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RESUME

Le propos de ma thése porte sur l'inhibition de l'activite
photochimique du photosystéme II (PSII) par le mercure et 1le
cuivre. Cette recherche visait tout d'abord a mieux caracteéri-
ser ces effets inhibiteurs sur le transport d'électrons dans
le PSII, pour ensuite mieux comprendre certains aspects fonc-
tionnels et structurels du transport d'électrons au niveau du
PSII.

Les reésultats obtenus avec l'algue verte Dunaliella ter-

tiolecta 1indiquent premiérement gue le mercure et le cuivre
affectent les PSII par dne inhibition de type tout ou rien,
c'est-a-dire gu'une portion de la population des PSII dans les
thylacoldes est totalement 1inhibée par 1le mercure et le
cuivre, alors gue 1l'autre portion des PSII ne semble pas
affectee. J'al démontré que les PSII de type Q= sont les

plus sensibles aux effets du mercure et du cuivre. Cette
observation a d'importantes consequences physiologiques
puisque 1les PSII de type Qs sont les seuls responsables de

la réduction des plastoquinones et par conséquent, du trans-
port d'électrons allant de l'eau jusqu'au NADP. Ainsi, jJj'ai
démontré chez des thylacoides d'orge que l'inhibition des PSII
de type Qs par le cuivre entratne l'inactivation des méca-

nismes de redistribution de 1l'énergie d'excitation absorbée
par les complexes collecteurs de lumiere vers les photosytémes

I et II.
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Les études spectrophotométriques effectuées apportent une
contribution importante a la compréhension des effets inhibi-
teurs du mercure et du cuivre au niveau des fonctions du PSII.
Tout d'abord, 1les résultats indiquent clairement gque ni 1le
mercure ni le cuivre n'affectent significativement la photo-
chimie primaire au niveau du centre réactionnel des PSII,
telle gque mesurée par le changement électrochromigue C-550.
Ces résultats contrastent en apparence avec les diminutions de
la fluorescence et de dégagement d'oxygéne causées par ces
métaux lourds. Cependant, j'ai démontré pour la premieére fois
gue le mercure stimule l'oxidation du cytochrome b-559 (cyt
b-559) par 1le centre ;éactionel du PSII, P680, 1lors d'un
transport cyclique d'électrons induit autour du centre
réactionnel du PSII. Par contre, 1le cuivre 1) augmente
significativement 1'amplitude du changement d'absorbance lors
la photoréduction du cyt b-559 et 2) modifie 1le potentiel
redox du cyt b-559 HP et LP et 3) diminue le taux de photooxi-
dation du cytochrome b-559 par P680. Ces interactions du
cuivre avec le cyt b-559 résulteraient d'une perte d'interac-
tion entre le cyt b-559 et P680, suggérant un effet du cuivre
sur la structure membranaire et/ou polypeptidique du PSII.
Ainsi, ces conclusions contribuent 4 une meilleure compréhen-
sion du r8le du cyt b-559 dans le PSII, en mettant en évidence
l'importance des interactions structurelles entre celui-ci et

le centre réactionnel du PSII.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

Chez 1les organismes photosynthétiques, 1l'exploitation de
l'énergie solaire par 1le Photosystéme II (PSII) crée un
transport d'électrons responsable du dégagement d'oxygéne et
de 1la production d'ATP et de NADPH. Malgré toute 1'importance
biologique de <ces réactions, la compréhension de plusieurs
phénomémes concernant 1le transport d'électrons dans le PSII
demeure toujours 1incompleéte. L'utilisation d'inhibiteurs
spécifiques au PSII constitue une approche privilégiée dans
l'étude des différentes propriétés de celui-ci. Outre un
intéret toxicoligque évident, la caractérisation des effets
inhibiteurs du mercure et du cuivre sur 1le transport
d'électrons dans le PSII pourrait permettre de mieux
comprendre certains aspects structurels et fonctionnels du
PSII. Avant de présenter mes objectifs spécifiques de
recherche, i1 est important de discuter du contexte général de
la photosynthése et de fagon plus détaillée, de certains

aspects du PSII.

1.1 La photosynthése: De tous les processus dans la nature, la

photosynthése est sQrement le plus fonda-
mental: les végétaux transforment une forme d'énergie trés
"fugitive", 1la lumiére, en une énergie chimigque beaucoup plus
stable, 1les glucides. Ces prodults de réactlion sont synthéti-

sés dans les chloroplastes a partlir de 1l'eau et du CO=

atmosphérique. Ils servent, avec l'oxygéne libéré lors de 1la



photolyse de 1l'eau, de source d'énergie aux organismes
hétérotrophes (Bidwell, 1879). La meilleure approche pour
comprendre ce processus complexe est de distinguer trois prin-
cipales étapes:

1. 1'absorption et la rétention de l'énergie lumineuse,

2. la conversion de 1' énergie lumineuse en énergie chimigue,

3. la stabilisation et 1l'emmagasinage de 1l'énergie chimique

sous une forme plus stable.

1.1.1 Le chloroplaste

Les trois etapes _de la photosynthése ont lieu dans 1le
chloroplaste (Fig.l). Chague chloroplaste est entouré par une
double membrane séparant la phase interne, appellée le stroma,
du cytoplasme cellulaire. Le stroma contient les enzymes
nécessaires & la fixation du COz2 et a la synthése des gluci-
des. Il y a aussi dans le stroma un systéme membranaire
tridimensionnel, 1les thylacoides, spécialisées dans les
réactions photochimiques de la photosynthése. Ces membranes
ont 1l'aspect de vésicules applaties et sont souvent empilées
pour former les grana, ceux-ci étant reliés par des thylacol-
des simples et non-empillés, les thylacoldes stromatiques
(Hoober, 1984; Ort, 1986).

De fagon générale, 1les thylacofdes contiennent quatre
types d'unités impliquées dans les réactions photosynthéti-
gues: 1) les deux complexes collecteurs de lumiére (CCL-I et

CCL-II) formés de protéines et de pigments et impliqués dans
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Fig.l Vue tridimensionnelle d'un chloroplaste typique

l'absorption de la lumiére 2) les deux complexes photochimi-
gues (photosystémes I et II) vers ou l'énergie d'excitation
est canalisée pour réaliser 1les réactions photochimiques
primaires 3) 1les transporteurs d'électrons reliant les deux
photosystémes, dont les plastoquinones, les complexes cyt b-f£
et 1les plastocyanines et 4) le facteur de couplage (ATPase)
responsable de 1la synthése de 1'ATP utilisé 1lors de 1la
fixation du CO=. Un modeéle de l'arrangement spatial entre

ces différentes unités fonctionnelles est présenté & la Fig.2.
Ces composantes sont distribuées dans un environnement lipidi-
gue complexe. Le ro0le des lipides membranaires dans les
fonctions et l'organisation structurelle des thylacolides est

capital puisqu'ils maintiennent une conformation et une orien-
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tation transmembranaire appropriées pour les protéines
(Siegenthaler et Rawyler, 1986). En effet, les protéines ne
peuvent etre vues comme flottant librement dans un "bain" de
lipides, puisque des éontraintes thermodynamiques imbosent une
étroite assocliation structurelle entre les protéines et 1les
lipides (Israelachvili et al., 1980). Ainsi, des 1lipides
spécifiques seralent essentiels pour certaines fonctions
photosynthétiques, dont 1la photolyse de 1l'eau au niveau du
PSII (Gounaris et al., 1983).

Suite aux observations par microscopie optique et électro-
nique et aux résultats de caractérisation biochimique, nous
savons gque les différentes uniteés fonctionnelles sont
distribuées différemment dans les régions granaires et

stromatiques des thylacol!des. La majorité des PSII et leurs



CCL-II se retrouvent dans les thylacoiIdes densément empilés.
De plus, des travaux récents indiquent gque les PSII
stromatiques sont différents au point de vue structurel et/ou
fonctionel des PSII granaires (Andréasson et al., 13988). De
plus, 1les thylacoldes stromatiques contiennent les PSI et
leurs CCL-I, ainsi que les complexes cytochrome b-f et les
facteurs de couplage (Hadexr et Tevini, 1887).

Toutes ces différentes unités fonctionnelles sont directe-
ment impliquées dans 1les +trois principales étapes de 1la
photosyntheése présentées plus haut, soit l'absorption de 1la

lumiére, les réactions photochimiques et biochimiques

nécessaires a4 la fixation du CO-2.

1.1.2 L'absorption de 1l'énergie lumineuse

Les pigments photosynthétiques associés aux protéines des
CCL insérées dans la structure mémbranaire des thylacofdes
sont responsables de 1l'absorption et du transfert de 1'énergie
lumineuse vers les PSI et PSII. Chez les plantes supérieures
et 1les algues vertes, les principaux pigments sont les chl a
et b, représentant environ 20-22% du poids des lipides totaux
dans les thylacoldes (Hoober, 1984). D'autres pigments du type
caroténolide (surtout 1le b-caroténe et la 1lutéine) comptent
prés de 3% du polds des lipides totaux. Cette diversification
des pigments photosynthétiques a un double role, soit augmen-
ter 1l'amplitude du spectre de la lumiére pouvant etre utile

pour la photosynthése et aussi assurer une certalne photopro-



tection (Clayton, 1980). Les Chl et autres pigments ont des
maxima d'absorption a des longueurs d'ondes différentes
couvrant une partie de la région de la lumiere visible entre
435 et 700, avec un creux entre 550 et 640 (Fig.3).
L'absorption d'un quantum de lumiére par les pigments pho-
tosynthétiques cause 1la transition d'un état fondamental a
un état excité. L'énergie du pigment excité est généralement
transtérée aux antres plgments avoisinants (Foyer, 1984). Ce
transfert d'énergle s'effectue d'une molécule a une autre ou
d'un groupe de molécules a un autre. Puisque le bassin de
pigments est hétérogéne, la migration de <cette énergie
d'excitation est directionnelle, allant de la périphérie des

antennes Jusqu'aux centres réactionnels (Foyer, 1984). Une

CAROTENOIDES
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Fig.3 Spectre d'absorption des pigments photosynthétiques chez

les algues vertes et les plantes supérieures.



représentation schématique de 1l'organisation des pigments
associés au PSII est présentée a la Fig.4.

La grande efficacité dans le transfert d'énergie entre les
pigments photosynthétiques est possible grace & l'organisation
des pigments dans les complexes chlorophylles-protéines. Ces
complexes consistent en différents aggrégats 1lipoprotéiques,
composés de plusieurs polypeptides (Foyer, 1984). Nous pouvons
distinguer les deux complexes intimement associés aux centres
réactionnels des PSI et PSII (les "core complexes", les CC-I
et CCII), et les deux complexes mobiles collecteurs de lumieére
(CCL-I et CCL-II) (Staehelin, 1986). Le CC-I est composé d'au

moins deux apo-protéines de 60-70 kDa, tandis que le CC-II est
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Fig.4 Représentation schématique de l'organisation des

différents plgments associés au photosystéme II,



composé des polypeptides 43 et 47 kDa. Le CCL-I est formé par
deux polypeptides de 20 et 23 kDa (Ort, 1986) alors que le
CCL-II serait, d'aprés 1le modéle de Kuhlbrandt (1984), un

trimére de trois sous-unités structurellement egquivalentes

de 24-28 kDa (Fig.5).

Fig.5 Modeéle du complexe collecteur de lumiére associé au
Photosystéme II (CCL-II) A) Structure tertiaire d'une sous-
unité et B) Stuctrure quaternaire (adapté de Thornber,

1586) .

1.1.3 Séparation de charges et transport d'électrons dans les

thylacoides

L'énergie d'excitation captée par les complexes chloro-
phylle-protéine est canalisée vers les centres réactionnels et
transférée a un dimére de molécules de Chl, désignées respec-
tivement P680 et P700 pour les centres réactionels du PSII et

PSI. Ces molécules spéciales de Chl sont localisées a 1l'extre-



mité du centre réactionnel la plus proche de la face interne
de la membrane (Youvan et Marrs, 1987). Elles constituent des
"piéges" pour l'énergie d'excitation puisque une des molécules
du dimére de Chl sera excitée de telle sorte gu'elle cédera un
électron situé dans une orbitale éloignée & une molécule
voisine en l'espace de quelgues picosecondes. Dans le centre
réactionnel du PSII, cette molécule est une phéophytine, de
composition et de structure analogue & la Chl, tandis que dans
le centre réactionnel du PSI, la nature de cette molécule
dénotée Ao n'est pas encore connue de fagon sQre (Andréasson
et Vanngard, 1988). Selon l'orientation des centres réaction-
nels dans la membrane, 1la séparation de charges entre P680 ou
P700 et l'accepteur primaire s'effectue selon un axe perpen-
diculaire & 1la surface membranaire. Une telle séparation de
charges crée une différence de potentiel électrique & l'inté-
rieur de centre réactionnel (0Ort, 1986). Cette réaction
photochimigque primaire est essentiellement une réaction
d'oxydo-réduction, et constitue la premiére étape de 1'emmaga-
sinage de 1l'énergie sous forme chimigque (Foyer, 1984).
L'électron capté par 1l'accepteur primaire est rapidement
transféré & un accepteur secondaire et ainsi de suite dans une
chaitne vectorielle de transporteurs d'électrons. Chez 1les
plantes et les algues supérieures, le transport d'électrons
linéaire du PSII vers le PSI est 1le mécanisme principal,
condulsant a 1la réduction du NADP* (Flg.6). Cette

représentation différe du schéma en Z classique puisqu'elle

considére 1les trols complexes de transporteurs d'électrons
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(PSII, PSI et 1le complexe cytochrome b/f) <fonctionnant en
série et reliés par un ensemble de transporteurs mobiles, les
PQ et 1les plastocyanines (0Ort, 1986). Un bref apergu de ces
différentes composantes est essentiel pour comprendre 1la
dynamigque générale entre les transporteurs d'électrons.

Apreés la séparation de charges dans le centre réactionnel
du PSII et 1la réduction de la phéophytine, 1l'électron est
transféré au premier accepteur stable, Qa, puis a Qes. La
présence de P680 dans un état oxydé assure un potentiel rédox
{0.85 V) suffisant pour tirer un électron du donneur primaire
du PSII, Z. Cet oxydant acceptera un électron du complexe de
dégagement d'oxygéne, responsable de la photolyse de l'eau en

oxygéne et en protons (Govindgee et al, 1985; Ghanotakis et

1200

X X
600} F]heo Pheo Pheo ‘FAC ‘Fﬂ< ‘F‘(
: F
Fd Fd Fd

N
L Q,. Q,. Q -~
'S ° A Qg M0pe _tol 0ge e
@popo FQPQPApg|PQ PO pgFa PO PO 2. o=,
— ] |~ TS ~
L Fes Fes Fes h
eyLf G LA S
pcPCL L Pepc! 4 PeRE 177
P ~p -p -
700 ) 700 700
-600 i
H,0 H20 H20
Z‘P pr Z‘P
680 680 680
-1200*-

Fig.6 Version actuelle du schéma en "Z" décrivant la ségquence
et les potentiels d'oxydo-réduction au point milieu des

differents transporteurs d'electrons dans les thylacoldes,
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Yocum, 1985). Lors de la réduction de Qs par Qa, deux
protons sont prélevés de la phase aqueuse (stroma) causant la
protonation compléte de 1la molécule de plastoquinone (PQ)
fixée au site Qmn. A ce moment, celle-ci se détache et
diffuse dans 1la membrane. Le site Qs accepte alors une
nouvelle molécule de PQ disponible pour wune autre double
réduction et protonation (Chylla et Whitmarsh, 1987). Cette
étape du transport photosynthétiques d'électrons est impor-
tante puisqgu'elle permet de transférer les électrons générés a
l'intérieur du complexe PSII jusgu'au bassin de molécules
libres de PQ et autres transporteurs non-photochimiques entre
les deux photosystémes.

Les molécules de plastoquinol (PQHz) sont oxidées par le
prochain intermédiaire, le complexe protéique b/f. Le modéle
en vigueur actuellement propose la fixation et l'oxydation des
PQH> par la protéine Fe-S de Rieske prés de 1la surface
intérne de la membrane. Lors de cette oxydation, deux protons
sont libérés dans le lumen du thylacoide, contribuant ainsi
a former le gradient transmembranaire (Ort, 1986). L'électron
passe ensuite au cytochrome £, lequel cédera 1l'électron a une
métalloprotéine extrinséque, la plastocyanine (Haehnel, 1986).
Celle-ci est située a la surface interne de la membrane, dans
l'espace treés limité du lumen (largeur estimée & 4 nm, Flores
et al., 1983), et diffuse dans l'espace lumenal jusqu'au site
de réduction du PSI. Il est remarquable que 1les diffusions
latérales de 1la plastocyanine dans 1le 1lumen et de 1la

plastogulnone dans la double-couche llpldlgue ne sont pas les
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étapes limitantes du transport d'électrons dans les
thylacoides. En effet, dans les conditions optimales
d'activité photosynthétique, l'ensemble des PQ est

principalement oxidé, tandis que celul des plastocyanines est
surtout réduit (Whitmarsh, 1986).

Parallelement aux réactions photochimiques du PSII et les
réactions d'oxydo-réduction subséguentes, 1l'énergie d'excita-
tion captée par le systeme pigmentaire associé au PSI provoque
l'oxydation d'une molécule spécialisée de Chl (P700).
L'électron 1libéré est capté par les accepteurs primaire (Ao)
et secondaire (Al). La nature de Ao serait similaire a une
molécule de Chl tandis gue celle de Al serait wvraisemblable-
ment une vitamine K1l {Andréasson et Vanngard, 1988).
L'électron est ensuite transféré séguentiellement a trois
protéines fer-soufre dénotées Fx, Fa et Fb, situées dans 1la
membrane du thylacoide. L'électron servira finalement & 1la
réduction du NADP*, catalysée par 1l'enzyme membranaire
extrinséque NADP ferrodoxine oxido-réductase. Les protons sont
pris du stroma afin de réduire le NADP*, réaction finale du
transport non-cyclique d'électrons dans les thylacoides,
allant de 1l'eau jusgu'au NADPH via les PSII et PSI (Hader et

Tevini, 1987).

1.1.4 Photophosphorylation

La photolyse de 1l'eau par le complexe de dégagement d'oxy-

géne résulte en la libération de deux protons dans le lumen.
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Aussi, 1la réduction des PQ lors du transport d'électrons dans
les thylacoldes contribue & augmenter la concentration des
protons dans le lumen. Par ailleurs, la réduction du NADP*
par la chalne de transporteurs consomme les protons du stroma.
Ces trois réactions contribuent & la formation d'un gradient
de protons, ou la différence de pH peut atteindre jusqu'a 4
unités (Hader et Tevini, 1987). Dans 1les thylacoides, 1le
facteur de couplage ou 1'ATPase permet de dissiper ce
potentiel membranaire et d'utiliser 1'énergie libérée (force
protomotrice) pour synthétiser 1'ATP. Le facteur de couplage
est composé de deux sections, CFl1 et CFo. La section
catalysant la synthése de 1'ATP est hydrophyle et est wvisible
par microscopie électronique a la surface des thylacolides.
L'autre section, (CFo), est insérée dans la membrane, et sert
a canaliser les protons & travers la membrane. La synthése de
1'ATP est 1initiée lors de la fixation d'un phosphate
inorganique (PO.~) sur le CFl, guil réagit avec deux
protons apportés le 1long de CFo. Un groupe métaphosphate
{PO>~) instable est formé, qui réagit & son tour avec

1'ADP pour produire 1'ATP (Mitchell, 1974).

1.1.5 Assimilation du CO-=

L'énergie chimigque emmaganisée dans les molécules d'ATP et
de NADPH est stabilisée lors des réactions biochimiques de la
photosynthése. La premiere étape de la photoassimilation du

CO= chez les plantes de type C3 est la fixation du CO= par
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la ribulose 1,5-diphosphate carboxilase dans un sucre a cing
carbones, le ribulose 1,5-diphosphate. Il en résulte la forma-
tion de deux molécules de 3-phosphoglycérate. Cette molécule
a trois atomes de carbone (C3) est & la base d'un cycle méta-
bolique complexe mise a jour par Calvin et ses collégues
(Calvin et Bassham, 1962). Une fagon utile de résumer ce
cycle est d'écrire 1l'équation globale:
6 ribulose 1,5~biphosphate + 6COz +
18 ATP + 12 H=0 + 12 NADPH + 12 H* ---->
6 ribulose 1,5-biphosphate + glucose
+ 18 Pi + 18 ADP + 12 NADP™.

Pour 1les végétaux de type C4 (canne a sucre, mals, etc.),
la photoassimilation du CO=z résulte a la formation d'oxalo-
acétate par 1la carboxilation du phosphoénolpyruvate. Cette
étape est préliminaire a 1l'initiation du cycle de Calvin, et
requiert une structure anatomique spécifique aux plantes (4,
avec la présence des cellules périvasculaires (Bidwell, 1979;
Lehninger, 1982). L'ensemble des réactions de fixation et de
réduction du CO= chez les plantes C4 est plus exigeant au
point de vue énergétique, mais l'efficacité photosynthétique
est plus élevée que celle des plantes C3, qui sont défavori-

sées par les pertes photorespiratoires (Bidwell, 1979).

1.2 Aspects structurels et fonctionnels du photosystéme II

La premiére partie de ce chapitre d'introduction visait a

donner une vue d'ensemble des principales étapes de la photo-
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synthése. Dans cette deuxiéme partie, nous porterons notre
attention,plus particuliérement, sur le complexe photochimique
du PSII. Celui-ci est d'une importance capitale dans 1la
photosyntheése puisgu'il est responsable de la photolyse de
l'eau, source d'électrons a la base du transport d'électrons
photosynthétiques dans les thylacoldes. Par le falit méme, le
PSII est aussi responsable de la réduction de l'ensemble des
molécules de PQ et enfin, de la distribution asymétrique des

protons nécessaire & la photophosphorylation.

1.2.1 Composition et structure du PSII

Le complexe du PSII doit contenir tous les polypeptides
nécessalres: 1) a l'absorption de la lumieére, 2) a la sépara-
tion de charges entre la Chl spéciale P680 et la phéophytine,
3) & 1la photooxydation de 1l'eau et 4) au transport d'électrons
subséquent. Les polypeptides constituant le complexe du PSII
ont été déterminés biochimiquement & partir de fractions de
membranes photosynthétiques enrichies en PSII et pratiquement
dépourvues de PSI. Pour accomplir ses diverses fonctions, 1le
PSII est composé de prés d'une vingtaine de polypeptides
différents, de deux PQ (Qa et Q=), d'un atome de fer, de
deux molécules de Phéo, d'une ou deux molécules de cyt b-559,
de 4 atomes de manganése, ainsi que d'une quantité
indéterminée d'atomes de chlore et de calcium (Ort, 1986).
Quant aux différents pigments, i1l y aurait pour chaque PSII

entre 300 et 400 molécules de Chl (Jursinlc et Dennenberg,
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1988; Melis et al., 1988) et 50 caroténoldes (Ort, 1986).

Les différents transporteurs d'électrons sont distribués
sur les cotés oxidant (ol se trouve le complexe de dégagement
d'oxygéne) et réducteur (Qa et Qs), tels que définis par
rapport au centre réactionnel. Ces transporteurs permettent de
stabiliser 1'énergie chimigque libérée lors de la séparation de
charges entre P680 et Phéo (Ort, 1986). La ségquence et les
temps de transfert d'électrons entre les différents transpor-
teurs et la structure polypeptidigue du PSII sont présentés a
la Fig.7.

Aprés 1la séparation de charge dans le centre réactionnel
du PSII, 1'électron passe en 250 & 300 ps du coté réducteur du
PSII de 1'accepteur "transitoire" Phéo~ & Qa. Ensuite,
deux électrons sont successivement transférés de Qa~ & une
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Fig.7 Séquence des transporteurs d'électrons impliqués dans
les réactions d'oxido-réduction dans le complexe du photo-
systéme II avec les temps de transfert d'électrons (tiré

de Govindjee et al., 1985).
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molécule de plastoquinone fixée au site Qe dans 1l'ordre
d'une centaine de ps. Cette réaction est facilitée par 1'ion
bicarbonate qui aurait deux sites d'interaction avec Qs
(Blubaugh et Govindjee, 1588), et cette méme réaction est
inhibée par l'herbicide DCMU (Tresbt, 1981). Aprés une ms, la
molécule de plastoquinol (PQHz) est 1libérée su site Q= de

la protéine 32 KDa pour eétre remplacée par une molécule de PQ
oxidée.

En initiant le transport d'électrons sur le coté réducteur
du PSII, P680* crée un potentiel redox suffisant pour oxider
l'eau au niveau du complexe de dégagement d'oxygéne (CDO) sur
le coté oxidant du PSII. P680* regoit tout d'abord un
€lectron du donneur primaire Z guelques centaines de ns aprés
la séparation de charges primaire. Le donneur d'électron a
P680, Z*, recevra & son tour un électron de l'eau en un peu
moins d'une ns. La photolyse de l'eau est catalysée dans le
CDO par les gquatres atomes de manganése localisés dans 1la
protéine 1intrinséque de 34 kDa. La libération d'une molécule

d'oxygéne & partir de deux molécules d'eau se produit apreés

l'accumulation de quatre charges positives dans 1le CDO
générées par la séparation de charges dans 1le centre
réactionnel. Le site catalytique pour 1l'oxydation de 1l'eau

dans le CDO évolue par quatre états d'oxydation successifs
dénotés So & S4, le numéro indiquant le nombre de charges
positives accumulées dans le CDO. A l'état Sa,
l'accumulation d'une nouvelle charge entratne la formation de

1'état métastable S. qui se déactive spontanément en
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libérant une molécule d'oxygéne (Joliot et Kok, 1975).

Les composantes redox du PSII se retrouvent dans une
structure protéique complexe (Fig.8). Le centre réactionnel
est constitué par la protéine ayant le poids moléculaire 1le
plus élevé du PSII (47 kDa). Celle-ci assure 1l'environnement
nécessaire a la séparation primaire des charge de P680 jusqu'a
la quinone Qa, en passant par la phéophytine. L'autre grosse
protéine (43 kDa) servirait a lier au centre réactionnel les
polypeptides de 24, 26 et 28 kDa portant les pigments collec-
teurs de 1lumiere et permettrait le transfert de 1'énergie
d'excitation des CCL-II & P680. La protéine de 32 kDa est cel-
le ou se fixe l'accepteur secondaire Qm, une molécule du
bassin des PQ tandis que l'autre protéine de poids voisin (34
kDa) contiendrait 1les atomes de manganése impliqués dans

l'oxydation séquentielle de l'eau (Govindjee et al., 1985).
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Fig.8 Structure du complexe PSII démontrant 1l'organisation

entre 1les polypeptides et leurs composantes redox
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Il existe aussi trois polypeptides extrinséques (17, 23 et 33
kDa), ayant un ro6le mal défini dans la photolyse de 1l'eau.
Leur présence favorise grandement le dégagement d'oxygéne,
mais celui-ci peut eétre restauré en leur absence, du moins
partiellement, par des concentrations appropriées de chlore et
de calcium (Govindjee et al., 1985; Homann, 1987).

La structure minimale du PSII capable d'activité photochi-
migque contient le cytochrome b-559 (cyt b-559), qui est inti-
mement 11é au centre réactionnel du PSII (Rolfe et Bendall,
1989; Nanba et Satoh, 1987). Widger et al. (1985) ont montré
gue le cyt b-559 est un oligomére impliquant deux polypepti-
des, de 9.2 et de 4.3 kDa. Le cyt b-559 se trouve sous deux
formes pouvant étre distinguées selon leur potentiel moyen
d'oxido-réduction: le cyt b-559 HP ("High Potential") ayant un
Em situé entre +330 et +400 mV et le cyt 559 LP ("Low Poten-
tial"), d'un Em de +50 & +100 mV & pH 7-8 (Bendall et Rolfe,
1987). I1 existe une corrélation entre la gquantitée de cyt
b-559 HP et la quantité de manganése dans les thylacoides. 1I1
existe une autre corrélation, reliant les cyt b-559 HP et la
capacité de photoxidation de l'eau par le PSII (Horton et
Croze, 1977). Ces deux corrélations seraient attribuées & un
effet conformationnel du manganése sur la structure des PSII
(Bendall, 1982). Ainsi, plusieurs traitements modifiant 1la
structure membranaire des thylacoldes et inhibant 1l'activité
du PSII diminuent par la méme occasion la proportion de cyt
b-559 HP (Cramer et Whitmarsh, 1977). Parmi ces traitements,

mentionnons 1le traitement des thylacoldes & la chaleur, aux
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détergents, & 1'hydroxylamine et & plusieurs protonophores.
Plusieurs auteurs considérent que ces effets sur le cyt b-559
sont 1le reflet d'un transport cyclique d'électrons autour du

PSII (Heber et al., 1979; Arnon et Tang, 1988). Cependant,

Maroc et Garnier (1979) ont affirmé que l'oxydation du cyt
b-559 n'est que la conséquence de modifications structurelles
dans 1le thylacoifde. Supportant ce dernier point, Butler et
Matsuda (1983) ont démontré que la présence de cyt b-559 HP
est dépendante d'un environnement hydrophobique positivement
chargé dans le thylacoide.

Le ou les r8les du cyt b-559 dans le PSII demeurent encore
aujourd'hui ce qui pourrait eétre la plus grande "énigme" du

t al., 1989). L'idée la plus répandue actuelle-

PSII (Ortega
ment est que le cyt b-559 serait impliqué dans un transport
cyclique d'électrons autour du PSII lors de conditions défavo-
rables (Bendall, 1982; Andréasson et Vanngard, 1988). Un tel
transport cyclique serait un mécanisme de sécurité, prévenant
les effets néfastes d'une intensité d'excitation trop intense
et/ou d'une 1inhibition du transport d'électrons sur le coté

1., 1979). Dans <ces conditions

oxidant du PSII (Heber et
non-physiologiques, 1le cyt b-559 accepterait les électrons de
Qs et/ou des PQ (Arnon et Tang, 1988; Ortega et al., 1989).

I1 serait oxidé solt par le donneur primaire Z sur 1le coté

1., 1986; Homann, 1987) ou soit

oxidant du PSII (Falkowski et
directement par 1le centre réactionnel (Heber et l., 1979;

Butler et Matsuda, 1983). L'oxydation et la réduction d'un

transporteurs d'électron par le meme photosystéme implique



nécessairement 1la présence d'un transport cyclique d'électron

dans ce photosystéme (Heber et al., 1979).

1.2.2 Emission de la fluorescence variable par le PSII

De fagon générale, les molécules de Chl excitées aprés
l'absorption de 1l'énergie lumineuse peuvent retourner a l'état
fondamental soit: 1) par émission de fluorescence, 2) par
degagement thermique, ou 3) par transfert d'énergie aux
molécules environnantes (Krause et Weis, 1984). Aprés 1la
séparation de <charge dans le centre réactionnel du PSII, 1la
gquinone Qa est réduite et 1l'intensité de 1la fluorescence
éemise augmente. Cette fluorescence variable originant du
environnantes (Krause et Weis, 1984). Aprés la séparation de
charges dans 1le centre réactionnel du PSII, la guinone Qa
est 1réduite et 1'intensité de la fluorescence émise augmente.
Cette fluorescence variable originant du PSII, tel que proposé
par Klimov et al. (1977), est considérée comme une

luminescence de recombinaison selon les réactions suivantes:

P680 Phéo Qa~ + hv ---> P"680 Phéo Qa~ =---)
P*680 Phéo~ Qa~ ---> P"680 Phéo Qa~ ---

P680 Phéo Qa— + hv'.
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il n'y a pas de transfert d'élec-

originant

étre stabilisé et se

alo

Lorsgue Qa est oxydé,

et le complexe PSII est considéré comme

"fermé". Dans

de la séparation primaire de
recombine avec P680:
rs retournée aux pigments

et dissipée sous forme de fluorescence

(Govindjee et

il ¥y a photochimie et 1la

I1 existe donc une relation inverse

entre 1la fluorescence et le taux de réduction de 1l'accepteur

primaire du PSII, Qa. Ainsi, 1l'intensité de la fluorescence

augmente lorsque Qa est réduit (Papageorgiou, 1975; Krause

et Weis, 1984; Briantais et al., 1986), et diminue lorsque le

coté oxydant du PSII est inhibé (Butler, 1972).

Lorsgqu'on 1illumine des plantes ou des algues adaptées a

l'obscurité, il y a émission par le PSII d'une fluorescence

dont 1'intensité varie en fonction du temps selon des niveaux

caractéristiques (effet Kautsky). La Fig.9 montre des courbes
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Fig.9 Courbes d'induction de fluorescence mesurées sur
différentes échelles de temps avec les niveaux de fluores-

cence 0-I-D-P-S-M (tiré de Braintais et al., 1986).
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typiques d'induction de fluorescence mesurées sur différentes
échelles de temps. On peut distinguer les niveaux rapides
0-I-D-P dans 1l'ordre d'une seconde et les niveaux lents S-M
dans l'ordre de la minute.

Le niveau O (ou Fo) dénote la fluorescence ‘"constante",
observable lorsque tous les PSII sont "ouverts" (tous les Qa
oxydés): le taux de photochimie est alors maximal (Lavorel et
al., 1986). Le niveau Fo est considéré constant puisqu'il est
indépendant de la photochimie du PSII et serait attribuable a
la perte d'excitation lors de la migration de 1l'énergie dans
les antennes vers 1les centres réactionnels (Govindjee et
Satoh, 1986). La fluorescence au-dessus de Fo est nommée
fluorescence wvariable, et—est dépendante de l1'état rédox de
Qa. La montée de fluorescence O-I indigque la réduction rapi-
de d'une fraction des Qa par certains PSII tandis que
l'inflection 1I-D est la conséquence de l'oxydation de Qa~
par le PSI (Satoh et Katoh, 1981). En présence de l'herbicide
DCMU, les niveaux I et D sont absents. Il y a donc une montée
rapide de 1la fluorescence Jjusgu'a un niveau maximal et
constant dénoté Fmax (Melis et Homann, 1975). Ensuite, 1la
montée D-P réfléte la réduction de tous les accepteurs d'élec-
trons disponibles pour le PSII. Le niveau P est causé par un
blocage temporaire du transport d'électrons 1lorsgue les
molécules de NADP* sont réduites au niveau du coté réducteur
du PSI. Ensuite, la baisse de fluorescence entre P et S est
causée principalement par la regénération du NADP* lors de

la fixation du CO= (Govindjee et Satoh, 1986). Cette baisse
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de fluorescence correspondant & la réoxidation de Qa~
représente le "gquenching" photochimique. L'autre cause de 1la
baisse de la fluorescence impliquée dans la phase P-S est 1le
"quenching" ¢énergétique, dont la nature exacte est obscure
mais qui est observé lors de la formation du gradient trans-
membranaire de protons dans les thylacolIdes (Krause et Weis,
1984; Horton et Hague, 1988). Enfin, les variations d'inten-
sité de la fluorescence aux différents niveaux S et M seraient
indépendants de l'état rédox de Qa, mais dépendraient plutot
des changements structuraux dans les thylacoldes et de 1la
régulation des réactions enzymatiques du cycle de Calvin.

Une méthode rapide et fiable pour mesurer 1l'activité
photochimique des PSII es£ l'aire complémentaire. L'aire
complémentaire correspond géométriquement a la surface au-des-
sus de la courbe de fluorescence entre les niveaux 0 et P,
délimitée par l'axe vertical au temps t=0 et par l'axe hori-
zontal correspondant & l'intensité de fluorescence maximale
(Fp ou Pmax). L'aire complémentaire est proportionnelle a 1la
guantité d'accepteurs d'électrons disponibles pour 1le PSII
(Lavorel et al., 1986). Melis et Scheiber (1979) concluaient
que l'aire complémentaire est un indicateur direct de 1la
photochimie du PSII. Ainsi, l'aire complémentaire est une
mesure indirecte de 1la capacité photochimique des PSII.
Mentionnons que Malkin et al. (1981) ont obtenu une bonne
corxrélation entre la capacité photosynthétique (estimée par 1le
taux de fixation du CO2) et l'aire complémentaire, tandis

que Samson et Popovic (1988) concluaient gue l'aire complémen-
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taire est un 1indicateur fiable de la phytotoxicité d'une
vaste gamme de polluants. De plus, lorsque mesuréeen présence

de DCMU, l'aire complémentaire peut &tre utilisée pour estimer

la qguantité de PSII photochimiquement actifs. En effet, Ile
bassin d'accepteur d'électrons disponibles au PSII est dans
ces conditions 1limité & Qa. Puisqu'il n'existe qu'un Qa
pour chaque complexe de PSII (voir section précédente), le
bassin d'accepteurs d'électrons photoréduits correspond alors
directement & 1la quantité de centres réactionnels actifs
{Malkin et al., 1981).

Puisque 1la fluorescence variable origine en trés grande
majorité du PSII, celle-ci représente un outil important dans
la recherche portant sur le treansport d'électrons reliés au
PSII. Par exemple, la fluorescence variable peut etre utilisée
pour analyser wune portion de la chalne des transporteurs
d'électrons, et ainsi trouver le site d'action d'un inhibiteur

{Hader et Tevini, 1987).

1.2.3 Hétérogénéités des PSII

Il est maintenant bien établi gue les PSII dans les
chloroplastes des algues vertes et des plantes supérieures ne
sont pas homogénes tant au niveau structurel que fonctionnel.
Ceci a été démontrée principalement par l'analyse de l'induc-
tion de 1la fluorescence (pour une revue sur le sujet, voir
Balck et al., 1986). Tout d'abord, la nature biphasique de 1la

cinétique de 1la fluorescence mesurée en présence de DCMU a
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permis & Mells et Homann (1975) de proposer 1l'existence de
deux types de PSII, les PSIIa et PSIIb. I1 est maintenant
admis que les PSIIa, responsables de la montée rapide de fluo-
rescence, possédent un large CCL et sont localisés dans 1les
thylacoides granaires (Andréasson et al., 1988). Les PSIIb
sont situés dans les thylacolides du stroma, possédent une plus
petite antenne et causent la montée lente de fluorescence
(Melis et Homann, 1975; Owens, 1986; Andréasson et al., 1988).
I1 est 1important de noter que l'inefficacité relative des
PSIIb n'est pas attribuable a un plus faible rendement photo-
chimique mais wuniguement a un plus faible taux d'énergie
d'excitation canalisée par leurs petits complexes CCL vers les
centres réactionnels (Thielen et van Gorkom, 1981).

L'autre aspect de 1l'hétérogénéité des PSII concerne les
propriétés du coté réducteur au niveau de Q=. Selon ces
propriétés, deux populations de PSII, soit PSII de type Q=
et PSII de type non-Qs, peuvent 8tre définies selon 1leur
habilité & réduire le bassin des molécules de PQ. Il semble
que seulement les PSII de type Qm peuvent réduire ces PQ a
un taux physiologique, soit mille fois plus rapidement que les
PSII de type non-Qe (Lavergne, 1982; Graan et 0Ort, 1986;
Chylla et Whitmarsh, 1987, 1989).

La relation entre ces deux aspects de 1'hétérogénéité du
PSII est loin d'é&tre claire. Thielen et van Gorkom (1981) et
Melis (1985) affirmaient que les PSIIb sont similaires au PSII
de type non-Qms. Cependant, Graan et Ort (1986) et Chylla et

Whitmarsh (1987) suggéraient que les PSIIb étaient une sous-
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population des PSII de type non-Qs, tandis que Guenther et
al. (1988) affirmaient le contraire. A travers ces divergen-
ces, Chylla et Whitmarsh (1987) reconnalssalent la possibilité
gue les PSIIb et les PSII de type non-Qm soient deux popula-
tions indépendantes. Une idée actuellement répandue est que
les PSIIb et les PSII de type non-Qs constituent un méme
ensemble de PSII immatures, qui seront incorporés dans les
thylacoides granaires 1lorsque leurs fonctions déficientes

seront complétées (Melis, 1985; Andréasson et Vanngard, 1988).

1.2.4. Les transitions d'états

Un autre phénoméne déterminant dans le transport d'élec-
trons du PSII est 1les transitions d'états. Les CCL sont
capables de distribuer l'énergie d'excitation absorbée entre
les PSI et PSII selon les besoins énergétiques de ceux-ci. Ce
phénoméne de régulation appelé t:ansition d'états ("state
transitions") est nécessalre pour optimiser 1le transport
d'électrons entre les deux photosystémes (Fork et Satoh,
1986). Le mécanisme a la base de cette régulation est 1la
phosphorylation par une kinase des CCL-II au niveau des pepti-
des extrinseques (revoir la structure des CCL-II & la Fig.5A).
L'activation de 1l'enzyme kinase est déterminée par 1'état
rédox des molécules de PQ. Suite a la phosphorylation des
CCL-II, la présence du groupe phosphate a 1la surface des
thylacoides granaires entraline, par effet électrostatique, un

désempilement des grana. En conséguence, certains CCL-II sont
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plus mobiles et peuvent diffuser latéralement vers 1les PSI
dans 1les thylacoldes du stroma (Hader et Tevini, 1587). Ce
processus requlert wune fluidité membranaire suffisante pour

permettre 1la migration des CCL-II vers les PSI (Fork et al.,

1979; Haworth, 1983). Lorsgque les CCL-II sont prées des PSI,
l'énergie excessive préalablement absorbée par PSII est
"déversée" en faveur du PSI. Ce phénoméne se traduit par une
baisse de 1la fluorescence émise par le PSII. De plus, ce

mécanisme a un r8le de photoprotection puisgu'il diminue les
risgues de photooxidation du PSII causée par une trop grande
énergie d'excitation (Fork et Satoh, 1986). Pour régulariser
la distribution de 1l'énergie d'excitation entre 1les deux

photosystémes, les transitions d'états doivent &tre réversi-

bles. Lorsque les PQ sont oxydées par une trop forte activité
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Fig. 10 Modéle résumant les différentes étapes du processus de
régulation de 1l'énergie d'excitation par 1les transitions
d'états dans les thylacoldes (adapté de Hader et Tevini,

1987).
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du PSI, la kinase est inhibée. Les CCL-II sont alors déphos-
phorylés par l'enzyme phosphatase. Les CCL-II retournent donc
vers les PSII, causant la transition de 1'état I & 1'état II.
Afin de résumer les différents mécanismes de régulation de
l'énergie d'excitation, une représentation schématique du

processus global est présenté a la Fig. 10.

1.3 Etat actuel de la recherche sur les effets inhibiteurs du

mercure sur le transport d'électrons dans le PSII

I1 est généralement admis que le principal site d'inhibi-
tion du mercure dans la chaine de transporteurs d'électrons se
situe spécifiguement au niveau du PSI, affectant la plastocya-
nine (Kimimura et Katoh, 1972; Yocum et Guikema, 1977; Hader
et Tevini, 1987) et 1l'enzyme NADP-Ferrodoxine oxydo-réductase
(Honeycutt et Krogmann, 1972; De Filippis et al., 1981).
Cependant, un examen de la littérature révéle que le PSII est
aussi susceptible a 1la présence de mercure. Selon les
auteurs, une grande diversité existe quant au mode et au site
précis d'inhibition du mercure sur le PSII. Le transport
d'électrons inhibé par 1le mercure chez des chloroplastes
d'épinard était restauré par l'hydroxylamine. Cependant, un
lavage des thylacoldes avec une solution de sucrose-NaCl
enlevait 1'habilité de l'hydroxylamine a renverser 1l'effet
inhibiteur de ltacétate phénylmercurique (Honeycutt et
Krogmann, 1972). Cette sensibilité aux conditions expérimenta-

les nous laisse supposer que l'effet du mercure n'est pas une
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simple 1inhibition du complexe de dégagement d'oxygéne. Par
ailleurs, 1l'inhibition du transport d'électrons dans le PSII

chez Euglena gracilis dans des conditions in vivo était

renversée par l'addition du donneur d'électrons, 1le DPC,
indiquant gue le site d'inhibition se trouve prés du complexe
de dégagement d'oxygéne (De Filippis et al., 198l1). De plus,
cette 1nhibition constituait le principal site dans la chafne
des transporteurs d'électrons (incluant les PSII et PSI). Ceci
confirme 1l'importance de s'intéresser a l'effet inhibiteur du
mercure sur l'activité du PSII.

En plus de 1'effet inhibiteur du mercure sur 1le coté
oxydant du PSII, un second effet du mercure a été rapporté au
niveau du coté réducteur du PSII. Radmer et Kok (1975) ont
analysé 1le pattern des oscillations du dégagement d'oxygéne
produit par éclairs brefs chez des chloroplastes d'épinard.
L'intensité des pics d'émission d'oxygéne était fortement
inhibée par le mercure aprés le cinguiéme éclair, mais était
restaurée par la présence de l'accepteur d'électrons FeCN.
Ces résultats indiqueralent un blocage des électrons au niveau
du coté réducteur du PSII. Il est a noter gu'un examen plus
poussé de leurs résultats montre une inhibition d'environ 30%
de 1l'intensité du pic au troisiéme eéeclair, indigquant 1la
présence de l'autre site d'inhibition au coté oxydant du PSII
tel discuté plus haut. D'autres résultats obtenus récemment
viennent supporter la possibilité d'un blocage des électrons
par le mercure au niveau du coté réducteur du PSII. Hsu et Lee

(1988) montraient gque le mercure et le cuivre inhibent dans
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une méme proportion le taux de photoreéeduction du DCPIP. Cepen-
dant, le mercure diminue faiblement 1l'intensité de la fluores-
cence par rapport au cuivre. Ceci suggére qgque 1l'effet du
mercure sur la photoréduction du DCPIP résulterait en partie
d'une inhibition du coté réducteur du PSII par le mercure.
Enfin, wun troisiéme type d'interaction du mercure avec le
transport d'électrons dans le PSII aurait été identifié par
Miles et al. (1973). Ces auteurs ont observé gue le HgCl:
inhibait 1la photoréduction du DCPIP, du FeCN et du MV mais
n'taffectait pas le dégagement d'oxygeéne supporté par le DCPIP
et 1le FeCN. De plus, le mercure atténuait l'intensité de 1la
fluorescence en présence et en absence de DCMU. Par ces résul-
tats, les auteurs concluaient que le mercure accepterait les
electrons de Qa~. Cependant, un tel effet du mercure n'a

jamais été reconsidéré dans les travaux subséquents.

1.4 Etat actuel de la recherche sur les effets inhibiteurs du

cuivre sur le transport d'éeélectrons dans le PSII

Durant 1les vingt derniéres années, plusieurs auteurs ont
étudié 1les effets 1inhibiteurs du cuivre sur 1le transport
d'électrons dans les chloroplastes. Il apparait clair que 1le
principal site d'inhibition du cuivre dans la chaline de
transporteurs d'électrons se situe au niveau du PSII. Un
deuxiéme site d'inhibition a aussi été identifié au niveau de

la ferrodoxine oxido-réductase, sur le coté reéeductant du PSI,
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mals & des concentrations généralement supérieures a celles
requises pour inhiber 1la majeure partie de l'activité du PSII

1., 1972; Shioi et al., 1978; Samuelsson

(Cedeno-Maldonado et
et Oquist, 1980). Mentionnons que le complexe cytochrome b-£
serait aussi sensible & la présence de cuivre chez la cyano-

bactérie Anacystis nidulans (Singh et Singh, 1887). L'impor-

tance relative entre les sites d'inhibition varie selon le
matériel photosynthétique et/ou les méthodes utilisées et/ou
les auteurs. Ainsi, aucune affirmation a priori ne peut @&tre
faite gquant au principal site d'inhibition du cuivre dans 1la
chaine des transporteurs d'électrons.

Les résultats expérimentaux concernant spécifiquement
1'inhibition de l'activité du PSII par le cuivre montrent que
le principal site d'inhibition se trouve du coté oxydant aprés
le site de donation d'électrons du DPC (Cedeno-Maldonado,
1972; Shioi et al, 1978), et aprés le site d'inhibition de
l'acide 1linolénigque (Hsu et Lee, 1988). Ces résultats 1indi-
guent que le site principal d'inhibition du cuivre se tzrouve
prés de P680. Cette conclusion est confirmée par Rengenathan
et Bose (1989), qui ont observé gque 1le cuivre diminuait
l'intensité de la fluorescence chez des centre réactionnels de
PSII isolés et purifiés, dépourvus de Qa, de Q= et de
PQ. Par contre, d'autres auteurs ont affirmé que le complexe
de dégagement d'oxygéne était le site d'action du cuivre
(Vierke et Struckmeier, 1978; Bohner et al., 1S80).

La présence d'un seul site d'inhibition spécifique au

cuivre et bien défini au niveau du centre réactionel du PSII
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reste difficile & accepter puisque a) l'inhibition de l'acti-
vité du PSII par l'effet du cuivre est partiellement renverseée
par le DPC (Cedeno-Malnodano et al., 1972; Shioi et al.,
1978), b) l'addition du manganése renverse partiellement sous
certaines conditions 1'inhibition du PSII par le cuivre
(Habermann, 1969; Samuelsson et Oguist, 1980; Rengenathan et
Bose, 1989) et c¢) la baisse de fluorescence émise par le PSII
causée par le cuivre est partiellement renversée par le DCMU
(Shioi et al., 1978; Hsu et Lee, 1988). En rapport avec ce
dernier point, Mohanty et al. (1989) ont récemment observé par
les méthodes de thermoluminescence et de fluorescence retardée
un effet inhibiteur beaucoup plus fort en absence de DCMU
qu'en présence de DCMU. Toutes ces différentes observations
suggérent la présence d'autres sites d'inhibition du cuivre
sur le transport linéaire d'électrons dans le PSII, soit sur
le coté oxydant du PSII ou au niveau de Qs.

Vierke et Struckmeier (1977,1978) ont démontré gque l'effet
inhibiteur du cuivre sur l'activité du PSII résulte de 1la
fixation de 1'ion Cu2®* sur un résidu non-protoné d'une
protéine située preés du complexe de dégagement d'oxygéne.
Cette protéine ne serait pas directement impligquée dans le
transport d'électrons, mais des changements de conformation a
l'intérieur de la membrane subséquents & la fixation du cuivre
entrafneraient wune 1inhibition du transport d'électrons. En
s'appuyant sur cette conclusion, Mohanty et al. (1989) suggé-
raient que le cuivre causerait des modifications structurelles

au site Qs entrafnant une perte d'activité des PSII et wune
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baisse de la fluorescence variable.

En plus de la caractérisation du ou des sites d'action du
cuivre, 1le type d'inhibition du PSII par le cuivre reste &
8tre déterminé. Récemment, Hsu et Lee (1988) suggéraient, &
partir de 1la relative insensibilité de la montée 0-I de 1la
fluorescence, gque l'inhibition du PSII par le cuivre était de
type tout-ou-rien, c'est-a-dire gque le cuivre bloque l'activi-
té d'une fraction des PSII sans affecter les autres PSII.
Cependant, cette montée de fluorescence reflete la réduction
rapide des Qa par les PSII avant l'action des PSI (Govindjee
et Satoh, 1986). Donc, si une certaine proportion de PSII
était totalement 1inactivée par le cuivre, ceci devrait se
traduire par une baisse équivalente de la fluorescence au

niveau I.

1.5 Importance et objectifs de la recherche

La présence de cuivre et de mercure dans l'environnement
constitue une grande menace écologique. Ces métaux lourds peu-
vent entrainer une inhibition de la croissance du phytoplanc-
ton, le premier maillon de la chaine alimentaire aquatique, et
ainsi réduire la production de biomasse aux niveaux trophiques
supérieurs (Barnes, 1980). Il a été proposé que la photosyn-
thése est le premier processus physiologigque affecté par ces
inhibiteurs (Overnell, 1976). Il n'est donc pas surprenant de
constater que ces deux méfaux lourds soient les plus toxigues

autant pour la croissance du phytoplancton (Chiaudani et
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Vighi, 1978; Kessler, 1986) gue pour le transport d'électrons
photosynthétiques dans les membranes des chloroplastes,
notamment au niveau du PSII (Hsu et Lee, 1988).

Les métaux lourds, dont le cuivre et le mercure, ont déja
été présentés en tant gu'inhibiteurs spécifiques du transport
d'électrons photosynthétiques dans les thylacoldes (Trebst,
1981). Dans l'optique de cet auteur, leur utilisation serait
un outil servant a 1l'étude de la ségquence et des mécanismes
détailles du transport d'électrons dans les PSII. Cependant,
considérant les ambiguités présentées aux sections 1.3 et 1.4,
une telle utilisation de ces métaux lourds demande avant tout
une meilleure compréhension des effets inhibiteurs sur 1le
PSII. )

De plus, 1'intérét de cette étude ne se limite pas aux
métaux lourds, mals pourrait s'étendre a d'autres situations
limitantes o0& 1le transport d'électrons dans 1le PSII est
inhibe. En effet, les végétaux sont soumis dans leur milieu
naturel & divers stress environnementaux gqui, en plus des
métaux lourds, affectent le coté oxydant du PSII: mentionnons
par exemple le stress hydrique (Wiltens et al., 1978; Canaani
et al., 1986), 1les basses températures (Margulies 1972;
Kaniuga et al., 1978) et les fortes intensités lumineuses
(Powles, 1984). Ainsi, 1l'étude du transport d'électrons dans
les PSII inhibés par le cuivre et le mercure & des sites
d'inhibition apparamment différents, pourrait nous renseigner

sur l'existence d'un ou plusieurs mécanismes alternatifs de

transport d'électrons dans les PSII.
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L'état actuel des recheches sur les effets inhibiteurs du
cuivre et du mercure dans le PSII montre que plusieurs ques-
tions demeurent sans réponse et que certains points restent a
éclaicir. Dans <ce contexte, les 4 principaux objectifs de

cette recherche sont les suivants.

A- Caractériser le site et le mode d'action du mercure et du

cuivre sur le transport d'électrons dans le PSII.

I1 est généralement admis que le cuivre agit quelque part
au niveau du centre réactionnel du PSII. Cependant, Vierke et
Struckmeier (1978) ainsi gque Bohner et al. (1980) situaient
l'effet inhibiteur du cuivre au niveau du complexe de dégage-
ment d'oxygene. La méme confusion existe pour le mercure dont
l1'inhibition peut @8&tre renversée ou non par l'hydroxylamine
selon 1les conditions expérimentales (Honeycutt et Krogmann,
1972). 1I1 est donc important de localiser les sites d'inhibi-
tion de ces métaux lourds au niveau du PSII pour nos condi-
tions expérimentales afin de mieux comprendre 1les modifi-
cations observées sur le transport d'électrons dans le PSII.

De plus, 1les modes d'action du cuivre et du mercure sur
l'activité du PSII ne sont pas encore bien compris. Dans ma
recherche, il s'agira tout d'abord de démontrer si ces métaux
lourds inhibent complétement une guantité croissante de PSII
ou si tous les PSII sont graduellement inhibés par le cuivre
ou le mercure. Par le fait méme, il sera possible de dire
s'il existe différentes sensibilités entre certaines popula-

tions de PSII vis-a-vis les effets inhibiteurs de ces métaux
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louzrds.

B- Etudier les hétérogénéités fonctionnelles des PSII par

l'effet inhibiteur du mercure

La comparaison des sensibilités spécifigues de PSIIb et de
PSII de type non-Q= en fonction de 1la concentration de
mercure permettra d'estimer le degré de relation entre ces
deux populations. Pour ce qui est du cuivre, Renganathase et
Bose (1989) suggéraient gque celui-ci affectait seulement une
fraction des PSII a et/ou de type Qs. Cependant, par 1le
comportement de 1'ion cuivrigue en solution (Cotton et
Wilkinson, 1988), i1 est possible gque la précipitation du
cuilvre & des concentrations de quelques dizaines de micromo-
laire soit un artéfact important invalidant une part de leurs

résultats (voir section 3.6).

C- Démontrer les interactions du mercure et du cuivre sur le

cytochrome b-559
Le 18le du cytochrome b-559 dans l'activité du PSII est

encore aujourd'hui trés énigmatique (Ortega et al., 1989).
Cependant, plusieurs traitements affectant le PSII +transfor-
ment wune partie du cyt b-559 HP en cyt b-559 LP, ce qui
s'accompagne d'une perte d'activité du PSII. La caractérisa-
tion redox du cyt b-559 et les mesures de photoréduction du
cyt b-559 en présence de cuivre et de mercure nous indiqueront

le type d'interaction possible entre ces métaux et le cyt-559.
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Par conséquent, il sera possible d'apporter une contribution
significative dans la compréhension de la nature des modifica-
tions induites ©par le cuivre et le mercure sur le transport
dtélectrons du PSII. Par exemple, je tenterai d'identifier la
présence de transport cyclique autour du centre réactionnel ou
de déduire un changement conformationnel de la structure du

PSII.

D- Démontrer l'inactivation des transitions d'états suite a

l1'inhibition du PSII par le cuivre

L'illumination des thylacoides en absence d'accepteur
d'électrons entrafne la réduction des PO et la stimulation de
l'activité de 1la kinase. L'addition d'ATP & une telle
suspension de thylacoldes permet la phosphorylation des CCL
associés au PSII et leur migration vers 1le PSI. Cette
migration des CCL-II entraine une baisse d'activité du PSII,
observable par une baisse de la fluorescence variable (Horton
et Black, 1982; Fork et Satoh, 1986). En présence de cuivre,
dont le principal site d'action dans la chafne des
transporteurs d'électrons se trouve au niveau de PSII, la
capacité de ces derniers a réduire l'ensemble des molécules de
PQ devrait etre grandement diminuée. Quant au mercure, son
effet marqué au niveau de la plastocyanine tel gqu'observé dans
des conditions in vitro (Kimimura et Katoh, 1972, Trebst,
1981) risque de modifier le transport d'électrons entre les
deux photosystémes et ainsi affecter les transitions d'états.

Dans ce contexte, je chercheral a démontrer les interactions
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entre 1'inhibition du PSII par le cuivre et les mecanismes de
régulation de la distribution de l'énergie d'excitation entre

les deux photosysteémes.
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CHAPITRE 2: MATERIELS ET METHODES

2.1 Matériel biologigue

2.1.1 Culture et préparation des algues

Les algues du genre Dunaliella sont des algues microscopi-

gues, unicellulaires, faisant partie de l'ordre des Volvoca-
les, division Chlorophyta. Les cellules contiennent un seul
chloroplaste occupant environ 50% du volume cellulaire. Leur
principale caractéristique qui les distingue des autres Volvo-
cales est 1l'absence d'une paroi cellulaire cellulosique
rigide. La cellule est Eéparée du milieu externe gque par une
membrane plasmique (Ben-Amotz, 1980; Aoki et al., 1986). Par

ses caractéristiques, D.tertiolecta est donc idéale pour

étudier in vivo les effets du cuivre et du mercure sur les
propriéteées du transport d'électrons dans les PSII.

Les algues utilisées proviennent de la "North East Pacific
Culture Collection”™ de l'université de la Colombie-Britannique
& Vancouver. Elles ont été cultivées dans le milieu de culture
élaboré par Harrison et al. (1980), contenant les sels, les
micro-eléments et les vitamines nécessaires a la croissance
des algues. Une seule modification a été apportée au milieu
original, soit 1l'addition de 10 mM du tampon HEPES pour
maintenir 1le pH & prés de 7.5 au cours de la culture. La
température de croissance était maintenue & 18<C. L'illumi-

nation continue d'une intensité d'environ 10 mW/m2 était
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assurée par des tubes fluorescents de marque "Gro and Sho" de
General Electric.

Lors des expériences, les cultures étaient récoltées aprés
4 Jours de croissance par une centrifugation & 3000Xg pendant
2 minutes. Ensuite, les algques étaient lavées deux fois avec
du milieu de culture frais, mais od les microéléments et les
vitamines étaient absents afin d'éviter des interactions
chimiques (chélation, complexation) avec le cuivre ou le
mercure. Les algues étaient finalement resuspendues dans 1le
milieu modifié a wune concentration précise de Chl totale,
déterminée dans 1l'acétone 80% selon la méthode décrite par
Strain et al. (1972). Pour les traitements avec le cuivre ou
le mercure, les algues étaient adaptées a 1l'obscurité pendant
30 minutes, puis incubées toujours a l'obscurité en présence

de différentes concentrations de cuivre ou de mercure.

2.1.2 Culture des plantules d'orge et préparation des thyla-

coldes

L'orge utilisée provient d'un producteur local de semence
(St-Grégoire, Qc). Apreés stérilisation superficielle des
graines avec du peroxyde d'hydrogéne 3% pendant 15 min,
celles-ci étaient semées dans des bacs de vermicullite.
L'illumination était fournie par des lampes au sodium a haute
pression et la température était de 22-24<C. Les plantules
étaient arrosées gquotidiennement avec l'eau du robinet sans

apport nutritif autre que les réserves endogénes des graines.
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Dans ces conditions facilement reproductibles, les plants
d'orge étaient récoltés aprés 8 jours de croissance pour
l'isolation des fragments de thylacoides.

Les principes de la méthode d'isolation des thylacoides
sont ceux décrits par Walker (1971) et les solutions sont
celles utilisées par Deng et Melis (1986), exception faite du
milieu de resuspension utilisé lors des expériences. Premiére-
ment, la partie supérieure (partie déroulée) des feuilles (100
g) est coupée plus ou moins finement puis mélangée & 250 ml de
la solution de broyage & 0°C, dont la composition est donnée
au Tableau 1. Les segments de feuilles sont broyés & 1la
vitesse maximale pendant 15 secondes dans un broyeur domesti-
gque muni de lames additiénnelles. La suspension résultante est
filtrée dans un filtre dont le diamétre des pores est de 1lmm
afin d'éliminer les débris de feuilles, et filtrée & nouveau a
l1'aide d'un filtre ayant des pores de 25 um. Le filtrat, qui
contient 1les chloroplastes et les autres organelles du cyto-
plasme, est centrifugé & 3000Xg pendant 5 minutes pour isoler
les chloroplastes. Ceux-ci sont ensuite resuspendus dans

environ 10 fois leur volume dans un milieu hypotonique, afin

de Dbriser par un choc osmotique l'enveloppe des chloroplastes
et ainsi 1libérer le stroma et les fragments de thylacoldes.
Une derniére centrifugation & 5000Xg pendant 5 minutes permet
de récupérer les fragments de thylacoides, qui sont resuspen-
dus dans un volume minimal de solution de conservation. Les
thylacoides étaient congelés tel quel & -130°C jusqu'a leur

utilisation.
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Tableau 1. Composition chimigque des solutions utilisées pour
l'extraction, 1la conservation et la resuspension des

fragments de thylacoides.

A Milieu de brovage: Tricine-NaOH (pH 7.8) ----- 50 mM
Sucrose -~—----—-——-——————-—--- 400 mM

NaCl ----—--————————— === 10 mM

MgClz ---------~-- - ——— 5 mM

B Milieu de lavage: Tricine-NaOH (pH 7.8) ----- 20 mM
NaCl ------------=-——=——-—--~ 10 mM

T MgClz ———mmmmmm e 5 mM

C Milieu de conservation: HEPES-NaOH (pH 7.8) ------- 20 mM
Sucrose —-—-—--—----————----— 400 mM

NaCl -----—---—-----—--—--- 10 mM

Ethyléne-glycol ------- 30% (v/v)

D Milieu de resuspension: HEPES-NaOH (pH 7.5) --~--- 20 mM
Sucrose -—-—~—--——-—--——--—- 100 mM

NaCl ----—-—---—=----—==——--- 10 mM

MgClz ----—————-—=————=—~——— 5 mM

Pour 1les traitements avec le cuivre ou le mercure, les

thyalcoides étaient resuspendus dans une solution de resuspen-
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sion (voir Tableau I) a une concentration désirée en Chl (voir
conditions expérimentales, sections 2.2.1 et 2.2.2). Les
thylacoides étaient ensuite incubés pendant 15 minutes a
20°C en présence de différentes concentrations de cuivre ou

de mercure. Pour la solution de resuspension, les modifica-
tions par rapport a celle de Deng et Melis (tampon HEPES a pH
7.5 au 1lieu de Tricine pH 7.9) s'expliquent par 1'absence
d'interaction de 1'HEPES avec les métaux lourds dont le cuivre
(Rengenathan et Bose, 1989) et le pH moins alcalin 1limitant
les 1interactions du cuivre avec les ions hydroxyls (Cotton et

Wilkinson, 1988).

2.2 Méthodes analytiques

Dans ce travail, trois principales méthodes d'analyse ont
été utilisées: la polarographie, la fluorospectroscopie et 1la
spectrophotométrie. Les principes de base de ces méthodes
sont 1ici présentés en relation avec le transport d'électrons

reliés au PSII.

2.2.1 Dégagement d'oxygene mesuré par polarographie

L.'oxygéne est 1libéré 1lors de la photolyse de 1l'eau au
niveau du complexe de dégagement d'oxygéne suite au transport
d'électrons amorcé dans le PSII (section 1.2.1). Ainsi, la
détermination du taux de dégagement d'oxygéne est une indica-

tion du taux de transport d'électrons dans les thylacoides. Le
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systéme pour mesurer l'oxygéne produit est une électrode de
type Clark (Yellow Spring Instr.) constituée d'une anode en
argent et d'une cathode en platine reliées par un pont d'élec-
trolytes (KCl). Ce systéme est séparé du milieu de réaction
contenant le matériel photosynthétique par une membrane permé-
able & 1l'oxygéne. Lorsgu'un voltage suffisant (600-700 mV)
est appliqué sur l'électrode, 1l'électrode polarisée réduit
l'oxygéne & 1la surface du platine en formant du peroxyde
d'hydrogéne. Les électron perdus par le platine tendent 4§
dissiper la différence de potentiel (voltage) entre l'anode et
la cathode lorsque les éelectrons sont donnés a l'oxygéne. Le
courant électrique gul en découle est donc directement relié a
l'oxygéne consommé au niveau de la cathode. Si la solution de
réaction est agitée convenablement, ce courant (acheminé a un
amplificateur relié a un enregistreur) est directement propor-
tionnel & 1la concentration de 1'0z= en solution (Delieu et
Walker, 1972). La calibration du systéme est possible par
l'addition de quelqgues <cristaux de dithionite de sodium
(Naz8204) dans le milieu de reaction, qui réagit rapide-

ment pour éliminer complétement 1l'oxygéne présent dans 1le
milieu. La différence de signal enregistré correspond a 1la
concentration de 1l'oxygéne dans l'eau saturée.

Le dégagement d'oxygene a donc été mesuré avec les algues
intactes et les thylacoldes pour déterminer le degré d'inhibi-
tion de 1l'activité du PSII. La concentration en Chl totale
pour les algues et 1les thylacoldes était de 20 wug Chl

totale/ml. Pour 1les algues resuspendues dans leur milieu de
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culture modifié et incubées en absence ou en présence de
mercure ou de culvre, aucun accepteur artificiel d'électrons
n'a été ajouté. Cependant, pour 1le dégagement d'oxygéne
produit par les thylacoldes (gui sont dépourvus d'accepteurs
d'électrons terminaux), 1la para-benzoguinone, p-BQ (1 mM),
était ajoutée dans le milieu de réaction. En l'absence de ADP
et de l'ion phosphate, la photophosphorylation est inhibée et
l'accumulation des protons dans le lumen ralentit 1l'activité
du complexe de dégagement d'oxygeéne. Pour obtenir 1le taux
maximal de transport d'électrons, le découpleur NH.Cl (1 mM)

a été ajouté Juste avant lt'illumination pour empé&cher 1la
formation d'un gradient de protons dans 1les thylacoldes

(Popovic et al., 1984).

2.2.2 Mesure et analyse de la fluorescence

A) Fluorescence & la température de la pliéce

L'analyse de 1l'induction de la fluorescence variable est
un outil puissant pour étudier les phénoménes de transport
d'électrons dans les thylacoldes (Papageorgiou, 1975; Krause
et Weis, 1984; Govindjee et Satoh, 1986; voir aussi section
1.2.2). Les courbes d'induction de fluorescence émises par les
algues ou les thylacoldes ont été mesurées a l'aide d'un fluo-
rimétre A& sphére intégrante (Morissette et al., 1988). Les
échantillons adaptés & l'obscurité étaient illuminés avec une

lumiére verte (475 & 550 nm) produite par la combinaison des
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filtres C8 4-96 et CS 3-71, et ayant une intensité d'environ
3.5 W/m2. Selon van Gorkom (1986), une excitation plus homo-
gene des thylacoldes est obtenue avec une lumiére verte compa-
rativement & une lumiére bleue. Ensuite, a l'alide des filtres
Corning CS-2-64 et CS-7-59 placés devant un détecteur optique
Devar 539-01-5, le signal isolé de la fluorescence émise était
mesuré, pré-amplifié puis acheminé a un oscilloscope analogue
digital (Nortwest Instr. Syst. Scope-85)., Les données
numériques étaient alors enregistrées sur disquette & 1'aide
d'un Apple-Ile, pour une analyse numérique subséguente.
L'intensité de 1la fluorescence mesurée est composée des
fluorescences constante et variable. Pour distinguer ces deux
parties, 1le niveau Fo a_été évalué selon la méthode de Moris-
sette et Popovic (1987), par l'extrapolation de la courbe de
fluorescence mesurée sur les premiéres 20 ms jusqu'a 1l'ordon-
née., Grace & un logiciel d'analyse (Morissette, comm. person-
nelle), l'aire complémentaire (voir section 1.2.2) a été
évaluée par l'intégration de\]AFmax - F(t) dt entre le temps
zéro et le temps requis pour atteindre le niveau Fp (Malkin et
al., 1981) (Fig.llA). Le taux de photoréduction de l'accepteur
primaire Qa a été estimé par la pente "K" de la partie liné-
aire de la courbe définie par le 1n [Fmax-F(t)] en fonction du
temps (Manodori et Melis, 1986) (Fig.l1l1B). La proportion des
PSIIb a été évaluée selon la méthode de Melis et Homann
(1975), A& partir des courbes d'induction de fluorescence émi-
ses par des algues traitées avec le DCMU. L'analyse semiloga-

rithmique de 1l'accroissement de 1l'aire complémentaire en
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Fig.11l Analyse des principaux paramétres de fluorescence. A)

L'aire complémentaire calculée parJf[Fmax—F(t)]dt, B) 1le
taux de photoréduction de Qa estimé par la pente du 1n

[Fmax-F(t) et C) analyse semilogarithmigue de 1l'accroisse-
ment de l'aire complémentaire & partir d'une courbe typique

d'induction de fluorescence en présence de DCMU.



49

fonction du temps montre deux phases distinctes, une rapide et
une lente. L'extrapolation de la phase lente jusgu'a l'ordon-
née (temps = 0) donne la proportion des PSIIb contribuant & 1la
photochimie totale des PSII (Voir Fig.llcC}).

Quant & la proportion des PSII de type non-Qs, elle sera
déterminée par 1le rapport FveI/Fv, ol Fv®I représente
l'intensité de la fluorescence entre les niveaux O et I, et Fv
représente 1'intensité de la fluorescence variable totale,
soit 1la différence entre l'intensité maximale de fluorescence
au niveau Fp et la fluorescence constante Fo (Cahen et al.,
1976; Butko et Szalay, 1985; Guenther et al., 1988).

B) Fluorescence & basse température (77 °©=K)

Les spectres d'émission de fluorescence & basse températu-
re (77°K) sont utilisés pour distinguer 1les changements
dans la distribution de 1l'énergie d'excitation entre les deux
photosystémes (Krause et Behrend, 1983; Mawson et Cummins,
1986). La figure 12 présente un spectre typigue d'émission de
fluoxrescence obtenu & 779K, caractérisé par trois Dbandes
majeures A 685, 695 et 735 nm. Ces bandes correspondent
respectivement & 1'émission de fluorescence originant du
CCL~II, aux Chl du centre réactionnel du PSII et & celles du
centre réactionnel du PSI (Krause et Weis, 1984; Briantais et
al., 1986). Les spectres d'émission de fluorescence & 77°K
ont été mesurés & l'aide d'un spectrofluorimétre SPEX Datamate

DM1. Un volume 200 ul d'une suspension de thylacoldes & 7 ug



50

735

- |
b4

°

N~

=

{ Fluorescein)
535 635

w I !

(&S]

Zz 68571

w

o

[%2]

w

o

o

2

-

[T

] } ] |
500 600 700 800

LONGUEUR D'ONDE (nm)

Fig.l12 Spectre caractéristique d'émission de fluorescence me-
suré a 772K chez des thylacoides.

Chl/ml placées entre deux lamelles de verre était immergé dans

l'azote liguide puis illuminé & 450 nm. La fluorescence était

mesurée entre 650 et 750 nm. Les rapports des pics de

fluorescence a 735/695 1indique la proportion de 1'énergie

d'excitation présentes dans le PSI par rapport au PSII.

2.2.3 Spectrophotométrie par différences d'absorbance

Le taux de réduction et 1'état d'oxydo-réduction du cyt
b-559, ainsi que le changement électrochromique C-550 associé
a4 la photochimie du PSII ont été mesurés avec un spectrophoto-
métre Aminco DW-2000 en mode "Dual". Dans ce mode d'opération,
deux faisceaux monochromatiques modulés sont passés dans une
méme cuvette contenant la suspension de thylacoides. Apreés

l'absorption des faisceaux par l'échantillon, le signal résul-
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tant au niveau d'un tube photomultiplicateur était résolu en
ses deux composantes. La différence d'absorbance entre ces
celles-ci était finalement mesurée (anonyme, 1987).

La forme réduite du cyt b-559 montre un pic d'absorption
caractéristique & 559 nm (Bendall, 1582; Bendall et Rolfe,
1987). La différence d'absorbance & cette longueur d'onde par
rapport au point isobestique du cyt b-559 (570nm) indique donc
son degré de réduction. Lors des mesures de photoréduction,
les thylacoldes étaient illuminés par une lumiére passée &
travers un filtre d'eau puis un filtre 1rouge CS2-64. Un
diaphragme mécanique contr8lait 1l'illumination de la cuvette
contenant 1les thylacoides. Le tube photomultiplicateur était
protégé par les filtres CS3-71 et CS4-96.

Les autres mesures spectrophotométriques effectuées
concernaient 1le changement électrochromique mesuré entre 540
et 550 nm. Ce changement d'absorbance (C550) est interprété
comme résultant de l'accumulation de charges au niveau de Qa
causant, par l'influence d'un champs électrique localisé dans
le centre réactionnel apres la séparation de charge, un chan-
gement électrochromique d'une molécule de Phéo-a intimement
associée au centre réactionnel (van Gorkom, 1974; Melis et
Schreiber, 1979; Jursinic et Dennenberg, 1388). La différence
d'absorbance entre 1les faisceaux 540 moins 550 nm a été
mesurée chez les thylacolides traités avec 0.5 mM FeCN, 0.5 uM
gramicidine et 10 uM DCMU afin d'éliminer les contributions au
changement d'absorbance causées par le cytochromes b/f, 1le

P700 et un autre effet électrochromique associé au gradient de
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protons dans 1les thylacoides (Melis et Schreiber, 1979;
Jursinic et Dennenberg, 1988). Les conditions d'illuminations
des thylacoides 1lors de ces mesures étaient 1identiques &

celles utilisées pour la photoréduction du cyt b-559.
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CHAPITRE 3: RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Caractérisation de 1'inhibition de l'activité du PSII par

le mercure chez Dunaliella tertiolecta

Les premieres études portant sur les effets inhibiteurs du
mercure sur 1le transport d'électrons dans les chloroplastes
ont indiqué gue le ou les principaux sites d'inhibition du
mercure se trouvent au niveau du PSI (Kimumura et Satoh, 1972;
Honeycutt et Krogmann, 1972). Cependant, ces auteurs ont
aussi identifié un autre site d'inhibition du mercure sur le
coté oxydant du PSII. L'importance de ce site d'inhibition

est demeurée sous-estimée malgré les résultats de de Filippis

et al. (1981), démontrant chez Euglena gracilis que ce site
d'inhibition était plus important gque celul au niveau de 1la
NADP-ferrodoxine oxido-réductase (PSI). Par ailleurs, d'autres
auteurs ont suggéré un effet du mercure sur le coté rédugteur
du PSII (Radmer et Kok, 1975; Miles et al., 1973). Dans ce
contexte, 1l'objectif de cette section est de caractériser 1le
site ainsi que le mode d'action du mercure au niveau du PSII

chez Dunaliella tertiolecta.

La Fig.13 montre l'activité en dégagement d'oxygéne des

cellules de Dunaliella tertiolecta en fonction du temps

d'incubation, en présence de 50, 100 et 200 uM de HgCl=z. Ces
concentrations de mercure peuvent sembler élevées comparative-
ment & celles retrouvées dans les milieux aquatiques contami-

nées. Ceci s'explique par la grande concentration cellulaire
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utilisée 1lors de ces essais comparativement a celle retrouvée
en milieu naturel. En effet, Kimimura et Katoh (1972) ont
démontré que l'effet inhibiteur du mercure sur le PSII était
fonction du rapport Chl/mercure. Le pattern d'inhibition est
différent selon la concentration utilisée. A 200 uM, le déga-
gement d'oxygéne diminue de fagon presque linéaire avec le
temps d'incubation et 1'inhibition est complete apreés 15
minutes. A 100 uM, l'inhibition est initialement retardée mais
est totale aprés 60 minutes d'incubation. Cependant, chez les
cellules traitées avec 50 uM HgClz, il y wune stimulation

évidente du dégagement d'oxygéne qui est maximale a 20 minutes
d'incubation. Cette stimulation du dégagement d'oxygéne serait

attribuée & l'effet du mercure sur le coté réducteur du PSII
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Fig.13 Dégagement d'oxygéne par les cellules de Dunaliella

tertiolecta en fonction du temps d'incubation en présence de

50 (e ), 100 (m) et 200 (A ) uM HgCl=:.
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tel gque suggéré par Miles et al. (1973). Dans ce «cas, le
mercure accepterait les électrons de Qa. Par conséquent, le
mercure pourrait temporairement prévenir l'effet limitant sur
le dégagement d'oxygéne causé par la saturation de la chatne
des transporteurs d'électrons au-deld du coté réducteur du
PSII. Cette stimulation est annulée a des temps d'incubation
supérieurs a 20 minutes, lorsque 1l'inhibition du complexe de
dégagement d'oxygéne devient dominante. Une telle interpréta-
tion du phénoméne observé s'appule sur le fait que 1le slte
Qa se trouve en contact avec le stroma tandis que le comple-
xe de dégagement d'oxygéne est situé dans le lumen des thyla-
coides (Ort, 1986). Ainsi, lorsgque le temps d'lncubatlon est
insuffisant pour obtenir un équilibre transmembranaire des
concentrations de mercure dans les thylacoldes, 1'effet du
mercure au niveau de Qa serait prédominant. Puisque
l'intéret de ce travail portait principalament sur 1'effet
inhibiteur du mercure sur l'activité du PSII, un temps d'incu-
bation suffisant a été utilisé par la suite afin d'obtenir
l'effet inhibiteur maximal (75 min.), et ainsi éliminer cet
effet artificiel et temporaire du mercure sur l'activité du
PSII.

Les taux relatifs de dégagement d'oxygéne des algues

D.tertiolecta incubées pendant 75 minutes en présence de

différentes concentrations de HgClz sont présentés a 1la
Fig.1l4. Une inhibition de 50% est observée & 40 uM tandis qu'a
80 uM HgClz, le dégagement d'oxygéne était totalement inhi-

bé. Ces concentrations sont inférieures & celles obtenues par
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Overnell (1976), determinées aprés seulement 15 minutes

présence de

d'incubation des cellules de D.teriolecta en
HgClz2. Une telle différence met en évidence l'importance du
temps d'incubation dans 1l'évaluation des effets inhibiteurs du

mercure sur l'activité photosynthétique.

L'effet du mercure sur les courbes d'induction de fluores-

cence émises par les cellules de D.tertiolecta 1incubées en

présence de différentes concentrations de HgClz est présente
a la Fig.l1l5. Lorsque la concentration de mercure est graduel-

lement augmentée jusqu'ad 80 uM, la fluorescence variable est
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Fig. 14 Dégagement d'oxygéne des cellules de Dunaliella

tertiolecta incubées pendant 75 minutes en présence de dif-

férentes concentrations de HgCl=.
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progressivement atténuée tandis gque le niveau Fo demeure
inchangé. Ceci indigque gue les CCL ne sont pas altérés par
les concentrations de mercure utilisées dans ce travail. Il
est & remarquer que le degré d'atténuation de la fluorescence
au niveau Fp est supérieur a celui observé au niveau F:. Il

est admis que la montée de fluorescence O-I reflete l'activiteé

des PSII de type non-Qs (Butko et Szalay, 1985; Chylla et

5 — P Controle

FLUORESCENCE ( unités arb.)
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Fig.1l5 Courbes d'induction de fluorescence émise par les cel-
lules de Dunaliella tertiolecta incubées en présence de
différentes concentrations de HgClz. Les numéros indiquent

la concentration de HgCl=z en uM.



58

Whithmarsh, 1987; Guenther et a., 1988). La plus faible
sensibilité de la montée de fluorescence 0-I par rapport a la
montée D-P suggeére que la proportion des PSII reliés de 1la
chaine de transport d'électrons est plus sensible & 1l'effet
inhibiteur du mercure gue les PSII non-reliés. Ceci
expliquerait 1la différence entre l'inhibition totale du
dégagement d'oxygéne a4 80 uM (Fig.l4) alors gqu'une partie
appréciable de la fluorescence est toujours présente & cette
concentration. Cet aspect de 1'hétérogénéité fonctionnelle
des PSII wvis-a-vis l'effet inhibiteur sera étudié en détail
dans la partie 3.3.

La Fig.1l6 montre les pourcentages des intensités de fluo-
rescence variable mesuréé en présence et en absence de DCMU en
fonction de 1la concentration de HgClz. Dans les deux cas,
une baisse importante de la fluorescence est observée entre 30
et 50 uM de HgClz. La fluorescence tend vers un minimum a
des concentrations de HgCl: supérieures a 50 uM. De plus, il
est important de noter que la valeur 1-(Fo/Fp) est diminué par
le mercure (de la méme fagon que Fv). Cette valeur représente
le rendement photochimique de la fluorescence, et est donc une
estimation valable du rendement gquantique des réactions photo-
chimiques du PSII (Malkin et al., 1981). La baisse de 1la
fluorescence variable observée en présence de DCMU, isolant le
PSII de la chatne de transport d'électrons, peut &tre inter-
prétée comme un effet inhibiteur du mercure soit sur le cote
oxydant du PSII ou soit au niveau du centre réactionnel du

PSII (Butler 1972; Popovic et al., 1988). De plus, la grande
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Fig.1l6 Pourcentages des intensités de la fluorescence variable

mesureée en présence et en absence de DCMU en fonction de 1la

concentration de HgClz: chez D.tertiolecta.

similitude entre la baisse de fluorescence avec et sans DCMU

montre gque 1'inhibition du PSII mesurée par la fluorescence

est principalement 1liée & 1l'inhibition de la photochimie du

PSII, et non pas & la formation du gradient transmembranaire

de protons causant une baisse de fluorescence ("energy-

guenching”") (Krause et Weis, 1984).

Dans le but d'identifier le site d'inhibition du mercure

au niveau du PSII, les courbes de fluorescence ont été mesu-

rées en présence de DCMU lorsque le donneur d'électrons au

centre réactionnel du PSII était l1'eau ou 1l'hydroxylamine

(Pig.17). L'hydroxylamine & une concentration de 10 mM inhibe

complétement 1le dégagement d'oxygéne chez les cellules de

D.tertiolecta (résultats non présentés). A cette concentra-
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tion, 1l'hydroxylamine agit comme donneur d'électrons en
réduisant 1le donneur primaire Z du PSII (Cheniae et Martin,
1971). Une intensité équivalente de fluorescence était mesu-
rée lorsque l'eau et l'hydroxylamine servaient comme donneur
d'électrons. Le plus 1long temps requis pour atteindre 1le
niveau maximal de fluorescence en présence de l'hydroxylamine
est attribué a sa plus faible efficacité a fournir les élec-
trons au centre réactionnel (Deehan et al., 1976). Les courbes
de fluorescence de la Fig.l7 montrent que le mercure abaisse
l'intensité de 1la fluorescence lorsque l'eau est le donneur

d'électrons, mais l'intensité de la fluorescence est restaurée

presque complétement chez les algues en présence de hydroxyl-
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Fig.17 Courbes d'induction de fluorescence mesurée en présen-
ce de DCMU chez des algues traitées ou non avec différents
additifs: A) contréle, B) NHzOH 10 mM, C) HgCl=z 50uM et

D) NHzOH 10 mM + HgClz 50 uM.



61

amine. Ces résultats indiquent que le site d'inhibition du
mercure sur le coté oxydant du PSII chez D.tertiolecta se
trouve au niveau du complexe de dégagement d'oxygéne. Cette
conclusion confirme les résultats obtenus par de Filippis et
al. (1981), gqui observaient wune restauration d'activité
spécifique au PSII par l'addition du donneur d'électrons

diphénylcarbazide (DPC) chez Euglena gracilis.

Les résultats présentés a la Fig.1l8 nous permettent de
déterminer si 1'inhibition du PSII par le mercure est de type
tout ou rien, c'est-a-dire si le mercure inhibe complétement
une fraction des PSII ou si tous les PSII sont graduellement
inhibés par le mercure. Une telle déduction est possible par
une combinaison originaie des mesures du taux de photoréduc-
tion de 1l'accepteur primaire du PSII Qa d'une part, et
d'autre part, de l'aire complémentaire. Le taux de photoréduc-
tion des Qa (voir section 2.2.2) a été estimé par la pente K
des droites semilogarithmiques 1ln [Fmax-F(t)] en fonction du
temps (Manodori et Melis, 1986). Il est évident que le mercu-
re n'affecte pas le taux de photoréduction des Qa associés
aux centres réactionnels photochimiquement actifs. Cependant,

l'activité photochimique des PSII chez 1les cellules de

D.tertiolecta, estimée par l'aire complémentaire en présence

et en absence de DCMU, est diminuée suite a 1l'incubation en

présence de mercure (Fig.18). L'aire complémentaire est prop-
ortionnelle a la guantiteé d'accepteurs d'électrons
photochimigquement réduits (Lavorel et al., 1986). En présence

de DCMU, cette quantité d'accepteurs d'électrons est limitée a
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Fig.1l8 Taux de photorééuction de Qa évalué en présence de

DCMU par la pente de 1n [Fmax-F(t)] en fonction du temps et

aire complémentaire mesurée en présence et en absence de

DCMU chez des cellules d'algues incubées avec différentes

concentrations de HgCl-.

l'accepteurs primaire Qa. Puisqu'il n'existe gqu'un seul Qa

par centre réactionnel, 1l'aire complémentaire mesurée en

présence de DCMU est donc proportionnelle & la quantité de

centres réactionnels photochimigquement actifs. Cette relation

est valide si et seulement si le taux de photochimie n'est pas

affecté (Malkin et al., 1981; Lavorel et al., 1986). Considé-

1) gue le taux de photochimie du PSII n'est pas affecté,
le

rant

2) que le rendement photochimique du PSII est diminué par

mercure {(voir discussion des résultats de la Fig.l1l6) et 3) la
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quantité d'accepteurs d'électrons photoréduits (telle qu'esti-
mée par l'aire complementaire) est diminuée par le mercure,
nous pouvons donc conclure de fagon claire qu'une partie
seulement des centres réactionnels du PSII est totalement
inactivée par 1le mercure alors que 1l'autre partie semble
intacte. Ces résultats supportent le modeéle actuel de 1l'orga-
nisation fonctionnelle entre le complexe de dégagement
d'oxygéne et 1le centre réactionnel du PSII (Martin et Ort,
1982).

Les 1résultats de la Fig.1l8 montrant 1'inhibition par le
mercure de 1l'aire complémentaire mesurée en presence et en
absence de DCMU fournissent deux informations additionnelles.
Tout d'abord, 1la baisse de l'aire complémentaire observée en
présence de DCMU exclue la possibilité que dans nos condi-
tions, le mercure accepte de fagon significative les électrons
de Qa, tel que proposé par Miles et al. (1973) chez des
chloroplastes d'épinards. Deuxiémement, l'aire complémentaire
mesurée en absence de DCMU est inhibée dans une plus grande
proportion que celle mesurée en présence de DCMU. Ceci suggere
donc la présence d'autre(s) site(s) d'inhibition de faible
importance du mercure au-dela de Qa. De plus, cette
observation confirme que le PSII est le site le plus sensible

au mercure dans la chatine de transport d'électrons

photosynthétiques chez D.tertiolecta.
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3.2 Analyse de la baisse de 1a fluorescence variable causée

par le mercure selon la méthode Stern-Volmer modifiée

L'ensemble des résultats précédents décrivent les caracté-
ristiques de l'effet inhibiteur du mercure sur 1l'activité des
PSII chez D.tertiolecta. Dans nos conditions, le mercure a un
effet inhibiteur au niveau du complexe de dégagement d'oxygeé-
ne, ce gui induit une inactivation du centre réactionnel asso-
cie, et conséguemment, la baisse de la fluorescence émise par
les PSII.

Une caractérisation plus précise de 1l'atténuation de 1la

fluorescence causée par le mercure chez D.tertiolecta demande

de nouveaux paramétres ﬁécessaires a une meilleure compréhen-
sion de 1'inhibition du PSII par le mercure. Récemment, il
fat démontré que 1la méthode d'analyse Stern-Volmer peut
adéquatement fournir des paramétres utiles & la compréhension
des mécanismes responsables de l'atténuation de la fluorescen-
ce dans les chloroplastes (Karuktis et al. 1987, 1988). Les
résultats qui suivent découlent d'une application nouvelle et
originale de 1l'analyse Stern-Volmer permettant de mieux
comprendre 1l'effet inhibiteur du mercure sur le PSII.

Tout d'abord, la Fig.1l9 présente d'une fagon détaillée les
pourcentages de fluorescence variable en fonction de la con-
centration de mercure chez les celulles d'algues traitées avec
le DCMU. Les cellules ont été incubées & l1l'obscurité pendant
30 minutes et ensuite incubées pendant 15, 30, 45, 60 ou 75

minutes toujours & l'obscurité en présence de différentes con-
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centrations de HgCl=. La baisse de fluorescence est dépen-

dante du temps d'incubation et de la concentration de mercure.
La forme des courbes des pourcentages de Fvmax en fonction de
la concentration de mercure pour les différents temps d'incu-
bation est similaire, 1indiquant que le temps d'incubation
n'influence pas le pattern d'inhibiton du PSII par le mercure.
De plus, il est important de noter gque peu importe la concen-
tration de mercure ou le temps d'incubation utilisés, 50% de
la fluorescence variable ne peut &tre atténuée. A la Fig.20,
nous constatons gue la concentration de HgCl: requise pour

abaisser de 50% la fluorescence variable diminue lorsque le

temps d'incubation augmente. Il semble gu'un temps d'incuba-
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Fig.19 Pourcentages de la fluorescence variable mesurée en
présence de DCMU émise par des cellules de D.tertiolecta
incubées en présence de différentes concentrations de
HgCl= pendant 15 (A), 30 (e), 45 (m), 60 (&) et 75 (0O

min.
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Fig.20 Concentration de HgCl: requise pour atténuer 50% de

la fluorescence variable en fonction du temps d'incubation

tion supérieur a 75 minutes ne change pas de fagon appréciable
la concentration de HgCl: requise pour abaisser 50% deFvmax,
indiquant qu'un équilibre entre les concentrations interne et
externe de mercure est atteint. La forme exponentielle de 1la
relation entre 1le temps d'incubation et la concentration de
HgClz requise pour abaisser 50% de Fvmax est similaire a la
cinétique typique de 1'augmentation de 1la concentration
intracellulaire d'un soluté diffusant dans une cellule (Walker
et Pitman, 1976). Par conséquent, il est évident que 1la
concentration intracellulaire de Hg®* (responsable de 1la
baisse de la fluorescence) atteint un équilibre peu aprés 75
minutes d'incubation.

Pour analyser 1la baisse de fluorescence induite par le
mercure, l'égquation classique de Stern-Volmer £fut utilisée:

Io/I = 1 + KsvIQ]l (1)
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ol Io et I représentent respectivement 1l'intensité de fluores-
cence variable en absence et en présence de mercure (le "Quen-
chexr"), Ksv est la constante de Stern-Volmer et [Q] est 1la
concentration de HgCl= (Lakowicz, 1984; Karuktis et al.,

1987, 1988). Les courbes résultantes pour les différents temps
d'incubation ont une forme sigmoldale et montrent un plateau a
Io/I = 2.0 (Fig.21). La présence d'un tel plateau démontre la
limitation de 1'équation Stern-Volmer classique dans 1l'analy-
se de la baisse de la partie sensible de la fluorescence par
le mercure. Dans ce cas, l'éguation Stern-Volmer modifiée est

utilisée sous cette forme:

2.00- ({07;/ ,.,.-I P / 4
[aY a ./.

1.00 - : :
100 200 300

[HgCla] (uM)
Fig.21 Représentation de la baisse de la fluorescence variable
causée par le mercure aprés 15 (A), 30 (@), 45 (m), 60 (A)
et 75 (0) min d'incubation selon 1'équation classique de

Stern-Volmer.
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Io = 1 . _1

al FsKsv([Q] Fs (2)
od Al représente la différence entre les intensités de £luo-
rescence variable maximale (Fvmax) en présence et en
absence de mercure, et Fs représente la fraction sensible de
la fluorescence vis-a-vis l1'inhibiteur (Lakowicz 1984;
Karuktis et al. 1987, 1988). Par cette éqgquation, les courbes
résultantes sont courbées et tendent & une valeur de 2.0 sur
l'axe TIo/ Al (Fig.22). Il est évident que la baisse de 1la

fluorescence

par le mercure ne peut &tre décrite par la rela-

tion 1linéaire definie selon l'éguation Stern-Volmer modifiée
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Fig.22 Diminution de la fluorescence variable chez
D.tertiolecta causée par le mercure aprés 15 (4A), 30 (e),
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(ég.2). Cependant, il est important de remarquer la similari-
té existant entre les courbes obtenues par l'utilisation de
l'équation 2 et les courbes de l'activité enzymatique spécifi-
gues aux enzymes allostériques provenant de 1l'équation
Lineweaver-Burk (Segel, 13975). De plus, cette derniére équa-
tion est treés similaire a l'éguation Stern-Volmer modifiée.
Ces analogies sont d'autant plus frappantes que les deux types
d'équations expriment gquantitativement la variation de paramé-
tres en fonction de la quantité de substrat fixés sur l'enzyme
ou le fluorophore (Segel, 1975; Lakowich, 1984). Pour tenir
compte de 1la coopérativité entre les multiples sites de
fixation du substrat sur l'enzyme allostérique, 1'équation

Lineweaver-Burk est utilisée dans ce cas telle gue:

1 = 1 - Km

Vi Vmax Vmax[S]N=rp (3)

ol Vi et Vmax sont respectivement les vitesses initiale et
maximale de la réaction enzymatique, [8] est la concentration
du substrat, Km est la constante de Michaelis-Menten qui
correspond & la concentration du substrat requise pour obtenir
50% de Vmax, et Napp représente le nombre apparent de site de
fixation du substrat sur l'enzyme (Segel, 1975). Par 1l'analo-
gie entre les courbes obtenues et les équations Stern-Volmer
modifiée (ég.2) et Lineweaver-Burk (ég.3), une modification

additionnelle de 1l'équation Stern-Volmer est proposée:
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Io = 1 + 1

AT Fs Fs Ksv [Q]¥err (4)

ol la valeur de Napp est obtenue par la puissance qui linéari-
se les courbes tracées selon cette équation. A la Fig.23, une
relation linéaire est observée lorsque Napp = 3.72 (valeur
obtenue par itérations successives) pour les résultats corres-
pondant & 75 minutes d'incubation, lorque la baisse de 1la
fluorescence par le mercure a atteint 1l'équilibre (voir
Fig.20). En wutilisant cette méthode, le nombre apparent de
site de "fixation" du mercure au niveau du PSII affectant 1la
fluorescence peut @&tre déterminé. Puisque la valeur de Napp
est 3.72, le nombre minimal de site de "fixation" du mercure
au niveau du PSII est 4. De plus, puisque la valeur de 1la
droite a 1'ordonnée est 2.0 (et gque la valeur a l'ordonnée est
égale a 1/Fs), 1la fraction calculée de 1la fluorescence
variable sensible a l'effet du mercure est 0.5. Enfin, la
valeur de la constante Ksv calculée a partir de la pente de la
droite est 2.6 x 104 M~*, Cette valeur représente Ila
réciproque de 1la concentration de HgCl: nécessaire pour
induire 1la moitié de la baisse maximale de 1la fluorescence
variable causée par le mercure (75% de Fvmax a 40 uM HgClz).
Il a été démontré a la section 3.1 que le mercure inhibe
le complexe de dégagement d'oxygeéne, induisant ainsi une inac-
tivation compléte de certains PSII. Plus td6t, i1l a été démon-
tré que la baisse de 1l'intensité de la fluorescence de certai-

nes protéines par le mercure est due a un changement conforma-
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Fig.23 Forme linéarisée de la relation décrivant 1l'atténua-
tion de la fluorescence chez D.tertiolecta et la concentra-
tion de mercure aﬁrés 75 minutes d'incubation selon

l1'égquation Stern-Volmer remodifiée.

tionnel de 1la protéine suite & la formation d'un complexe
_entre 1le mercure et les groupes sulphydryles (Chen, 1976). De
plus, il a été démontré que l'effet du cuivre sur la fluores-
cence dans les chloroplastes résulte de la fixation du cuivre
sur une protéine du PSII (Vierke et Struckmeier, 1977, 1978).
Considérant ces interactions métal-protéine dans le sens de
mes reésultats, 11 m'est permis d'assumer gque 1l'effet du
mercure sur la fluorescence variable est la conséguence de la
fixation du mercure avec les protéines associées avec le
complexe de dégagement d'oxygéne. Dans ce sens, la diminution
de la fluorescence observée suite & 1l'effet du mercure est

analogue & une atténuation de la fluorescence par un effet
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statique ("static quenching"), c'est-a-dire une baisse de 1la
fluorescence résultant de la formation d'un complexe
non-fluorescencent entre le fluorophore et 1l'inhibiteur
(Lakowicz, 1984). De plus, le nombre de guatre sites apparents
de fixation suggére que le mercure pourrait interagir avec les
quatres atomes de manganése du complexe de dégagement
d'oxygéne impliqués directement dans la photolyse de 1l'eau
(Govindjee et al, 1985), De fagon générale, 1la présente
analyse de la baisse de la fluorescence variable par 1la
mercure pourra contribuer & la compréhension de 1'action
d'autres agents atténuant la fluorescence de divers
fluorophores par de multiples sites de liaison.

3.3 Etude de l'hétérogénéité fonctionnelle des PSII par

l'effet inhibiteur du mercure

L'analyse de la fluorescence émise par les algues et les
chloroplastes a permis de découvrir deux aspects de l'hétéro-
généité des PSII. Ces deux formes d'hétérogénéité sont défi-
nies par 1les propriétés du systéme collecteur de 1lumiére
(PSIIa et PSIIb) et les propriétés de transport d'électrons au
niveau du coté réducteur du PSII (PSII de ¢type QOm et
non-Qa). Cependant, la relation entre ces formes d'hétérogé-
néités est toujours inconnue (Black et al., 1986; voir aussi
section 1.2.3). Considérant la caractérisation de 1'effet
inhibiteur du mercure sur le PSII chez D.tertiolecta (sections

3.1 et 3.2), il semble que l'évaluation des susceptibilites
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specifigques aux PSIIa et PSIIb et aux PSII de type Qm et
non-Qm vis-a-vis 1l'effet inhibiteur du mercure permettrait
d'estimer 1le degré de relation existant entre ces deux types
d'hétérogéneéités.

A cette £fin, 1les cellules de D.tertiolecta (7 wug Chl
tot/ml), pré-adaptées A& 1l'obscurité, ont été incubées en
présence de diverses concentrations de HgCl: pendant 75
minutes. La proportion des PSIIa et PSIIb a été évaluée a
partir des courbes de fluorescence mesurées en présence de
DCMU sur 200 ms, selon l'analyse semilogarithmigue de
l'accroissement de 1l'aire complémentaire (Melis et Homann,
1975; wvoir section 2.2.2, Fig.ll). La proportion entre les
PSII de type Q= et non-Qs f£0t estimée a partir des courbes
de fluorescence mesurées en absence de DCMU sur 500 ms.
Puisgue la fluorescence rapide Fv®* est associée aux PSII de
type non-Qms, 1le rapport entre Fv®T et 1la fluorescence
variable totale indique 1la proportion des PSII de type
non-Qs (Cahen et al., 1976; Butko et Szalay, 1985; Guenther
et al., 1988).

La Fig.24 montre les pourcentages des fluorescences varia-
bles rapide (Fv®*) et lente (FvP®) en fonction de la con-
centration de mercure. L'intensité de FvP® diminue linéaire-
ment 1lorsgue 1la concencentration de mercure augmente et est
pratiguement éliminée & 80 uM HgClz. Cependant, 1'intensité
de Fv®®* n'est que partiellement affectée par 1le mercure,
parce que 55% de Fv®T est non-sensible 4 80 uM HgCl-.

La phase lente de la fluorescence entre les niveaux D et P
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Fig.24 Pourcentages des fluorescences variables lente (FvPP)
et rapide (Fv®T) mesurées chez D.tertiolecta aprés 75

min d'incubation en fonction de la concentration de HgCl-:

est reconnue comme résultant de l'activité photochimique des
PSII de type Om et de la réduction de la chafne des trans-
porteurs d'électrons allant de Qs jusqu'au PSI (Govindjee et
Satoh, 1986). Pour vérifier la validité de cette relation chez
les cellules de D.tertiolecta incubées en présence de diffé-
rentes concentrations de HgClz, Jj'ai examiné la dépendance
entre l'intensité de FvPP et les taux de dégagement d'oxyge-
ne correspondants, mesurés a une concentration donnée de
HgCl= (Fig.25). Une bonne corrélation (coefficient de
corrélation = 0.98) existe entre ces deux parameétres, démon-
trant gque 1l'intensité de FvP®” peut 8&tre un bon indicateur
des PSI1I de type Qmn, soit des PSII connectés a la chafne des
transporteurs d'électrons.

Ensuite, les proportions des PSII de type non-Qa ont été

évaluées a4 partir des ratios Fver*/Fv (Cahen et al, 1976;
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Fig.25 Corrélation entre l'intensité de FvPP et le taux de

dégagement d'oxygéne mesurés a une concentration donnée de

HgCl-=.

1., 1988). La proportion

Butko et Szalay, 1985; éuenther et
des PSII de type non-Qm augmente de 0.44 & 0.83 lorsqgue 1la
concentration de HgCl:z augmente de 0 a 80uM (Fig.26).
Nécessairement, 1la proportion des PSII de type Q= passe de
0.56 & 0.17. Ces modifications des proportions entre les deux
types de PSII indiquent clairement qu'il existe parmi les PSII
des susceptibilités différentes vis-a-vis 1l'effet du mercure.
En effet, les PSII de type Qm sont beaucoup plus sensibles a
la présence de cet inhibiteur que les PSII de type non-Qs.
Dans le but d'établir le degré de relation entre les popu-
lations de PSIIa et PSIIb et les populations des PSII de types
Qm et non-Qm, les proportions de PSIIa et PSIIb ont été
évaluées a partir des courbes d'induction de £fluorescence
mesurées en présence de DCMU (Fig.27A). Malgré la baisse de

l'intensité de la fluorescence causée par la présence de mer-
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Fig.26 Proportions des PSII de type non-Q= évaluées par le
rapport Fv®*I/FPv en fonction de concentration de HgCl:

chez D.tertiolecta.

cure, la forme des courbes n'était pas altérée. Par consé-
guent, l'analyse semilogarithmique du taux de 1l'accroissement
de 1l'aire complémentaire normalisée (Fig.27B) indique aucune
différence pour 1les différentes concentrations de mercure
utilisées. Les proportions de PSIIb (Bmax%) obtenues par
l'extrapolation de 1la phase lente jusqu'a l'ordonnée donne une
proportion de PSIIb de 24 + 3%, et par conséquent, 76% pour
PSIIa. Ces valeurs se comparent bien a celles obtenues par
d'autres auteurs avec des chloroplastes d'épinards intacts
(Horton, 1981; Melis, 1985).

Il a été démontré plus tdt gue la baisse de fluorescence
causée par le mercure est similaire en présence et en absence
de DCMU (voir Fig.16). De plus, il est important de mentionner

gue pour nos conditions expérimentales, l'intensité de £luo-
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Fig.27 A) Courbes d'induction de fluorescence mesurée en pré-

sence de DCMU a partir de cellules de D.tertiolecta incubeées

en présence de différentes concentrations de HgClz. B)
Analyse semilogarithmique de l'accroissement de l'aire com-
plémentaire correspondante aux courbes de fluorescence de la

Fig.27A.

rescence au niveau Fp obtenu en absence de DCMU est égale au
niveau de fluorescence maximale Fmax mesuré en présence de
DCMU. Ceci nous permet donc de comparer l'effet du mercure sur
les proportions de PSII de type non-Qb et de PSIIb. Tout
d'abord, 1l'analyse des courbes de fluorescence mesurées en

absence de DCMU a montré une augmentation de la proportion
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des PSII de type non-Qm (estimée par le ratio FvoI/Fv)
suite A& l'effet inhibiteur du mercure. Ceci indique donc une
forte différence de sensibilité des PSII vis-a-vis le mercure
selon 1leur habileté a transporter les é&lectrons de Qa~
jusqu'aux PQ. La fiabilité de cette conclusion est supportée
par la forte corrélation entre les taux de dégagement
d'oxygéne et les intensités de la fluorescence FvP® chez les
algues 1inhibées par le mercure (voir Fig.25). Par ailleurs,
il est clair que la proportion entre les PSIIa et b n'est pas
affectée par 1le mercure. Suite a ces observations, 1la
conclusion qui s'impose est l'absence de relation chez les
cellules de D.tertiolecta inhibées par le mercure entre les

populations de PSIIb et de PSII de type non-Qm.

3.4 Evidence d'un transport cyclique d'électrons autour du
PSII induit par le mercure chez les thylacoides d'orge.

Les effets inhibiteurs du mercure sur l'activité photochi-
migue des PSII dans les thylacoides d'orge ont é&té étudiés
dans 1le but de mieux comprendre les modifications causées par
le mercure sur le transport d'électrons dans le PSII. Tout
d'abord, l'effet du mercure sur la fluorescence variable a été
mesuré en fonction du temps d'incubation (Fig.28). L'effet
maximal pour une concentration de 25 uM HgCl> est observé
aprés 15 min d'incubation, et reste constant Jjusgu'a 60
min environ. Dans ces conditions d'incubation, une atténuation

maximale de prés de 85% de la fluorescence variable a é&té
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Fig.28 Intensités de la fluorescence variable chez des thyla-
coldes d'orge incubés en présence de 25 uM HgCl: en fonc-

tion du temps d'incubaéion.
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Fig.29 Relation entre la concentration de HgClz et 1l'inten-
sité de la fluorescence variable chez des thylacoides d'orge

incubés pendant 15 minutes en présence de mercure.
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observée suite & 1l'incubation des thylacoides en présence de
80 uM de HgCl: (Fig.29). Une atténuation éguivalente de 1la
fluorescence variable causée par le mercure était mesurée en
présence et en absence de DCMU (résultats non-présentés).
L'effet du mercure a aussi été mesuré sur le dégagement
d'oxygeéne (Fig.30). Une inhibition totale est observée a 60
uM HgClz. Ces résultats confirment une inhibition du trans-
port d'électrons sur le coté oxydant du PSII causée par le
mercure. Cependant, ces résultats ne peuvent &tre compares

avec ceux obtenus chez D.tertiolecta, considérant la différen-

ce d'espeéce et les conditions expérimentales (in vivo versus

in wvitro). Par exemple, la fluorescence atténuée par 1l'effet

100
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Fig.30 Diminution des taux de dégagement d'oxygéne chez des

thylacoides d'orge incubés pendant 15 minutes en présence de

différentes concentrations de HgCl-.
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du mercure chez les thylacoldes d'orge ne peut étre restaurée
que trés partiellement lorsque 1'hydroxylamine remplagait
l'eau comme donneur d'électrons au PSII (Fig.31), Ceci est

contraire 4 l'effet observé chez D.tertiolecta (Fig.l7). Il

est important de noter que Honeycutt et Krogmann (1972) ont
déja démontré que chez des thylacoides d'épinard inhibés par
l'acétate phényl mercurique, l'habileté de l'hydroxylamine &
restaurer l'activité des PSII était perdue aprés le lavage des
chloroplastes par une solution de sucrose et de NaCl. Ceci dé-
montre donc l'importance des conditions expérimentales et de
l'intégrité des thylacoides dans l1'habileté de 1l'hydroxylamine
a4 renverser l'effet du mercure et suggére une complexité quant

au site d'inhibition du mercure sur le coté oxydant du PSII.

g
©
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Fig.31 Courbes d'induction de fluorescence mesurées chez des
thylacoides intacts ou traitées avec différents additifs:

NH=0H 10 mM, HgClz 50uM ou NHzOH 10 mM + HgCl=> 50 uM
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Pour obtenir wune meilleure compréhension des effets du
mercure sur le transport d'électrons dans le PSII, l'effet du
mercure sur le changement électrochromique "C-550" a été mesu-
ré. Ce changement d'absorbance est produit par une molécule de
Phéo subissant 1le champ électrique présent dans 1le centre
réactionnel du PSII. Ce champ électrique résulte de 1'accumu-
lation de charges négatives au niveau de l'accepteur Qa (van
Gorkom, 1974; Melis et Schreiber, 1979; Jursinic et Dennen-
berg, 1988). Les mesures de changement d'absorbance C-550 ont
été effectuées en présence de DCMU (5 uM) et de gramicidine
(0.5 uM) afin d'éliminer les contributions possibles au chan-
gement d'absorbance C-550 causées par les cyt b-559 et £, et
le P700 (Jursinic et ﬁénneberg, 1988). Tout d'abord, les
résultats montrent gque 1le mercure inhibe seulement 30% du
changement d'absorbance mesuré entre 540 et 550 nm (A540 -
A550) chez 1les thylacoides incubés & l'obscurité pendant 15
min en présence de HgCl> 100 uM (Fig.32). Ceci indique que
la photochimie primaire au niveau du centre réactionnel du
PSII est peu affectée par le mercure. Cette observation
contraste avec les fortes inhibitions causées par le mercure
sur la fluorescence variable (Fig.29) et 1le dégagement
d'oxygéne (Fig.30). Ainsi, en présence de mercure, l'activité
photochimique primaire du centre réactionnel du PSII ne peut
générer 1le transport d'électrons linéaire impliqué dans 1la
photolyse de 1l'eau et la fluorescence variable. Une telle
situation pourrait etre expliquée par la présence d'un

transport cyclique d'électrons autour de P680.
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Fig.32 Cinétiques du cﬁéngement électrochromique C-550 mesu-
rées entre 540-550 nm, obtenues chez des thylacolides d'orge
incubés pendant 15 minutes & l'obscurité en présence de 0 et
100 uM HgClz, 0.5 mM FeCN, 5 uM DCMU et 0.5 uM Gramicidi-

ne.

Pour vérifier 1la possibilité d'un transport cyclique
d'électrons autour du PSII induit par la présence de mercure,
j'ai mesuré la photoréduction du cyt b-559 en présence et en
absence de mercure. L'importance et les fonctions possibles du
cyt b-559 au niveau du PSII ont déja été discutées a 1la
section 1.2.1. L'idée la plus répandue est que le cyt b-599
est impliqué dans le transport cyclique d'électrons autour du
PSII (Bendall, 1982). Ce transport cyclique serait stimulé par

lt'absence d'accumulation de protons dans le lumen des
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thylacolides (McCauley et al., 1987; Arnon et Tang, 1988) et/ou
stimulé lorsque le transport d'électrons sur le coté oxydant
du PSII est 1inhibé (Heber et al., 1979). Suite a
1'illumination des thylacolides non-inhibés, le cyt b-559 se
fait réduire par 1les PQ. Cette réduction est communément
observée par une augmentation de la différence d'absorbance
entre 559 et 570 nm, soit A559 - A570. La contribution des
cytochrome £ et b563 au niveau signal observé est considérée
comme négligeable (Tsujimoto et Arnon, 1985). Nos résultats
indiquent clairement que le mercure (100 uM) empé&che presque
complétement 1la photoréduction du cyt b-559 (Fig.33). Pour
vérifier si cette inhibition serait attribuée a une

dégradation du cyt b—559; l'effet du mercure sur la proportion

entre 1les cyt b-559 HP et LP a été mesuré (Fig.34A et B). 1I1
5
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Fig.33 Photoréduction du cyt b-559 chez des thylacoides apreés

15 minutes d'incubation & l'obscurité en présence de 2 mM

FeCN et de 0 ou 100 uM HgCl-=.
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est admis que les modifications de l'environnement nécessaire
a 1l'intégrité du cyt b-559 abaissent le rapport cyt b-559
HP/LP (Cramer et Whitmarsh, 1977; Butler et Matsuda, 1983). Le
cyt Db-559 HP posséde un haut potentiel d'oxido-réduction et
est réductible chimiquement par 1'hydroquinone (Em = +260mV),
Le cyt b-559 LP a un faible potentiel et n'est réductible que
par un agent réducteur, tel le dithionite, ayant un potentiel
moyen inférieur a 50 mV (Cramer et Withmarsh, 1977; Horton et
Croze, 1977). Les résultats de la Fig.34 montrent que 1le
mercure n'a aucun effet sur les quantités de cyt b-559
réductibles par l'hydroquinone et le dithionite. Puisque que
le rapport cyt b-559 HP/LP est inchangé par le mercure, il
semble donc que l'intéérité du cyt b-559 soit préserve.
Cependant, il est évident que le mercure diminue le changement
d'absorbance mesuré suite a 1l'addition de FeCN. Ceci indique
que 1l'incubation des thylacoldes en présence de mercure
favorise 1l'oxydation des cyt b-559. La Fig.34C présente 1la
différence entre 1le spectre mesuré chez des thylacoides
réduits par 1le dithionite moins le spectre mesuré chez des
thylacoides oxidés par 1le FeCN. Entre 540 et 580 nm, 1le
maximum de différence d'absorbance entre les deux spectres se
situe & 558.2 nm, confirmant l'attribution du signal observé
(Fig.34A et B) au cyt b-559.

L'effet inhibiteur du mercure sur l‘'activité photochimique
du PSII différe des effets produits par 1le Triton X-100
(Bendall t al., 1971), la chaleur et le veillissement (Wada

et Arnon, 1971), l'hydroxylamine (Cramer et al., 1971; Horton
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Fig.34 (suite) C) Différence entre le spectre mesuré entre
540 et 580 nm chez des_thylacoides réduits par le dithionite
moins le spectre mesuré chez des thylacoides oxydés par le
FeCN. Les concentrations utilisées sont 2 mM pour le FeCN, 4

mM pour le HQ et un exceés de dithionite.

et Croze, 1977) et 1le FCCP. Ces différents traitements
affectent 1'intégrité des PSII et provoguent la conversion a
l'obscurité des cyt b-559 HP en cyt b-559 LP. Considérant que
la photochimie primaire du centre réactionnel est peu affectée
par le mercure (Fig.32), je peux affirmer a partir de mes
résultats gque le mercure provogue une augmentation du taux de
photooxydation du cyt b-559 par le centre réactionnel. En
fait, 1le cyt b-559 court-circuite 1l'activiteé des PSII
(fluorescence et dégagement d'oxygéne) en fournissant au

centre réactionnel les électrons nécessaires a la photochimie
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primaire du PSII. Chez les thylacolides inhibés par le mercure,
un tel transport d'électrons serait une alternative nécessaire
pour: 1) éviter la présence du centre réactionnel dans un état
oxydé (P680*) favorisant la photoinhibition et la peroxida-

tion des 1lipides membranaires (Bendall, 1982; Theg et al.,
1986) et/ou 2) permettre une certaine accumulation de protons
via les PQ dans le lumen des thylacoIdes nécessaires a une
production d'ATP (Arnon et Tang, 1988). Ces différentes
fonctions du cyt b-559 pourraient constituer la base des
mécanismes physiologiques de défense et de résistance contre

l'effet inhibiteur du mercure dans des conditions in vivo.

3.5 Caractérisation de l'inhibition de l'activité du PSII par

le cuivre chez Dunaliella tertiolecta

Lt'état actuel de la recherche sur les effets inhibiteurs
du cuivre sur le transport d'électrons photosynthétiques a éteé
présenté a la section 1.4. Les travaux récents portant sur 1le
site et le mode d'action du cuivre sur le transport d'élec-
trons dans le PSII localisaient l'effet du cuivre au niveau du
centre réactionnel du PSII (Hsu et Lee, 1988; Renganathan et
Bose, 1989). Cependant, Mohanty et al. (1989) attribuaient
l'effet du cuivre & une modification quelcongque du site Qs.
De plus, Hsu et Lee (1988) suggéraient & partir de 1la relative
insensibilité de 1la montée 0-I de la £fluorescence dque le
cuivre inhibait complétement une partie des PSII. Cependant,

les 1limites de cette interprétation ont déja été discutées a
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la section 1l.4. L'objectif de cette section est d'élucider le
site et le mode d'action du cuivre sur le PSII.

L'effet du cuivre sur le transport d'électrons dans 1le
PSII a été étudié par l'émission de la fluorescence par les
algues 1incubées en présence de cuivre. La Fig.35 montre
l1'induction de fluorescence chez les cellules de D.tertiolecta
mesurées aprés 15 min d'incubation en présence de différentes
concentrations de cuivre. Lorsque la concentration de cuivre
augmentait, 1l'intensité de 1la fluorescence au niveau P
diminuait, tandis que le niveau Fo demeurait inchangé. La méme
atténuation de 1la fluorescence variable par le cuivre était
observée en absence et en présence de DCMU. La baisse de

fluorescence en présence de DCMU suggére que l'effet étudié
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Fig.35 Courbes d'induction de fluorescence émises par les cel-
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lules de D.tertiolecta incubées pendant 15 min en présence
de différentes concentrations de CuS0O4 (les numéros

correspondent a la concentration de CuSO,. en uM).
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est attribuable a une inhibition du PSII par le cuivre sur le
coté oxydant du PSII (Butler, 1972; Popovic et al., 1988).

La relation entre l'intensité de la fluorescence variable
(mesurée en présence de DCMU) en fonction de la concentration
de cuivre dans le milieu d'incubation est présentée a 1la
Fig.36A. La fluorescence est rapidement diminuée jusqu'a 40
uM CuSO4 et tend vers un minimun de 70% de Fvmax a environ
70 uM. Puisque le niveau Fo n'était pas modifié par le cuivre
contrairement a 1la fluorescence variable (Fig.35), 1le
rendement photochimique de la fluorescence, mesuré par

1-(Fo/Fmax) estimant le rendement quantique de la photochimie
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Fig.36 A) Pourcentages des intensités de la Eluorescence vari-
able maximale mesurée en présence de DCMU en fonction de la
concentration de CuSO.. B) Rendement photochimique de 1la

fluorescence mesuré par 1-(Fo/Fmax) en fonction de 1la

concentration de CuSOs.
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du PSII (Malkin et al., 1981), est diminué par 1le cuivre

(Fig.36B).

Dans le but de localiser le site d'inhibition du cuivre au
niveau du PSII, l'effet du cuivre sur la fluorescence a été
mesuré en présence de DCMU ldrsque le donneur d'électrons au
centre réactionnel du PSII était l'eau ou 1l'hydroxylamine
(Fig.37). Tel que mentionné a la section 3.1 (voir Figqg.l7),
l1'hydroxylamine (10 mM) inhibait complétement le dégagement

d'oxygéne chez D.tertiolecta (résultats non présentés). A

cette concentration, 1l'hydroxylamine agit comme donneur
d'électrons en réduisant 1le donneur primaire Z du PSII

(Cheniae et Martin, 1971). Ainsi, une intensité équivalente de
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Fig.37 Courbes d'induction de fluorescence mesurées en

présence de DCMU chez des algues traitées avec différents
additifs: A) Contrdle, B) NH=OH 10 mM, C) CuS8O. 70 uM et

D) NH=O0H 10 mM + CuSO,4 70 uM.
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fluorescence était mesurée lorsque l'eau et 1'hydroxylamine
servaient comme donneur d'électrons (courbes a et b). Fait

important, 1le cuivre diminue l'intensité de la fluorescence
lorsque 1'eau et 1'hydroxylamine agissaient en tant que
donneur d'électrons (courbes c et d). Mes résultats confirment
gue 1le site d'inhibition du cuivre est localisé au niveau du
coté oxydant du PSII, aprés le site de donation d'électrons de
l'hydroxylamine, c'est-a-dire treés prés du centre réactionnel

1., 1978; Hsu et Lee, 1988; Mohanty et al.,

du PSII (Shioi et
1989). Cependant, mes résultats réfutent les affirmations de
Vierke et Struckmeier (1978) et de Bohner et azl. (1981), qui

situaient 1l'effet inhibiteur du cuivre au niveau du complexe

de dégagement d'oxygéne.

Dans 1le but de vérifier si 1'inhibition du PSII par 1le
cuivre est de type tout-ou-rien, le taux de photoréduction de
Qa et l'aire complémentaire ont été mesurés en présence de
DCMU chez les cellules de D.tertiolecta traitées avec diffe-.
rentes concentrations de CuSOa. Le taux de photoréduction de

Qa a été estimé par la méthode de Manodori et Melis (1986),

utilisant 1la pente K des droites semilogarithmiques de
In[Fmax-F(t)] en fonction du temps (voir section 2.2.2,
Fig.12). Mes résultats montrent que le cuivre n'affecte pas

le taux de photoréduction de Qa associés aux centres réac-

tionnels du PSII (Fig.38). Cependant, l'activité photochimi-
gue des PSII estimée par l'aire complémentaire mesurée en
présence de DCMU est diminuée suite & 1'inhibition causée par

le cuivre. Lorsque le taux de photoréduction de Qa n'est pas
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affecté, l'aire complémentaire mesurée en présence de DCMU est
proportionnelle & la quantité de centres réactionnels photo-
chimiquement actifs (Malkin et al., 13981; Lavorel et al.,
1986). Considérant gque 1le taux de photoréduction de Qa

n'est pas affecté et que le rendement photochimigque du PSII
ainsi gque l'aire complementaire sont diminués suite & l'effet
du cuivre, nous pouvons donc conclure qu'une partie des
centres réactionnels du PSII sont totalement inactivés par le
cuivre. Ces résultats confirment de fagon claire 1la
suggestion de Hsu et Lee (1988), voulant que le cuivre blogue

complétement 1l'activité d'une fraction de la population des

PSII sans affecter l'autre part de la population.
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Fig.38 Taux de photoréduction de Qa évalué en présence de
DCMU par la pente de 1ln [Fmax-F(t)] en fonction du temps (e)
et aire complémentaire mesurée en présence de DCMU (M) chez
des cellules d'algues incubées avec différentes concentra-

tions de CuSOa.
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3.6 Interactions du cuivre sur le transport d'électrons et 1le

cytochrome b-559 chez les thvlacoides d'orge

L'ensemble des observations concernant les effets inhibi-
teurs du cuivre sur le PSII suggére que le site d'inhibition
se trouve trés prés du centre réactionnel du PSII (sections
1.4 et 3.5). Les résultats récents de Hsu et Lee (1988) et de
Renganathan et Bose (1983), situant cette 1inhibition entre
P680 et la Phéo, appuient fortement cette suggestion. Cepen-
dant, 1la présence d'un seul site d'inhibition bien défini au
niveau du centre réactionnel est difficile & concevoir puisque
1) le manganése et 1le DPC restaurent partiellement sous
certaines conditions 1'iﬁhibition du PSII causée par 1le cuivre
(Habermann, 1969; Cedeno-Maldonado et al., 1972; Shioi et al.,
1978; Samuelsson et Oquist, 1980) et 2) la présence du DCMU
renverse partiellement 1l'effet du cuivre sur la fluorescence

variable (Shioi et al., 1978; Hsu et Lee, 1988). Concer-

t al. (1989) suggéraient que

nant ce dernier point, Mohanty
le cuivre causait des modifications structurelles au niveau du
site Qe accompagnées d'une baisse de la fluorescence varia-
ble. La nature de l'interaction du cuivre au site Q=m est
totalement inconnue. Cependant, il est important de mentionner
que Kyle et al. (1984) observaient une altération du site
Q» (due a la photoinhibition) accompagnée d'une baisse de la
fluorescence. Une des hypothéses avancées pour expliquer ce

phénoméme était 1'induction d'un transport cyclique d'élec-

trons autour de P680 avec l'implication du cytochrome b-559.
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Dans ce contexte, 1le but de cette section est de mieux

comprendre l'effet 1inhibiteur du cuivre sur 1le transport

dtélectrons au niveau du centre réactionnel et de vérifier

l'interaction possible du cuivre avec le cytochrome b-559.

L'effet du cuivre sur la fluorescence variable des thyla-

coides d'orge a été mesuré en absence et en présence de 5 uM

DCMU (PFPig.39). La fluorescence variable diminue rapidement

lorsque 1la concentration de CuSO., augmente jusqu'a 20 uM et

tend vers un minimum de 25% par rapport au contrbdle & 30 uM

Cu®*., A cette concentration de cuivre, la présence de DCMU
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Fig.39 1Intensités de la fluorescence variable chez des thy-

lacoldes d'orge mesurées en absence et en présence de DCMU

en fonction de la concentration de CuSO,4
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(5uM) restaure environ 25% de la fluorescence.

Plusieurs auteurs ont aussi observé un maximum de toxicité
du cuivre dans les environs de 30 a 50 uM Cu?* (Hsu et Lee,
1988; Mohanty et al., 1989; Renganathan et Bose, 1989; voir
aussi Fig.36). Puisqu'il est admis que seulement l'ion cuivri-
gque (Cu2*) est responsable de l1l'effet inhibiteur du cuivre
sur l'activité des PSII (Vierke et Struckmeier, 1978), il est
donc important d'étudier le comportement de 1l'ion cuivrique en
solution. En effet, celui-ci réagit avec plusieurs autres ions
tels 1les ions hydroxyls, phosphate et acétate pour former des
sels insolubles ne pouvant interagir avec le PSII. La forma-
tion de ce précipité dépend de la quantité d'ion cuivrique en
solution et du contre—iod impliqué dans la réaction (Cotton et
Wilkinson, 1988). J'ai utilisé une électrode spécifique au
cuivre (gui ne répond qu'a la présence de Cu2*) pour
vérifier 1le comportement de l'ion cuivrique en solution. La
Fig.40 montre la courbe du potentiel de l'électrode spécifique
au cuivre en fonction de la concentration de CuS0O.4 ajouté au
milieu de resuspension des thylacoides (pH 7.5). Nous obser-
vons gque 1la concentration de Cu?* en solution n'augmente
plus 1linéairement a partir de 20 uM et tend vers un maximum a
30 uM CuSO4. Ceci indique que la précipitation du Cu2~*
débute a environ 30 uM. La similitude entre cette courbe et
les courbes de la Fig.39 est évidente et démontre clairement
que 1l'inhibition de la fluorescence variable par le cuivre est
limitée par la précipitation du Cu2*. Ceci explique qu'au-

dela de 30 uM, l1l'addition de cuivre est trés peu efficace a
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Fig.40 Réponse de l'électrode spécifique au cuivre "modeéle
Orion 94-29" & la présence de différentes concentrations
de CuSO. dans le milieu de resuspension des thylacoides

(pH 7.5)

a 1inhiber davantage 1le PSII. Mes résultats démontrent
gu'aucune interprétation basée sur 1'inhibition du PSII en
fonction de la concentration de cuivre ne devrait &tre faite
en utilisant des concentrations supérieures a 20 uM de Cu?+.
C'est 1la premiére fois que cette obsefvation est faite dans
les études portant sur les effets inhibiteurs du cuivre au
niveau du PSII. Ceci invalide donc une partie des résultats de
Rengenathan et Bose (1989), qui associaient aux PSIIb et/ou
PSII de type non-Qs la portion (30%) de 1la fluorescence
variable insensible & l'effet inhibiteur du cuivre au-dela de
50 uM CuCl-=.

Dans le but de mieux caractériser la restauration partiel-
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le de la fluorescence atténuée par le cuivre suite a 1'addi-
tion de DCMU, 1les intensités relatives de 1la fluorescence
variable des thylacoldes inhibés ou non par 30 uM CuSO4 ont

été mesurées en fonction de la concentration de DCMU (Fig.41l).
Nous pouvons constater que pour 30 uM CuSOa4, la restauration

maximale de la fluorescence variable est atteinte a 3 uM DCMU
et diminue 1légérement au-dela de 5 uM. Cette baisse de 1la
fluorescence variable apres 5 uM DCMU reste difficile & expli-
quer et suggére une interaction complexe du cuivre et du DCMU
au site Qa. La concentration de DCMU requise pour restaurer

le maximum de fluorescence variable atténuée par 1le cuivre
correspond approximativement a la concentration de DCMU néces-

saire pour bloquer complétement le transport d'électrons au

site Qs (Tresbt, 1981). De plus, il est important de noter
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Fig.41 Pourcentages des intensités de fluorescence variable
des thylacoldes d'orge incubés en présence de 0 et 30 uM

CuS0. en fonction de la concentration en DCMU.



99

qu'en absence de cuivre, le DCMU n'avait aucun effet sur
l'intensité de 1la fluorescence variable pour les concentra-
tions utilisées dans cette expérience (entre 0 et 10 uM). Ceci
indique donc que la restauration par le DCMU de la fluorescen-
ce variable atténuée par le cuivre résulte uniquement d'une
interaction entre ces deux inhibiteurs au niveau du transport
d'électrons associé au PSII.

Afin de confirmer cette derniére affirmation, j'ai vérifié
si la restauration par le DCMU de la fluorescence atténuée par
le cuivre est un phénoméne limité au PSII ou causé par le
blocage d'un "drain" d'électrons localisé au-dela de QOs=.
L'effet du cuivre sur les intensités de la fluorescence varia-
ble chez des thylacoides_a été mesuré en présence et en absen-
ce de DBMIB d'une part et d'autre part, de l'enzyme glucose
oxydase. Le DBIMB bloque l'oxydation des PQ au niveau du
complexe cyt b/f (Trebst, 1981). L'utilisation de la glucose
oxydase en présence de glucose enléve tout 1l'oxygéne dissous
dans la solution pouvant agir comme accepteur d'électrons
notamment au niveau des PQ (Popovic et al., 1984). Les résul-
tats présentés au tableau 2 indiquent que l'effet du cuivre
(30 uM) sur 1la fluorescence est le méme en absence et en
présence de DBMIB (0.5 uM) et de glucose oxydase (3.8
unités/ml + 50 mM glusose). Par conséquent, nous pouvons
affirmer avec certitude que la restauration par le DCMU de la
fluorescence atténuée par le cuivre est un phénomeéne 1limite
uniquement au PSII. Ce phénoméne encore inexpliqué demande a

tre étudier car il pourrait fournir des indications précieu-
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Tableau 2. Effet du CuSQO. (30 uM) sur les intensités de 1la
fluorescence variable mesurées en absence et en présence de

DBMIB (0.5 uM) et de glucose oxydase (3.8 unités/ml + 50 mM

glucose)

traitements Fvp (%)

Contrble 100

CuS0O4 25

DBMIB 82

DBMIB + CuSQa 26

glucose oxydase 62

glucose oxydase + CuSOa 25

ses sur l'interaction du cuivre au niveau du centre

réactionnel.

Afin de mieux comprendre les effets du cuivre sur le
transport d'electrons au niveau du centre réactionnel,
l'effet du cuivre sur le changement électrochromigue "C-550" a
été mesuré chez les thylacoides d'orge. Tel que déja discuteée a
la section 3.4, ce changement d'absorbance est relié aux modi-
fications d'une molécule de Phéo subissant 1le champs
électrique produit par 1le centre réactionnel du PSII (van
Gorkom, 1974; Melis et Schreiber, 1979; Jursinic et Dennenberg
1988). Les résultats de la Fig.42 indigquent que 1le cuivre

méme a une concentration de 50 uM n'affecte pas significative-
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Fig.42 Cinétiques du changement d'absorbance C-550 (_AA 540-
550 nm) induit par une illumination continue et mesuré en
présence de FeCN 0.5 mM, DCMU 5 uM et de gramicidine 0.5 uM

ainsi qu'en absence et en présence de CuSO4 50 uM.

ment 1la différence d'absorbance mesurée entre 540 et 550 nm
suite a 1'illumination des thylacoides (voir section Matériels
et Méthodes). Ceci indique clairement que l'effet du cuivre
sur la fluorescence ne peut &tre attribué a une inhibition de
la photochimie primaire au niveau du centre réactionnel du
PSII, tel que proposée par Hsu et Lee (1988) et Renganathan et
Bose (1989). Aussi, il est important de noter que les mesures
de changement d'absorbance C-550 ont été faites en présence de
FeCN (0.5 mM), de DCMU (5 uM) et de gramicidine (0.5 uM) afin
d'éliminer 1les contributions possibles au changement d'absor-
bance C-550 causées par les cytochromes b-559 et £, et le P700
(Jursinic et Denneberg, 1988). La différence mesurée de 5 x

10~* unités d'absorbance est pratiquement identique a celles
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mesurées antérieurement (Melis et Schreiber, 1979; Jursinic et
Dennenberg, 1988). Ceci indique donc que 1la différence
d'absorbance mesurée est due uniquement au changement électro-
chromique induit par les réactions photochimiques au niveau du
centre réactionnel de PSII.

Les résultats précédents montrant 1'absence d'effets inhi-
biteurs du cuivre sur le changement électrochomique C-550 sem-
blent infirmer la possibilité d'un effet du cuivre au niveau
du centre réactionnel du PSII (Hsu et Lee, 1988; Rengenathan
et Bose, 1989). Cependant, une interaction du cuivre avec le
cyt b-559, une composante intimement liée au centre réaction-
nel (Nanba et Satoh, 1987; Rolfe et Bendall, 1989), pourrait
expliquer cette apparente contradiction. Considérant les
résultats démontrant 1'induction d'un transport cyclique
d'électrons autour de P680 suite a l'effet du mercure chez des
thylacoides d‘'orge (section 3.4), nous avons tout d'abord
étudié 1'effet du cuivre sur 1la photoiéduction du cyt b-559.
Les résultats de la Fig.43 indiquent clairement gque le cuivre
(100 uM pour une concentration de chlorophylle totale de 60
ug/ml) n'empéche pas 1la photoréduction du cyt b-559. Au
contraire, 1l'incubation & 1l'obscurité des thylacoldes en
présence de 100 uM CuSO4 augmente significativement le chan-
gement d'absorbance observé au niveau stable obtenu aprés le
début de 1l'illumination continue. En présence de cuivre, le
AA moyen d'un échantillon de 20 mesures est de (3.1 + 0.5)x
10-® unités d'absorbance tandis qu'en absence de cuivre, le

_AA moyen d'un échantillon équivalent était (2.5 + 0.3)x
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Fig.43 Cinétiques de la photoréduction du cyt b-558 chez des
thylacolides d'orge incubés pendant 15 min & l'obscurité en

présence de 2 mM FeCN et de 0 ou 100 mM CuSOs,.

10®. Cette derniére valeur est trés similaire au changement
d'absorbance déja mesuré suite & la photoréduction du cyt
b-559 chez des chloroplastes d'épinard (Arnon et Tang, 1988).
Nos résultats excluent donc ‘la possibilité que 1l'effet
inhibiteur du cuivre sur 1l'activité des PSII soit le reflet
d'un transport cyclique d'électrons autour de P680.

Cette derniére conclusion n'élimine pas une interaction
possible du cuivre avec le cyt b-559. Tel que déja indiqué a
la section 1.2.1, le cyt b-559 peut exister sous deux états,
HP et LP, dont les potentiels moyens d'oxydo-réduction (Em)
sont respectivement +383 et +77 mV (Horton et Croze, 1977). En
fait, le cyt b-559 se comporte a la fois comme un couple rédox

et comme un couple acide-base. Le cyt b-559 LP oxydé non-pro-
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toné et le cyt b-559 HP réduit protoné sont les états les plus
stables du cyt b-559 (Butler, 1983; Ortega et al., 1988,
1989). Il est connu gue plusieurs traitements inhibant l'acti-
vité des PSII abaissent le potentiel Em des cyt b-559. Cecli
se traduit par une conversion, genéralement considérée comme
etant irreversible, des cyt b-559 HP en LP en conséquence
d'une altération de la structure membranaire associé au PSII
(Whitmarsh et Cramer, 1977; Horton et Croze, 1977). De telles
modifications structurelles causées par le cuivre ont déja été
proposées par Mohanty et al. (1989) au niveau du site Qma.
Auparavant, Vierke et Struckmeier (1977) concluaient que
l'inhibition de 1l'activité des PSII par le cuivre résultait
des changements structurels de la membrane photosynthétique
suite a 1la fixation de 1'ion cuivrique sur une protéine du
PSII qui ne serait pas directement impliquée dans le transport
d'électrons photosyntétiques. Dans ce contexte, il était donc
important d'étudier l'effet du cuivre sur les propriétés rédox
du cyt b-559 afin d'identifier une interaction du cuivre au
niveau du cyt b-559.

La réductibilité du cyt b-559 par l'hydroquinone (Em =
+280 mV) est une mesure courante pour évaluer la gquantité de
cyt b-559 HP (Em = +383 mV). Les cyt b-559 demeurant oxydés
aprés 1l'addition de l'hydroquinone (HQ) correspondent aux cyt
b-559 et sont réductibles par 1l'addition de dithionite (Dith)
(Horton et Cramer, 1977; Yamaghishi et Fork, 1987; Ortega et
1., 1989). La caractérisation des états rédox du cyt b-559 en

absence ou en présence de CuSO4 (100 uM) est présentée a la
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Fig.44. Tout d'abord, le changement d'absorbance mesuré entre
559 et 570 nm aprés l'addition de 2 mM ferricyanure (FeCN) est
causé par l'oxydation des cyt b-559 HP demeurés réduits apreés
la période d'incubation de 15 minutes & 1l'obscurité. Les
résultats montrent que 1'addition de FeCN (2 mM) chez les
thylacoides non-traités au cuivre diminuait le signal de 2.3 x
102 unités. Ensuite, les additions successives de HQ (4 mM)

et de Dith (en exceés) entrafne la réduction des cyt b-559 HP
puis des cyt b-553 LP. Le rapport entre 1les deux états
obtenus, correspondant & une moyenne de dix mesures, est de 76
HP/ 24 LP pour les thylacoldes non-traites au cuivre. Ce
rapport HP/LP est 1légérement supérieur & ceux obtenus par
d'autres auteurs avec des thylacoldes enrichis en PSII (Yama-
ghishi et Fork, 1987; Ortega et al., 1989). Cette différence
est attribuable aux détergents utilisés lors de 1l'isolation
des membranes granaires (Ghanotakis et al, 1987), qui entral-
nent la conversion d'une partie des cyt b-559 HP en LP
(Bendall et al.). Pour ce qui est des thylacolides incubés en
présence de 100uM CuSO., nous constatons des différences

importantes par rapport aux thylacoIdes non-traités. Premiére-
ment, la quantité de cyt b-559 1initiallement réduit et
oxydable par 2 mM FeCN est augmentée par un facteur de 1.4.
Ceci indique que chez les thylacoldes incubés a l'obscurité en
présence de cuivre, une plus grande quantité de cyt b-559
demeure dans un état réduit. Ensuite, le rapport HP/LP (_AA

HQ - . AA FeCN)/ (_LAA Dith - AA HQ) est grandement diminue par
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Fig.44 Caractérisation des états rédox du cytochrome b-559
chez des thylacoides d'orge (60 ug Chl tot/ml) incubés 15
minutes a 1l'obscurité en absence et en présence de 100 uM
CuSOa.. Les concentrations sont 2 mM pour le FeCN, 4 mM

pour le HQ et un excés de dithionite.
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le cuivre, méme si le changement d'absorbance total (_AA Dith)
est inchangé. Ces résultats montrent donc qu'a l'instar de
nombreux tiaitements affectant la structure membranaire des
thylacoldes, 1le cuivre entratine une conversion des cyt b-559
HP en cyt b-559 LP. Ainsi, le cuivre diminue la quantité de
cyt b-559 HP ayant un potentiel rédox égal ou supérieur & 260
mV (Horton et Croze, 1977).

Cette derniere affirmation est confirmée par la différen-
ce entre 1le spectre mesuré chez des thylacoides 1incubés
pendant 15 minutes a l'obscurité en présence de 100 uM CuSO.

moins le spectre correspondant mesuré en absence de cuivre

(Fig.45). D'apreés la position du pic (558.2 nm), nous pouvons
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Fig.45 Différence entre les spectres mesurés de 540 a 580 nm
chez des thylacoldes d'orge incubés pendant 15 minutes a
l'obscurité en présence de 100 uM CuSO4 moins le spectre
mesuré en absence de cuivre. 2mM FeCN ont été ajoutés 1

minute avant les mesures.
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affirmer clairement que le cuivre a un effet réducteur sur
1'ensemble des cyt b-559. Puisque ces mesures ont été effec-
tuées en présence de 2 mM FeCN, les effets du cuivre sur 1la
réduction du cyt b-559 ne peuvent 8tre expliqués par une
modification du potentiel redox de la solution de resuspension
causée par le cuivre. En fait, ces résultats supportent 1l'idée
d'un effet conformationnel du cuivre sur l'environnement immé-
diat du cyt b-559.

L'augmentation de la l'amplitude de la photoréduction du
cyt b-559 causée par le cuivre (Fig.43) malgré la baisse de 1la
guantité de cyt b-559 HP & 1'obscurité (Fig.44) sont des
observations difficiles a concilier. Dans le but de mieux com-
prendre les phénoménes responsables de ce comportement, les
mesures de photoréduction ont été combinées aux procédures
normales de caractérisation des états rédox du cyt b-559,
Ainsi, aprés avoir atteint 1'amplitude maximale du changement
d'absorbance causé par la photoréduction, 1l'hydroquinone et le
dithionite étaient alors succesivement ajoutés. Par cette
procédure originale, il a été possible d'observer la fraction
des cyt b-559 HP réductibles par la lumiére. A la Fig.46, nous
constatons qu'en absence de cuivre, 26% des cyt b-559 HP des
thylacoides intacts sont réductibles par la lumiere. Ce pour-
centage de cyt b-559 photoréductibles atteint 40% chez les
thylacoides incubés en présence de 100 uM CuSO4. De plus,
1'illumination des thylacoldes inhibés par le cuivre restau-
rait 1le rapport HP/LP & des valeurs proches de celles

obtenues pour les thylacoides intacts. Cette conversion par 1la
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Fig.46 Photoréduction et caractérisation des états rédox du
cyt b-559 chez des thylacoldes d'orge (60 ug Chl tot/ml)
incubés 15 min & l'obscurité en absence et en présence de
100 uM CuSO4. Les conditions expérimentales sont identi-

ques a celles utilisées & la Fig.44.
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lumiére des cyt b-559 LP en HP chez les thylacoides inhibés
par le cuivre indique la photoréduction d'une partie des cyt
b-559 LP suivie de leur protonation. Il en résulte donc une
augmentation de la gquantité des cyt b-559 HP. Par ces obser-
vations, 1l semble que le taux de photooxidation du cyt b-559
HP par P680 soit plus faible en présence de cuivre, et qu'il y
ait par conséquent une accumulation de cyt b-559 HP réduits et
protonés aprés illumination chez les thylacoides inhibés par
le cuivre.

Une méthode pour vérifier cette derniére hypotheéese est de
mesurer la photooxydation du cyt b-559 par P680 suite a
l'addition de DCMU (Cramer et Whitmarsh, 1977), chez des
thylacoides 1incubés en absence et en présence de 100 uM
CuS0O4. Il est admis gque le DCMU bloque la photoréduction du
cyt b-559 au niveau de Q= et/ou des PQ (McCauley et al.,
1987; Arnon et Tang, 1988; Ortega et al., 1989). Dans ces
conditions, la photooxydation nette du cyt b-559 peut donc
étre observée. A 1la PFig.47, l'addition de DCMU apreés 1la
photoréduction compléte des cyt b-559 cause une baisse rapide
du signal chez les thylacoldes non-traités au cuivre, jusqu'a
un niveau d'oxidation inférieur au niveau initial. Cependant,
chez 1les thylacoides traités au cuivre, le taux et le degré
d'oxydation sont beaucoup plus faibles. Ces résultats
indiquent clairement gque 1la présence de cuivre diminue 1la
photooxydation du cyt b-559 par P680.

Les résultats présentés dans cette section montrent pour

la premiere fois 1'interaction du cuivre avec le cyt b-559,.
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Fig.47 Photooxydation du cytochrome b-559 induite par 1l'addi-

tion de 5 uM DCMU chez des thylacoldes incubés & l'obscurité

en absence et en présence de 100 uM CuSO..

Les conséquences de cette interaction sur l'activité photochi-
mique du PSII sont difficiles a évaluer puisque le r8le du cyt
b-559 dans le PSII est toujours mal défini. Toutefois, nous
pouvons faire certaines relations entre d'une part, 1la
baisse du rapport cyt b-5399 HP/LP causée par le cuivre
(Fig.44) et d'autre part, les baisses du rapport cyt b-559
HP/LP causées par plusieurs traitements inhibant l'activité du
PSII: détergents, veillissement, NHzOH, FCCP, etc. Tous ces

différents traitements entratnent des modifications structu-
relles de nature inconnue dans les thylacoides (Cramer et
Whitmarsh, 1977). Aussi, le cuivre causerait possiblement des

modifications structurelles au niveau du site Qs (Mohanty et
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al. 1988; ‘Vierke et Struckmeier 1977). De telles modifica-
tions structurelles pourraient expliquer l'interaction entre
le cuivre et le DCMU, ol une partie de la fluorescence varia-
ble chez les thylacoides inhibés par le cuivre est restaurée
par l'addition de DCMU (Fig.39 et 41). En effet, le mécanisme
d'action proposé pour le DCMU est un changement conformation-
nel au site Qm causé par la fixation du DCMU sur la protéine
de 32 kDa (Trebst, 13981). Yamaghishi et Fork (1987) suggé-
raient que la fixation du DCMU au site Qm affectait l'arran-
gement spatial des polypeptides environnants et empéchait
ainsi 1la photoréduction du cyt b-559. De plus, l'addition de
DCMU restaurait la fluorescence des chloroplastes traités avec
le FCCP (McCauley et al., 1987), lequel affecte vraisemblable-
ment le cyt b-559 via des modifications de 1la structure
membranaire des thylacoldes (Maroc et Garnier, 1979). En
considérant toutes ces observations dans le sens de mes résul-
tats, Je propose qu'une certaine interaction structurelle
pourrait expliquer la restauration par le DCMU d'une partie de
la fluorescence chez les thylacoides inhibés par le cuivre.
Les modifications structurelles des thylacoldes discutées
plus haut n'ont jamais été définies, & l'exception peut-&tre
de Cramer et al. (1974), qui attribuaient 1‘'effet du FCCP sur
le cyt b-559 & une augmentation de la microviscosité membra-
naire dans les thylacoides. Actuellement, nous ne pouvons donc
gque spéculer sur les modifications structurelles causées par

le cuivre au niveau du PSII. Cependant, il existe des observa-

tions intéressantes reliant les effets du cuivre, du manganése
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et de 1l'hydroxylamine avec le cyt b-559. Tout d'abord, il
existe une corrélation entre la quantité de cyt b-559 HP et 1la
quantité de manganése dans le PSII (Horton et Croze, 1977).
Bendall (1982) affirmait que l'interaction entre le manganése
et le cyt b-559 découlait d'un effet conformationel du
manganése sur la structure du PSII. Ensuite, il est connu que
lthydroxylamine diminue la quantité de cyt b-559 HP (Horton et
al., 1977; Cramer et Whitmarsh, 1977). Cette baisse est
accompagnée par une perte du manganése associé au complexe de
dégagement d'oxygéne et d'une perte d'activité des PSII Horton
et al., 1977). Jursinic et Stemler (1983) et Renger et al.
(1986) ont trouvé que l'hydroxylamine affectait aussi le site
de fixation des herbicides (DCMU et atrazine) au niveau du
site Qe de 1la protéine de 32 kDa. Jursinic et Stemler

(1983) expligquaient cet effet par la destruction des quinones
ou leur environnement lipidigque au niveau des cotés oxidant et
réducteur du PSII. Enfin, il est intéressant de rappeler que
le cuivre diminue aussi 1la quantité des cyt b-559 HP a
l'obscurité (Fig.44) et que le manganése peut restaurer sous
certaines conditions l'activité des PSII inhibés par le cuivre
(Habermann, 1969; Samuelsson et Oquist, 1980). De toutes ces
considérations et de mes résultats, je suggére que l'effet du
cuivre sur l'activité des PSII découle de changements
conformationnels modifiant 1'environnement nécessaire a une

interaction adéquate entre le site Qm, le cyt b-559 et P680.
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3.7 Evidences de 1'inhibition des transitions d'états chez les

thyvlacoides d'orge suite &4 l'effet du cuivre sur le PSII

Dans 1les thylacolides, le transport d'électrons partant de
l'eau jusqu'au NADP est possible grice aux réactions photochi-
miques des PSII et PSI. Afin de maximiser l'efficacité photo-
synthétique des thylacoides, il existe un mécanisme de régula-
tion permettant de distribuer adéquatement 1l'énergie d'excita-
tion nécessaire pour optimiser les taux de réactions photo-
chimigques au niveau des PSII et PSI (Fork et Satoh, 1986).
Cette régulation est réalisée par les transitions d'états, qui
sont déterminées selon 1'état d'excitation des deux photosys-
témes. Le mécanisme a la base de cette régulation est la phos-
phorylation des CCL-II par une enzyme kinase. L'activité de
la kinase est stimulée lorsque les molécules de PQ situées
entre les deux photosystemes sont réduites (Chow et al., 1981;
Barber, 1983; Bassi et al., 1988). L'illumination des thyla-
coides en absence d'accepteurs d'électrons provoguera 1la
réduction des PQ. L'activité de la kinase sera stimulée et la
phosphorylation des CCL-II sera donc favorisée. L'addition du
groupe phosphate & la surface des thylacoldes granaires permet
aux CCL-II de diffuser latéralement vers les PSI dans les
thylacoldes du stroma pour y déverser 1l'énergie excessive
(Hader et Teveni, 1987). Ce phénoméne se traduit par une
baisse de la fluorescence émise par le PSII (Horton et Black,
1982; Fork et Satoh, 1986). L'objectif de cette section est

de déterminer 1la relation entre 1'inhibition du PSII par 1le
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cuivre et les mécanismes de régulation de la distribution de
l'énergie d'excitation entre les deux photosystémes.

Les procédures de phosphorylation des thylacoides consis-
taient tout d'abord & incuber & l'obscurité pendant cing minu-
tes les thylacoides en présence de différentes concentrations
de cuivre. Ensuite, 1'ATP (0.2 mM) était ajouté au début d'une
période d'illumination de cing minutes pour permettre la phos-
phorylation des CCL-II. Finalement, les thylacolides 1incu-
baient pendant 15 minutes & l'obscurité avant les mesures de
fluorescence variable a la température de la pieéce ou des
spectres d'émission & 77°K. Le fluorure de sodium, NaF (5
mM), était présent dans le milieu de réaction pour inhiber 1la
déphosphorylation des CCL-II par la phosphatase (Chow et al.,
1981, Bassi et al., 1988).

La Fig.48 présente les intensités de fluorescence variable
en fonction de la concentration de cuivre chez des thylacoides
incubés en présence et en absence de ATP dans le milieu de
resuspension. En absence de cuivre, l'addition de 0.2 mM ATP
diminue l'intensité de la fluorescence variable de prés de 30%
suite & 1la phosphorylation des CCL-II. L'augmentation de 1la
concentration de CuSO4 entraine une diminution de l'intensi-
té de la fluorescence variable telle gu'observée a la Fig.39,
avec un effet maximal & 30 uM. Le point important a remarquer
est que la baisse de la fluorescence attribuée & la phosphory-
lation diminue 1lorsque l'inhibition par le cuivre augmente.
Cette relation est présentée de fagon claire & la Fig.49, ot

la baisse normalisée de fluorescence induite par 1'ATP, soit:



116

100

80

60

40

20

FLUORESCENCE VARIABLE (%)

O Jo 20 30
[cuso, ] (pM)

Fig.48 1Intensités de la fluorescence variable en fonction de
la concentration de CuSO4 chez des thylacoides incubés en

présence et en absence de 0.2 mM ATP.

{Fvp(-ATP) - Fvp(+ATP)] / Fvp(-ATP),

est présentée en fonction de la concentration de cuivre. En
absence de cuivre, ce rapport (0.28) est treés proche de celui
mesuré par Jennings et al. (1986), confirmant que la phospho-
rylation des CCL-II et leur migration vers le PSI est efficace
sous 1les conditions expérimentales utilisées. De plus, nous
pouvons constater que ce ratio diminue linéairement lorsque 1la
concentration de cuivre augmente et atteint zéro & prés de 25
uM de CuSOa. L'inhibition totale de la transition d'état &

cette concentration est difficile & expliquer puisque plus de

20% de 1la fluorescence variable était toujours présente a
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Fig.49 Baisse normalisée de la fluorescence variable attribuée
4 la phosphorylation des CCL-II en fonction de la concentra-

tion de CuS0O4.

cette concentration (Fig.48), indiquant la présence
d'un transport d'électrons produit par le PSII. Pour éclaicir
ce point, l'analyse plus détaillée des courbes de fluorescence
entre les niveaux D et P est instructive. Il est admis que la
composante 1lente de la fluorescence (montée D-P) est associée
aux PSII de type Qe qui sont connectés & 1la chaine des

transporteurs d'électrons (Lavergne, 1982; Butko et Szalay,
1985; Guenther et al., 1988; voir aussi sections 1.2.3 et
3.3). Les PSII de type Qm sont donc les seuls capables de

réduire 1les PQ 1impligquées dans l'activation de 1la kinase
responsable des transitions d'états. Les résultats présentés a

la Fig.50 indiquent clairement gue la fluorescence lente est
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Fig.50 1Intensités de la fluorescence variable lente (montée
D-P) en fonction de la concentration de CuSO4 chez des

thylacoides incubés en présence et en absence de 0.2 mM ATP.

pratiquement disparue a 25 uM CuSO. (moins de 5%). Ceci
est similaire & l'effet du mercure chez D.tertioclecta (section
3.3, Fig.24), ou la fluorescence variable lente était plus
susceptible & 1l'effet 1inhibiteur du mercure que la montée
rapide O-I de la fluorescence. De plus, les résultats de 1la
Fig.50 confirment de fagon claire que la fluorescence lente
est un bon indicateur de l'activité fonctionnelle de PSII de
type Q= et démontrent aussi que ces PSII sont 1les seuls
capables d'assurer les transitions d'états.

Une autre évidence de 1'inactivation des transitions
d'états suite & l'effet inhibiteur du cuivre sur le PSII a été
obtenue par 1les spectres de fluorescence mesurés a basse

température (77°K). Ces spectres de fluorescence permettent
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de distinguer la distribution de 1l'énergie d'excitation entre

deux photosystémes et sont donc trés utiles pour étudier

les
les transitions d'états (Krause et Behrend, 1983; Mawson et
Cummins, 1986). La Fig.51 présente les spectres d'émission de

la fluorescence a 77°K pour les thylacoldes phosphorylés ou

non en absence et en présence de 20 uM CuSO4, mesurés tel

gue décrit précédemment a la section 2.2.2. Les trois bandes

caractéristiques sont visibles & 685, 694 et 740 nm. Ces

bandes correspondent respectivement & 1l'émission de fluores-

cence originant du CCL-II, aux Chl du centre réactionnel du

PSII et a celles du centre réactionnel du PSI (Krause et Weis,

Controle —
Controle + ATP —_—

Cu** .
10~ Cut*+ ATP  eeeenns

FLUORESCENCE ( unités arb.) (77°K)

650 700 750 800
LONGUEUR D'ONDE (nm)

Fig.51 Spectres d'émission de fluorescence & basse température
(77°K) chez des thylacolides non phosphorylés et phosphory-
lés (0.2 mM ATP) en absence et en présence de 20 uM CuSO,

1984; Briantais et al., 1986). Elles indiquent la quantité
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d'énergie d'excitation présentes dans les différents complexes
chlorophylle-protéine a 1l'instant précis de 1la congélation
(Krause et Weis, 1984; Briantais et al., 1986). Premiérement,
la phosphorylation des thylacoldes entraine la baisse des pics
associés au CCL-II (685 nm) et au centre réactionnel du PSII
(694 nm) et augmente le pic du centre réactionnel du PSI (740
nm). Ces changements démontrent ainsi gu'une partie de 1l'éner-
gie d'excitation arrivant auxcomplexes chlorophylle-protéine
du PSII est dirigée vers le PSI aprés la phosphorylation. La
présence de cuivre cause une baisse équivalente des trois
pics. J'attribue cet effet du cuivre a la destruction par
photooxydation des pigments chlorophylliens suite a l'exposi-
tion & 1la lumiére (5 min) des thylacoides 1inhibés par 1le
cuivre (Samuelsson et Oquist, 1980). Cette interaction de 1la
lumiére avec le cuivre au niveau des pigments photosynthéques
pourrait expliquer la stimulation bien connue de l'effet inhi-
biteur du cuivre par 1la lumiére sur 1l'activité du PSII
(Cedeno-Maldonado et al., 1972; Vierke et Struckmeier, 1978).
De plus, les spectres montrent que l'incubation des thylacoi-
des en présence de cuivre empéche la redistribution de 1'éner-
gie suite & l'addition 4d'ATP, indiquant que les mécanismes de
transitions d'états sont inactivés chez les thylacoides dont
l'activité des PSII est inhibée par le cuivre. Ces résultats
sont présentés quantitavement au tableau 3. Le rapport des
pics a 740 et 694 nm (exprimant la quantité d'énergie d'exci-
tation regue au PSI par rapport a celle regue au PSII) montre

que 1le rapport F740/F694 augmente de 3.38 a 4.10 suite &4 1la
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phosphorylation. Cependant, ce rapport n'augmente que de 3.51
a4 3.67 aprés la phosphorylation chez les thylacoides incubés
en présence de 20 uM de CuSO..

Les résutats présentés dans cette section démontrent que
le processus de transitions d'états est 1inactivé suite a
l1'inhibition des PSII par le cuivre. De plus, j'ail démontré

gque 1les PSII de type Qm, responsable de 1la fluorescence

Tableau 3. Effet de la phosphorylation sur les rapports des
intensités de fluorescence aux pics F740/F694 mesurés
a 77°K chez des thylacoides incubés en absence et en

présence de 20 uM CuSO.

Traitements sans ATP avec ATP
sans CuSO4 3.38 4.10
avec CuS04 (20 uM) 3.51 3.67

variable 1lente (montée D-P), sont les seuls PSII impliqués
dans les transitions d'états. Dans les conditions ou la capa-
cité des PSII &4 réduire les PQ est inhibée, les thylacoldes ne
peuvent donc plus assurer la redistribution de 1'énergie
d'excitation nécessaire pour optimiser les réactions photochi-

migques de la photosynthése en fonction des conditions environ-
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nementales.
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CONCLUSIONS

Le propos général de cette thése portait sur 1l'inhibition
de l'activité photochimique du PSII par le cuivre et le mercu-
re. Une telle recherche pourrait avoir une portée écologique
puisque la photosynthése semble étre le premier processus phy-
siologique affecté par ces métaux lourds (Overnell, 1976).
Ainsi, 1les effets de ces inhibiteurs au niveau du PSII
seraient a la base d'une baisse de production de la biomasse
végétale, diminuant de cette fagon l'entrée d'énergie dans 1la
chaifne alimentaire (Barnes, 1980). Cependant, avant de répon-
dre a ces gquestions, une étude approfondie des aspects biophy-
siques des inhibitions du PSII par le cuivre et 1le mercure
était nécessaire. Cette recherche permettait i) de mieux
caractériser ces effets inhibiteurs sur le PSII, ii) d'identi-
fier gquelgques conséguences sur le transport d'électrons dans
les thylacoides et 1iii) de mieux comprendre certains mécanis-
mes fondamentaux encore mal définis du transport d'électrons

au niveau du PSII.

Les 1résultats obtenus avec l1'algue verte Dunaliella

tertiolecta ‘-indiquent premiérement que les effets du cuivre et

du mercure sur le PSII causent une diminution de 1l'activité
photochimique des PSII observée par les baisses du rendement
photochimique mesurée par 1la fluorescence variable et 1l'aire
complémentaire. Cependant, 1le taux de photoréduction de
l'accepteur primaire du PSII, Qa, n'était pas affecté par

les effets du cuivre et du mercure. La conclusion qui s'impose
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suite a ces observations est que le cuivre et 1le mercure
entrainent wune inhibition des PSII de type tout ou «rien,
c'est-a-dire qu'une portion de la population des PSII dans les
thylacoldes est totalement inhibée alors que 1l'autre portion
des PSII ne semble pas du tout affectée. C'est 1la premiére
fois qu'une telle conclusion peut étre faite a partir d'obser-
vations directes de l'activité photochimique des PSII, Récem-
ment, Hsu et Lee (1988) affirmaient la m&me chose pour 1l'effet
du cuivre sur les PSII dans des thylacoides d'épinards, une
affirmation faite seulement a partir de la relative insensibi-
lité de la montée rapide (0-I) de la fluorescence vis-a-vis le
cuivre.

Cette <conclusion basée sur mes résultats fait la distinc-
tion entre deux populations de PSII définies selon 1leur
susceptibilités envers 1les effets 1inhibiteurs des métaux
lourds. Des mesures plus approfondies m'ont permis d'identi-
fier que 1les PSII de type Qe sont les plus sensibles a
l'effet du cuivre et du mercure. Cette observation a d'impor-
tantes conséquences physiologiques puisque les PSII de type
Qe sont les seuls responsables du transport linéaire d'élec-
trons, allant de l'eau jusgqu'au NADP (Chylla et Whithmarsh,
1987). Une des conséquences de l'inhibition des PSII de type
Qs par le cuivre chez des thylacoides d'orge (section 3.7)
est l'inactivation des mécanismes de redistribution de 1'éner-
gie d'excitation entre les PSII et PSI. Un tel effet résulte
de 1'inhibition de la réduction des PQ, dont 1'état rédox

représente 1le signal régulateur & la base des transitions
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d'états dans 1les thylacoides. Ce mécanisme de régulation a
pour but d'optimiser le transport d'électrons entre les deux
photosystémes et de fournir une protection contre un excés
d'énergie d'excitation arrivant aux photosystémes (Fork et
Satoh, 1986). Ces résultats peuvent donc signifier une plus
grande susceptibilité des PSII inhibés par le cuivre et 1le
mercure vis-a-vis la photoinhibition, si aucun autre mécanisme
ntintervient pour dissiper l'excés d'énergie arrivant au PSII.

Par ailleurs, l'analyse de l'atténuation de la fluorescen-
ce par le mercure a permis de démontrer que_ cet 1inhibiteur
diminue 1l'intensité de 1la fluorescence chez D.tertiolecta
vraisemblablement suite a la fixation avec au moins quatre
sites d'interaction au niveau du PSII. Ces quatres sites
d'interaction pourraient 8&tre reliés aux quatre atomes de
manganése situés dans le complexe de dégagement d'oxygéne. Ces
résultats ont été obtenus grace a une modification originale
de la méthode Stern-Volmer sur la base de l'analyse Linewea-
ver-Burk wutilisée pour les enzymes allostériques (Segel,
1975). Cette nouvelle modification de la méthode Stern-Volmer
peut 8&tre tres utile dans 1l'étude de l1l'atténuation de la fluo-
rescence par un inhibiteur affectant un fluorophore (ex.
protéine) via plusieurs sites coopératifs de fixation.

Les mesures spectrophotométriques présentées dans cette
thése apportent une contribution importante a la compréhension
des effets inhibiteurs du cuivre et du mercure au niveau du
PSII. Tout d'abord, les résultats indiquent clairement que ni

le cuivre ni 1le mercure n'affectent significativement la
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photochimie primaire au niveau du centre réactionnel des PSII,
telle que mesurée par le changement électrochromique C-550. Il
y a donc toujours chez les thylacoides inhibés par le cuivre
et le mercure une accumulation de charges négatives au site
Qa, responsable du changement électrochromique "C-550"
attribué & une molécule de phéophytine subissant 1le champs
électrique produit dans le centre réactionel. Ces résultats
contrastent en apparence avec les baisses de fluorescence et
de deégagement d'oxygéne causées par ces métaux lourds (Figs
29, 30 et 39).

Par contre, 1l'étude des interactions du cuivre et du
mercure avec le cyt b-559 chez les thylacoides d'orge a révélé
les natures distinctes des inhibitions sur ltactivité des PSII
causées par ces deux métaux lourds. Tout d'abord, il a été
démontré pour la premiére fois que l'effet du mercure provogque
1'induction d'un transport cyclique d'électrons autour du
centre réactionnel du PSII. En effet, le mercure annule la
photoréduction du cyt b-559 mesurée par le changement d'absor-
bance entre 559 et 570 nm (Fig.33). Cet effet est interprété
comme résultant de la stimulation de 1l'oxydation du cyt b-559
par P680 lors du transport cyclique d'électrons au niveau du
PSII (Heber et al., 1979; Arnon et Tang, 1988). De plus,
cette conclusion est supportée par le fait que le mercure ne
modifie aucunement 1le rapport cyt b-559 HP/LP (Fig.34). Le
transport cyclique d'électrons autour du PSII impliquant le
cyt b-559 serait peut-&tre & la base d'un mécanisme physiolo-

gique de défense contre les effets néfastes du pouvoir oxidant



127

de P680* maintenu au niveau du centre réactionnel lorsque le
transport d'électrons en provenance de 1l'eau est bloqué
(Bendall, 1982). Ces conditions favorisent la photoinhibition
et 1la peroxidation des lipides membranaires (Theg et al.,
1986). De plus, ce transport cycligue serait peut-8tre un
transport d'électrons alternatif permettant une certaine
accumulation de protons dans le lumen des thylacoides néces-
saire a4 la production 4d'ATP (Arnon et Tang, 1988).

Quant & l'effet du cuivre, celui-ci est trés différent de
l'effet du mercure. Le cuivre augmente légérement mais signi-
ficativement 1'amplitude du changement d'absorbance lors 1la
photoréduction du cyt b-559 et modifie la proportion des cyt
b-559 HP et LP aprés une incubation des thylacolides & 1l'obscu-
rité. Ces interactions du cuivre avec le cyt b-559, décrites
pour la premiére fois, sont interprétées dans cette thése
comme résultant de l'effet du cuivre sur la structure membra-
naire et/ou polypeptidique du PSII. Des effets du cuivre sur
la conformation du PSII ont déja été proposés dans le passé
(Vierke et Struckmeier, 1977). Récemment, Mohanty et al.
(1989) suggéraient un effet du cuivre sur la conformation de
la protéine 32 kDa comprenant le site Q», sans pouvoir
expliquer 1la nature des modifications. Kyle et al. (1984)
ont proposé un transport cyclique d'électrons autour du PSII
pour relier 1les effets conformationnels sur la structure du
site Q= causés par la photoinhibition avec la baisse de 1la
fluorescence variable. Cependant, un tel transport cyclique

ne peut expliquer 1les effets du cuivre sur 1l'activité des
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PSII. La démonstration d'un effet évident du cuivre sur le
taux de photooxidation du cyt b-559 par le centre réactionnel
du PSII constitue une premiere indication de la nature des
modifications structurelles causée par le cuivre au niveau du
PSII: le culvre causerait possiblement une perte d'interaction
entre 1le cyt b-559 et le centre réactionel du PSII. Par le
fait méme, ces conclusions contribuent & une meilleure compré-
hension du r8le toujours "énigmatique" du cyt b-559, en
mettant en évidence 1!'importance des interactions structurel-
les entre celui-ci et le centre réactionnel du PSII.

Les résultats présentés dans cette thése pourraient remet-
tre en question certaines conclusions antérieures concernant
les sites d'action de divers inhibiteurs sur le coté oxydant
du PSII. En effet, la restauration de l'activité des PSII
inhibés suite & 1'addition de donneurs d'électrons pourrait
résulter d'une diminution du transport cyclique d'électrons
autour du PSII. Il semble donc gue le mangue de connaissances
concernant les fonctions du cyt b-559 et de ses 1interactions
avec les autres composantes du PSII limite notre compréhension
de plusieurs effets inhibiteurs sur le transport d'électrons
dans le photosysteéme II.

I1 existe plusieurs conditions environnementales qui, en
plus des métaux lourds, affectent le transport d'électrons sur
le coté oxydant du PSII. Mentionnons par exemple le stress
hydrique, les basses températures, les fortes intensités lumi-
neuses et autres polluants (voir section 1.5). Ces effets

inhibiteurs, diminuent l'intensité de la fluorescence varia-



129

ble, et pourraient avoir certaines analogies avec soit 1l'effet
inhibiteur du mercure ou soit celui causé par le cuivre. Les
conclusions de cette thése mettent en évidence 1'importance de
considérer dans 1l'avenir l'implication du cyt b-559 sur le
transport d'électrons dans le PSII sous ces conditions non-op-
timales, afin de mieux évaluer les effets inhibiteurs réels et
leurs conséguences sur la résistance des végétaux a plus long

terme contre les différents stresses environnementaux.
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