,5), 400 mM de sucrose, 5 mM MgCl, et
15mM NaCl et resuspendus dans le méme tampon avec une concentration finale de 2 mg
Chl/mL, puis doucement mélangés dans une solution & 4% Triton X-100 préparée dans le

tampon décrit ci-dessus. Les thylacoides ont été ajoutés goutte & goutte pour atteindre la
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concentration de Triton X-100:Chl de 20:1. Aprés 20 minutes d'incubation dans 1'obscurité
et sur de la glace, la suspension détergent-thylacoides a été centrifugée a 3500 X g pendant
5 minutes pour enlever les membranes non-solubilisées. Les membranes enrichies en PSII
ont été finalement obtenues par la centrifugation du surnageant exempt de thylacoides a
37 500 X g pendant 30 minutes. Le culot de membranes enrichies en PSII a été lavé deux
fois avec le tampon contenant 20 mM Mes-NaOH (pH 6,5), 400 mM sucrose, 5 mM MgCl,
et 15 mM NaCl pour enlever le détergent avant de faire les mesures de TL, de dégagement

d'oxygene et de fluorescence chlorophyllienne.

7.4 Evaluation de I'intégrité fonctionnelle des membranes de thylacoides et des
membranes enrichies en PSII

L'intégrité fonctionnelle des membranes de thylacoides et des membranes enrichies en PSII
a été évaluée par des mesures du rendement quantique des PSII défini comme étant le
rapport de F,/Fy en utilisant le Plant Efficiency Analyser (Hansatech, King's Lynn,
Norfolk, UK). Le rendement quantique du PSII était de 0.800+0.003 (SE), 0.820+0.004, et
0.778+0.009 pour les thylacoides obtenus a partir de feuilles de pois, d'épinards et d'orge,
respectivement. Avec le DCBQ (350 uM) comme accepteur d'électrons du PSII, on a
observé des taux de dégagement d'oxygéne a lumicre saturante pour les thlacoides entre
170 et 230 umol O, / mg Chl h. Pour les membranes enrichies de PSII extraites & partir de
thylacoides d'épinards et de pois, le rendement quantique du PSII mesuré était environ
0,811 et 0,809 respectivement. Dans le cas des membranes enrichies en PSII de l'orge, le
dégagement d'oxygeéne a été évalué entre 340-380 pmol O, / mg Chl h. La pureté des
membranes enrichies en PSII a été également évaluée par l'analyse de polypeptides
(Rajagopal et al. 2003).

7.5 Mesures de thermoluminescence

Les mesures de TL ont été effectuées avec un instrument spécialement congu pour notre
laboratoire. Pour obtenir la description compléte de la conception et des aspects
fonctionnels de l'équipement, voir la référence (Ducruet 2003). L'instrument est

entiérement contrdlé par un ordinateur avec un logiciel d'acquisition de données (développé
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par Jean-Marc Ducruet) qui permet l'activation de sources lumineuses, du réglage des
températures d'incubation des échantillons et de l'acquisition du signal de luminescence
provenant d'échantillons photosynthétiques avec des taux de chauffage prédéfinis. La carte
d'acquisition DAQPad-1200 (National instruments, USA; voir figure 16) qui est un
convertisseur analogue-numérique a été utilisée pour communiquer les commandes du
logiciel vers I'équipement. Une plaque thermoélectrique a effet Peltier (Duratec, Marlow
Industries Inc., Dallas, TX, USA) a facilité la régulation de la température pendant la
période d'incubation des thylacoides dans l'obscurité, les périodes d'illumination et
l'acquisition de la luminescence émise pendant une rampe de chauffage linéaire. Pour
enregistrer 'émission de luminescence des thylacoides et/ou des membranes enrichies en
PSII, un photomultiplicateur (PMT) analogue sensible au rouge lointain (far-red)
(Hamamatsu H7711-50, Ichino-cho, Japon) a été utilisé. Afin d'empécher des dommages au
PMT par le chauffage de 1'échantillon pendant les mesures, la luminescence émanant des
échantillons a été transmise par un des bras d'un guide de 5 fibres optiques fourni par Walz
(Effeltrich, Germany). Dans quelques expériences, un obturateur (Oriel Instruments,
Stratford, CT, USA) était contrlé par un dispositif pour assurer une protection
additionnelle en éliminant la queue de la lumiere forte d'excitation pendant la phase initiale

de la rampe de chauffage.

7.6 Sources lumineuses et excitation des échantillons

Pour les expériences de mesure du signal de TL des PSII, des flashes saturants d'environ
1 ps (position a 10 sur l'appareil) ont été¢ générés a partir de 1'unité XE-ST Pump Flash
(Walz, Effeltrich, Germany) et déclenchés par une impulsion TTL provenant du DAQPad.
Pour les patrons d'oscillation dépendant du nombre de flashes, le nombre de flashes était
aussi contrlé par le DAQPad. Quand une faible lumiére rouge lointain (far-red) de 3
secondes de 0.1 pmol de photons m™s”, mesurée avec une sonde SKP200 (Skye
Instruments, UK) a été appliquée par une autre branche de guide & fibres optiques pour

oxyder le c6té accepteur du PSII, une autre sortie du DAQPAA était utilisée.
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Figure 16 Photographie d'un thermoluminométre qui permet d'acqueérir des spectres de
thermoluminescence de feuilles et d'échantillons en suspension. FP représente la
source d'eclairs, WI et WO : entrée et sortie de la circulation d'eau, DAQ : systéme
d'acquisition des données, C : boite de liaison entre l'ordinateur et l'appareil, TR :
support de la plaque Peltier, PMT : photomultiplicateur, PU : unité d'alimentation,
FB : I'émetteur d'éclairs, LG : fibres optiques.

7.7 Préparation des échantillons pour les mesures de TL

Pour les mesures de TL, l'échantillon concentré de thylacoides (2 mg Chl/mL) a été diluée a
200 ng Chl/mL dans un tampon contenant 50 mM Tricine-NaOH (pH 7,8), 400 mM
sorbitol, 10 mM KCl, 10 mM NaCl et 5 mM MgCl, Un tampon de mesure avec 20 mM
Mes-NaOH (pH 6,5), 400 mM sucrose, 5 mM MgCl; et 15 mM NaCl a été utilisé pour
analyser des réactions de recombinaison de charge dans les membranes enrichies en PSII.
Environ 200 pL d'échantillon dilué a été ajouté dans le porte-échantillon (diametre de
15 mm) placé juste au-dessus de la plaque Peltier et couvert d'un disque de verre
(Hellma 202-0S). Le porte-chantillon a été fermé avec le couvercle soutenant le guide a

fibres optiques relié au PMT. Toutes les mesures ont été faites dans I'obscurité.
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7.8 Périodes d'incubation et séquence de flashes

Les périodes d'incubation et la détection du signal de TL émise par des membranes de
thylacoides ou des membranes enrichies en PSII sont présentés ci-dessous. Premiérement,
les échantillons adaptés a 1’obscurité ont été incubés a 20°C pendant 120 s. Aprés cette
étape, une température de 0°C est maintenue pendant 60 s. Cette température d'incubation a
été choisie afin d'éviter de créer des dommages au CDO qui génére habituellement des
artéfacts (Homann 1999). De courts éclairs (single turnover) de lumiére blanche espacés
d’une seconde ont été appliqués a la fin de la période d’incubation a 0°C afin de créer la
séparation de charge des PSII. A la derniére période (étape de mesure), le chauffage linéaire
(de 0 2 60°C) des échantillons dans 1'obscurité active la recombinaison des charges séparées
du PSII qui peuvent étre détectées par l'aspect des bandes d'émission avec des maxima de
température caractéristiques (Sane et Rutherford 1986; Vass and Inoue 1992;
Ducruet 2003; Sane 2004).

7.9 Acquisition et analyse du signal de thermoluminescence

Le signal de TL induit par un ou des éclairs et détecté par un photomultiplicateur a été
acquis par un convertisseur analogique-numérique connecté & un ordinateur puis
sauvegardé dans un fichier ASCIL. Les données acquises ont été analysées en utilisant
ThermoLite, un logiciel développé pour s'exécuter sur le systéme d'exploitation Windows
de Microsoft. ThermoLite est une version améliorée congue par l'auteur de cette thése, de la
version pour DOS réalisée par Jean-Marc Ducruet. Le développement du logiciel
ThermoLite a été possible grice a Ducruet et Miranda (1992) dans lequel la méthode
numérique a été utilisée pour analyser le signal de TL basé sur la théorie de recombinaison
de charge (Randall et Wilkins 1945). Nous avons déterminé la proportion de charges
recombinées a chaque mesure pendant le chauffage lin€aire (de basse a haute température)
en intégrant la théorie d'Arrhenius sur la dépendance entre la température et les paramétres
réactionnels avec la théorie d'Eyring sur les états de transition. La relation obtenue donne la

fraction des charges recombinées a chaque mesure, L(T), en fonction de la température, T :

L(T)=N T At PeF+D
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ou N représente le nombre de paires de charge capables de recombinaison a la température
T; At est le temps entre les mesures; E, représente I'énergie d'activation (enthalpie); kg est la
constante de Bolzmann, et le facteur pré-exponentiel P=kp«e"****»)/h o0 h est la constante

de Planck et As 'entropie.

7.10 Décomposition des courbes de thermoluminescence

Sur la base des considérations théoriques illustrées ci-dessus, les courbes expérimentales
ont été simulées pour déterminer les valeurs de 1'énergie d'activation E,. Ce procédé réduit
les erreurs provenant du recouvrement partiel entre les bandes de TL. A cette fin, les
courbes expérimentales ont été filtrées par lissage linéaire. Le calcul de simulation des
bandes a été fait ave