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RESUME

L’absorption d’énergie lumineuse régit le fonctionnement de la photosynthése
mais, paradoxalement, la lumiere constitue le facteur abiotique le plus variable, autant en
intensité qu’en qualité. Dans le cadre de ce travail, je me suis particuliérement intéressé
aux effets de la variation spectrale de la lumiere incidente, ainsi que ceux induits par de
hautes intensités lumineuses sur 1’appareil photosynthétique de plants d’érable a sucre et
de bleuetier. Mes travaux visent ultimement a étudier in vivo I’activité photosynthétique
des photosystemes I et II grice a la spectroscopie photoacoustique, lors des variations de

I’environnement lumineux, autant qualitatives que quantitatives.

Le premier chapitre vise & introduire les concepts reli€és a la photosynthese et aux
effets de la lumiére incidente sur celle-ci. Le second chapitre comprend la théorie sous-
jacente a 1’application de la spectroscopie photoacoustique a 1’étude de la photosynthese,
ainsi qu’une revue bibliographique de cette méthodologie. Quant au troisieme chapitre,
il comprend la description du matériel utilisé et la méthodologie employée au cours des

mesures expérimentales.

La premiere section expérimentale de mon travail (chapitre 4) porte sur la carac-
térisation du signal photoacoustique chez les feuilles. Je démontre que le signal
photoacoustique d’O, s’avére une résultante de différents mécanismes, autant photochi-

miques que biochimiques, qui affectent la génération et la propagation de celui-ci dans



iii
la feuille. Dans un deuxieme temps, 1’effet de I’infilration d’eau sur le signal photoa-
coustique et sur I’activité photosynthétique de feuilles est analysé. En anihilant le signal
photoacoustique d’0O,, l'infiltration permet la collecte de données plus précises d’em-
magasinage d’énergie photosynthétique, un parametre fort important de la méthodologie
photoacoustique, sans pour autant affecter l’activité photosynthétique. L’infiltration
d’eau permet également d’augmenter la résolution spectrale de la méthodologie photoa-
coustique. Ce chapitre présente le risque de travailler avecv le signal photoacoustique
d’oxygeéne comme seul indicateur de 1’activité photosynthétique, tout en ouvrant la voie
a l'emploi de feuilles infiltrées afin d’utiliser un second parametre photoacoustique,
I’emmagasinage d’énergie photosynthétique, dans de meilleures conditions expérimenta-

les qu’usuellement.

Un objectif majeur de ce travail consiste en la détermination de 1’activité photo-
synthétique in vivo des photosystemes I et II, ensemble ou séparément, 4 I’aide d’un
parametre expérimental commun de la spectroscopie photoacoustique. La méthodologie
développée est présentée au chapitre 5 et fait appel 4 1’emmagasinage d’énergie
photosynthétique. L’utilisation d’un faisceau de haute intensité dans le domaine du
rouge lointain (A > 715 nm) sature 1’activité du photosystéme I, ce qui nous permet
d’évaluer la contribution de I’emmagasinage d’énergie photosynthétique de celui-ci
(EEPyg ) par rapport a la quantité d’énergie totale absorbée par la feuille. La valeur de

I’emmagasinage d’énergie photosynthétique du photosysteme II est établie par la diffé-
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rence entre I’EEP,g; et I’emmagasinage d’énergie photosynthétique total des deux
photosystemes (effectué grace a I’emploi du faisceau saturant blanc). Des variations des
emmagasinages d’énergie photosynthétique des deux photosystemes se produisent lors
des transitions d’état, ce qui permet 1’établissement d’un nouvel indicateur photoacousti-
que de ce phénomene; dans ce cas, la mesure se révele directe. Finalement, une étude
de Dl’activité photosynthétique des deux photosystemes a ’intérieur du domaine de la
radiation photosynthétiquement active est présentée, et les résultats comparés a des
mesures antérieures. Cette méthodologie s’avere donc fort utile en vue de caractériser
I’activité des deux photosystemes, lors des variations qualitatives de 1’environnement

lumineux.

En utilisant I’approche expérimentale développée au chapitre 5, j’étudie au
chapitre 6 I’effet d’un stress photoinhibiteur sur I’activité photosynthétique. Lors d’un
stress de hautes intensités lumineuses (1 600 pmol m? s*, 1 h), le photosysteme II se
révele spécifiquement inhibé, alors que 1’activité du photosystéme I s’aveére augmentée.
Cette hausse de 1’activité du photosysteme I se traduit par des élévations du transport
cyclique d’électrons autour du photosytéme I, et de I’activité linéaire, dépendante du
photosysteme II. Des intensités lumineuses supérieures inhibent partiellement 1’activité
du photosysteme I. Les feuilles d’ombre des plants d’érable a sucre et de bleuetier sont
plus sensibles au stress photoinhibiteur. Le bleuetier, une espéce pionniére, ne présente

pas de résistance particuliére a la photoinhibition.



v

En conclusion, le présent travail démontre le potentiel que possede la méthodolo-
gie photoacoustique d’analyser efficacement les mécanismes photosynthétiques. Le
développement d’une méthodologie permettant la mesure simultanée des activités des

photosystemes I et II se révele particulierement prometteuse a cet égard.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

La photosynthése, un des processus les plus importants de !’histoire de la vie sur
la Terre s’est produit pour la premiere fois il y a environ 3,2 millions d’années. Jusqu’a
ce moment, des bactéries anaérobes, les seuls organismes autotrophes, puisaient leur
énergie de la transformation de composés sulfurés (H,S ou soufre), réaction catalysée par
la lumiere (Olson et Pierson, 1986). L’apparition de cyanobactéries capables de dégager
de 'oxygéne a partir d’eau a permis de transformer I’atmospheére réductrice en atmos-
phere oxydante; ce qui a amené une modification importante de I’environnement (Rawn,

1989) et, ultimement, I’apparition des organismes hétérotrophes terrestres.

Outre la photosynthése, la lumiere régit plusieurs processus chez les plantes. Les
buts de ce premier chapitre sont les suivants: (i) décrire certains mécanismes végétaux
photosensibles; (ii) définir les efféts et le mécanisme d’action de la photoinhibition,
stress se produisant lorsqu’un surplus de lumiére est absorbé par un organisme photo-

synthétique; (iii) présenter les objectifs sous-tendant ce projet de recherche.
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1.1 Les effets de la lumiére sur les végétaux

Du taux de germination des graines jusqu’a la sénescence des plantes matures, la
lumiére active de nombreux processus végétaux. Dans un premier temps, analysons la

contribution de la lumiére a ces divers mécanismes.

Dans la nature, les graines de plusieurs espéces de plantes requierent la présence
de lumiere lors de la germination (orme, laitue); dans certains cas, la lumieére augmente
le taux de germination (sapin Douglas) alors que la germination des graines de certaines
plantes (érable, eucalyptus) se révele inhibée par la lumiére (Krugman er al., 1974; Hel-
ler, 1978). Dans tous les cas de stimulation positive cependant, les intensités lumineuses
mises en jeu sont relativement faibles; quelques W m™ suffisent a enclencher la levée de
la dormance. La lumiere rouge possede l’effet le plus significatif sur la semence, la
lumiere bleue nécessitant des intensités de 30 a 100 fois supérieures pour générer le
méme effet (Heller, 1978). On croit donc que le phytochrome est responsable de ce
phénomeéne (Krugman et al., 1974). 11 absorbe 1’énergie lumineuse afin de la convertir
en énergie chimique qui sera responsable de I’activation (ou de I’inhibition) de certains
enzymes ou de genes, afin de lever I’état de dormance. Cette implication du phytochro-

me dans un processus végétal n’est pas unique comme nous le verrons plus loin.
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Suite a la germination, lorsque le coléoptile commence a s’élever au-dessus de la
terre, 1’orientation de sa croissance est régie par la lumiere via le processus de phototro-
pisme. La grande majorit€ des plantes a port dressé montre un phototropisme positif a
I’exposition lumineuse (Heller, 1978). L’inégale distribution de part et d’autre des surfa-
ces de la tige de 1’auxine, une hormone responsable de 1’élongation cellulaire, expliquait
ce phénomene (Went, 1928) jusqu’a tout récemment. Des expériences récentes ont
démontré que c’est plutdt un gradient latéral de concentration d’inhibiteurs de croissance
qui serait responsable du phototropisme (Hasegawa et al., 1989). Le mécanisme exact
d’activation du phototropisme demeure un sujet brilant d’actualit¢ en physiologie

végétale (Trewavas, 1992).

En plus du phototropisme qui affecte la tige, deux types de mouvements des
feuilles en réponse a la lumilre sont reconnus: nyctinastiques et héliotropiques (Satter,
1979). Les mouvements nyctinastiques se produisent a la nuit lorsque les feuilles
passent d’une position horizontale & une verticale et vice-versa au matin. Ce phénoméne
est bien connu dans le cas des feuilles de haricot et d’autres especes de légumineuses
(Satter, 1979). Quant aux mouvements héliotropiques, ils sont de deux ordres, a savoir,
diahéliotropique et parahéliotropique. Le mouvement des feuilles chez les plantes
diahéliotropiques (ce qui est courant chez les plantes désertiques) vise a les conserver
perpendiculaires a la radiation incidente, ce qui maximise leur efficacité photosynthéti-

que tout au long de la journée. Quand aux plantes parahéliotropiques, elles meuvent
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leurs feuilles afin de les conserver paralleles a la radiation incidente, ce qui diminue

I’absorption lumineuse (Ehleringer et Forseth, 1980).

La photopériodicité quotidienne (alternance des jours et des nuits), avec ses
variations annuelles, provoque sur les organismes des réactions dont I’ensemble constitue
le photopériodisme. Le photopériodisme affecte surtout la floraison mais aussi, quoique
de facon beaucoup plus discréte, la croissance végétative (Heller, 1978). Certaines

plantes (comme par exemple la variété de tabac Maryland Mammoth, un classique du

genre) nécessitent des périodes de luminosité inférieures & 13 ou 14 heures pour fleurir,
elles sont dites de jours courts. A l’opposé, les plantes de jours longs, tel I’épinard,
requicrent plus de 14 ou 15 heures afin d’assurer leur floraison (Devlin, 1975). 1l existe
néanmoins des especes indifférentes (pois, tomate), qui n’exigent qu’un apport lumineux
minimal afin d’assurer une quantité d’assimilats photosynthétiques suffisante pour

terminer leur cycle floral (Heller, 1978).

Outre la germination des graines et le photopériodisme floral, le phytochrome
controle un grand nombre de processus végétaux. De nombreux processus de croissance
sensibles, sont affectés positivement (cotylédons et jeunes feuilles de Dicotylédones) ou
négativement (entrenoeuds de jeunes plantules), par le phytochrome. De plus, ce

pigment est aussi impliqué dans plusieurs mouvements d’organites (chloroplastes entre
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autres) et dans la synthe¢se de certains enzymes et pigments, y compris dans la premiere

étape menant a la protochlorophylle, un précurseur de la chlorophylle (Heller, 1978).

Le phytochrome constitue un complexe pigment-protéine sensible a la lumiére. La
lumiére rouge (maximum a 660 nm) peut induire un effet, alors qu’une exposition a la
lumiere rouge lointain (maximum a 733 nm) peut annuler, voire renverser ’effet de la
lumiere rouge (Jabben et Holmes, 1983). Deux formes du phytochrome sont observées
dans la nature. Dans son état stable et suite a la synthése protéique, la forme P, domine.
L’exposition a la lumiere rouge induit la forme Pg, qui est celle qui contrdle plusieurs
processus végétaux, comme je I’ai déja écrit. La forme P, peut étre retransformée en P,
via une exposition a la lumi€re rouge lointain ou, chez certaines espéces, par une
conversion métabolique a 1’obscurité (ce qui prend environ une heure). Chez d’autres
especes végétales, la forme P, est purement et simplement dégradée, et la forme P, doit
étre synthétisée de novo (Jensen et Salisbury, 1984). Le phytochrome, grice a son
dimorphisme, peut donc étre qualifi€é a la fois de senseur végétal de la qualité de

I’environnement lumineux et d’acteur dans la réponse morphogénétique qui s’ensuit.

L’intensité et la qualit€é de la lumiere que recoit la plante lors de sa croissance

déterminent aussi nombre de parametres anatomiques.
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Les travaux menés par Hanson (1917) montrent le net effet de ’intensité lumi-
neuse sur la morphologie foliaire. Les feuilles sises a la périphérie de la couronne sont
plus épaisses et présentent deux ou trois assises de cellules mésophylliennes longues et
serrées. Quant aux feuilles sises a 1’intérieur de la couronne ou a la base, leur seule
assise de cellules mésophylliennes s’avere reldchée et plusieurs espaces aériféres y sont

retrouves.

A un autre niveau d’organisation, 1’intensité lumineuse lors de la croissance induit
plusieurs changements dans le chloroplaste (voir Tableau I). Les plus importants
concernent 1’augmentation du volume chloroplastique et 1’agrandissement des grana
(empilement de plus de saccules de plus grandes dimensions) dans les feuilles d’ombre
(Anderson et al., 1988). Ceci altere donc la quantité des différents complexes protéiques
(photosystemes, cytochromes, ATP synthétase, ...) présents dans la membrane thylacoi-

dienne.

Les travaux de Lee et Whitmarsh (1989) démontrent qu’une augmentation de !’in-
tensité lumineuse lors de la croissance du pois induit une augmentation de la quantité
(par unité¢ de chlorophylle) de PS II, des cytochromes bss, et f, et, dans une moindre
mesure, de PS I. L’intensité lumineuse régit aussi 1’accumulation des divers complexes
pigments-protéines lors du verdissement (Mathis et Burkey, 1989). Ces variations dans

la composition de 1’appareil photosynthétique induisent forcément une variation de son
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Tableau I

Adaptations aux niveaux structural et fonctionnel

des membranes thylacoidiennes a ’intensité lumineuse

Parameétres Feuilles Feuilles
Ensoleillées Ombragées

Grandeur du chloroplaste Normale Large
Volume stromatique/thylacoide Elevé Bas
Membranes thylacoidiennes par Quelques Nombreuses
chloroplaste
Membrane granaire/stromatique Bas Elevé
Chlorophylle / chloroplaste Bas Elevé
Chlorophylle a /chlorophyllé b Elevé Bas
Xanthophylles / B-carotene Bas Elevé
P680 / chlorophylle Elevé Bas
Cytochrome f / chlorophylle Elevé Bas
P700 / chlorophylle Peu de variation
FC, de I’ATPase / chlorophylle Elevé Bas
Photosysteme II/Photosysteme I Elevé Bas
Activité des PS I et PS II Elevée Basse
Intensité lumineuse saturante Elevée Basse

Rendement quantique du transport d’élec-
trons

Pas de variation

D’apres Anderson et al., 1988
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activité, tel que démontré par von Caemmerer et Farquhar (1984), Lee et Whitmarsh
(1989), De la Torre et Burkey (1990) pour ne citer que quelques travaux. Dans ces trois
études, les plantes de soleil possédent une activité photosynthétique, telle qu’exprimée
par les échanges de CO, ou d’O, et le transport d’électrons, supérieure a celle observée
chez les plantes d’ombre. De plus, Chow et Anderson (1987 a et b), ont montré que
lors de I’acclimatation au soleil de plantes adaptées initialement & 1’ombre, une variation
des composantes de 1’appareil photosynthétique est observée, ce qui ameéne une augmen-

tation de 1’activité photosynthétique.

Avant de poursuivre mon propos, je me permets une petite parenthese. Lorsque
I’on parle d’adaptation au soleil ou & 1’ombre, on pense immédiatement a des plantes
différentes placées sous différentes intensités lumineuses, ou aux feuilles des arbres qui
forment la voiite d’une forét par rapport a celles poussant dans la couronne de I’arbre,
voire celles croissant dans leur ombrage. Il ne faut surtout pas perdre de vue qu’a

I’intérieur méme de la feuille, il existe un gradient lumineux.

Les travaux de Terashima et Saeki (1983) sur la transmission lumineuse au travers
d’une feuille de camélia montrent un spectre de transmission tres prés de celui observé
au travers du feuillage d’une forét tropicale (Yoda, 1974). C’est pourquoi, les chloro-
plastes des cellules spongieuses (situées dans la partie inférieure d’une feuille) présentent

une structure chloroplastique similaire a celle des feuilles d’ombre (gros grana, rapport
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chl a/chl b faible) (Terashima et al., 1986, Terashima et Inoue, 1985, Aro er al., 1986).
Ce genre d’observations doit nous rendre critique quant a ’utilisation de chloroplastes
provenant de feuilles différentes (particulierement celles de strates différentes d’une
plante) -voire d’'une mé€me feuille- dans des études mécanistiques faisant intervenir la

lumiére, puisqu’une diversité certaine existe entre ceux-ci.

1.2 La photosyntheése

1.2.1 Le chloroplaste

Au sein de la cellule végétale, le chloroplaste constitue 1’organite responsable de
I’activité photosynthétique (figure 1). D’une taille de 1 4 10 pm de diametre selon
I’espece, on a pu recenser de un, dans une algue comme Chlorella, jusqu’a 40 chloro-

plastes par cellule chez certaines plantes supérieures (Lehninger, 1981).

Le chloroplaste posséde une enveloppe composée de deux membranes; une
premiere, la membrane chloroplastique, sépare le cytoplasme cellulaire du stroma, le
liquide interne du chloroplaste. Quant a la seconde membrane, interne, elle forme, suite
a des repliements sur elle-méme, la membrane thylacoidienne. Cette membrane peut
former des amoncellements, appelés grana, qui sont reliés entre eux par les lamelles

stromatiques. C’est sur, ou & l’intérieur de, cette membrane bilipidique que nous
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retrouvons tous les complexes (pigments)-protéines et les composés chimiques responsa-

bles de I’aspect physico-chimique de la photosynthése.

riboso ADN
N
granum N\

lamelle
stromatique

membrane chloroplastique

Figure 1: Le chloroplaste. La section de gauche est une photographie obtenue par
microscopie électronique d’un chloroplaste d’épinard . La section de droite est une
représentation schématique. La photographie est tirée de Kannangara et al., 1977 (la
barre d’échelle vaut 1 pm).
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Les différents enzymes et composés biochimiques li€s a la fixation du CO, bai-
gnent dans le swoma. On peut aussi y retrouver des granules d’amidon, produit ultime
de D’activité photosynthétique, qui constituent les réserves glucidiques de la cellule

(Lehninger, 1981).

Le chloroplaste possede le matériel nucléique et tout I’appareillage enzymatique
nécessaire a la synthese d’une quarantaine de ses protéines constitutives. Par exemple,
tous les polypeptides intrinseques du PS II, du complexe collecteur de lumiére du PS II,
du cytochrome b, du centre réactionnel du PS I, les polypetides formant la grosse

sous-unité de la Rubisco originent du génome chloroplastique (Weil, 1987).

De facon globale, la photosynthése utilise 1’énergie produite lors de 1’hydrolyse de
I’eau, réaction catalysée par la lumiére, afin de dégager de ’oxygeéne et de générer un
potentiel chimique et réducteur via certains composés chimiques. Ce potentiel réducteur
est par la suite utilisé lors de la fixation du CO, atmosphérique. Jusqu’a récemment,
nous avions I’habitude de désigner ces deux phases de la photosynthése comme étant les
phases claire et obscure, respectivement, puisque la premiére nécessitait de la lumiere et
la seconde était de nature biochimique (sans recours a 1’énergie lumineuse). Ces appel-
lations ne sont plus tout-a-fait exactes puisqu’il a été montré que les deux phases requie-

rent de la lumiére lors de leur activation (Buchanan, 1981, Budde et Randall, 1990).
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C’est pourquoi, dans les prochaines lignes, j’ai opté pour les dénominations sui-
vantes concernant les deux €tapes de la photosyntheése: (i) La phase physico-chimique est
reliée aux réactions qui, suite a l’absorptioﬁ de lumiére, ménent au dégagement d’0,, a
la génération d’un gradient électrochimique de protons, et a la synthése d’ATP et de
NADPH. (ii) La phase biochimique désigne 1’ensemble des réactions enzymatiques con-
duisant a la fixation du CO, dans les composés trioses phosphatés et leur transformation

en glucides plus complexes.

1.2.2 La phase physico-chimique

La membrane thylacoidienne est constituée d’une bicouche lipidique dans laquelle
sont insérés des complexes protéiques et des intermédiaires du transport d’électrons (fi-

gure 2). C’est a ce niveau que se produit la phase physico-chimique de la photosynthese.

Deux grands complexes pigments-protéines, opérant en série, sont responsables de
la capture de 1’énergie photonique et de sa transformation éventuelle en énergie
chimique; ce sont les photosystemes I et II. Le complexe protéique du cyt bs-f permet
d’accepter les électrons en provenance du PS II et de les transférer vers le PS I. Les
plastoquinones et les plastocyanines, des molécules mobiles, assurent la liaison €lectroni-
que entre le PS I et le cyt be-f et entre le cyt bg-f et le PS I, respectivement. Finale-

ment, 1’ATP-synthétase (ATPase) constitue un complexe multi-protéique qui vise a
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utiliser I’énergie contenue dans le gradient électrochimique de protons afin de la

convertir en €nergie chimique lors de la synthése de I’ATP.

Le photosysteme I (PS I) de I’orge possede 11 polypeptides différents, dont 5 sont
codés au niveau chloroplastique (Scheller et Moller, 1990). Le centre réactionnel, P700

et les accepteurs A,, A, et X sont situés dans le complexe pigments-protéine 1 (CP1,

Golbeck, 1987). Deux sous-unités (PS I-A et PS I-B), de masse d’environ 82 kDa

chacune, forment probablement un dimere dans le CP1. Les complexes Fe-S sont quant

lumen

membranes
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Figure 2: Composition de la membrane thylacoidienne. (D’apreés Staehelin et Amtzen,
1983).
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a eux intégrés dans un polypeptide de 9 kDa (PS I-C). Quant a la ferredoxine, elle est
localisée dans un polypeptide périphérique, du c6té stromatique, de 20 kDa (PS I-D). La
sous-unit€ PS I-F (19 kDa) serait responsable de 1’interaction entre la plastocyanine et le
PS 1. Les autres polypeptides, de faible masse moléculaire, serviraient de points d’an-

crage aux différents polypeptides du centre réactionnel (Scheller et Moller, 1990).

Deux complexes pigments-protéines servent de complexes collecteurs de lumiére
(CCL) pour le centre réactionnel du PS I (Bassi et Simpson, 1987). La séquence de
transfert d’énergie entre les différentes sous-unités se révele étre : CCLI-680', composée
de 24 chl a et 8 chl b, suivie de CCLI-730, composée de 66 chl a et 22 chl b vers le
CPI qui contient 90 chl a (Bassi et Simpson, 1987). Sous certaines conditions lumineu-
ses environnementales, des polypeptides du complexe collecteur mobile du PS II peuvent

venir s’attacher aux CCLI. Nous y reviendrons un peu plus loin.

Suite a 1’absorption d’un photon par un des complexes collecteurs de lumiére, la
migration de D’énergie se fait en direction du centre réactionnel (transfert de type
Forster). C’est a cet endroit que se produit 1’excitation de la chlorophylle (probablement
un dimere) du centre réactionnel et, ultimement, la séparation de charge (Sauer, 1981).
Le P700" recueille un éléctron de la plastocyanine, une protéine cuivrique située du coté

luminal de la membrane, afin de retourner a son état fondamental (Mathis et Rutherford,

! Les valeurs suivant le nom du complexe pigments-protéines réferent 2 la longueur d’onde maximale
d’émission de fluorescence de ces complexes a 77 K.
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1987). L’électron libéré par le P700 est par la suite accepté par 1’accepteur A,, une chl
a, puis transféré a ’accepteur A,, la vitamine K, ce qui stabilise le transfert électronique
(Brettel er al., 1986). Les complexes Fe-S li€s a la membrane thylacoidienne transmet-
tent I’électron jusqu’a la ferredoxine, sise a la surface membranaire. Finalement,
I’enzyme ferredoxine:NADP oxydoréductase catalyse la réduction du NADP*. Cette
étape constitue la fin du transport dit linéaire des électrons; le NADPH formé sera

ultérieurement utilisé lors de la fixation du CO, atmosphérique.

Il existe un transport cyclique des électrons autour du PS I. Dans ce type de
transport, les électrons originant du PS I sont drainés de la ferredoxine vers le bassin de
plastoquinones, via le cytochrome by, (O’Keefe, 1989). Ils sont par la suite réachemi-
nés vers le PS I par les intermédiaires normaux du transport d’électrons. La réduction
des molécules de plastoquinone en plastoquinol implique le transport de protons de
I’extérieur vers l’intérieur du thylacoide. Ultimement, le gradient de protons ainsi
généré permet la synthése d’ATP (voir un peu plus loin). La particularité réside en fait
que cette phosphorylation d’ADP, dite cyclique, n’est pas correlée avec la production de
NADPH, ce qui, croit-on, permet de conserver des quantités d’ATP suffisantes pour
fixer le CO, atmosphérique et pour répondre a des besoins énergétiques bien précis (en

cas de stress par exemple) (Forti, 1987).
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L’efficacité du transport électronique entre le PS I et le NADPH s’avére aussi
diminuée par un autre phénomene, expliqué par Mehler en 1951. Lors de la réaction de
Mehler, ou transport d’électrons pseudo-cyclique, un électron est arraché a la chaine de
transport d’électrons par de ’oxygeéne. Le radical superoxyde ainsi formé se révele tres
toxique pour les différents composants membranaires (Elstner, 1982). I est détoxifié via
le systeme superoxyde dismutase (SOD) ou il sera successivement transformé en
peroxyde, puis en eau. Ainsi, la réaction de Mehler implique la consommation d’oxy-
géne de la part du chloroplaste. Cette notion nous sera utile a ’intérieur de ce travail.
D’un point de vue physiologique, on croit que la réaction de Mehler permet de dissiper
un éventuel surplus énergétique qui peut se produire lors de stress environnementaux

(Wu er al., 1991).

Le photosystéme II ((PS II) pour un enzymologiste, eau: plastoquinone oxydoré-
ductase) constitue certes celui des deux photosystemes qui a été le plus étudié et de ce
fait, le mieux connu (Govindjee et Wasielewski, 1989). D’un point de vue fonctionnel,
nous pouvons subdiviser le PS II en trois domaines (figure 3): (i) le complexe du noyau
composé de six protéines et de cofacteurs (protéines D1, D2, CPa-1 et CPa-2, cyt bss, (2
protéines), chlorophylles, quinones, hemes et fer); (i1) le complexe de dégagement d’O,
comprenant trois protéines extrinséques et ses cofacteurs (protéines de 16, 23 et 33 kDa,
Mn?, Ca* et CI) et, (iii) les complexes pigments-protéines du complexe collecteur de

lumiere (CP29, CP27 et CP24) (Staehelin et Allen, 1990).
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Le complexe pigments-protéines du PS II vise a hydrolyser 1’eau, réaction menant

au dégagement d’O, et de protons et libérant des électrons qui seront acceptés ultime-
ment par une plastoquinone (PQ). L’€nergie nécessaire a ces réactions provient de

]’absorption lumineuse au niveau des complexes collecteurs de lumiére.
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Figure 3: Représentation schématique de l’organisation fonctionnelle du PS II. CCL:
Complexes collecteurs de lumiere, M: Assemblage des atomes de manganése et
d’oxygene, CP: Complexe pigments-protéine, PCA: Complexe pigments-protéine
accessoire de I’antenne éloignée, PE: Protéines extrinséques du CDO, PEA: Protéine
extrinséque accessoire, PEQ: Protéine d’écran de la quinone, PIA: Protéine intrinseque
accessoire, Tyr,: Tyrosine. (D’aprés Hansson et Wydrzynski, 1990).
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Les génes des protéines de 1’antenne, du centre réactionnel et de celles contenant

le cytochrome bss, (Cyt bssy) se retrouvent au niveau du génome chloroplastique, alors
que les protéines dites extrinséques, responsables du dégagement d’O, sont codées dans

le noyau (Murata et Miyao, 1989).

Au niveau du noyau du PS II, deux complexes pigments-protéines '(de 43 et 47
kDa) sont responsables de 1’absorption lumineuse et du transfert énergétique vers le
centre réactionnel. La séquence de transfert semble étre CPa-2 (43 kDa), vers CPa-1 (47
kDa) vers le centre réactionnel puisque la prot€éine CPa-2 s’avere plus facilement
relarguée lors de traitements. De plus, on croit que la protéine CPa-1 aurait un role a
jouer au niveau de la stabilisation des protéines du centre réactionnel auxquelles elle est

associée (Bricker, 1990, Ghanotakis et Yocum, 1990).

Le centre réactionnel photochimique est inclus dans deux protéines, les protéines
D1 (32 kDa, aussi appelée protéine Qg) et D2 (34 kDa). Ces deux protéines compren-
nent les donneurs primaires d’électrons, D et la tyrosine (Z); 1’accepteur primaire d’élec-
trons, la phéophytine; et les accepteurs secondaires, les quinones Q, et Qg (Ghanotakis
et Yocum, 1990). Suite a la migration de 1’énergie excitonique en provenance des
complexes collecteurs de lumiere vers le centre réactionnel, une séparation de charges
s’opere au niveau du P680 (une paire de chl a) et I’électron est accepté par la phéophyti-

ne. La stabilisation de D’état excité s’effectue lorsque 1’électron est accepté par la
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quinone Q,. Par la suite, I’électron est transporté au-dela du centre réactionnel par la
quinone Qg, vers le transport intermédiaire d’électrons entre les deux photosystémes. Le
P680 possede a ce moment une charge positive dont le potentiel oxydant est suffisam-
ment élevé pour tirer un électron du donneur primaire, une tyrosine (anciennement
nommée Z*), jusqu’a induire le clivage de molécules d’eau en oxygeéne et en protons.
En fait, ce clivage se déroule a l’intérieur d’un mécanisme a quatre €tapes (Kok et
al.,1970, Renger, 1988). Les protons libérés a cette occasion générent une partie du

gradient électrochimique nécessaire a la synthése d’ATP (Ort et Good, 1988).

De fagon plus précise, c’est un assemblage de huit atomes de manganese et
d’oxygene (quatre chacun) qui constituerait l’unité responsable de 1’emmagasinage
d’équivalents de charges positives permettant le clivage de deux molécules d’eau
(Rutherford, 1989). Les ions Mn*? sont situés dans le complexe de dégagement d’oxy-
gene (CDO) qui comprend, outre les protéines du centre réactionnel, trois protéines (de
33, 23 et 17 kDa) situées hors de la membrane thylacoidienne. Le role de la protéine de
33 kDa serait de stabiliser I’assemblage d’ions Mn*?, bien qu’il soit possible de retirer
cette protéine en conservant une certaine activité de dégagement d’oxygene (en présence
de 1 mM CaCl, par exemple). Quant aux protéines de 23 et 17 kDa, elles ne sont pas
liées 4 ’assemblage d’ions Mn*, mais sont importantes au niveau de la régulation de la
présence des cofacteurs Ca™ et Cl' dans le CDO (Ghanotakis et Yocum, 1990). Elles

sont relarguées les premieres lors de stress salins, ce qui montre leur situation périphéri-
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que dans le CDO, bien que leur localisation exacte les unes par rapport aux autres

demeure sujet a discussion (Beauregard et Popovic, 1988).

Les complexes pigments-protéines collecteurs de lumiere (CCL) comprennent des
apoprotéines de masses mol€culaires variant entre 20 et 30 kDa. Les CCL contribuent
pour a peu pres la moitié des chlorophylles et des protéines présentes dans les membra-
nes thylacoidiennes (Thomber, 1986). Comme leur nom l’indique, les CCL visent a
absorber la lumi€re et a transmettre cette énergie quantique au centre réactionnel du
PS II. Cependant, certaines conditions lumineuses peuvent induire une migration de
certaines apoprotéines le long de la membrane thylacoidienne jusqu’au PS L. C’est ce
qui se produit dans les transitions état 1 - état 2, phénomene dont nous reparlerons plus
loin. I1 semble que les apoprotéines CP23 soient plus sujettes a cette migration

(Staehelin et Allen, 1990).

Finalement, un petit mot sur des protéines intrinséques, liées au noyau du PS II,
qui contiennent le cyt by, Ces deux protéines, de 9 et 4,5 kDa, sont codées dans le
génome chloroplastique (Ghanotakis et Yocum, 1990). Quant au cyt bss, sa fonction,
bien que spéculative, serait liée & sa participation au transport cyclique des électrons
autour du PS II, ce qui permettrait une plus grande dissipation d’énergie lors de stress

(Samson et Fork, 1991).
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A la sortie du complexe du PS II, la quinone Qg est doublement réduite, ayant
accumulé deux électrons.  Simultanément, celle-ci se charge de deux protons en
provenance du stroma. La plastoquinol (PQH,) formée diffuse dans la membrane thyla-
coidienne jusqu’au complexe du cyt bs-f (Mitchell ez al., 1990). Ce complexe enzymati-
que, de type oxydoréductase, accepte les électrons de la PQH,. En méme temps, la
PQH, libére ses protons dans le lumen, ce qui géneére une partie du gradient électro-
chimique de protons (Malkin, 1988). Le complexe des cyt be-f comprend 4 sous-unités
protéiques: un cytochrome de type c¢ (le cyt f de 33 kDa), un de type b (le cyt by de 23
kDa), un complexe Fe-S de Rieske (20 kDa) et une protéine de 17 kDa (chez 1’épinard,
Malkin, 1988). Par la suite, les électrons sont dirigés vers la plastocyanine (PC). La PC
est une protéine cuivrique monomérique d’environ 10,5 kDa; la PC de 1’épinard
constituerait une exception avec ses deux monomeres de 10,5 kDa (Droppa et Horvath,
1990). 11 semble que la plastocyanine diffuserait du c6té luminal de la membrane
thylacoidienne afin de rejoindre le PS I. La libération de 1’électron permettrait de

réduire le PS I excité.

L’ATP-synthétase constitue le demnier grand complexe protéique présent sur la
membrane thylacoidienne. Cette enzyme est formée de deux sous-unités, elles-mémes
composées de plusieurs peptides. La sous-unité externe (FC,), plus précisément les
polypeptides P, est responsable de la synthése proprement dite de I’ATP, & partir d’ADP

et de P,. La sous-unité FC, est constituée de polypeptides transmembranaires formant un
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passage pour les protons situés du cot€ luminal de la membrane (Nelson, 1987). Ce
passage de protons permet de harnacher 1’énergie (c’est M. Bourassa qui serait content
de D’expression) contenue dans le gradient €électrochimique de part et d’autre de la
membrane thylacoidienne. Il induirait un changement de conformation d’un polypeptide,
ce qui permettrait la synthese d’ATP (Junge, 1989). Ce gradient trouve ses sources 2 la
libération de protons consécutive a I’hydrolyse de 1’eau par le PS II ainsi qu’au transport
de protons li€ au transport d’électrons au niveau de la plastoquinone (Ort et Good,
1988), ce dont nous avons discuté antérieurement. Les molécules d’ATP synthétisées au
cours de ce processus sont utilisées dans la phase biochimique de la photosynthése ainsi

que dans les différentes réactions métaboliques de la cellule végétale.

1.2.3 La phase biochimique

La phase biochimique vise a fixer le CO, atmosphérique a I'intérieur de compos€s
organiques qui, ultimement, serviront de réserves énergétiques pour les organismes
autotrophes. Cette voie métabolique, découverte au tournant des années cinquante suite
aux travaux de Calvin, Benson et Bassham, constitue certes une des plus importantes de

la nature.

La réaction enzymatique de base réside dans la production de 2 molécules de 3-

phosphoglycérate a partir du CO, et d’une molécule de ribulose-1,5 diphosphate (figure
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4). L’enzyme responsable de cette réaction est la ribulose-1,5 diphosphate carboxylase
oxygénase (Rubisco). Nous verrons un peu plus loin I’importance de la fonction oxygé-
nase. Cette enzyme, d’une masse.moléculaire d’environ 550 kDa, posséde 2 sous-unités
oligomériques. Les 8 polypeptides de la petite sous-unité (12 a 18 kDa) sont codés au
niveau du noyau, alors que les 8 polypeptides de la grosse sous-unité (50 a 55 kDa) sont
codés dans le génome chloroplastique (Andrews et Lorimer, 1987). La Rubisco peut re-
présenter jusqu’a 15 % des protéines totales de la cellule végétale, ce qui en fait une des
protéines les plus abondantes sur terre (Ellis, 1979). La Rubisco est activée par la
lumiére, selon le mécanisme dont je discuterai un peu plus loin (Campbell et Ogren,

1990).

La réaction initiale ne suffit pas a elle seule a expliquer comment les 6 carbones
des hexoses formés parviennent du CO, atmosphérique. Pour rendre compte de ce
processus, Benson et Calvin ont proposé un mécanisme cyclique, dans lequel une molé-
cule de ribulose-1,5 diphosphate est régénérée pour chaque molécule de CO, réduite
(Benson et Calvin, 1950). C’est le cycle de Calvin-Benson, tel que schématisé a la
figure 4. Cet ensemble de réactions‘nécessite la présence de molécules de NADPH et
d’ATP formées au cours de la phase physico-chimique de la photosynthese. A chaque
tour du cycle, une molécule de glucose-6 phosphate est produite, qui sera transformée
ultimement en un glucide de réserve, ’amidon. Il est 2 noter qu’il n’existe que trés peu

de glucose libre dans les cellules végétales (Lehninger, 1981).
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Figure 4: Le cycle de Calvin-Benson. P: Phosphate, 3-PGA: 3-Pglycérate, GA 3-P:
Glycéraldéhyde 3-P, DHAP:DihydroxyacétoneP, Fru 1,6-diP: Fructose 1,6-diP, Glu 6-P:
Glucose 6-P, Ery-4-P: Erythrose 4-P, Xyl 5-P: Xylulose 5-P, Sed 1,7-diP: Sédoheptulose
1,7-diP, Rib 5-P: Ribose 5-P, Rub 1,5-diP: Ribulose 1,5-diP.
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Depuis la découverte de ce cycle, cette partie de la photosynthése était désignée sous

le vocable de phase obscure. Des progres récents ont cependant permis de montrer que
I’activité de plusieurs des enzymes impliquées dans ce processus €tait régularisée par la

lumiére (Anderson, 1985).

L’activit¢ de la Rubisco est elle-méme dépendante de la lumiére, puisqu’un
inhibiteur, le phospho-1 carboxy-2 arabinitol, présent en grandes quantités aux faibles
intensités lumineuses et A 1’obscurité, régularise ses fonctions photosynthétiques
(Seemann et al., 1990). Ce composé se révele structuralement trés prés de 1’intermé-
diaire de 1’état de transition synthétisé lors de la fixation du CO, sur le ribulose 1-5-
diphosphate, ce qui lui permet de compétitionner avec les réactifs usuels pour le site
actif de I’enzyme. La synthése et la dégradation de ce composé sont dépendantes de
’intensité lumineuse et seraient liées au pH stromatique (Campbell et Ogren, 1990 a et

b). Le mécanisme exact d’activation demeure toutefois sujet a discussion.

Plusieurs enzymes du cycle de Calvin-Benson sont activées par un mécanisme
mettant en cause la lumiére. C’est le cas de la glycéraldéhyde 3-phosphate:NADP oxy-
doréductase, de la fructose 1,6-diphosphate 1-phosphohydrolase, de la sédoheptulose 1,7-
diphosphate 1-phosphohydrolase et de 1’ATP:ribulose 5-phosphate 1-phosphotransférase,

ainsi que de certaines protéines de translocation des assimilats vers le cytoplasme,
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comme la NADPH:malate oxydoréductase, via le syst¢tme de la ferrédoxine/thiorédoxine

(Scheibe, 1990).

Le systeme de la ferrédoxine/thiorédoxine est impliqué dans la réduction de ponts
disulfure a l’intérieur des protéines-cibles, ce qui, tout dépendant de la protéine, 1’acti-
verait ou l’inhiberait (Scheibe, 1990). La thiorédoxine est activée par |’arrivée d’élec-
trons (via la ferrédoxine du systtme de transport d’éiectrons) ou par I’oxygene produit
par le PS II lors de la phase physico-chimique de la photosynthése (Scheibe, 1990). Ce

mécanisme peut étre qualifié de direct (figure SA).

1 en existe un second, a deux temps, ol une phosphatase ou une kinase serait
dans un premier temps activée, et par la suite, modifierait le degré de phosphorylation
d’une seconde enzyme-cible (figure 5B), induisant ainsi une variation de l’activité de

celle-ci (Anderson, 1985).

Ainsi, le transport d’électrons de la phase physico-chimique se retrouve, via ce
systeéme, directement responsable de l’activation enzymatique de la phase biochimique
de la photosynthése. Voila pourquoi i faudrait bannir 1’expression phase sombre
lorsque 1’on se réfeére a la phase biochimique de la photosynthése, puisque la lumiere y

joue un rdle certain.
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A Ferrédoxine Fd-Td réductase Thiorédoxine Enzyme cible
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Réactions physico-chimiques

_ . Kinase ou Enzyme cible
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Figure 5: Mécanismes de la réduction d’une enzyme-cible catalysée par le systeme
chloroplastique de la thioredoxine. A- Mécanisme direct, B- Mécanisme indirect (D’a-
preés Scheibe, 1990).

Je me permets un petit aparté afin de souligner que la fixation du CO, sur un com-
posé a 3 atomes de carbone (le 3-phosphoglycérate) n’est pas la seule voie métabolique
utilisée par les plantes afin de fixer le CO, atmosphérique. Chez certaines plantes, telles
le mais et la canne a sucre, le bremier composé comportant le CO, est une molécule a
quatre atomes de carbone, l’oxaloacétate. C’est pourquoi les plantes comme le mais

sont dites a photosynthese en C,, alors que les autres sont dites a photosynthese en C,.
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Une coopération entre les deux types de cellules chez les plantes en C, est
nécessaire, afin de permettre la translocation du CO, fixé dans les cellules mésophyllien-
nes (plus prés de la surface de la feuille) vers les cellules périfasciculaires (entourant le
systtme vasculaire de la feuille, interne), ou se produit le cycle de Calvin-Benson
(Lehninger, 1981). L’avantage de ce type de voie métabolique réside dans le fait que la
phosphoénolpyruvate carboxylase, I’enzyme responsable de la fixation du CO, atmosphé-
rique dans les cellules mésophylliennes, possede une trés grande affinité pour le CQO,.
Ceci permet d’enrichir la concentration en CO, dans les cellules périfasciculaires,
augmentant d’autant 1’efficacité de la fonction carboxylase de la Rubisco (Hatch, 1987).
Notons au passage que des études récentes ont permis d’établir que l’activité de la
phosphoénolpyruvate carboxylase était elle aussi dépendante de la lumiére, probablement
grice a un mécanisme similaire & celui observé pour les enzymes du cycle de Calvin-

Benson (Jiao et Chollet, 1992).

Cette efficacité moindre de la Rubisco pour fixer le CO, chez les plantes a photo-
synthése en C, vient de la éompétition pour le site actif de la part de I’0O,. La Rubisco,
de par sa fonction oxygénase, peut catalyser la réaction entre le ribulose-1,5 diphosphate,
le méme substrat que dans la fixation du CO,,et 1’0, pour former du 3-phosphoglycérate
et du glycolate (Zelitch, 1964). Cette réaction constitue un autre puits de consommation
d’oxygene par la plante. Le glycolate formé est par la suite métabolisé lors de la photo-

respiration. Cette voie métabolique met en relation plusieurs réactions biochimiques
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sises dans le chloroplaste, le peroxysome et la mitochondrie (Ogren, 1984). Sa fonction
exacte au sein de la cellule végétale est encore le sujet de débats. La photorespiration
pourrait servir de mode de dissipation énergétique dans les cas de stress, puisqu’elle
permet de détoxifier la cellule du peroxyde et d’ions O,, sous-produits de la phase
physico-chimique (Ogren, 1984). Cette notion de consommation d’oxygéne a deux

niveaux de la photorespiration nous sera aussi utile a 1’intérieur de ce travail.

1.2.4 Les états de transition (état 1 - état 2)

Comme nous I’avons vu lors de la description de la phase physico-chimique, cha-
cun des deux photosystemes posséde ses propres complexes pigments-protéines respon-
sables de 1’absorption lumineuse. De plus, la séparation de charges au sein des deux
centres réactionnels s’effectue optimalement a des longueurs d’onde différentes selon le
photosystéme (a 680 nm pour le PS II et & 700 nm pour le PS I). Ainsi, chez la plupart
des algues photosynthétiques et des plantes supérieures, 1’absorption lumineuse a une
longueur d’onde donnée résulte en un débalancement de I’excitation entre les deux pho-
tosystémes. Puisque le transport d’électrons entre 1’eau et le CO, fequiert une opération
en série des PS IT et PS I, il est nécessaire, afin de maximiser 1’efficacité, que les deux
photosystémes operent 4 des taux appropriés. Les transitions d’état, induites par une
surexcitation de 1’un ou l’autre des deux photosystémes, permettent, dans 1’ordre de

uelques minutes, de redistribuer 1’énergie entre les deux systémes (pour une revue, voir
quelq y p
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Fork et Satoh, 1986). Ce phénomene, découvert de fagon indépendante par Murata
(1969) chez 1’algue rouge et par Bonaventura et Myers (1969) chez 1’algue verte, se

retrouve dans tous les organismes photosynthétiques.

Une surexcitation du PS I, par une lumiére bleue ou rouge (chez les algues rouges
ou les cyanobactéries), ou par une lumiere dans le rouge lointain (chez les algues vertes
et chez les plantes) induit 1’état 1. Dans ces conditions, on remarque une hausse de la
fluorescence associée au PS II, ce qui peut €tre interprété, selon 1’école de pensée, par
une augmentation de la section efficace des complexes collecteurs de lumiere du PS II
ou par un retard dans le transfert d’énergie entre le PSII et le PSI. L’état 2 se
caractérise par une diminution de la fluorescence associée au PS II lorsque les algues
vertes ou les plantes sont illuminées par une lumiére rouge ou bleue (orange chez les

cyanobactéries).

D’un point de vue moléculaire, la phosphorylation d’un complexe pigments-protéi-
nes mobile constitue le mécanisme régissant les €tats de transition in vivo (Canaani et
al., 1984). La figure 6 illustre I’aspect moléculaire des états de transition. Chez les
plantes supérieures, 1’état 2 est induit suite 3 une illumination a des longueurs d’onde

inférieures 2 670 nm. Dans ces conditions, le PS II est préférentiellement excité. Les
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électrons provenant du PS II se rendent au bassin de plastoquinones (PQ), réduisant ces
molécules en plastoquinols (PQH,). Le rapport PQ/PQH, diminue constamment puisque

le PS I ne peut suffir a réoxyder les molécules de PQH,.

En-dega d’une certaine valeur, une kinase est activée, ce qui permet la phosphory-
lation du complexe collecteur de lumiere mobile du PS II (probablement une apoprotéine

de 23 kDa (Staechelin et Allen, 1990)). Soit dit en passant, le complexe des cytochromes

Etat 1 Etat 2
PQ
PS II e e PS I

A PQH, &

kinase

>CCL I1-P

NaFX?

phosphatase

Figure 6: Mécanisme moléculaire régissant les états de transition. Le NaF peut étre
utilisé afin d’inhiber 1’activité de la kinase, ce qui empéche la transition de 1’état 2 vers
Iétat 1.
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be-f pourrait aussi étre impliqué dans 1’activation de la kinase (Bennett er al., 1988).
Cette phosphorylation des CCL II mobiles induirait un désempilement partiel des grana,
ce qui faciliterait la migration des CCL II a l’intérieur de la membrane thylacoidienne
jusqu’au PS I. L’énergie absorbée par les CCL II mobiles est ainsi drainée vers les
centres réactionnels du PS I, ce qui permet une distribution balancée de 1’énergie entre

les deux photosystemes (Williams et Allen, 1987).

Chez les plantes, le retour vers I’état 1 est initi€ lors d’une illumination 2 des
longueurs d’onde supérieures a 690 nm.. Dans ces conditions, le PS I absorbe beaucoup
plus que le PS II, d’ot un débalancement de 1’énergie d’excitation en faveur du PS I.
La kinase n’est plus activée et une phosphorylase, en enlevant le(s) groupement(s)
phosphate(s) du CCL II, permet la migration de celui-ci vers le PSII. Ainsi, un
réajustement de 1’énergie d’excitation entre les deux photosystemes est effectué, ce qui

assure une activité photosynthétique maximale.

1.3 La photoinhibition

1.3.1 Définitions et généralit€s

Dans un premier temps, je voudrais définir les termes que j’utiliserai au cours des

prochaines lignes, définitions tirées de 1’article de Powles (1984).
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L’acclimatation est le potentiel de changement dans la composition et la fonction

de ’appareil photosynthétique afin d’utiliser maximalement et/ou de supporter les varia-
tions de I’énergie lumineuse autant en quantité qu’en qualité. Quant a la photoinhi-
bition, elle consiste en une réduction de la capacité photosynthétique, induite par
I’illumination & la lumiére visible (400-700 nm) ou ultraviolette, indépendamment d’une
éventuelle variation de la concentration en pigments. Dans les feuilles, la photoinhibi-
tion n’est pas reliée 4 une limitation de la diffusion du CO, suite 2 une fermeture des
stomates. Elle est inversement li€e a la capacité de réparer les dommages causés par la
lumiere lorsque les variations lumineuses dépassent les capacités d’acclimatation.
Finalement, le stage ultime de l’interaction entre la lumiére et les végétaux est la

photooxydation ol une destruction des pigments photosynthétiques survient, suite a une

trop longue exposition a de trop hautes intensités lumineuses. Cette destruction est

dépendante de la concentration d’O,. Elle suit habituellement la photoinhibition.

Les premieres €tudes systématiques de 1’effet des hautes intensités lumineuses sur
I’activité photosynthétique ont été effectuées par Myers et Burr en 1940. Les travaux
ultérieurs ont porté sur des organismes enters tels que les feuilles, mais des mécanismes
de réparation rendaient difficile 1’interprétation des stress de haute intensité lumineuse a
ce niveau d’organisation. C’est ce qui a amené Jones et Kok (1966 a et b) a travailler

avec des chloroplastes. Leurs travaux de pionniers seront suivis par une foule d’autres,
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ce qui, a I’heure actuelle, rend 1’étude des stress lumineux de haute intensité un des

domaines de recherche les plus florissants en photosynthése.

Tous les organismes photosynthétiques, du phytoplancton (Belay, 1981) aux
plantes supérieures (voir la suite...), en passant par les algues (Herbert, 1990, Neale,
1987) et les cyanobactéries (Paerl, 1984) sont sujets a la photoinhibition. Leur degré de
tolérance varie d’une espece a 1’autre, est dépendant de leurs conditions de croissance
(Anderson et Osmond, 1987), de la présence d’un autre stress (Boyer et al., 1987,
Ludlow, 1987 et Oquist et al., 1987), etc. L’effet d’un traitement photoinhibiteur varie a
I'intérieur méme des différentes assises cellulaires d’une feuille, a cause des propriétés
optiques intrinséques de celle-ci. En effet, Powles et Bjorkman (1982) ont clairement
démontré qu’un traitement photoinhibiteur dirigé vers une face foliaire plutdt que 1’autre,
affectait de maniere plus importante les cellules de cette face - tel que révélé par la

fluorescence a 77 K- que les cellules de la face opposée.

1.3.2 Mécanismes de la photoinhibition

Dés les premiers travaux portant sur la photoinhibition, Jones et Kok (1966 b) ont
démontré que le spectre d’action de ce phénomeéne était intimement li€ au spectre

d’absorption de la chlorophylle, une idée intuitivement acceptable. Les travaux
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ultérieurs, autant in vivo qu’in vitro, ont abondamment confirmé que les dommages

photoinhibiteurs mettaient en cause les chloroplastes.

Suite au traitement photoinhibiteur, le transport d’électrons est diminué (Critchley,
1981, Ogren et Oquist, 1984). Ceci induit par le fait méme une baisse du dégagement
d’O, photosynthétique (Bjorkman ez al., 1988, Samuelsson ez al., 1985) et une inhibition
du taux de fixation du CO, (Powles et al., 1979, Ogren et al., 1984). L'utilisation in
vitro de modulateurs de I’activité photosynthétique a permis de cerner la cible primaire

des dommages photoinhibiteurs au niveau du PS II (Critchley, 1981).

Mais ce sont les mesures de fluorescence qui ont permis d’identifier que les
1ésions causées par la photoinhibition étaient dirigées principalement vers le PS II. Des
diminutions importantes du rendement quantique et des cinétiques de fluorescence ont
été observées chez des feuilles intactes (Critchley et Smillie, 1981; Powles et Bjorkman,
1982), des algues (Whitelam et Codd, 1984, Kyle ez al., 1984), des chloroplastes intacts
(Barényi et Krause, 1985) et des thylacoides (Cleland et Critchley, 1985, Krause et al,,
1985, Nedbal et al., 1986) suite aux traitements photoinhibiteurs. L’universalité du
phénomene, alliée aux mesures de fluorescence, montre que la baisse de I’activité
photosynthétique n’est pas due a la fermeture des stomates (puisque les algues sont

touchées), ni dépendante de contributions cytoplasmique ou mitochondriale (puisque les
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chloroplastes isolés sont affectés), mais est bien causée par des dommages & la mem-

brane thylacoidienne.

Les spectres d’émission de fluorescence a 77 K peuvent montrer la localisation
d’éventuels dommages membranaires, puisque la longueur d’onde d’émission du PS II se
révele différente de celle du PS I (Kyle, 1987). Suite au traitement photoinhibiteur, on
observe une diminution des bandes d’émission associ€ées au PS II in vivo chez 1’algue
verte Chlamydomonas (Kyle, 1987) et chez le laurier rose (Nerium olander, Bjorkman et
al., 1981), de méme qu’in vitro chez des thylacoides d’épinard (Cleland et Critchley,
1985). Par contre, I’intensité de la bande d’émission associée au PS I ne fluctue pas.
Powles et Bjorkman (1982) ont montré que le phénomene n’est pas reli€é a une redistri-
bution d’énergie entre les photosystémes. On doit cependant noter que la fluorescence
associ€ée au PS I subit une baisse lorsque le traitement est prolongé chez les thylacoides
(Cleland et Critchley, 1985) et les chloroplastes (Barényi et Krause, 1985). Le site pri-

maire d’action des hautes intensités lumineuses se révele donc situé au niveau du PS II.

L’utilisation de modulateurs de ’activité photosynthétique et de marqueurs spéci-
fiques des protéines a permis de localiser plus précisément le site des dommages (Kyle,
1987). Ainsi, Dactivité de transport d’électrons entre ’eau et le dichlorophénolindol
(DPIP) mime I’activité totale de la chaine de transport d’électrons. Cette activité est

réduite suite au traitement photoinhibiteur (figure 7, Ohad et al., 1984). Par contre,
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lactivité du PS I (téraméthylphénylénediamine vers le methylviologéne) n’est pas
affectée (Ohad et al., 1985), et celle du PS II séparé de la protéine Q, (eau vers le

silicomolybdate (Girault et Galmiche, 1974)) s’avere légerement diminuée (figure 7).
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Figure 7: A- Effet de la photoinhibition sur l’activité de transport d’électrons et la
présence de protéines marquées de la membrane thylacoidienne. (D’aprés Ohad et al.,
1985). B- Représentation schématique du centre réactionnel du PS II et du transport
d’électrons. (D’aprés Kyle, 1987; note: cette représentation n’est plus valable, le centre
réactionnel étant composé des protéines D1-D2 (voir figure 3)).
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La diminution de ’activité dépendante de la protéine Qg est directement correlée
avec la perte de cette protéine dans la membrane thylacoidienne (figure 7) et de la perte
de sites de liaisons de ’atrazine (Kyle et al., 1984). Cette diminutioﬁ de la présence de
la protéine Qg pré-marquée n’est pas observée dans le cas de la protéine de 51 kDa (fi-
gure 7). De fagon générale, le haut taux de recyclage de la protéine Qg chez les feuilles
soumises a un stress de hautes intensités lumineuses supporte ’hypothése que le site
primaire de la photoinhibition est localisé au niveau de la protéine Qg (Mattoo er al.,

1984, Reisman et Ohad, 1986).

Néanmoins, il est & noter que, chez des chloroplastes isolés et chez des cyanobac-
téries, ’activité indépendante de Qg peut elle aussi €tre affectée, ce qui situerait le site
primaire au niveau du centre réactionnel lui-méme (Cleland et Critchley, 1985, Tytler et
al., 1984). Cette interprétation est supportée par des mesures d’absorption a 320 nm,
liées a la photoréduction de la molécule Q,, qui montrent que la photoréduction de Q,
est inhibée suite a la photoinhibition (Cleland et al., 1986, 1987). Un troisieme site de
dommages, placé en aval du PS II, a été observé chez des particules de PS II dont les
capacités de dégagement d’O, ont ét€ inhibées, suite a un traitement 4 I’hydroxylamine
(Callahan et Cheniae, 1985, Callahan er al., 1986), a un lavage dans un tampon Tris
(Eckert et al., 1991) ou I’enlevement des ions Cl" (Styring et al., 1990). Le site peut

méme varier selon les conditions d’isolation et le statut du PS II (Eckert ef al., 1991).
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En résumé, il est certain que le site primaire de dommages causés par la photoin-
hibition est localis€ au niveau du PS II, mais son exact emplacement suscite encore une
controverse importante. La méthode employée pour induire la photoinhibition, & savoir
in vivo ou in vitro pourrait en €re responsable. Barber et Andersson (1992) ont en effet
montré que les dommages reli€és au c6té donneur du PS II peuvent survenir en condi-
tions anaérobiques alors que ceux reli€s au coté accepteur du PS II sont dépendents de la

présence d’oxygene.

1.3.3 Photoinhibition et autres stress environnementaux

De fagon générale, la présence d’un stress environnemental réduit les capacités
photosynthétique et d’acclimatation (en diminuant [’efficacité des mécanismes de
réparation par exemple) d’une plante; 1’adjonction d’un stress lumineux augmentera donc

les effets néfastes du premier stress sur la plante et vice-versa.

1.3.3.1 Et basses températures (T < 10°C)

Etant donnée la saison végétative relativement courte qui prévaut dans certaines
régions du globe (dont la noétre), les communautés végétales y croissant sont sujettes a
une exposition combinée de ces deux stress environnementaux 2 un moment ou 1’autre

de leur développement. En fait, les basses températures, en diminuant 1’efficacité
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photosynthétique, prédisposent [’appareil photosynthétique & une sur-énergisation,
laquelle apparait rapidement lors de stress de hautes intensités lumineuses (Oquist ez al.,

1987).

Dans un tel type d’études, plusieurs parameétres doivent étre pris en considération: (i)
Le degré de tolérance (ou de sensibilit€) que possede la plante aux basses températures.
Certaines plantes, sont plus susceptibles que d’autres a une exposition aux basses
températures; ainsi, la présence de lumiére pourrait affecter irrémédiablement ’appareil
photosynthétique. Ceci n’est pas étranger au fait que les plantes & photosynthése en C,
les plus septentrionales soient des plantes d’ombre (Long, 1983); (ii) La baisse de tem-
pérature que subit la plante. Les températures sous le point de congélation et la lumiére,
méme d’intensité modérée, peuvent produire un effet photoinhibiteur chez des plantes
résistantes a la fois aux basses températures et aux hautes intensités lumineuses. Un bon
exemple est rapporté par Strand et Oquist (1985) chez le pin écossais; (iii) La durée
d’exposition aux basses températures et/ou aux hautes intensités lumineuses; (iv) Les
effets des basses tcmpéréturcs sur les processus alternatifs de dissipation énergétique.
Ces processus métaboliques ou biophysiques comprennent la photorespiration, le systeme
enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD), la présence de caroténoides, etc.; et (v)

Les effets des basses températures sur les mécanismes de réparation.
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Dans les faits, les effets des basses températures sur les mécanismes de réparation
sont d’une importance majeure. Ces mécanismes sont liés & la capacité que posséde la
plante de synthétiser de nouvelles protéines, de les insérer dans la membrane, de les
transporter latéralement jusqu’au site de bris et enfin, d’enlever la protéine endommagée.
Kyle et Ohad (1986) n’hésitent pas & conclure que ’effet photoinhibiteur net résulte de
la balance entre les dommages causés et la capacité de recouvrement. Une grande partie
de ces mécanismes de recouvrement requiert une activité enzymatique; or, cette activité
est reconnue pour décroitre a basse température (Lehninger, 1981). De plus, les basses
températures diminuent le degré de fluidité des lipides membranaires (Chapman, 1975),
ce qui limite la diffusion des protéines synthétisées de novo. Ainsi, les basses tempéra-
tures, en diminuant I’efficacité des mécanismes de réparation, vont augmenter 1’effet des

stress de haute intensité lumineuse (Greer et al., 1986, Oquist et al., 1987).

1.3.3.2 Et hautes températures (T > 30 °C)

Dans le cas des stress de hautes températures, la lumiere peut exercer trois effets

différents, selon son intensité.

Les hautes intensités lumineuses (2 000 pE m™® s ) décroissent la tolérance des
plantes aux hautes températures (entre 30 et 48 °C chez Siratro, Ludlow et Bjorkman,

1984). De la méme fagon, les hautes températures diminuent le seuil d’acclimatation
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aux hautes intensités lumineuses (Ludlow, 1987). A la limite, une augmentation trop
importante de la température peut mener a la photooxydation beaucoup plus rapide des
pigments pour une intensité lumineuse donnée (Greer et al., 1986). Finalement, les
hautes intensités lumineuses exacerbent les effets d’un autre stress, par exemple un stress

hydrique (entre 30 et 42 °C chez Siratro, Ludlow et Bjorkman, 1984).

De faibles intensités lumineuses (125 pE m? s) préviennent les dommages causés
par les hautes températures lors de courtes expositions (entre 5 et 10 minutes) (Schreiber
et Berry, 1977). Cette lumiere incidente permettrait de conserver un équilibre ionique,
ce qui stabiliserait la membrane thylacoidienne. Une tres faible intensité lumineuse (20
nE m?s? ), quant a elle, augmente le taux de recouvrement suite i des dommages
causés par les hautes températures, comparativement a I’obscurité. La lumiére induirait

ici les mécanismes de recouvrement plutdt que de les régulariser (Ludlow, 1987).

1.3.3.3 Et déficit hvdrique

Le stress hydrique représente probablement le stress environnemental qui, par lui-
méme, entraine les plus importantes conséquences pour la photosynthése. Sa combinai-
son avec la photoinhibition ne peut donc que causer des effets dévastateurs sur 1’activité
photosynthétique. Lorsqu’une plante est soumise 3 un stress hydrique, deux grands

effets sont retrouvés: (i) les stomates, responsables des échanges d’eau et des gaz se
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referment, afin d’éviter des pertes hydriques trop importantes. Ceci a aussi pour effet de
diminuer la dissipation de la chaleur hors de la feuille. (ii) au méme moment, une
diminution de D’activité photosynthétique, conséquence de la limitation de 1’entrée du
CO, dans la feuille, est observée. L’énergie absorbée doit donc étre dissipée sous
d’autres modes que l’activité photochimique. On observe a ce moment, une augmenta-

tion de 1’énergie dissipée sous forme de chaleur ou de lumiére (fluorescence).

Ainsi, lors d’un stress hydrique, le surplus de chaleur dissipée par 1’appareil
photosynthétique est difficilement rejeté dans 1’environnement (2 cause de la fermeture
des stomates), ce qui cause une augmentation de la température interne de la feuille. Si
cette température atteint des niveaux suffisamment élevés pour diminuer D’activité
enzymatique, des dommages importants sont occasionnés a la feuille. Par conséquent, la
photoinhibition, en augmentant la demande de dissipation énergétique sous forme de

chaleur, exacerbe les effets du stress hydrique (Boyer et al., 1987).

1.3.3.4 Et herbicides

Le duo lumiére et herbicides constitue certes un des moyens les plus couramment
utilisés afin de controler la végétation. Trois grands mécanismes d’action de cette paire
de contraintes abiotiques peuvent étre distingués selon van Rensen et al. (1984): (i)

L’inhibition de la chaine de transport d’électrons représente le premier mécanisme.
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Suite a I’inactivation de la chaine, il s’ensuit une sur-énergisation des photosystémes, ce
qui meéne ultimement a une photodégradation des pigments. La grande majorité de ces
herbicides, dont 1’atrazine s’aveére un bon exemple, se fixe au niveau de la protéine Qg,
empéchant le transfert d’électrons jusqu’au bassin de plastoquinones; (ii) L’inhibition de
la syntheése de caroténoides, par des composés comme le norflurazon, constitue le second
mécanisme (Mayfield et al., 1986). La désaturation du phytoéne, un précurseur de la -
carotene et des xanthophylles, représente la réaction-cible de ce type d’inhibiteurs.
Ainsi, I’absence de ces caroténoides enléve une protection supplémentaire a 1’appareil
photosynthétique; et (iii) Le troisieme: mécanisme est relié au bris de constituants cellu-
laires, y compris chloroplastiques. La lumiere induit chez ces composés, dont les
bipyridyles constituent un bon exemple, la formation de radicaux ou d’espéces d’O,

toxiques pour la membrane cellulaire.

1.3.4 Modes de protection

Il existe trois grandes catégories de modes de protection, chacun étant relié a un
niveau d’organisation de la plante: (i) les modes biophysiques se situent particulierement
au niveau de la membrane thylacoidienne; (ii) les modes métaboliques requierent des
processus se déroulant au niveau chloroplastique; et (iii) les modes morphologiques font

appel a des mécanismes cellulaires, voire au niveau de la plante entiere. Au cours des
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prochaines lignes, je présenterai plus en détail chacun des modes, en suivant grosso

modo la classification qu’a établie Powles (1984).

Les modes biophysiques sont reli€és aux mécanismes d’échange d’énergie entre les
différents pigments de ’appareil photosynthétique ou aux modes de désexcitation de

ceux-ci.

Une des premicres fonctions des caroténoides est d’absorber la radiation incidente
et de la transmettre vers le centre réactionnel des photosystemes, augmentant d’autant le
domaine d’activité de ’appareil photosynthétique (Cogdell, 1978). Outre cet aspect, les
caroténoides possedent aussi une fonction protectrice, puisqu’ils interagissent avec les
molécules de chlorophylle dans 1’état triplet ou les molécules d’O, dans I’état singulet,
deux espéces particulicrement réactives et potentiellement toxiques pour la membrane
(Krinsky, 1978, Renger et Wolff, 1977). A cet égard, les expériences réalisées avec des
plantes déficientes en caroténoides ont clairement démontré leur rdle essentiel dans la
prévention de la photooxydation des pigments et des protéines (Mayfield er al., 1986,
Thomas et Matile, 1988). Suite a cette interaction avec les molécules réactives, les
caroténoides vont dissiper 1’énergie sous forme de chaleur, ce qui constitue un méca-

nisme non-destructif de protection.
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De fagon particuliere, B. Demmig et ses collaborateurs ont démontré le role
important du cycle des xanthines sur la dissipation énergétique lors de stress lumineux
(pour une revue voir Demmig-Adams et Adams, 1992). Lors d’un tel stress, les molé-
cules de violaxanthine sont converties en zéaxanthine. Cette conversion est intimement
correlée avec l’atténuation de fluorescence que l’on peut relier aux mécanismes de
dissipation thermique (Demmig et al., 1987, Demmig-Adams er al., 1990). Winter et
Koninger (1989) ont montré qu’en inhibant le cycle des xanthines, la susceptibilité des

plantes aux stress lumineux était augmentée.

Outre son interaction avec les caroténoides, 1’0, peut étre réduit en acceptant les
€lectrons en provenance du PS I, devenant ainsi un compétiteur a la formation du
NADPH. Dans la réaction de Mehler, du nom du biochimiste ayant découvert cette
réaction, 1’O, ayant accepté un électron devient un radical libre, forme des radicaux
hydroxyles toxiques, ou est transformé en peroxyde d’hydrogeéne (Robinson, 1988). Ces
composés toxiques sont par la suite métabolisés via le systeme de la superoxyde
dismutase, de la catalase ou de ’ascorbate peroxidase (Elstner, 1987, Salin, 1988). Ces
enzymes se retrouvent particulierement dans les peroxisomes, des organites situés a

proximité des chloroplastes (Vaughn, 1985).

A premiere vue, on pourrait croire que la réaction de Mehler se révele plutot

dangereuse pour la cellule, puisqu’elle méne a la formation d’especes d’O, toxiques.
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Mais, en regardant le métabolisme de 1’0, dans son ensemble, il a été suggéré que la
réaction de Mehler pouvait servir de mécanisme dissipant 1’énergie, ce qui permettrait
d’éviter la photoinhibition (Radmer et Kok, 1976). En effet, 'O, devient dans ces
conditions un accepteur d’électrons, ce qui crée une activité photochimique accrue. Bien
que ce mécanisme semble plausible chez certaines algues (Radmer et Kok, 1976), il se
révele plus ou moins efficace chez plusieurs espéces de végétaux afin d’éviter les effets

négatifs de la photoinhibition (Osmond, 1981, Wu et al., 1991).

La persistance de la fixation du CO,, a tout le moins a un niveau minimal, se
révele nécessaire pour éviter, ou minimiser, les effets négatifs de la photoinhibition
(Powles, 1984). En effet, un stress de hautes intensités lumineuses en absence de CO,
meéne a des dommages plus grands qu’en présence de CO,, autant chez les plantes en C,
qu’en C, (Comnic, 1976, Krause et al., 1978, Powles et al., 1980). L’explication de ce
phénomene demeure cependant sujette a discussion. Une hypothése veut qu’en main-
tenant la fixation de CO,, I’appareil photosynthétique doit ainsi synthétiser de I’ATP et
du NADPH, ce qui assure un certain flot d’électrons et prévient ainsi une sur-énergisa-

tion du PS II (Powles, 1984).

L’autre grande voie métabolique du carbone chez les plantes, la photorespiration,
se retrouve au centre d’un autre mécanisme de protection. L’absence d’O, et de CO,

augmente de beaucoup l’effet d’un traitement photoinhibiteur (Cornic, 1978, Osmond,
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1981, Powles et al., 1979). Dans ces conditions, il n’existe aucun accepteur terminal
d’électrons; ainsi 1’activité photochimique n’est pas assurée. Dans un article récent, Wu
et al. (1991) ont montré que la photorespiration jouait un réle plus important que la
réaction de Mehler dans la protection contre la photoinhibition. Pour ces auteurs, le
mécanisme n’est pas reli€ a la maintenance d’une activité photochimique. 1l serait plutot
di au fait que la photorespiration: (1) €vite une sur-réduction de la chaine de transport
d’électrons en présence d’une faible concentration de CO, et, (ii) conserve un rapport
NADP/NADPH favorisant le transport cyclique d’électrons autour du PS I (Wu et al.,
1991). Nous avons déja vu les implications positives du transport cyclique d’électrons

vis-a-vis de la protection contre la photoinhibition.

Au niveau de la cellule ou de la plante entiere, les modifications visant a augmen-
ter la tolérance aux stress de hautes intensités lumineuses se déroulent sur des périodes
de temps plus longues que celles découlant des modes biophysiques ou métaboliques.
Uldmement, les mécanismes adaptatifs décrits au Tableau I (page 8) se mettent en

branle lors de longues expositions.

Outre des changements dynamiques dans l’architecture du feuillage ou dans les
propriétés spectrales de la feuille, une réduction de I’absorbance peut survenir suite a un
mouvement des chloroplastes a ’intérieur des cellules (Schonbohm, 1987). Ce mouve-

ment meéne a une agrégation des chloroplastes d’ou un auto-ombrage, ou a une disposi-



Chapitre 1: Introduction 49

tion de ceux-ci telle que la surface exposée devienne minimale (Zurzycki, 1972). On

croit que ces mouvements sont régis par le phytochrome (Schénbohm, 1987).

Chez les plantes supérieures, les mouvements foliaires causés par |’irradiation sont
étudiés depuis bon nombre d’années. Comme je 1’ai écrit dans les premiéres pages de
ce travail, certaines plantes désertiques peuvent orienter préférentiellement leurs feuilles
vers le soleil afin de maximiser 1’absorption (Ehleringer et Forseth, 1980). Mais, lors de
stress photoinhibiteur, seul (Gamon et Pearcy, 1989) ou avec des conditions de stress
hydrique (Dubetz, 1969, Ludlow et Bjorkman, 1983), ces mémes plantes vont réorienter
parallelement la surface de leurs feuilles a la radiation solaire, réduisant ainsi 1’absorp-

tion, ce qui permet d’éviter la photoinhibition.

1.3.5 Recouvrement

Une analyse attentive des processus de réparation peut nous renseigner sur les
sites d’action de la photoinhibition. La figure 8 présente un schéma résumant les
processus de réparation de la protéine Qg (traduite de Kyle, 1987). La synthése de
nouvelles protéines se révele nécessaire afin qu’il y ait recouvrement, puisque le
chloramphénicol, un inhibiteur de la traduction de I’ARN-m, bloque le processus (Greer
et al., 1986). Ces protéines nouvellement formées proviennent de genes chloroplasti-

ques, non pas de génes nucléaires (Ohad er al., 1985, Greer et al., 1986, Reisman et al.,
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1986, Samuelsson et al., 1985, 1987). Cette donnée supporte les déterminations
biochimiques montrant que le PS II constitue le site primaire de dommages, puisque
toutes les protéines intrinseéques du PS II sont codées au niveau du 'chloroplaste (Murata

et Miyao, 1989).

La seconde étape limitant le processus de réparation constitue 1’incorporation de la

nouvelle protéine - et I’enlevement de celle endommagée- dans la membrane thylacoi-
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Figure 8: Le cycle de vie de la protéine Q.
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dienne. Les mesures de marquage radioactif ont montré que seule la cinétique d’enle-
vement de la protéine Qp correspondait, avec un léger décalage, a la cinétique de perte
d’activité du PS I (Ohad et al., 1985). Ceci correspondrait au temps mis par la
nouvelle protéine a diffuser des lamelles stromatiques vers les thylacoides (Wettern,
1986). Le froid pourrait jouer un rdle important en ralentissant les processus de

réparation et de migration de la protéine Qg, ce qui rendrait 1’organisme beaucoup plus

photosensible aux basses températures (Kyle, 1985, Greer, 1988).

Le concept développé au cours des dernieres années veut que la photoinhibition,
telle que détectée par la perte de I’activité du PS II, ne se produise que lorsque le taux
de création de dommages excede celui des réparations (Kyle et Ohad, 1986, Greer e al.,
1986). Ceci pose un certain probleme dans le cadre de mesures in vivo mais est

contourné en travaillant avec des membranes thylacoidiennes.

1.4 Les objectifs de ce projet de recherche

Dans la nature, certaines plantes sont reconnues comme €tant des especes
pionnieres, c’est-a-dire les premieres especes végétales a coloniser un écosystéme.
D’autres especes sont dites de climax, puisqu’elles constituent les secondes et troisieémes
générations de plantes A peupler cet espace géographique (Daubenmire, 1968). Les

especes pionnieres doivent étre capables de supporter moultes conditions adverses; parmi
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celles-ci, elles sont exposées a la forte et continuelle irradiation solaire. C’est le cas
entre autres du bleuetier, qui est reconnu pour recoloniser (Marie-Victorin, 1964) par
exemple les terres laissées en jachere ou les briilis (Louis Hémon en a fait une remar-
quable description dans Maria Chapdelaine (1949)). A ’opposé, certaines espéces de
climax, comme par exemple 1’érable a sucre, requiérent un ombrage suffisant afin de se
développer (ce qui ne les empéche pas de devenir des arbres dont le feuillage constitue

la voiite de la forét).

Par contre, les jeunes plants poussant a l’ombre doivent expérimenter des
conditions de lumiére différentes de celles prévalant a la cime. Des variations de la
qualité de la lumiere incidente surviennent réguliérement, ce qui nécessite une acclimata-
tion rapide des mécanismes photosynthétiques afin de maximiser cette activité photosyn-

thétique.

Ce sont ces phénoménes naturels, cette diversité dans la tolérance aux variations
de luminosité, autant én qualité qu’en quantité, qui a éveillé ma curiosité dans un
premier temps. Si les bleuetiers sont capables de pousser en pleins champs, ce que les
érables réussissent tres difficilement, est-ce dii & une résistance supérieure a la photoinhi-
bition? Si oui, quels en sont les mécanismes? A I’intérieur de la méme espece, certaines

plantes finissent par se retrouver dans des conditions lumineuses différentes; conservent-
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elles les traits de tolérance, ou de sensibilité, de 1’espece? Ces questions ont orienté

mon travail au cours de ces derniéres années.

Ainsi, ’objectif général de ce travail s’avere de caractériser les effets de la
lumiére incidente chez les plantes. De fagon particuli¢re, je compte étudier les états de
transition se produisant chez les plantes supérieures lors de variations qualitatives de la
lumiére incidente. De plus, les effets d’un stress de hautes intensités lumineuses suf

I’activité photosynthétique seront analysés.

Pour ce faire, des plantes reconnues comme résistantes (les bleuetiers) et sensibles
(les jeunes érables) a la croissance en plein champs seront analysées. Je veux aussi véri-
fier I’effet de I’environnement lumineux lors de la croissance sur ’intensité des effets
photoinhibiteurs. La détermination des activités des PS I et PS II in vivo lors de la
photoinhibition sera effectuée. De plus, certains mécanismes de protection (transport
cyclique autour du PS I, migration des complexes collecteurs de lumiére du PS II,

émission de chaleur augmentée) seront étudiés, et leur apport protecteur sera évalué.

La majeure partie des résultats provient de mesures photoacoustiques. Cette
méthodologie se révele d’intérét pour ce projet, puisqu’elle permet de mesurer I’activité
de l’appareil photosynthétique via I’emmagasinage d’énergie photosynthétique et le

dégagement d’oxygene, en plus de déterminer le dégagement thermique. Un deuxieme
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objectif majeur de ce travail est de développer une méthodologie photoacoustique me
permettant de caractériser 1’activité des deux photosystemes séparément, méthodologie
que j’utiliserai éventuellement en vue de suivre 1’effet des variations lumineuses sur

I’appareil photosynthétique.

Au cours de nos travaux, nous avons aussi eu a caractériser le signal photoacousti-
que d’0,, qui semble erratique sous certaines conditions de mesure. Ceci nous a amené
a développer une méthodologie d’infiltration d’eau de la feuille, afin d’éviter ce signal

d’0,, méme a basse fréquence de modulation.
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LA SPECTROSCOPIE PHOTOACOUSTIQUE

D’un point de vue sémantique, la spectroscopie photoacoustique permet
"d’écouter la lumiére", puisqu’elle mesure la transformation de ’énergie lumineuse
en pression acoustique, suite a son absorption intermittente par un corps. Nous
effectuerons dans cette section un bref survol de la théorie photoacoustique avant
d’aborder les applications de cette méthodologie dans 1’étude de la photosynthése.
La partie finale vise a expliquer la méthodologie expérimentale que j’utiliserai lors

de mon étude des effets de la lumiere incidente sur I’activité photosynthétique.

2.1 Historique

Le principe de la spectroscopie photoacoustique a été découvert par Alexan-
der Graham Bell en 1880 alors qu’il poursuivait des recherches sur différents
moyens de communication (Bell, 1880). Le photophone, puis le spectrophone de
Bell et Tainter intéresserent rapidement la communauté scientifique de I’époque
(Preece, 1881, Rayleigh, 1881, Tyndall, 1881). Dans cet appareil, le soleil servait
de source lumineuse et le rotor d’'une machine a coudre permettait la rotation d’un
disque modulateur. Suite a 1’absorption de la lumiere par un échantillon fortement
absorbant, 1’onde acoustique était détectée par 1’oreille appuyée contre un cornet
acoustique (Bell, 1881). Ce grand intérét pour cette nouvelle technique s’estompa

rapidement, principalement a cause de la faible sensibilité du détecteur, 1’oreille.
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Au cours du XX®™ siécle, la méthodologie photoacoustique demeura
confinée a I’étude des propriétés des gaz, a cause de leur efficacité a convertir la
chaleur en pression acoustique (Liischer, 1981). Ce n’est qu’avec ’avénement de
puissantes pieces électroniques, et leur miniaturisation, que la détection aisée des
ondes acoustiques générées dans les solides a pu étre réalisée (Harschbarger et
Robin, 1973). La synthése d’une théorie expliquant 1’effet photoacoustique dans
les solides (Rosencwaig et Gersho, 1976) a permis I’émergence de la spectroscopie
photoacoustique comme outil de valeur pour étudier les propriétés optiques et

thermiques de solides opaques.

2.2 Théorie de ’effet photoacoustique dans les solides

Au cours des prochaines lignes, nous aborderons quelques points saillants de
la théorie de Rosencwaig et Gersho traitant de 1’effet photoacoustique dans les
solides. Un traitement plus détaillé de cette théorie peut €tre retrouvé dans
Rosencwaig et Gersho (1976), Adams (1982) et dans mon mémoire de maitrise

(Charland, 1989).

Trois importants processus physiques se révelent responsables de la genese
du signal photoacoustique: 1’absorption de la lumiére, sa conversion en chaleur et

la diffusion de la chaleur dans 1’échantillon. On peut exprimer cette relation par:
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Efficacité  Efficacité

Intensité Energie
. _ - de la du 1
du;fnal—f(m *  conversion ’ tran.s:fert) W

non-radiative thermique

De fagon particuliere, 1’absorption de lumiere s’effectue a 1’intérieur de la

longueur d’absorption optique pg, dont la valeur peut étre retrouvée par 1’équation:

1

1
- == 2
B 23¢eC @)

Bg =

ol B est le coefficient d’absorption optique (m™), lequel est relié, grice a la loi de
Beer-Lambert, & 1’absorptivité molaire ((€) [M" m™]), et A la concentration molaire
du chromophore ((C)) [M]). En fait, la longueur d’absorption optique représente la
profondeur a laquelle D’intensité lumineuse vaut 1l/e de I’intensit¢ lumineuse
incidente. Dans un milieu opaque ou semi-transparent, pg est inférieur a 1’épais-
seur de 1’échantillon; la saturation optique qui en résulte peut causer de sérieuses
distorsions spectrales. Nous verrons un peu plus loin, qu’un des grands avantages
de la spectroscopie photoacoustique réside dans la possibilit¢é de choisir des

conditions expérimentales nonobstant la saturation optique.

Rosencwaig et Gersho (1976) ont proposé un modele permettant la descrip-
ton d’un flux thermique unidirectionnel dans un matériau dont les propriétés
thermiques sont indépendantes de la position et de la température. Ainsi, ’onde

thermique est décrite par:
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ou T représente la température (K); x, la position (m) et t, le temps (s). La
diffusivité thermique du matériau ((cr), [m* s']) est définie comme étant:

o - kK 4)
p.C,
ol les valeurs de la conductivité thermique (k [J s' m' K']), de la masse volumi-
que (p [kg m?]) et de la chaleur spécifique (C, [J kg' K']) de I’échantillon

peuvent étre retrouvées dans les tables physiques appropriées (par exemple:

Touloukian, 1973).

Les conditions prévalant aux fronticres de 1’échantillon régissent la solution
de I’équation (3). Posons que la température a la surface (x = 0) soit une fonction

harmonique du temps telle qu’exprimée par:
T =T, cos(w.t) &)

ol o constitue la fréquence angulaire ( = 2xf, [s']) de la variation périodique de

la température. La solution de 1’équation (3) se présente alors sous la forme de :
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T =T, expl-x ,| =] . [cos((w.0)- (x ,| =] - 4 (©6)
2a 2a

ou A représente une variation transitoire de T causée par I’amorce de 1’oscillation
au temps t = 0. Lorsque la durée du phénomeéne augmente, A devient négligeable.

Selon cette équation, il est possible de relier I’amplitude de 1’onde thermique a:

exp[-x «‘ %l )

Ainsi, une augmentation de x ou de ® conduit a une diminution de 1’ampli-
tude de ’onde thermique. Le facteur wf2a est défini comme étant le coeffi-
cient de diffusion thermique (a, [m']). Rosencwaig et Gersho ont décrit, A partir
de ce coefficient, un parametre trés important en spectroscopie photoacoustique, la

longueur de diffusion thermique (p,, [m]).

2a (8)
by = =
w

1
a.l

La longueur de diffusion thermique représente la profondeur a l'intérieur de
I’échantillon responsable des ondes thermiques réussissant a diffuser jusqu’a la sur-
face pendant le cycle d’illumination (Boucher er al., 1986). En fait, cette approxi-

mation se situe entre celles exprimées par Rosencwaig et Gersho (1976), 2mp, et
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par Malkin et Cahen (1981), p / V2. A partir de 1’équation (8), on constate que 1,
est inversement proportionnel a la racine carrée de la fréquence angulaire de
modulation. Ainsi, il devient possible de déterminer des conditions expérimentales
nous permettant de sonder une profondeur connue de I’échantillon. On utilise ce
principe dans la méthodologie dite de profil de profondeur (Adams et Kirkbright,
1977) ou il devient possible de dresser une carte chromophorique de 1’échantillon.

Cette approche constitue un des avantages uniques de la spectroscopie PA.

La génération du signal photoacoustique dans un solide peut se résumer de
la maniére suivante (figure 9). Un échantillon est déposé a l’intérieur d’une
enceinte acoustique hermétiquement close. Un faisceau lumineux intermittent est
dirigé vers I’échantillon ou il est absorbé. Par définition, la longueur d’absorption
optique correspond a la profondeur a I’intérieur de 1’échantillon ou 1/e de I’inten-
sité incidente demeure. Lors de I’absorption lumineuse, les molécules de 1’échan-
tillon sont excités a des niveaux énergétiques supérieurs. Les transitions non-
radiatives constituent un mode de désexcitation des molécules, dégageant ainsi de
la chaleur. Les ondes thermiques ainsi produites diffusent a 1’intérieur de 1’échan-
tillon vers la surface. La longueur de diffusion thermique représente la profondeur
a partir de laquelle les ondes thermiques peuvent diffuser jusqu’a la surface
pendant un cycle d’illumination. Par la suite, la chaleur originant de I’échantillon
réchauffe le gaz de couplage a la surface de celui-ci. La mince couche de gaz
ainsi réchauffée, étant contenue 2 ’intérieur d’une enceinte close, agit comme un
piston sur le gaz environnant, augmentant ainsi la pression. Cette variation de
pression génére une onde acoustique qui se propage via le gaz de couplage jusqu’

au détecteur, habituellement un microphone.
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Figure 9: La génération du signal PA dans les solides. S,: Etat fondamental des
électrons de la molécule, S,: état excité singulet 1, S,: état excité singulet 2, T;:
état excité triplet 1, p, longueur de diffusion thermique du gaz de couplage.
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2.3 Applications dans 1’étude de la photosynthése

Bien que la spectroscopie photoacoustique ne soit appliquée a des échantil-
lons biologiques que depuis une quinzaine d’années, elle a permis des percées
importantes dans ce domaine (pour des revues, voir Balasubramanian et Rao, 1986,
Braslavsky, 1986, Buschmann, 1989 et N’soukpoé-Kossi et Leblanc, 1988). Un
des avantages de la SPA réside dans le fait que I’on détecte la chaleur dégagée
consécutive a 1’absorption lumineuse, alors que les méthodes spectroscopiques
usuelles sont basées sur la détection de la lumiere transmise ou réfléchie par 1'é-
chantillon. Ainsi, on évite en SPA les aléas d’échantillons opaques ou hautement

diffusants, problemes courants avec les échantillons biologiques (Braslavsky,

1986).

Deux grandes approches ont ét€ privilégiées dans 1’application de la SPA au
domaine de la photosynthése: (i) L’approche spectroscopique permet de détecter et
de localiser les différents pigments présents dans 1’organisme photosynthétique.
Cette approche peut aussi aider & mieux comprendre les transferts d’énergie entre
les divers pigments. (ii) L’approche physiologique rend possible la détermination
de l’activité photosynthétique de I’échantillon via 1’emmagasinage d’énergie

photosynthétique et le dégagement d’O,.

2.3.1 Aspect spectroscopique

Dans un premier temps, les aspects spectroscopiques des pigments photosyn-

thétiques ont été étudiés dans des systemes modeles tels les monocouches et les



Chapitre 2: Spectroscopie photoacoustique 63

multicouches (Désormeaux et Leblanc, 1985), dans ’acétone (Upadhyaya er al.,
1985) ou dans des films d’alcool de polyvinyle (Frackowiak et al., 1985 a et b) ou
de polymeres (Moore er al., 1983). Par la suite, les travaux ont été étendus a la
détermination de 1’effet de ’orientation de thylacoides et de chloroplastes dans ce

dernier milieu (Frackowiak et al., 1985 c).

Comme il est possible de travailler avec des organismes in vivo, ’analyse
pigmentaire du phytoplancton (Ortmer et Rosencwaig, 1977), de halobactéries
(Cahen er al., 1978) et de stromatolites (Schubert er al., 1980) ou de cyanobacté-
ries (Carpentier er al., 1983 a et b) a pu rapidement étre réalisée. L’effet de
déficiences en caroténoides sur le transfert d’énergie chez Rhodospirullum a
également €ét€ évalué (Boucher er al., 1983). Des mesures spectroscopiques ont
aussi €té effectuées avec des chloroplastes (Dienstbier er al., 1984), des thylacoides
(Thomasset er al., 1982, 1983), voire des particules de thylacoides enrichies en

PS I (Vacek et al., 1979) ou en PS II (Camm ez al., 1988).

Les travaux sur des feuilles entiéres” ont permis de constater la variation
pigmentaire entre les deux faces d’une feuille (Veeranjaneyulu et Das, 1983) lors
du verdissement (Buschmann et Prehn, 1981) ainsi que pendant la différenciation
d’un cal’® (Farringer er al., 1985). La présence d’anthocyanes lors d’un stress

hydrique a également été détectée (Veeranjaneyulu et Das, 1982), tout comme les

2 11 serait plus juste de parler d’une partie de feuille puisque seule une section est placée dans la
cellule photoacoustique. Néaumoins, j’utiliserai le terme de feuille enti¢re, maintenant usuel, pendant ce
travail.

* Cal: Ensemble de cellules non-différenciées obtenu lors de la culture de tissus végétaux.
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variations spectrales induites chez des mutants déficients en chlorophylles ou en
caroténoides (Lima et al., 1985). La SPA a servi comme indicateur précoce de
dommages pigmentaires lors de stress environnemental comme la pollution (Nagel

et al., 1987) ou causé par 1’ajout d’herbicides (Szigeti et al., 1989).

Un autre aspect fort intéressant de 1’approche spectroscopique réside dans
I’analyse du profil de profondeur. Ainsi, des cartes chromophoriques de feuilles
(Buschmann et Prehn, 1983, Charlebois, 1992) présentent la variation de la distri-
bution pigmentaire dans le spécimen. Il devient aussi possible, en utilisant la
méthodologie de séparation de phase, de localiser 1’algue vivant en symbiose avec

le champignon 2 I’intérieur d’un lichen (O’Hara et al., 1983).

2.3.2 Aspect physiologique

La chlorophylle constitue certes la molécule-clé en photosynthése, puis-
qu’elle est responsable de 1’absorption de 1’énergie quantique et de son éventuelle
transformation en énergie chimique. La représentation des différents modes
d’excitation et derdésexcitation de cette molécule in vivo, schématisée a la figure
10, nous permet de mieux apprécier l’utilisation de la méthodologie photoa-

coustique en physiologie végétale.

Suite a I’absorption lumineuse, quatre grandes voies de désexcitation s’of-
frent 4 la chlorophylle (figure 10): (i) Les désexcitations non-radiatives induisent
une émission de chaleur. Nous nous servons justement de ce phénoméne en SPA;

(ii) L’émission de fluorescence (ou le quantum émis est de moindre énergie que
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Figure 10: A- Modes de désexcitation de la chlorophylle a in vivo. B- Représenta-
ton schématique des mesures photoacoustiques de D’activité photosynthétique
d’une feuille. :
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celui absorbé) s’avére aussi abondamment utilisée comme indicateur de 1’activité
photosynthétique (Krause et Weis, 1991). Comme elle ne représente que de 3 a 5
% du total des modes de désexcitation (Barber er al., 1989), elle est considérée
dans les mesures photoacoustiques comme négligeable (Bults er al., 1982); (iii) Le
transfert d’énergie se déroule principalement entre les molécules des complexes
collecteurs de lumiere lors de la migration de ’exciton vers les centres réactionnels
des PS1 ou PS II. Ultimement, 1’énergie est dissipée selon une des trois autres
voies de désexcitation; et (iv) L’activité photochimique a l’intérieur des centres
réactionnels des PS I et PS II meéne ultimement au dégagement d’O,, & I’établisse-
ment d’un gradient électrochimique de protons directement responsable de la

synthé¢se d’ATP, et a la formation de NADPH.

Les échanges énergétiques se produisant au sein de la feuille peuvent étre

résumés selon 1’équation:

)

E porvie = Echateur * Eruminescance

ou E représente 1’énergie, sous ses différentes formes. Dans une feuille, la
grande partie de la luminescence provient de la fluorescence, qui comme nous
I’avons déja écrit, est considérée comme négligeable dans I’analyse du signal PA
(Bults er al., 1982). Des lors, la relation exprimant 1’énergie absorbée, transformée

en chaleur devient:

E eur = Eassordéa ~ Ephmcumu (10)



Chapitre 2: Spectroscopie photoacoustique 67

Le taux de production de chaleur (H) est alors donné par:

H = [(NAhv) - Y (b, AE]L (11)

et le signal PA-en présence d’un faible faisceau modulé (Q_) s’exprime par:

Q, = alVhv) - 3 (GAELI (12)

ou N est le nombre d’Avogadro, h représente la constante de Planck, v est la
fréquence de la lumiere incidente, ¢, est le rendement quantique de la réaction pho-
tochimique i, A E;; est la différence d’énergie par mole de produit formé pour la
réaction photochimique 1, et I est I'intensité de lumiere absorbée en Einstein par
unité de volume par unité de temps. La constante de proportionnalité a est une
reliée a la fois aux propriétés thermiques de l’échantillon et a I’efficacité de la

réponse de I’appareil (Malkin et al., 1991).

Nous pouvons déterminer la valeur de ) (§,AE,) en utilisant Deffet
produit par 1’addition d’un faisceau continu, capable de saturer la photosynthese
(Bults et al., 1982). Dans ces conditions, 1’activité Iphotosynthétique modulée
devient nulle, et toute la lumiére absorbée est transformée en chaleur. Le signal
PA en présence du faisceau modulé et du faisceau saturant (Q,,) peut étre exprimé

par:
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Q,, = a(N.h.v).I (13)

Ainsi, ’emmagasinage d’énergie photosynthétique (EEP), qui représente la
fraction de 1’énergie absorbée, emmagasinée dans les divers intermédiaires de la

chaine de transport d’électrons, est évalué par:

gep - 085D Qu = Q) 4, (14)
N.h.v Q..

La méthodologie photoacoustique, telle qu’appliquée en physiologie végétale,
mesure le dégagement thermique relié aux désexcitations non-radiatives, et
I’activité photosynthétique. Deux paramétres sont utilisés pour quantifier I’activité
photosynthétique; soient le dégagement d’oxygeéne et I’emmagasinage d’énergie

photosynthétique (EEP).

Le principe sous-tendant la mesure de ’EEP (nommé au départ "photoche-
mical loss") était dérivé directement de la théorie PA pour des échantillons
photochimiquement actifs (Malkin et Cahen, 1979). Les premieres mesures ont été
effectuées sur des membranes pourpres de halobactéries (Cahen et al., 1978 a),
puis étendues a des chloroplastes (Cahen et al., 1978 b). L’emploi de différents
modulateurs de I’activité photosyhthétique a par la suite permis de mieux caracté-
riser I’EEP lors de mesures PA de chloroplastes (Lasser-Ross et al., 1980) ou de

cyanobactéries (Carpentier et al., 1984). Les mesures d’EEP, lorsqu’effectuées a
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700 nm, peuvent €galement servir & déterminer l’activité du transport cyclique

autour du PS I (Canaani er al., 1989, Herbert et al., 1990).

Plusieurs travaux ont été entrepris afin de mieux définir la signification de
EEP en termes moléculaires. C’est pourquoi des fractions membranaires de PS II
(Carpentier er al., 1985, Fragata et al., 1987) d’hétérocystes de la cyanobactérie
Anabaena -pour le PS I- (Carpentier et al., 1986) ont €été €tudi€es. Chez les
chloroplastes de cellules périfasciculaires du mais, ’activité du PS I n’est que
partiellement régularisée par le PS II, des composés endogenes pouvant induire une
activité photochimique du PS I (Popovic et al., 1987). Les travaux de Carpentier
et de ses collaborateurs sur des fractions thylacoidiennes entiéres, de PS I et de
PS II ont permis de présenter un modele de I’EEP qui s’apparentait & une activité

enzymatique (Carpentier et al., 1988, 1989, 1990, Owens et al., 1990).

Dans les feuilles entieres, une autre contribution liée a 1’activité photosynthé-
tique vient s’ajouter a la contribution thermique et a la composante d’EEP; c’est le
dégagement d’O, (Bults et al., 1982). Cette contribution avait déja été détectée par
Inoue et al. (1979) mais mal interprétée. Poulet et al. (1983) ont ensuite €élaboré
une théorie du signal PA dans les feuilles; théorie basée sur la différence de phase
existant entre les contributions photothermique et photobarique, ce qui permit
I’évaluation de ces contributions et, de ce fait, la détermination de I’activité
photosynthétique. Malkin (1987) a montré que le signal d’O, possédait une
composante liée a la consommation photochimique d’O, lors de I’induction

photosynthétique.
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La méthodologie PA a par la suite été utilisée pour suivre et/ou pour quanti-

fier ’effet de différents phénomenes sur 1’appareil photosynthétique. Le verdisse-
ment de plants de pois a pu étre suivi via le signal d’O, et I’EEP (Canaani et al.,
1982). Chez un mutant de type aurea de tabac, le rapport caroténoides/chloro-
phylles s’avére supérieur a celui observé chez le type sauvage, mais il possede une
efficacité de transfert de 1’énergie absorbée par les caroténoides vers les centres
réactionnels inférieure; ceci a amené Canaani et al. (1985) a conclure que les
caroténoides en exces avaient surtout un rdle a jouer dans la protection de 1’appa-
reil photosynthétique contre des intensités lumineuses élevées. La présence
d’activité photosynthétique a €té détectée dans un lichen (O’Hara er al., 1983,
Canaani er al., 1984), ce qui a permis de vérifier ’effet de la pollution (SO,) sur

des lichens soumis a différentes atmospheres in situ (Ronén et al., 1985).

Lors d’un stress de basses températures, la baisse de 1’activité photosynthéti-
que due a une inhibition du PS II, telle que révélée par le dégagement d’O,, est
correlée aux mesures enregistrées en fluorescence ou par échanges de CO, (Yakir
et al., 1985, 1986). La mesure du signal d’O, a été utilisée comme indicateur de
tolérance aux hautes températures (Havaux er al., 1987 a). Les effets d’un stress
hydrique, lent ou rapide, sur le PS II ont aussi €té suivis par la méthodologie PA
(Havaux et al., 1986 a et b, 1987 b). La résistance a ’herbicide atrazine serait due
a plusieurs facteurs, non seulement a une variation de la protéine Qp (Havaux,
1989). La grande efficacité de plants d’Epilobium a croitre sous des couverts
forestiers a été expliqué grice aux mesures de dégagement d’O, (Havaux, 1990 a).
Les effets de polluants atmosphériques (SO,, O,) sur l’activité photosynthétque

des plantes supérieures ont également été suivis (Veeranjaneyulu er al., 1990,
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1991, Charlebois, 1992, Dziri, 1992). Finalement, la méthodologie PA a permis de
déterminer la perte d’efficacité du transfert d’énergie entre les pigments lors de la

sénescence des plantes (Gruszecki et al., 1991).

En ce qui a trait aux études de l’effet des hautes intensités lumineuses sur
’appareil photosynthétique, quelques travaux ont été effectués. Dans tous les cas
relatés ci-bas, 1’activité photosynthétique, mesurée via ’EEP ou l’amplitude du
signal d’O,, s’est révélée diminuée suite au stress de hautes intensités lumineuses.
Toutefois, 11 a ét€ observé que les membranes thylacoidiennes présentent une plus
grande résistance A la photoinhibition et a4 la photodégradation ultérieure si elles
sont maintenues a l’intérieur d’une matrice de glutéraldéhyde (Carpentier et al.,

1987).

Dans le cas de feuilles entiéres, les intensités lumineuses requises pour
induire un effet photoinhibiteur sont supérieures a celles observées pour les
membranes thylacoidiennes. Comme nous 1’avons déja vu pl.us haut, la photoinhi-
bition meéne a une diminution du rendement quantique de fluorescence et de
I’activité photosynthétique, ce qui, croit-on, pourrait résulter en une augmentation
des désexcitations non-radiatives (Critchley et Smillie, 1981). Buschmann et Prehn
(Buschmann, 1987, Buschmann et Prehn, 1988) et Havaux (1989) ont montré que,
suite a un traitement photoinhibiteur, 1’activité photosynthétique (induction des
signaux PA pour Buschmann, 1987; signal d’O, et EEP pour Havaux, 1989) et la
fluorescence se retrouvaient diminuées, alors que le signal photothermique
augmentait. Par la suite, cette élévation du signal Ap; n’a pu étre correlée avec

une augmentation du rapport violaxanthine/zéaxanthine du cycle des xanthophylles
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(Havaux et al., 1991), ce qui infirme en partie le modéle de Demmig et de ses
collaborateurs (Demmig et al., 1987). Chez Chlamydomonas, une augmentation de
’activité du transport cyclique d’électrons autour du PS I a aussi été notée, ce qui
a ét€ interprétée comme un autre moyen de protection (Canaani et al., 1989). Les
travaux de Greenberg et de ses collaborateurs ont montré le présence de différents
médiateurs de la dégradation de la protéine Qg en lumiére ultraviolette ou visible
(Greenberg et al., 1989). L’importance du systtme SOD comme protecteur de
I’appareil photosynthétique face a de hautes intensités lumineuses a également été

démontrée chez des plants résistants au Paraquat (Jansen et al., 1989).°

D’un point de vue plus fondamental, les travaux de Canaani et Malkin sur
les états de transition ont permis d’expliquer in vivo le phénomeéne moléculaire a
’origine de cette redistribution d’énergie entre les deux photosystemes (Canaani et
al., 1982, 1984 a, Canaani et Malkin, 1984 a et b, Canaani, 1986, Malkin et al.,
1986 a et ¢, Dau et Canaani, 1990). La distribution de I’énergie absorbée entre les
deux photosystémes a également été estimée chez des plants de blé (Malkin ez al.,
1986 b et ¢), chez des algues rouges (Malkin et al., 1990) et brunes (Fork et al.,

1991) et des mutants de tabac (Canaani, 1990).

Les mesures de cinétique d’induction de la photosynthése sont trés utilisées
en physiologie végétale afin de caractériser le potentiel de I’appareil photosynthét-

que. Il a été démontré que la cinétique d’EEP était similaire a celle observée pour

* Le Paraquat est un herbicide qui agit en acceptant des électrons du PS I, formant ainsi des
radicaux superoxyde, et autres especes d’O, toxiques. On a montré chez certaines plantes résistantes un
taux trés élevé d’activité du syst2me SOD ce qui, croit-on, détoxifierait les cellules de ces composés
toxiques.
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I’atténuation de fluorescence (ou si 1’on préfére, le signal thermique suivait
parallelement le signal de fluorescence), ce qui dénote une origine commune de
ces deux signaux (Katoh et Yamagishi, 1984). Buschmann (1987) a montré qu’un
traitement photoinhibiteur diminuait I’amplitude de cette cinétique thermique, de la
méme fagon que celle de fluorescence, mais avait pour effet d’augmenter le signal
photothermique. De fagon plus générale, les divers mécanismes d’atténuation de la
fluorescence ont ét€é mis en relation avec la cinétique thermique (Buschmann et

Kocsédnyi, 1989, Havaux, 1990 b, Snel et al., 1990 a).

La cinétique d’induction d’O, se révele plus complexe 2 interpréter, puis-
qu’une composante liée a la consommation photochimique d’O, se trouve détectée
(Malkin, 1987), particuli¢rement aprés un choc thermique (Havaux et al., 1987 c).
Néanmoins, cette cinétique d’induction d’O, peut étre reliée A celle prévalant en
fluorescence (Havaux, 1988), et aux mécanismes d’atténuation de fluorescence
(Snel et al., 1990 b, Dau et Hansen, 1990). Ainsi, la cinétique d’induction d’O,
peut servir a établir les mécanismes d’adaptation de ’appareil photosynthétique a
des changements rapides de la qualité et de ’intensité lumineuse (Dau et Hansen,

1989).

L’utilisation d’une source laser pulsée, en réduisant le domaine de temps
étudié, a permis de sonder des intermédiaires plus rapprochés de 1’acte photochimi-
que dans la feuille (Jabben et Schaffner, 1985) ou dans des particules thylacoidien-
nes (Nitsch er al.,1988). De plus, les intermédiaires S, - S, du cycle photochimi-
que menant au dégagement d’O, ont pu étre suivis dans une feuille (Canaani et al.,

1988), ce qui constitue un avantage indéniable puisque la technique polarographi-
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que usuelle ne peut utiliser que des couches minces de chloroplastes ou d’algues.
Ce type de méthodologie permet également de mesurer simultanément la consom-
mation d’O, (Kolbowski et al., 1990, Mauzerall, 1990) et probablement de CO,
(Kolbowski et al., 1990). Les travaux amorc¢és avec la méthodologie PA pulsée
sont de premier intérét, 3 cause de leur potentiel a quantifier un lot fort impres-

sionnant de phénomenes photosynthétiques.

D’un point de vue technique, la mise au point d’une cellule photoacoustique
équipée d’une fenétre perméable aux gaz devrait permettre une évaluation de
I’activité photosynthétique encore plus juste, puisque les concentrations de CO,
présent dans la cellule photoacoustique s’avérent pres de la réalité (Fork et
Herbert, 1991). Ceci évite de travailler sous des conditions prés du point de

compensation, et permet de travailler sous des atmospheres variées.

2.3.3 Détermination expérimentale de 1&;2 et EEP

Nous avons vu auparavant que le signal photoacoustique d’une feuille était
composé de deux contributions originant des chloroplastes, soient (i) la contribu-

tion photothermique et (ii) la composante photobarique due aux échanges d’O,.

D’un point de vue scalaire, le signal photoacoustique d’une feuille peut étre

exprimé selon la relation suivante:

A = Ay - EEP + A, (15)
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ou A représente I’amplitude du signal photoacoustique, Ay, est ’amplitude de la
composante photothermique maximale et A, constitue 1’amplitude du signal di
aux é€changes d’0,. La figure 11 montre la représentation scalaire du signal PA i

basse et haute fréquence de modulation.

La méthodologie PA consiste a mesurer la variation du signal photoacoust-
que induite par la saturation de la photosynthése chez un spécimen actif. Ainsi,
I’application d’un faisceau lumineux continu de forte intensité sature la photo-

synthese, enlevant la partie modulée de I’activité photochimique. Dans ces
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Figure 11: Le signal PA dans les feuilles, aspect scalaire. A-Le signal PA a basse
fréquence de modulation. B-le signal PA a haute fréquence de modulation. Les
fleches ondulées pointant vers le haut et vers le bas représentent I’illumination et
I’extinction du faisceau modulé, respectivement. Les fleches épaisses pointant vers
le haut et vers le bas représentent I’illumination et I’extinction du faisceau saturant

blanc, respectivement.
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conditions, les composantes d’EEP et de A,, sont réduites a zéro, puisque le
faisceau continu les rend non-modulées, donc non détectables par le systeme PA.
Ainsi, le signal PA obtenu en présence du faisceau saturant est uniquement di aux

désexcitations non-radiatives se produisant dans la feuille (figure 11).

Comme le taux de diffusion de la chaleur dans 1’eau differe beaucoup de
celui de 1’0, (10® cm® s™* par rapport & 10° cm?® s, respectivement), il est possible
d’utiliser cette donnée afin d’isoler expérimentalement la contribution thermique.
A des fréquences de modulation élevées’, seule la contribution thermique est
détectée, I’0O, n’ayant pas le temps de diffuser jusqu’a la surface (ou aux espaces
aériferes, selon le point de vue) afin de générer une onde acoustique. Dans ces
conditions, 1’application du faisceau saturant rend possible la détermination de la
composante d’EEP (figure 11). 1l devient possible d’utiliser cette valeur de EEP
dans la détermination des proportions des différentes contributions du signal PA a

basse fréquence de modulation.

A premiere vue, ’addition des deux contributions du signal PA de feuilles
peut sembler scalaire. Poulet et al. (1983) ont développé un modele du signal PA
ol les deux contributions sont représentées par des vecteurs originant du méme
endroit: le chloroplaste. Comme la chaleur et 1’0, ne diffusent pas & la méme
vitesse dans la feuille, les vecteurs de chacune de ces deux contributions présentent
des angles de phase différents. La méthode présentée par Poulet permet de séparer

ces deux contributions.

5 Généralement au-deld de 250 Hz (Bults et al., 1982), mais avec 1'érable a sucre, une fréquence
de modulation de 80 Hz peut s’avérer suffisante (Charland, 1989).
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Le signal photoacoustique résultant (R) a basse fréquence de modulation
représente la somme vectorielle des contributions thermique (T) et d’échanges d’O,
(0) (figure 12-A°. 1 est possible de mesurer les composantes en phase et en
quadrature de ces différents vecteurs en employant un amplificateur 2 verrouillage
de phase (figure 12-B). Lorsque le faisceau saturant est appliqué, les contributions
reliées a I’EEP et a I’O, disparaissent, pour ne laisser que la contribution thermi-
que maximale (T*) (figure 12-C). Il devient alors possible de sélectionner un angle
de phase ol le vecteur T* est amené le long de 1’axe en quadrature (figure 12-D).
Connaissant la valeur de 1I’EEP, telle que déterminée a haute fréquence de modula-

tion, I’amplitude du vecteur thermique (T) peut étre évaluée’.

Incidemment, Bults et al. (1982 b) et Havaux er al. (1990) ont montré par
des méthodes photothermiques que I’EEP est similaire a basse fréquence de
modulation. En éteignant le faisceau saturant, les contributions liées & I’EEP et au
vecteur d’O, redeviennent présentes (figure 12-E). Il est a remarquer que la
composante en phase du vecteur R n’est formée que de la composante en phase du

vecteur O (figure 12-F); nous utiliserons cette notion afin de suivre le signal d’O,

au cours de certaines études photoacoustiques (chapitre 4).

Ainsi, I’amplitude du signal d’O, est obtenue selon 1’équation:

® 1 faut bien noter que I’exemple présenté ici n’est placé dans le premier quadrant que pour

simplifier I’explication. Dans la réalité, le vecteur R peut se situer dans un ou l'autre des quatre
quadrants, la situation variant selon la fréquence de modulation employée.

7 On assume ici que le vecteur thermique ne change pas d’orientation en présence du faisceau
saturant. Nous verrons dans la section résultats que cette prémisse est vraie.



Chapitre 2: Spectroscopie photoacoustique

Signal brut

.;— A* é l:: ——:.‘.....E
.| ' LD < I
el IS =9 —— L1 1
21T Y : e
s g =1 v 2 ¢ 4 :
= R = ! .l
; =L -
Aé Phase (--) Bm 8 Temps é

¢

Méthodologie dajustement

I[llumination |[Ajustement Extinction
saturant phase saturant
. It .

3 ;4\ ;

= < =

© @ =

s = =

g <& g

C Phase D Phase E Phase

Signal ajusté

N ) Y S 2 T
- < t——— - N
= . B .
- — =9 | I .
] R ! ! : : :
- - ! ) :
< of I :
= s P : : :
= _ - 2 )

F Phase (- G ) Temps 2

78

Figure 12: Aspect vectoriel du signal PA dans les feuilles. A et B-Signal PA brut

en phase et en quadrature d’une feuille.

C 4 E: Représentaton vectorielle du

signal PA dans le temps pendant les ajustements de phase, selon la méthodologie
de Poulet et al., 1983. F et G- Signal PA ajusté. Les symboles sont similaires a

ceux de la figure 11.
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4o, = J(Qmm)z Qoo - [1‘(%)].0,,,,@.,)2 (16)

Dans les faits, les données brutes requises afin de déterminer I’amplitude de
chacune des contrit;utions au signal photoacoustique s’aveérent les composantes du
signal PA en présence des faisceaux modulé et actinique Q,_ qo00 (€0 quadrature)
et celles obtenues en présence du faisceau modulé Q n(50°) (en quadrature) et

Qo (en phase) que I’on obtient lors des mesures PA a basse fréquence de
modulation. La valeur de I’EEP est déterminée a haute fréquence de modulation,

selon 1’équation 14.

Soit dit en passant, il ne s’aveére pas toujours nécessaire d’annuler une
composante du signal thermique maximal afin de calculer tous les parametres
photoacoustiques. I1 demeure possible d’effectuer toutes ces déterminations sur le
signal photoacoustique brut (figures 12A et B), en connaissant toujours la valeur
de I’EEP et en utilisant une équation légerement plus élaborée. L’avantage de la
méthodologie décrite ci-haut réside en fait dans la possibilit€ de suivre une

composante du signal d’O, dans un seul canal de I’amplificateur de phase.

En vue de normaliser efficacement le signal d’O,, celui-ci est divisé par le
signal photothermique maximal a basse fréquence de modulation Q, 907 Cette
normalisation permet d’exprimer le signal PA d’O, en fonction d’un rendement
quantique, puisqu’il est divisé par une valeur, A,;, liée a la quantité d’énergie

quantique absorbée.
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Ainsi, deux parameétres sont utilisés en SPA en vue de quantifier ’activité
photosynthétique: I’amplitude du signal d’O, normalisée, Ag,/Ap;, déterminée a
basse fréquence de modulation et 1’emmagasinage d’énergie photosynthétique,
EEP, mesuré a haute fréquence de modulaton. Nous avons utilisé ces deux
parametres dans notre étude des effets de la variation des conditions lumineuses

sur 1’activité photosynthétique chez les plantes supérieures.



CHAPITRE 3

MATERIEL ET METHODES

3.1 Produits utilisés

Le dichlorophényl diméthyl urée (DCMU, Sigma, Montréal, Québec) est reconnu
pour inhiber l’activité photosynthétique (Trebst, 1980). Une solution de 50 pM est em-

ployée dans les différentes manipulations visant a caractériser ’activité photosynthétique.

Les mesures portant sur les états de transition requierent des solutions 0,125 M de
NaF (Fischer Scientific, FairLawn, NJ) ou NaCl (Fischer Scientific, FairLawn, NJ) dans

un tampon phosphate (Fischer Scientific, FairLawn, NJ) 0,2 M a pH 7.
Lors des extractions pigmentaires, nous avons préparé une solution 80:20
d’acétone (Fischer Scientific, FairLawn, NJ) et d’eau distillée et déminéralisée dans nos

laboratoires.

3.2 Le spectrométre photoacoustique

Comme nous 1’avons déja indiqué dans I’introduction, le principe de la méthodolo-
gie photoacoustique réside dans la détection d’une onde acoustique, consécutive a
I’émission périodique de chaleur de la part d’un échantillon placé dans une enceinte
isolée. Nous décrirons au cours des prochaines lignes le spectrometre photoacoustique

employé€ tout au long de ce travail, puis son application dans le cadre de cette étude.
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3.2.1 Description de 1’appareil

Le spectrometre photoacoustique a simple faisceau dont nous nous sommes servis
est schématisé a la figure 13. Une description plus détaillée des différentes composantes

est présentée dans le mémoire de Ducharme (1979).

Le faisceau lumineux produit par une lampe au xénon de 1 000 W (modele
976C1010 de Canrad-Hanovia, Newark, NJ) devient monochromatique suite a son
passage a 'intérieur d’un monochromateur a réseau (modele GMA-251-2 de Schoeffel
Instruments Corporation, Westwood, NJ). Deux fentes ajustables, sises de part et d’autre
du monochromateur, assurent le contrdle de !’intensité et de la qualité du faisceau

d’analyse. La dispersion linéaire du monochromateur est de 3,3 nm mm.

Par la suite, le faisceau monochromatique est modulé lors de son passage a travers
un disque métallique rotatif. Le disque posséde des secteurs évidés alternant avec des
secteurs pleins, tous d’égales dimensions. Ainsi, l’intensité lumineuse du faisceau
d’analyse suit une courbe quasi-sinusoidale dans le temps. La rotation du disque est
assurée par un moteur reli€é a un régulateur de fréquences (modele 218F de Bentham,
Ithaca, NY). Des disques dotés de 2, 5 ou 10 fentes permettent d’obtenir une plage de
fréquences comprises entre 10 et 1 000 Hz. Une photodiode est fixée au modulateur

afin de générer une onde de référence pour I’amplificateur a verrouillage de phase.

Le faisceau d’analyse est par la suite focalisé par une lentille convergente (f = 35
cm), puis traverse un filtre passe-haut (modele GG455 de Schott, Watford, UK) qui

élimine, au besoin, les harmoniques des longueurs d’onde. Finalement, un miroir
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16 a
16 b
17 L{T]
1:Lampe 2 arc au xénon 2:Monochromateur
3:Fentes d’excitation (a) et d’émission (b)
4:Moteur 5:Disque modulateur
6:Lentille convergente 7:Filtre passe-haut
8:Miroir convergent 9:Cellule PA
10:Echantllon 11:Microphone
12:Préamplificateur 13: Amplificateur-maison
14: Amplificateur a verrouillage de phase
15:Régulateur de fréquences 16:Enregistreurs sur papier
17:Ordinateur 18:Traceuse
19:Table anti-vibrations 20:Fibre optique
21:Filtres optiques 22:Filtre thermique
23:Lampe tungsténe-halogene 24:Fibre optique trifurquée
25:Filtre passe-haut 26:Filtre interférentiel

27: Amplificateur-maison
28:Amplificateur a verrouillage de phase (fluorescence)
29:Enregistreur sur papier

Figure 13: A-Les composantes du spectrometre photoacoustique. B-Modifications
apportées lors des mesures simultanées de fluorescence et de photoacoustique. (Note: la

sectdon B est escamotable!).
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concave, dont la distance focale est de 15 cm, dirige le faisceau lumineux vers la cellule

photoacoustique.

Alors que la majorité des composantes du spectrométre se retrouve chez les com-
pagnies spécialisées, la cellule photoacoustique a été fabriquée dans nos laboratoires
(Ducharme et al., 1979, Goulet, 1983). La cellule est composée de deux grandes parties:
(1) Lé section supérieure, amovible, constitue la fenétre par laquelle le faisceau d’analyse
est dirigé vers I’échantillon. (ii) La base de la cellule supporte I’échantillon et comprend

le microphone.

Lorsque la fenétre est hermétiquement refermée, 1’enceinte acoustique comprend
quelques 250 a 300 mm’ (cylindre d’un diamétre de 18 mm environ), espace suffisant
pour accueillir I’échantillon.  Suite a D’excitation de 1’échantillon, ’onde acoustique
générée dans 1’enceinte acoustique est détectée, via un fin conduit, par un microphone.
La cellule photoacoustique est isolée des vibrations extérieures par une table anti-vibra-

tions (modele TLI-386 de Technilab Instruments Inc., Pequannock, NIJ).

Le microphone de type condensateur-électret (modele 1971-9601, General Radio
Company, Concord, MA) transforme le signal acoustique en signal électrique. Celui-ci
est par la suite préamplifié (amplificateur modele 1972-9600, General Radio Company,
Concord, MA), puis amplifié (d’un facteur de 100 par un amplificateur-maison
[Ducharme (1979)]) avant d’€tre transmis a un amplificateur 4 verrouillage de phase
(modele 393 d’Ithaco-Dynatrac, Ithaca, NY) ou les composantes d’amplitude et de phase
sont analysées. Les données en phase et en quadrature du signal sont ensuite

directement tracées sur papier par un enregistreur (modele 555-0000 de Linear, Reno,
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NE), ou sont emmagasinées via un ordinateur (modé¢le Apple Ile d’Apple, Cupertino,

CA) en vue d’un traitement ultérieur.

L’ordinateur contrdle aussi la prise de spectres photoacoustiques. Dans ces
conditions, 1’ordinateur dirige un moteur, ce qui détermine la vitesse de déroulement des
longueurs d’onde du monochromateur, et le positionnement du filtre passe-haut. Sauf
indications contraires, les spectres photoacoustiques ont été effectués de 750 a 350 nm, a
une vitesse de 50 nm min" et une constante de temps de 1,25 s. Les spectres sont
enregistrés sur un disque souple et éventuellement tracés via une table tragante (modele

Hiplgt de Houston Instruments, Austin, TX).

Lorsque les mesures photoacoustiques visent & mesurer 1’activité photosynthétique,
I’emploi d’un faisceau saturant la photosyntheése se révele nécessaire. Le faisceau
saturant provient d’'une ampoule de type tungsténe-halogene (modele EKE, Sylvania).
Le faisceau blanc, continu, passe dans un filtre thermique (Ealing Electro-Optics,
Holliston, MA) puis est amené au-dessus de la cellule photoacoustique par une fibre
optique (Oriel Optics, Stratford, CO). 1l est possible de régler I’intensité du faisceau
saturant via un commutateur (fabriqué au laboratoire) ou par I’emploi de filtres de
densité neutre (Laser Energy Inc., Rochester, NY). L’intensité-lumineuse du faisceau

saturant généralement utilisée est de 300 W m?.

Nous avons aussi transformé la qualité de lumire continue incidente en ajoutant,
au besoin, différents filtres optiques entre la lampe et la fibre optique. La lumiere dans
le domaine du rouge lointain, utilisée dans les mesures de transitions d’état et dans la

détermination de l’activit€é du PS I est réalisée en placant les filtres optiques GG427,
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0OG560, RG645 et RG715 (Ealing Electro-Optics, Watford, UK) sur le parcours
lumineux et en retrant le filtre thermique (le spectre est présenté a la figure 14). Les
trois premiers filtres sont présents afin de protéger le filtre RG715 d’une surchauffe

excessive (et éventuellement du bris).

Lors des mesures simultanées de fluorescence et de SPA, un filtre Corning bleu-
vert (modele CS4-96 d’Ealing Electro-Optics, Watford, UK) est installé devant le
faisceau saturant, afin d’enlever le domaine du rouge a 1’infra-rouge de la lampe; évitant
ainsi une éventuelle interférence avec 1’émission de fluorescence de la chlorophylle

(spectre présenté A la figure 14).

Le montage de 1’appareil photoacoustique est légerement modifié lorsque nous
effectuons des mesures simultanées de fluorescence et de SPA (figure 13-B). Une fibre
optique trifurquée (modele 77536 d’Oriel Optiés, Stratford, CO) est installée au-dessus

de la cellule. La premiére branche recueille le faisceau modul€ suite & son passage au

' 1,0 RS -. | Filtre bleu-vert
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tance des filtres utlisés lors des
Longueur d’onde (nm) . mesures PA.
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travers du filtre passe-haut décrit ci-haut et d’une lentille convergente (f = 10 cm). La
seconde branche transmet la lumiere en provenance du faisceau saturant (le méme que
lors des mesures PA usuelles). Quant & la troisieme branche, elle collecte la lumiére en

provenance de I’échantillon pour la diriger vers le systtme de détection de fluorescence.

Ce systeme est composé d’un filtre optique passe-haut (modele RG715 d’Ealing
Electro-Optics, Watford, UK), d’un filtre interférentiel a2 730 nm (modéle 21248 de
Ditric, Hudson, MA) et d’un photodétecteur (modeéle PIN-10D d’United Detector
Technology, Santa Monica, CA). Le signal électrique en provenance du photodétecteur
est transformé (convertisseur courant-voltage fabriqué au laboratoire) et envoyé a un
amplificateur a verrouillage de phase (modele 5208 d’EG&G, Princeton, NJ). Le signal
de fluorescence modulée est ensuite envoyé a un enregistreur sur papier (modele 555-

0000 de Linear).

Les mesures d’intensité lumineuse ont ét€ effectuées a 1’aide d’un photometre
(modele LI-189 de LI-COR, Inc., Lincoln, NE). Dans le cas des mesures d’intensité
lumineuse pour le faisceau continu rouge lointain, I’intensité était mesuré a 1’aide d’une

cellule photodétectrice (construite au laboratoire) étalonnée grace a un pyranometre.

2.2.2 Mesures photoacoustiques

Lors des mesures photoacoustiques, un disque de feuille de 1,8 cm de diametre est
prélevé sur la plante grice a un poingon spécialement fabriqué. Le disque de feuille est
ensuite placé sur 3 lamelles circulaires de microscope (modele 12-546 de Fischer

Scientific Co., Montréal, Québec) a I’intérieur de I’enceinte acoustique.
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3.3 Le spectrofluorimetre

3.3.1 Description de 1’appareil

L’émission de fluorescence continue est induite et enregistrée a 1’aide d’un
spectrofluorimetre (modele Datamate de Spex Industries, Metuchen, NJ). Une description

plus détaillée de I’appareil peut €tre retrouvée dans le mémoire de Galland (1990).

Une lampe au xénon produit un faisceau d’excitation qui devient monochromati-
que suite a4 son passage a l’intérieur d’un monochromateur. Un filtre passe-haut (KV
399) est placé sur le parcours lumineux afin d’enlever la composante ultraviolette. Le
faisceau est par la suite scindé afin d’exciter i-une soluton de Rhodamine-B, qui
constitue la référence et ii-1’échantillon. Suite & 1’excitation des pigments de 1’échantil-
lon, 1’émission de fluorescence est dirigée vers un filtre optique passe-haut (KV599),
puis vers un second monochromateur et finalement vers le détecteur. Le signal est alors

amplifié, puis transmis a 1’ordinateur pour des traitements ultérieurs.

L’échantillon est un disque de feuille de 1,8 cm de diametre placé verticalement
entre deux lames de microscope (modele 12-552 de Fischer Scientific Co., Montréal,
Québec). L’excitation s’effectue a un angle de 45° alors que la détection est frontale,

afin de minimiser la quantité de lumiere incidente diffuse détectée lors de nos mesures.
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3.3.2 Mesures de fluorescence

Deux types de mesures sont effectuées avec le spectrofluorimetre: i-des cinétiques
d’émission dans le temps et ii-des spectres d’émission et d’excitation. Dans les deux

cas, les mesures sont effectuées a la température de la piece.

Les cinétiques d’émission de fluorescence (effet Kautsky) constituent une mesure
du potentiel de ’appareil photosynthétique a répondre a 1’excitation lumineuse (Lichten-
thaler et Rinderle, 1988). Le disque de feuille est prélevé, puis placé a 1’obscurité dans
le porte-échantillon pendant 15 min. Le disque est ensuite soudainement illuminé, et la
cinétique de fluorescence induite est enregistrée pendant 5 min, laps de temps suffisant
afin d’obtenir une intensité de fluorescence constante. L’excitation est produite par un

faisceau lumineux de 470 nm et I’émission est déterminée a 685 nm.

Les spectres d’émission et d’excitation servent 2 déterminer la présence de certains
pigments et a suivre les transferts énergétiques entre ceux-ci (Seely et Connolly, 1986,
Murata et Satoh, 1986). Les spectres d’émission sont réalisés en conservant une
longueur d’onde d’excitation constante (A=470 nm) et en balayant un domaine de 550 a
800 nm. Le rapport des bandes F685/F735 nous donne une idée de la distribution
d’énergie entre les photosystémes (Lichtenthaler et Rinderle, 1988). Quant aux spectres
d’excitation, la longueur d’onde d’émission est conservée constante a 685 ou 740 nm
(pics d’émission maximale dans de nos feuilles) selon le cas, et le spectre de 400 a 600

nm est balayé€.
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3.4 Le matériel végétal

3.4.1 L’érable a sucre

L’érable a sucre (Acer saccharum Marsh.) a été choisi comme plante expérimen-
tale en raison de son type écologique. En effet, I’érable a sucre est une espeéce dite de
climax (Marie-Victorin, 1964), dont les jeunes plants croissent 4 1’ombre des arbres

dominants d’une forét.

Nous avons utilisé deux catégories de plants: des semis dgés de 4 a4 6 mois et des

plantules dgées de 7 £ 2 ans.

Les semis croissent & partir de graines gracieusement fournies par 1’Institut
Forestier National de Petawawa (Chalk River, Ontario). Une description plus détaillée
des conditions de croissance des semis peut étre retrouvée dans la theése de Charlebois
(communication personnelle, 1993). En résumé, disons que les graines sont mises a
tremper pendant une dizaine de jours dans de 1’eau distillée changée quotidiennement,
puis mises en stratification (3 4°C, a I’obscurité sur un lit de sable humide) de trois a
quatre mois. Les cotylédons sont ensuite transplantés dans un mélange de terre (Premier
de Premier Peat Moss Inc, Riviere-du-Loup, Québec): sable: vermiculite: tourbe de
sphaigne (4:1:1:1, v:v). IIs sont arrosés a 1’eau du robinet a tous les quatre ou cinq
jours; deux fois par mois, un fertilisant pour jeunes plants (type 11-41-8 de Plant
Products Co., Brompton, Ont), 4 raison de 2 g 1' est ajouté a ’eau d’arrosage. Les

semis sont installés a l’intérieur d’une chambre de croissance sous des conditions
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constantes (T = 22 £ 3 °C, 50 £ 10 % humidité). La photopériode est réglée a 14 h

jour/ 10 h nuit, et les semis croissent sous une intensité d’environ 350 pmol m? s™.

Les plantules d’érable a sucre sont récolt€s a la pépiniere expérimentale du
gouvernement du Québec sise a Berthierville. Les plantules, mesurant environ 90 cm,
sont transplantés au printemps (en mai) dans la terre d’ou ils sont tirés. s sont par la
suite placés a I’extérieur, 3 I’ombre ( 350 pmol m? s), de six A huit semaines avant
d’étre utilisés afin d’assurer une acclimatation compléte. IIs sont arrosés a 1’eau du
robinet a tous les trois ou quatre jours, tout dépendant des épisodes de pluie survenus

entre les arrosages.

3.4.2 Le bleuetier

Le bleuetier (Vaccinium angustifolium Ait.) est une plante dite pionniere, car elle
est une des premiéres a coloniser un site (suite 4 un feu de forét par exemple). Ainsi,
les plants ont a subir une exposition a la lumiére continuelle, ce qui, nous 1’espérons,
devrait augmenter ’efficacité de leurs mécanismes de protection contre la photoinhibi-

tion (par rapport a ’érable a sucre).

Les plants de bleuetier choisis pour 1’expérimentation a I’été 1991 croissent de
facon naturelle sur le campus de l’université. Des plants sont sélectionnés dans des
régions ombragées alors que les autres sont situés en pleins champs afin d’offrir une

diversité dans 1’acclimatation lumineuse.
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3.4.3 Les autres plantes

Différentes plantes ont été choisies comme sujets d’expérience & un moment ou

’autre de ce travail parce qu’elles présentaient certaines caractéristiques d’intérét.

Des plants de fraisier (Fragaria virginiana Duchesne) ont ét€ choisis pour la
facilité que nous avions a les infiltrer d’eau. La pubescence de leurs feuilles constitue
une autre caractéristique afin de démontrer ’'intérét de ce type de mesures. IIs sont
transplantés dans le mélange de terre, puis croissent dans la chambre de croissance, sous

une intensité de 650 pmol m? s™.
Le plant de pois (Piswum sativum L. var. Snowpea ou Petite Merveille), une espece
bien caractérisée dans les €tudes sur la photosynthése, a aussi été utilisé. Les plants ont

crii dans la chambre de croissance, sous une intensité de 650 pmol m? s™.

3.5 L’infiltration d’eau

Les disques de feuilles sont infiltrés sous vide selon la procédure suivante (Malkin
et al., 1992): Un disque de feuille est placé a 1’intérieur d’une seringue en plastique de
10 ml, dont on a pris soin d’enlever 1’aiguille (!). La seringue est remplie a la moitié
environ avec de l’eau ou une solution-tampon appropriée. La seringue est alors
retournée et le piston est comprimé afin d’enlever I’air présent. L’extrémité de la
seringue est fermement bouchée avec le pouce, puis le piston est retiré partiellement, ce
qui crée un vide appréciable a I’intérieur de la seringue. A ce moment, il est possible de

voir des bulles se former 2 la surface du disque de feuille, bulles liées a la sortie de I’air
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des espaces acériferes de celle-ci. La seringue est secouée pendant quelques secondes,
tout en maintenant ce vide partiel. Le piston est ensuite reldiché brusquement et retourne
trés rapidement a sa position initiale. Cette €tape est cruciale pour réaliser efficacement
I'infiltration. La restoration rapide de la pression ambiante a 1’intérieur de la seringue
fait entrer ’eau a I’'intérieur du disque de feuille. La réussite de I’infiltration est trés
facilement observable puisque la feuille devient transparente. Si des sections du disque
de feuille n’ont pas été infiltrées efficacement, la méme procédure est appliquée de

nouveau.

De fagon routiniere, trois répétiions de I’infiltration ont ét€ effectuées afin
d’assurer une compléte infiltration; les résultats photoacoustiques étant trés sensibles a
de minimes quantités d’air résiduel dans les espaces aériféres. Il faut ajouter que les
différentes plantes utilisées ne présentent pas toutes la méme facilité a €tre infiltrées.
Les feuilles de fraisier et de pois se révelent faciles a infiltrer. Par contre, les feuilles
d’érable a sucre sont plus difficiles, particulierement les plus dgées, qui présentent une
cuticule plus épaisse. Nous avons aussi constaté qu’une pré-illumination d’environ 15

min des feuilles augmentait la réussite de 1’infiltration.

3.6 Le traitement photoinhibiteur

Le traitement photoinibiteur consiste en 1’exposition d’une feuille compléte de la
plante a une haute intensité lumineuse. Un soin particulier a ét€ apporté afin que les
feuilles exposées soient encore rattachées au plant d’origine, afin de minimiser le stress
du détachement (Potvin, 1985) et de préserver des conditions naturelles d’hydratation,

entre autres. Dans le cas des plants de bleuetier, une branche est prélevée, puis coupée
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en biseau sous 1’eau, afin d’éviter la formation de bulles d’air dans les vaisseaux du

xyleéme, assurant ainsi une hydratation adéquate des feuilles.

Le montage expérimental est simple. La source lumineuse est constituée d’une
lampe de projecteur a diapositives (modéle EKE, Sylvania). La lumiére émise traverse
un bac de 8 cm d’eau, afin d’éliminer la région infra-rouge du spectre, ce qui prévient
un éventuel stress thermique. L’intensité de la lumiére atteignant la feuille a été esumée
a 70 000 ou 100 000 lux, selon le cas, par un photometre (modele EC1, Optikon). Le

traitement dure généralement 1 h.

L’effet du traitement photoinhibiteur est évalué en comparant un échantillon-
témoin, prélevé avant le traitement, a un échantillon traité, ayant subi le traitement de
haute intensit€é lumineuse. Chez les feuilles d’érable, les deux échantillons proviennent
de la méme feuille, mais sont prélevés de part et d’autre de la nervure centrale. Lors
d’études préliminaires, nous n’avons pas observé de variations des parametres a 1’étude a
I’intérieur de la période d’exposition (mais sans traitement photoinhibiteur). Chez les
feuilles de bleuetier, la troisiéme feuille & partir de I’apex est utilisée comme témoin, la

quatrieme subit le traitement. Nous n’avons pas mesuré de différences entre les divers

parametres entre ces deux feuilles lors de mesures préliminaires.

3.7 L’analyse pigmentaire

Dans un premier temps, nous voulons déterminer de fagon grossiére si le traite-

ment photoinhibiteur affecte la concentration des principaux pigments de la feuille. Une
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comparaison des pigments entre des feuilles avant et aprés le traitement photoinhibiteur

a donc été effectuée.

Le disque de feuille est broyé dans du sable fin dans quelques ml d’une solution
acétone:eau (80:20). Le contenu est transféré dans une éprouvette et le mortier est rincé
avec la solution. Ces €étapes se déroulent a 4 °C, sous une lumiére verte, afin d’éviter la
dégradation des pigments. Par la suite, la solution est centrifugée a l’intérieur d’une
centrifugeuse clinique (modele CL428, International Equipment Co, Needham Heights,
MA) a degré 5 (ce qui correspond a environ 2 250 rpm) pendant 10 min. Le surnageant
est recueilli, puis le volume ajusté a 10 ml. Les mesures d’absorbance sont effectuées

grice A un spectrometre (modele 553 de Perkin-Elmer Corporation, Oak Brook, IL).

Les longueurs d’onde choisies (470, 646,8 et 663,2 nm), les coefficients d’absorp-
tion utilisés et les €quations nécessaires a la quantification des différents pigments sont

tirés de Lichtenthaler (1987).

0
i

12,25 A6 30m ~ 279 Agis gnm (17)

Coup = 21,50 Agganm — 510As ;. (18)

Corsionies = 7115 sz 20m — 18,71 Agiggom (19)
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10004,y - 1,82.C,,,, - 8502.C,,,

Les quantités obtenues sont ensuite transformées afin de les exprimer en relation
avec I’aire ou la masse fraiche de 1’échantllon, des données couramment utilisées en
physiologie végétale. Dans le cas ou le disque de feuille posséde une surface inférieure
4 2,54 cm’® (taille d’un échantillon circulaire utilisé lors des mesures PA), I’aire est
évaluée par la méthode suivante: on dessine les contours du disque de feuille sur une
feuille de papier, on découpe ce dessin, on le pése, puis on compare sa masse avec celle

d’un morceau du méme papier d’aire connue.



CHAPITRE 4

LE SIGNAL PHOTOACOUSTIQUE DANS LES FEUILLES

Comme il a déja €€ mentionné dans le chapitre concernant la spectroscopie
photoacoustique, le signal PA de feuilles origine de trois contributions: (i) une contri-
bution photothermique qui provient des désexcitations non-radiatives des pigments, (ii)
une d’emmagasinage d’énergie photosynthétique et (iii) une contribution d’0O,, les deux

derniéres étant liées a I’activité photosynthétique des deux photosystemes.

Ce chapitre vise a présenter les études entreprises sur la caractérisation des
différentes contributions du signal PA. Le contenu peut sembler un peu €loigné de mes
études sur les effets de la lumiére sur D’activité photosynthétique, mais les résultats

obtenus ont influencé certaines avenues ultérieures de travail.

Ainsi, la premiére partie du présent chapitre porte sur la caractérisation du signal
PA d’oxygene. Des le début de ce travail, nous nous sommes heurtés a un phénomene
nou-veau, a savoir, une chute du signal d’oxygene se produisant en état stationnaire.
Nous avons donc tenté de cerner les causes de ce phénomene en variant différents
parametres PA (fréquence de modulation, intensité lumineuse modulée, longueur d’onde
d’excitation, etc...) et en analysant leur effet sur la chute du signal PA. La conclusion
tirée de ce travail, a I’effet que le signal PA d’0, pouvait se révéler porteur de contri-
butions autres que le dégagement d’O, photosynthétique, doit donc rendre trés prudent
quant a l’'utilisation de ce parametre PA. Ceci nous a donc obligé a utiliser 'EEP

comme indicateur de ’activité photosynthétique.
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Mais la mesure de I’EEP ne peut généralement s’effectuer qu’a des fréquences de
modulation élevées, ou le rapport signal/bruit s’avere faible. En vue d’augmenter ce
rapport, nous avons développé une méthodologie d’infiltration d’eau des feuilles ce qui,
en enlevant la contribution d’O, a faible fréquence de modulation, permet une mesure
fiable de I’EEP. De cette fagon, nous pourrons utiliser cette méthodologie afin d’évaluer
I’effet de différents modulateurs de ’activité photosynthétique (DCMU, NaF au chapitre

5) dans des conditions se rapprochant de celles prévalant in vivo.

4.1 Le signal photoacoustique d’oxygéne

En se servant de la méthode de résolution des contributions du signal PA de
feuilles développée par Poulet et al. (1983), il devient possible de suivre 1’évolution dans
le temps du signal d’O,. En effet, suite aux ajustements de phase (voir section 2.3.3,
page 73), la composante du signal PA en quadrature est formée du signal d’O, unique-
ment, alors que la composante en phase comporte le signal photothermique et le signal

d’0,. Nous avons utilisé cette méthodologie afin d’étudier le signal d’O, de feuilles.

Lorsqu’un disque de feuille d’érable a sucre est placé dans la cellule PA, et est
illuminé par le faisceau modulé seulement, une chute du signal est observée aprés quel-
ques minutes (figure 15). Cette diminution suit de quelques minutes 1’apparition d’un
plateau, plateau que nous rencontrions habituellement dans les mesures (Charland, 1989).
I1 est a noter que le taux de diminution du signal PA d’O, présenté dans cette figure se
révele excepdonnel; le taux étant généralement inférieur, comme nous le verrons dans
les prochaines figures. Suite a I’établissement d’un état stationnaire diminué, nous

pouvons remarquer que 1’application du faisceau saturant engendre un signal PA en qua-
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drature initialement négatif (ce qui est relié a une consommation d’O, par le PS I selon
Malkin (1987) qui se stabilise a un niveau égal a zéro par la suite. Nous verrons un peu

plus loin que cette hypothése ne peut s’appliquer dans le cas qui nous intéresse ici.

Il se révele fort intéressant de constater que ’application périodique du faisceau
saturant prévient cette chute du signal PA (figure 16-A). De plus, le signal PA peut étre
restauré, en tout ou en partie, si le faisceau saturant illumine 1’échantillon pendant

(figure 16-B) ou a la fin (figure 16-C), respectivement, de la diminution du signal PA.

et
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Figure 15: Variation du signal PA d’une feuille d’érable a sucre dans le temps. Les fle-
ches ondulées pointant vers le haut et vers le bas representent I’illumination et 1’extinc-
tion, respectivement, du faisceau modulé (470 nm, 7 W m?, 25 Hz); les fleches epaisses
pointant vers le haut et vers le bas représentent Iillumination et I’ extinction, respective-
ment, du faisceau saturant blanc (150 W m™?).
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Ainsi, cette diminution du signal d’0O, n’est pas reliée a une baisse de 1’activité
photosynthétique, baisse qui serait induite par une baisse de la concentration du CO, pré-
sent dans la cellule PA. Le fait qu’il soit possible de conserver le signal d’O, pendant
un bon moment, en appliquant régulierement le faisceau saturant, supporte cette hypothe-

se. Généralement, les mesures PA sont effectuées a une concentration en CO, que ’on
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Figure 16: Variation du signal PA en phase (représentant la composante en phase dans
le temps de la contribution d’O, seulement) de trois échantillons prélevés sur la méme
feuille d’érable a sucre. Le faisceau saturant est appliqué A-a intervalles réguliers, B-
pendant la chute du signal PA et C-a la fin de la chute du signal PA. Conditons
similaires a celles de la figure 15, sauf A: 640 nm. Symboles similaires 4 ceux de la

figure 15.
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estime voisine de celle du point de compensation®, puisque nous nous retrouvons dans
un milieu fermé€, donc rapidement a 1’équilibre. Sous ces conditions, 1’activité photosyn-

thétique n’est pas maximale.

Néanmoins, nous avons vé€rifié I’activité photosynthétique via deux autres
méthodes: la mesure de I’EEP et de la fluorescence, deux méthodologies reconnues pour
indiquer I’état de fonctionnement de I’appareil photosynthétique (Bults er al., 1982,
Schreiber et al., 1989). Pendant la baisse du signal d’O,, le signal de fluorescence
mesuré simultanément demeure constant, signe d’une activité photosynthétique réguliere
(figure 17). La mesure de ’EEP (figure 17), effectuée concuremment & la mesure du
signal d’O, montre un signal thermique stable, ce qui nous montre encore ici une activité
inchangée. Ainsi, la baisse du signal d’O, n’est pas reliée a une diminution de I’activité

photosynthétique de dégagement d’O,.

Lorsque I’évolution du signal PA dans le temps est schématisée, nous constatons
que le signal PA ne varie pas seulement en amplitude, mais aussi en orientation (figure
18). Le vecteur relié a 1’0, se trouve 2 effectuer une légére rotation, tout en diminuant
d’intensité. Ceci suggére qu’une troisieme contribution entrerait en jeu dans la des-

cription du signal.

¥ Le point de compensation se révele &e la concentration ambiante en CO, ot 1’activité photosynthétique
(consommation de CO,) s’avere égale A celle des mécanismes de production de CO, (surtout la respiration). La
concentration ambiante de CO, ne varie pas lors de telles mesures.
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Figure 17: Variation des signaux de fluorescence modulée (---) et de photoacoustique (-
-) d’une feuille d’érable a sucre dans le temps. Conditions similaires A celles de la

figure 16 sauf f_,,; 110 Hz; symboles similaires a ceux de la figure 15.

Comme [’activit¢ photosynthétique demeure constante, la diminution du signal
d’0, pourrait étre attribuée 2 des mécanismes de consommation d’Q,. Jusqu’a mainte-
nant, il a été démontré que des mécanismes photochimiques de consommation d’O, pou-
vaient étre détectés en SPA lors de I’induction photosynthétique (Malkin, 1987) ou chez
des feuilles ayant subi un stress de hautes températures (Havaux er al., 1987 ¢). Le
principal mécanisme expliquant cette prise d’O, était la réaction de Mehler, la photoré-

duction de 1’0, par le PS I (Havaux er al., 1987 c).
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Figure 18: Représentation vectorielle
des contributions du signal PA dans
le temps.

(==—=) Contribution photothermique
maximale (T" = T + EEP); (- -) Con-
tribution d’O, maximale (QO_); (-+)
Extrémité du vecteur de la contribu-
ton d’0O, dans le temps jusqu’a la
valeur finale (O;), l’intervalle entre
chaque point est d’une min. Condi-
tons similaires 2 celles de la figure
16.

En vue de vérifier cette hypothése, nous avons illuminé I’échantillon avec un

faisceau saturant dans le domaine du rouge lointain (A > 715 nm). Cette lumiére est

absorbée par le PS I, ce qui devrait saturer la consommation modulée d’O,. En présence

de ce faisceau rouge lointain, le signal d’O, augmente (figure 19), probablement & cause

d’une redistribution de 1’énergie d’excitation entre les deux photosyste¢mes (Canaani et

Malkin, 1984 a).
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Figure 19: Effet de I'illumination d’un faisceau saturant rouge lointain sur la variation
du signal PA en quadrature dans le temps d’une feuille d’érable a sucre. Conditions
similaires a celle de la figure 15, sauf A: 650 nm. Les fléches fines pointant vers le haut
et vers le bas représentent ’illumination et I’extinction respectivement, du faisceau
saturant rouge lointain (A >715 nm, 150 W m?). Les autres symboles sont similaires &
ceux de la figure 15.

Lorsque la diminution du signal d’O, est amorcée, ’application du faisceau
saturant rouge lointain permet une certaine augmentation du signal d’O,, mais sans
réussir a atteindre le niveau initial. Au surplus, la chute du signal d’O, se poursuit, avec
un taux de décroissance similaire, pendant 1’application du faisceau rouge lointain. Ceci
nous porte a croire que la baisse du signal d’O, ne peut €tre attribuée & une consom-
mation photochimique modulée par le PS I, comme cela était le cas chez le tabac

(Havaux et al., 1987¢).
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Afin de mieux caractériser cette chute du signal d’O,, nous avons vérifié I’effet de
différents parametres PA sur I’évolution du signal d’O, dans le temps. L’effet de I’in-
tensité du faisceau modulé a d’abord été étudié sur des disques extraits de la méme
feuille, afin d’éviter des variations trop importantes entre les échantilons. Un disque de
feuille illuminé avec un faisceau modulé de faible intensité montre une baisse du signal
d’O, se produisant plus rapidement et ayant une intensité relative (par rapport au
plateau) plus prononcée qu’un autre disque illuminé avec un faisceau modulé d’intensité
supérieure (figure 20). Un comportement similaire est observé chez des feuilles de pois

(résultat non-présenté),d’orge et de tabac (Canaani et Malkin, 1984 b).
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Figure 20: Effet de l’intensité du faisceau modulé sur la variation du signal PA en
phase dans le temps de trois différents échantillons prélevés sur la méme feuille d’érable
3 sucre. Faisceau modulé: 640 nm, 15 Hz, (——=) 1 W m?, (- -) 7 Wm?, () 16 W m?
faisceau saturant blanc: 350 W m™2. Symboles similaires a ceux de la figure 15.
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Ces observations indiquent que le taux de la baisse du signal d’O,, ainsi que son
importance, dépendent du taux de photochimie modulée. Plus I’activité photosynthétique
est élevée, plus importante sera la contribution d’O, en provenance des thylacoides vers
leur environnement (stroma et cytoplasme). Ce dégagement d’O, peut, s’il est suffisam-
ment €levé, réduire, voire éviter, ’effet négatif des mécanismes de consommation d’0,

sur le signal PA.

L’évolution du signal d’O, dans le temps se révele fort différente selon la
fréquence de modulation utilisée (figure 21). La baisse du signal d’O, se révele plus
hative et plus importante lorsque la fréquence de modulation est faible. A 80 Hz, cette
diminution est a toute fin pratique éliminée. Le fait que la baisse soit maximale aux
basses fréquences de modulation suggere que des mécanismes de consommation d’O,
lents, tels ’oxygénation du ribulose 1,5-diphosphate par la Rubisco, la photorespiration
et la respiration, pourraient e impliqué dans la baisse du signal d’O, dans ces condi-
tions. De plus, aux hautes fréquences de modulation, seul 1’0, dégagé par les chloro-
plastes situ€s pres de la membrane cellulaire peut contribuer au signal PA, ce qui

empécherait I’effet négatif des autres mécanismes de consommation d’O,.

En fait, I’O, dégagé par les membranes thylacoidiennes doit diffuser au travers du
stroma, puis du cytoplasme cellulaire jusqu’a la surface de la cellule afin de générer le
signal photoacoustique. A la surface de la cellule, 1’0, modulé cause des fluctuations de
la pression, qui sont transmises a la surface du disque de feuille via les espaces aériferes
ou la couche épidermale flexible. Tout ce cheminement comporte plusieurs mécanis-
mes-puits pour 1’0O,, tels 1’oxygénation du ribulose 1,5-diphosphate par la Rubisco, la

réaction de Mehler, la photorespiration et la respiration.
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Signal PA (u.r.)

Figure 21: Effet de la fréquence de modulation sur la variation du signal PA en phase
dans le temps de quatre échantillons prélevés sur la méme feuille d’érable a sucre.
(=—-) 15 Hz, (- -) 25 Hz, (---) 50 Hz, (----) 80 Hz. Autres conditions similaires & celles
de la figure 16. Symboles similaires a ceux de la figure 15.

Considérant toutes ces données, la baisse du signal d’O, dans le temps peut étre

expliquée de la fagon suivante:

Lorsque le disque de feuille est illuminé par le faisceau saturant, I’activité
photosynthétique devient maximale, ce qui conduit & un dégagement d’O, optimal’.
Ainsi, cette grande quantit¢ d’O, contribue a 1’établissement d’une certaine pression
partielle d’O, (p(0,)) dans les cellules végétales, malgré la présence des processus de

consommaton.

° Auention ce dégagement d’0,, bien que maximal, n’est pas modulé! 1 ne contribue donc pas au signal
PA.
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L’extinction du faisceau saturant ne laisse qu’une contribution modulée de
dégagement d’O,, ce qui réduit considérablement le taux de dégagement d’O,. Dans les
premieres minutes consécutives a I’extinction du faisceau saturant, le signal d’O, atteint
un plateau, probablement a cause de la grande p(O,) et du taux de diffusion rapide de
I’oxygene. Sous des conditions de grande p(O,), nous pouvons assumer une grande
activité des mécanismes de consommation d’O,. Entre autres, il est connu que ’activité
photorespiratoire augmente lorsque la concentration d’O, intracellulaire est élevée
(Mikulska et al., 1988). En augmentant le rapport O,/CO, une augmentation de
I’activité oxygénante de la Rubisco est aussi notée (Mikulska et al., 1988). Cette grande
activité consommatrice d’O, a pour effet de diminuer la p(0O,), puisque I’activité
photosynthétique s’avére limitée. De plus, il demeure probable qu’une partie de 1’O,
dégagé est dissoute dans le stroma et le cytoplasme, afin de conserver cette p(O,) & un
certain niveau. Ceci a pour effet de diminuer la quantité d’O, se rendant a la surface de

la cellule, d’ol une baisse du signal PA.

La fin de la chute du signal PA se produit lorsque la p(O,) est abaissée a un
niveau tel que ’activité des mécanismes de consommation diminue (Canvin et al., 1980,
Takahashi et Asada, 1982 et Mikulska et al., 1988). A quelques reprises, un deuxiéme
cycle d’augmentation-diminution du signal PA s’est produit. Ce cycle, dont ’amplitude
est inférieure a celui décrit dans les derniéres lignes, peut s’expliquer par la diminution
de D’activité consommatrice d’O,. Néanmoins, le signal rediminuait par la suite au
niveau de 1’état stationnaire diminué. A ce niveau, un équilibre s’établit entre les
activités de dégagement et de consommation d’O,, ce qui méne & un état stationnaire du

signal PA.
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Au surplus, il se révele logique d’assumer que, pendant sa diffusion hors du
chloroplaste, une proportion importante d’O, peut atteindre les peroxisomes, reconnus
pour leur proximité des chloroplastes (Vaughn, 1985, Lavergne, 1989), et les mitochon-
dries. Ces deux organites renferment les mécanismes du glycolate et de la respiration
respectivement, deux importants mécanismes consommateurs d’O, (Badger, 1985, Elst-
ner, 1979). Meéme si ces deux mécanismes sont reconnus comme lents, d’un point de
vue cinétique, une partie de 1’0, modulée peut €tre perdue par leur prise dans le
cytoplasme (Lavergne, 1989). Cette proportion deviendrait plus importante lorsque le

dégagement d’O, est faible (a faible intensité du faisceau modulé).

Toutes les figures présentées ci-haut montrent un signal a [’état stationnaire
supérieur a iéro, ce qui nous porte a conclure que sous ces conditions, le taux de
dégagement demeure supérieur au taux de consommation. Chez certains échantillons, le
signal PA a I’état stationnaire s’est révélé égal a zéro, ce qui indiquait que le taux de
consommation pouvait devenir égal, sinon supérieur, au taux de dégagement d’0O,. Dans
ces conditions, une augmentation de l’intensité du faisceau modulé conserve toujours
comme effet d’élever le signal PA. Ceci confirme clairement que 1’état stationnaire est

dépendant de I’activité photochimique.

Ainsi, a partir de toutes ces observations, 1’amplitude du signal PA du plateau
initial peut €tre assimilée a une mesure du dégagement d’O, brut, alors que le niveau du
signal PA dans 1’état stationnaire peut €tre reli€é 4 une mesure du dégagement d’O, net.
La différence entre l’activité brute et l’activité nette représenterait 1’activité de con-

sommation d’0,. Il serait intéressant d’étudier la cinétique du signal d’O, sous des
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intensités modulées trés faibles. Malheureusement, le faible rapport signal/bruit devient

un facteur trés limitant, ce qui rend les mesures difficiles.

En conclusion, nous avons démontré dans cette section que les mécanismes de
consommation d’O, peuvent affecter le signal modulé d’O, et ce, au niveau de la prise
de mesure usuelle. Jusqu’a maintenant, il avait ét€é montré que la consommation d’O,
jouait un réle dans la cinétique d’induction d’O, (Malkin, 1987) et pouvait étre détectée
avec la méthodologie pulsée (Mauzerall, 1990, Kolbowski et al., 1990). Une grande
partie de la prise d’O, est effectuée par des mécanismes non-modulés, tels la photorespi-
ration et la respiration. L’apport de chacun de ces mécanismes pourrait probablement

étre €tudié grace a I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques.

Cette dépendance du signal PA d’O, a des contributions non-modulées doit nous
rendre trés prudents quant a l’utilisation de ce paramétre comme seul indicateur de
I’activité photosynthétique. C’est pourquoi, dans la seconde partie de ce chapitre, une
attention rnarquéé est portée a l’emmagasinage d’énergie photosynthétique. Nous

espérons ultimement pouvoir nous servir de ce parameétre afin de quantifier ’activité

photosynthétique de chacun des deux photosystémes (chapitre 5).
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4.2 L’infiltration d’eau et le signal photoacoustique

Le second parametre utilisé en SPA afin de déterminer I’activité photosynthétique
correspond 2 1’emmagasinage d’énergie photosynthétique (EEP). L’EEP représente la
quantité d’énergie absorbée par 1’échantillon qui est emmagasinée dans les différents
intermédiaires de la chaine de transport d’électrons (Bults er al., 1982). Dans les
feuilles, I’EEP doit étre mesuré a des fréquences de modulation relativement élevées,
afin d’éviter la présence de la contribution d’0,. Cette valeur est par la suite utilisée
dans la détermination du signal d’O, (voir équation 16), qui elle, est effectuée a basse
fréquence de modulation. Deux difficultés sont rencontrées lors de 1’utilisation de cette
méthodologie: (1) A haute fréquence de modulation, le rapport signal/bruit est faible, ce
qui peut rendre 1’évaluation de EEP difficile et; (ii) Selon la théorie développée par
Malkin et Cahen (1979), ’'EEP s’avére, en principe, dépendant de la fréquence de
modulation, ce qui pourrait introduire des distorsions dans 1’évaluation du signal PA
d’O, puisque la détermination de cette donnée est effectuée a une fréquence de modu-

lation différente de celle de I’EEP.

Il demeure toujours possible d’éviter ces difficultés en utilisant une autre méthodo-
logie photothermique, et d’extrapoler les valeurs d’EEP obtenues par ces techniques aux
mesures PA. C’est le cas par exemple de la radiométrie photothermique (Bults et al.,
1982 b, Malkin er al., 1990) et de la spectroscopie par effet mirage (Havaux et al,
1989). Malheureusement, avec ces méthodologies, les (;onditions de mesure de I’acuvité
photosynthétique différent de celles utilisées en SPA, ce qui peut induire certaines varia-

tions non-souhaitables dans 1’évaluation du signal PA d’O,.



Chapitre 4 : Signal PA dans les feuilles 112

Afin de pouvoir étudier I’EEP, et sa variation dans certaines conditions expérimen-

tales, sous des conditions propices (sans la contribution d’O, mais a basses fréquences
de modulation), nous avons choisi d’infiltrer les feuilles d’eau. Dans ces conditions, la
contribution d’0O, est éliminée, a cause du long chemin que doit emprunter 1’O, pour
diffuser jusqu’a la surface de la feuille (Bults er al., 1982 a). Nous avons ainsi pu
étudier I’EEP a faible fréquence de modulation, et ses variations lors de 1’induction
photosynthétique et lors du passage d’une haute a une faible intensité lumineuse. Nous
avons aussi poussé une pointe d’exploration du co6té de 1’effet de l’infiltration sur les
propriétés optiques et photosynthétiques de la feuille. Le but ultime de cette section est
de développer une méthodologie nous permettant d’évaluer I’activité photosynthétique de

chacun des deux photosystémes (chapitre 5).

4.2.1 Les mesures d’emmagasinage d’énergie photosynthétique

Les signaux PA d’une feuille dans I’air 2 25 Hz changent drastiquement suite a
Pinfiltration d’eau (figure 22). Dans cette figure, les parties A et B présentent les
signaux PA en phase et en quadrature sans aucun ajustement de la phase, alors que les
sections C et D montrent les signaux PA en phase et en quadrature lorsque le signal en
phase sous le faisceau saturant a été ajusté a zéro. Dans 1’air, la variation, autant en
amplitude qu’en orientation, des deux canaux lors de 1’applicaton du faisceau saturant

montre bien la présence de deux contributions (Poulet et al., 1983).

La contribution d’O, disparait complétement suite a 1’infiltration d’eau (la compo-
sante en phase vaut zéro (figure 22-D)), ce qui permet 1’émergence de ’EEP. 1l est a

remarquer ici que les signaux PA dans les deux canaux montrent un effet similaire
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lorsque le faisceau saturant est appliqué. Ce phénomeéne a été observé a différentes
fréquences de modulation, peu importe 1’ajustement de phase. Ceci indique que seule
I’amplitude du signal PA est changée, pas son orientation. Ainsi, il n’y a qu’une

contribution au signal PA dans ces conditions: la contribution photothermique.
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Figure 22: Effet de l’infiltration d’eau
sur le signal PA de feuilles de pois.

ﬂ Signal PA sans ajustement de phase
avant (A) et aprées (B) [infiltration.
Signal PA avec ajustement de phase
avant (C) et apres (D) linfiltration. p
représente la composante en phase alors
que q représente la composante en qua-
drature du signal PA. Les fleches ondu-
lées pointant vers le haut et vers le bas
représentent I’illumination et 1’extinction,
p respectivement, du faisceau modulé (680
nm, 12,7 W m? 25 Hz). Les fleches
¢ @ ) g ¢ v 3 épaisses pointant vers le haut et vers le
bas représentent 1’illumination et 1’extinc-
tion, respectivement, du faisceau saturant
blanc (450 W m?).

Signal PA (u.r)

=

Temps




Chapitre 4 : Signal PA dans les feuilles 114
Avec ce résultat, qui a été vérifié 2 de nombreuses reprises, nous avons choisi de ne
conserver que le signal total en provenance de ’amplificateur 4 verrouillage de phase,
afin d’obtenir un signal maximal. Néanmoins, nous avons veillé A nous assurer de

I’absence d’O, dans le signal PA avant chaque mesure.

Avant d’aller plus loin, I’effet de I'infiltration d’eau sur 1’activité photosynthétique
a été évalué. L’EEP de feuilles d’érable a sucre a été déterminé a 80 Hz, avant et aprés
I’infiltration d’eau. A cette fréquence de modulation, la contribution d’O, se révele
négligeable dans les feuilles d’érable dans 1’air (Charland, 1989). L’EEP s’avére stable
au cours du traitement (Tableau II). Néanmoins, il est a noter que pour de trés jeunes
feuilles, plus de 50 % de !’activité peut s’avérer perdue lors d’un tel traitement. Il ne
faut pas oublier que le traitement menant a I’infiltration est dur pour la feuille (certaines
feuilles ont littéralement explos€ en cours de route (quand ce n’était pas la seringue elle-
mémé!)), ce qui peut causer des bris cellulaires plus important chez les jeunes feuilles,

plus fragiles.

Nous nous sommes assurés que 1’effet du faisceau saturant sur le signal PA était
effectivement reli€ a la suppression d’une activité photosynthétique en infiltrant les feuil-
les avec une solution de DCMU. Cet inhibeur du transport d’électrons au niveau de Qg
(Trebst, 1980), stoppe ainsi ’activité photosynthétique du PS II. Suite a ’infiltration de
feuilles par une solution de DCMU, a peu prés tout I’EEP disparait, en comparaison
avec les feuilles infilrées d’eau (Tableau III). L’activité résiduelle, bien que minime,
peut €tre reliée a ’activité de transport cyclique d’électrons autour du PS I (Herbert er
al., 1990). Ce genre de manipulations montre un potentiel certain de la technique

d’infiltration pour étudier 1’effet de modulateurs de 1’activité photosynthétique in vivo.
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Tableau II
Effet de 'infiltration d’eau sur 1’activité photosynthétique
(EEP)" de feuilles d’érable a sucre
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Emmagasinage d’énergie photosynthétique (%)

Avant infiltration Apres infiltration

322+54" 31,5 4,3

“:telle que déterminée 2 A: 650 nm; f_: 80 Hz; L 9 W m%
L,: 250 W m>.

™: Moyenne de 8 échantillons + écart-type.

Tableau I1I
Effet de ’infiltration d’une solution de DCMU"”
sur I’EEP™" de feuilles de pois

Emmagasinage d’énergie photosynthétique (%)

Infiltration d’eau Infiltration de DCMU

192 +29 ™ 0,8 £ 0,6

*: Solution de 50 ptM de DCMU.
**: tel que déterminé a A: 640 nm; f_ . 25 Hz; I;: 9 W m%;
L,: 250 W m™

**: Moyenne de 6 échantillons t écart-type.
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Au début de nos mesures, nous appréhendions un effet de la composition de la
solution d’infiltration sur ’EEP. A cette fin, nous avons comparé 1’effet d’une solution
iso-osmotique (0,2 M sorbitol + 2 mM MgCl, + 10 mM NaCl + 30 mM NaCO, dans un
tampon 20 mM NaH,PO,/Na,HPO, a pH 6,8) a de I’eau comme solution d’infiltration.
La valeur d’EEP demeure similaire 2 680 nm, peu importe le milieu d’infiltration. Par
contre, une certaine instabilit€¢ de la valeur d’EEP a 710 nm est observée lorsque les
feuilles sont infiltrées avec de 1’eau pure. Des mesures de vieillissement'® montrent
une diminution parall¢le de I’EEP chez des feuilles infiltrées avec 1’un ou 1’autre des mi-
lieux. Donc, puisque la composition de la solution n’affecte généralement pas les
mesures d’EEP, 1’eau a été choisie comme milieu d’infiltration pour les travaux subsé-

quents.

Une des questions sous-tendant notre €tude visait a connaitre si la valeur de I’EEP
variait selon la fréquence de modulation. Chez les feuilles de pois infiltrées, ’EEP
demeure stable entre 10 et 200 Hz (figure 23). Cette constance est aussi observée chez
les feuilles de semis d’érable, bien qu’une légére tendance a la hausse puisse €tre notée
au-deld de 200 Hz (figure 23). Si l'on se réfeére au modele théorique développé par
Malkin et Cahen (1979), ceci veut dire qu’a l’intérieur d’un domaine de temps compris
entre 0,8 ms et 15 ms suivant 1’acte photochimique'!, il n’y a aucune dissipaton

d’énergie (enthalpie) significative.

10 Mesures effectuées sur des feuilles infilirées laissées pendant un certain laps de temps dans la solution
d’infiltration avant la prise d’une mesure PA.

u Ces valeurs de temps (1) sont calculées 2 partir de la fréquence de modulation (f,) via T = 1/(2.7.1 )
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Dans ce domaine de temps, I’EEP d’une feuille de pois représente environ 30 %
de !’énergie des photons rouges. Ceci comrespond a peu prés a 13 kcal/Einstein.
Comme la fixation d’une mole de CO, requiert environ 10 Einsteins (Radmer et Kok,
1977), 130 kcal d’énergie sont donc consommées lors de cette réaction. A des fins de
comparaison, la valeur calorique d’une mole de CO, dans le glucose est & peu pres de
120 kcal. Ainsi, seule une petite fraction de l’énergﬁ'e ayant servi a la fixation du CO,
est dissipée, dans un ordre de temps supérieur 2 15 ms. Néanmoins, il ne faut pas
perdre de vue que la grande majorité de 1’énergie absorbée est dissipée dans la premiere
ms, compte tenu des mesures effectuées par Nitsch er al. (1988) sur des particules de

PS I et de PS II dans le domaine de la ps.

34|
= 30 = A
- | A *
= 2T e o, 0 4 o° °
22 °
18}
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10 100 1 000

Fréquence de modulation (Hz)

Figure 23: Effet de la fréquence de modulation sur la mesure de I’EEP de feuilles de
pois ( 4 ) et d’érable 2 sucre ( @ ) infilrées. Faisceau modulé: 650 nm, 7 W m™
Autres conditions similaires 2 celles de la figure 22.
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Des conclusions similaires dans le domaine du temps peuvent s’appliquer aux
mesures photothermiques effectuées dans le passé en radiométrie (Kanstad er al., 1983)
ou en spectroscopie par déflection (effet mirage, Havaux er al, 1989). Ainsi, la
méthodologie PA, suite a ’infiltration d’eau du spécimen, donne des résultats compara-

bles aux autres méthodologies photothermiques.

4.2.2 Les cinétiques thermiques et d’EEP

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux transitions se produisant dans
I’EEP. Deux grandes catégories de cinétiques du signal photothermique de feuilles
infiltrées ont été étudiées, a partir desquelles des variations de I’EEP peuvent étre dédui-
tes: (i) les transitions reliées a 1’induction photosynthétique se produisant lors du passage
d’une période d’adaptation a 1’obscurité a une illumination; et (ii) les transitions lors du
passage d’une haute intensité lumineuse (faisceaux modulé et saturant) a une faible

intensité lumineuse (faisceau modulé seulement).

Les transitions reliées a ’induction de ’activité photosythétique ne se produisent
qu’aprés une période d’adaptation a I’obscurité relativement longue (plus de 30 min).
Lorsque l'illumination modulée est rapidement restaurée, une hausse rapide du signal
photothermique se produit jusqu’a un niveau maximal, ce qui correspond au méme
moment 4 une valeur d’EEP minimale (figure 24). Par la suite, le signal photothermique

décroit lentement, jusqu’a atteindre un état stationnaire ou ’EEP est optimal.

Il est connu que la premiére phase de l’induction photosynthétique -la phase de

montée rapide- correspond a une fermeture compléte (et par le fait méme, a une
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Figure 24: Effet du temps d’adaptation a l’obscurité sur les cinétiques thermiques (et
leur inverse, d’EEP) de feuilles de pois. A- 1 h, B- 0,5 h, C- 1 h, D- 2 h. Sur ces
tracés, la ligne de base est placée en-deca du zéro habituel suite A la suppression de ce
dernier sur I’amplificateur, et la sensibilité est étendue (note: elle n’est pas la méme pour
tous les tracés). Les barres horizontales montrent le niveau du signal PA en présence du
faisceau saturant blanc, une référence pour déterminer I’EEP. Conditions et symboles
similaires & ceux de la figure 22. Note: L’échelle de temps n’est pas la méme pour
toutes les courbes.
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incompétance photochimique) du PS II, tel que révélé par I’augmentation rapide de la
fluorescence (Schreiber, 1986). Les résultats présentés ici montrent qu’une certaine

contribution d’EEP persiste lorsque le signal photothermique est maximal.

Cet EEP résiduel serait probablement di a la contribution du PS I, via le
transport cyclique autour du PSI ou & un transport d’électrons en provenance de
composés endogenes excluant le PS II. Une telle situation, ou le PS I est actif malgré
I’impossibilité¢ pour le PS II de donner des électrons, a déja été observée chez des

chloroplastes brisés en 1’absence d’accepteurs d’électrons (Lasser-Ross et al., 1980).

A des fins de comparaison, nous avons aussi suivi les cinétiques d’oxygene des
feuilles avant de les infilrer (figure 25). La baisse du signal photothermique (donc la
hausse d’EEP) correspond avec la hausse du signal d’O,, ce qui nous renseigne sur la

nature photochimique de ce comportement.

Afin de mieux caractériser la valeur initiale de I’EEP (lorsque le signal photother-
mique est maximal), une étude de quelques parameétres PA a été entreprise. En
comparant la valeur de I’EEP initial & celle de I’EEP a I’état stationnaire, nous pouvons
conclure que 30 min d’adaptation sont suffisantes afin d’obtenir un EEP initial minimal
(figure 26-A). Cette durée est néanmoins supérieure a celle utilisée lors des mesures de
fluorescence (10 a 15 min; Schreiber, 1986). Dans un deuxiéme temps, les expériences
effectuées en faisant varier 'intensité du faisceau modulé montrent une dépendance de
I’EEP initial en relation avec ce parametre (figure 26-B). Une augmentation de
I’intensité du faisceau modulé induit une diminution de I’EEP initial (par rapport a

I’EEP a D’état statonnaire). Ceci s’explique par la saturation partielle de I’activité
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photosynthétique modulée par le faisceau modulé, phénomeéne similaire & celui observé

en fluorescence.

Ceci démontre qu’il est possible pour le PS II de présenter une activité photo-
chimique des les premiers instants d’induction, mais qu’elle n’est possible qu’a faible

intensité lumineuse. Cette photoactivité doit cependant posséder une étape limitante a

r"‘/

photothermique

Signal PA (u.r)

é Temps {}

Figure 25: Comparaison entre les cinétiques thermique (tracé du haut) et d’oxygene
(tracé du bas) de la méme feuille de pois lors d’une transition obscurité-éclairement
(préadaptée pendant 30 min 2 I’obscurité). La cinétque d’O, (composante en phase du
signal PA) a été enregistrée avant l’infiltration. Conditions et symboles similaires & ceux
de la figure 22.
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I’obscurité présentant un taux tres faible. Cette étape pourrait s’apparenter a un faible
transfert d’électrons vers le PS I ou vers un accepteur d’électrons endogeéne (O, ?), ou a
un transport cyclique d’électrons autour du PS II. La valeur maximale de I’EEP initial
(3 25 Hz et 650 nm) est d’environ 60 % de la valeur d’EEP & |’état stationnaire.
Néanmoins, la valeur de I’EEP initial ne semble pas dépendante de la fréquence de

modulation (Tableau IV).
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Figure 26: Insert: Schéma d’une cinétique thermique, suite a la transition obscurité-
illumination, présentant les parameétres utilisés dans la figure principale. Symboles
similaires a ceux de la figure 22.

A- Effet du temps de preadaptatlon a D’obscurité sur le rapport EEP/EEP,,). Faisceau
modulé: 650 nm, 25 Hz, 7 W m™.  Autres conditions similaires a celles de la figure 22.
B- Effet de I’intensité du faisceau modulé sur le rapport EEP/EEP,.. Faisceau modulé:
650 nm, 25 Hz. Autres conditions similaires a celles de la figure 22.
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Tableau IV

Rapports de I’EEP initial/EEP état stationnaire”

mesurés a différentes fréquences de modulation

123

Frequence de modulation EEP initial / EEP stationnaire
(Hz) (%)
13 58 + 18™
25 58 £12
50 57 £22
100 5215

“: Mesures effectuées aprés 30 min d’adaptation a 1’obscurité, 3 A: 650 nm;
Lo 7 Wm? L 250 W m?,

*: Moyenne de 6 échantillons + écart-type.

De fagon plus particuliére, nous nous sommes attardés a tenter de mieux résoudre
la cinétique thermique. Quelques particularités de cette cinétique sont a noter, bien
qu’elles ne se retrouvent pas toujours présentes. Une des grandes causes de cette
absence provient de 1’augmentation du bruit lorsque le 'temps de résolution de 1’appareil
est diminu€ (i.e. 100 - 400 ms). Ce bruit mécanique, qui est transmis a la cellule PA,

s’avere variable dans le temps.
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En suivant la cinétique d’induction, nous devrions observer au tout début une
valeur relativement élevée de I’EEP, qui diminuerait rapidement vers une valeur
minimale (donc un signal photothermique maximal). Cette phase trés rapide correspond
au transfert trés bref d’électrons du PS II vers le bassin de PQ, une réaction qui se
réflete dans 1’augmentation rapide de fluorescence (Malkin et Kok, 1966) et dans un
pulse d’O, initial (Joliot, 1963, Malkin, 1987, voir aussi la figure 25). Cette augmenta-
tion rapide du signal photothermique peut incidemment étre observée dans les figures

24-B et C.

D’autres caractéristiques peuvent aussi étre signalées. Dans plusieurs cas, la
premiére phase de 1’augmentation d’EEP, suivant la diminution initiale, consiste en une
relaxation a un plateau intermédiaire, puis a la diminution finale vers 1’état stationnaire
(ce qui est trés visible dans la figure 24-A et D). A quelques reprises, nous avons aussi
remarqué un ou deux cycles d’augmentation-diminution de 1’EEP avant d’atteindre un
état stationnaire (figure 25). La comparaison avec la cinétique de dégagement d’O,
montre que le dernier cycle s’avere probablement relié a I’augmentation lente du dégage-
ment d’O, (figure 25). La correspondance exacte entre les caractéristiques de la
cinétique thermique et celles de fluorescence et d’oxygene resterait cependant A étre

encore mieux étudiée.

La deuxiéme catégorie de transitions du signal photothermique a avoir été €tudiée
concerne celle se produisant lors de l’extinction du faisceau saturant. Lorsque le
faisceau saturant est allumé, le signal photothermique atteint immédiatement une valeur
maximale. Mais, lors de l’extinction du faisceau saturant, le signal photothermique

diminue en deux temps. Une baisse trés rapide est observée en premier lieu, suivie par
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un retour plus lent a un état stationnaire (figure 27). Ainsi, ’EEP n’est pas immédiate-
ment totalement restauré, ce qui s’apparente a la cinétique de dégagement d’O, mesurée
concuremment (ﬁgﬁre 27). Les deux transitions se révelent similaires, probablement a
cause du faible rendement photosynthétique li€é a I’adaptation aux hautes intensités
lumineuses (Weis et Berry, 1987). Ainsi, suite a ’extinction du faisceau saturant, le

dégagement d’O, et I’EEP se révéelent inférieurs a leur valeur a I’état stationnaire.

L’importance relative de chacune des deux phases de 1’augmentation d’EEP varie
légeérement d’un échantillon a I’autre. De fagon générale, la phase lente représente 25 %

de I’EEP total, alors qu’elle constitue jusqu’a 50 % de la montée du signal d’O, (ce qui

(\v—
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= 1 min Figure 27: Cinétiques thermiques (tracé du
g — haut) et d’oxygeéne (tracé du bas) de la méme
o feuille de pois lors de I’extinction du faisceau
< saturant blanc. La cinétique d’O, a été enre-
%. {}" } Temps gistrée avant Iinfilration. Conditions simi-
laires a celles de la figure 25, symboles simi-

laires 4 ceux de la figure 22.
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indique un rendement quantique initial du PS II de moitié de son rendement maximal).
Ces valeurs sont du méme ordre que des estimations antérieures a 1’effet que I’EEP est
composé d’égales contributions du PS I et du PS II, et que la contribudon du PS I est
constante (Malkin et al., 1990, Fork et al., 1991 et Malkin et al., 1991). 1 faut toutefois
noter que cette derniere hypothése dépend jusqu’a un certain point de la distribution
d’énergie entre les deux PS (ce que nous verrons dans le chapitre 5) et du degré
d’ouverture des centres réactionnels. Afin d’assurer un transport maximal d’électrons a
I’état stationnaire, 1’activité des deux PS doit étre balancée. Autrement, une baisse de
I’activité du PS I devrait suivre une diminution de 1’activité du PS II lors de I’extinction
du faisceau saturant, bien que le PS I puisse probablement étre engagé dans une activité

indépendante (transport cyclique).

En résumé, j’ai démontré au cours des dernieres pages que 1’infiltration de feuilles
consﬁtua.it une méthodologie souhaitable afin d’étudier I’EEP a basse fréquence de
modulation. 11 serait possible de suivre grace a cette technique 1’effet de modulateurs de
I’activité photosynthétique in vivo. L’étude des cinétiques thermiques -et de leur contre-
partie, les cinétiques d’EEP- est aussi permise via l’infiltration. Le potentiel de la

méthodologie se révele fort prometteur.

I1 nous apparait fort probable que l’infiltration d’eau puisse affecter certains
mécanismes physiologiques -l1’ouverture des stomates par exemple-, ce qui ultimement
pourrait induire une variation de 1’activité photosynthétdque. Comme il a été démontré
par Bults et al. (1982) que le degré d’ouverture des stomates n’influencait pas les
mesures photoacoustiques, nous ne croyons pas que cette contrainte puisse affecter nos

mesures de 1’activité photosynthétique chez des feuilles infiltrées.
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4.2.3 Les propriétés optiques d’une feuille infiltrée

Les feuilles présentent quelques caractéristiques morphologiques (espaces aériferes,
cuticule) qui visent & maximiser 1’absorption lumineuse en augmentant la réflection
interne et la diffusion de la lumi¢re incidente (Vogelmann et Bjorm, 1986). Pour cette
raison, il se révele difficile, sinon impossible, de déterminer le spectre d’absorption réel
d’une feuille. En fait, le spectre est généralement plat, les détails spectraux des bandes
d’absorption sont perdus, ce qui empéche une analyse spectrale exhaustive des pigments

présents.

Les spectres PA de feuilles obtenus jusqu’d maintenant présentent les mémes
caractéristiques (ou la méme absence de données spectrales bien résolues) que les
spectres d’absorption (Buschmann et Prehn, 1981, Veeranjaneyulu et Das, 1982, 1985,
O’Hara er al., 1983, Nagel er al., 1987). 1 se révele possible d’avoir une idée générale
de la composition pigmentaire, mais sans plus. De plus, plusieurs des spectres souffrent
de distorsions importantes, puisque les auteurs, & 1’exception de O’Hara et al., ont
négligé d’utiliser le faisceau saturant afin d’éliminer les contributions d’O, et d’EEP du
signal PA. Ces deux contributions, reliées a 1’activité photosynthétique, sont dépendan-
tes de la longueur d’onde d’analyse, et distordent donc le spectre PA du spectre

thermique pur.

Nous avons vérifié ’effet de ’infiltration d’eau sur les caractéristiques spectrales
de feuilles de plants de pois (figure 28) et de fraise (figure 29), feuilles qui s’averent

faciles a infiltrer.
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Figure 28: Spectres photoacoustiques de feuilles matures de pois.
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A- Spectres PA de feuilles dans 1’air avec (-.-) et sans (...) le faisceau saturant bianc.
B- Spectres PA de feuilles infiltrées avec (———) et sans (---) le faisceau saturant blanc.

Faisceau modulé: 20 Hz; Faisceau saturant blanc: 300 W m™.
moyenne de 6 échantillons différents.

quatre spectres.

Les spectres sont une
Les mémes feuilles ont été utilisées pour les
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Figure 29: Spectres photoacoustiques de feuilles matures de fraisier.

A- Spectres PA de feuilles dans ’air avec (-.-) et sans (...) le faisceau saturant blanc.

B- Spectres PA de feuilles infiltrées avec (———) et sans (---) le faisceau saturant blanc.
Conditions similaires a celles de la figure 28. Les spectres sont une moyenne de 5
échantillons différents. Les mémes feuilles ont été utilisées pour les quatre spectres.
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L’illumination avec le faisceau saturant induit la fermeture des centres réaction-

nels, ce qui résulte en I’abolition de 1’activité photosynthétique modulée. Les contribu-
tions modulées d’O, et d’EEP sont réduites a zéro et toute 1’énergie absorbée est
ransformée en chaleur (on assume que la fluorescence est négligeable). Il devient alors
possible d’obtenir un spectre d’action thermique, qui s’avere trés similaire 2 un spectre

d’absorption.

Les distorsions liées aux contributions d’O, et d’EEP au signal PA sont clairement
visibles lorsque 1’on compare les spectres PA de feuilles dans 1’air en présence (tirets),
et en absence (pointillés) du faisceau saturant (figures 28 A et 29 A). Des différences
marquées entre les deux spectres sont observées au niveau de la forme du spectre et de
la position des pics d’"absorption”. Ainsi, 1’abaissement de 1’intensité du pic maximum
dans la région rouge du spectre n’est pas reli€é a une absorption différente, mais est bien
di au fait que le signal PA ne représente pas les mémes contributions avec et sans le
faisceau saturant, contrairement a des interprétations antérieures basées sur des traite-
ments au DCMU (Buschmann et Prehn, 1983). Néanmoins, la forme des spectres PA en
présence du faisceau saturant demeure plutdt plate dans les deux types de feuilles.

L’attribution de bandes a des pigments demeure ainsi difficile.

Il a déja été démontré que !’infilration d’une feuille, en remplissant d’eau les
espaces aériféres, modifiait considérablement les propriétés optiques (Moss et Loomis,
1952, Gausman et al., 1974). Lorsque nous nous attardons sur 1’aspect spectroscopique
de la méthodologie PA, l’infiltration présente deux avantages: (i) Comme nous 1’avons
déja vu, I’élimination de la contribution d’O, nous permet de travailler a des fréquences

de modulation basses, ce qui augmente notre rapport signal/bruit; et (ii) La variation des
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propriétés optiques de la feuille augmente sensiblement la résolution spectrale (figures

28 B et 29 B).

Les spectres PA de feuilles infiltrées (courbes pleines) présentent 6 pics distincts,
communs aux deux plantes, qui peuvent étre attribués a des pigments spécifiques. Deux
pics majeurs, situés a 428 et 672 nm, sont reli€s & la bande de Soret et a la transition Q,
(0-0) de la chlorophylle a, respectivement. Un petit pic, observable a 590 nm, peut étre
attribué a un mélange de bandes vibroniques Q, et Q, (Fragata, communication person-
nelle). La chlorophylle b posséde deux bandes, localis€es a 470 nm et 645 nm (la
derni¢re n’est, toutefqis, pas toujours parfaitement discemable). Les larges épaulements
présents a 488 et 592 nm peuvent étre attribués aux caroténoides (Goedheer, 1966).

Pour tous les échantillons étudiés, le signal PA minimal se situe entre 548 et 554 nm.

Tous ces pics sont pres, sinon similaires a ceux déterminés en spectroscopie
photothermique de déflection (effet mirage, Havaux et al., 1989, Lorrain er al., 1990).
La méthodologie PA posséde cependant 1’avantage de permettre I’enregistrement de
spectres de feuilles pubescentes (fraise), ce qui n’est pas possible avec l’effet mirage

puisque le faisceau sonde doit étre situé tres pres de I’échantillon.

La meilleure résolution spectrale obtenue en infiltrant les feuilles, est probable-
ment due a la variation des propriétés optiques de celles-ci. L’eau, en remplissant les
espaces aériferes, prévient les réflexions multiples intermes (produites a I’interface entre
les espaces aériferes et les cellules), puisque dans ces conditions, le milieu interne de la
feuille posseéde un indice de réfraction plutdt uniforme (celui de 1’eau, n = 1,5; Gausman

et al., 1974).
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Cette donnée, au demeurant un avantage pour des mesures spectroscopiques, peut
toutefois s’aveérer un handicap lorsque vient le temps de s’intéresser a des mesures
physiologiques (ce dont traitera le prochain chapitre). En effet, une variation des
propriétés optiques de la feuille devrait affecter la longueur d’absorption optique, ce qui
amenerait une variation de la couche sondée par la méthodologie photoacoustique. Bien
que des mesures supplémentaires pourraient certes €tre requises, nous ne croyons pas
que cette augmentation de la longueur d’absorption optique puisse aller jusqu’a englober

des assises cellulaires de la face inférieure de la feuille.

Le signal PA des feuilles infiltrées en absence du faisceau saturant (courbes tiret-
pointillé) se révele toujours inférieur a celui observé en présence du faisceau saturant
(courbes pleines). Cette baisse est li€ée a I’EEP, la portion de 1’énergie absorbée qui est

emmagasinée dans les divers intermédiaires de la chaine de transport d’électrons.

En conclusion, ’infiltration d’eau permet d’augmenter la résolution spectrale de la
méthodologie PA, puisqu’elle élimine certaines réflections internes de la lumieére.
L’utilisation de la méthodologie photoacoustique permet toutefois 1’étude des feuilles
pubescentes ou légerement incurvées, ce qui s’avére un avantage sur la méthodologie de

I’effet mirage.



CHAPITRE §

MESURE DE L’ACTIVITE DES PHOTOSYSTEMES I ET II

Un des objectifs majeurs de ce projet de recherche consistait 3 développer une
méthodologie photoacoustique qui permettrait la mesure de ’activité de chacun des deux
photosystemes. Je présente donc dans ce chapitre la méthodologie que nous avons
développée, ainsi que les recherches que nous avons entreprises sur 1’activité des PS I et
PS 1I lors des transitions d’état et dans le spectre visible. Cette méthodologie sera par la
suite utilisée afin de déterminer I’effet d’un stress photoinhibiteur sur éhacun des deux

photosystémes (chapitre 6).

5.1 La mesure de EEP,;, et EEP,

Il se révele possible de déterminer 1’activité de transport cyclique d’électrons
autour du PS I en SPA. 1 a été démontré que 1’utilisation d’un faisceau modulé a 700
nm permettait de mesurer cette activité chez les cyanobactéries (Canaani et al., 1989),
les algues et les plantes supérieures (Herbert et al., 1990). A cette longueur d’onde, le
PS II n’est pas excité, ce qui rend possible la détermination de I’EEP li€ au transport
cyclique d’électrons. Nous nous sommes donc inspirés de cette méthodologie afin de
développer la notre, qui permet la détermination simultanée de 1’activité photochimique

compléte des deux photosystemes.

Le point névralgique de cette méthodologie réside dans 1’utilisation de la lumiere

dans le domaine du rouge lointain. Cette lumiere continue sert ici a saturer 1’activité du
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PS I, peu importe la longueur d’onde du faisceau modulé. Ainsi, la différence entre
’amplitude du signal PA en présence et en absence du faisceau saturant rouge lointain

représente 1’énergie emmagasinée par le PS I (figure 30).

Notre référence est toujours constituée de 1’amplitude du signal PA en présence du
faisceau saturant blanc. Comme dans ces conditions, toute activité photochimique des
deux photosystemes se retrouve saturée, I’amplitude du signal PA constitue 1’expression

de la quantité d’énergie absorbée par tous les pigments de la feuille (Bults er al., 1982).
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Figure 30: Représentation schématique du signal PA d’une feuille, qui permet la mesure
de EEP;, EEP,; et EEP,g,. Les fleches ondulées pointant vers le haut et le bas
représentent 1’illumination et l’extinction, respectivement, du faisceau modulé. Les
fleches épaisses pointant vers le haut et le bas représentent 1’illumination et 1’extinction,
respectivement, du faisceau saturant blanc. Les fléches fines pointant vers le haut et le
bas représentent 1’illumination et I’extinction, respectivement, du faisceau saturant rouge

lointain.
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Ainsi, la différence de ’amplitude du signal PA en présence (Q,,), et en absence (Q,)
du faisceau saturant blanc représente 1’énergie absorbée et emmagasinée par les deux

photosystemes. L’EEP total (EEP;) des deux photosystémes peut étre exprimé par:

EEP; = EEPpg, + EEPpy, = ('QMQ;QM) -100 (5

ms

Il devient possible d’exprimer mathématiquement la valeur de I’EEP du PS I
(EEP,s ) par la différence du signal PA en présence (Q_,) et en absence (Q,) du
faisceau saturant rouge lointain, divisée par I’amplitude du signal PA en présence du

faisceau saturant blanc:

EEP erl B Qm

= .100 (22)
pss = ( Q. )

A partir de I’équation 1, 'EEP du PS II (EEP,g ) peut étre déterminé, puisque

EEP, ., = EEP, ~EEP,, (23)

Avant d’aller plus loin, trois précisions méritent d’étre apportées.

Comme dans le cas du faisceau saturant blanc (Charland, 1989), il se révele
important de déterminer une intensité du faisceau rouge lointain qui soit saturante. Nous
avons donc utilisé le méme montage que pour le faisceau saturant blanc, mais en retirant
le filtre thermuque et en ajoutant une série de filtres (GG427, OG560, RG645 et RG715).

Ceci nous permet d’obtenir un faisceau continu de longueurs d’onde supérieures a 700
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nm (voir la figure 14, page 85) et d’une intensité suffisante pour saturer I’activité du
PS I (figure 31). Ainsi, nous pouvons utiliser une intensité de 150 W m™ pour saturer

I’activité du PS 1, intensité valide pour plusieurs longueurs d’onde différentes (figure 35,

page 144).

Le second point concerne la possibilité pour le faisceau saturant rouge lointain

d’exciter le PS II, ce qui aurait pour effet, suite & un éventuel dégagement d’O, et 4 la
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Figure 31: Effet de I’intensité du faisceau saturant rouge lointain sur la mesure d’EEPy
de feuilles d’érable A sucre. Faisceau modulé: 650 nm, 7 W m?, 80 Hz; Faisceau
saturant blanc: 300 W m; Faisceau saturant rouge lointain: A > 715 nm.
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présence d’EEP du PS II, de fausser nos résultats. Ceci s’avere possible puisque des
expériences récentes ont permis d’établir qu’une lumiére de 723 nm induisait un déga-
gement d’O,, bien que trés inférieur a celui observé a 655 nm par ailleurs, chez Chlorel-
la (Greenbaum et Mauzerall, 1991). Nous avons donc vérifié cette éventualité en
soumettant quelques échantillons a une illumination modulée du faisceau rouge lointain.
Sur les 7 échantillons étudi€s, un seul a présenté un tres léger dégagement d’O, (environ
1 % du signal photothermique). Ceci nous permet donc d’affirmer que le faisceau

saturant rouge lointain ne présente que des effets négligeables sur 1’activité du PS II

Troisiemement, la signification physique de EEPpg; et EEP,, se révele bien
importante 2 comprendre. Le fait de diviser ces données par 1’absorption totale de la
feuille nous donne une contribution relative A 1’activité photosynthétique totale de la
feuille et non pas une valeur absolue pour chacun des photosyst¢mes. Malheureusement,
il n’est pas encore possible de déterminer I’absorption de chacun des deux photosyste-
mes en SPA, ce qui nous aurait permis d’exprimer 1’activité en termes de rendement

quantique de chacun des deux photosystemes.

A ce sujet, des mesures PA ne nous ont pas permis de corréler la quantité de
chlorophylle au signal photothermique (Charlebois, 1992). Deux raisons sont avancées
pour expliquer ce manque de corrélation: (i) en SPA, la profondeur sondée ne corres-
pond pas a I’épaisseur totale de I’échantillon, alors que 1’on détermine spectrophotomé-
triquement la quantité totales de pigments; et (ii) les molécules de chlorophylle se

présentent sous différentes formes (monomeére, dimére, oligomere) absorbant a différen-
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tes longueurs d’onde, alors qu’en utilisant une lumiére monochromatique, nous ne

sondons pas toutes ces formes aussi efficacement les unes que les autres.

5.2 Activité des PS I et PS II lors des transitions d’état

Comme nous 1’avons vu dans l’introduction, les transitions d’état visent 4 maxi-
miser I’activité photosynthétique en permettant une distribution balancée de 1’énergie
d’excitation entre les deux photosystemes (Biggins et Bruce, 1989, Fork et Satoh, 1986).
Les mesures de dégagement d’O, en SPA ont été avantageusement utilisées dans 1’étude
des transitions d’état (Canaani et Malkin, 1984 a et b, Canaani et al., 1984), et ont
permis de corroborer les observations fluorimétriques antérieures sur la redistribution
d’énergie entre les deux photosystemes. Néanmoins, les deux types d’études indiquent
que le surplus d’excitation regu par le PS I en état 2 se révele inférieur a la baisse
d’excitation du PS II; il semble y avoir donc perte de I’énergie d’excitation (Canaani et
Malkin, 1984 a, Malkin et al., 1986). De plus, la quantité d’informations sur les états de
transition chez les plantes supérieures, in vivo, se révele limitée. Nous avons donc

étudié les différents EEP durant les transitions d’état chez des feuilles d’érable a sucre.

Ces travaux ont été effectués a une fréquence de modulation de 80 Hz, oi I’EEP;
se révele similaire A celui obtenu a 500 Hz (Charland, 1989, et chapitte 4). Dans ces
conditions, le rapport signal/bruit devient favorable a2 des mesures précises. L’intensité
du faisceau modulé, 7 W m™, se situe dans un domaine limitant la photosynthése. L’état
1 est induit dans I’échantillon suite a4 son illumination pendant 25 min avec les fais-

ceaux, modulé 2 650 nm et continu dans le rouge lointain (méme arrangement de filtres



Chapitre 5: Activités des PS I et PS I 139

que pour le faisceau saturant rouge lointain, mais d’intensité environ 10 fois moindre);
alors que I’état 2 est créé€ suite a 1’illumination pendant 25 min avec le faisceau modulé

a 650 nm seulement.

Les données présentées a la figure 32 proviennent d’un échantillon typique, suite a
I’induction de I’état 1 ou 2. Dans ce cas, I’EEP; a diminué de 0,9 % lors de la tran-
sition de I’état 1 vers ’état 2 mais, de facon générale, I’EEP; demeure constant lors des
transitions d’état (Tableau V). Ceci nous montre qu’il ne semble pas y avoir de perte
d’excitation totale lors des transitions d’état, contrairement aux mesures antérieures de

fluorescence ou de dégagement d’O, (Canaani et Malkin, 1984 a, Malkin ez al., 1986).

La valeur de I’EEP,g,; augmente lors de la transition vers I’état 2, ce qui indique
clairement une variation de la section efficace du PS 1. Cette donnée peut étre correlée
avec l’augmentation de la fluorescence du PS I dans I’état 2 (Fork et Satoh, 1986).
Inversement, ’EEP,g ; diminue, d’une valeur égale a 1’augmentation de I’EEP,g lors de
la transition vers I’état 2. Les fractions d’énergie échangées entre les photosystemes
représentent environ 5 % de I’énergie lumineuse absorbée, 19 % de I'EEP;, 34 % de

PEEP, ; et 43 % de EEP, dans 1état 2.

Ainsi, les variations de I’EEP des PS I et PS II observées lors des transitions
d’état supportent clairement le modele des changements de sections efficaces des PS
pendant les transitions d’état. Le gain d’énergie du PS I réalisé lors de la transition de
I’état 1 vers 1’état 2 provient du PS II (qui en perd), probablement via la migration du

CCL O mobile. En considérant que la lumiére 1 (rouge lointain) est exclusivement
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absorbée par le PS I, I’illumination par le faisceau saturant rouge lointain ne libeére que
I’énergie absorbée par le PS I. Lorsque le CCL II est associé au PS I - dans 1’état 2-

(voir figure 6, page 30) ’EEP,g, se doit d’ére supérieur a celui observé dans 1’état 1.
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Figure 32: Signal PA typique d’une feuille d’érable a sucre dans I’état 1 (A) et dans
I’état 2 (B). Les conditions sont similaires a celles de la figure 31. Les symboles sont
similaires a ceux de la figure 30.
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Ce phénomene s’est toujours révélé évident dans toutes nos expériences lors de la

transition de I’état 1 vers 1’état 2.

Si le mécanisme du "spill-over” (Biggins et Bruce, 1989) régissait les transitions
d’état, une toute autre situation serait observée dans les valeurs d’EEP des deux PS.
EEP,¢, et EEP,¢ conserveraient leur valeur lors des transitions d’état. Comme le
faisceau saturant rouge lointain induit une fermeture des centres réactionnels des PS I

seulement, ce qui cause le relichement de 1’énergie modulée a 650 nm absorbée par

Tableau V
EEP,, EEP, |, EEPyg 1, EEP,s /EEPy et distribution
de la lumiére entre le PS I (o) et le PS II (B)

pendant les transitions d’état chez des feuilles d’érable

Paramétre Etat 1 Etat 2 Etat 1 - état 2
ES; (%) 273 £ 3,7 26,9 + 3,4 - 0,4
ESpg; (%) 6,7 + 4,0 11,8 + 4,3 +5,1
ES;s g (%) 20,6 £ 5,5 15,1 £5,8 - 5,1
ESps /ESps | 3,1 1,3 -1,8
o 0,25 0,44 + 0,19
B 0,75 0,56 - 0,19

*: Moyenne de 16 échantillons + écart-type.
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ceux-ci, seul le transfert d’énergie du PS II vers le PS I ("spill-over") est restreint. Cette
fraction non-dissipée d’énergie absorbée par le PS II peut instantanément étre utilisée
pour l’activité photochimique, puisque nos mesures sont effectuées sous des conditions
lumineuses limitantes. De plus, le PS I oxydé en présence du faisceau rouge lointain
peut encore plus facilement recevoir les électrons en provenance du PS II.  Ainsi,
EEP,g, et EEP,g; ne devraient pas varier lors des transitions d’état, ce qui n’est pas le
cas dans notre étude. Ceci constitue une évidence directe du concept de la variation des

sections efficaces comme mécanisme régissant les transitions d’état.

Si on assume que EEP,g; et EEP, sont proportionnels a la quantité d’énergie
modulée absorbée par le PS I et le PS II respectivement, ¢ et B'* peuvent étre détermi-
nés, en posant comme prémisse que la somme de o et B vaut EEP;”. Un important
débalancement de la distribution d’énergie entre les deux PS est observé dans I’état 1,
puisqu’environ 75 % de 1’énergie absorbée l’est par le PS II. Cette valeur se révele
supérieure aux 60 a 64 % enregistrées antérieurement via le dégagement d’O, en SPA -
(Canaani et Malkin, 1984 a) et les mesures de fluorescence (Malkin et al., 1986). Suite
a la transition vers ’état 2, ce débalancement est réduit jusqu’a un rapport 56:44 en
faveur du PS II. Néanmoins, on doit noter que nos valeurs de a et § peuvent étre
légerement faussées, puisque I’EEP ne dépend pas seulement de 1’absorption lumineuse,
mais aussi de la taille du bassin d’intermédiaires recevant les €électrons, et de leur temps

de demi-vie (Malkin et Cahen, 1979).

2 o et B sont des coefficients d’absorption des PS I et PS II respectivement, permettant le calcul de la

distribution d’énergie entre les deux photosystémes.

13 On normalise EEP; 2 1, ce qui vaut o + p.
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Nous avons choisi d’utiliser le rapport entre EEP,s ; et EEP,q, comme indicateur
de I’état de transition pour I’étude cinétique des transitions d’état. Ce choix s’explique
par notre volonté de nous doter d’un indicateur reli€ a I’activité des deux photosystémes;
I’EEP du PS I ou du PS I seul s’avérant trop variable d’une plante a une autre. Ce rap-
port se révele toujours supérieur dans 1’état 1, comparativement a 1’état 2 (Tableau V).
Le rapport EEP;¢ o/EEP; | décroit lors de la transition vers 1’état 2, alors qu’il augmente

lors de la transitdon vers 1’état 1 (figure 33). Les deux cinétques de transition sont
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Figure 33: Variation du rapport EEPys /JEEP,; dans le temps lors des transitions d’état
de feuilles d’érable a sucre. Les disques de feuille ont ét€ amenés a un état stationnaire
(1 ou 2, selon le cas) pendant 30 min, avant la variation d’état (vers I’état 2 ou 1, selon
le cas). Les conditions sont similaires a celles de la figure 31.
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hautement symétriques 1’une par rapport a I’autre. Elles se révelent toutes deux complé-
tées apres environ 20 min, ce qui correspond au domaine de temps obtenu lors d’études

antérieures (Canaani et Malkin, 1984).

Dans une autre sériec de mesures, la feuille a été pré-illuminée avec le faisceau
saturant blanc, puis la transition vers I’état 1 ou 2 a été suivie. Le rapport EEP, -
/EEPys ; diminue dans le temps lorsque des conditions d’illumination d’état 2 sont pré-

sentes, ce qui indique une transition d’état (figure 34). Ce phénomene n’est pas observé
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Figure 34: Variaton du rapport EEP, /EEP,s dans le temps lors des transitions vers
I’état 1 (0) ou 2 (@) de feuilles d’érable & sucre préilluminés 10 min avec le faisceau
saturant blanc (160 W m?). Les autres conditions sont similaires a celles de la figure
31.
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lors de I’illumination en état 1. Ceci confirme clairement 1’association du CCL II

mobile avec le PS II pendant une illumination avec de la lumi¢re blanche.

La migration du CCL mobile entre les deux PS est expliquée par la phosphoryla-
tion réversible de cette protéine, réaction contrdlée par 1'état d’oxydo-réduction du
bassin de PQ ou du complexe cyt bs-f (voir figure 6, page 33). Le fluorure de sodium
(NaF), un inhibiteur des phosphatases, est reconnu pour empécher la transition vers 1’état
1 (Bennett, 1983, Canaani et al., 1984). Nous avons donc infiltré des disques de feuilles
avec une solution de NaF (a I’aide de la méthodologie développée dans le chapitre
précédent), dans le but de nous assurer que les cinétiques observées étaient effectivement
reliées aux transitions d’état. Nos témoins sont constitués de disques infiltrés par une

soludon de NaCl, afin d’éliminer un éventuel effet ionique.

Comme dans les études antérieures, la transiton vers 1’état 1 est inhibée par le
NaF, contrairement a ce que nous obtenons avec le NaCl (Tableau VI). Cependant, nous
avons noté une diminution d’environ 30 % de la valeur d’EEP; chez les feuilles
infiltrées au NaF, qui peut étre attribuée a 1’inhibition des phosphatases impliquées dans
le cycle de Calvin-Benson, puisque le NaF n’est pas un inhibiteur spécifique. Si cette
inhibition devait avoir un effet sur la transition vers I’état 1, elle présenterait aussi un
effet sur 1’état 2, ce qui n’est pas le cas, puisque les disques traités au NaF montrent un

état 2 bien démarqué.

Nous avons constaté pendant ces mesures que le rapport EEP,¢ /EEP, ,, particu-

lierement dans 1’état 1, se révele fort différent entre les plantules de 5 - 7 ans et les
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Tableau VI

Effet de ’infiltration de NaF" ou de NaCl sur

les transitions d’état de semis d’érable A sucre

EEP; /EEPq, % augmentation
Solution Ftat 1 Ftat 2 p/r a I’état 2
NaCl 581,47 1,9 £ 04 209 + 60
NaF 2214 1,4 £ 0,6 57 £40

*: Les solutions 0,125 M de NaCl ou de NaF sont préparées dans un
tampon (,2 M phosphate a pH 7.

. Moyenne de 5 échantillons + écart-type.

semis. Ceci s’explique fort probablement par les différences physiologiques entre les

lantes, différences liées aux conditions d’éclairement lors de leur croissance.
P

J’ai présenté au cours des dernicres pages une méthode que nous estimons directe
pour mesurer l’activité photosynthétique des deux photosystémes. Cette €tude nous
donne des évidences directes de la variation des sections efficaces des photosytémes lors

des transitions d’état. Comme il n’y a pas de perte d’EEP; lors des transitions d’état,
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les gains ou pertes d’énergie absorbée par le PS II sont correlées avec les pertes ou les
gains, respectivement, du PS I. Les fractions d’énergie échangées entre les photosyte-
mes représentent environ 5 % de 1’énergie absorbée, 19 % de I’EEP,, 34 % de I’EEP;

et 43 % de I’EEP,; dans 1’état 2, pour ce qui est de I’érable a sucre.

5.3 Variation spectrale de EEP;, EEP,; et EEP,

L’activité relative de chacun des deux photosytémes, et leur contribution a
I’emmagasinage d’énergie total dans des conditions in vivo, ie. en 1’absence de
composés modulateurs de 1’activité photosynthétique (donneurs et/ou accepteurs d’é-
lectrons) dans une feuille intacte n’ont été que trés peu étudiées. Quelques travaux ont
porté sur ce sujet en utilisant le dégagement d’O, par polarographie ou par la méthodo-
logie PA, en utilisant des algues ou des feuilles entieéres (Ried, 1972, Canaani et Malkin,
1984 a, Havaux et al.,, 1986 b). Néanmoins, beaucoup de travail reste a faire afin de
comprendre 1’activit€ de chacun des deux photosyst¢mes dans le domaine de la radiation
photosynthétiquement active (RPA). Nous avons donc étudi€ cet aspect de la photosyn-

theése chez 1’érable a sucre.

Comme nous voulons déterminer 1’activité de chacun des deux photosytémes a
différentes longueurs d’onde, nous nous sommes assurés dans un premier temps que
notre méthodologie se révélait applicable a I’intérieur du domaine de la RPA. Nous
avons donc sélectionné quatre longueurs d’onde (470, 560, 640 et 680 nm) afin de

vérifier la saturation du signal PA par le faisceau continu rouge lointain (figure 35).
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L’EEP,, s’avére saturé a environ 90 W m? une augmentation de cette intensité
ne produit aucune variation supérieure du signal PA. Ceci nous démontre encore une
fois que le faisceau saturant rouge lointain n’est pas absorbé par le PSII. Le cas

échéant, un accroissement de ’intensité du faisceau saturant rouge lointain aurait

® 470 nm
0 560 nm
8 640 nm
a 680 nm

i 1 I I I T T ] 1 1

0 30 60 90 120 150
12)

Intensité faisceau rouge lointain (Wm

Figure 35: Effet de I’intensité du faisceau saturant rouge lointain sur la mesure d’EEP;g
de feuilles d’érable a sucre 2 470 nm (@), 560 nm (o), 640 nm () et 680 nm (ED
Faisceau modulé: 80 Hz; Faisceau saturant blanc: 300 W m% Faisceau saturant rouge
lointain: A > 715 nm.
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augmenté la quantité de PS II fermés, ce qui aurait causé une élévation de 1’émission de
chaleur en provenance du PS II, empéchant ainsi 1’établissement du plateau. Suite a ces
résultats, nous avons choisi de travailler sous des intensités du faisceau saturant rouge

lointain de 150 W m™

A un tout autre niveau, on peut constater que l’activité du PS I se révele plus
faible dans la région bleue du spectre que dans la région rouge. Nous y reviendrons un

peu plus tard.

Le faisceau modulé peut par lui-méme induire une fermeture partielle des centres
réactionnels (Bults er al., 1982). Nous avons tenté de déterminer 1’intensité lumineuse
limitant la photosynthése chez I’érable a sucre, c’est-a-dire l’intensité en-dessous de
laquelle ’EEP demeure constant. Nous avons effectué ces mesures aux quatre longueurs
d’onde pré-citées afin de mieux connaitre 1’efficacité spectrale de I’activité photo-
chimique (figure 36). Le signal PA obtenu lors de I’illumination par le faisceau saturant
blanc étant proportionnel a la quantit€ de lumiere absorbée par I’échantillon (Bults ez al.,
1982), nous ’avons utilis€ comme parameétre de ’intensité lumineuse absorbée (Herbert
et al., 1990). L’EEP; se révele fortement dépendant de I’intensité modulée employée,
puisqu’il est maximum aux faibles intensités lumineuses modulées pour toutes les lon-
gueurs d’onde, et décroit au fur et 3 mesure de 1’augmentation du faisceau modulé, en
accord avec des études antérieures (Bults et al., 1982, Carpentier et al., 1984, Havaux et

al., 1989).
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Figure 36: Effet de l’intensit¢ du faisceau modulé (exprimée par le signal PA en
présence du faisceau saturant blanc (Q,)) sur la mesure de I'EEP; de feuilles d’érable a
sucre 4 470 nm (A), 560 nm (B), 640 nm (C) et 680 nm (D). Les différents symboles
représentent différents échantllons.

Inserts: Inverse de I’EEP; en fonction de l’intensité lumineuse. Conditions similaires &

celles de la figure 35.
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Il a été démontré dans une étude récente qu’il existe des intensités lumineuses
limitant ’emmagasinage d’énergie chez certaines algues (Herbert er al., 1990). Dans
notre étude,ce phénomene se révele difficile a évaluer, a cause du faible rapport
signal/bruit aux faibles intensités lumineuses. Néanmoins, nous sommes tentés de con-
clure, malgré la dispersion des points expérimentaux, qu’il existe un tel plateau pouw
I’EEP chez I’érable a sucre, particulicrement a 560 et 640 nm. De plus, nous pouvons
constater que le phénomeéne de saturation de la photosynthése est moins intense a 560

nm (vert), qu’a 470 nm (bleu) ou 640 et 680 nm (rouge).

Afin de connaitre 1’efficacité photochimique maximal€ de la feuille, ’inverse de
I’EEP; est exprimé selon l’intensité du signal PA (Carpentier et al., 1985, Havaux et al.,
1989). Ces graphiques présentent une relation linéaire entre 1/EEP; et ’intensit€ lumi-
neuse (inserts de la figure 36). L’EEP; maximal, un indicateur de 1’efficacité photochi-
mique, est dépendant de la longueur d’onde. 1l se révele optimal a 680 nm et minimal a
470 nm (Tableau VII). De plus, la pente de ce type de graphique, qui indique le taux de
saturation lumineuse de la photosynthése, varie elle aussi selon la qualité de lumiere
(Tableau VII). Le taux est minimal a 560 nm, ce qui montre le faible effet de saturation
de la lumiére verte. A l’inverse, le taux se révele maximal 3 680 nm, ce qui suggere
que le faisceau modul€ a 680 nm sature efficacement les centres réactionnels, méme a

faible intensité lumineuse.

Les rendements quantiques relatifs de I’EEP;, I’EEP,g; et de ’EE,q; ont été
déterminés entre 400 et 720 nm (figure 37). Afin d’obtenir des valeurs de rendement

quantique d’EEP qui tiennent compte de l’intensité lumineuse variable & chaque lon-
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gueur d’onde et I’énergie de chacune de ces longueurs d’onde, nous devons diviser le
spectre d’EEP par un spectre obtenu avec un noir de charbon (qui représente finalement

le spectre de la lampe) et par la longueur d’onde employée (Malkin er al., 1990).

Tableau VII
Effet de la longueur d’onde sur ’efficacité photochimique
maximale” et le taux de saturation de la photosynthese™

de feuilles d’érable i sucre

Longueur d’onde Efficacité Taux de
(nm) photochimique saturation
maximale (%) (x 10* %)

470 14,6 ™ 2,2

560 18,2 0,8

640 27,8 1,1

680 33,8 2,4

": Obtenue par ’ordonnée a ’origine du graphique 1/EEP; en fonction de ’inten-
sité lumineuse absorbée (exprimée par le signal PA maximal).

*™: Obtenu par la pente du graphique 1/EEP; en fonction de I’intensité lumineuse
absorbée (exprimée par le signal PA maximal).

ke

: Les droites représentées proviennent de la moyenne de trois échantillons.
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Figure 37: Rendement quantiques d’EEP; (0), d’EEPyg; (x) et d’EEP,s; (@) de feuilles
d’érable a sucre. Conditions similaires a celles de la figure 35.

Comme nous estimons travailler 4 une intensité limitant la photosynthése (ou i tout le
moins treés prés de celle-ci), ’EEP est considéré comme étant inversement proportionnel
a I’énergie absorbée, ce qui nous oblige & multplier le spectre par Q,, (Herbert er ai,

1990). Ainsi le rendement quantique est exprimé par:
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6p = EEP . Q. (24)

1
A

Le spectre de rendement quantique d’EEP; montre des caractéristiques similaires a
ce que nous avions obtenu précédemment avec nos mesures ponctuelles. L’efficacité
photochimique se révele inférieure dans la région du bleu que dans la région du rouge.
Le spectre en lui-méme présente deux pics a environ 610 et 660 nm. L’efficacité chute
a partir de 680 nm, montrant I’effet d’affaissement de 1’activité photosynthétique dans le
rouge, phénomene déja bien caractérisé (Emerson et Lewis, 1943, Malkin et al., 1990).
En général, les caractéristiques spectrales demeurent similaires d’un échantillon a ’autre.
Le spectre d’action de EEP; se révele similaire a ceux des rendements quantiques de
dégagement d’O, et d’EEP; mesuré par la méthodologie PA chez le tabac (Canaani et

Malkin, 1984 b).

Le spectre de rendment quantique du PS I, par contre, différe considérablement
des spectres publiés antérieurement, effectués sur des chloroplastes isolés d’algues vertes
ou de plantes supé€rieures (Joliot et al., 1968, Ried, 1972). Nous obtenons une activité
du PS I inférieure dans la région bleue du spectre en comparaison avec la région rouge,
ce qui contraste avec les résultats pré-cités ou 1’activité dans la région bleue se réveélait
équivalente a celle observée dans la région rouge. La méthodologie utilisée par ces
auteurs pour évaluer 1’activité du PS I, 4 savoir les échanges d’oxygéne survenant a la

suite d’un flash lumineux, s’aveére entachée de contributions non-reliées au PS I (entre
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autres aux transitions d’état), donc faussée. Elle n’est d’ailleurs plus utilisée de nos

jours.

Le spectre de rendement quantique du PS I présente deux bandes situées a 610 et
670 nm, qui peuvent €tre attribuées a I’absorption de la chlorophylle a, et un large pic
centré a 530 nm. Le minimum observé entre 430 et 480 nm suggere que la chlorophylle
b et les caroténoides, les pigments absorbant dans cette région (Goedheer, 1966, Good-
win, 1980), sont moins associés avec le PS I (Boardman, 1971). I1 demeure possible
d’observer une certaine valeur d’EEP,g; entre 700 et 720 nm, ce qui indique 1’EEP liée

au transport cyclique des €lectrons autour du PS I (EEPy ., Herbert et al., 1990).

Soit dit en passant, cet EEP,g, ., est sensible au DCMU chez des plantes a la
photosynthése en C,, telles le haricot et Oxalis (Herbert er al., 1990). Chez I’érable a
sucre, méme apres 3 h de flottaison sur une solution de 25 pM de DCMU, nous pouvons

encore observer 'EEP;g .

Quant au spectre de rendement quantique de I’EEP,g, il présente une activité
moindre du PS II dans la région bleue du spectre que dans la région rouge. 1 differe
des précédents spectres publiés puisqu’on peut y observer une activité importante dans la
région verte du spectre. De larges bandes d’absorption sont observées a 460, 490, 600
et 660 nm, en plus d’un large épaulement entre 530 et 560 nm. 1 est & noter toutefois
que la présence de cet épaulement n’est pas observée dans tous les échantllons.
L’activité photochimique décroit au-dela de 680 nm, ce qui explique 1’affaisserent dans

le rendement quantique du dégagement d’O, (Canaani et Malkin, 1984 a).
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L’EEPys ; se révele supérieur a I’EEP;, entre 400 et 690 nm, probablement a
cause de la présence de grands bassins d’intermédiaires chimiques entre le PS II et le
PSI Comme le spectre d’action réflete l’absorption lumineuse par les pigments
accessoires des photosysttmes, nous pouvons déduire que les deux photosystemes
absorbent entre 400 et 700 nm, bien que la distribution de I’énergie doive étre en faveur

du PS II. Au-dela de 700 nm, 1’absorption semble étre dirigée vers le PS L.

Les spectres d’action d’EEP; et d’EEP,g ; ressemblent aux spectres d’action de la
fixation du CO, obtenus avec des feuilles de différentes especes (McCree, 1971, Clark et
Lister, 1975, Inada, 1976). La diminution de I’efficacité photochimique dans la région
bleue du spectre s’avére responsable du faible taux de fixation de CO, dans cette région

spectrale (Inada, 1976).

En conclusion, nous avons démontré au cours des derniéres pages que la mesure
des rendements quantiques de 1’activité photochimique des deux photosystémes était
possible in vivo en utilisant la SPA. De facon générale, ’efficacité photochimique se
révele inférieure dans la région bleue du spectre, en comparaison avec la région rouge.
L’activité¢ du PS II est dominante entre 400 et 690 nm, décroissant rapidement au-dela.
L’activit¢ du PS I a pu étre observée entre 700 et 720 nm, indiquant I’emmagasinage

d’énergie impliqué dans le transport cyclique d’électrons autour du PS L

Avec les travaux rapportés dans ce chapitre, j’ai répondu a certains objectifs de
départ. J’ai d’abord développé une méthodologie photoacoustique me permettant de

déterminer ’activité photosynthétique de chacun des deux photosystemes in vivo. Cette
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méthode s’avere unique puisqu’elle permet de mesurer 1’activité photosynthétique des
deux photosystemes a 1’aide de parametres communs, alors que, jusqu’a maintenant,

différentes techniques étaient requises.

Par la suite, j’ai utilisé cette méthodologie afin d’étudier 1’effet d’une variation
qualitative de la lumiere incidente sur 1’appareil photosynthétique. Les transitions d’état
constituent un mécanisme physiologique permettant une redistribution de 1’énergie quan-
tique incidente lors d’une sur-énergisation de 1’'un ou I’autre des deux photosystemes.
Finalement, j’ai analysé la contribution de chacun des deux photosysttmes in vivo a

’activité photosynthétique a ’intérieur de la radiation photosynthétiquement active.

Cette méthodologie sera appliquée, entre autres, a 1’étude de I’effet de la quantité

de lumicre (stress photoinhibiteur) sur I’appareil photosynthétique au prochain chapitre.



CHAPITRE 6

EFFETS DE LA PHOTOINHIBITION

6.1 Sur ’activité des photosystéemes I et I1

Comme nous ’avons vu dans l’introduction, le PS II constitue le site primaire de
’action inhibitrice de la photoinhibition (Critchley, 1988). Outre ’inactivation du PS I,
les hautes intensités lumineuses peuvent provoquer des dommages au PS I (Harvey et
Bishop, 1978, Powles, 1984, Inoue et al., 1986). De maniére générale toutefois, le PS I
s’est révélé plus tolérant A la photoinhibition que le PS II (Critchley, 1981, Tyystarvi et
al., 1989). Ces études ont majoritairement porté sur des algues ou sur des chloroplastes
isolés de feuilles soumises 4 un stress de haute intensité lumineuse, en présence de
modulateurs artificiels de 1’activité photosynthétique (Critchley, 1981, Satoh et Fork,
1982, Tyystarvi et al., 1989). Récemment, 1’activité du PS I associée au transport
cyclique des électrons a ét€é démontrée comme étant résistante a la photoinhibition, en
utilisant la SPA (Canaani er al., 1989, Havaux et Eyletters, 1991). Cependant, peu
d’informations sont disponibles quant a la nature de ’effet, in vivo, des hautes intensités

lumineuses sur le PS I chez les plantes supérieures.

Cette résistance du PS I a la photoinhibition peut €tre pergue comme étant un
mécanisme de protection. En effet, le transport cyclique d’électrons tend a augmenter le
taux de synthése d’ATP, ce qui se révele primordial pour combler les besoins énergéti-

ques de la synthése de protéines de novo.
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Dans un autre ordre d’idées, la phosphorylation du CCL II, et sa dissociation du
PS 1I, sont aussi considérées comme étant des modes de protection du PS II contre les
hautes intensités lumineuses (Horton et Lee, 1985). L’activité de la kinase responsable
de la phosphorylation du CCL II est controlée par I’état redox du bassin de PQ (Fork et
Satoh, 1986, voir introduction). Cette activité est reconnue comme étant élevée sous de
hautes intensités lumineuses (Horton et Lee, 1985). A l’inverse, il a ét€é démontré que la
photoinhibition inhibait cette kinase (Schuster et al., 1986) et affectait les transitions
d’état chez Chlamydomonas (Canaani er al., 1989). Il existe donc une certaine contro-
verse au sujet du contrdle de la distribution de I’énergie lumineuse pendant la photoinhi-

bition.

En utilisant la méthodologie permettant 1’étude de 1’activité des PS I et PS II, que
nous avons développée dans le chapitre précédent, nous nous sommes intéressés a ’acti-

vité des deux PS pendant la photoinhibition chez 1’érable A sucre.

Avant d’entrer dans le vif du sujet, je me permets un petit aparté sur les différen-
tes mesures d’EEP qui seront utilisées au cours des prochaines pages, ceci afin d’éviter
toute confusion. L’illumination avec un faisceau modulé de 650 nm permet de mesurer
I’EEP des deux photosystémes, ensemble ou séparément, tel que démontré dans le chapi-
tre 5 (Veeranjaneyulu et al., 1990). L’emploi d’un faisceau modulé a 705 nm permet de
déterminer I’EEP relié a D’activit¢ du transport cyclique autour du PS I (EEPgs .,
Canaani et al., 1989, Herbert er al., 1990). La figure 38 illustre les mesures effectuées

en vue de mesurer I’activité photosynthétique du PS I & 705 nm. L’EEPy ., constitue la
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différence du signal PA avec (Q.qs) €t sans (Q_qs) le faisceau saturant blanc, telle

qu’exprimée par la relation:

gEp,, = Zawss = Qums 1 (25)
i Qm705:

L’activitt du PS I, dépendante du PS II (EEPg.,) est mesurée en présence
(Quiospy) €t en absence (Q0s) d’un faisceau saturant bleu-vert. Ce type de faisceau a été
choisi comme lumiere saturant I’activit¢ du PS II, puisque I’activité du PS I est faible

dans ce domaine spectral (voir chapitre précédent). L’EEP,; est décrit par la relation:

Figure 38: Signal PA d’une feuille d’érable & sucre enregistré & 705 nm. Les fleches
ondulées pointant vers le haut et le bas représentent I’'illumination et 1’extinction, res-
pectivement, du faisceau modulé (705 nm, 2,4 W m? 100 Hz). Les fléches épaisses
pointant vers le haut et le bas représentent 1’illumination et I’extinction, respectivement,
du faisceau saturant blanc (330 W m?). Les fleéches brisées pointant vers le haut et vers
le bas représentent l'illumination et ’extinction, respectivement, du faisceau saturant
bleu-vert (25 W m™).
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EEP,, , = Ouros = Qmrosty 11y, (26)
) Qm705.1

Le traitement photoinhibiteur (1 600 pmol m? s, 1 h) induit une diminution de
I’activité photosynthétique totale de la feuille, comme en fait foi la baisse de EEP;
(Tableau VII). Cette diminution représente environ 25 % de l’activité initiale. Il se
révele intéressant de constater que, de fagon indidviduelle, 1’activité du PS II diminue
d’environ 35 %, alors que celle du PS I augmente d’environ 60 %. Ceci démontre que
le PS II est spécifiquement inhibé par le traitement photoinhibiteur, en accord avec les

études antérieures, alors que le PS I voit son activité augmenter.

Les valeurs d’EEP,g; des semis se révelent bien inférieures a celles observées chez
les plantules. Ces faibles valeurs sont responsables des hauts rapports EEP,s /EEP,,
mesurés chez les semis. Ce rapport devient 3 & 5 fois plus élevé chez les semis, en
comparaison avec celui de plantules d’érable (Veeranjaneyulu et al., 1990, voir chapitre
5). Ceci nous porte & croire que ’activité du PS I, ou la population de PS I, serait
faible chez les semis, en comparaison avec celles des plantules. Ainsi, le PS I devien-
drait un facteur limitant au transport d’électrons en provenance du PS II chez les semis.
Une telle condition se produit lorsque le rapport stoechiométrique des PS II sur les PS I
est supérieur a un. Ceci demeure possible puisque ce rapport varie selon les conditions
de croissance et 1’espece étudiée (Jursinic et Dennenberg, 1989). Nous en rediscuterons

un peu plus loin.
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Une étude de la variation de I’activité des deux photosystemes pendant le
traitement photoinhibiteur montre des tendances inversées (figure 39). L’EEP; diminue
graduellement en cours de traitement, principalement a cause de la baisse de I’EEP .

On note pendant cette méme période une augmentation de I’EEP,,.

Tableau VII
Effet d’un traitement photoinhibiteur” sur
I’activité photosynthétique des PS I et PS II

de feuilles d’érables a sucre

Parametre Témoin Traitement
EEP; (%) 322+34.. 23,6 £ 3,9
EEP;s (%) 3,5+£07 5618
EEP;q ; (%) 28,7t 44 18,0 £ 5,1
EEP;s ; / EEPy, 82122 39+28
EEP;s 1., (%) 54120 6,6 £ 1,3
EEP,s ., (%) 71+25 8,5 % 2,5

*: Traitement: 1 600 pmol m? s, 1 h.

**: Moyenne de 6 échantillons + écart-type.
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Soit dit en passant, le rapport Aoz /Ay, teprésentant le rendement quantique
relatif du dégagement d’O, (Bults er al.,, 1982 a), décroit aussi suite au traitement
photoinhibiteur. Cette décroisance de Ao2 /Apy se révele parallele a celle observée sur
EEP;g ; (figure 40). Ceci démontre clairement la pertinence d’employer EEP,g; comme

indicateur de 1’activité¢ photosynthétique du PS II.
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Figure 39: Variation de EEP;, EEPPSI et EEP,; dans le temps pendant le tranement
photoinhibiteur ( 1 600 pmol m? s™) de femlles d’érable a sucre. A : 650 nm, 2 W m
faisceau saturant rouge lointain: 150 W m? Les autres conditions sont similaires 3
celles de la figure 38.
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Figure 40: Corrélation entre les effets produits par le traitement photoinhibiteur sur le
rapport A, /Apr et 'EEP,s; de ’érable a sucre. Les conditions sont similaires & cel-

les de la figtire 39.

L’adge des feuilles traitées constitue une caractéristique importante de [’effet
inhibiteur du stress de haute intensité lumineuse. Les jeunes feuilles sont beaucoup plus
affectées par le traitement photoinhibiteur que les feuilles matures. On note une
diminution d’environ 75 % de I’EEP,, principalement causée par la chute d’environ 85
% de I'’EEP; ; (Tableau IX). Les effets photoinhibiteurs se révelent ainsi trois fois plus

importants chez les jeunes feuilles. Malgré la baisse drastique de 1’actvité du PS II,

I’EEP,¢ ; augmente légérement suite au traitement.
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Tableau IX
Effets d’un traitement photoinhibiteur” sur
’activité photosynthétique de feuilles

de semis d’érable a sucre et de bleuetiers

165

Parameétre ‘ Témoin Traitement

Feuilles de semis d’érable a sucre

EEP; (%) 336152 8219

EEPy; (%) 22105 2,608

EEPyg 4 (%) 31,4 £5,7 5,6 £2,0
Feuilles de bleuetiers

EEP; (%) 19,6 £ 3,6 ™ 13,8 +24

EEP;; (%) 2,5107 3015

EEPs 1 (%) 17,1 £ 4,3 10,8 £ 3,5

*: Traitement: 1 600 pmol m? s, 1 h.
**: Moyenne de 5 échantillons * écart-type.

**: Moyenne de 9 échantillons t écart-type.
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Nous avons vérifié si cette augmentation de 1’activité du PS I, observée a la fois
chez les jeunes feuilles et chez les feuilles matures de 1’érable & sucre, était spécifique.
Les feuilles de bleuetiers montrent elles aussi une hausse de 1’activité du PS I (Tableau
IX). Encore ici, cette hausse est observée malgré une chute de 1’activité du PS II lors
du traitement photoinhibiteur. Ainsi, notre étude démontre clairement que la photoin-
hibition induit une augmentation de ’activité du PS I et inhibe spécifiquement 1’activité

du PS IL

Dans un autre ordre d’idées, une augmentation du taux de désexcitations non-
radiatives, telle que mesurée en SPA, est rapportée suite a un traitement photoinhibiteur
(Buschmann, 1987, Havaux, 1989). Les mesures d’émission de fluorescence en viennent
aux mémes conclusions (Krause, 1988, Krause er al., 1988, Demmig et al., 1987). Cette
augmentation du taux de désexcitations non-radiatives est interprétée comme un mode de
protection de I’appareil photosynthétique. Dans le cas de nos mesures, le signal PA en
présence du faisceau saturant, un indicateur du taux de dissipation thermique, n’a
augmenté que d’environ 10 % dans le meilleur de nos cas. Cette valeur se révele tres
inférieure aux 100 a 150 % d’augmentation observée avec des disques de feuilles de
pois (Havaux, 1989). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que nous utilisons un second
disque de feuille photoinhibé, prélevé sur la méme feuille du plant complet, alors que le
méme disque de feuille de pois servait a la fois de témoin et de traité chez Havaux.
Notre méthode prévient d’éventuels effets de dessication sur les propriétés optiques et
thermiques de la feuille, ce qui s’est probablement produit chez le pois, biaisant les

résultats.
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Afin de mieux interpréter 1’augmentation de 1’activité du PS I, des mesures de
I’EEP a 705 nm ont ét€ effectuées. Le faisceau modulé de 705 nm est préférentielle-
ment absorbé par le PS I (Herbert er al., 1990). Ainsi, 'EEP mesuré en présence du
faisceau saturant blanc réflete les intermédiaires formés pendant le transport cyclique
d’électrons (EEPys ., Canaani et al., 1989, Herbert et al., 1990, Malkin er al., 1991).
L’EEP;g ., se révele faible chez les plantes a photosynthése en C,. Chez les semis
d’érable a sucre, I’EEPpg, ., déterminé a4 705 nm, augmente suite a un traitement
photoinhibiteur (Tableau VIII), ce qui rejoint nos observations quant a I’EEP, tel que
mesuré 4 650 nm. Cette augmentation de I’EEPy ., rejoint les conclusions de Canaani
et al. (1989) et de Havaux et Eyletters (1991) sur la résistance de I’EEPy;., aux
traitements photoinhibiteurs. De plus, Havaux et Eyletters ont noté une augmentation
transitoire de I’EEPys ., pendant les 20 premitres minutes de traitement chez le pois,

que nous portons au moins a 60 min chez 1’érable a sucre.

En fait, la signification physiologique du transport cyclique d’électrons autour du
PS I n’est pas clairement expliquée, puisque 1’utilité de la photophosphorylation cyclique
I’accompagnant n’est pas encore €vidente pour justifier la fixation de CO, chez les
plantes saines. L’augmentation de I’activité du transport cyclique d’électrons autour du
PS I constituerait une adaptation de la plante aux stress lumineux. Si tel est le cas, la
fonction du transport cyclique d’électrons serait de protéger I’appareil photosythétque
contre la photoinhibitton (ou un autre stress?). Il existe quelques évidences montrant
que le transport cyclique se révele nécessaire afin de prévenir des photodommages aux
chloroplastes (Ridley, 1977, Ridley et Horton, 1984). La photophosphorylation cyclique

s’ensuivant permettrait de dissiper le surplus d’énergie du PS I, tout en induisant la
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synthése des molécules d’ATP requises pour les processus de réparation (Canaani er al.,
1989). De plus, le gradient trans-thylacoidien de protons formé induit la conversion de
la violaxanthine en zéaxanthine, molécule qui serait impliquée dans 1’augmentation de
dissipation thermique lors de la photoinhibition (telle qu’interprétée par la hausse de
’atténuation non-photochimique de la fluorescence de la chlorophylle, Demmig er al.,

1987).

L’activit¢ du PS I dépendante du PS II (EEP,s;;), mesurée en présence du
faisceau saturant bleu-vert, représente 1’énergie emmagasinée dans les intermédiaires de
la chaine de transport d’électrons, a la fois en amont et en aval-du PS I. Fait intéres-
sant, ’EEP, ; augmente d’environ 20 % suite au traitement photoinhibiteur, malgré une
chute d’environ 40 % de la valeur d’EEP,g; (Tableau VIII). Ceci nous porte a croire
que le flot d’électrons en provenance du PS II ne limite pas I’activité du PS I chez les
feuilles traitées. Ainsi, la population de PS II serait supérieure a celle du PS I in vivo

chez ’érable a sucre.

Outre la réduction du NADP*, I’électron en provenance du PS I peut &we accepté
par I’O, via la réaction de Mehler. Cette photoréduction de 1’0, peut s’avérer un
mécanisme de protection important si la plante possede un bon systeme de piége des
radicaux libres (Krause, 1988, Wu er al., 1991). L’augmentation de 1’activité du PS I

peut ainsi étre considérée comme un mode de protection de 1’appareil photosynthétique.

L’activité totale du PS I mesurée & 705 nm (EEPps,., + EEPy;) représente

environ 40 % de I’EEP; déterminée a 650 nm. Ceci contraste avec les résultats
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présentés avec 1’algue rouge Porphyra, ou les deux valeurs étaient similaires (Malkin et
al., 1990). Ceci nous suggere, encore, que l’activité du PS I constituerait un facteur

limitant du transport d’électrons chez les semis d’érable a sucre.

Afin de vénfier le seuil de tolérance du PS I aux hautes intensités lumineuses,
nous avons €rudi€ ’effet de différentes intensités sur I’EEP;, I’EEP,g, et I’EEPyg
(figure 41). A une intensité de 2500 pmol m? s, I’'EEP,, est réduit d’environ 20 %
suite au traitement d’une heure, alors que I’EEP; et 1’EEP¢ ; ont chuté d’environ 50 %.
Le phénomeéne est accentué lors d’une exposition d’une heure a 3 600 pmol m™? s, puis-
que des baisses de 40 %, de 65 % et de 70 % sont observées pour ’EEP,,, I'EEP; et
I’EEP;g ;, respectivement. En analysant soigneusement nos résultats, nous constatons
que I’inhibition de I’activité du PS I se produit lorsque celle du PS II est réduite de 50
% ou plus. Bien que nécessitant plus de données, ceci suggere qu’il existe un seuil
physiologique de tolérance. L’inhibition du PS I peut étre due a une photodestruction
des centres Fe-S et/ou du P700; le site d’action varie selon les conditions (Inoue et al.,

1986, 1990).

Nous avons aussi étudi€é l’influence de 1’association du CCL II mobile avec le
PS II lors du traitement photoinhibiteur. Nous avons donc expérimentalement induit
I’état 1 (ou le CCL II est lié au PS II) en illuminant la feuille avec un faisceau rouge
lointain avant d’effectuer le traitement photoinhibiteur. Malgré I’association du CCL II
avec le PSII, et le risque inhérant d’une sur-énergisation du PS II, le traitement
photoinhibiteur produit des baisses de I’EEP; et de I’EEP,q; comparables a celles

observées précédemment (données du Tableau X comparées a celles du Tableau VIII).
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L’EEP;,; augmente pendant le traitement d’environ 60 %. Donc, 1’association du PS II
mobile avec le PS II n’induit pas de dommages additionnels & celui-ci. Cette donnée
s’avere contraire a des résultats obtenus en spectroscopie de fluorescence publiés

antérieurement, (Horton et Lee, 1985).
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Figure 41: Effets de différentes intensités lumineuses sur ’EEP;, 'EEP,s; et I'EEPy
de feuilles d'érable a sucre. Les conditions sont similaires & celles de la figure 39.
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Le rapport EEPgg /EEP,s; décroit lors du traitement photoinhibiteur, pour se
rapprocher de valeurs obtenues dans I’état 2. Cette diminution s’avere reliée a la fois a
une augmentation de ’EEP,s, et & une diminution de ’EEP,s ;. Si on regarde de plus
preés le diminution de I’EEP,g 5, deux causes peuvent 1’occasionner: (i) la dissociation du
CCL II mobile vers le PS I (Veeranjaneyulu et al., 1991) et (ii) les dommages induits

par le traitement lui-méme (Critchley, 1988).

Tableau X
Effet d’un traitement photoinhibiteur” sur 1’activité
photosynthétique de feuilles d’érable a sucre

pré-adaptées a des conditions d’état 1.

Parametre Témoin Traitement
EEP; (%) 326637 259 +4,0
EEP,, (%) 31+1,3 501 1,4
EEPy (%) 295+ 7,0 . 20938
EEP,g ; / EEPyg 89+ 5,2 4,6 + 1,7

*: Traitement: 1 600 pmol m? s pendant 1 h.

**: Moyenne de 4 échantillons * écart-type.



Ainsi, il devient nécessaire d’isoler 1’importance de !’effet de la perte du CCL I
sur ’'EEPys ;, afin de mieux évaluer les véritables dommages causés par le traitement
photoinhibiteur sur le PS II.

variations d’emmagasinage d’énergie des deux photosystemes pendant des transitions
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d’état, suite au traitement photoinhibiteur (Tableau XI).

On constate que les transitions d’état sont toujours présentes suite au traitement
photoinhibiteur, mais & un niveau moindre (environ 60 % de la valeur du témoin). Ceci

montre que la photoinhibition exerce un effet négatif sur ce mécanisme de protection

chez le bleuet.

Tableau XI

172

Il est possible de vérnfier ce phénomeéne en étudiant les

Variation de EEP, /EEP,g de feuilles de bleuetiers

lors des transitions d’état suite A un traitement photoinhibiteur”

Etat 1 Etat 2 % augmentation
p/r a ’état 2
Témoin 15,5+ 3,1 55+ 1,1 282 (1.00)™
Traitement 6,5%2,0 39+1,2 167 (0.59)

*: Traitement photoinhibiteur: 1 600 pmol m? s, 1 h.

*: Moyenne de 5 échantillons + écart-type.

*:Les valeurs entre parenthéses se rapportent aux valeurs du témoin.
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En conclusion, nous avons démontré dans cette section que les stress photoinhibi-
teurs affectaient spécifiquement le PS II. Par contre, le traitement photoinhibiteur
augmente l’activité du PS I in vivo, autant I’activité du transport cyclique d’électrons
que celle dépendante du PS II. 1l existe néanmoins un seuil physiologique de tolérance
du PS I au stress de hautes intensités lumineuses. Cette augmentation de ’actvité du

PS I peut étre pergue comme un mécanisme de protection.

6.2 Sur les plantes d’ombre et de soleil

Comme je I’ai déja mentionné dans I’introduction de ce travail, ’intensité et la
qualit¢é de la lumiere incidente lors du développement influencent grandement la
morphologie foliaire et les constituants de la membrane thylacoidienne (Tableau I, page
7). Ces adaptations anatomiques meénent 3 une réponse différentielle de plantes
soumises a une contrainte de hautes intensités lumineuses. En effet, les plantes de soleil
se révelent beaucoup plus tolérantes que les plantes d’ombre au stress photoinhibiteur

(Anderson et Osmond, 1987).

Le but de cette section est d’étudier les mécanismes de protection de 1’appareil
photosynthétique contre la photoinhibition chez les plants de soleil et d’ombre. De
fagon particuliere, je compte vérifier I’effet de cette contrainte sur les transitions d’état,
sur I’activité du PS I, sur le contenu pigmentaire, qui s’averent autant de mécanismes

potentiels de protection contre ce type de contrainte abiotique.
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A Tintérieur de cette étude, une branche d’un plant de bleuetier est prélevée et
coupée sous l’eau. La troisiéme feuille a partir de I’apex est prélevée, puis utilisée
comme témoin. Le traitement photoinhibiteur est appliqué sur la quatrieme feuille,
toujours sur la branche, afin de minimiser les éventuels effets négatifs d’asséchement
(Potvin, 1985). Nous n’avons pas observé de différences significatives entre ces deux

feuilles pour aucun des parametres a 1’étude lors de mesures préliminaires.

Le tableau XII présente un résumé de 1’effet d’un traitement photoinhibiteur (1h,
1 600 pmol m? s) sur les feuilles de plants de bleuetier poussant a 1’ombre et au soleil
(habitat ouvert). Les résultats des feuilles traitées sont exprimés en fonction des données

obtenues sur les feuilles témoins.

Le traitement photoinhibiteur affecte négativement les plants d’ombre de fagon
plus marquée que les plants de soleil. Cette donnée se trouve corroborée par moults
rapports antérieurs (cités dans Anderson et Osmond, 1987, Anderson et al., 1988). De
fagon particuliere, le PS II se révele plus touché que le PS I, autant chez les plants de
soleil que chez les plants d’ombre. En effet, le dégagement d’O,, tel que mesuré par le
signal PA d’0O, ( Ao, ), diminue d’environ 60 % chez les plants d’ombre mais trés peu
chez les plants de soleil. De plus, ’activité photochimique du PS II, telle que détermi-
née par I’EEP, ;, s’avere beaucoup plus inhibée chez les plants d’ombre. Ceci montre
que les plants acclimatés au soleil possédent des mécanismes intrins€éques de tolérance
aux stress de hautes intensité€s lumineuses qui s’aveérent inopérants (ou inexistants) chez

les plants acclimatés a 1’ombre.
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Tableau XII
Effet d’un traitement photoinhibiteur

sur des plants d’ombre et de soleil de bleuetier.

Effet du traitement photoinhibiteur
Parametre (% du témoin)
Plants de soleil Plants d’ombre
EEP; 87 £ 16 T 59 t£11
Ao2 91 £ 28 38 + 23
Ap; 111 £ 27 85 +12
Ao2 / Apr 78 + 43 72 + 44
Chl a 115+ 25 08 + 18
Chl b 113 £ 25 99 + 20
Caroténoides 117 £ 27 95 £ 15
F685 / F740 98 +3 72 £9
EEP; 63 t 20 36 £ 25
EEPyq, I 120 £ 26 66 + 28
Transitions d’état 60 £ 10 62 £ 11
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Par contre, ’activité du PS I est affectée de mani¢re diamétralement opposée par
le traitement photoinhibiteur chez les deux types de plants. Chez les plants d’ombre,
I’activité du PS I est inhibée d’environ 35 %, alors qu’elle augmente d’environ 20 %
chez les plants de soleil. Cette importante différence entre plants d’ombre et de soleil
nous porte a croire que le PS I posséde un rdle protecteur chez les plants de soleil, mais
que cette qualité serait affectée chez les plants d’ombre. Comme nous ’avons vu dans
la premiére section de ce chapitre, il existe un seuil de tolérance du PS I a la photoin-
hibition; ce seuil semble différent chez les plants d’ombre et de soleil, ce qui explique-

rait la baisse de I’EEP,g, observée chez les plants d’ombre de bleuetier.

Un autre mécanisme de protection consiste en une augmentation des désexcitations
non-radiatives des pigments constitutifs de la membrane thylacoidienne, particulierement
des caroténoides (Demmig-Adams et Adams, 1992). Cette interprétation est basée sur
une corrélation importante entre la cinétique d’atténuation non-photochimique (qui serait
reliée a une hausse du taux de désexcitations non-radiatives) de la fluorescence chloro-
phyllienne et celle de la conversion de la violazanthine en zeaxanthine (Demmig et al.,
1987). Buschmann (1987) et Havaux (1989) ont présenté des résultats en spectroscopie
photoacoustique montrant une augmentation de 1’émission de chaleur suite a un

traitement photoinhibiteur.

Dans le cadre de ce travail, une trés légere élévation de I’émission de chaleur,
telle que donnée par App, est notée chez les plants de soleil, alors qu’une diminution est
observée chez les plants d’ombre (Tableau XII). L’augmentation de Ap; chez les plants

de soleil se révele cependant trés inférieure a celle rapportée par Havaux (1989). Un
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changement notable des méthodologies employées lors du traitement photoinhibiteur
m’apparait une cause fort probable de cette importante différence. En effet, cet auteur a
utilisé le méme disque de feuille comme témoin et lors du traitement, ce qui a pu
produire un déssechement important du disque de feuille, et une variation de propriétés
physiques de transmission de chaleur de celui-ci. Pour ma part, en utilisant deux
disques différents, je n’ai pas observé de variation des propriétés thermiques de la
feuille, puisque la pente du graphique In(Ap;) en fonction de (f,.)"? (un indicateur du
coefficient de diffusion thermique (Havaux et al., 1986 a) est demeurée similaire suite

au traitement photoinhibiteur.

Toutefois, il se révele intéressant de constater que la hausse du signal thermique
chez les plants de soleil se conjugue a une augmentation du contenu pigmentaire lors du
traitement photoinhibiteur (Tableau XII). En fait, nous n’avions pas observé de
variations du contenu pigmentaire entre les troisi€mes (qui seront utilisées comme
témoin) et les quatriemes (traitement) feuilles d’une méme branche de bleuetier lors de
mesures préliminaires. Ceci nous porte donc a croire 4 une légére hausse du contenu
pigmentaire lors du traitement, ce qui pourrait étre la cause de 1’augmentation du signal

photothermique.

Les transitions d’état semblent également affectées par le traitement photoinhibi-
teur chez les deux types de plants (Tableau XII). En effet, environ 40 % de I’amplitude
de la variation du rapport EEP,s /EEP,, s’aveére é€liminée lors des transitions d’état
induites suite au traitement photoinhibiteur. Cette perte d’amplitude du rapport est

néanmoins causée par deux causes différentes selon le type de plantes. Chez les plantes
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d’ombre, c’est d’abord I’importante baisse de 1’activité du PS II qui en est la cause alors
que chez les plantes de soleil, c’est la hausse de I’activité du PS I qui s’avere responsa-

ble.

Le rapport entre I’amplitude des pics d’émission de fluorescence a 685 nm et 740
nm nous renseigne sur les échanges d’énergie se produisant entre les photosyste¢mes.
Nous constatons une forte baisse de ce rapport chez les plantes d’ombre, alors que le
rapport demeure virtuellement constant chez les plants de soleil (Tableau XII). Ceci
démontre, selon Gruszecki et al. (1991), un réarrangement des pigments des complexes
collecteurs de lumiére, ce qui induirait une séparation spatiale entre les caroténoides et

les chlorophylles.

En résumé, les plantes acclimatées a 1’ombre et au soleil présentent des réponses
différentes a une contrainte de hautes intensités lumineuses. Les plants de soleil
s’avérent plus tolérants, principalement grice a I’augmentation de 1’activité du PS I lors

du traitement.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

J’ai démontré a Dintérieur de ce travail, l’applicabilit¢é de la spectroscopie
photoacoustique a I’étude de la photosynthese, et plus particulierement 2 la détermina-
tion des effets de la qualité et de 1’intensité de I’environnement lumineux sur 1’activité

photosynthétique de plantes supérieures.

Dans un premier temps, j’ai analys€ les différentes contributions au signal PA. La
contribution d’O, peut s’avérer variable dans le temps selon certaines conditions expéri-
mentales. J’ai expliqué cette variation par 1’action combinée de mécanismes physiologi-
ques de consommation d’0O, tels la photorespiration, la respiration et la réaction de
Mehler. Cette approche explicative par 1’action de mécanismes dits lents s’avére une
premiere puisque jusqu’a maintenant, les différents laboratoires travaillant en spectrosco-
pie photoacoustique conventionnelle n’avaient démontré que des effets de mécanismes
de consommation d’O, dits rapides, lors de I’induction photosynthétique (transition de
I’obscurité a la lumiere). L’apport plus spécifique de chacun de ces mécanismes pourrait
probablement étre étudié a 1’aide d’inhibiteurs spécifiques. Je m’interroge néanmoins
sur la faisabilité de telles mesures puisqu’il faudrait trouver une méthode d’injection des
produits inhibiteurs qui n’affecte pas la structure des espaces aériféres (donc la transduc-
ton efficace du signal PA d’0,). De plus, il aurait été intéressant d’étudier cette
cinétdque du signal d’O, sous des intensités modulées tres faibles, ce qui nous aurait
permis de mieux saisir I’importance de la contribution photochimique au signal d’O,,

mais le rapport signal/bruit devient une contrainte fort limitante dans ces conditions
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expérimentales. Ce phénomene cinétique dans le signal PA d’O,, et le fait que des
variations physiques de la feuille affecte sfirement la signal PA d’O,, doivent nous
rendre extrémement prudents lors de I’utilisation du signal d’O, comme indicateur de

I’activité photosynthétique d’un échantillon.

Etant donné cette situation, je me suis attardé a étudier I’emmagasinage d’énergie
photosynthétique. En infiltrant la feuille d’eau, nous éliminons la contribution d’O, au
signal PA, ce qui nous permet de conserver les contributions thermique et d’emmagasi-
nage d’énergie photosynthétique dans des conditions expérimentales permettant une
fiabilité des mesures (rapport signal/bruit €levé). I devient aussi possible de suivre des
cinétiques d’induction thermique - et de leur contrepartie, les cinétiques d’emmagasinage
d’énergie photosynthétique - et de les corréler avec ’induction photosynthétique. Des
travaux ultérieurs demeurent encore a faire afin de mieux caractériser les cinétiques
d’induction d’EEP et de les corréler avec celles d’oxygene, de fluorescence et de
’activité photosynthétique. De plus, I’infiltration d’eau altere les propriétés optiques des
feuilles, ce qui augmente la résolution spectrale de la méthodologie photoacoustique.
L’avantage de la méthodologie PA sur 1’effet mirage réside dans la possibilité en SPA
d’enregistrer des spectres de feuilles pubescentes. Cette méthodologie d’infiltration
pourra s’avérer utile dans d’éventuelles études de la photosynthése, puisqu’il devient
possible de mettre en contact, efficacement, différents modulateurs de ’actvité photo-
synthétique (ici j’ai utilisé le DCMU et le NaF), dans des conditions pres de celles

naturelles.
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Au début de ce travail, il n’existait pas de méthodologie nous permettant de
mesurer in vivo ’activité de chacun des photosystemes a 1’aide de parameétres communs.
Un des objectifs majeurs de ce travail visait a développer une méthodologie photoacous-
tique rendant possible la mesure de I’activité des photosystémes I et II, séparément et in
vivo. Cet objectf a été atteint en utilisant concuremment la saturation de I’activité
photosynthétique par des faisceaux de hautes intensités rouge lointain et blanc. Le
faisceau saturant rouge lointain clot les centres réactionnels des PS I, ce qui nous permet
d’évaluer I’EEP,s . Le faisceau saturant blanc sert 2 déterminer I’EEP;, liée a I’activité
simultanée des deux photosystemes. La soustraction de I’EEP,q,; de I’EEP; nous donne

I’EEP du PS II. Cette méthode in vivo posséde de plus I’avantage de s’avérer directe.

Cette méthodologie m’a permis de déterminer 1’effet de la variation qualitative de
I’environnement lumineux sur 1’appareil photosynthétique, en suivant les transitions
d’état se produisant in vivo. Les échanges d’énergie s’opérant entre les deux photosyste-
mes pendant ce phénomene s’averent égaux. Les données obtenues a cette occasion
constituent une indication supplémentaire de la variation de la section efficace des
photosytemes lors des variations lumineuses. Cette mesure directe de I’activit¢ photo-
synthétique s’avere également utile afin d’évaluer la distribution d’énergie entre les deux
photosystémes. Ceci m’a donc servi a étudier ’activité de chacun des deux photosyste-
mes dans le domaine de la radiation visible, ce qui n’avait été que trés peu étudié
jusqu’a ce moment, faute de moyens d’étude. La radiation rouge s’avere plus efficace
afin d’induire une activité photosynthétique chez chacun des deux photosystemes que la
lumiere bleue. Le PS II se révele plus actif que le PS I de 400 a 690 nm. Au-dela de

700 nm, seule ’activité du transport cyclique autour du PS I peut étre détectée. Ainsi,
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la mesure des rendement quantiques de chacun des deux photosystémes est rendue

possible in vivo en utilisant la spectroscopie photoacoustique.

J’ai aussi utilisé cette méthodologie afin d’évaluer I’effet d’un traitement photoihi-
biteur sur 1’appareil photosynthétique in vivo. Je me suis surtout attardé sur le PS I
puisqu’au début de ce travail, aucun rapport n’existait mentionnant des études in vivo
des effets de la photoinhibition sur le PS I (un travail (Havaux et Eyletters, 1991) est
apparu entretemps, mais ne portait que sur l’activité du transport cyclique d’électrons).
L’activit¢ du PS II se révele endommagée sélectivement, alors que l’activité du PS I
augmente pendant le traitement. Cette hausse d’activité est visible a la fois dans
I’activité de transport cyclique d’électrons autour du PS I que dans I’activité du PS I
dépendante du PS II. Néanmoins, il semble exister un seuil a la tolérance du PS1 a la
radiation photoinhibitrice puisque des intensités supérieures 2 650 W m? pendant 1 h
réduisent son activité. Cette augmentation de I’activité du PS I peut ére pergue comme

un mécanisme de protection de 1’appareil photosynthétique.

Comme il avait déja été démontré antérieurement, les feuilles de plants acclimatés
au soleil s’averent plus résistantes a un traitement photoinhibiteur donné. Cette résis-
tance pourrait s’expliquer par une élévation de la quantité de pigments lors du traite-
ment, et surtout, par une augmentation de ’activité du PS I, chez les plants de soleil.
Les variations observées lors des transitions d’état et le taux de désexcitation non-
radiative lors du traitement photoinhibiteur se révelent similaires chez les plants de soleil

et d’ombre.
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A un tout autre niveau que celui d’interpréter des résultats, ce travail m’a permis
de réfléchir, et de m’émerveiller, a la complexité de la nature. Afin de répondre a une
contrainte (des variatons de l’environnement lumineux), une quantité importante de
mécanismes de protection et/ou de tolérance peuvent étre impliqués, et ce, autant 3 des
niveaux grossiers, que d’ajustements fins. C’est a ce niveau que se situe 1’émerveille-
ment: malgré les miseres, les plantes ont su développer des splendeurs afin de les

contrer...
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