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RÉsuMÉ 

Des études intensives ont été réalisées sur les effets du S02 sur le processus physiologique des 

plantes. Les réactions lumineuses de la photosynthèse sont connues comme étant une cible 

sensible de l'effet inhibiteur du S02' Le S02 absorbé par les plantes est converti en anions 

bisulfite, sulfite, et sulfate dans les cellules végétales. Il est connu que l'anion sulfate s'accumule 

dans le cytosole de la plante. Quelques expériences démontrent qu'après fumigation au S02' le 

sulfate est difficilement éliminé des cellules. L'accumulation de sulfate dans la cellule devrait 

amener la présence de sulfate dans les chloroplastes. Bien que le sulfate interfère avec l'activité 

du chloroplaste, le site de son action dans la membrane du chloroplaste n'est pas précisément 

identifié. 

Cette étude porte sur les effets des anions sulfate et sulfite dans la phase lumineuse de la 

photosynthèse. Notre objectif de recherche concernait la reconnaissance des effets de ces anions 

sur la structure et la fonction de l'appareil photosynthétique. 

Nous avons utilisé des membranes de thylacoïde et des membranes enrichies en photosystème II 

pour réaliser cette étude. Trois aspects ont été considérés. À savoir: l'aspect fonctionnel (activité 

en émission d ' oxygène), l'aspect structurel (composition en protéines du photosystème II), et 

l'aspect énergétique (désactivation thermique des pigments de l'antenne chlorophyllienne). 

L'activité des membranes de thylacoïde et des membranes enrichies en photo système II a été 

mesurée à l'aide d'une électrode de type Clark; cette activité a été mesurée sur des échantillons 

contrôles et des échantillons traités. La composition en protéines des membranes enrichies en 

photo système II a été étudiée à l'aide de la technique d'électrophorèse sur gel de polyacrylamide; 

cette composition a été déterminée sur des échantillons contrôles et des échantillons traités. 

Enfin, lors de l'étude sur les effets de l'anion sulfate, les membranes de thylacoïde et les 

membranes enrichies en photo système II ont été incorporées dans un film d'alcool de polyvinyle 

afin de les stabiliser et de prendre divers spectres à l'aide du même échantillon. L'aspect 

énergétique a pu ainsi être investigué. 

Les observations obtenues à partir des mesures prises en dégagement d'oxygène montrent que le 

sulfate inhibe l'activité des membranes. La présence de lumière pendant les traitements stimule 
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cette inhibition. Cependant, la présence de chlorure de calcium pendant les traitements à la 

noirceur a permis de protéger cette inhibition. En présence de lumière la protection n'est que 

partielle. À partir d'une certaine concentration en sulfate (~ 10 mM) des dommages structurels 

apparents sont observés au niveau du complexe d'émission d'oxygène. Ce même complexe est 

également touché par le sulfite et nos résultats nous fournissent des informations sur la nature du 

lien entre le polypeptide de 33 kDa et le complexe du PSII; à savoir: la présence de force 

électrostatique et de ponts hydrogène. Les valeurs de désactivation thermique des membranes 

traitées au sulfate nous montrent aussi que le mode de désexcitation des pigments était perturbé et 

que nous pouvions relier ceci, à tout le moins, à une altération du transfert d'énergie d'excitation 

entre les pigments. Une grande quantité de l'énergie absorbée n'atteint pas les centres 

réactionnels. Le sulfate influence aussi l'organisation des caroténoïdes et la distribution de 

l'énergie d'excitation entre le PS II et le PS 1. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 LA PHOTOSYNTHÈSE 

Les êtres vivants sur Terre ont besoin d'un apport d'énergie pour assurer leur survie' 

(14). Les hydrates de carbone que nous consommons dans notre alimentation quotidienne 

fournissent cet apport d'énergie qui nous est vitale. Nous les retrouvons directement dans 

certains aliments (céréales de blé, le maïs, etc) ou indirectement dans d'autres (œufs, 

viandes, etc.). Ces hydrates de carbone sont synthétisés dans la nature par les plantes 

vertes via un processus complexe connu sous le nom de photosynthèse. 

La réaction globale associée à cette synthèse est: 

(1) 

, ' l' d « preserver or re » 



Dans cette réaction, les plantes vertes utili sent l'eau (fi l a) et le gaz carbonique (COl ) 

contenu dans l'atmosphère pour former des hydrates de carbone et rejeter de l'oxygène 

(0
2

), Cette réaction est the1l11odynamiquement défavorable. Pour avoir lieu, le système 

doit être suppléé en énergie. La forme d'énergie utilisée est l'énergie lumineuse fournie 

par notre étoile, le Soleil. 

Les diverses réactions intervenant dans le processus photo synthétique se divisent 

selon deux phases. La phase lumineuse et la phase obscure. 

1.1.1. La phase lumineuse 

C'est durant cette phase que les réactions photochimiques ont lieu2
. C'est-à-dire que des 

photons de lumière sont captés et piégés. Cette énergie servira à arracher des électrons à 

des molécules d'eau (dissociation de l'eau) et à promouvoir leur transfert vers un site 

pennettant la réduction du composé NADP'" en NADPH. Le NADPH est utilisé lors de 

la phase obscure. Des complexes protéiniques et des transporteurs d'électrons mobiles 

sont associés à cette phase lumineuse. 

Lors de ce transfert d'électrons, un gradient de protons est généré où viennent participer 

les protons de la di ssociation de l'eau et d'autres protons dont la source sera définie un 

peu plus loin dans le texte. Ce gradient servira à synthétiser de l'ATP, un composé dont 

l'énergie sera utilisé dans la phase obscure. La dissociation des molécules d'eau, en plus 

de fournir des électrons et des protons, produit de l'oxygène moléculaire qui est rejeté 

dans l'atmosphère. 

En résumé, dans la phase lumineuse, de l 'énergie électromagnétique et des molécules 

d'eau sont utili sées dans la formation des produits: ATP et NADPH ; de l'oxygène 

moléculaire est de plus émise (figure 1.1). 

2 Réactions ayant besoin de lumière d 'où son nom de phase lumineuse. 
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FIGURE 1.1 : La phase lumineuse 
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1.1.2. La phase obscure 

Au cours de la phase obscure3
, les composés A TP et NADPH sont utilisés dans un cycle 

(le cycle de Calvin). Ce cycle fixe le CO2 et produit les hydrates de carbone (figure 1.2). 

Le processus de la photosynthèse a lieu dans les plantes vertes au sem d'organites 

cellulaires nommés clz/oroplastes. 

1.2 LE CHLOROPLASTE 

Le chloroplaste, figure 1.3 (15), est un organite cellulaire. \Jous le retrouvons en nombre 

variable à l'intérieur de la cellule, de quelques dizaines (feuille de laitue) à plus d'une 

centaine (feuille d'épinard). Ils occupent environ 20% du \ 'olume cellulaire. Notons qu'il 

existe une corrélation négative entre le volume des chloroplastes et leur nombre dans la 

cellule (16-17). 

Chaque chloroplaste est limité par une enveloppe. Cette enveloppe est constituée par une 

double membrane4
, externe et interne, renfennant l'espace intennembranaire. Leur 

fonction diffère. La membrane externe est très pennéable. Elle laisse passer librement un 

grand nombre d'élément tandis que la membrane interne est hautement sélective (17). 

Chacune de ces membranes est une bicouche lipidique d'environ 10 nm d'épaisseur et 

constituée principalement de DGDG et PC (17). La di stance qui les sépare (l'espace 

intennembranaire) est inférieure à 20 nm (16-17). La membrane externe fait face au 

cytoplasme alors que la membrane interne renfenne une matrice visqueuse non structurée 

(le stroma) et un système membranaire (les thylacoïdes). 

3 Nommée ainsi parce que la fmmation d'hydrates de carbone peut avoir lieu en 

absence de lumière. La plante utilisant alors ses réserves d'ATP et de NADPH 

produites lors de la phase lumineuse. 

4 Les chloroplastes et les mitochondries sont les seul s organites cellulaires à posséder 

une double membrane. 
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FIGURE 1.3: Le chloroplaste (tiré de la réf. 15) 
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Nous retrouvons dans la membrane interne, des systèmes enzymatiques appelés 

translocateurs qui assurent le passage des éléments de pali et d'autre de la membrane 

( 17). 

1.2.1 Le stroma 

Le stroma est la matrice visqueuse non structurée contenue par la membrane inteme du 

chloroplaste. C 'est là que se déroulent les étapes « chimiques» de la photosynthèse 

(fixation du COè , fonnation d'amidon .... ). Nous retrouvons dans le stroma les enzymes 

et cofacteurs nécessaires au·cycle de Calvin, de l'ADN, de l'ARN, des ribosomes, des 

grains d'amidon, et des molécules d'ADP, NADP+, Pi , etc. Tout ce bagage fait du 

chloroplaste une unité relativement indépendante au sein de la cellule. 

1.2.2 Les grana et les lamelles intergranaires 

Le système membranaire baignant dans le stroma du chloroplaste se présente sous fonne 

de grana (empilements de membranes) et de lamelles intergranaires, figure 1.4 (18). Le 

nombre de ces empilements peut être de plusieurs dizaines dans un chloroplaste. Chaque 

pile est traversée par une ou plusieurs lamelles intergranaires. Ces membranes 

intrachloroplastiques ont une surface totale qui dépasse de plusieurs dizaines de fois la 

surface de l'enveloppe du chloroplaste (17). Quoique ces membranes présentent des 

différentiations organisationnelles (granum et lamelle intergranaire), nous les nommons 

toutes les deux thylacoïdes. 
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Structure d' un chloroplaste 

Espace 
inter-membranaire ---~lil 

Membrane 
interne --, ....... ' 

Membrane 
externe 

FIGURE 1.4: Vue tridimensionnelle du système membranaire 

contenu à l'intérieur du chloroplaste. 

(tirée de la réf. 18) 

\. 
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1.3 LES THYLACOÏDES 

La membrane du thyl acoïde est une bicouche lipidique dans laquelle s'insèrent des 

complexes protéiques. C'est dans ces membranes qu 'a lieu la phase lumineuse, c'est-à­

dire les réactions photochimiques amenant subséquemment la fonnation de NADPH et 

d'ATP (19-20). 

La fraction lipidique de la membrane du thylacoïde est constituée principalement au ~ de 

galactolipides neutres (MGDG et DGDG). de 115 de lipides chargés négativements (PG et 

SQDG) et d'environ 5% de phospholipides (21). 

La fraction protéinique de la membrane du thylacoïde n' est pas simple. Elle est constituée 

de protéines extrinsèques et intrinsèques. Ces diverses protéines fonnent au moins quatre 

complexes protéiniques au sein de ces membranes. le photosystème I (PSI) et le 

photosystème II (PSII), le complexe cytochrome b6-f, et le facteur de couplage (22). 

Les complexes protéiniques font p31iie d 'une chaîne de transfert d'électrons, à 

l 'exception du facteur de couplage. Ce dernier profite néanmoins du gradient de protons 

généré par le transport des électrons le long de cette chaîne pour fonner de l'A TP. 

1.3.1. La chaîne de transfet des électrons 

La chaîne de transfert des électrons, figure l.5 (23) est constituée des photosystèmes l et 

II (PSI et PSII) , du complexe cytochrome b6-f (cyt b6-f), et de transporteurs d'électrons 

intersystèmes (PQ, PC). 

Le photosystème II, situé du côté oxydant de la chaine, catalyse à l'aide de l'énergie 

lumineuse le transfert des électrons de l' eau au premier transporteur d'électrons 

intersystème mobile, à savoir la plastoquinone (PQ) (24). 
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La plastoquinone accepte deux électrons du photosystème Il suite à deux cycles de 

transfert d'électrons au sein de celui-ci. Lorsque la plastoquinone est doublement réduite, 

nous obtenons par protonation une plastohydroquinone (PQH2) (21). 

La plastohydroquinone diffuse vers la face interne de la membrane du thylacoïde. Elle 

largue ces deux protons dans le lumen du thylacoïde et donne ces deux électrons au 

complexe cytochrome b6-f. Ce complexe est situé entre le photosystème II et le 

photosystème 1. La plastohydroquinone redevient une plastoquinone qui peut de nouveau 

diffuser vers le photosystème II pour accepter deux autres électrons. 

Les électrons progressent dans le complexe cytochrome b6-f vers un second transporteur 

d'électron intersystème, la plastocyanine (PC). Cette plastocyanine assure le transfert des 

électrons du cytochrome b6-f vers le photo système 1. La plastocyanine est une protéine 

qui est faiblement liée à la face interne (côté luminale) de la membrane du thylacoïde 

(19). Lorsque le complexe cytochrome b6- fréduit la plastocyanine, cette dernière diffuse 

dans le lumen même du thylacoïde pour atteindre le photosystème (19). 

Le photosystème l est situé du côté réductant de la chaîne de transfert d'électrons (figure 

1.5). Il catalyse à l'aide de la lumière le transfert des électrons provenant de la 

plastocyanine vers l'extrémité terminale de la chaîne dans la membrane. C'est à cette 

extrémité qu'a lieu la réduction du NADP+ en 1\ADPH. Le complexe possède une 

"paire spéciale" de molécules de chlorophylle appelée, P-700, qui lui sert de donneur 

primaire d'électrons (24). D'autres composantes assurent le transfert de l'électron vers la 

ferrédoxine. La ferrédoxine est une protéine soluble dans l'eau qUI sert de 

transporteur d'électron puisque le photo système l ne réduit pas directement le NADP+ 

(24). La ferrédoxine réduit le NADP, à l'aide de l'enzyme ferredoxine-NADP + 

réductase (NADP-réd). Cette enzyme peut aussi participer à un transfert d'électron 

cyclique autour du photo système 1. Un tel cycle a lieu lorsque le rapport NADPHINADP+ 

est élevé. Puisque l'appareil photosynthétique n'a plus besoin de produire du NADPH, 
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l'enzyme redirige les él ectrons vers le complexe cytochrome b6-f (l-n. La plastocyanine 

assure le retour des électrons vers le photosystème I. Ce transpoli cyclique occasionne un 

blocage ou ralentissement au ni\·eau de l'acti\·ité du photosystème II et par conséquent 

diminue la rentrée de protons dans la lumière du thylacoïde. Heureusement, au cours de 

ce transport cyclique autour du photosystème 1. il Y a des protons qui sont transférés de la 

matrice du chloroplaste vers la lumière du thylacoïde; ce qui contribue à maintenir un 

gradient de protons à travers la membrane (14). 

Ainsi, des électrons issus de la dissociation de molécules d' eau (effectuée par le 

photo système II) cheminent le long de la chaîne de transfert d ' électrons. Ils passent par le 

complexe cytochrome b6-f et le photosystème 1 pour en arriver à réduire le NADP+. 

Comme tel, le transfert d'électrons photosynthétiques à l ' intérieur de la membrane est 

terminé. Reste maintenant les réactions "bio-chimiques" à se dérouler dans la matri ce du 

chloroplaste (stroma) avec les produits de la phase lumineuse (A TP, 1\'APDH). 

1.3.2 Aspect fonctionnel et structurel 

Il y a donc au moins deux sources à protons le long de la chaîne de transfert d'électrons 

qui contribuent à la formation d 'un gradient à tra\·ers la membrane: les protons issus de la 

dissociation de l'eau et libérés dans la lumière du thylacoïde et les protons provenant du 

stroma qui sont captés et largués dans le lumen du thylacoïde par les plastoquinones. Ce 

gradient ionique à travers la membrane du thylacoïde sert de source d'énergie pour la 

photophosphorylation, c'est-à-dire la synthèse de l'ATP par le facteur de couplage (figure 

1.5). L'A TP est formé à partir d' ADP et de Pi que nous retrouvons dans le stroma du 

chloroplaste. 

Nous avons vu qu'il existe une différentiation organi sationnelle des membranes des 

thylacoïdes. Elles forment des empilements (granums) ou des lamelles intergranaires. 

Cette différentiation s'accompagne d'une di stribution des diffé rents complexes 

protéiniques entre les grana et les lamelles intergranaires . Les photosystèmes l sont 

localisés principalement dans les lamelles intergranaires. Ces lamell es sont en contact 

avec le stroma ; le photo système l se trouve ainsi à avoir accès au NADP- . 
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Les photosystèmes II , quant à eux, sont presque ex lusi\'ement locali sés dans les granums 

tandi s que les c~1ochromes b6-f se retrouvent dans les deux régions (17, 22). 

1.4 LE PHOTOSYSTÈME II 

Le photosystème II est l'un des deux complexes protéines-chlorophylles qui fonnent 

l'appareil photo synthétique. Nous le retrouvons du côté oxydant de la chaîne de transfert 

d'électrons. Il catalyse à l 'aide de l'énergie lumineuse le transfert des électrons de l 'eau 

vers la plastoquinone. 

Honnis les antennes collectrices de lumière associées avec ce photosystème, nous 

distinguons deux régions importantes (21). L'une d 'entre elles fonne le centre 

réacti onnel. Cest là qu'a lieu la séparation de charge. L'autre fonne le complexe 

producteur d 'oxygène. C'est là qu'a lieu la dissociation de l'eau. 

1.4.1. Sa fonction 

La fonction du photosystème II est de fournir, suite à la réaction photochimique primaire 

dans le centre réactionnel, l 'énergie nécessaire à l 'induction de la série de réactions 

d'oxydoréduction qui résultera en la dissociation de l'eau et le transfert des électrons 

pro\enant de cette dissociation vers la molécule de plastoquinone (25 -26) . 

1.4.2. Le transfert des électrons chez le PS II 

Dans le photo système II , le transfert des électrons comporte au moins cinq composantes: 

y z, P-680, Phéo, QA et Qs (figure 1.6) (27). Ce transfert a lieu perpendicul airement au 

plan de la membrane, c'est-à-dire de l'intérieur (côté lumière) \'ers l' extérieur (côté 

stroma) (figure 1.5) (28). 
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Suite à l'absorption d'un photon par les pigments de l'antenne chlorophyllienne, l'énergie 

d'excitation est canalisée vers le centre réactionnel. Là, une "paire spéciale" de molécules 

de chlorophylle. appelée P-680s, est excitée (27). P-680 sert de donneur primaire 

d'électrons au photosystème 11 (24). P-680* donne un électron à une molécule de 

phéophytine (Phéo) qui agit comme accepteur primaire d'électrons (20, 26, 29). Cette 

phéophytine est située du même côté de la membrane que la "paire spéciale" P-680 (24). 

Deux événements peuvent arriver. Le premier est que la phéophytine réduite donne à son 

tour son électron à l'accepteur secondaire du photosystème II, une quinone connue sous 

le nom de QA. Ce transfert d'électrons a lieu à l'intérieur de la centaine de picosecondes 

(14, 24, 30). La séparation de charge est alors stabilisée. Si QA est déjà réduite, alors il y a 

recombinaison de charge et la Phéo- redonne I"électron à P-680+, un transfert de l'ordre 

de la dizaine de picosecondes (24, 30). 

Si la séparation de charge est stabilisée, QA- transfert alors l'électron à un site QB où est 

liée une molécule de plastoquinone (PQ) ; un transfert qui s'effectue plus lentement que 

les précédents (200 ms). Dans le cas où elle ne pourrait effectuer ce transfert, l'électron 

retourne par recombinaison à P-680+. Les molécules de PQ (hydrophobes) sont 

nombreuses dans la phase lipidique de la membrane (25). 

Le remplacement de l'électron perdu initialement par P-680 lors de la séparation de 

charge se fait via un donneur secondaire d'électrons nommé Y z . Ce transfert est de 

l'ordre des ns. Ce composé Z serait un acide aminé du polypeptide DI (24, 27). Il doit, lui 

aussi, regagner à son tour un électron. Il y pan"ient grâce à un complexe catalytique qui 

dissocie l'eau en électrons, protons et O2; c'est le complexe producteur d'oxygène. 

5 Désignée ainsi parce qu'elle absorbe la lumière de 680 nm de longueur d'onde. 
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Lorsque le site Qs est à nouveau réduit (doublement réduit) de la façon décrite ci-haut, on 

obtient par protonation une plastoquinine (QsH2) liée. La plastoquinine QSH2 est alors 

larguée et remplacée par une autre plastoquinone. La plastoquinine QSH2 diffuse dans la 

phase lipidique de la membrane pour aller donner ses électrons au complexe cytochrome 

b6-f et larguer ses protons dans la lumière du thylacoïde (20). 

1.4.3. Sa structure 

Le photosystème II est constitué d'une vingtaine de protéines intrinsèques et 

extrinsèques, dont celles ayant les fonctions les plus connues sont: 0\, O2, cyt-b559, CP-

43, CP-47, LHCII, 33 kDa, 23kDa et 18 kDa. Certaines de ces protéines portent les 

composantes de la chaîne de transfert d'électron alors que d'autres sont associées avec 

des pigments. Comme mentionné au début de cette section, il y a deux régions : le centre 

réactionnel et le complexe producteur d'oxygène. Cette dernière région est déclite dans la 

section suivante; aussi ce qui suit porte sur les polypeptides qui forment le centre 

réactionnel et les polypeptides qui l'avoisine. Cependant. notons que les polypeptides CP-

47 et CP-43 sont vraisemblablement impliqués dans le processus de dissociation de l'eau 

(31-32) 

L'attribution du centre réactionnel à des protéines du photo système II laissait place à 

deux hypothèses. L'une d'entre elle voulait que ce soit le polypeptide CP-47 qUI 

contienne le centre (14,33) ; l'autre, que ce soit les polypeptides 0\ et O2 (33-35). 

L'attribution fut déterminé clairement à la fin des années 1980 par une meilleure 

connaissance de la structure du photosystème II; grâce à l'isolation en 1987 du complexe 

et à la purification de ce dernier jusqu'à l'obtention d'une préparation de centres 

réactionnels photochimiquement actifs de photosystèmes II (35-36) . 
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Cette préparation est seulement constituée des polypeptides de 32 et 34 kDa (DI et O2 

respectivement) et du cytochrome b-559. Elle a ainsi fourn i un support expérimental à 

une proposition tirée des analyses comparati\'es avec la bactérie pourpre dont la structure 

du centre réactionnel avait été déterminée par analyse chrystallographique au rayon-X 

(34,37). Il était suggéré alors en se basant sur l'homologie entre les séquences d'acides 

aminés des sous-unités L et M de la bactéIie pourpre et des polypeptides DI et O2, que 

ces derniers forn1aient le cœur du centre réactionnel du photosystème II (38). 

Avec ces développements sur l'identité des polypeptides formant le centre réactionnel, un 

modèle possible du photosystème II est présenté à la figure 1.7 (23) . 

Le centre réactionnel serait composé des polypeptides DI et O2. Chacun possède cinq 

segments transmembranaires (35). C'est par DI que les électrons du complexe producteur 

d'oxygène pénètrent dans le centre réactionnel. et c'est aussi par D I qu'ils en sortent. D I 

possède la composante Z et le site QB; tous deux appartenant à la chaîne de transfert des 

électrons. D I est aussi connu sous le nom de QB-protéine. O2 porte la quinone QA. Les 

composantes P-680 et Phéo ne sont pas encore bien localisées, mais sont assurément dans 

l 'hétérodimère 0 1/0 2 (21). 

Le cytochrome b-559 isolé avec 01 et 02 (36) se présente comme un hétérodimère. 

L'apoprotéine consiste en deux sous-unités. un polypeptide de masse moléculaire de 9 

kDa et un autre de 4 kDa (20). Son rôle dans le photo système n 'est pas très clair (20-21) . 

Le cytochrome existe sous une forme de haut potentiel et de bas potentiel , mais la 

conversion de l'un à l'autre ne correspond pas awc les changements d' ac tivité du 

photosystème II (21) . Il se pourrait cependant qu ' il so it impliqué dans le transport 

cyclique autour du photo système II (24, 21). 
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Nous retrouvons d 'autres polypeptides intrinsèques dans le complexe du photosystème II 

mais leur foncti on n'a pas encore été identifiée. Ils sont peut-être nécessaire pour la 

conforn1ation du complexe (21). Un polypeptide d'environ -1.5 kDa a été décoU\'e11 dans 

la préparation du complexe D I/D2/Cyt b-559 (3 9--10). 

1.5 LE COMPLEXE D'ÉMISSION D'OXYGÈNE 

Le complexe producteur d 'oxygène (CPO) fonne une zone importante du photosystème 

II (38). Il est situé du côté de la face interne de la membrane du thylacoïde (30) et sa 

composition se résume en au moins trois polypeptides extrinsèques: 33, 23 et 18 kDa 

(figure 1.7) (41). Ce complexe fournit en électrons le centre réactionnel du photosystème 

II et, ce faisant, il produit de l'oxygène moléculaire (02) , d' où il tire son nom. 

Lorsqu'une séparation de charge a lieu au centre réactionnel du photo système II , la "paire 

spéciale" de molécules de chlorophylle-a perd un électron au profit de la molécule de 

phéophytine. Cet électron perdu doit être remplacé lorsquï l n'y a pas eu recombinaison 

des charges. Le composé Z sur DI se charge de redonner un électron à P-680+. Ce même 

composé regagne lui aussi un électron via le CP O. Le CPO, par contre, va perd re ainsi 

jusqu'à quatre électrons avant de devoir lui-même s' appro\'isionner (27 .30). 

Le CPO, pour s'approvisionner en électrons, effectue la dissociation de l'eau. L' eau est 

un élément adondant dans le voisinage du complexe qui est situé à proximité de la 

lumière du thylacoïde. 

Selon le modèle actuel du processus de la dissociation de l'eau, le CPO accumule de 

façon successive quatre charges positives avant de produire une molécule d'oxygène. 

Chacune de ces accumulations, due à la perte d'un électron, conespond à un état de 

distribution de charge appelé So, SI, . .. , S4 où l' indice indique le nombre de charges 

positives accumulées. La molécule d 'oxygène est émise lors de l'état S.j qui est un état du 

CPO très instable. Cet état conespond à une di stribution de quatre charges positi \es. 
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La figure 1.8 représente ce cyclc à quatre étapes; la transition S4-S0 étant instantanée, 

nous considérons qu'il y a seulement 4 étapes (27). 

À chaque avancement ou transition d'état , de l'énergie lumineuse est reqUIse pour 

pouvoir effectuer la séparation de charge au centre réactionnel et doter ainsi le 

photosystème II du pouvoir oxydant nécessaire pour arracher un électron au CPO. Il y 

aurait aussi, comme le montre la figure 1.8, une libération de protons; à la transition SO-SI 

(un proton), S2-S3 (un proton) , et S3-S4 (deux protons). Nous ne savons pas si ces deux 

protons proviennent directement de l'eau, de telle sorte qu'il n'est pas possible de dire 

pour le moment si l'eau est oxydée à l'état S4 ou au cours des diverses transitions d'état 

(27) . 

20 



é + H+ é é + H+ é +2 H+ 

SO 
1 

~ SI 
1 

~ S2 
1 

~ S3 
1 

~ S4 

1 1 1 1 
hv hv hv hv 

FIGURE 1.8: Cyc le d" oxydation de r eau 

21 



1.5.1. Les atomes de manganèse 

Il tàut pour que le epo puisse accumuler autant de charges positives, un accumulateur de 

charges qui puisse lui fournir des électrons. Un ensemble de quatre atomes de 

mangagnèse joue ce rôle pour le CPO (27, 41-44). Le mangagnèse peut donner jusqu 'à 

sept électrons. L'oxydation du mangagnèse apparaît lors des transitions SO-SI et SI-S2 

alors qu'il existe une controverse à savoir si le mangagnèse est oxydé à la transition S~-SJ 

(21). La charge positi ve accumulé par le CPO lors de cette transition pourraît être due à 

un composé histidine appartenant à une des protéines du CPO (27). 

La localisation des atomes de mangagnèse est difficile à déterminer (43). Elle pourrait 

être située quelque part entre les polypeptides DI et D2 du centre réactionnel et le 

polypeptide de 33 kDa extrinsèque (figure 1.7) (27) . 

L'organisation structurelle ou l'arangement des quatre atomes à l'intérieur du CPO 

demeure inconnu. Plusieurs modèles ont été suggérés ; la plupart apporte des 

interprétations contradictoires, mais ces recherches tendent à clarifier cet arrangement 

(21,42). Il semblerait que deux d'entre eux formeraient un complexe binucléaire à rétat 

SI (27) . 

1.5.2. Les ions chlorure (Cf) et calcium (Ca +2) 

Les ions chlorure et calcium sont des cofacteurs essentiels dans le processus de la 

dissociation de l'eau (21,38,41,43,45). 

Le chlorure a un grand nombre de sites de liaison, mais ceux-ci restent indéterminés (21). 

Certains semblent se fixer tout près du complexe formé par les mangagnèses (27). Cet ion 

pourrait stabiliser l'accumulation de charge positive par le CPO ; d'ailleurs, sa présence 

est davantage remarquée lorsque le CPO est dans l'état S2 ou S3 (27). En absence de cet 

ion, la transition S2 à SJ est inhibée. Par contre, puisqu'il compétitionne efficacement (par 

exemple, avec l ' hydroxylamine qui est un inhibiteur du CPO), il semblerait jouer le rôle 

de ligand pour le mangagnèse (41). Il poun'ait aussi faciliter la libération des protons lors 
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du processus de dissociation (21, 27). Le rôle des ions chlorure reste toutefois à être 

détenniné avec précisi on. 

Le calcium pourrait jouer un rôle dans le maintien d'une confonnation fonctionnelle des 

polypeptides associés au CPo. Son absence inhibe la transition de S3 à So, soit la 

production d'oxygène (27, 44). 

1.5.3. Les polypeptides extrinsèques 

Les trois polypeptides de poids moléculaire apparent de 18, 23, et 33 kOa sont très 

hydrophiles. Chacun contient une grande proportion d'acides aminés polaires (21, 41, 

46). Il est possible de les enlever de la membrane en changeant la force ionique du milieu 

ou le pH, sans l'aide toutefois de détergents, ce qui laisse penser qu ' ils sont extrinsèques 

(41 ). 

Les polypeptides de 23 et 18 kDa peuvent être enle\és en augmentant la force ionique du 

milieu; ce qui suggère que leur liaison avec la membrane est de nature, à tout le moins, 

électrostatique. Pour le polypeptide de 33 kOa. il faut plus : un pH alcalin, une 

concentration élevée en cation divalent, pour ne nommer que ceux-là. La nature de la 

liaison de la 33 kDa avec la membrane pourrait impliquer des ponts hydrogène et des 

intéractions hydrophobes (41). 

D'après des études de recombinaison séquentielle, il a été démontré que le polypeptide de 

18 kDa est lié à la 23 kOa et que celle-ci a un site de liaison sur le polypeptide de 33 kDa. 

L'absence de la 23 kOa de la membrane ne penn et pas la recombinaison de la 18 kDa 

(25). Les polypeptides de 23 et 33 kDa peuvent être ancrés au complexe du photosystème 

II par liaison avec certaine protéines intrinsèques (47). La 33 kOa peut se lier avec le 

cœur du centre réactionnel (extension hydrophile de DI?) et/ou avec l'antenne interne de 

celui-ci (extension hydrophile de CP-47 ?) (47). tandis que le polypeptide de 23 kOa 

23 



pourrait se lier à l'antenne constituée de pigments accessoires (extension hydrophile du 

LHC II ?) (21,41) 

La fonction de ces polypeptides dans le processus de la dissociation de l'eau n'est pas 

encore connu avec exactitude. 

Les polypeptides de 18 et 23 kOa pourraient protéger le site de la dissociation de l'eau en 

empêchant d'autres éléments de venir perturber le système (21). Leur absence de la 

membrane cause une inhibition de l'activité du CPO mais l'ajout d'ions calcium et 

chlorure permet de restaurer l'activité (30). Ce qui laisse croire à l'existence de sites de 

liaison pour ces ions chlorure et calcium sur des protéines de la membrane (41). Si on 

réinsère la 23 kDa seule, la concentration en ions chlorure nécessaire pour restaurer 

j'activité est moindre qu ' en absence des deux polypeptides (18 et 23 kDa). De plus, 

l' ajout d'ions chlorure est encore moindre si la 18 kDa était réinsérée avec la 23 kDa (30, 

41). 

Nous n'avons pas encore éclairci si la présence de ces polypeptides de 18 et 23 kDa sur la 

membrane donne une conformation au CPO qui lui pennet de fournir une meilleure 

affinité pour la liaison des ions calcium et chlorure et/ou s'ils pem1ettent au CPO de 

contenir ces ions en une concentration locale par attraction électrostatique avec leur 

acides aminés polaires. Ceci permet aux ions, le moment venu, de jouer leur rôle dans le 

processus (41 ). 

Enfin, le polypeptide de 33 kDa pourrait être associé dans la stabilisation et peut-être 

même dans la coordination d'au moins deux atomes de mangagèse avec d 'autres 

protéines de la membrane (30, 41) . 
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1.6 LES COLLECTEURS DE LUMIÈRE 

Nous avons vu que le complexe du photosystème Il est emboîté dans les thylacoïdes des 

plante~. Le complexe est constitué de deux parties (structurellement et fonctionnellement 

différentes). D'abord, le cœur du complexe contient le centre réactionnel photochimique 

lié aux protéines DI et 02 et les complexes collecteurs de lumière CP43 et CP47 comme 

principaux constituants; l'autre partie du photosystème est fonnée par l'antenne 

périphérique (complexes pigment-protéine liant plusieurs molécules de Chi a, Chi b et de 

xanthophyll). 

Dans chacun des complexes CP43 et CP47 se retrouvent enVIron 14 molécules de 

chlorophylle a et 2-3 molécules de ~-carotène. Ces complexes, CP-47 et CP-43, sont de 

poids moléculaire apparent de 45-51 et 40-45 kDa respectivement (21, 31). Chacun de 

ces complexes possède 7 segments transmembranaires avec un important domaine 

(extension) hydrophyle (25). Leur rôle, en plus de collecter la lumière, serait de pennettre 

le maintien du photosystème II dans une confonnation stable (48). Le rôle principal de 

CP43 et CP-47 est de transférer l 'énergie d'excitation provenant des antennes 

périphériques vers le centre réactionnel, là où est initié la séparation de charge (49-50). 

La présence de caroténoïdes comme pigment accessoire pourrait jouer un rôle dans le 

transfert de l'énergie d'excitation et comme collecteur de lumière. En cas de lumière 

excessive, les caroténoides joueraient un rôle protecteur pour le photo système (51-52) 

Certaines molécules de l'antenne périphérique seraient étroitement associées avec le cœur 

du photosystème II. Il est suggéré que les protéines périphérique CP26 et S-LHCII 

transfèrent leur énergie d 'excitation à CP43, tandis que CP29 et CP24 transfèrent leur 

énergie à CP47 (50). 

Tous ces collecteurs de lumière se présentent dans le photosystème II comme des 

complexes protéines-chlorophylles hydrophobes insérés dans la phase lipidique du 

thylacoïde. Cette association des molécules de chlorophylle avec la protéine assure 

l'efficacité du transfert de l'énergie d'excitation vers le centre réactionnel et entre les 
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molécules elles-mêmes. L'orientation et la distance des molécules de chlorophylle sont 

ainsi régularisées par la liaison des molécules sur la protéine (53). 

La variété des collecteurs de lumière présents dans le photosystème II permet à la plante 

d'étendre son spectre d'absorption. 
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1.7 LE BUT DU TRAVAIL 

Le but de notre travail était de caractériser l'action des anions sultàte et sulfite chez le 

complexe du photosystème II. Des études intensives ont été réalisée sur les effets du SO~ 

sur le processus physiologique des plantes (1-5). Les réaction lumineuses de la 

photosynthèse sont connues comme étant une cible sensible de l'effet inhibiteur du SO~ 

(6-9). Le S02 absorbé par les plantes est converti en anions bisulfite, sulfite, et sulfate 

dans les cellules végétales (9-11). Il est connu que l'anion sulfate s ' accumule dans le 

cytosole de la plante. Quelques expériences démontrent qu'après fumigation au S02, le 

sulfate est difficilement éliminé des cellules (10, 12). L'accumulation de sulfate dans la 

cellule devrait amener la présence de sulfate dans les chloroplastes (13). Bien que le 

sulfate interfère avec l'activité du chloroplaste, le site de son action dans la membrane du 

chloroplaste n'est pas précisément identi fié (9 , Il). 

Nous avons utilisé des membranes enrichies en photosystème II et des membranes de 

thy1acoïdes que nous avons traitées avec diverses concentrations de ces ions. Nous avons 

été intéressés par l'effet du sulfate et du sulfite sur la fonction et la structure du complexe 

du PS Il. Le transfert d'énergie fut aussi à l'étude lors de l'analyse des effets du 

sulfate. L'approche expérimentale consistait à utiliser la mesure en dégagement 

d'oxygène des membranes pour dételminer l'effet des anions sur l'activité des 

membranes. L'électrophorèse comme technique d'analyse de la composition en 

polypeptides a été utilisée pour connaître l'effet sur la structure des membranes de ces 

anions. Enfin, pour connaître le sort réservé à l'énergie d'excitation arivant aux 

collecteurs de lumière, nous avons déterminé les valeurs de désacti vation thermique pour 

les membranes traitées et non traitées au sulfate et incorporées dans des films de PV A. 
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CHAPITRE 2 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

2.1 PRÉPARATION DES ÉCHANTILLONS 

Les échantillons de thylacoïde et de PS Il ont été préparés à partir de feuilles d'orge (54-55). 

D'abord, les graines étaient traitées une quinzaine de minutes dans une solution diluée de 

peroxyde d 'hydrogène à 20% afin d 'éviter la présence de champignons. Les graines ont été 

ensuite semées dans un bac contenant de la « venniculite ». Un régime de lumière continue était 

fourni par une lampe (Phillips) au sodium à haute pression de 40 mW cm-2
. Arrosées matin et soir 

avec de l'eau du robinet, les feuilles étaient récoltées à la septième journée. 

Une attention particulière a été portée à la coupe des feuilles. Il existe une hétérogénéité des 

chloroplastes dans la feuille. Cette hétérogénéité est due à un gradient d'âge qui va de la base de 

la feuille au sommet de celle-ci (16). Seulement le haut des feuilles a été considéré pour être sûr 

d'avoir une homogénéité des chloroplastes (chloroplastes développés). 

2.1.1. Les thylacoïdes 

Toutes les manipulations ont été effectuées sur de la glace et en présence de lumière verte. 

Les feuIlles d'orge (cent grammes) furent coupées et lavées avec de l'eau distillé. Recoupées en 

petits morceaux, elles ont été broyées pendant quinze secondes à l'aide d'un mélangeur 

domestique. Le mélangeur domestique était muni de lames supplémentaires montées sur un 

support spécialement conçu. Lors du broyage, 250 ml d'un milieu de broyage (tableau 2.1, 

solution A) était présent sous fonne à demi gelé. 

Cette homogénéi sation des ti ssus doit pouvoir briser suffisamment de cellules de façon à obtenir 

le plus de chloroplastes possibles. Cependant, l ' intégrité des chloroplastes obtenus dépend du 

temps de broyage. Si l 'enveloppe du chloroplaste reste intacte, celle-ci protégera le système 

photosynthétique contre de possibles dommages structurels causés par les débris cellulaires. Un 

plus long temps de broyage augmentera seulement la proportion de chloroplastes brisés et 

exposera les membranes du thylacoïde aux effets néfastes des débri s cellulaires (54). 
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Après le broyage, nous filtrons le mélange à l'aide d'un coton à fromage et d'un tamis à pore de 

25 ~lm de diamètre. Le filtrat est rapidement centrifugé à 3000 x g pendant 90 secondes; le culot 

contenant les chloroplastes est mis en suspension dans une solution hypotonique de la\'age 

(tableau 2.1, solution B). Une seconde centrifugation à 5000 x g pendant 5 minutes pennet 

d'obtenir un culot de thylacoïdes. Ce culot est finalement mis en suspension dans un petit volume 

d'un milieu approprié (tableau 2.1, solution C, sauf section 2.7.2). 

L'activité moyenne en dégagement d'oxygène de ces échantillons de thylacoïde était de 150-250 

~mol O2 mg- I Chi h- I
. 

29 



TABLEAU 2.1 Composition chimique des solutions utilisées lors de 
l'extraction des membranes de thylacoïde. 

Milieu de broyage (solution A) 

Tricine-NaOH (pH 7.9) 50mM 

Sucrose 400 mM 

NaCI 10mM 

MgCh 5mM 

Milieu de lavage (solution B) 

Tricine-NaOH (pH 7.9) 20mM 

NaCI 10mM 

MgCb 5mM 

Milieu de mise en suspension finale (solution C) 

Tricine-NaOH (pH 7.9) 20mM 

Sucrose 100mM 

NaCI 10mM 

MgCh 5mM 
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2.1.2. Les membranes enrichies en PS Il 

La préparation décrite ci-dessous produit des membranes enrichies en PS II. Le détergent 

Triton (X-l 00) est utilisé pour la solubilisation des membranes. 

Les feuilles d ' orge (cent grammes) sont coupées et lavées avec de l'eau distillée, recoupées 

en petits morceaux et placées dans un mélangeur domestique qui contient déjà 250 ml du 

milieu de broyage (tableau 2.2, solution A) sous forme à demi gelé. Le temps de broyage 

est de 6 secondes et nous filtrons le mélange obtenu à l'aide des mêmes filtres employés 

pour la préparation des thylacoïdes. 

Une fois la filtration effectuée, le filtrat est rapidement centlifugé à 4000 x g pendant 90 

secondes. Le culot qui contient les thylacoïdes est mis en suspension dans une solution 

hypoosmotique de lavage (tableau 2.2, solution B). 

Nous centrifugeons à nouveau à 1500 x g pendant 5 minutes. Le culot est mis en suspension 

dans la solution C - (voir tableau 2.2). Les thylacoïdes sont traités avec le détergent Triton 

X-100 (tableau 2.2, solution C+) à 20 mg mg- I ChI pendant 23 minutes. 

Suite à ce traitement, le matériel est centrifugé à 4000 x g pendant 3 minutes et le 

surnageant est gardé alors que le culot est disposé. Les membranes enrichies en PS II sont 

récoltées par une dernière centrifugation du surnageant à 35 000 x g pendant 35 minutes. Le 

culot est mis en suspension dans le milieu C - (voir tableau 2). 

L'activité moyenne en dégagement d'oxygène de ces échantillons de membranes enrichies 

en PSII est de 400-600 ~lmol O2 mg-I ChI h- I
. 

31 



TABLEA C 2.2 Composition chimique des solutions utili sées lors de 
l'extraction des membranes enrichies en PS II. 

Milieu de broyage (solution A) 

Sorbi to l-HCl (pH 6.5) 333 mM 

Na4P207 10 mM 

MgCl2 5mM 

D-iso-ascorbate 2 mM 

Milieu de lavage (solution B) 

Hepes-NaOH (pH 7.6) 50 mM 

\ fgCl2 I mM 

EDTA 2 mM 

\fnCl2 l mM 

î\aHC03 10mM 

Milieu de mise en suspension (solution C - ) 

!vfes-NaOH (pH 6.0) 40 mM 

Sucrose 400 mM 

)." aCI 15 mM 

\ fgCl2 5mM 

Milieu de traitement au Triton X-IOO (solution C+) 

4g 100 ml de C -
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2.2 DÉTERMINATION DE LA CONCENTRATION EN CHLOROPHYLLE DES 

ÉCHANTILLONS 

La concentration en chlorophylle d' un échantillon de thylacoïdes ou d' un échantillon de 

membranes enrichies en PS Il a été déterminée selon la méthode d'Arnon (56). 

Étapes de la méthode 

1- Prendre 10)l1 de l'échantillon. 

2- Extraire la chlorophylle en diluant ce 10 ~t! dans de l'acétone à 80 % pour 

obtenir un volume de 10 ml. 

3- Filtrer. 

4- Mesurer l'absorbance du filtrat à 663 nm (A663) et à 645 nm (A645). 

5- La concentration en chlorophylle est obtenue à l' aide de l'équation : 

[Chi] en )lg mr' = 20.2 A6-15 + 8.02 A663 (2.1 ) 

La concentration ainsi mesurée représente la concentration totale en chlorophylle-a et en 

chlorophylle-b. Pour avoir la concentration en chlorophylle-a seulement ou chlorophyll e-b 

seulement, on utili se respectivement les équations suivantes: 

[Chia] en )lg mr' = 12.7 A663 - 2.69 A645 (2.2) 

[Chl b] en ~lg mr' = 22.9 A645 - 4.64 A663 (2.3 ) 
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2.3 MESURES EN ÉMISSION D'OXYGÈNE DES ÉCHANTILLONS - LA 

POLAROGRAPHIE 

Les mesures en dégagement d'oxygène des divers échantillons de thylacoïdes et de PS II ont été 

prise à raide d"une électrode à oxygène de type Clark (voir section 2.3.1). 

Dans un premier temps. nous calibrons l'électrode afin de déterminer la concentration en 

oxygène contenue dans la cellule (1 ml). De cette manière. nous obtenons une référence qui 

servira à calculer le dégagement d'oxygène des échantillons contenus dans cette même cellule. 

Pour pouvoir effectuer les mesures, nous avons besoin de maintenir un transfert d'électrons, 

l'utilisation d'un accepteur exogène d'électrons approprié permet de maintenir une activité au 

sein de l'échantillon. Cette activité nous assure le fonctiol1l1ement (relatif à l'échantillon à être 

mesuré) du complexe d'émission d'oxygène. 

Dans le cas des thylacoïdes (lO pg Chi mr l), 2 mM de ferricyanide de potassium (FeCN) est 

utilisé comme accepteur d'électron; pour les PS II ((10 Ilg Chi mrl), 350 pM de 2,5-dichloro­

benzoquinone (DCBQ) et une minute avant la mesure, 1 mM de CaCl2 fraîchement préparé était 

ajouté. 

2.3.1. L'électrode de type Clark 

Le dégagement d'oxygène des divers échantillons a été mesuré à l'aide d'une électrode de type 

Clark (57). Cette électrode consiste en une anode d'argent (Ag) et une cathode de platine (Pt) 

plongées dans une solution concentrée de KCI. Le KCI servant de pont électrolytique. L'électrode 

est séparée du milieu où baigne les thylacoïdes (ou les PS II) par une membrane perméable à 

l'oxygène. L'oxygène du milieu diffuse à travers cette membrane pour atteindre l'électrode de 

platine. Lorsqu'un vo ltage est appliqué à l'électrode, l'oxygène à la surface de la cathode de 

platine est réduit (voir éq. 2.4 et 2.5) ce qui abaisse sa concentration immédiate. 

(2.4 ) 
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(2.5) 

Cette baisse de concentration permet à nouveau la diffusion de l'oxygène du milieu à travers la 

membrane vers la cathode de platine. Ce flux d' électrons induit un changement de courant qui 

est une mesure de l'oxygène consommé à la cathode, Cette yariation de courant dépend de la 

diffusion de l'oxygène à travers la membrane. En agitant le milieu. on s'assure que le 

changement de courant enregistré est proportionne 1 à la concentration d' o:\ygène contenue dans 

le milieu. 

2.3.2. Calibrer l'électrode 

L'électrode de Clark est calibrée avant chaque e:\périence. On mesure la concentration de 

l'oxygène contenue dans la cellule. Elle contient 1 ml d'eau distillée. A une température de 

20 oC. De l'eau à l'air libre est saturée en oxygène se lon une concentration de 0,280 ~mols m1' l
. 

On calibre en ajoutant du Na2S20.j qui réagit awc l'oxygène contenu dans l'eau selon l' éq uation 

chimique: 

(2.6) 

Ainsi, la concentration d'oxygène dans l'eau tombe à zéro. On obserw alors une baisse de 

courant puisqu ' il n'y a plus d'oxygène qui diffuse vers la cathode de platine. Cette chute de 

courant est proportionnelle à la concentration de l'oxygène contenu dans l'eau à 20 oC , so it 

0,280 /1mol m1' l
. Maintenant, cette référence connue, il est possible de déterm iner le dégagement 

d'oxygène des thylacoïdes (ou des membranes enrichies en PS II). 
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2.4 COMPOSITION EN PROTÉINES DES ÉCHANTILLONS - TECHNIQUE 

D'ÉLECTROPHORÈSE 

La séparation des protéines appartenant au complexe du PS II est effectuée à l'aide de la 

technique d'électrophorèse connue sous le nom de «SOS-PAGE» (<< Sodium Oodecyl Sulfate ­

Polyacrylamide Gel Electrophoresis »). 

Tout d'abord, après les traitements (voir section 2.7), les échantillons sont incubés pendant 30 

minutes à la température de la pièce dans un milieu de digestion des protéines (tableau 2.3, A) à 

une concentration en chlorophylle de 1 mg ml-l. Ce milieu agit de deux façons sur l'agrégat de 

protéines, il sépare les protéines les unes des autres et leur donne une même charge électrique 

(58). 

Le mélange de protéines, après incubation, est déposé en petite quantité d 'environ 20 ~tl à l'aide 

d'une micro-seringue dans des puits fomlés à même le premier gel d'électrophorèse composé à 

5% de polyacrylamide (tableau 2.3, B). Ce gel pem1et aux protéines de se tasser lors des 

premières minutes de la migration. Les protéines par la suite vont traverser un second gel 

composé à 15% de polyacrylamide (tableau 2.3, C). Ce gel sert à la résolution des protéines. 

Chacun de ces deux gels contient, de plus, 6 M d'urée afin d 'augmenter la résolution des bandes 

dans la région des polypeptides 01 et 02. La migration prend environ une quinzaine d'heures 

sous un champ électrique constant de 10 mA. 
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TABL EAU 2.3 Composition chimique des solutions utilisées lors de 
la séparation des protéines par électrophorès e. 

Milieu de digestion (solution A) 

Trizma (pH 7.0) 10mM 

Sucrose 20 % 

Mercaptoéthanol 10mM 

EOTA I mM 

SOS 2 % 

Gel à 5 % (10 ml de solution B) 

Acrylamide 5 % 

Bis-acrylamide 0,13 % 

Tris (pH 6.8) 0 ,1 M 

SOS 0. 1 % 

Am monium persul fate 0,025 % 

Temed 16 ~t1 

Gel à 15 % (40 ml de solution C) 

Acrylamide 15 % 

Bi s-acrylamide 0,4 % 

Trizma (pH 9. 1) l M 

SOS 0.1 % 

Temed 16 II I 
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2.4.1. La technique« SDS-PAGE » 

La technique « SOS-PAGE» (58) consiste à séparer, en fonction de leur taille moléculaire. un 

mélange de protéines préalablement chargé avec le détergent ionique SOS. La séparation 

s'effectue à travers un tamis moléculaire (un gel de polyacrylamide, voir figure 2.1) soumis à un 

champ électrique. 

Comme nos échantillons contiennent des complexes de protéines, nous devons d'abord séparer 

individuellement les protéines formant un complexe. L'utilisation de la solution de digestion 

permet de le faire. La présence de mercaptoéthanol dans cette solution a pour fonction de couper 

les ponts di-sulfure entre les protéines et dans la protéine même. Les protéines sont ainsi 

dénaturées. Le détergent ionique SDS que nous retrouvons dans cette solution se lie aux protéines 

de manière à leur donner à toutes la même densité de charge (charge nette négative, la charge 

intrinsèque étant insignifiante comparée à celle appoliée par le détergent). La séparation est alors 

faite selon la taille des protéines (58). 

La migration des protéines chargées dans un champ électrique se fait à travers un tamis 

moléculaire composé de polyacrylamide (figure 2.1). Ce milieu favorise la séparation des 

protéines selon leur taille et sert également à fixer les protéines une fois l'électrophorèse 

tenninée, évitant ainsi une diffusion des bandes (58). 

Le gel de résolution à la fin de la migration est démonté de son support et soigneusement placé 

dans un bac contenant une solution de coloration au bleu de coomassie. Il trempe ainsi pendant 

environ 12 heures. Le gel est ensuite rincé abondamment avec de l'eau distillée avant d'être 

décoloré; cette étape fait ressortir les bandes de protéines colorées. 

Le gel est finalement balayé à l'aide d'un densitomètre (Cliffird Oensicomp modèle-445) pour 

obtenir un densitogramme représentant la résolution des bandes de protéines selon la densité de 

coloration des bandes. Les changements dans la quantité d'une protéine ont été évalués en 

comparant l'aire sous le pic de la bande de cette protéine; après avoir été normalisé à l'aire de la 

bande de la protéine de 28 kOa . 
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FIGURE 2.1: Structure chimique du gel de pol yacrylamide 
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2.5 PRÉPARATION DES MILIEUX ISOTROPE ET ANISOTROPE 

Pour réaliser l'étude des spectres d'absorption, de fluorescence et de photoacoustique des 

échantillons de thylacoïdes (ou des membranes enrichies en PS II) traités ou non traités avec le 

sulfate, nous avons incorporé les échantillons dans des milieux isotrope et anisotrope (59-60). 

Ces milieux composés d'alcool de polyvinyle rendent stable l'échantillon et permettent de 

prendre les trois mesures spectroscopiques sur le même échantillon. 

2.5.1. Milieu isotrope 

Les étapes de la préparation du milieu isotrope sont les suivantes: 

1) Préparer une solution à 15 % d'alcool de polyvinyle. 

(PV A : « PolyVinyl Alcool ») 

2) Chauffer cette solution à 80 Oc dans un bain à température contrôlée pendant 

2 h sous agitation. 

3) Laisser refroidir à la température de la pièce. 

4) Ajouter l'échantillon de thylacoïdes (ou de PS II) à 15 ml de la solution de PVA 

et agiter pendant 10 min. 

5) Entreposer au réfrigérateur (0-4°C) pour une période de 24 h. 

6) Étendre sur une plaque de verre rectangulaire (6 cm x 12 cm) à l'aide d'une tige 

de verre le mélange PV A-Échantillon. 

7) Laisser sécher la plaque de verre en présence de pierres de CaCb pendant 3 à 5 

Jours. 

8) Décoller le film de PV A de la plaque. On obtient l'échantillon incorporé dans 

un milieu isotrope. 
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2.5.2. Milieu anisotrope 

Le milieu anisotrope est obtenu à l'aide du film isotrope. Pour obtenir une orientation 

adéquate des membranes. le film a dù être étiré de tàçon à obtenir un degré d'anisotropie de 

300 %. Le degré d' anisotropie est fourni par l' éq uation : 

D ' d" . 0 / (L 1 - L, ) 100 egre anisotropie / 0 = X 
L, 

où Li est la longueur initiale du film tendu 

et Lr est la longueur finale du film étiré. 

Les étapes de la préparation du milieu anisotrope sont les suivantes: 

(2.7) 

1) Le film de PVA dans lequel l'échantillon a été incorporé (milieu isotrope) est 

placé dans un espace fermé saturé en vapeur d'eau pour une période de 24 h. 

2) On installe alors le film sur un appareil servant à étirer le film (figure 2.2). 

3) On insère une des extrémités du film entre les deux plaques du chariot mobile 

(partie A de la figure 2.2). 

4) On insère l'autre extrémité du film entre les deux plaques du cadre de métal 

(partie B de la figure 2.2). 

5) À raide de la tête de la vis (partie C de la figure 2.2), on tend le film sans 

toutefois l'étirer. 

6) On étire le film à 4 Li. 

7) Le support (un anneau de plexiglas) est collé sur le film étiré. 

8) On laisse ainsi le film sécher pendant 48 h. 

9) On découpe l'échantillon. On obtient l'échantillon incorporé dans un milieu 

ani sotrope. 
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2.6 LA SPECTROSCOPIE 

Les spectres ont été pli s dans le laboratoire du professeur Dan uta Fracko\\"iak de rrnstitut de 

Physique de l'Universi té Technique de Poznan en Pologne. 

Les divers échantillons ont tous été incorporés dans un film de PV A (milieu isotrope) dont 

certains ont subit une élongation en vue d'obtenir un milieu anisotrope (voir section 2.5). Le film 

de PV A a la caractéristique d' être transparent dans la région d'absorption des pigments 

chlorophylliens et apporte un degré d 'orientation du matéIiel biologique investigué ici (61) . 

L' utilisation , sur les échantillons, de lumière polarisée permet d'obtenir de l'infonnation sur 

l'organisation des pigments dans l'appareil photosynthétique. 

2.6.1. Spectres d'absorption 

Les spectres d'absorption ont été enregistrés à l'aide d'un spectrophotomètre (Carl-Zeiss Jena, 

G.D.R. type Specord M-40 UV-VIS) équipé de supports pour échantillon et polarisateur. Un 

spectre d'absorption indiqué Il ou .1 signifie respectivement, une absorption en lumière polarisée 

parallèlement ou perpendiculairement à la direction de l'orientat ion de l'échantillon dans le film 

de PV A. 

2.6.2. Spectres d'émission de fluorescence 

Les spectres d 'émission de fluorescence ont été enregistré à l'aide d'un spectrofluorimètre 

(60). Pour les spectres d'émission polarisée, nous avons utili sé une notation composée de 

trois lettres pouvant être V-verticale et H-horizontale. La première lettre du trio sert à 

indiquer la polarisation du faisceau alors que la troisième indique la polari sation du faisceau 

d'émission. La lettre du centre indique la direction en regard de l'orientation de 

l'échantillon (figure 2.3). 

2.6.3. Spectres photoacoustiques 

Les spectres photoacoustiques ont été mesurés à l 'aide d'un spectromètre photoacoustique 

construit dans le laboratoire du professeur D. Fracko\\-iak (60). 
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FIGURE 2.3: Géométrie de la mesure d'émission 
de fluorescence polarisée 

H 
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Les spectres photoacoustiques ont été mesurés à une fréquence de modulation de 30 Hz. 

Nous avons utilisé le noir de charbon pour corriger nos spectres. Lorsqu'un spectre était 

pris en lumière polarisée. alors nous le divisions par le spectre du noir de charbon pris 

également sous cette lumière polarisée (62). 

Un spectre photoacoustique indiqué par Il ou par -L signifie respectivement, une excitation 

avec une lumière de longueur d'onde donnée polarisée parallèlement ou 

perpendiculairement à la direction de l'orientation de l'échantillon dans le film de PV A. 

2.6.4. Principe de base de la spectroscopie photoacoustique 

La spectroscopie photoacoustique est une méthode basée sur la détection d'une production 

périodique de chaleur générée par un échantillon absorbant une radiation d'excitation modulée 

(63). 

La figure 2.4 représente le spectromètre photoacoustique utilisé pour nos mesures. Une source 

lumineuse constituée par une lampe à arc au Xénon fournit la lumière d'excitation. Un 

monochromateur permet de sélectionner la longueur d'onde. La radiation d'excitation est 

modulée en intensité à une fréquence de 30 Hz à l'aide d'un modulateur de fréquence. 

L'échantillon repose dans la cellule de mesure. Cette cellule est scellée et est munie d'une fenêtre 

permettant la transmission de la radiation d'excitation (figure 2.4). Le signal photoacoustique est 

généré lorsque la radiation modulée est absorbée par l'échantillon; celui-ci subit un 

réchauffement et un refroidissement périodiques qui vont amener des variations thermiques à 

l'interface échantillon-gaz. Le gaz (air) à l'intérieur de la cellule va subir ainsi des expansions et 

des contractions périodiques. Ce transfert d'énergie cinétique aux molécules de gaz agit comme 

un piston, c'est-à-dire induit des variations de pression dans le milieu. Comme la cellule est 

fermée, il est possible de détecter cette « onde de pression» à l'aide d'un microphone 

(transducteur acoustique). Nous mesurons alors un signal photoacoustique brut. Ce signal est pré­

amplifié et analysé par un amplificateur synchrone qui mesure l'amplitude et la phase du signal 

en regard de la modulation de la radiation d'excitation. Les données sont par la suite traitées à 

l'aide d'un programme sur ordinateur. 
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FIGURE 2.4: Schéma du spectromètre photoacoustique 
et de la cellule 
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2.6.5. La désactivation thermique 

Un des buts de notre étude était d'obtenir des valeurs de désactivation them1ique (DT) de nos 

échantillons. Le rapport de l'intensité du signal photoacoustique à celui de l'intensité du spectre 

d'absorption pennet d'obtenir ces valeurs. Le processus de désactivation thennique est l'un des 

trois modes qu'un chromophore utilise pour dissiper son énergie d'excitation; les autres modes 

sont l'émission de fluorescence (F) et le transfeti d'énergie d'excitation à une autre molécule 

(TE), et la réaction photochimique (61-62). 
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2.7 TRAITEMENT DES THYLACOïDES ET DES PS Il 

Dans cette section, nous décrivons les traitements administrés au divers échantillons utilisés lors 

de l'étude de l'effet des anions sulfite et sulfate. 

2.7.1. Traitement au sulfite 

Pour tous les échantillons de PS II traités ou non. tous contenaient 200 ~lg Chi mr l dans 1 ml 

d'une solution A, B, C ou D. La solution A était à un pH de 8.0 et servait aux traitements des PS 

II. La solution B servait alors de contrôle (pH 8.0). La solution C servait de contrôle à un pH 9.8. 

La solution D, de pH 9.8, servait aux traitements des PS II. Tous les échantillons étaient incubés à 

la noirceur pendant 1 h sous une faible agitation et à 0 Oc. Le tableau 2.4 résume la composition 

chimique de ces solutions et le chapitre 3 exploite ces données. 

2.7.2. Traitement au sulfate 

Pour tous les traitements des PS II, les échantillons contenaient 200 ~lg Chi mr l dans 1 ml 

d'une solution consistant en: 0,4 M sucrose, 40 mM Mes à un pH de 6.0, 0.1 % de 

digitonine et différentes concentrations de sulfate de sodium (Na2S04). Lorsque nécessaire 

pour notre étude, 10 pl d ' une préparation fraîche de CaCh étaient ajoutés à la solution. 

Tous les traitements ont été réalisés à 25 Oc et pendant 5 h. Après les traitements, les 

membranes étaient suspendues dans le milieu libre de sulfate. Les chapitres 4 et 5 traitent de 

ces données. 

Pour les traitements des thylacoïdes, ceux-ci sont suspendus dans une solution composée de 

10 mM Hepes à un pH de 6.5, 0.4 M sucrose, 5 m\1 MgCh et 50 mM de Na2S04 pour le 

traitement au sulfate. L'échantillon contrôle et les échantillons traités étaient incubés 1 h sur 

de la glace et à la noirceur sous une faible agitation. Après incubation, les échantillons sont 

mis en suspension deux fois dans le milieu libre de sulfate avant d'être incorporés dans un 

film de PV A. Le chapitre 5 traite de ces données. 
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TABLEAU 2.4 Composition chimique des solutions utilisées 
lors des traitements des PSII au sulfite ou 
lors des contrôles. 

Solution A (traitements) 

Hepes (pH 8.0) 40mM 
Sucrose 0,4M 
NaCI 10mM 
Na2S03 xmM* 

Solution B (contrôle) 

Mes (pH 8.0) 40mM 
Sucrose 0,4M 
NaCI 10mM 

Solution C (contrôle) 

Glycine (pH 9.8) 40 mM 
Sucrose 0,4 M 
NaCI 10 mM 

Solution D (traitements) 

Glycine (pH 9.8) 40 mM 
Sucrose 0,4 M 
NaCI 10mM 
Na2S03 xmM* 

* Différentes concentration de sulfite de sodium étaient utili sées. 
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CHAPITRE 3 

EXTRACTION DES PROTÉINES EXTRINSÈQUES DE 33, 23 ET 18 kDA 

DU PHOTOSYSTÈME Il PAR TRAITEMENT AU SULFITE À UN pH ALCALIN 

3.1 RÉSUMÉ 

Nous a\·ons trouvé que l'incubation de membranes enrichies en PSI! en présence de sulfite peut 

induire une perie sélective des polypeptides de 18, 23 et 33 kDa appartenant au complexe 

d'émission d'oxygène. Lorsque le traitement au sulfite est fait à un pH de 8.0, les protéines de 18 

et 23 kOa sont enlevées efficacement du complexe. Sous les mêmes conditions, le polypeptide de 

33 kDa demeure lié, même lorsque 2 M de sulfite de sodium est utilisé. Cependant, dans des 

conditions plus alcalines (pH 9.8), nous observons une perte importante de la 33 kDa en présence 

d'une faible concentration en sulfite (50 mM). Cette extraction sélective des polypeptides de 18, 

23 et 33 kOa du PSII nous amène à interpréter la nature du lien entre la 33 kDa et le complexe du 

PSII, soit la présence de forces électrostatiques et de liens hydrogènes . 
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3.2 INTRODUCTION 

La protéine extrinsèque de 33 kDa du complexe d'émission d'oxygène du PSI! a un rôle plus 

impoliant à jouer dans l'émission d'oxygène que les polypeptides de 18 et 23 kDa (30, 64-65). 

L'enlèvement de cette sous-unité de 33 kDa cause la pelie de l'activité du complexe qui ne peut 

pas ètre entièrement restaurée (66-69). Ce polypeptide semble ètre lié directement au cœur du 

complexe du PSII, tandis que les sous-unités de 18 et 23 kDa semblent ètre ancrées au PSI[ via la 

protéine de 33 kDa (64, 68). Les propriétés liantes de la protéine de 33 kDa au photosystème II 

ne sont pas encore tout à fait claires. Il a été suggéré que le lien entre la sous-unité de 33 kDa et le 

photosystème II repose sur : une interaction hydrophobique (64), des ponts hydrogènes (30, 42) 

ou une attraction électrostatique (68). Cependant, dans ces études, l'interprétation des propriétés 

liantes peut dépendre des méthodes utilisées pour enlever la protéine de 33 kDa. Dans notre 

étude, en utilisant un traitement au sulfite pour enlever la 33 kDa, nous obtenons un nouveau 

témoignage concernant ses propriétés liantes avec le PSII. 
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3.3 RÉSUL T Â TS ET DISCUSSION 

La figure 3.1 montre l'étendue de l'enlèvement des protéines de 18 et 23 kDa après l'incubation 

des membranes enrichies en photosystème II avec du sulfite à un pH de 8.0. La perte de ces sous­

unités progresse rapidement jusqu'à une concentration de 0.1 M. A cette concentration. 

seulement 35% de la sous-unité de 23 kDa et 10% de la sous-unité de 18 kDa demeurent liés au 

complexe du photosystème II. Cependant la quantité relative de la sous-unité de 33 kDa liée à la 

membrane n'est pas affectée par le traitement au sulfite; même à 2 M de sulfite de sodium 

(donnée non montrée). 

L'enlèvement des protéines de 18 et 23 kDa par traitement avec forte concentration en NaCI a été 

interprété comme étant la neutralisation des forces électrostatiques entre ces protéines et le 

complexe du photosystème II (64-65, 70). L' enlèvement de ces sous-unités, induit par la présence 

de sel de sulfite. que nous avons observé, supporte cette interprétation. La quantité inchangée de 

la sous-unité de 33 kDa dans les membranes enrichies en photosystème II incubées avec du 

sulfite nous indique que les forces électrostatiques seules ne peuvent pas expliquer la nature du 

lien entre cette protéine et le photosystème II. 

L'effet de l'incubation au sulfite des membranes enrichies en PSII à un pH de 9.8 a été étudié sur 

gel d'électrophorèse. 

La figure 3.2A présente un échantillon contrôle après séparation des protéines dans le 

photosystème II. Les trois bandes de protéines indiquées par 33. 23 et 18 kDa ont été identifiées 

par des méthodes standards (30, 64, 68) et sont as sociées au complexe d'émission d 'oxygène du 

photosystème II. 
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FIGURE 3.1: Effet de l'incubation au sulfite à un pH 
de 8.0 des complexes du PSII. 
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FIGURE 3.2 : Effet du traitement au sulfite à un pH de 9.8 sur les PSU. 
La figure A montre la composition intacte en protéines de l' échantil­
lon contrôle de PSII. La ligne 1 à la figure B représente la composi­
tion en protéines des PSII traités à un pH de 9.8 sans sulfite tandis 
que la ligne 2 de la figure B représente l' effet du traitement au sulfite 
(50 mM) à un pH de 9.8. 
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L'etTet de l'incubation au sulfite à un pH de 9.8 sur les polypeptides du photosystème II est 

montré à la figure 3.28. L'échantillon contrôle incubé à un pH de 9.8 dans un milieu sans sulfite 

est analysé à la ligne 1, tandis que l'effet du traitement au sulfite (50 mM) est analysé à la ligne 2. 

Le gel d'électrophorèse présenté à la ligne 2 nous indique que l'incubation au sulfite des 

membranes enrichies en photosystème II à un pH de 9.8 mène à la perte des sous-unités de 18,23 

et 33 kDa associées au complexe d'émission d'oxygène du photosystème II. Cependant, nous 

observons qu'un haut pH utilisé seul pelmet l'enlèvement des polypeptides de 18 et 23 kDa, mais 

laisse la protéine de 33 kDa entièrement liée. 

L'effet du sulfite à un pH de 9.8 semble ainsi enlever seulement la sous-unité de 33 kDa. 

L'enlèvement de cette protéine de 33 kDa à un pH de 9.8 se réalise à une faible concentration en 

sulfite (50 mM). Ceci nous indique que le polypeptide de 33 kDa montre une grande sensibilité 

au sulfite lorsque l'incubation a lieu à un pH de 9.8. Le fait qu'aucun enlèvement de la sous-unité 

de 33 kDa ne se constate lorsque l'incubation au sulfite est faite à un pH de 8.0 (voir figure 3.1) 

nous indique que le sulfite et un haut pH sont nécessaires pour enlever la protéine de 33 kDa. 

L'existence de ponts hydrogènes entre le polypeptide de 33 kDa et le cœur du complexe du PSII 

a été proposée précédemment par Franzen et Andreasson en 1983 (42), tandis Ono et Inoue 

suggèrent la contribution d'attraction électrostatique (68). Dans notre étude, la perte de la sous­

unité de 33 kDa peut être dépendante du bris des ponts hydrogène par incubation à un pH élevé. 

En plus d'un pH élevé, l'exigence en sulfite pour la perte de la protéine de 33 kDa indique que 

des forces électrostatiques sont aussi impliquées dans la liaison de cette protéine. Il n'apparaît pas 

que des interactions hydrophobiques (64) contribuent à la liaison de la protéine de 33 kDa au 

complexe du PSU. 
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4.1 RÉSUMÉ 

CHAPITRE 4 

INHIBITION AU SCLFATE 

DU COMPLEXE D'ÉMISSIO~ D'OXYGÈNE 

DU PHOTOSYSTÈME II 

L'effet du sulfate sur l'émission d 'oxygène chez des membranes enrichies en PSII d'orge est 

étudié. Les membranes purifiées, à partir de l'orge, ont été exposées à l'effet du sulfate dans le 

noir et sous une faible illumination. La présence de 10 mM de CaCh pendant le traitement au 

sulfate prévient la perte d'émission d'oxygène. La protect ion est complète même à une 

concentration de 50 mM en Na2S04. Cependant, la lumière stimule l' inhibition au sulfate de 

l'émission d'oxygène par les PSII. Après incubation a\"ec le sulfate. nous avons observé une perte 

chez les polypeptides de 18 et 23 kDa du complexe du PSII. Nous fournissons dans cette étude de 

nouvelles observations concernant la perte d'émission d'oxygène suite au traitement au sulfate 

qui peut être causé par la perte des ions chlorure et calcium du complexe d'émission d'oxygène 

plutôt que par la perte partielle des polypeptides de 18 et 23 kDa de ce complexe. 

56 



4.2 INTRODUCTION 

Des études intensives ont été réalisée sur les etTets du S02 sur le processus physiologique des 

plantes (1-5). Les réactions lumineuses de la photosynthèse sont connues comme étant une cible 

sensible de l'effet inhibiteur du S02 (6-9). Le S02 absorbé par les feuilles est converti en anions 

bisulfite, sulfite. et sulfate dans les cellules végétales (9-11). Il est connu que l'anion sulfate 

s'accumule dans le cytosole de la plante. Quelques expériences démontrent qu'après fumigation 

au S02, le sulfate est difficilement éliminé des cellules (10, 12). L 'accumulation de sulfate dans 

la cellule devrait amener la présence de sulfate dans les chloroplastes (13). Bien que le sulfate 

interfère avec l'activité du chloroplaste, le site de son action dans la membrane du chloroplaste 

n'est pas précisément identifié (9, 11). Il y a quelques indications montrant que le PSII pourrait 

être sensible à l'accumulat ion du sulfate dans les chloroplastes (71). Dans cette étude, nous 

essayons de caractériser et de locali ser l'effet du sulfate sur le PSII . Nous avons des membranes 

enrichies en PSII pour étudier les effets du sulfate sur les composantes structurelles et 

fonctionnelles du complexe du PSII. Prenant en considération les données précédemment 

rapportées sur le S02, nous fournissons un nouveau témoignage concernant l 'effet du sulfate sur 

J'activité du PSII comme pouvant être une part de l'effet du S02 sur les plantes. 
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4.3 RÉSULTATS 

L'émission d'oxygène des particules de PSlI a été mesurée après 5 heures d'incubation à la 

noirceur ou sous une faible illumination avec diftërentes concentrations en sulfate. 

La figure 4.1 montre l'effet du sulfate sur l'émission d'oxygène mesurée après incubation à la 

noirceur. La présence de 10 mM de CaCI~ pendant les traitements prévient la perte d'émission 

d'oxygène. La protection est complète même à une concentration de 50 mM en NazSO.j. En 

absence de CaCb, l'inhibition de l'émission d'oxygène par le sulfate est évidente. À 50 mM en 

sulfate, seulement 40% d'émission d'oxygène demeure comparé à l'échantillon contrôle. 

L'effet de la lumière sur l'inhibition au sulfate est étudié en exposant l'échantillon à un faisceau 

de lumière (1 mW/cmz) pendant les traitements au sulfate. Une faible illumination est utilisée afin 

d'éviter la photoinhibition de l'activité du PSI!. 

La figure 4.2 montre l'effet des traitements au sulfate avec illumination sur l'émission 

d'oxygène. Les résultats démontrent l'effet inhibiteur du sulfate que ce soit en absence ou en 

présence de 10 mM de CaCh. L'inhibition de l'émission d'oxygène par les traitements au sulfate 

en présence de 10 mM de CaCh est de 15% comparé à l' échantillon contrôle. Cependant, en 

absence de CaCI2, le taux d'émission d'oxygène est inhibé de 95% comparé au contrôle. 
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FIGLRE 4.1 : Inhibition au sulfate des particules de PSI!. 
L'émission d'oxygène des particules de PSII 
incubées en présence de 10 m\1 de CaCl2 (cercles) 
ou en absence de CaCl2 (carrés) pendant le 
traitement au sulfate. 
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FIGURE 4.2 . Effet de la lumière sur l'i nhibition au sulfate de 
l'émission d'oxygène des PSII. 
Les échanti ll ons de PSII ont été traités 
avec une faible illumination. 
L'émission d'oxygène des PSII incubés a\'ec 10 
mM de CaCh (cercles) ou sans CaCb (carrés) 
pendant le traitement. 
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Pour localiser l'effet du sultàte sur la structure du PSI\. nous avons étudié la composition en 

polypeptides après les traitements au sulfate. 

La figure 4.3 montre les densitogrammes des bandes de protéines colorées séparées par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide. Le profil de 1· échantillon contrôle est montré à la 

figure A, tandis que l'échantillon a\·ec 50 mM en sultàte est présenté à la figure B. La 

comparaison des densitogrammes démontre une perie relati\·e des polypeptides de 18 et 23 kDa 

après les traitements. Il semble que le sulfate affecte directement le système d'émission 

d'oxygène puisque ces deux polypeptides font partie du complexe d'émission d'oxygène du PSII. 

La Tableau 4.1 montre la perie de ces protéines évaluée à partir des densitogrammes pour chaque 

concentration de sulfate utilisée. Nous constatons aucune perte de polypeptides pour des 

concentrations inférieures à 25 mM en sulfate. L'étendue des pertes de ces deux protéines 

demeure inchangée, que le CaCh soit présent ou non pendant l'incubation; ni même la présence 

de lumière n'affecte les pertes obseryées (données non montrées). Ces résultats démontrent que la 

perte des polypeptides de 18 et 23 kDa du complexe ·du PSII n'inhibe pas fortement l'émission 

d'oxygène si 10 m\1 de CaCb est présent pendant l' incubation, mais fortement en absence de 

CaCh .. 
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FIGURE 4.3: Perte en polypeptides dans le complexe du PSII par 
incubation des particules de PSII en présence de sulfate. 
A) Densitogramme de l'échantillon contrôle: 
B) Densitogramme des particules de PSlI traitées avec . 

50 mM de sodium de sulfate (sans CaCb et sans 
lumière). 
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TABLEAL 4.1 

Effet de l'incubation au sulfate sur les protéines de 23 kDa et 18 kDa. 

18 kDa, % 23 kDa, % 

o 100 100 

10 100 100 

25 80 90 

50 40 65 

La figure 4.4 représente Ja comparaison des données sur J'émission d'oxygène du PSII et les taux 

de perte des protéines de 18 et 23 kDa affectées par les traitements au sulfate. Il est é\ident qu'il 

n'y a pas une interdépendance complète entre l'inhibition de J' émission d'oxygène et le taux de 

perte en polypeptides du PSII causé par l'incubation au sulfate. Cela indique la complexité des 

effets du sulfate sur les fonctions et la structure des composantes du PSII. 
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FIGURE 4.4: Comparaison de la perte en polypeptides avec l'inhibition 
de l'émission d 'oxygène par les particules de PSII. 
L'émission d'oxygène après le traitement au sulfate est 
désignée par les cercles noirs. Les cercles ouverts 
représentent l'émission d'oxygène des PSlI traités avec le 
sulfate en présence de 10 mM de CaCh. Les carrés 
représentent le pourcentage de la protéine de 23 kDa liée au 
PSU et les triangles indiquent le pourcentage de la protéine 
de 18 kDa qui reste liée après le traitement au sulfate. 
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4.4 DISCUSSION 

Dans notre étude, nous avons obsené l'inhibition de l'émission d'oxygène chez les PSII par le 

sulfate. Cette inhibition est augmentée par la lumière, mais moindre en présence de CaCb. Il a été 

rappolié précédemment que la lumière peut stimuler la compétition du sulfate avec les ions 

chlorure pour le site de li aison du chlorure dans le complexe du PSII (71-72). Il semble que 

l'addition de 10 mM de CaCh foumit suffisamment de chlorure pour compétitionner avec le 

sulfate et maintenir l'acti\'ité du complexe d'émission d' oxygène. Dans un rapport, il a été 

mentionné que le statut protecteur du chlorure tient de son intluence sur la structure du complexe 

d'émission d'oxygène. (73). 

De plus, nous observons une perte des polypeptides de 18 et 23 kDa dans le complexe du PSII 

après 5 h d'incubation avec une concentration en sulfate supérieure à 10 mM. Ces polypeptides 

font partie tous les deux du complexe d'émission d'oxygène et sont attachés à la surface inteme 

de la membrane photosynthétique. Ils peuvent être facilement enlevés de la membrane par 

traitements avec de haute concentration en sels (68, 74). Il semble ainsi que l'incubation au 

sulfate libère les protéines en augmentant la force ionique du milieu. La perte des polypeptides de 

18 et 23 kDa du complexe du PSU résulte en une diminution de l'émission d'oxygène (75-76). Il 

est supposé que le rôle de ces deux polypeptides soit de foumir la concentration nécessaire en 

chlorure et en calcium pour les fonctions du PSII (76- 77). La perte de ces polypeptides 

« concentrateurs » en chlorure et calcium va conséquemment décroître la concentration en ions 

près du PSII ; ils peuvent ainsi participer à l'inhibition de j'émission d'oxygène. (78). Notre étude 

indique que l'inhibition au sulfate de l'émission d'oxygène est induite par la perte des ions 

chlorure et calcium étroitement associée avec le PSII plutôt que la perte partielle des polypeptides 

de 18 et 23 kDa. 
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4.5 CONCLUSION 

Nous concluons que les traitements au sulfate des PSI! peuvent induire deux effets reliés au 

complexe d'émission d'oxygène. Le premier est l'inhibition de l'activité d'émission d'oxygène 

dépendant des ions chlorure et calcium. Cette inhibition est stimulée par la lumière et contenue 

par la présence de 10 mM en CaCb. Le second effet du sulfate sur les PSII, démontré pour la 

première fois, est la perte partielle des polypeptides de 18 et 23 kDa du complexe d'émission 

d'oxygène. Conséquemment, ces conclusions contlibuent à expliquer quelques observations 

antérieures sur les effets du sulfure sur les plantes dans des conditions in vivo. 11 a été obser\'é 

pour les plantes exposées au S02 que le sulfate accumulé dans le cytosol ne peut pas être 

facilement éliminé (10, 12). Les chloroplastes isolés de plants traités avec du SOz montrent une 

faible activité du système d'émission d'oxygène (4). Il a été rapporté que l'addition de chlorure 

aux chloroplastes isolés et traités au S02 peut pennettre de recouvrer l'activité en émission 

d'oxygène (8). Par conséquent, nos données sur l'inhibition au sulfate de l'émission d'oxygène et 

le rôle protecteur du CaCh sont en accord avec ces rapports. 
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CHAPITRE 5 

INFLUENCE DU SULFATE 
SUR LES SPECTRES POLARISÉS DES THYLACOÏDES 

5.1 RÉSUMÉ 

Les spectres d'absorption, de fluorescence et de photoacoustique de thylacoïdes traités et non 

traités avec du sulfate (Na2S0.j) et incorporés dans un film d'alcool de polyvinyle ont été 

mesurés. Les échantillons orientés de manière isotrope et selon un seul axe par étirement du film 

ont été étudiés en utilisant une radiation naturelle et polarisée. Le rendement en désacti\ation 

thermique de l'énergie absorbée par les pigments photosynthétiques augmente fortement suite au 

traitement par le sulfate. Le rendement du transfert de l'énergie d'excitation entre les pigments 

antennes dans les thylacoïdes traités au sulfate diminue. 
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5.2 INTRODUCTION 

Les réactions lumineuses de la photosynthèse sont des cibles sensibles aux effets inhibiteurs du 

sulfate (80). Diverse méthodes spectrales peuvent être utilisées dans le diagnostique des effets 

des polluants (9). Beauregard et coll. (70) ont trouvé que l'incubation au sulfate des membranes 

photosynthétiques induit deux effets reliés au complexe d'émission d'oxygène: (1) Inhibition de 

l' activité en émission d'oxygène et (2) Une perte partielle des polypeptides de 18 et 23 kDa du 

complexe du PS II. Ces deux effets peuvent expliquer l'observation de Shimazaki et coll. (80) 

concernant des chloroplastes isolés de plantes traitées au sulfate et démontrant une faible activité 

en émission d'oxygène. La présence d'ions chlorure diminue la perte d'émission d'oxygène 

causée par le sulfate (70) ; ce qui pourrait s'expliquer par des effets stabilisateurs de ces ions sur 

les polypeptides de 18 et 23 kDa. Les ions cr et Ca2
+ exhibent tous les deux des interactions 

spécifiques avec le complexe du PS II impliqué dans le processus d'émission d'oxygène, mais 

l'apport de chacun des ions est différent (81-82). 

Dans cette partie de l'étude, les spectres polarisés de thylacoïdes traités et non traités au sulfate et 

incorporés dans des films de polymère, sont comparés pour voir comment le traitement influence 

la structure de la membrane du thylacoïde et les interactions mutuelles entre les pigments 

antennes. 
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5.3 RÉSULTATS ET DISCUSSION 

L'étirement d ' un tilm de PYA contenant un échantillon de thylacoïdes entraîne un décalage de la 

bande d'absorption rouge vers des longueurs d'onde plus petites (figure 5.1). Le traitement au 

sulfate agit de manière similaire (figure 5.1, courbes 1 et 5). Le maximum d'absorption relié à la 

chlorophylle b dans tous les échantillons est situé dans la région 467-468 nm. Le ratio de la bande 

rouge à la bande de Soret est changé légèrement suite à l'étirement du film ou du traitement au 

sulfate. Les thylacoïdes sont déformés par l'é longation du film (83). À cause de cette 

défonnation, divers complexes pigment-protéine peuvent être orientés différemment en regard du 

plan du film. Une telle explication semble plausible puisque les composantes parallèle et 

perpendiculaire des pics d'absorption dans le rouge sont mutuellement décalées (figure 5.1). 

La fonne des PAS du même ensemble d'échantillon diffère des spectres d'absorption par un ratio 

plus élevé de la bande rouge à la bande de Soret (figure 5.2). Un effet similaire observé par 

Wrobel et Hendrich (61) peut être expliqué par les orientations différentes des divers complexes.; 

un bassin de molécules contribue davantage au pic rouge, tandis qu'un autre contribue à la bande 

de Soret. Les moments de transition (TM) d'absorption de la chlorophylle a dans la bande rouge 

montrent une prédominance du type Qy, tandis que la bande de Soret est une superposition des 

transitions Bx et By (28). Dans les divers complexes de chlorophylle, les TM sont projetés 

différemment dans le plan du vecteur électrique du faisceau. et par conséquent, divers complexes 

contribuent différemment aux bandes d'absorption dans le rouge et de Soret. Dans le même 

bassin de molécules, la conversion interne de l'état S2 à r état SI, induits par l'absorption d'un 

photon bleu et d'un photon rouge respectivement, est très efficace, et par conséquent, on s'attend 

à ce que le rendement en désactivation thennique (TO) soit plus élevé dans la bande de Soret que 

dans la bande rouge. 
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La TO peut être définie comme le ratio du signal PAS à l'énergie absorbée. TO (en unité 

arbitraire), calculée à partir des spectres d'absorption et de PAS (Tableau 5.1), était plus élevée 

dans la bande rouge que dans la bande de Soret; ce qui suggère une plus grande contribution à la 

bande rouge des complexes de Chi de type hautement « dissipatifs ». 

Le rendement en fluorescence de la Chi b est plus petit que celui de la Chi a. Tout changement 

confonnationel amenant une modification de l'orientation et/ou de la distance entre ces pigments 

peut conduire à une diminution du rendement du transfert de l'énergie d'excitation de la ChI b à 

la ChI a. Par conséquent, il devrait y avoir une TD plus élevée dans la région d'absorption de la 

ChI b plutôt que dans la région de la ChI a. Sous un transfert d'énergie d' excitation efficace (ET) 

entre ces deux pigments, la valeur de la TD dans les deux régions d'absorption de la Chi a devrait 

être similaire. Comme démontré au tableau 5.1, l'étirement du film et l' ajout de sulfate perturbe 

le transfert d'énergie d'excitation entre la ChI b et la ChI a. Dans les régions de la Chi a (les 

bandes rouges et de Soret), l'étirement et le traitement au sulfate ont causé une augmentation des 

valeurs de TO mais ces deux effets ne sont pas équivalents. Dans l'échantillon étiré, mais non 

traité, les deux composantes polarisées de la TD sont différentes, tandis que dans les échantillons 

traités, ils sont identiques. 

Les spectres d'émission de fluorescence non polarisés des thylacoïdes dans les films de PVA 

dépendent de la longueur d'onde d'excitation (figure 5.3 , A et B). Les contributions des divers 

complexes de ChI changent avec les différentes régions d'excitation de la bande de Soret et dans 

le domaine des caroténoïdes. Le traitement au sulfate a une plus grande influence sur les 

échantillons non étirés que sur les échantillons étirés à une excitation dans la région de la bande 

de Soret. La différence est dû à l'effet de l'excitation dans le domaine d'absorption des 

caroténoïdes. Dans les échantillons étirés, le traitement améliore le transfert d'énergie 

d'excitation des caroténoïdes à la chlorophylle. Les contributions à l'émission provenant des 

complexes PS l (émettant dans une région de longueur d'onde plus longue) sont plus élevées dans 

les échantillons non traités que traités. Les diffërences entre les deux composantes polarisées 

d'émission de fluorescence dans les films étirés (figue 5.3 C, D) sont plus grandes que dans les 

échantillons traités et excités à 436 et 530 nm (dans les régions d'absorption du PS l + PS II et 

des caroténoïdes) (figure 5.3). 
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Dans le premier cas, la composante parallèle d'émission est plus élevée que dans celle 

perpendiculaire: dans le second cas, la situation est inversée. Les formes des spectres de 

fluorescence polari sés à divers niveaux d'excitation sont différentes, mais à cause d'une faible 

intensité d'émission et quelques effets secondaires, ces fonnes ne peuvent pas être analysées en 

détail ici. 
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TABLEAU 5.1 

Désactivation thermique (TD) de thylacoïdes (TH) 
dans des films non étirés (u) et étirés (s). n - lumière naturelle. 

Échantillon Film Polarisation Longueur d'onde de la mesure de TD [nm] 

TH 425 436 468 650 676 

non traité u n 1.48 l.36 1.47 2.l4 1.63 

traité u n 2.27 2.24 2.21 2.34 2.55 

non traité s n 2.98 2.78 3.41 4.14 4.03 

traité s n 4.75 4.41 5.17 5.04 4.69 

non traité s Il 1.47 2.13 3.51 4.05 4.28 

-.l 1.30 l.83 3.09 4.05 4.54 

traité s Il 2.56 3.34 5.21 7.50 6.56 

-.l 2.56 3.34 5.21 7.07 6.61 
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5.4 CONCLUSIOi\ 

Ainsi nous pouvons conclure: 

(1) L'ajout de sulfate et l'étirement par film affectent la structure de l'appareil photo synthétique, 

mais les effets sont différents. 

(2) Le traitement au sulfate cause une forte croissance dans la TO (désacti vation thermique) des 

molécules de pigment excitées. Cet effet est partiellement relié à la perturbation du transfert 

de l'énergie d"excitation entre les divers pigments. L'accroissement de la TO démontre 

qu'une grande part de l'énergie absorbée ne peut pas atteindre les centres réactionnels. 

(3) L'influence du sulfate sur l'organisation des caroténoïdes est particulièrement prononcée. La 

texture du bassin de caroténoïdes des échantillons traités et non traités est différente. 
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CONCLCSION 

Dans ce travail de recherche, les observations obtenues à partir des diverses mesures 

prises permettent de dégager les points suivants: 

l. Concernant l'effet du sul fate 

1. Le sulfate inhibe l'activité des membranes (dégagement d'oxygène) 

Il. La présence de lumière pendant les traitements au sulfate stimule cette 

inhibition , 

111. La présence de chlorure de calcium pendant les traitements au sulfate à la 

noirceur a permis de protéger l'acti \'ité en dégagement d'oxygène, 

1\' , La présence de chlorure de calcium pendant les traitements au sulfate en 

présence de lumière ne permet qu'une protection partielle, À partir d'une 

certaine concentration en sulfate (2 10 mM) des dommages structurels 

apparents sont observés au ni veau du complexe d'émission d'oxygène. 

\', Les valeurs de désacti\'ation thern1ique des membranes traitées au sulfate nous 

montrent aussi que le mode de désexcitation des pigments était perturbé, Une 

grande quantité de l'énergie absorbée n'atteint pas les centres réactionnels, 

\'1, Le sulfate influence aussi l'organisation des caroténoïdes, 
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2. Concernant l'effet du sulfite: 

Le traitement au sulfite des membranes nous fourni des infornlations sur la 

nature du lien entre le polypeptide de 33 kOa et le complexe du PSII (présence 

de force électrostatique et de ponts hydrogène). 

Il serait intéressant de poursUIvre cette recherche en regard des développements 

récents concernant la modélisation mathématique de la fluorescence (84-86). Nous 

pourrions ainsi en apprendre davantage sur le sort réservé à l'énergie d'excitation 

puisque des changements dans les fonctions photosynthétiques peuvent se refléter 

dans la cinétique de fluorescence variable. 
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