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RÉsuMÉ 

La photosynthèse est couplée d'un mécanisme de transfert d'électron assuré par les deux 

photo systèmes (I et II) au sein d'une chaîne de composés redox. Une perturbation dans 

le transfert d'électron entraîne une dérégulation des mécanismes physiologiques de la 

plante. L'ensemble de ces réactions se produit, pour les végétaux, dans les chloroplastes. 

De ce fait, l'utilisation des chloroplastes intacts représente un aspect important dans 

l'étude de transfert d'électron. En effet, plusieurs composantes (pd, NADP) sont perdues 

lors de la procédure d'isolation des thylacoïdes. Ces problèmes font que plusieurs 

aspects de la chaîne de transport d'électron ne sont pas élucidés d'une manière claire et 

précise. 

Ce projet de recherche a donc été réalisé dans le but d'éclaircir une des voies cycliques 

de transport d'électron, par l'étude de la bande AfterGlow (AG) de thermoluminescence. 

Nos mesures de thermoluminescence nous ont permis de confirmer l'existence de la 

bande AG pour la première fois dans des chloroplastes intacts. Cette bande a les mêmes 

caractéristiques que celles des feuilles à savoir, une période de modulation quatre, la 

stimulation par une lumière rouge lointaine, l'inhibition par l'antimycine A et une 

température maximale entre 40 et 50 oC. 

L'ajout de DCMU et MV inhibiteur d'électron entre QA et QB ainsi qu'accepteur 

d'électrons du PSI au niveau de la ferrédoxine respectivement, ont eu comme principale 

effet de diminuer le niveau maximal de la photooxydation du PSI au fur et à mesure que 

le degré d'intégrité des chloroplastes augmente. De plus, après traitement avec DCMU 

et MV, seule une phase lente mono-exponentielle du P700+ a été observée. Les phases 

rapide et moyenne représentant les voies de transport cyclique des électrons FQR et 

NAD (P) déshydrogé1}ase (NDH) ont été supprimées par le DCMU et MV 

respectivement. Par ailleurs, nos mesures d'induction de fluorescence sur les 

chloroplastes intacts nous ont montré une dépendance linéaire entre le facteur sigmoïdal 

de la phase IP (SIP) avec le degré d'intégrité des chloroplastes, plus SIP est grand plus le 



VI 

degré d'intégrité est élevé. D'autre part, nos mesures sur le DBMIB nous ont montré que 

cette quinone quench la fluorescence dans l'appareil photo synthétique au niveau du PSI 

et PSU. 

Nos résultats nous ont amenés à conclure que l'hypothèse de Sane et al. (1986) 

concernant la similarité de bande AG dans des chloroplastes intacts avec celle des 

feuilles est juste. De plus, la voie de transport cyclique d'électron la plus dominante dans 

les épinards est celle du FQR. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 La photosynthèse 

La photosynthèse est un processus bioénergétique qui permet aux orgamsmes 

photo synthétiques (algues, plantes et certaines bactéries et cyanobactéries) de convertir 

l'énergie lumineuse en énergie chimique. Ce processus est couplé d'un mécanisme de 

dégagement d'oxygène, qui est l'élément indispensable de notre vie sur terre, lié à la 

photolyse de l'eau (H20) qui permet, par une chaîne de réactions chimiques et 

enzymatiques, la réduction du dioxyde de carbone (C02) pour la synthèse des glucides 

(C6H1206). 

Figure 1.1: Représentation artistique de la photosynthèse dans une feuille présentée 
d'une manière simplifiée (tiré du Ricoud, 1997). 

Les besoins nutritifs bien connus d'une plante (organisme autotrophe) sont le dioxyde de 

carbone, l'eau et les minéraux du sol. La nuit, la photosynthèse est suspendue, mais la 

plante respire de manière continue le jour et la nuit. En 24 heures, la production de 

dioxyde de carbone issu de la respiration est moins importante que celle en oxygène 

moléculaire (02) issu de la photosynthèse durant la journée. 
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À l'échelle planétaire, ce sont les algues et le phytoplancton marins qui produisent le 

plus d'oxygène, suivi des forêts. Donc, les océans jouent un rôle très important en termes 

de puits de carbone. D'ailleurs, le flux d'énergie solaire capté par la photosynthèse à 

l'échelle planétaire est immense, on parle d'environ 5 kW par mètre carré de la terre 

chaque jour ce qui représente environ 3 % de la consommation mondiale d'énergie (Ida 

et al. 2010). D'autre part, les organismes photo synthétiques assimilent environ 

100 milliards de tonnes de carbone en biomasse chaque année. Ceci nous laisse conclure 

que la présence des plantes dans notre univers est indispensable à notre vie ainsi que 

celle de notre planète. 

1.1.1 Les phases de la photosynthèse 

Le mécanisme de la photosynthèse se divise en deux phases: la phase obscure ou 

biochimique, elle est nommée ainsi, car elle est indépendante de la lumière. Elle consiste 

en l'ensemble des réactions biochimiques liées au cycle de Calvin, où l'A TP et le 

NADPH sont utilisés pour la fixation du CO2 en produisant des hydrates de carbone, 

dont l'exemple typique est le glucose (Blankenship, 2002). Cette fixation se fait par un 

enzyme appelé Rubisco (ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase oxygénase) qui est la 

protéine la plus abondante de notre planète (Dhingra et al. 2004). 

hv 

hv 

La phase lumineuse implique des réactions photochimiques, elle est dépendante de la 

lumière. L'énergie reçue sous forme de photon qui est captée et piégée permettra 

l'arrachement des électrons aux molécules d' eau. La dissociation des molécules d'eau 

permet de fournir des électrons et des protons ainsi que la production de molécule 

d'oxygène (dégagement d'oxygène dans l'atmosphère). Ces deux phases de la 
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photosynthèse pour les végétaux se déroulent au sein d'un organite cellulaire appelé 

chloroplaste. 

1.2 Les chloroplastes 

Les chloroplastes sont des types de plaste caractérisés par la présence de pigments 

photo synthétiques et une structure lamellaire spéciale constituées par les thylakoïdes. 

C'est dans le chloroplaste que se déroulent les différentes phases primaires du processus 

photo synthétique, de la capture des photons à la conversion d'énergie chimique jusqu'à 

la synthèse des composés primaires du métabolisme photo synthétique, les trioses 

phosphates; ces derniers composés sont transportés hors du chloroplaste, mais peuvent 

être aussi transformés sur place en polymères glucidiques insolubles constituant 

l'amidon qui s'accumule dans les chloroplastes (Douce et Joyard, 1977; 2000). 

1.2.1 La structure d'un chloroplaste 

Dans une cellule de tissu palissadique de feuille classique, chez une plante C3, les 

chloroplastes se présentent sous l'aspect de disques aplatis, de 5 à 10 j.lm de longueur et 

de 1 à 5 j.lm de largeur, visibles dans le cytoplasme des cellules, à la périphérie de la 

vacuole. En microscopie électronique, sur une coupe ultrafine de feuilles, les 

chloroplastes montrent une structure caractéristique avec un réseau membranaire très 

développé, constitué de thylakoïdes vus en coupe (figure 1.2 A) et baignant dans un 

stroma granuleux. Les chloroplastes sont entourés par une enveloppe constituée de deux 

membranes lipoprotéiques, externe et interne chacune d'une épaisseur de 60 A 

(figure 1.2 B). L'intérieur de cette enveloppe est constitué d'un fluide granuleux, le 

stroma, dans lequel est visible un déploiement complexe de membranes (lamelles). Ces 

lamelles en forme de disque, nommées thylacoïdes, ont tendance à se superposer en 

structures ordonnées, les granas; ces derniers sont reliés de manière sporadique par les 

thylacoïdes non agencés. Dans le stroma est localisé le complexe enzymatique 

permettant la fixation du CO2 et l'évolution du métabolisme photo synthétique primaire 

ainsi que la synthèse de nombreux composés comme l'amidon. On y trouve aussi 
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plusieurs dizaines de brins d'ADN circulaire portant des gènes codant de nombreuses 

protéines chloroplastiques comme les protéines des centres réactionnels et la grande 

sous-unité L de la rubisco. Ces gènes codent aussi des ribosomes de type bactérien 

impliqués dans la synthèse des protéines chloroplastiques. L' enveloppe est le site des 

synthèses de nombreux composés: acylation du glycérol 3-P pour la synthèse des 

galactolipides, transformation du protoporphyrinogène en chlorophyllide, et quelques 

étapes de la synthèse des caroténoïdes (Block et aL 2001). 

Membrane 
interne 

Figure 1.2: (A) Structure schématique d'un chloroplaste. (B) Micrographie 
électronique d'un chloroplaste (d' après Malkin et Niyougi, 2000). 

1.3 Lumière et pigment photo synthétiques 

L'énergie électromagnétique des photons lumineux (soleil ou autre source artificielle) 

reçue par une molécule peut être soit diffusée soit absorbée. Les complexes protéiques 
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responsables de capter la lumière incidente et de transférer cette énergie par résonance 

vers les centres photo réactifs sont les antennes collectrices de lumière (LHC; light 

harvesting complex). Les principaux pigments responsables de la captation de la lumière 

par les antennes sont les chlorophylles (Chl) a et b, et les caroténoïdes dans une moindre 

mesure, contenues dans les chloroplastes qui fixent ou absorbent ces rayons lumineux. 

L'énergie lumineuse captée est ensuite transformée en énergie chimique nécessaire pour 

initier le transport des électrons au sein des photo systèmes (Green et Parson, 2003). 

L'absorption d'une radiation par une molécule de pigment permet de transmettre 

l'énergie à un électron d'une couche périphérique pour le faire passer à une couche 

périphérique supérieure: c'est une transition électronique. La durée de l'absorption est 

de quelques femtosecondes, soit la durée d'une vibration lumineuse. L'excitation des 

molécules de chlorophylle par la lumière déclenche un processus de transfert d'électrons 

qui aboutit à la formation des molécules de haut niveau d'énergie, lesquelles 

interviennent dans toutes les réactions bioénergétiques: la nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate (NAD PH) dans sa forme réduite et l'adénosine triphosphate 

(Arp). Les LHC se distinguent en deux types, les LHC I et les LHC II. 

Les LHC II forment les antennes les plus abondantes dans la nature à travers les 

photo systèmes, lesquelles se retrouvent principalement en périphérie du PS II. Les LHC 

II sont des complexes protéines-pigments sous forme trimérique, dans laquelle chaque 

protéine monomérique Lhcb lie environ 13 à 15 Chi a et b au total, et de 3 à 

4 caroténoïdes (Liau et al. 2004). Contrairement aux LHCII, les LHCI sont des antennes 

uniques aux PS 1. Les LHCI sont des complexes protéines-pigments sous forme 

dimérique, dans laquelle chaque protéine monomérique Lhca lie 13 molécules de Chi a 

et b au total (Ben-shem et al. 2003). 

1.3.1 Les centres réactionnels 

La photosynthèse fait appel à des antennes collectrices de lumière constituées de 

chlorophylles capables d'absorber des photons et d'acheminer leur énergie le long du 
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groupe de pigments vers le centre réactionnel où sera transformée l'énergie photonique 

en énergie chimique nécessaire à la croissance des plantes. Lorsque le premier centre 

réactionnel absorbe un quantum de lumière, la chlorophylle s'oxyde et peut, en retour, 

oxyder l'eau en déplaçant les atomes d'hydrogène et en libérant l'atome d'oxygène. 

L'électron arraché à la chlorophylle pendant cette première réaction lumineuse passe, par 

l'intermédiaire d'une chaîne de transporteurs d'électrons, au second centre réactionnel. À 

ce stade, l'absorption d'un deuxième quantum de lumière oblige l'électron à quitter la 

chlorophylle et à circuler ensuite à travers une seconde chaîne de transporteurs jusqu'au 

NADP+. 

La réduction du NADP+ en NADPH, forme riche en énergie, permet la réalisation d'une 

série de réactions de catalyse enzymatique introduisant le gaz carbonique dans des 

produits organiques complexes. Le centre réactionnel renferme un certain nombre de 

protéines dont la plupart sont codées par des gènes chloroplastiques, la fonction de 

plusieurs de ces protéines étant inconnue. Deux protéines appelées Dl et D2, codées par 

les gènes chloroplastiques PsbA et PsbD respectivement, constituent le cœur du centre 

réactionnel. Le cœur du PS II présente un axe de symétrie comme les centres 

réactionnels des bactéries pourpres ainsi que celui du PS 1. 
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Figure 1.3: Représentation générale des centres réactionnels des complexes 
photosynthétiques connus parmi les phyla des eubactéries et des plantes 
(Schubert et al. 1998). 

1.4 Les photosystèmes 

C'est un ensemble de pigments qui absorbent dans le visible, mais seu1e une molécule de 

pigment est capable de transformer l'énergie lumineuse en énergie chimique : c'est le 

centre réactionnel. Dans la membrane de la vésicule thylakoïdinne se trouvent 

rassemblées les structures macromolécu1aires permettant l' évolution de l'activité 

photo synthétique. Les molécu1es de chlorophylle a et b (Chi a et Chi b) se regroupent en 

deux unités distinctes, appelées « photo systèmes ». Les deux photo systèmes (pSI et 

PSI!) assurent la capture d'énergie lumineuse puis sa transformation en énergie 

chimique. Les thylakoïdes renferment également deux types de structures impliquées 

dans le déroulement de la photosynthèse, un complexe b6f, très semblable au complexe 

bCl des bactéries photo synthétiques comme Chlorobium, et une ATP synthase à protons 

(figure 1.4). 

Les photosystèmes se présentent sous forme de particules et sont constitués d'une 

association entre un complexe antennaire collecteur d'énergie lumineuse et un centre 
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réactionnel. Les deux types de photo systèmes 1 et II diffèrent en particulier par la nature 

de leurs centres réactionnels qui les constituent, de type 1 (à centre de fer-soufre) ou de 

type II quinoniques. Chez les plantes supérieures et les algues, les photo systèmes à 

centres réactionnels des deux types se trouvent rassemblés dans le même organite et 

associés dans leur fonctionnement pour le déroulement d'une photosynthèse. 

PSII PSI 
stroma 

Lumen 
Par D",.i.i/ Jo~.·, UQTR 

Figure 1.4: Vue simplifiée de la constitution de la membrane photo synthétique des 
plantes supérieures avec ses constituants principaux: le PSI, le PSII, le 
cytochrome b6f et l'ATP synthétase par David Joly, UQTR. 

1.4.1 Le photosystème II (pS II) 

Le photo système II (pS II) est un complexe intégré dans la membrane des thylacoïdes li 

est composé de trois domaines protéiques comprenant plus d'une vingtaine de sous­

unités protéiques. L'utilisation de l'énergie lumineuse, au niveau du complexe PS II, a 

comme effet l'oxydation des molécules d'eau et la réduction des molécules des 

plastoquinones. Les deux réactions ont lieu aux deux côtés opposés de la membrane 

thylacoïdale, respectivement le lumen et le stroma. 
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1.4.1.1 Antennes du PS II 

Le rôle des antennes collectrices de lumière est de capter l'énergie lumineuse 

environnante et de la transférer vers le centre réactionnel du photosystème. Ces antennes 

permettent d'optimiser la collecte des photons. Elles sont constituées de deux parties: 

une antenne périphérique ou distale renferme la moitié de la chlorophylle et le tiers des 

protéines du thylakoïde. Elle est constituée de protéines CAB auxquelles sont associées 

des molécules de chlorophylle a, chlorophylle b et des carotènes. C'est l'antenne majeure 

(ou LHC II) responsable de l'absorption d'une large portion du spectre 

électromagnétique situé dans la zone du rayonnement visible et UV. Les complexes 

LHC II des protéines Lhcb 1, 2 et 3 forment les complexes majeurs de l'antenne distale 

et servent à capter la lumière incidente. La radiation absorbée est transférée vers les 

complexes protéiques CP47 et CP43 de l'antenne proximale. 

Les complexes LHCII sont composés de trois types de polypeptides désignés par Lhcb 

1, 2 et 3, forment les complexes monomériques majeurs, dont le poids moléculaire est 

compris entre 24 et 29 kilodalton (kDa) (Green et Dumford, 1996). Dans certaines 

conditions d'excès d'énergie lumineuse, l'antenne majeure se dissocie et migre vers le 

photo système 1 (antenne mobile). D'autre part, on trouve les complexes monomériques 

mineurs de l'antenne, pigments-protéines CP29, CP26 et CP24 (aussi connus sous le 

nom de Lhcb4, Lhcb5 et Lhcb6, respectivement) contiennent une quantité plus faible de 

ChI b que l'antenne collectrice de lumière. Ils comprennent entre 5 et 10 % de la Chl 

totale liée au PSII (Barber et Kuhlbrandt, 1999). Ces protéines sont situées à la 

périphérie du LHCII et permettent le transfert de l'énergie d'excitation du l'antenne vers 

le centre réactionnel du PSII à l'aide des protéines CP43 et CP47, auxquelles sont 

associées la chlorophylle a et des carotènes (Bassi et al. 1997). Les protéines CP47 et 

CP43 sont complexées, au niveau de la surface donnant sur le stroma, avec des Chi a et 

des ~-carotènes, dans une proportion semblable à ceux des LHC II. 

L'énergie lumineuse absorbée par l'antenne est transférée entre les structures de 

résonance des différents pigments jusqu'à l'atteinte du centre réactionnel du PSII (le 

dimère de chlorophylle P680) par le phénomène de transduction d'énergie, lors duquel 
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l'énergie lumineuse est à la base du mouvement d'électron excité entre les molécules 

(Minagawa et Takahashi, 2004). L' antenne intermédiaire est constituée des complexes 

protéines pigments codés par les gènes Ihcb4 (ou CP29), Ihcb5 (ou CP26) et Ihcb6 (ou 

CP24). Les complexes CP29 et 26 sont associés au centre réactionnel et le CP 24 au 

LHC II. On les retrouve dans les fractions enrichies en centres réactionnels ou en LHC II 

lors de séparation utilisant des détergents. Ces complexes protéines pigments sont moins 

riches en chlorophylles que les composés de l' antenne périphérique (4 à 9 chlorophylles 

par polypeptide) mais plus riches en xanthophylles, dont la violaxanthine (Farineau et al. 

2006). 
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Figure 1.5: Organisation de 35 chlorophylles dans un monomère du PSII. Le centre 
des atomes de magnésium est coordonné par l'eau, représenté en orange. 
Chlorophylles coordonnées par CP43-Asn 39 sont représentées en bleu. 
Toutes les autres chlorophylles sont coordonnées par Histidine (His) et 
sont représentées en vert. Les hélices transmembranaires de Dl et D2 sont 
étiquetées A-E et les hélices transmembranaires CP47 et CP43 sont 
étiquetées I-VI (Vmena et al. 2011). 
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1.4.1.2 Le centre réactionnel du PS II 

Le centre réactionnel du PSII est un imposant complexe protéique transmembranaire au 

niveau de la membrane thylacoïdienne, comprenant 17 protéines transmembranaires, 

3 protéines extrinsèques et près de 80 cofacteurs, incluant des ChI, des caroténoïdes, des 

PQ, des atomes de fer et de manganèse (Kamiya et Shen, 2003; Ferreira et aL 2004; Loll 

et al. 2005). Il est principalement composé d'un heterodimère protéique constitué des 

protéines Dl (psbA) et D2 (PsbD), chacune des protéines contenant une molécule de 

phéophytine (pheol et Pheo2 respectivement). La P680 est située à l'interface des 

protéines Dl et D2. Elle est le site donneur initial d'électron au niveau du PS II suite à la 

transduction d'énergie émergeant de l'antenne. Les cofacteurs tels que les ChI, 

caroténoïdes, PQ et atomes de fer ont des rôles intermédiaires dans la transduction de 

l'énergie et le transport des électrons, alors que le cytochrome b559 est considéré avoir 

un rôle de photo protection au sein du photo système; le complexe de 4 atomes de 

manganèse, situé au périphérique du côté lumen de la membrane, détient le rôle de 

stabiliser les états d'oxydation de l'eau dans le but de fournir des électrons au système 

photosynthétique. Les autres protéines transmembranaires secondaires possèdent 

potentiellement divers rôles accessoires au bon fonctionnement du PSII qui restent à être 

déterminés (Barber, 2006). 

PlV D""itl Jol)', UQTR 

Figure 1.6: Représentation schématique du centre réactionnel du PSII par David Joly, 
UQTR. 
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1.4.1.3 Le complexe d'oxydation de l'eau (COE) du PS II 

Le complexe de dégagement d'oxygène est composé d'un tétramère «cluster» de 

manganèse (MIl4Ca) et de trois polypeptides (33, 23, 16) qui font saillie dans le lumen et 

qui renferment du manganèse (Mn). Donc, le COE est l'arrangement des 3 protéines 

extrinsèques du PSII situé du côté du lumen du PS II proche de Dl, lequel inclus 

également un atome de calcium et un atome de chlore (Roose et al. 2007; Suorsa et Aro, 

2007). La protéine PsbO (33kDa) est la plus importante du COE, servant au maintien 

structurel du complexe tout en participant à la régulation des atomes de calcium et de 

chlore nécessaires au dégagement d'oxygène; la protéine PsbO limite l'accès des 

molécules d'eau au niveau du complexe de manganèse (Gregor et al. 2005). 

La protéine PsbP (23 kDa) permet également de maintenir la structure du COE en 

séquestrant les atomes de calcium et de chlore nécessaires au dégagement d'oxygène, 

tout en protégeant le complexe de manganèse des agents réducteurs exogènes (Roose et 

al. 2007). La protéine PsbQ (16 kDa) permet de stabiliser le COE en absence de chlore 

et de calcium (Summerfield et al. 2005). Les protéines PsbP et PsbQ participent 

également à la régulation de l'empilement des granas dépendamment des conditions de 

lumière (Suorsa et Aro, 2007). Le chlore et le calcium sont des ions importants dans le 

COE puisqu'ils stabilisent les produits intermédiaires de la réaction d'oxydation de l'eau. 

Par contre, l'arrangement spatial du complexe de manganèse n'est pas connu avec 

certitude, plusieurs modèles étant encore envisagés (Sauer et Yachandra, 2004; Renger, 

2007). 
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Figure 1.7: Structure du complexe du MI4CaOs et les ligands de son environnement. 
Les distances indiquées sont les distances moyennes entre deux 
monomères. Le manganèse, le violet; le calcium, le jaune; l'oxygène, 
rouge; Dl, vert, CP43, rose (Umena et al. 2011). 

L' efficacité de la réaction photochimique primaire du PS II dépend du transfert 

d'électrons du centre réactionnel de la chlorophylle spéciale P680 vers l'accepteur 

primaire la phéo1 . Cette perte d'électrons va permettre au P680+ de recevoir un électron 

de la tyrosine (Z). Le donneur primaire du PS II acceptera un électron du CDO. Comme 

chaque réaction photochimique ne permet la libération que d'une charge positive, la 

formation d'une molécule d'oxygène exige quatre étapes photochimiques élémentaires 

(Whitmarsh et Govindjee, 2002), indiqués par les états So, SI , S2, S3 et S4. Ce modèle 

permet de mieux comprendre l' induction de la réaction photochimique par la 

photo oxydation d'eau. Le «cluster» de manganèse du CDO accumule des charges 

positives avec la perte des électrons en fournissant le potentiel nécessaire pour la 
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séparation de 2 molécules d'eau en oxygène et 4 protons. Ces protons sont libérés dans 

le lumen en contribuant à la formation d 'un gradient transmembranaire de protons 

nécessaire à la synthèse de l'ATP. Une fois l'état S4 atteint, le CDO retourne 

spontanément à l'état SO en réagissant avec l'eau pour prendre ses électrons et libérer de 

l'oxygène (Kok et al. 1970). 
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Figure 1.8: Représentation schématique de la formation des états S et de la production 
de protons pendant la photolyse de l'eau conduisant au dégagement 
d'oxygène (Gernot Renger, 2011). 
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1.4.2 Structure et fonction des PS 1 

Malgré le fait que le photo système l (PSI) comporte plusieurs similarités avec le PSII, 

on peut noter des différences majeures au niveau structurel et fonctionnel entre les deux 

photo systèmes. Le PSI est un composé de 19 sous-unités protéiques distribuées entre le 

centre réactionnel (P700) et les deux dimères d'antenne collectrice de lumière (LHCI), 

spécifique au PSI (Lhca1-Lhca4 et Lhca2-Lhca3) d'une masse total du complexe 

d'environ 525 kDa. Chaque PSI contient environ 200 molécules de Chl, deux 

phylloquinones et trois groupements du complexe Fer-Soufre (Fe4S4) (Scheller et al. 

2001; Ben-Shem et al. 2003). 

Lorsque les antennes collectrices de lumière du PSI absorbent l'énergie lumineuse, le 

P700 passe à l'état excité P700*. Au niveau du PSI, la séparation de charges se fait 

(1- 3 ps) entre le P700* et une molécule de chlorophylle a située sur la sous-unité PsaA, 

notée Ao. Le P700+ formé va ensuite récupérer un électron provenant de la 

plastocyanine (PC) (Jensen et al. 2007). Les électrons reçus par la phylloquinone, Al, 

sont ensuite transférés à la ferrédoxine (Fd) en passant par les complexes protéiques fer­

soufre indiqués par Fx, FA et FB respectivement (figure 1.11 A). La réduction de 

l'accepteur terminal d'électrons, le NADP+ en NADPH, est catalysée par la ferrédoxine 

NADP-réductase. Par la suite, le NADPH est utilisé comme réducteur pour la fixation du 

CO2 et la synthèse des glucides pendant les réactions du cycle de Calvin (Raines, 2003). 
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Figure 1.9: Modèle structurel du photo système 1. Les chlorophylles sont en vert, les 
caroténoïdes en magenta et les quinones en bleu (Nelson, 2011). 

1.5 Le transport transmembranaire des électrons 

Le fonctionnement en série des deux photo systèmes assure un transfert des électrons au 

sein d'une chaîne de composés redox. L'eau est le donneur d' électrons du PS II. Lorsque 

le P680 est excité par la lumière un électron est transféré vers la phéophytine a (pheo a), 

celui-ci est transféré par une chaîne de transporteurs d'électrons constitués des quinones 

(QA et Qs) et de plastoquinones (PQ) et ensuite au cytochrome b6f et les PC. Deux 

électrons sont nécessaires pour réduire une PQ associée au site QB. Pendant ces deux 

réactions d'oxydoréductions successives, la PQ subit un changement de configuration 

stéréo chimique et elle doit capter deux protons du stroma pour se neutraliser. Les 

différentes étapes d'oxydoréduction entre les quinones (QA et QB) et la PQ sont 

résumées dans la figure 1.10 (Whitrnarsh et Govindjee, 2002). 
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Figure 1.10: Représentation schématique des réactions d'oxydoréduction entre les 
quinones A (QA), B (Qs) et plastoquinones (PQ) (d'après Whitmarsh et 
Govindjee, 2002). 

Une fois formée, la plastoquinone réduite PQH2 se détache du site Qs et elle va diffuser 

dans le lumen des thylacoïdes (HelIer et al. 1998). Par la suite, les molécules PQH2 

réduisent les cytochromes b6f en libérant deux protons dans le lumen du thylacoïde, ce 

qui contribue à la formation du gradient transmembranaire de protons pour la synthèse 

de l'ATP. Les électrons reçus par les cytochromes b6f sont ensuite transférés à la 

plastocyanine puis au P700+ du PSI (FalIer et al. 2001). 
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Figure 1.11: (A) Représentation schématique du potentiel redox (valeurs moyennes de 
Em) de chaque transporteur d'électrons dans la membrane de thylacoïde. 
(B) organisation des transporteurs d'électrons dans la membrane de 
thylacoïde. Les complexes membranaires sont les photo systèmes II et l, le 
cytochrome b6f, la plastocyanine et l'ATP synthétase. Les flèches 
indiquent le transfert des électrons (rouge) et la translocation de protons 
(bleu) (d'après Malkin et Niyougi 2000). . 

D'autre part, la majorité des herbicides agissent directement sur l'activité photochimique 

du PSII en bloquant le transport d'électrons au niveau de l'accepteur secondaire du PSII, 

QB associé à la protéine Dl. Par conséquent, ils diminuent la formation de l'ATP et du 

NADPH et induisent des effets néfastes sur la croissance et le développement des 

plantes. (Ikeda et aL 2003). 



19 

1.6 La fIxation du CO2 

La compréhension des facteurs déterminant l'incorporation du CO2 atmosphérique à 

l'échelle de la feuille est nécessaire aux études consacrées aux flux de carbone entre les 

plantes et l'atmosphère, et plus généralement au cycle du carbone dans les écosystèmes. 

En effet, la feuille est la principale interface entre la plante et l'atmosphère, et le lieu de 

la quasi-totalité des entrées de carbone d'une plante. L'énergie nécessaire à la fixation du 

CO2 est fournie par les réactions photochimiques intervenant dans le stroma du 

chloroplaste au cours du cycle du Calvin. Ce dernier fonctionne en trois étapes 

successives: la première phase consiste à la fixation du CO2 par une molécule de 

Ribulose 1,5 bisphosphate (RubP) catalysée par une enzyme chloroplastique: la rubisco 

(Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase / oxygénase). Cette réaction vise à régénérer le 

RubP, intervenant dans le stroma chloroplastique, en utilisant l'ATP et le NADPH. 

Le carbone incorporé ne servant pas à la régénération du RubP, permet la synthèse d'une 

molécule organique à trois carbones: le glycéraldéhyde-3-phosphate lequel pourra être 

exporté du cycle et servir à la synthèse d'amidon. La Rubisco possède également une 

activité oxygénase, compétitrice de l'activité carboxylase, qui permet l'oxydation du 

RubP par l'oxygène. Ce processus appelé photorespiration est à l'origine d'un nouveau 

cycle biochimique se répartissant dans trois compartiments cellulaires: chloroplastes, 

peroxysomes et mitochondries. La partition entre carboxylation et oxygénation du RubP 

est fonction des concentrations de CO2 et d'02 au niveau des sites actifs de la Rubisco. 

Si l'on diminue la concentration en O2, l'activité du cycle photorespiratoire décroît. 

Inversement, une plus faible disponibilité du CO2 augmente l'activité du cycle 

photo respiratoire. 

La répartition entre carboxylation et oxygénation est également affectée par la 

température: lors d'une élévation de la température foliaire, la solubilité de l'oxygène 

décroît moins vite que celle du CO2, ce qui favorise la photorespiration. Pour une mole 

d'oxygène utilisée par la Rubisco, le cycle produit une demi-mole de carbone (libération 

d'une demi-mole de CO2) et il a été estimé que 20 à 30 % du carbone fixé est consommé 
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par la photorespiration (Lawlor, 1993). Cette réaction aboutit à la formation de 

3-phosphoglycérate (PGA). Pendant la deuxième phase, le PGA est réduit en triose 

phosphate (3 phosphoglycéraldéhyde) qui sera exportée dans le cytosol pour la 

formation de sucrose. La dernière phase du cycle de Calvin comprend la régénération de 

la ribulose 1,5-bisphosphate (Raines, 2003). 

Sunlight 
Ught -independent reactions 

CO2 

Cytosol 

Triacylglycerol 

li Glycerol-3--: phosphate . 
Fatty acid 

Figure 1.12: Schéma de la photosynthèse, la fixation du CO2 et l'accumulation du 
carbone dans les cellules de micro algues (Xianhai Zenga et al. 2011). 



CHAPITRE II 

FONDEMENTS THÉORIQUES 

2.1 Dissipation dl énergie au niveau du photosystème II 

L'énergie lumineuse absorbée par les pigments photosynthétiques n'est pas toute utilisée 

par les réactions photochimiques. Lorsqu'une molécule de chlorophylle (a et b) reçoit un 

photon, elle passe d'un état stable à l'état excité, ce dernier ayant un niveau d'énergie 

plus élevé. Il existe 4 voies de dissipation d'énergie au niveau du PS II (figure 2.1) : 

1- Fluorescence 

2- Photochimique 

3- Non photochimique (chaleur) 

4- Formation d'espèces réactives d'oxygène (ERO) 

4 
/' 

1Chl* 

3Chl* 
Fluo rescence 

----~ Photochimique 

--.... Chaleur 
Chi 

/ 
I,urnière 

Figure 2.1: Voies de dissipation d'énergie de la chlorophylle excitée du PSII (adapté 
de Müller et al. 2001). 
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Ces quatre destinations coexistent et sont en compétition. Dans les conditions normales, 

90 % de l'énergie totale absorbée est utilisée par la photosynthèse et une partie variable 

entre 1 et 10 % sera dissipée sous forme de chaleur ou sous forme de fluorescence à 

partir de la Chi a au niveau du PSII. De toute façon, la diminution de la dissipation par 

l'une des voies entraînera automatiquement une augmentation de la dissipation via les 

autres voies. 

2.1.1 Dissipation d'énergie sous forme de fluorescence 

La mesure de fluorescence chlorophyllienne est une méthode d'investigation largement 

utilisée pour le suivi de l'activité photo synthétique sur algues, chloroplastes ou feuilles 

entières. Kautsky et Hirsh (1931) furent les premiers à découvrir que la fluorescence de 

la chlorophylle présentait une variation dans le temps lorsqu'une plante était illuminée en 

continu après adaptation à l'obscurité. Cette fluorescence réémise par les pigments 

photo synthétiques montre une intensité variable donnant une cinétique spécifique 

appelée aujourd'hui « effet Kautsky». L'émission de fluorescence se produit au cours 

des transferts de l'énergie d'excitation parmi les molécules de Chi a par le mécanisme 

inverse de l'absorption, le pigment excité retourne à l'état fondamental et à un quantum 

lumineux correspondant à la différence d'énergie entre les deux états émis. Le chemin 

de retour à l'état fondamental le plus favorable est celui qui minimise la durée de vie de 

l'état excité. 

Dès lors, si la désactivation par fluorescence est plus rapide qu'un mécanisme non 

fluorescent, c'est elle qui se produira. Plusieurs facteurs physiologiques, cinétiques et 

environnementaux peuvent affecter la dissipation d'énergie sous forme de fluorescence 

concernant son intensité en fonction du temps. Bien qu'elle ne représente qu'une faible 

partie des quanta absorbés (de 0.5 à 3 %), son étude fournit des informations sur la 

dissipation de l'énergie dans les photo systèmes, en particulier par la voie photochimique 

dans le PS II. Par contre, la fluorescence du PS 1 est indépendante du rendement 

photochimique. 
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Figure 2.2: Diagramme de Jablonski simplifié de l'absorption d'énergie des 
principales voies de dissipation en photosynthèse. 

2.1.1.1 Fluorescence chlorophyllienne 

La fluorescence chlorophyllienne provient principalement des Chi a des LHCII. Par 

contre, les Chi b servent comme pigments accessoires pour le transfert rapide d'énergie 

d'excitation aux molécules de Chl a (Lazar, 1999). Soit qu' il est dans un état ouvert 

fonctionnel ou fermé, le PS II existe sous deux états fluorescents : peu (ou pas) 

fluorescent à l'état ouvert et fortement fluorescent à l'état fermé. La fluorescence d'état 

ouvert correspond à la faible émission liée au transfert d'excitons dans les antennes. 

Dans l'état fermé, provoqué par exemple par l' envoi d'un éclair longue durée, l'arrivée 

d'un exciton dans le centre réactionnel du PSII conduit à une ré-émission de l' énergie 

non utilisée qui rend compte de la quantité d'énergie normalement transformée par 

l'activité photochimique (Govindjee, 1995). 

Cependant, quand la dissipation d'énergie provenant de la séparation de charge au centre 

réactionnel du PSII n'est pas réalisée par le transport d'électrons (les transporteurs 

d'électrons sont à l'état réduit), la dissipation d'énergie par la fluorescence sera 
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intensifiée à cause de la recombinaison de la séparation de charge connue comme re­

réduction de P680+ par la Pheo-. Quand l'accepteur primaire du PSII, QA, est dans l'état 

oxydé par la chaîne de transport d'électrons, la fluorescence va être diminuée (Duysens 

et Sweers, 1963; Papageorgiou, 1975). 

La fluorescence variable, sous ces conditions, est directement dépendante de l'état 

d'oxydoréduction des transporteurs d'électrons du PSII et du PSI. Donc, lors d'une 

illumination d'intensité saturante, les accepteurs primaires d'électrons du PSII sont à 

l'état réduits (QA"). Sous ces conditions, le rendement de fluorescence variable sera 

maximal (Fm), la différence entre l'intensité de fluorescence émise par les LHCn lorsque 

tous les centres réactionnels sont ouverts (QA) et lorsque les centres réactionnels sont à 

l'état fermé (QA-) donne la fluorescence variable qui dépend de la capacité 

photochimique du PSII. 

2.1.1.2 Le rendement et la cinétique de la fluorescence chlorophyllienne des 
photosystèmes 

La photosynthèse repose sur deux photo systèmes (PSI et PSII) dont l' activité peut être 

assimilée à deux piles assurant le fonctionnement d'une centrale électrique à énergie 

solaire. Cette centrale convertit l'énergie solaire en énergie utilisable. Au cours de cette 

transformation, la centrale subit des pertes qui se traduisent chez les plantes par un 

dégagement de chaleur et une émission de fluorescence. Donc, l'énergie reçue est 

équivalente à l' énergie transformée plus les pertes. Plus le rendement de transformation 

sera important (la plante fonctionne correctement), moins les pertes seront significatives 

(faible émission de fluorescence / chaleur). En mesurant cette dissipation d'énergie, la 

fluorimétrie permet de rendre compte du rendement de transformation et donc de 

l'efficacité du processus de photosynthèse. 

Cependant, il y a plusieurs questions fondamentales concernant l' interprétation de la 

cinétique de la fluorescence qui peuvent être liées au fait que plusieurs facteurs peuvent 

la modifier. La mesure de la cinétique de fluorescence chlorophyllienne est devenue un 
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outil important pour analyser au niveau moléculaire l'état des réactions photochimiques 

du PSII et du transport des électrons entre le PSII et le PSI. Lorsque l'énergie 

d'excitation n'est pas suffisante pour induire la séparation de charge, le centre réactionnel 

du PSII reste ouvert, c'est-à-dire que QA reste à l'état oxydé. Dans cet état, la 

fluorescence de base, Fo, est émise en majorité par les antennes de chlorophylle a du 

PSII, mais aussi par une faible contribution du PSI (d'environ 20 % chez les plantes C3; 

Pfundel, 1998). Lorsque l'énergie d'excitation atteignant le centre réactionnel du PSII est 

assez élevée, la séparation de charges s'effectue, induisant une réduction de QA et un 

transport d'électrons entre le PSII et le PSI. Dans ce cas, le rendement de la fluorescence 

variable (Fv), émise par les antennes du PSII, dépendra de l'état d'oxydoréduction des 

transporteurs d'électrons entre le PSII et le PSI. Le rendement de la fluorescence 

maximale (Fm) est obtenu quand tous les QA sont réduits en présence d'une lumière 

saturante. À ce niveau, la capacité photochimique du PSII atteint son maximum. Ainsi, 

la fluorescence peut être utilisée pour étudier les processus de transfert de l'énergie 

lumineuse, l'efficacité des réactions photochimiques du PSII et le transport des électrons, 

qui sont interdépendants avec les autres processus biochimiques ou physiologiques liés à 

la photosynthèse (Lazâr, 1999; 2006; Krause et Jahns, 2003). Actuellement, l'utilisation 

du P AM (Pulse Amplitude Modulated) et du PEA (plant Efficiency Analyser) permet de 

mesurer in vivo l'activité photo synthétique et les processus qui lui sont liés. 

L'analyse du déclin de fluorescence des systèmes photosynthétiques fait apparaître une 

cinétique complexe, souvent formée de trois ou quatre composantes exponentielles dont 

les durées de vie s'échelonnent d'environ 50 ps à 2.5 ns. Ainsi, sur algues ou 

chloroplastes d'épinard, Hodges et Moya, (1987) ont déterminé la présence de trois 

composantes en Fo et de quatre composantes en Fm. Cette complexité de la cinétique de 

fluorescence est attendue si on tient en compte de la grande hétérogénéité de l'appareil 

photo synthétique, constitué de deux photo systèmes (I et II), possédant chacun son 

propre système pigmentaire (Barber 1983), eux-mêmes constitués de différents types de 

complexes pigments-protéines (Bassi et Dainese, 1992). Cependant, les différentes 

composantes du déclin de fluorescence montrent des variations homogènes en durée de 
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vie et en rendement lorsque l'état d'oxydoréduction de l'accepteur primaire QA varie 

(Moya et al. 1986; Hodges et Moya, 1987; Keuper et Sauer, 1989). 

Les trois composantes de la fluorescence sont toutes affectées en durée de vie par le 

quenching de la fluorescence. Une relation 't = f( cp) linéaire est observée dans le cas du 

quenching photochimique (Moya et al. 1986). Ces deux aspects de la cinétique de 

fluorescence des systèmes chlorophylliens, hétérogénéité du déclin d'une part et 

variations des durées de vie de l'ensemble des composantes sous l'effet d'un quenching 

d'autre part, ont souvent semblé contradictoires. En effet, l'hétérogénéité du déclin 

signifie que l'énergie se trouve répartie entre plusieurs compartiments distincts, entre 

lesquels elle peut éventuellement circuler avec des constantes de cinétiques d'un ordre 

de grandeur inverse des durées de vie mesurées. Par contre, des variations homogènes 

des durées de vie suggèrent un quenching agissant sur l'ensemble des compartiments. 

Différentes hypothèses ont été proposées à propos des structures physiques 

correspondant à ces compartiments. De ce fait, la difficulté à concilier entre 

l 'hétérogénéité de la fluorescence, qui suggère une localisation des émissions, avec 

l'homogénéité des variations, qui suggère plutôt un effet délocalisé, explique pourquoi, 

jusqu'à ce jour aucun modèle satisfaisant de l'émission de fluorescence du PSU n'a pu 

être proposé. Cependant, pour tirer le meilleur profit des mesures de durée de vie de 

fluorescence sur couverts végétaux, il est nécessaire d'améliorer l'interprétation 

théorique des différentes émissions du déclin. 

2.1.1.3 Paramètres de la fluorescence des chlorophylles 

Lorsqu'une feuille est mise à l'obscurité pour quelques minutes, le système 

photo synthétique se met au repos, les chloroplastes ne sont plus énergisés, on détecte 

une fluorescence faible d'état ouvert Fo dont le rendement est minimal. Si cette feuille 

est exposée à un éclair lumineux, le système photo synthétique répond par un signal de 

fluorescence comportant deux phases: une phase d'augmentation très rapide de 

l'intensité de fluorescence d'une valeur initiale Fo à une valeur maximale Fm. Une 
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deuxième phase lente et descendante de l ' intensité vers un état stationnaire Fs. 

Lorsqu'elle est présentée sur une échelle de temps logarithmique, cette cinétique montre 

les transitions: Fo, FJ, Fr et Fp (Fp = FM)' Ces transitions représentent différents états 

d'oxydoréduction des transporteurs d'électrons associés au PSII. 

Il est généralement convenu que la phase O-J représente la réduction de l'accepteur 

primaire d'électrons QA (Neubauer et Schreiber, 1987; Strasser et Govindjee 1992, Joly 

et Carpentier, 2007a). Cependant, l'origine exacte des phases J-I et I-P reste 

controversée (Schreiber, 2002; Lazar, 2006). Le niveau de fluorescence à la transition 

(Fr) correspond à la première réduction de QB (QA-QB-) (Strasser et al. 1995). La phase 

I-P reflète une accumulation progressive de QB doublement réduite (QAQB2
-) (Strasser et 

Govindjee, 1991). Récemment, Pospisil et Dau (2000; 2002) ont proposé une analyse 

quantitative simple pour éliminer ce problème. Ils ont fait une décomposition des 

courbes expérimentales d' IF des thylakoïdes isolés par l'utilisation de trois cinétique du 

premier ordre, correspondant aux trois phases de la montée Q-J-I-P. Boisvert et al. 

(2006) ont utilisé la même méthode pour élucider l'origine de chaque étape. Ils ont 

trouvé de nouvelles preuves indiquant que seule la phase 1-P est directement liée à la 

réduction du pool de PQ, alors que la phase J-I n ' est pas liée à la fermeture complète du 

centre réactionnel du PSII. 

Après la transition P, le rendement de fluorescence montre une diminution progressive, 

appelée effet «quenching ». Cette diminution est causée par le transfert des électrons du 

PSII vers le PSI et le NADP+ (Krause et Weis, 1991). La différence (Fm - Fo) est 

appelée fluorescence variable Fv, Fv/Fm est une mesure du rendement quantique 

maximum de la réaction photochimique du PSII. Ce rapport est au maximum de 0.83 

chez les plantes supérieures, ce qui signifie que la quantité maximale d' électrons émise 

par un centre PS II ayant reçu une excitation est de 0.83 électron. Ce rendement de la 

réaction photochimique de 83 % pour le PSII est faible comparativement avec celui du 

PSI qui est de 95 %. Cette différence de rendement est due principalement au fait que la 

capture d'énergie par les antennes PSII est moins efficace à cause de sa vitesse qui est de 

200 à 300 ps (durée de transfert d'électron du P680 vers l'accepteur secondaire QA), 
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comparativement au PS 1 avec un temps de capture d'énergie de l'ordre de 20 à 30 ps 

(durée de transfert de la charge vers Al accepteur secondaire). Par contre, la vitesse de 

transfert d'électron par la chlorophylle excité p* est d'environ la même chez les deux 

photo systèmes isolés soit environ 3 ps. La différence des photo systèmes vient 

essentiellement du PSU qui a une différence d'énergie entre les états P*680 - Phéo et 

P680+ - Phéo- très faible. Ceci est dû aux propriétés très particulières de l'antenne 

interne du PSU qui a un maximum d'absorption situé à quelques nm seulement de la 

trappe (Trissl et Wilhem, 1993; Schatz et al. 1988). 

2.1.2 Théorie de quenching de la fluorescence 

La fluorescence est le processus d'émission lumineuse (UV -visible) lors de la relaxation 

radiative, entre l'état excité singulet (SI) et l'état fondamental singulet (So), spontanée 

d'une espèce excitée par absorption d'un rayonnement incident. Comme nous l'avons 

expliqué précédemment, l'état excité SI peut être désactivé (atténué) par différents 

processus (figure 2.2). Parmi ces voies, on trouve celle non radiative biomoléculaire 

sous forme de quenching. 

Le quenching de la fluorescence est un processus qui diminue l'intensité d'émission de 

la fluorescence. On distingue principalement deux mécanismes de quenching : 

1- Quenching par collision ou dynamique 

2- Quenching par formation d'un complexe entre le fluorophore et le quencher 

C'est le quenching statique. 

Le quenching peut se produire via deux processus: soit par transfert d'énergie ou bien 

par transfert d'électron. Dans la plupart des cas, les deux processus participent au 

phénomène de quenching de la fluorescence. 

L'atténuation de la fluorescence peut être étudiée à l'aide de l'équation de Stern-Volmer 

suivante (Lakowicz 1993) : 

(2.1) 
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Où Fo et F sont respectivement, les intensités de fluorescence en absence et en présence 

d'une concentration définie du quencher, Ksv et la constante de Stem-Volmer et Q la 

concentration du quencher. La constante Ksv peut être obtenue expérimentalement à 

Fo 

partir de la pente de la droite qui représente la variation de F en fonction de [Q]. Il est 

important de signaler que l'obtention de la constante Ksv ne nous permet pas de 

confmner à elle seule s'il s'agit d'un quenching dynamique ou statique puisqu'on aura la 

même pente dans les deux cas. En général en peut distinguer entre les deux mécanismes 

à l'aide de leur dépendance vis-à-vis de la température et la viscosité du milieu ou bien 

par les mesures de temps de vie de la fluorescence. En effet, quand le quenching se 

déroule de façon dynamique, la constante Ksv est exprimée comme suit: 

(2.2) 

Où Ko est la constante de quenching bimoléculaire dynamique, Kq est la constante de 

vitesse de quenching et 10 le temps de vie de la fluorescence en absence du quencher. Il a 

été confirmé que le quenching dynamique dépend fortement de la température, car ce 

mécanisme est contrôlé par le phénomène de diffusion du milieu qui dépend de sa part 

de la température, Ko augmente avec la température (Lakowicz, 1993). D'autre part, 

pour le quenching statique, il a été démontré par des mesures de temps de vie de 

fluorescence que ce mécanisme n'a aucune influence sur le temps de vie de 

fluorescence, contrairement au quenching dynamique qui conduit à la diminution du 

temps de vie de fluorescence. L'analyse des spectres d'absorption nous permet de 

différencier entre les deux mécanismes de quenching. On n'observe aucune modification 

dans le spectre d'absorption du fluorophore en cas d'un quenching dynamique. Par 

contre, le quenching statique conduit dans la majorité des cas à la formation de 

complexes non fluorescents à l'état fondamental, résultant en une perturbation du 

spectre d'absorption du fluorophore (Lakowicz, 1993; Valeur, 2002). 

Il est à noter que le fluophore peut subir simultanément l'action des deux mécanismes de 

quenching dynamique et statique. Dans ce cas, il n'y aura pas de linéarité dans 
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l'obtention de l'équation de Stern-Volmer. De ce fait, il y a une fonne modifiée de cette 

équation qui tient compte des deux mécanismes. 

(2.3) 

Ce qui peut nous donner 

(2.4) 

Où Kass, est la constante d' association, avec Kass= Ksv (Lakowicz 1993). Alors, la valeur 

des constantes Kasset KD peut être obtenue expérimentalement à partir de la droite qui 

(i )-1 
représente la variation de [Q] en fonction du[Q] : la pente nous donne K DK ass et 

, . -d l ' · b· K + K a partIr e mtercepte on 0 tIent D ass . 

2.1.3 Dissipation d'énergie sous forme de chaleur 

Une partie de l'énergie absorbée par les antennes collectrices de lumière est dissipée sous 

fonne non photochimique, en chaleur. Dans la photosynthèse, la dissipation d'énergie 

par la voie non photochimique peut montrer une considérable variation qui représente 

une part des mécanismes de protection de l'appareil photo synthétique contre un excès 

d'énergie lumineuse absorbée par les pigments (Niyogi, 2000). La dissipation d'énergie 

en excès sous fonne de chaleur constitue la principale voie de régulation de l'énergie non 

dommageable dans les photo systèmes (Horton et al. 1996). Cette dissipation d'énergie 

peut prendre différentes voies selon les conditions environnementales et les propriétés 

spécifiques des espèces de plantes (Demmig-Adams and Adams, 1996). 
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La fonnation de xanthophylles, pigments de type caroténoïde, constitue un mécanisme 

biochimique qui pennet la dissipation sous fonne de chaleur de l'excès d'énergie 

lumineuse reçue par les feuilles de la plante. Ces pigments se fonnent à partir de la 

violaxanthine présente dans les membranes. Les xanthophylles impliquées dans ce 

processus sont associées à l' antenne du PSII. Le plus important mécanisme de régulation 

de la dissipation d'énergie par la voie non photochimique est le cycle des xanthophylles. 

Dans ce processus, contrôlé par l'enzyme violaxanthine dé-époxydase (violaxanthine: 

ascorbate oxydoréductase), la violaxanthine est transfonnée de façon réversible en 

zéaxanthine, via le pigment intennédiaire anthéraxanthine. Les étapes de ce processus 

sont présentées à la figure 2.3 La zéaxanthine peut accepter directement l'énergie 

d'excitation des chlorophylles des antennes collectrices de lumière, menant à la 

dissipation d'énergie sous fonne de chaleur (Horton et al. 1996; Demmig-Adams et al. 

1996). La liaison de la zéaxanthine avec les complexes protéiques du PS II se fait avec la 

participation de la protéine PsbS qui est essentielle à la régulation de la dissipation 

d'énergie sous fonne de chaleur (Niyogi et al. 2004). 

La protonation de la protéine PsbS suite à l'acidification du lumen induit un changement 

de confonnation au niveau du PSII qui, avec la liaison de la zéaxanthine, pennet la 

dissipation d'énergie sous fonne de chaleur. Il a aussi été proposé que ce changement de 

confonnation induit, au niveau du PSII, un transport non linéaire d'électrons impliquant 

le cytochrome b559, une sous unité périphérique du PSII. Ce transport alternatif 

pennettrait de protéger le PSII lors d'un excès de lumière (Poulson et al. 1995). 
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Figure 2.3: Cycle des xanthophylles lors de la régulation de la dissipation d'énergie 
lumineuse. Les pH 7.0 et 5.0 sont les pH optimaux des enzymes 
zéaxanthine époxydase et violaxanthine dé-époxydase, respectivement 
(d'après Niyogi et al. 1997). 

En dehors du cycle des xanthophylles, la zéaxanthine peut aussi se retrouver sous forme 

libre dans les membranes du thylacoïde, où elle agit comme antioxydant, protégeant les 

membranes contre la peroxydation des lipides (Moronsito et al. 2003). La zéaxanthine a 

aussi été suggérée comme jouant un rôle dans la synthèse de novo de la protéine Dl 

(Jahns et al. 2000). 

2.2 Thermoluminescence 

Thermoluminescence (TL) est une émission de faible lumière stimulée par le 

réchauffement des échantillons irradiés; elle résulte d'une recombinaison des paires 

préexistantes de charges qui avaient été stabilisées dans les puits de potentiel. Le 

réchauffement accroît l'énergie vibratoire qui permet aux recombinaisons des charges de 

se produire en surmontant les barrières d'énergie d'activation. Ce phénomène de 
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luminescence consiste en la réémission d'une énergie reçue par le biais d'une irradiation 

sous la forme d'un photon. Il s'explique par le passage des électrons d'un niveau d'état à 

un autre (état fondamental => état excité => état fondamental). C'est en retrouvant son 

état fondamental qu'il dégage un photon lumineux. 

La TL peut être observée dans divers matériaux, y compris à l'état solide, minéral, acides 

aminés et des systèmes biologiques complexes, elle est largement utilisée dans la 

minéralogie, archéologie, rayonnement dosimétrie, la détection des aliments irradiés, 

avec différents instruments commerciaux qui sont en mesure de détecter l'émission de 

lumière bien au-dessus de la température ambiante (McKeever, 1988). Cependant, 

l'utilisation de la TL, pour analyser les systèmes photo synthétiques, nécessite des 

instruments très spécifiques, à savoir la possibilité de refroidir l'échantillon bien en deçà 

de 0 oC, tout en effectuant des sauts rapides/lents de la température combinée avec des 

modes d'éclairage complexes à partir de diverses sources de lumière (Gauthier et al. 

2006; Gauthier et Carpentier, 2009). 

La TL des systèmes photo synthétiques a d'abord été observée par Arnold et Sherwood 

(1957). Plusieurs approches sont disponibles (Sane et Rutherford, 1986; Déméter et 

Vass, 1984; Vass et Inoue, 1986; Vass et Govindjee, 1996) mettant l'accent sur certains 

aspects théoriques. L'apparition d'une émission lumineuse se produit à différentes 

températures (dépendamment de notre échantillon) montrant des bandes d'émission qui 

dépendent des conditions de préillumination. Plusieurs bandes de la TL 

photo synthétique ont été isolées et bien caractérisées. Il est maintenant confirmé que la 

plupart de ces bandes résultent de l'inversion de la séparation de charges induite par la 

lumière dans le PSU (Gauthier et al. 2010). 

2.2.1 Émission des bandes de TL par la recombinaison activée thermiquement · 

La thermoluminescence consiste à mesurer une émission de lumière provoquée par un 

chauffage de l'échantillon. L'émission de lumière intervient à une température 

caractéristique qui dépend de l'état d'énergie de l'échantillon considéré (Vass, 2003). 
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Dans le photo système II, la thermoluminescence provient de la recombinaison de charge 

entre la charge positive localisée sur le complexe de dégagement d'oxygène et l'électron 

stocké sur la quinone acceptrice QA ou QB. 

Les mécanismes de recombinaison des charges ne sont pas bien élucidés, malS on 

considère généralement que ces mécanismes passent par une série d'équilibre à travers 

un nombre variable d'états intermédiaires de charges séparées (DeVault et al. 1983; 

deVault et Govindjee, 1990) pour produire finalement la paire de séparation des charges 

P 680 +Pheo - dans la configuration singulet ou triplet. Il existe en théorie une multitude de 

recombinaisons possibles entre les différents états de séparation de charges. Cependant, 

seules trois recombinaisons ont lieu à une vitesse significative. Elles sont schématisées 

dans la (figure 2.4). D'autre part, seule une de ces trois voies de recombinaisons donne 

lieu au TL, il s'agit de la voie indirecte dont la chlorophylle présente une configuration 

singulet activé P680+ qui contribue à la TL (Van Gorkom, 1985; Sonoike et al. 1991). 

D'autre part, la voie radiative se traduit par l'émission d'un photon de la même longueur 

d'onde que la fluorescence émise par la Chi. Ce phénomène est appelé une luminescence 

retardée (Delay Luminescence, DL). Pour ce qui est de la troisième voie « voie directe », 

il ne donne pas lieu à la thermoluminescence. La température de recombinaison dépend 

en partie du potentiel redox des cofacteurs impliqués dans le processus de 

recombinaison. 
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Figure 2.4: Schéma représentant les voies de recombinaisons possibles entre les 
différents états de séparation de charges. Seule la voie indirecte donne lieu 
au TL. 

2.2.2 Analyse des signaux de TL 

L'intensité lumineuse émise par l'échantillon est mesurée par un photomultiplicateur 

dont la réponse de la photocathode s'étend entre deux valeurs de longueur d'onde. Les 

courbes de TL représentent donc l'intégrale du signal sur toutes les longueurs d'onde. Il 

peut être très utile de connaître la longueur d'onde d'émission qui dépend du centre de 

recombinaison. Parmi les approches de cinétique du processus photo synthétique de la 

TL, celle développée pour les applications pratiques dans lesquelles les équilibres 

multiples compliqués sont traités comme un seul équilibre du premier ordre. 01 ass et al. 

1981). 

(2.5) 
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D'où hL, T, k et B sont respectivement: l'intensité de TL, la température, la constante 

de Boltzmann et la rampe de chauffage. La recombinaison de charge est une réaction de 

transport des électrons, qui peut être décrite par la théorie de Marcus (Marcus et Sutin, 

1985). Une version simplifiée peut aboutir au même résultat avec la formule d'Eyring : 

K(T) = K B 

(-dG) hkTexp --
K BT (2.6) 

Où KB. est la constante de Boltzmann, h est la constante de Planck, k est le facteur de 

transmission, T est la température et ~G est l'énergie libre d'activation qui représente la 

hauteur de la barrière d'activation. Sachant que: 

i1G = t:JI - TM (2.7) 

Ou ~H, T et ~S sont l'enthalpie, la température et l'entropie respectivement. En 

remplaçant ~H avec l'énergie d'activation Ea, on obtient: 

K(T) = STexp(-Ea
) 

KBT 

Dont s est le facteur préexponentiel équivalant à : 

(2.8) 

(2.9) 

Afm de s'assurer de la validité de nos résultats et faire une comparaison entre les 

résultats expérimentaux et ceux théoriques, une simulation peut être faite en ajustant les 

différents paramètres à savoir: c (constante de proportionnalité), Ea (énergie 

d'activation) et s (facteur préexponentiel). De ce fait, la simulation des courbes de 

luminescence est d'une exactitude suffisante pour nous permettre la validation de nos 
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résultats et résoudre le problème des bandes de recouvrement. Ces simulations des 

courbes de luminescence nous fournissent les paramètres nécessaires pour calculer les 

différents paramètres dont on a besoin, à savoir: temps de demi-vie, Ea ... , etc. Parmi les 

paramètres les plus utiles, on trouve la température maximale. Cette dernière nous 

permet de confirmer la nature de la bande ainsi que les transformations qu'il peut y 

avoIT. 

2.2.3 Attributions des bandes de TL 

En pratique, les mesures de thermoluminescence se font en chauffant linéairement notre 

échantillon. Au fur et à mesure que la température s'élève apparaissent les différentes 

composantes de rayonnement émis. C'est la « courbe de thermoluminescence» donnant 

l'intensité de la TL en fonction de la température. Cette courbe peut présenter un ou 

plusieurs maxima appelés "pics". Chacun d'entre eux correspond au vidage d'un type de 

piège et est situé d'autant plus haut en température que l'énergie est plus élevée. 

Afm de pouvoir attribuer les pics de TL des échantillons observés sur les 

thermogrammes, il est essentiel de bien comprendre les températures maximales qui 

caractérisent chaque bande. Pour plusieurs de ces composantes, les paires de charges 

responsables de chaque bande ont été identifiées. Si on applique la théorie des bandes 

d'énergie au cas d'un chloroplaste intact quand l'échantillon est chauffé entre 2 à 70 oC, 

on observe quatre bandes (les plùs connues) : la bande Q, la bande B, la bande AG et la 

bande C. 

Les charges retenues dans les pièges vont être libérées, ce qui se traduit par un retour des 

électrons dans le sens inverse. Ils circulent à nouveau, jusqu'à rencontrer un centre de 

recombinaison. Bien sûr, plus un piège est profond, correspondant au niveau d'énergie la 

moins proche, plus il faudra d'énergie pour libérer ces électrons. Les électrons ne 

retournent donc pas en même temps lors du chauffage. En fait, l'élévation progressive de 

la température entraîne le vidage successif des électrons les moins proches vers les plus 

loin. 
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Bandes de TL 

Bande Q 

BandeB 

Bande AG 

Figure 2.5: Représentation schématique des principales bandes de 
thermoluminescence dans le PSI! à une température entre 0 oC et 72 oC 
dans des chloroplastes intacts. 

2.2.3.1 La bande Q (à pH physiologique) 

La bande Q de thermoluminescence n'est détectable qu'après ajout de DCMU, 

inhibiteur d'électron entre QA et QB dans le PSI!, à une température optimale entre 0 et 

10 oC pour les feuilles (Rubin et Venediktov, 1969) et entre 10 et 20 oC pour les 

matériels isolés à savoir des chloroplastes intacts et thylakoïdes (Sane, 2004; Vassiliev et 

al. 2001). L'inhibition d'électron entre ces deux sites du PSU permet la suppression de la 

bande B pour les thylakoïdes ainsi que les bandes (B et AG) pour les feuilles et les 

chloroplastes intacts. La bande Q provient de la recombinaison des charges de S2QA­

(Demeter et Vass, 1984; Rutherford et al. 1982). Le blocage du transport d'électron avec 

le DCMU permet une stabilisation de la charge négative dans le site QA, qui reste réduit, 

ce qui se traduit par une augmentation de luminescence sous forme de bande de 

thermoluminescence. 
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2.2.3.2 La bande B (à pH physiologique) 

La bande B de thermoluminescence apparaît à une température optimale entre 30-40°C. 

Elle est caractéristique des thylakoïdes comme on peut l'avoir dans les feuilles et dans 

les chloroplastes intacts, Inoue et Shibata, (1977) ont conflrmé la corrélation de cette 

bande avec le complexe de dégagement d'oxygène, particulièrement en présence de 

cluster de Mn fonctionnellement actif. La bande B est principalement due à la 

recombinaison de charge des centres S2QB- et de S3QB- (Rutherford et al. 1982). Elle 

représente une période d'oscillation de quatre dans les thylakoïdes et les chloroplastes 

intacts, après une excitation avec une série de flashs saturants (Inoue et Shibata, 1976; 

1977; Demeter et Vass, 1984; le présent travail). Sachant que le nombre de flashs a un 

effet sur l'intensité lumineuse ainsi que les états S de recombinaison, le traitement des 

données d'oscillation conflrme que les états S2 et S3 sont impliqués dans la production 

de cette bande de TL (Rutherford et al. 1982; Demeter et Vass, 1984). 

D'autre part, dépendarnment du pH la bande B ne peut pas être décomposée en deux 

bandes à un pH supérieur ou égal au pH physiologique, les recombinaisons des centres 

réactionnels S2QB- et de S3QB- provoquent la même bande de TL en ce qui concerne la 

température maximale ainsi que la forme de la bande. Par contre, à un pH inférieur à 7, 

elles montrent deux bandes distinctes nettes nommées les bandes Blet B2, avec un 

décalage de quelques degrés de la température maximale (Inoue, 1996). Le spectre 

d'émission de la bande B a un maximum à environ 690 nm (Sonoike et al. 1991). 

2.2.3.3 La bande AfterGlow (AG) (à pH physiologique) 

Bertsch et Azzi (1965) ont décrit pour la première fois une luminescence retardée 

(Afterglow, AG) superposée à une décroissance de luminescence allant vers une lumière 

rouge lointaine (> 700 nm). D'autre part, Bjërn (1971) a montré que cette bande était 

liée au flux cyclique d'électrons et a conflrmé l'effet de l'augmentation de la température 

sur la bande AG. Elle était initialement observée dans les algues, puis a été conflrmée 

chez les plantes supérieures (Nakamoto et al. 1988). Dans ce travail, on a été les 
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premiers à confirmer cette bande dans un matériel in vitro (chloroplastes intacts). La 

bande AG reflète un retour de flux d'électrons provenant du stroma vers le pool de 

plastoquinone puis vers le site QB du PSII, permettant la recombinaison des charges des 

centres S2QB et S3QB (Sundblad et al. 1988). Il convient de souligner que même si la 

bande AG est généralement induite par la lumière rouge lointaine qui excite 

préférentiellement le PSI. Elle est originaire du PSII (Hideg et al. 1991). La faible 

absorption de la lumière rouge lointaine par le PSII (10-15 %) est suffisante pour activer 

la recombinaison des états S2 et S3. La bande AG est caractérisée avec une température 

maximale entre 40 et 50 oC (Ducruet et al. 2005b). 

D'autre part, la spectroscopique photo acoustique a confirmé un déclenchement 

d'écoulement cyclique d'électrons dans le PSI dans cette gamme de température, en 

conduisant les électrons du stroma vers le côté accepteur du PSII (Havaux, 1996). 

L'ajout d'un inhibiteur comme le DCMU supprime la bande AG, résultant en deux 

bande Q et C, à 17 oC et 52 oC respectivement. Une propriété de base d'émission d'AG 

est sa suppression par 5JlM d'antimycine A, comme déjà indiqué par Bjëm (1971) et 

confirmé par ce travail dans des chloroplastes intacts. Dans certaines conditions 

particulières, une émission de la bande AG apparaît après une lumière blanche. Cela se 

produit lorsque l'utilisation d'énergie photo synthétique (ATP + NADPH) est ralentie par 

un manque de CO2 ou de phosphore (palmqvist et al. 1986). Elle a été aussi observée 

dans les jeunes feuilles de pois (Miranda et Ducruet, 1995). 

2.2.3.4 Autres bandes de thermoluminescence 

Il existe d'autres bandes de thermoluminescence allant d'une température -160 oC 

jusqu'à des hautes températures, à titre informatif, on a présenté quelques une dans le 

tableau 2.1. 
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Tableau 2.1 

L'origine des bandes de TL et leurs pics de température maximale 

Bande de TL 
Pics de OriginelPaire de 

Références 
température (OC) charge 

Bande Z -160 Chr Chl+ (Sonoike et al. 1991) 

Bande Zv -80 à -30 P680+Chl+QA- (Vass et al. 1989; 
Chapman et al. 1991) 

Bande A -15 S3QA-
(Demeter et al. 1985; 

Koike et al. 1986) 

Bande AT -15 His+QA- (Ono and Inoue, 1991; 
Kramer et al. 1994), 

Bande C 50 - 55 TyrD+QA- (Demeter et al. 1993; 
Johnson et al. 1994) 

Bande Mo 70 
Chl+ lipide 

(Inoue, 1996) 
peroxyde-



CHAPITRE III 

MÉTHODESEXPÉ~NTALES 

Le présent chapitre contient toute la documentation nécessaire sur les expériences 

réalisées. Nous débutons par une description du matériel utilisé, ensuite l'étude en détail 

des préparations faites ainsi que la détermination de la concentration en chlorophylle 

dans nos échantillons en plus du degré d'intégrité pour les chloroplastes intacts, de 

même que différents appareillages et logiciels utilisés. Les différents produits chimiques 

employés lors d'isolation ou de traitement des membranes photo synthétiques seront 

aussi décrits. 

3.1 Matériel utilisé 

Les feuilles d'épinards ont été achetées commercialement dans un marché local métro 

(Trois-Rivières, Québec, Canada) et utilisées immédiatement pour l'isolation des 

fractions membranaires photosynthétiques. Toutes les manipulations ont été effectuées 

sur la glace et en présence de lumière verte. 

3.2 Préparation des chloroplastes 

Les échantillons de chloroplastes intacts ont été préparés à partir des feuilles d'épinards, 

suivant la méthode de Joly et Carpentier (2011). 40 g de ces derniers furent lavés et 

coupés avec l'eau distillée. Elles ont été broyées pendant 10-15 secondes (la durée de 

broyage ne doit pas être longue afIn d'éviter le bris total des chloroplastes) dans une 

solution de 150 mL contenant: (Tampon A) 0.50 M Hepes NaOH (pH 7.6), 0.33 M 

sorbitol, 2 mM EDTA, 1 mM MgCh à l'aide d'un mixeur de cuisine. L'intégrité des 

chloroplastes dépend beaucoup du temps de broyage, car plus le temps est long plus les 

débris présents dans la solution peuvent briser les chloroplastes et ainsi donner un 

mauvais rendement d'intégrité. Après le broyage nous fIltrons le mélange à l'aide d'un 
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« miracloth ». Le filtrat est rapidement centrifugé à 850 g pendant 1 minute. Le culot 

récupéré contenant des chloroplastes intacts est mis en suspension dans une solution 

contenant: (Tampon B) 50 mM Hepes NaOH (pH 7.6), 0.33 M sorbitol, 2 mM EDTA, 

1 mM MgCI2, 1 mM MnCI2, 10 mM KCI and 2 mM NaCl. Une seconde centrifugation 

à 850 g pendant 1 minute permet le lavage de notre matériel et d'obtenir ainsi des 

chloroplastes intacts. Ces derniers sont mis en suspension dans un volume de 1 ml du 

tampon B pour utilisation. Le ratio Fv/Fm était toujours de 0.80 ± 0.01. 

3.3 Détermination de la concentration en chlorophylle (a et b) des échantillons 

La concentration en chlorophylle (a et b) de nos échantillons de chloroplastes intacts ou 

de thylakoïdes a été déterminée selon la méthode d'écrite par Porra et al. (1989). 

Méthodologie: 

1- Prendre 10)lL de l'échantillon 

2- Ajouter l'échantillon à 5mL d'acétone 80 % (VN) 

3- Homogénéiser le mélange avec un agitateur (vortex) pendant 2 minutes 

4- Mesurer l'absorbance du filtrat à 663 nm (A664) et à 647 nm (A647) avec 

spectrophotomètre Perkins Elmer Lambda 40 (perkin Elmer, Wellesey, 

Massachusetts, USA) 

5- Calcul de la concentration en chlorophylle (a et b) à l'aide de l'équation 

suivante: 

[Chl] en mg mL- l 
= 0.5x [(7.34 A663) + (17.76 A647)] (3.1) 

Le résultat obtenu représente la concentration totale en chlorophylle a et b dans notre 

échantillon en mg mL- l
. 

3.4 Dosage et calcul d'intégrité des chloroplastes 

L'intégrité des chloroplastes a été calculée par la mesure d'évolution d'oxygène, en 

utilisant Oxylab système (Hansatech Instruments, Norfolk, Angleterre), dans les 
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échantillons de chloroplastes intacts à température de la pièce sous une lumière blanche 

saturante pendant 1 min avec et sans choc osmotique, comme décrit par Joly et 

Carpentier (2011). La concentration de chlorophylle (a et b) totale dans ces préparations 

de chloroplastes a été de 12,5 Ilg mr1
• Le pourcentage de chloroplastes intacts est 

calculé avec l' équation suivante: 

Pourcentage d'intégrité (%) = [(02 FeCN + osm - O2 FeCN)/ O2 FeCN+osm] x 100 (3.2) 

Où O2 FeCN + osm et O2 FeCN sont les taux d'évolution d'oxygène en présence de 

ferricyanure avec et sans choc osmotique respectivement, comme décrit par Carpentier 

(2011). Les préparations de nos échantillons ont eu un pourcentage d'intégrité moyen de 

80±2 %. 

3.5 Dégagement d'oxygène standard 

Le taux de dégagement d'oxygène (TDO) dans des chloroplastes intacts a été mesuré à la 

température de la pièce en utilisant l'électrode d'02 de Clark (Hansatech instruments). 

Le principe de cette technique réside dans l'application d'une différence de potentiel de 

0.7V entre l'anode (en argent) et la cathode (en platine). Cela permet à 1'02 présent dans 

la solution d'être ionisé en hydroxyle au contact de la cathode suivant la réaction 

ci-après: 

-------+. 4 OH -

Cette réaction génère un très faible courant, proportionnel à la concentration en O2 

contenue dans l'échantillon de chloroplastes intacts. Par la suite, ce courant est amplifié 

et mesuré. Un thermorégulateur est connecté à la chambre d'électrode afin de limiter la 

variabilité de la température, qui peut fausser les mesures (figure 3.1). Les échantillons 

ont été éclairés avec une lumière blanche continue. 
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Anode en argent Cathode en platine 

Figure 3.1: Électrode d'oxygène de Clark. 

3.6 Mesure d'induction de fluorescence 

Les mesures d'induction de fluorescence dans les échantillons de chloroplastes intacts ou 

de thylak:oïdes ont été effectuées à la température de la pièce en utilisant le Plant 

Efficiency Analyser (Hansatech, King' Lynn, Norfolk, UK). Les échantillons ont été 

dilués à une concentration fmale de 25 Ilg Chl/mL dans un tampon contenant 50 mM 

Hepes-NaOH (pH 7.6), 0.33 mM sorbitol, 2 mM EDTA, 1 mM MgCh, 1 mM MnCh, 

10 mM KCI, 10 mM NaCL Le milieu d'analyse est une cellule cylindrique d'un volume 

total de 1 mL où on introduit un agitateur magnétique afm d' assurer une bonne 

homogénéisation avant chaque prise de mesure. Les échantillons ont été adaptés à la 

noirceur pendant 1 minute à température pièce et ont été excités avec une lumière 

actinique rouge (X = 655 nm et intensité de 3000 Ilmol photons m-2s-1) fournie par six 

diodes émettrices de lumière (DEL). La fluorescence a été détectée par une photodiode 

de type PIN après un passage dans un filtre de 50 % de transmission de lumière rouge 

lointain à 720 nm. Comme le signal de fluorescence obtenu dans les 40 premières ilS est 

attribué à des artéfacts dus au temps de réponse de l'instrument, ces données n'ont pas 

été incluses dans l ' analyse des courbes d'induction de fluorescence. Donc, le signal à 

40 ilS est pris comme Fo, la fluorescence initiale. La fluorescence variable Fv, différence 

entre la fluorescence minimale Fo et la fluorescence maximale Fm dans les échantillons, 

a été utilisée pour calculer les ratios FvlFm. 
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Porte échantillon 
pour les liquides 

Figure 3.2: Dispositif expérimental pour les mesures d' induction de fluorescence PEA 
(plant Efficiency analyser), source lumineuse en mode on, porte 
échantillon pour les feuilles et pour les liquides et un ordinateur exécutant 
un logiciel d' acquisition. 

3.7 Analyses des données d'induction de fluorescence 

L' analyse quantitative des courbes d' induction de fluorescence a été effectuée à l' aide 

d'une somme de trois cinétiques par un logiciel Sigma Plot (SSI, Richmond, Californie, 

USA) permettant de faire des régressions non linéaires, à l'aide de l' équation suivante 

comme décrit par Joly et al. (2009) : 

F(t) = F + A (1- e -Ka-JI \Sa-J + A (1- e -K.I_II \S.I-I + A (1- e -KI_pl \SI-p 
o O-J J J-/ J /- P J (3.3) 

Où F(t) est la fluorescence à un temps t, Fo est la fluorescence initiale, Ao-J, AJ-h AI_P, 

sont les amplitudes des phases O-J, J-I et I-P respectivement, SO-J, SJ-I et SI_P sont les 

facteurs sigmoïdaux pour chaque phase, I<.o-J, KJ-r et Kr-p sont les constantes de vitesse de 

ces mêmes phases. 
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3.8 Mesure de thermoluminescence 

Les mesures de thermoluminescence des échantillons de chloroplastes intacts ainsi que 

de thylakoides ont été effectuées avec un équipement construit en notre laboratoire et 

décrit par (Ducruet, 2003; Gauthier et al. 2006). L'échantillon d'analyse a été mis dans 

un porte-échantillon de 15 mm de diamètre relié directement avec une plaque 

thermoélectrique à effet Peltier (Duratec, Marlow inductries Inc., Dallas, TX, USA) qui 

permet la régulation de la température durant l' expérience. Le milieu d'analyse a été d'un 

volume total de 300 ~L, dans un tampon contenant 50mM Hepes NaOH (pH 7.6), 

0.33 M sorbitol, 2 mM EDTA, 1 mM MgCI2, 1 mM MnCh, 10 mM KCI and 2 mM 

NaCI), avec une concentration fmale en chlorophylle de 200 ~g ChI/mL de chloroplastes 

intacts ainsi que pour les thylakoides. Le porte-échantillon a été couvert par un disque de 

verre (Hellma 202-0S) et a été fermé par un couvercle qui laisse passer le guide à fibre 

optique relié à un photomultiplicateur (PMT) analogue sensible à la lumière 

(Hamamatsu H7711-50, !chino, Japon). Pour éviter un endommagement du PMT par le 

chauffage de l' échantillon durant l' expérience, on a utilisé les bras d'un guide ayant cinq 

fibres optiques fournies par Walz (Effeltrich, Germany) dont on ne laisse ouvert que 

celui utilisé pour transmettre la luminescence récupérée auprès des échantillons. 

Photodétecteur Génératetr d 'éclairs 

Carte 
d 'acquisition 

Ordlnatetr exécutant 
un logiciel 
d·acqulsltion créé par 
Dr. Ducruet et adapté 
par M. Alain Gauthier 

Figure 3.3: Dispositif expérimental pour les mesures de thermoluminescence. 
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Avant la prise de mesure, les échantillons sont adaptés à la noirceur pendant une durée 

de 2 minutes à 20 oc. La température a ensuite été amenée à 2°C à l'intérieur de 5 à 

10 secondes puis conservée pour 60 secondes; cette température d'incubation a été 

choisie pour éviter de causer des dommages au CDO qui provoquent habituellement des 

artéfacts de mesure selon Ducruet (2003). De courts éclairs blancs sursaturants, obtenus 

à l'aide de XE-ST Pump Flash (Walz, Effeltich, Germany), d'une durée de 11ls et 

espacés d'une seconde, ont été appliqués pour initier la séparation de charge dans le 

PSII. Le chauffage linéaire subséquent (2 à 72 OC) des échantillons dans le noir total a 

activé la recombinaison des paires de charges du PSII, lesquelles sont détectables par 

l'apparence de bandes d'émissions de TL à des températures optimales caractéristiques 

(Ducruet, 2003). 

30 minutes d'adaptation 
à l'obscurité 

50 s 

Flash(s) ~ 
C,:;' 

~ 
~. 

~ .. ~ 
~ 

G~" 
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Figure 3.4: Protocole de mesure des émissions de thermoluminescence. Après 
30 minutes d'adaptation à l'obscurité, les échantillons sont illuminés par 
des flashs saturants à 2 oC, puis sont chauffés à un taux de 0,5 oC/s. Les 
états S2 et S3 sont considérés comme stables avant l'étape de chauffage. 

3.9 Acquisition et analyses des données de thermoluminescence 

Le signal de TL provoqué par un ou des éclairs a été acquis par une carte d'acquisition 

DAQPad-1200 (National Instruments, USA) qui permet de communiquer les 

commandes du logiciel vers l'équipement à travers un convertisseur analogique -

numérique connecté à un ordinateur. Les données acquises sous forme ASCII ont été 

analysées avec un logiciel ThermoLite, un programme développé dans notre laboratoire 

sous une version pour le DOS par Dr Jean Marc Ducruet (Ducruet et Miranda, 1992) et 

adapté par Alain Gauthier. Le traitement des résultats a été fait par le logiciel 

Sigma plot. 
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3.10 Mesure des changements d'absorption à 830 nm 

La photo oxydation et la réduction de la chlorophylle spéciale du PSI (P700) ont été 

mesurées par le changement d'absorption à 820 nm (M820) à l'aide d'un fluorimètre 

PAM-101 (pulse Amplitude Modulated Chl Fluorimètre de Walz, Effeltrich, Allemagne) 

équipé d'une unité ED-P700DW. Cette unité est un appareil à double détecteur de 

longueur d'onde émetteur et détecte strictement les changements d'absorbance 

différentiels entre 810 nm et 860 nm, avec un maximum à 820 nm pour le cation radical 

P700+, mais ne détecte pas l'absorbance de la plastocyanine (Klughmmer and Schreiber 

1998). Une lumière rouge lointaine de (75 )..lmol m-2 
S-l) pour nos mesures a été obtenue 

en faisant passer le faisceau d'une source lumineuse Filtre-Lite (Microview, Thornhill, 

ON, Canada) à travers un filtre RG-9 (Schott, Mainz, Germany). Le tampon utilisé 

contient 50 mM Hepes-NaOH (pH 7.6), 0.33 mM sorbitol, 2 mM EDTA, 1 mM MgCh, 

1 mM MnCh, 10 mM KCI, 10 mM NaCI, avec une concentration de 500 )..lg Chl ml- l
. 

Toutes les mesures ont été prises à la température de la pièce. 

3.11 Mesure des spectres de fluorescence 

Les spectres d'émission de fluorescence à température ambiante (25 OC) ont été mesurés 

avec un spectrofluorimètre Perkin-Elmer LS55 équipé d'un photomultiplicateur R928 

sensible à la portion rouge du spectre. La fluorescence chlorophyllienne a été excitée à 

436 nm comme décrit par Rajagopal et al. (2003). La lumière incidente passe en premier 

lieu dans un monochromateur qui sélectionne la longueur d'onde, elle traverse ensuite 

un polarisateur rotatif (ou analyseur) qui oriente le champ électrique de la lumière. 

Enfm, elle pénètre les fentes d'excitation et d'émission du fluorimètre qui étaient réglées 

à 5 et 2.5 nm respectivement, puis traverse l'échantillon qui a une concentration [male 

constante en chlorophylle de 5 )..lg / mL. Alors, la fluorescence est émise dans toutes les 

directions. La détection du signal à la sortie se fait par décompte des photons. L'analyse 

et le traitement des spectres de fluorescence ont été faits par le logiciel Sigmat Plot. 



CHAPITRE IV 

AFTERGLOW THERMOLUMINESCENCE MEASURED IN ISOLATED 
CHLOROPLASTS 

Le contenu de ce chapitre a fait l'objet d'une publication en 2011 dans le journal 

Photochemistry and Photobiology: Belatik, A., Essemine, J., Hutchandani, S et 

Carpentier, R., Afterglow thermoluminescence measured in isolated chloroplasts. 
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RESUME 

La bande afterglow (AG) de thermoluminescence, mesurée dans les feuilles des plantes 

provient de la recombinaison de paire des charges S2/S3QB- dans le photo système U 

(PSU) initié par le flux d'électrons inverse de réducteurs du stroma vers le plastoquinone 

(PQ), ensuite vers le site QB dans les centres du PSU qui sont dans les états S2/S3QB. 

Dans ce travail nous montrons que cette luminescence, absente dans les membranes 

isolées des thylacoïdes, peut être mesurée chez les chloroplastes intacts qui conservent 

leur contenu du stroma, y compris le pool d'accepteur d'électrons (ferrédoxine / NADP+) 

du photo système 1. Les propriétés de la bande AG extraites des chloroplastes intacts sont 

similaires à ceux dans les feuilles en termes de température maximale, la période de 

modulation quatre, la stimulation par la lumière rouge lointaine et l'inhibition par 

l'antimycine A. 
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ABSTRACT 

The thermoluminescence afterglow (AG) measured in plant leaves originates from the 

S2/S3QB- charge pair recombination in photo system II (PSII) initiated by reverse electron 

flow from stromal reductants to PQ and then to the QB site in PSII centers that are in the 

S2/S3QB state. In this work we show that this luminescence, absent in isolated thylakoid 

membranes, can be measured in intact chlorolasts that retain their stromal content 

including the electron acceptor pool (oxidized ferredoxinlNADP) of photosystem I. The 

properties of the chloroplasts AG emission is similar to the AG in leaves in terms of 

temperature maximum, period-four modulation, far-red light stimulation, and antimycin 

A inhibition. 



54 

INTRODUCTION 

In oxygenic photosynthetic organisms, chloroplasts photo system II (PSII) catalyses the 

light-driven electron transport from water to plastoquinone (1). The electron transfer 

components of PSII are embedded within the two reaction center polypeptides named 

Dl and D2 as depicted by the most recent crystal structure resolved at 1.9 A (2). Light 

energy absorbed by pigment-protein complexes is quickly transferred to the 

photochemical reaction centers (RC). Within the PSII RC, the rapid release of an 

electron from the reaction center P680 to a pheophytin (pheo) molecule produces the 

charge separated state, P680+Pheo- (3). Two quinones, QA and QB, are located at the 

acceptor side of PSII with a H-bounded non-heme iron is between (4). Charge 

stabilization takes place through electron transfer from Pheo - to the primary quinone 

acceptor, QA, in less than 200 ps (5) and reduction of the cationic radical P680+ by y z 

(Tyrosine 161 of Dl subunit), in 10-500 ns (6). As a result, PSII centers in the 

YzP680+Pheo-QA state are stabilized as Yz+P680PheoQA- states in sub ilS time scale. The 

secondary quinone acceptor of PSII, QB, receives the electrons from QA- in a two-step 

process. Following protonation of the doubly reduced QB, plastoquinol (PQH2) is 

released from the QB pocket and is replaced by an oxidized PQ molecule from a pool to 

sustain the photochemical competence ofPSII (7, 8). 

On the donor side, the Mn cluster of the oxygen evolving complex (OEC) reduces Yz in 

30-1300 ilS (9). Though the structure of the OEC is known with the relative position of 

each Mn atoms and Ca cofactors (10), its exact functioning and bioenergetics are still a 

matter of debate (11, 12). The basic function of the OEC implies the successive 

generation of oxidation potential, following the absorption of four quanta of excitation 

light, as the driving force for the Mn cluster to cycle through the S-states, SO -7 SI -7 

S2 -7 S3 -7 (S4) -7 SO, with half-times of about 30, 110, 350, and 1300 ilS, 

respectively, for every forward transition (13). Concurrent with the release of dioxygen 

from water, the S4-state decays to the So-state after the 4th flash. 

Besides forwards electron transfer, charge recombination between positive charges 

located at the donor side of PSII and negative charges at the acceptor side also occur. 
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Charge recombination in PSI! can be analyzed by thermoluminescence (TL) in pre­

illuminated photosynthetic materials such as intact leaves, isolated thylakoid 

membranes, or PSI! submembranes fractions (14, 15). Charge recombination of 

P680+QA- is known to occur probably via the intermediate state P680+Pheo- (4). 

However, this type of recombination cannot be studied by themoluminescence. The 

main charged pairs giving rise to luminescent recombination are S2QA- or S2/S3QB-. The 

resulting Q and B bands, respectively, have been extensively studied over a broad range 

of temperatures (14-16). Recombination of S2QA- is measurable when the forward 

electron transfer is curtailed beyond QA- (14, 15). The yield of TL originating from 

S2QA- recombination is usually maximal at - 5-20°C, compared to the peaking 

temperatures of 20-35°C for back-reactions involving S2/S3QB- charge pairs (14, 16). 

Notably, the B-band emission follows a period-four oscillation pattern. The flash­

dependent yield of B-band emission is frequently employed as a powerful method to 

examine the redox states of the intermediate carriers at the donor and acceptor sides of 

PSI!. 

Another thermoluminescence band occuring with a maximum at - 40-45°C, the so­

called afterglow (AG) band, was mainly observed in leaves (17). This emission was fust 

observed as delayed luminescence appearing about 1-4 min after the end of far-red 

illumination in intact systems such as intact chloroplasts, protoplasts, algae and leaves 

(18,21). It was shown that this delayed luminescence peak corresponds to the AG band 

of thermoluminescence (17) and is attributed to a S2/S3QB- charge pair recombination 

initiated by a reverse electron flow from stromal reductants to PQ and then to the QB site 

in PSI! centers originally in S2/S3QB state (22, 23). The AG band is therefore suppressed 

in the presence of DCMU that blocks the QB site (22). The amplitude of the 

thermoluminescence AG aiso follows a period-four oscillation pattern and is amplified 

by a pre-exposure to far-red light (23,24). 

The sensitivity of the AG band to far-red light is associated with the reduction of stromal 

acceptors by photo system 1 (PSI) and is therefore initiated by a process coincident with 

the PSI cyclic electron flow (25, 26). Hence, this luminescence is absent in isolated 
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thylakoid membranes where the stromal components are lost during the isolation 

procedure. Though the AG was observed in several systems as delayed luminescence, 

the thermoluminescence AG band was only observed in leaves and recently in the green 

algae Chlamydomonas reinhardtii (27). In this study, we demonstrate that the AG band 

can also be observed in isolated intact chloroplasts that retain the stromal components. 

Chorophyllfluorescence induction and the oxidation/reduction kinetics of P700 were 

used to highlight the involvement of cyclic electron transport and stromal components. 

The observed emission exhibited similar properties as in intact leaves and was inhibited 

by antimycin. The interest of using intact chloroplasts to study the properties of the AG 

band and cyclic electron transport around PSI to prevent interference with the leaf 

structure and infiltration problemss with specific chemicals is discussed. 
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MATERIAL AND METHODS 

Chloroplasts isolation 

Chloroplasts were isolated from fresh market spinach (Spinacia oleracea L.) leaves as 

described elsewhere (28), and were kept in the dark in 50mM Hepes NaOH (pH 7.6), 

0.33M sorbitol, 2mM EDTA, ImM MgCI2, ImM NaCI, and 10mM KCl. Intact 

chloroplasts were diluted to 25 ~g ml-1
. AlI materials used for chloroplast isolation were 

maintained at 4°C. Chlorophyll concentration was calculated following the procedure 

outlined by Porra et al. (29). 

Chloroplasts intactness assay and calculation 

The intactness of chloroplasts was calculated by the measurement of oxygen evolution 

in chloroplast preparations at 24°C under saturating white light for 1 min with and 

without osmotic shock using Oxylab system (Hansatech Instruments, Norfolk, England) 

as described previously (28). The concentration of total chlorophyll in these chloroplast 

preparations was 12.5 ~g mr1
• 

The intactness of chloroplast was calculated with the following equation: 

percentage of intact chloroplasts = [(02 FeCN + osm- O2 FeCN)/ O2 FeCN+osm] x 100 (1) 

where O2 FeCN + osm and O2 FeCN are, respectively, the ferricyanide-supported oxygen 

evolution rates measured with or without osmotic shock (28). The typical chloroplast 

preparations yield 80 ± 2% intact chloroplasts. 

Thylakoid membranes isolation 

Thylakoid membranes were prepared from fresh market spinach (Spinacia oleracea L.) 

leaves as described elsewhere (30), and were stored in the dark in 50mM Hepes NaOH 

(pH 7.6), 0.33M sorbitol, 2mM EDTA, ImM MgCI2, ImM NaCI, and 10mM KCl. 

Thylakoid membranes were diluted to 25 ~g ml-1
• 
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Chlorophyll fluorescence induction 

Chlorophyll a fluorescence induction (FI) measurements were performed at room 

temperature using the Plant Efficiency Analyser (Hanasatech, King' Lynn, Norfolk, 

UK.). For chloroplast and thylakoid membranes, the assay medium consisted of 50 mM 

Hepes-NaOH (pH 7.6), 0.33mM sorbitol, 2mM EDTA, ImM MgCh, ImM MnCh, 

10 mM KCI, and 10 mM NaCI with a final chlorophyll concentration of 25 ~g ml- I
. The 

red excitation light peaking at 655 nm with an intensity of 1800 ~mol m-2 
S-I was 

obtained from six light emitting diodes. As the fluorescence signal during the fust 40 ~s 

is ascribed to artifacts due to a delay in response time of the instrument, these data were 

not included in the analyses of FI traces. 

For a quantitative analysis, FI traces corresponding to O-J, J-I and I-P rises were fitted 

with the sum of three Chapman-Richards functions, shown in eq. 2, by non linear 

regression using Sigma Plot (SSI, Richmond, California, USA) as described previously 

(31): 

F (t) = F, + 11 (1- e -ka_JI ) sa-J + A (1- e -kJ_II ) SJ_I + A (1- e -ki_pI ) SI_P 
o "'O-J J-/ /-P (2) 

where F(t) is the fluorescence at any time t, Fo is the fluorescence level at time zero, A is 

amplitude, k is the rate constant, and S is the sigmoidal factor of each phase of FI, 

respectively. 

Redox state of P700 

Photooxidation aÎld subsequent dark reduction of P700 were monitored as light-induced 

absorbance changes at 820 nm, (~A820), at room temperature, using the ED-P700DW 

dual wavelength emitter detector connected via a P AM -10 1 fluorometer (Walz, 

Effeltrich, Germany). The ED-P700DW unit detects strictly the differential absorbance 

changes at 820 nm (~A820) ascribed to the P700+ radical absorption and removes the 

plastocyanin absorbance changes (32). Photon flux density of far red (FR) light (75 ~mol 

m-2 
S-I) was obtained by passing the beam from a Filtre-Lite light source (Microview, 
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Thornhill, ON, Canada) through a RG-9 filter (Schott, Mainz, Germany). The assay 

medium contained 50 mM Hepes-NaOH (pH 7.6), 0.33 mM sorbitol, 2mM EDTA, 

1 mM MgCh, ImM MnCh, 10 mM KCI, 10 mM NaCI, and a fmal chlorophyll 

concentration of 500 ~g ml-1
• 

Thermoluminescence 

Measurements of thermoluminescence were performed using home-built equipment. The 

complete description of the design and functional aspects are described elsewhere (14, 

33). Chloroplasts or thylakoid membranes were diluted to a final chlorophyll 

concentration of 200 ~g mL- l in a medium containing 20 mM Tricine-NaOH (pH 7.8), 

400 mM sucrose, 10 mM KCI, 10 mM NaCI, and 5 mM MgCh. About 300 ~L of the 

suspension was added to the sample compartment (15 mm diameter) positioned just 

above the Peltier plate and covered with a Hellma 202-0S disc window. The sample 

chamber was closed with a holder bearing the light guide connected to the 

photomultiplier. The sequence of incubation periods and flash illumination was as 

follows. The samples were pre-incubated for 60 s at 20°C. Then the temperature was 

brought down to 2°C within 36 s and kept for 60 s. An actinic single turn-over saturating 

white flash of about 2 ~s pulse width (setting 10, XE-STC, Walz, Germany), or a 

sequence of flashes, was then applied to initiate charge separation in psu. In sorne 

experiments, the samples were pre-illuminated for 15 s with FR light to promote AG 

emission. Photon flux density of FR light (75 ~mol m-2 s-l) was obtained by passing the 

beam from a Filtre-Lite light source (Microview, Thornhill, ON, Canada) through a RG-

9 filter (Schott, Mainz, Germany). Finally, a linear warming (0.5 oC S-l) of the samples 

in total darkness activated the recombination of psu charge pairs that can be detected by 

the appearance of emission bands with characteristic temperature optima (14, 33). The 

glow curves were decomposed with asymmetric bands using Matlab software as 

previously described by Ducruet and Miranda (34) to obtain the proportion ofB and AG 

bands. 
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RESULTS 

Chlorophyll a fluorescence induction 

In order to characterize the integrity of the isolated intact chloroplasts, their fluorescence 

induction (FI) curves were compared with those of the isolated thylakoid membranes 

and intact leaves (Fig. 1). Typical O-J-I-P traces were obtained from intact chloroplast 

preparations that were similar to the ones obtained from whole leaves with three phases 

O-J, J-I and I-P, occurring in the time scale of 1, 20 and 300 ms, respective1y 15, 34). 

Noteworthy, the J-I phase of the induction is evidenced by a l step in both intact 

chloroplasts and leaves whereas, even though the J-I phase is still part of the induction, a 

c1ear l step cannot be observed in isolated thylakoid membranes unless suitable electron 

acceptors are added (35). 

The appearance of l step in both intact chloroplasts and leaves is governed by the 

reduction/oxidation kinetics of the PQ pool. It was further shown that the presence of a 

distinct l step is associated with the sigmoidal nature of the I-P rise (35, 36). The 

sigmoidal factor, S, can be determined from the decomposition of the three phases of the 

fluorescence induction by non-linear regression of eq.2 as demonstrated previously (35, 

36, see also Materials and Methods). The amplitudes and sigmoidal factors of the three 

phases of FI are presented in Table 1. It should be mentioned that sigmoidicity indicates 

how steep is the rise of a particular curve. With S = 1, the rise is exponential and 

sigmoidicity is absent while the values of S much superior to 1 suggest an S-shaped or 

sigmoidal rise of the curve. 

As seen in Table 1, the sigmoidicity is present (S > 1) mostly for the I-P phase in leaves 

and intact chloroplasts (intactness of 80%), but is absent (S = 1) in isolated thylakoid 

membranes which presented an intactness of 0% as measured with an osmotic shock 

(see Materials and Methods). The sigmoidal factor is also absent for the O-J and J-I 

phases in both isolated and intact materials. This is due to the fact that, as mentioned in 

our earlier work (31), the processes responsible for the O-J and J-I phases, i.e., the 

reduction of QA and QB quinone acceptors by PSII, respective1y, follow fust-order 
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kinetics in aIl thylakoid, intact chloroplast and leaf samples, and, thus, lead to the 

exponential rises of O-J and J-I components in both intact and isolated samples with 

S - 1 (see eq. 2). The I-P phase, however, mainly involving the reduction of PQ pool by 

PSU, follows fust-order kinetics only in the case of isolated thylakoids but exhibits a 

complex reduction kinetics in intact chloroplasts and leaves. As a result, the I-P rise in 

isolated thylakoids is exponential with SIP = 1, but in intact materials the rise is rather S­

shaped or sigmoidal in character having SIP » 1. 

By working with different percentages of chloroplast intactness, obtained by mixing 

various proportions of osmotically-shocked and intact chloroplasts, it was found that the 

sigmoidal factor of I-P phase (SIP) increased as the percentage of intactness increased 

(inset of Fig. 1), suggesting the increased complexity of oxidation/reduction kinetics of 

the PQ pool in more intact materials. From the inset of Fig. 1, the extrapolation of 

chloroplast intactness to 100% from the linear regression yield a value of sigmoidal 

factor SIP = 6.2 approaching that obtained in intact leaves. 

Photooxidation of P700 by far-red light 

The kinetics of P700 photooxidation were monitored in terms of the changes in 

absorbance at 820 nm to examine the effect of the degree of chloroplast intactness on 

PSI activity (Fig. 2A). The photooxidation kinetics of P700 during 15-s of far-red 

illumination, predominantly absorbed by PSI and resulting in the formation of P700+ 

with absorption maximum at 820 nm, proceeded in two steps. As shown in the figure, 

the initial fast phase was followed by a small dip before the steady state was reached at 

the end of the slower phase in all chloroplast samples with differing degree of intactness. 

The initial fast phase has been shown to originate from the oxidation of P700 by the 

endogenous pool of NADP+ acting as PSI acceptors (37). A more pronounced initial 

phase was observed as chloroplast intactness was increased, showing that a larger pool 

ofNADP+ acceptors is present in intact chloroplasts thereby enhancing the oxidation of 

P700. The de cline thereafter is due to a re-reduction of P700+ by electrons coming from 

the PQ pool that is maintained in reduced state by far-red light due to cyclic electron 
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transport around PSI and also this illumination can excite 10-15% of PSU centers (38). 

This decline is more intense in intact chloroplasts as cyclic PSI is more active with the 

presence of stromal components. 

Considering that the far-red light can excite about 15% of PSU centers and can 

bring about the reduction of P700+ by the electrons transferred to it by linear electron 

transport from PSU through the PQ pool, blocking of this electron transfer pathway 

results in a stronger oxidation ofP700. In addition to this reduction route ofP700+, there 

exists another reduction pathway, namely, the ferredoxin (Fd)- and NADP(H)-mediated 

cyclic electron flow to PQ pool and then to P700+. Thus, preventing this cyclic pathway 

to occur leads to an increase in P700 photooxidation. 

This is, indeed, what is observed in Fig.2B where one can note a stronger 

photooxidation of P700 in the presence of DCMU and MV. This is because DCMU 

curtails the electron flow from QA- to QB, which, in turn, stops the transfer of electrons 

from QB to the PQ pool and eventually to P700+. MV, on its part, is used as an efficient 

PSI artificial electron acceptor that prevents the recycling of electrons towards the PQ 

pool and then to P700. Thus, the combination of DCMU and MV alleviates the re­

reduction of P700+ and improves the extent of steady state oxidation of P700. This is 

demonstrated by the removal of the fast and middle phases of dark re-reduction of P700+ 

observed after switching-off far-red light in the presence of DCMU and MV (Inset of 

Fig. 2B, vide-infra). 

As the chloroplast intactness increases, the effectiveness of DCMU and MV in 

augmentation of P700 oxidation gradually decreases. This is illustrated more clearly in 

Fig. 2C, where the percent increase in P700 photooxidation, defined by the increase in 

~A820 in DCMU- and MV -treated samples relative to that in untreated samples, is plotted 

against chloroplast intactness. The decreasing effect of these additives with intactness is 

due to the increased size of the endogenous NADP+ pool available in intact chloroplasts 

which, by itself, is able to oxidize P700 efficiently, thus diminishing the impact of the 

presence of DCMU and MV. From Fig.2C, it can be extrapolated from the linear 
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regression that at 100% intact chloroplasts, the size of the NADP+ pool would be 

sufficient for the complete oxidation of the P700 population. These results stress the role 

of intactness in providing an ample supply of pool of PSI acceptors. 

In order to better appreciate the importance of NADP+ and ferredoxin-quinone 

oxidoreductase (FQR) pathways enabling the cyc1ic electron transport to occur, the re­

reduction kinetics of oxidized P700 (p700+) after termination of FR light was analyzed 

in untreated (control) and DCMU- and MV-treated chloroplasts (Fig.2B, inset). The 

dark decay in control chloroplasts can be fitted with three exponentials. The fast 

component with amplitude of 34 ±2 % and t~ of 42 ±2 ms is ascribed to the reduction of 

P700+ by PSII electrons accumulated in the PQ pool (39, 40). The middle component 

with amplitude of 24 ±1 % and t~ of 156 ±7 ms and slow component with amplitude of 

42 ±2% and t~ of 1240 ±70 ms are assigned to the reduction of P700+ by cyc1ic 

electron transport mediated by FQR and NAD(P)H dehydrogenase (Ndh), respectively, 

involved in the moderate and slow reduction of the PQ pool; Ndh is localized in the 

stroma lamellae proximal to PSI (41-43). 

In intact chloroplasts treated with DCMU and MV, only a slow mono-exponential 

decay of P700+ in the dark with a tYz of 8940 ±240 ms is, however, observed. The fast 

and middle components were suppressed by DCMU and MV, respectively. This explains 

why an increase in the photooxidation of P700 was observed in the presence of DCMU 

and MV (Fig. 2B) since they cut down the two main reduction routes (fast and middle) 

by which the amount of oxidized P700 could be re-reduced. The remaining component 

(slow phase) does not seem to be affected by these additives. This decay, as in control 

chloroplasts, is due to the reduction of P700+ via NAD(p)H dehydrogenase (Ndh) 

pathway. Thus, a pool of stromal reductants remains available for this slow reaction. 

Thermoluminescence 

The TL glow curves for isolated thylakoid membranes, chloroplasts and spinach leaf 

following two single turn-over white flashes, are displayed in Fig. 3 (upper panel). The 
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TL signal from spinach leaves consisted of a maxImum located at about 42°C, 

characteristic of the AG band appearing in the vicinity of 40-50°C. As mentioned, this 

band is related to recombination of S2/S3QB- charge pairs formed from the back electron 

transfer from stromal reductants towards PSII centers initially in S2/S3QB states. A 

shoulder at around 20°C representing the B band that originates from the recombination 

of S2/S3QB - charge pairs produced by the process of linear electron transport from PSII 

was also found as has usually been observed in plant leaves (15, 16,23). The glow curve 

ofthylakoid membranes, however, provided a well-defmed single band with a maximum 

at 33°C, coinciding with the temperature optimum (30-40°C) for B band in this type of 

material (14). The AG band was absent in thylakoid membranes. 

In chloroplasts (80% intactness, unless otherwise stated), the emISSlOn was clearly 

different from the glow curve of thylakoid membranes, but resembled somewhat that for 

the leaves. It was characterized by a broad band with a maximum at about 42°C, 

coinciding with the usual position of the AG band in leaves. However, both the 

thylakoid membranes and intact chloroplasts when incubated in a solution of 50 /lM 

DCMU, known to block the electron flow beyond QA, presented quasi-identical glow 

curves (Q band) with a single maximum at 17°C, corresponding to the S2/QA- charge 

recombination (Fig. 3, lower panel). The reason for the absence of either B or AG band 

is that since DCMU stops the electron flow past QA, the formation of QB - and state S3 is 

not realized. As a result, the luminescent charge pairs S2/S3QB-, responsible for both B 

and AG bands, although, produced differently, are not present. 

The broad thermoluminescence band of chloroplasts with various degree of intactness 

could be decomposed into two components with emission peaks at 29-35 and 42°C, 

attributed, respectively, to B and AG bands (Fig. 4). This attribution is in agreement 

with the previous assignment of two components with glow peaks at similar 

temperatures in leaves (23). The amplitude and area of each component were determined 

for various preparations with different proportions of intact chloroplasts. The component 

attributed to B band decreased whereas the second component attributed to AG band 

increased as the percentage of chloroplast intactness augmented (Fig. 5). The increasing 
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chloroplast intactness renders the availability of stromal reductants in greater and greater 

amounts, giving rise to a stronger influx of electrons via cyclic electron transport from 

stroma reductants to PSII centers. This produces a large number of AG luminescent, 

S2/S3QB- , charge pairs, which otherwise were present in non-recombining S2/S3QB 

state, thereby resulting in an intense or stronger AG emission band. The results in Fig. 5 

thus suggest that the stromal content of the chloroplast, and, hence, its intactness, is 

required to obtain the AG band, as the thylakoids devoid of stroma and with zero 

intactness do not show any AG band. With 80% intact chloroplasts, as seen in Fig. 5, the 

AGIB ratio calculated from the linear regressions was 1.58. An extrapolation to 100% 

intact chloroplasts yielded an AGIB ratio of 3.41. 

The chloroplasts AG band was further characterized to confirm if its properties bore 

resemblance to those of the AG band in leaves. The area of AG band was calculated for 

various numbers of pre-flashes and the results are presented in Fig. 6. From previous 

data obtained with plant leaves, a maximum is expected after two flashes and a 

minimum after 4 flashes, illustrating a period-four oscillation pattern (23, 24). Exactly 

same behaviour, i.e., a period-four oscillation pattern, has been observed for intact 

chloroplasts in the present study (Fig. 6). 

In Fig. 7, the emission from thylakoid membranes is compared with the glow curve of 

intact chloroplasts in the presence of 5 flM antimycin A (AA), an inhibitor of electron 

donation from stromal donors to the PQ pool through the cyclic FQR pathway (44). 

Strikingly, the afterglow component at 48°C completely disappeared, and the spectrum 

?,om chloroplasts with AA was very close to that obtained with thylakoids where only B 

band can be observed. This result highlights the importance of stromal reductants and 

the process of cyclic electron transport for the generation of AG band. The glow curve 

obtained from chloroplasts pre-illuminated with far-red light rather than with white 

flashes, is also shown in the figure. A broad band, similar to that seen in chloroplasts 

pre-illuminated with white flashes (Fig. 3) is observed. Once again, after deconvolution, 

this broad band resulted in two components, i.e., B and AG bands. The AG/B ratio of 

1.98 in chloroplasts (80% intactness) preilluminated with far-red light is slightly higher 

compared to that (1.58) obtained with two white flashes. 
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DISCUSSION 

In the present study, it is shown that AG thermoluminescence can be observed in intact 

chloroplasts. Further, the phenomena of AG thermoluminescence along with re­

reduction of P700+ in the dark, points to the participation of cyclic electron transport in 

intact chloroplasts brought about by the presence of PSI acceptor pool/stromal 

reductants. These features, it should be stated, are observed only in intact chloroplasts 

and intact leaves but not in isolated thylakoid membranes. This, thus, emphasizes the 

importance of the intactness in materials which helps preserve the stromal content while 

it is lost in thylakoids during the isolation procedure. 

The intact chloroplasts used in the present study share similar chlorophyll fluorescence 

properties as whole leaves. This is evidenced by their similar triphasic FI curves and by 

a sigmoidal factor, Sr-p, of the I-P phase, »1. In contrast, in isolated thylakoid 

membranes with zero intactness, the I-P phase lacked sigmoidicity. The I-P phase is 

mainly related to the photoreduction of the plastoquinone pool by PSII. This reduction 

process, as mentioned before, follows a frrst-order kinetics in isolated thylakoids, 

resulting in an exponential or non-sigmoidal rise of I-P phase with Sr-p = 1 (eq.2 and 

Table 1). However, in intact chloroplasts or leaves that contain PSI electron acceptors, 

i.e., the oxidized Fd and NADP+, the reduction of PQ pool is complicated by its 

concurrent re-oxidation by P700+, and, therefore, is not a frrst order process. The cyclic 

electron flow via FQR and NADPH dehydrogenase (Ndh) routes may also influence the 

kinetics of PQ reduction in intact materials. Consequently, the I-P rise in intact 

chloroplasts and leaves is not exponential but is rather S-shaped or sigmoidal with 

SIP» 1. The sigmoidicity in chloroplasts could thus serve as an indicator of their 

intactness. It also reveals the presence of a pool of PSI acceptors, and, as such, 

represents the fmgerprint of PSI activity on FI (31). 

The photooxidation kinetics of P700 observed under far-red illumination was also 

influenced by the presence of the pool of PSI acceptors (oxidized ferredoxin and/or 

NADPl in significant amount in intact chloroplasts. This was shown by the minimal 

increase of P700 photooxidation with the addition of DCMU and MV compared to the 
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control (Fig. 2B). This is due to fact that in intact chloroplasts the endogenous acceptors 

were already present in sufficient quantity to insure almost complete photooxidation of 

P700 without requiring any further addition of exogenous acceptors. 

During far-red illumination, P700 is oxidized and the stromal acceptors are reduced. In 

the following dark period, the reduced acceptors are responsible for the re-reduction of 

oxidized P700 through cyclic pathways involving the reduction of the PQ pool by 

ferredoxin-quinone oxidoreductase (FQR) and NAD(P)H dehydrogenase (Ndh) 

(Fig. 2B, inset) (45). Thus, the presence of stromal reductants, as a result of the 

intactness of chloroplast, plays an important role in the re-reduction kinetics of oxidized 

P700. 

The same intactness also plays a key role in the generation of AG luminescence in 

chloroplasts. AG luminescence, as mentioned before, is related to the temperature­

assisted back electron flow from stromal reductants to PSII centers to produce charge 

recombining AG luminescent S2/S3QB- pairs which were initially present in non­

recombining S2/S3QB state. The intactness secures the presence of stromal acceptors in 

abundance, and enables the cyclic electron transport activity of PSI to come into play. 

This is seen in Fig. 5 where one can note that in chloroplast with zero intactness, there is 

no AG luminescence; however, as the intactness, or in other words, as the size of the PSI 

acceptor pool increases, the intensity of AG band also increases, even surpassing the 

intensity of B band. The role of intactness, and hence, of stromal acceptors is further 

supported by the complete absence of afterglow emission in thylakoids (Fig. 3- upper 

pannel and Fig. 7) in which stromal components have been lost during the isolation 

procedure. The presence of a pool of stromal acceptors in chloroplasts is, therefore, 

mandatory for the occurrence of an AG band. As seen in Fig. 7, far-red illumination 

promotes the reduction of this pool and leads to AG emission. As such, the formation of 

reduced species responsible for AG thermoluminescence and dark re-reduction of P700 

share a common pathway of electron transfer through cyclic PSI electron flow. 
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The observed chloroplasts AG band presented similar properties as in leaves, for 

example, (i) its period-four oscillation, (ii) induction by far-red light, and, (iii) inhibition 

by antimycin A. Further, its maximum at about 42°C also coincides with the maximum 

of emission observed in leaves (Fig. 3) (11), and is consistent with the enhancement of 

PSI cyclic electron flow above 40°C (38). 

As described above, the recycling of electrons from stromal donors to PQ pool, leading 

to the AG emission, can occur via two pathways, the FQR-mediated cyclic electron 

transport and the slow Ndh-mediated route. However, depending upon the species, the 

relative contribution of each pathway may differ. For example, it has been shown by 

Havaux et al. (26) that while FQR plays a major role in tobacco leaves, it had only a 

very minor role in Arabidopsis leaves. In the present study with spinach chloroplasts, as 

shown in Fig. 7, the total disappearance of AG band in chloroplasts treated with 

antimycin A, an inhibitor of electron donation via FQR pathway, suggests that the FQR­

mediated cyclic electron transport is a dominant pathway in giving rise to the AG 

emission in spinach chloroplasts. 

Knowing that AG luminescence can occur only when the PSII centers are initially in 

S2/S3QB state, and a B band can be obtained with PSII centers in S2/S3QB- state, Ducrnet 

et al. (23) calculated the theoretical values of the ratio of AGIB bands in samples pre­

illuminated with two single turn-over flashes and with far-red light. They found a ratio 

of 5.1 for the former while a ratio of 2 was obtained for the latter. A ratio of 1.98 was 

obtained in the present study with 80% intact chloroplasts exposed to far-red light, 

which is quite close to the predicted value of 2. However, an AGIB ratio of 3.41 was 

obtained for pre-illuminated chloroplasts with two single turn-over flashes for intactness 

extrapolated to 100% (Fig. 5), which is rather inferior to the predicted value of 5.1. 

Similar low values have also been reported for the leaves (25). It was tentatively 

proposed that misses in the advancement of the S-states of the OEC could explain this 

discrepancy as they modify the population of centers in the S2/S3QB state (25). 

However, there is no evidence of increased misses in our oscillation pattern shown in 

Fig. 6. 
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Afterglow thermoluminescence has been shown to be an interesting probe to study 

various stress conditions in leaves under in vivo conditions and to pro vide early 

indication of changes in the electron transport status (24, 25, 46, 47). It can also be used 

to monitor cyclic PSI electron flow (25, 26). However, it is often difficult to infiltrate 

inhibitors or specific chernicals in leaves. Various leaf species may respond differently 

to added inhibitors as reported before (26). This is not always clear if this is due to the 

different leaf structure or different chloroplasts physiology. The exact concentration of 

additives at the thylakoid level is not known in leaves. The use of chloroplasts to study 

the various properties of the afterglow band and its relationship with PSI electron 

transport is of special interest as the chloroplasts retain their endogenous stromal content 

and can be readily treated with known concentrations of various additives. The 

chloroplasts can, thus, serve as an excellent in-vitro model to perform various 

photosynthetic studies. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Typical traces of chlorophyll a fluorescence rise in spinach leaves, intact 

chloroplasts and isolated thylakoid membranes. Intact chloroplast and thylakoid 

membranes were isolated from spinach leaves. The traces were normalized at Fo. Insert: 

variation of I-P sigmoidal factor, SI-P, as a function of chloroplast intactness. See 

Materials and Methods for details. 

Figure 2. Original traces of far-red light-induced oxidation kinetics of P700 monitored 

as absorbance changes at 820nm: (A) in chloroplasts with different percentages of 

intactness indicated by the number adjacent to traces, (B) same as A but in the presence 

of 50 JlM DCMU and 25 JlM MV, (C) Relationship between M820 (absorbance 

amplitude changes at 820nm) increase (%) versus chloroplasts intactness; M820 

increase (%) = [(M820 in the presence ofDCMU and MV - M820 ofCtrl)/ M820 in 

the presence of DCMU and MV] x 100%. 

Insert: photooxidation and dark re-reduction kinetics ln intact chloroplasts without 

additive (Ctrl) or in the presence of 50JlM DCMU and 25 JlM MV. The up and down 

arrows represent FR-light on and off, respectively. 

Figure 3. Upper panel: Thermoluminescence spectra of spinach leaves, chloroplasts and 

thylakoid membranes. Lower panel: Thermoluminescence spectra of intact chloroplasts 

and thylakoid membranes obtained in the presence of 50JlM DCMU. See Materials and 

Methods for details. 

Figure 4. Decomposition of the glow curve of chloroplasts with various degree of 

intactness into B and AG bands. See details in materials and Methods. 

Figure 5. The relative area of B and AG bands versus chloroplast intactness (ra) 

calculated from Fig. 4. 

Figure 6. Afterglow band area in intact chloroplasts as a function of various pre­

illumination flash numbers. 
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Figure 7. Thermoluminescence glow curves in intact chloroplasts in the absence or 

presence of51lM antimycin A (AA) obtained with 15-s pre-exposure to far-red light. The 

glow curve of thylakoid membranes (pre-illuminated with 2 single tum-over white 

flashes) is also included for comparison. 
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Table 1 

Amplitude (A) and sigmoidal factor (8) of the three phases of chorophyll fluorescence 

induction in different samples 

8amples Phases 

O-J J-1 1-P 

A 8 A 8 A 8 

Leaf 48 ± 4 1.2 ± 0.1 34± 3 1.1± 0.1 18 ± 2 7.8 ± 0.9 

Chloroplasts 32± 3 1.42 ± 0.08 51 ± 4 1 16± 2 5.2 ± 0.6 

(80% intact) 

Thylakoids 46±4 1.1±O.1 27± 3 1 26± 3 1 
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Figure 4 
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CHAPITRE V 

RÉSULTATS ET DISCUSSIONS 

Le présent chapitre comprend les analyses qui ont été effectuées à l'aide des résultats 

supplémentaires que nous avons obtenus en laboratoire lors de notre projet et ne font pas 

partie de l'article publié. Ce chapitre est divisé en deux sections principales qui traiteront 

successivement l'optimisation du procédé d'isolation des chloroplastes intacts ainsi que 

l'étude du rôle spécifique du DBMIB dans le transport d'électrons au sein de l'appareil 

photo synthétique. 

5.1 L'optimisation du procédé d'isolation des chloroplastes intacts 

Avant de discuter des résultats expérimentaux, nous allons tout d'abord analyser les 

performances de l'intégrité des chloroplastes que nous avons obtenus. En effet, pour une 

extrapolation des conclusions d'une étude in vitro vers une étude in vivo, il est important 

que les organelles étudiées soient similaires dans les deux conditions. Par exemple, si 

nous voulons étudier l'effet d'un stress sur les chloroplastes des feuilles, il sera plus 

adéquat de travailler dans des conditions in vitro afin de mieux maîtriser tous les 

paramètres (ajout des différents additifs chimiques, inorganiques ... , etc.). La 

transposition des conclusions de cette étude in vitro vers l'in vivo n'est possible que si 

l'intégrité des chloroplastes est la même dans les deux conditions. C'est la raison pour 

laquelle la première partie de notre projet a porté sur l'optimisation du degré d'intégrité 

des chloroplastes isolés des épinards. 

Il convient de dire que David Joly est le premier à travailler dans notre laboratoire sur 

des chloroplastes intacts, avec un rendement d'intégrité des chloroplastes qui était de 

70 ± 1 %. Donc, notre objectif était d'améliorer ce rendement. Pour ce faire, j'ai dû 

optimiser différents paramètres lors de plusieurs expériences et tests. 
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Cmtrifugation ! Centrifugation 2 

• 

Figure 5.1: Schéma des différentes étapes lors d'isolation des chloroplastes. 

Le premier paramètre lors de l'étape 1 (figure 5.1) était lors du broyage des épinards. 

J'ai compris que travailler avec un mixeur à une vitesse supérieure provoque une 

détérioration des chloroplastes et par ce fait, diminue le rendement d'intégrité. Donc, j'ai 

optimisé cette étape en travaillant avec une vitesse moyenne « touche Mix » et de ne pas 

utiliser « touche purée ». 

Un autre paramètre, c'est le temps de travail durant la première étape. Plus la durée est 

longue plus il va y avoir des dommages aux chloroplastes, cela est dû au tampon 1 qui 

provoque un choc osmotique. Donc, j ' ai pu savoir qu'un temps maximum de travail à la 

première étape ne doit pas dépasser 1 minute. L'autre paramètre au niveau de la 

première étape est la vitesse de centrifugation qui était 750 g, je l' ai augmentée à 850 g. 

L'augmentation de la vitesse de centrifugation permet la récupération d'un maximum 

possible de chloroplastes intacts de notre surnageant. 

Au niveau de la deuxième étape (figure 5.1), on a optimisé deux paramètres: la vitesse 

de centrifugation ainsi que les composants du tampon 2. Pour ce qui est de la vitesse de 
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centrifugeuse, elle a été augmentée du 750 à 850 g. Alors, pour ce qui est du tampon 

utilisé on a augmenté la concentration de sorbitol de 0.33 M à 0.50 M (tableau 5.1). La 

concentration de sorbitol est primordiale, car elle permet d'éviter le choc osmotique des 

chloroplastes intacts lors d'isolation dû à la différence de concentration entre la quantité 

de sucre présent à l'intérieur et à l'extérieur des chloroplastes. 

Un autre facteur très important a pu être vérifié soit le matériel utilisé pour l'isolation. 

Les feuilles des épinards donnent un très bon rendement comparativement aux feuilles 

du pois. Cette différence s'explique par la fragilité de la feuille du pois comparativement 

à celle des épinards. La feuille de pois se détériore plus rapidement si on utilise une 

vitesse de centrifugation élevée. Cette hypothèse a été vérifiée en changeant la vitesse de 

centrifugeuse à la baisse pour les pois (700 g) dans les deux étapes, cela s'est traduit par 

une amélioration du rendement d'intégrité. 

Finalement, pour avoir un bon rendement d'intégrité des chloroplastes, il faut tenir 

compte des différents paramètres lors de l'isolation à savoir: le choix de matériels, la 

vitesse de centrifugation qui doit dépendre du genre de feuilles utilisées, le temps entre 

les deux étapes d'isolation et l'utilisation des tampons qui doivent être fraichement 

préparés. 
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Tableau 5.1 

Paramètre d'isolation à 70 et 80 d'intégrité pour les chloroplastes intacts 

Concentration finale Concentration finale 
Tampon Composants 

Rendement 70 ± 1 % Rendement 80 ± 2 % 

A Hepes -NaOH pH 6.9 5 OmM 50mM (pH =7.2) 

Sorbitol 0.33mM 0.33mM 

EDTA 2mM 2mM 

MnCh 1mM 1mM 

MgCh 1mM 1mM 

Centrifugeuse 750 g 850g 

B Hepes -NaOH pH 7.6 5 OmM 5 OmM 

Sorbitol 0.33mM 0.50mM 

EDTA 2mM 2mM 

MnCh 1mM 1mM 

MgCh 1mM 1mM 

KCI 1 OmM 1 OmM 

NaCI 1 OmM 1 OmM 

Centrifugeuse 750g 850g 

5.2 Étude du rôle du DBMIB dans le transport d'électrons 

Dibromothymoquinone (DBMIB) ou 2,5-dibromo-3-isopropyl-6-methylbenzoquinone, 

est une quinone artificielle de poids moléculaire 321.993 g mor l
, avec une température 

de fusion de 70-72°C. Cette molécule est largement utilisée pour étudier le transport 

d'électrons dans l'appareil photo synthétique (Trebst et al. 1970; Trebst, 2007; Bukhov et 

al. 2003; Rajagopal et al. 2003). 
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o 

o 

Figure 5.2: Structure chimique du DBMffi 

Le DBMIB a été introduit par Draber et al. (1970) comme un antagoniste de la 

plastoquinone dans les plantes vertes, bloquant le flux d'électrons entre les deux 

photosystèmes (II et 1). Le même auteur (Trebst, 1974) a montré l'inhibition par le 

DBMIB du transfert cyclique d'électrons autour du PS 1 de la même manière que le 

transfert linéaire d'électrons au niveau du site Qo du complexe cytochrome b6/f. Plus 

tard, on a montré que le DBMIB inhibe le transport des électrons dans les mitochondries 

(poole et Haddock, 1975) et Escherichia coli (Loschen et Azzi, 1974) en inhibant les 

fonctions dans les deux systèmes d'ubiquinone. Huber et Edwards (1975) ont suggéré 

une sensibilité du DBMIB au flux d' électron cyclique et linéaire après la PQ. Sun et 

Crane (1976) ont montré que l'inhibition par le DBMIB chez E. coli pourrait être 

inversée par l'addition d'ubiquinone. Baltscheffsky (1974) est le premier à confmner un 

effet inhibiteur du DBMm chez les bactéries. En utilisant de faibles concentrations de 

DBMIB, il a signalé une forte inhibition de la photophosphorylation et du transport 

d'électrons. Le site d'inhibition du transport d'électrons a été considéré comme entre les 

cytochromes b et C2, dans la voie de transport cyclique d'électrons de R. rubrum. 

Récemment, Roberts et al. (2004) ont montré que l'orientation du complexe fer/ soufre 

dans la protéine est affectée par le DBMIB. D'autre part, il a été confmné que le 

DBMIB quench la fluorescence au niveau du PSI (Rajagopal et al. 2003), ainsi qu'au 

niveau du PSII (Bukhov et al. 2003). 
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Le DBMIB sera un outil extrêmement utile pour sonder l'implication des benzoquinones 

dans les réactions photochimiques de la photosynthèse. Pour ce faire, nous allons 

effectuer des mesures de thermoluminescence avec deux éclairs sur des échantillons de 

chloroplastes intacts et de thylakoïdes, avec et sans la présence de différentes 

concentrations de DBMIB, ainsi que de la fluorescence à température ambiante pour des 

chloroplastes intacts. Rappelons que deux éclairs nous permettent d'avoir un maximum 

d'intensité de thermoluminescence. Ils amènent la majorité des centres réactionnels 

luminescents dans l'état S2/S3QB et S2/S3QB- qui favorise les deux bandes AG et B 

présentes dans les chloroplastes intacts (Ducrnet, 1992). 

5.2.1 Effet du DBMIB sur les bandes AG et B de thermoluminescence 

Les courbes d'émission de TL pour les chloroplastes intacts sans traitement (Ctrl) et 

celles traitées avec du DBMIB sont effectuées avec deux flashs saturants. Le signal de 

TL pour les chloroplastes intacts (figure 5.3, Ctrl) se composait d'un maximum 

d'émission situé à une température maximale de 41.4 oC, caractéristique de la bande 

AG, qui correspondait avec une température maximale théorique entre 40-50 oC 

(Ducrnet, 2003). Cette bande est liée à la recombinaison des paires de charges des états 

S2/S3QB- formée par le transfert d'électrons à partir des réducteurs du stroma vers les 

accepteurs du centre du PSU, à partir des états S2/S3QB (Ducrnet, 2003; Ducrnet et al. 

2005). La bande de thermoluminescence de chloroplaste intact a été décomposée en 

deux composantes de 39 % et 61 %, avec des pics d'émission à 32 et 44 oC attribués, 

respectivement aux bandes B et AG. Ce qui nous a donné un ratio AGIB de 1.56. Ce 

résultat est en concordance avec des résultats antérieurs (Ducrnet et al. 2005). 

Au cours de traitement avec les différentes concentrations de DBMIB, l'intensité de 

fluorescence diminue avec un léger déplacement du maximum d'émission vers des 

températures plus élevées, de 41.4 oC à 44 oC (figure 5.3 trace 20 JlM). L'inhibition est 

d'autant plus forte que la concentration en DBMIB augmente. La figure 5.3 révèle 

également que le positionnement des pics de la température maximale des bandes AG et 

B dépend de la concentration de DBMIB ajouté. En présence de 20 JlM de DBMIB, la 
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bande B a été probablement complètement supprimée, cela explique le décalage du reste 

de la bande AG vers une température plus élevée. 

Le changement du ratio des populations initiales So :Sl et QB-: QB après deux flashs 

provoque un effet sur les côtés donneur et accepteur qui se traduit par les états de 

recombinaison des charges: S2QB, S3QB, S2QB-, S3QB- (Ducruet et al. 2005). Cette 

situation est favorable pour les deux bandes B et AG à titre égal (50 % -50 %) avec un 

ratio 1 : 1. De cela, nous pouvons confirmer que le DBMIB quench la fluorescence au 

niveau de la bande B plus que celle de la bande AG, vu que la bande B disparaît plus 

rapidement que la bande AG. Par contre, on observe qu'à forte concentration en DBMIB 

toutes les courbes tendent vers une suppression complète. 
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Figure 5.3: Évolution des bandes AG et B présentes dans les chloroplastes intacts en 
absence (Ctrl) et en présence de 0.1, 2, 5, 10 et 20~M de DBMIB. 
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5.2.1.1 La constante de Stern-Volmer pour les bandes AG et B de 
thermoluminescence 

Le quenching suit la relation de Stem-Volmer Fo / F = 1 + Ksv [Q] où Fo et F sont les 

émissions de fluorescence chlorophyllienne en absence et en présence du DBMIB 

respectivement, Ksv est la constante Stem-Volmer, et [Q] est la concentration de la 

quinone DBMIB. La courbe de tendance dans l' intervalle de concentration étudiée (0.1 

au 20 !lM) est linéaire avec un coefficient de corrélation de 0.98. La pente a donné une 

valeur de Ksv de 1,03 x lOsM-1• Ce résultat obtenu est similaire à des études faites 

auparavant et qui ont donné des valeurs de même ordre de grandeur pour le PSI et PSU 

(Bukhov et al. 2003; Rajagopal et al. 2003). 

3.5 

T = 41.4°C 

3.0 Bandes B+ AG 
R2= 0.98 
K = 1.03 x 105M 

u. 2.5 

-... 
0 

U. 
2.0 

1.5 

1.0 I....-___ ......... ___ --L. ____ .l.....-___ ........... ___ --' 
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Figure 5.4: Variation du rapport d' intensité de fluorescence en fonction de la 
concentration en DBMIB dans des chloroplastes intacts (bandes B et AG) 
par thermoluminescence. 
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5.2.2 Effet du DBMIB sur la bande B de thermoluminescence 

La figure 5.5 montre les courbes de TL des thylakoïdes isolées des épinards sans 

traitement (Ctrl) ainsi qu'en présence de différentes concentrations de DBMIB. La 

courbe de TL (Ctrl) montre un maximum d'émission d'intensité luminescente avec un 

pic d'une température maximale de 38 oC qui coïncide avec la température optimale 

(30-40 OC) pour la bande B dans ce type de matériel (Ducruet, 2003). Cette dernière 

provient de la recombinaison de charges des états S2/ S3QB- produites par le processus de 

transport linéaire d'électrons au niveau du PSU (Ducruet et al. 2005). 

La figure 5.5 révèle également que le rendement de l'intensité de la bande B et sa 

température maximale sont dépendants de la concentration du DBMIB ajoutée. En 

présence de 1 0 ~M de DBMIB, la bande B a perdu 65 % de sa fluorescence totale avec 

un décalage vers le bas de la température maximale (38 oC à 36 OC), comparativement 

aux chloroplastes intacts qui ont perdu, après 1 0 ~M DBMIB, 65 % de la fluorescence 

totale de la courbe. Cela explique le décalage de la température de la bande des 

chloroplastes intacts vers une température supérieure qui est due à la suppression de la 

bande B après ajout de 20 ~M de DBMIB. Donc, il ne reste que la bande AG avec une 

température maximale supérieure à celle de la bande B. 
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Figure 5.5: Évolution de la bande B présente dans les thylakoïdes en absence (Ctrl) 
et en présence de 0.1, 1, 2, 5 et lOIlM de DBMIB. 

5.2.2.1 La constante de Stern-Volmer pour la bande B de thermoluminescence 

La figure 5.6 montre la courbe de variation du rapport d'intensité de fluorescence en 

fonction de la concentration en DBMIB pour la bande B. La courbe de tendance dans 

l'intervalle de concentration étudiée (0.1 à lOIlM) est linéaire avec un coefficient de 

corrélation de 0.98. La pente a donné une valeur de Ksv de 1,54 x 105M-1 pour la 

bande B, supérieure à celle des bandes AG +B des chloroplastes intacts. Ce résultat 

obtenu est en accord avec l'hypothèse qu'on a supposée auparavant, le DBMIB quench 

plus la bande B que la bande AG. Les valeurs de la constante de Stern-Volmer 

confirment que le DBMIB quench plus la fluorescence au niveau des thylakoïdes qu'au 

niveau des chloroplastes intacts. Ceci peut être expliqué par la nature de chaque 
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membrane. Les thylakoïdes sont exposés directement au DBMIB et, par ce fait, ils sont 

plus affectés par les réactions du DBMIB, comparativement aux chloroplastes intacts qui 

ont une double membrane qui limite possiblement l ' accès du DBMIB à l' intérieur des 

chloroplastes pour réagir avec différents sites. 
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Figure 5.6: Variation du rapport d'intensité de fluorescence en fonction de la 
concentration en DBMIB dans des thylacoïdes (bande B). 

5.2.3 Effet du DBMIB sur la bande Q de thermoluminescence 

Pour identifier le site d'action de DBMIB dans la chaîne de transport linéaire d'électrons, 

les courbes de TL ont été enregistrées après deux simples flashs saturants. La présence 

de 50 )lM de DeMU, inhibiteur de transport d ' électrons entre les quinones QA et QB, se 
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traduit par la suppression de la bande B pour les thylakoïdes et les bandes B et AG pour 

les feuilles (Ducruet et al. 2005) et les chloroplastes intacts (ce travail). 

La suppression des bandes B et AG s'accompagnent par l'apparition de la bande Q avec 

une température maximale de 16 oC, correspondant à la recombinaison de charges S2QA­

(Vassiliev et al. 2001). L'inhibition du flux d'électrons entre QA et QB empêche la 

réalisation des états S3 etbloque l'arrivée des électrons de la quinone secondaire QB qui 

sont responsables des recombinaisons des charges S3QB et S3QB- ainsi que S2QB et S3QB-. 

La figure 5.7 montre les courbes de TL des chloroplastes intacts isolés des épinards sans 

traitement ainsi que ceux traités avec différentes concentrations de DBMIB. La courbe 

de TL (Chloroplastes +DCMU) montre un maximum d'émission d'intensité 

luminescente avec un pic d'une température maximale de 16 oC qui coïncide avec la 

température optimale (10-20 OC) pour la bande Q dans ce type de matériel (Ducruet et 

al. 2005). Une diminution progressive de la bande Q a été observée lorsque la 

concentration de DBMIB a été augmentée, avec 10/lM de DBMIB l'intensité de la 

bande Q a été réduite de 34 %. 

La comparaison entre les trois bandes B, AG et Q nous permet de conclure que le 

DBMIB quench moins fort la bande Q que les bandes B et AG. Cela s'explique par le 

fait que l'action au niveau de la bande Q se fait juste au niveau d'un seul site (QA). Par 

contre, pour la bande AG, les sites d'action du DBMIB sont multiples (Cyt b6f, PSI) 

donc l'effet du quenching est plus efficace. Pour ce qui est de la bande B, le quenching 

est plus important par rapport à la bande AG, cela est dû probablement au fait que les 

chloroplastes intacts ont des doubles membranes qui limitent un peu l'effet du DBMIB, 

comparativement aux thylakoïdes qui sont dans le liquide et donc facile d'accès. 
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Figure 5.7: Évolution de la bande Q présente dans les chloroplastes intacts en absence 
(chloroplastes + DeMU) et en présence de 0.1, 0.5, 10 et 20 !lM de 
DBMIB. 

5.2.3.1 La constante de Stern-Volmer pour la bande Q de thermoluminescence 

La figure 5.8 montre la courbe de variation du rapport d'intensité de fluorescence en 

fonction de la concentration en DBMIB pour la bande Q. La courbe de tendance dans 

l'intervalle de concentration étudié (0.1 au 20 !lM) est linéaire avec un coefficient de 

corrélation de 0.98. La pente a donné une valeur de Ksv de 4,41 x 104 M-1 pour la bande 

Q, inférieure à celle des bandes AG et B des chloroplastes intacts (Ksv = 1,03 x 105 M-1
) 
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et de la bande B dans les thylakoïdes (Ksv = 1,54 x 105 M-1
). Ce résultat obtenu est en 

accord avec l'hypothèse qu'on a supposée auparavant, que le DBMIB quench plus la 

bande B que la bande AG, et par ce fait, on confirme qu'effectivement la constante de 

Stern-Volmer de la bande B est un peu supérieure à celle de la bande AG. La différence 

du degré de quenching du DBMIB montre une restriction différente dans différents 

endroits de l'appareil photo synthétique. 
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Figure 5.8: Variation du rapport d'intensité de fluorescence en fonction de la 
concentration en DBMIB dans des chloroplastes intacts traités avec 
DCMU (bande Q). 



101 

5.2.4 Effet du DBMIB sur les chloroplastes intacts par fluorescence 

L'effet de la quinone DBMIB sur les propriétés photochimiques des membranes 

photo synthétiques a été étudié dans des membranes isolées de chloroplastes intacts. La -

figure 5.9 montre le spectre de fluorescence mesuré à la température ambiante chez les 

chloroplastes intacts en l'absence et en présence de différentes concentrations (0,1 à 

20 ~M) de DBMIB à une longueur d'onde d' excitation de 436 nm. La courbe mesurée 

dans l' échantillon non traité a montré un pic maximal à 689 nm avec un épaulement à 

725 nm, caractéristique d'émission de fluorescence pour ce type de matériels (Rajagopal 

et al. 2003). 

La variation relative de l'intensité de fluorescence mesurée au maximum de chaque 

bande vibronique est la même. L'inhibition est d'autant plus forte que la concentration en 

DBMIB augmente, les chloroplastes intacts sont efficaces pour éteindre cette 

fluorescence. On observe qu'à forte concentration en DBMIB toutes les courbes tendent 

vers une valeur résiduelle très faible du rapport FlFo. Les spectres d'excitation de 

fluorescence sont identiques lorsque l'on observe la fluorescence du côté des faibles 

longueurs d'onde (689 nm) ou du côté d'épaulement (725 nm) du spectre d'émission, 

aucun déplacement du spectre d'excitation n'est observé. Néanmoins, aux très fortes 

concentrations en DBMIB, la fluorescence totale du complexe devient pratiquement 

nulle. 

La fluorescence des chloroplastes intacts décroît linéairement avec la température. Cette 

décroissance du rendement quantique de fluorescence en fonction de la température est 

attribuée à une augmentation de la constante de désactivation non radiative. La valeur 

élevée de la constante de Stem-Volmer confirme bien que le DBMIB est un très bon 

quencheur de fluorescence au niveau des bandes B et AG. 
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Figure 5.9: Spectres d'émission de fluorescence mesurée dans des chloroplastes 
intacts en l'absence d'additif (Chlor) ou en présence de 0.1,0.2,0.3,0.5,2, 
5, 10 et 20 !-lM de DBMIB. 

5.2.4.1 La constante de Stern-Volmer pour la fluorescence 

La figure 5.10 montre la courbe de variation du rapport d'intensité de fluorescence en 

fonction de la concentration en DBMIB à température ambiante. La courbe de tendance 

dans l'intervalle de concentration étudiée (0.1 à 20 !-lM) est linéaire avec un coefficient 

de corrélation de 0.99. La pente a donné une valeur de Ksv de 7.38 x 105 M-1 pour les 

chloroplastes intacts. Comparativement à une valeur de la constante de Stem-Volmer de 

1.03 x 105 M-1avec thermoluminescence pour le même matériel (bandes AG et B), on 

constate une augmentation avec la fluorescence à température ambiante. Cela s'explique 

par la différence de température. Pour la thermoluminescence on a calculé Ksv à 

41.4 oC, par contre, pour la fluorescence, c'était à température de la pièce. 
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Figure 5.10: Variation du rapport d' intensité de fluorescence en fonction de la 
concentration en DBMIB dans des chloroplastes intacts par fluorescence. 



CHAPITRE VI 

CONCLUSIONS GÉNÉRALES 

6.1 Conclusion 

L'objectif général de ce mémoire portait sur l'étude de la thermoluminescence comme 

principal outil d'investigation des mécanismes de transfert d'électrons dans des 

chloroplastes intacts. Puisque la thermoluminescence donne des indications sur le 

fonctionnement de l'appareil photosynthétique, cette méthode peut être utilisée comme 

indicateur de l'état physiologique de l'organisme végétal. Notre travail contribue à 

l'avancement des connaissances en abordant: les mécanismes du transport cyclique 

d'électrons photo synthétiques à travers la bande AG de thermoluminescence et les effets 

du DBMIB sur les aspects fonctionnels du PSU dans des chloroplastes intacts et des 

thylakoïdes. 

Tout d'abord, nos résultats ont permis l'interprétation des mécanismes du transport des 

électrons photo synthétiques grâce à l'analyse du changement des composantes du 

photo système U et du rendement de la cinétique rapide de la fluorescence 

chlorophyllienne. Sur la base de l'analyse de la cinétique rapide de fluorescence, 

caractérisée par les transitions O-J-I-P, nous avons conclu que le facteur sigmoïdal de la 

phase IP (SI-P) dépend linéairement du degré d'intégrité des chloroplastes. En effet, 

l'apparition de l'étape 1 dans les chloroplastes intacts et les feuilles est régie par la 

cinétique de réduction / oxydation du pool du PQ. La présence d'une étape distincte 1 est 

associée à la nature sigmoïdale de la phase IP (Joly et Carpentier, 2007; Joly et al. 2010). 

En revanche, dans les membranes isolées des thylakoïdes, la phase IP ne contient pas de 

sigmoidicité. La phase IP est principalement liée à la photoréduction du pool de 

plastoquinone par le PSU. Ce processus de réduction suit une cinétique de premier ordre 

dans les thylakoïdes isolés. Il en résulte une augmentation exponentielle ou non-
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sigmoïdale de la phase IP avec Sr-p = 1, à la différence des chloroplastes intacts et des 

feuilles qui sont régies par une cinétique d'ordre supérieur avec un SI-P» 1. 

Par ailleurs, il a été possible d'effectuer des expériences sur le rendement d'intégrité des 

chloroplastes, cela s' est traduit par une augmentation de 10 % du rendement (de 70 à 

80 %). Le fait de travailler avec des chloroplastes intacts nous a permis une approche in 

vitro la plus proche d'une étude in vivo, car les chloroplastes intacts préservent leur 

contenu en NADP(H) et ferrédoxine nécessaire au transport cyclique d'électrons et à la 

génération de la bande AG. 

D'autre part, nos mesures de thermoluminescence nous ont montrés et confirmé pour la 

première fois la présence de la bande AG dans des chloroplastes intacts. Chose qui était 

théoriquement attendue, mais jamais confirmée par aucune étude expérimentale. La 

bande AG dans des chloroplastes intacts présente les mêmes caractéristiques que celles 

chez les feuilles, origine de la recombinaison des charges S2QB et S3QB (Ducrnet et al. 

2005) avec une température maximale de 42 oC (entre 40 et 50 OC) (Ducrnet et al. 2003), 

stimulation par une lumière rouge lointaine, période d'oscillation de quatre et par son 

inhibition avec l ' antimicyne A (Ducrnet et al. 2005; Vass et al. 1981). Ceci nous permet 

de conclure que la voie la plus prédominante du transport cyclique d' électrons dans les 

épinards est la voie ferrédoxine quinone oxydoréductase (FQR). 

De plus, nous avons utilisé la méthode de P AM pour évaluer l'effet du méthyle 

viologène (MV) et du DCMU sur l'activité photo synthétique dans des chloroplastes 

intacts. Les résultats obtenus ont permis la détermination de la sensibilité des paramètres 

photo synthétiques au changement d'absorbance à 820 nm lorsque les chloroplastes ont 

été exposés au MV et au DCMU. L'effet de ces derniers sur la photosynthèse indique 

qu' ils ont induit une inhibition de la réduction de la ferrédoxine (Fd) et du flux linéaire 

d'électron entre le PSU et le PSI au niveau du site QB respectivement. Grâce à la 

cinétique modulée, nous avons trouvé que l'effet de DCMU et MV provoque une 

diminution du niveau maximal de la photooxydation du PSI au fur et à mesure que le 

degré d'intégrité des chloroplastes augmente. Afm de mieux comprendre l'importance du 
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NADP + et ferrédoxine-quinone oxydoréductase (FQR) dans les voies de transport 

cyclique d'électrons par la cinétique de re-réduction du P700 oxydé (P700l après la 

fermeture de la lumière rouge lointaine, la décroissance a été décomposée en trois 

exponentielles: la phase rapide a été attribuée à la réduction du P700+ par les électrons 

du PSU accumulés dans le pool du PQ (Havaux et al. 2005; Ducruet et al. 20 Il); les 

phases moyenne et lente ont été affectées à la réduction du P700+ par les voies de 

transport cyclique des électrons, FQR et NAD (P) déshydrogénase H (NDH) 

respectivement (Klughammer et Schreiber, 1998; Joliot et Joliot, 2006). Après 

traitement avec DCMU et MV, seule une phase lente mono-exponentielle du P700+ a été 

observée. Les phases rapide et moyenne ont été supprimées par le DCMU et MV, 

respectivement. Cela explique pourquoi une augmentation de la photooxydation du P700 

a été observée en présence de DCMU et MV. 

Dans cette étude, nous avons aussi estimé la proportion des centres réactionnels du PSU 

participant au transport d'électrons par le quenching photochimique de la fluorescence 

(qp). Lorsque les membranes photo synthétiques des chloroplastes intacts et des 

thylakoïdes ont été exposées au dibromothymoquinone DBMIB, la recombinaison des 

charges dans le PSU a été différente d'une bande de thermoluminescence à une autre. En 

absence de DBMIB, la recombinaison des charges donne un maximum d'intensité pour 

les trois bandes (Q, B et AG). Cependant, quand les membranes photosynthétiques ont 

été exposées à 10 IlM de DBMIB, l'activité photochimique du PSU a diminué 

considérablement pour la bande B suivie de la bande AG puis de la bande Q. L'effet 

inhibiteur du DBMIB sur le site Qo et cyt b6f ainsi que le quenching de fluorescence au 

niveau du PSI et PSU et déjà connu. Dons notre travail, on a confIrmé que le DBMIB 

quench la fluorescence au niveau des sites QA et QB. De ce fait, l'utilisation du DBMIB 

comme inhibiteur d'électron au niveau du site QO même à des faibles concentrations 

peut être mal interprétée. 
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6.2 Perspectives 

L'utilisation des chloroplastes intacts représente un aspect innovateur dans l'étude de 

transfert d' électrons. Dans cette perspective, une étude plus poussée dans la 

caractérisation des mécanismes de transfert cyclique d'électrons par l'utilisation des 

chloroplastes intacts isolés d'épinard ainsi que ceux du mutant d'Arabidopsis thaliana 

(pgr5) déficient en activité cyclique Fd-dépendante, ainsi que l'influence de stress 

lumineux et thermique sur ces derniers, pourra conduire à des résultats originaux et 

innovateurs permettant ainsi de comprendre les mécanismes de transfert cyclique 

d' électrons dans l' appareil photo synthétique. 
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