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Les triazines constituent un type d'herbicides bien
connus qui inhibent le transfert photosynthétique d'électrons
entre les quinones Gp et Gg. L'atrazine fait principalement
l'objet de la présente recherche vu 1'étendue de son champ
d'intér#t au niveau de 1'agriculture. Ce type d'herbicide est
caractérisé fonctionnellement comme jouant un réle de premier
plan lors de la délocalisation de Qg a son site d'action.
Plusieurs biotypes sont maintenant connus pour développer une
résistance naturelle a l'atrazime wvia wun changement des
propriétés du photosystéme [I (PSII). De plus, 1'idée d'un
deuxiéme site d'action des triazimes, localisé du cate
donmeur du PSII, est un sujet d'actuelle discussion. Dans le
présent travail, l1'interaction entre 1'atrazine et Ile
photosystéme II est analysée sous plusieurs aspects.

Les particules membranaires utilisédes {membranes
thylacoidiennes entiéres et enrichies en PSII) ont eéteé
isolées de biotypes résistants et susceptibles a4 1'atrazine
chez les especes suivantes, toutes nuisibles principalement

aux cultures de mais: Chénopodium album L., Asaranthus

Powelii § Wats et Brassica rapa L. La méthodologie employeée
ici est basée sur le pouvoir réducteur d'électrons attribue
aux donneurs artificiels wutiliseées {diphénylcarbazide et

MnClg) . Par des méthodes spectrophotométrigues, la presence
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d'un deuxiéme site d'action de 1'atrazine du cété donneur du
P5I1 a pu Btre caractérisée. Ce site s'est avéré également
présent chez les biotypes reésistants a 1'atrazine. Les
données relatives a la photoréduction de 1'accepteur
d'électrons {dichlorophénclindophénol), au dégagement

d'oxygéne et enfin, 4 la liaison de 1‘'herbicide marqueé (1%c-

atrazine}, s'accordent pour démontrer une inhibition
competitive de la liaison de l1'atrazine par le
diphénylcarbazide.

L'étude du cytochrome b-3559 chez les deux biotypes,
révéle qu'il y aurait plus de cytochrome a bas potentiel chez
les plantes reésistantes a 1'atrazine. D'autres part, 1la
photoréduction et la photooxydation du cytochrome en présence
d'atrazine confirment son inter-relation avec la chaine de
transport d'électrons.

Finalement, une méthode électrochimigque fut employeée
dans le but d'explorer davantage 1'action des herbicides au
niveau du PSII. La cellule photoélectrochimique wutilisée
comme biosenseur d'herbicides et de métaux lourds s'avéere une
méthode d'ume sensibilité appreéciable. De plus 11 est
possible d'augmenter la sensibilitée de détection en diminuant
la quantité de chlorophylle ou encore en ismobilisant les

membr anes dans une matrice de glutaraldehyde.
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CHAPITRE 1

INTRODUCT ION

1.1 Objectifs du travail

Le réseau interne et complexe de membranes
chloroplastiques, appelées thylacoides, est bien conmu comme
etant le siége de capture de l'énergie photonigque dans le but
de générer un transport d'électrons (Menke, 19&2) (Fig. 1).
La lumiére est absorbeée par des molécules de chlorophylle,
lesquelles sont associées aux complexes protéiques qui
constituent les membranes thylacoidienmes (Junge, 1977).
L'énergie lumineuse est transférée au centre réactionnel et
absorbée par un dimére de chlorophylle-a. 11 y aurait environ
220 A 260 molécules de chlorophylle par centre réactionnel dﬁ
PSII, avec un rapport Chl a/Chl b = 2 (Gharmrotakis, 1984;
Murata, 1984) . De cette concentration impor tante de
chlorophylle-a, seulement de 4 a & sont associees aux
protéines D1 et D2 (Namba, 1987); ce qui signifie que le CP47
et le CP43 lient chacun environ 30 molécules. La protéine D1
qui sera longuement discutée dans ce travail possede une
nomenclature wvariée dépendant des auteurs; B {Bourges—
Bocquet, 1973), R (Velthuys, 1974}, &g (Crofts, 1983), 0o

(Wraight, 1977), Q;; (Okamura, 1982) et enfin D1 dans les
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ouvrages reécents. L'absoption des quanta de lumiére par une
molécule de chlorophylle du centre réactionnel, résulte en
l'excitation et la perte d'un électron vers un accepteur
adjacent, ce par quoi la seéparation de charge est initiée
(Sauver, 1979), (Fig. 2).

Le mécanisme de l'oxidation de l'epau peut Etre représenteé

par:

2H-0 > 4é + 4HY + O . 1)

Cette ré¢action ne se produit pas en une seule étape (Renger,
1978). Le modeéle généralement accepté de Kok et ses
collaborateurs {(Joliot et Kok, 1975), prédit que les cycles
de scindement de l'rau se produisent a travers cing états
d'oxydation, appelés S. Donc pour chague molécule d'eau, deux
électrons sont laches pour ainsi réduire le centre
réactionnel du photosystese 11 (PS511), wvoir Fig. 2. Ces
électrons sont transférés a travers ume large échelle de
potentiels rédox, et ce avec la coopération des deux
photosystémes qui facilitent 1'élévation des électrons d'un
état réddox trés positif (l'oxidation de 1'eau) jusqu'a 1'etat
suffisamment négatif pour réduire le NADP*. PSII et PSI sont
en communication l1'un et 1'autre via une série de
transporteurs, lesquels sont généralement représenteés par le

modéle du schéma en 2 (Hill, 1960), voir Fig. 2.
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Les thylacoides se présentent sous forme de compartiments
structuraux empilés et non-empilés o4 les photosystémes ont
une distribution hétérogéne (Fig. 3). Anderson et Andersson
(1981) ont démontré qu'il y a une distribution inégale des
complexes pigment—protéine dans les régions empilées et non—
empilédes de la mesbrane. Les lamelles du stroma et les
régions non-empilées de la membrane, lesquelles contiennent
environ 30X de la chlorophylle totale, sont constituées de
seulement 10-20% de PSII le reste étant presque totalemsent du
PEl. Au contraire, les grana (régions empilées) sont treés
riches en PSII et en L.H.C. et substantiellement dépourvus en
PSI (Foyer, 1984). Ces précisions sont d'une utilité capitale
lors d'isolation msesbranaire de PSII et PSI dans le but de
mieux eélucider leurs interactions chimiques et biophysiques

avec leur milieu.

Suivre le flux d'électrons et bien en connaitre les
interactions est capital pour analyser le jeu des inmhibiteurs
et des donneurs d'électrons a4 travers la chaine. Dans le
contexte de ce travail, 1'accent sera mis particuliérement
sur les éléments qui constituent le PSII. Comme mentionné
plus haut, aprés le scindement de deux msolécules d'eau, les
quatre eélectrons produits, participent au “turnover® du
centre réactionnel et ainsi urne molécule d'oxygéne est
dégagée. Le complexe de dégagement d'Op participe donc au

cycle des cing états d'oxydation appelés Sn a Sy (Kok, 1970).
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Figure 3. A) Heéeteérogeéngite des complexes protéiques

dans le thylacoide; B) Protéines caonstituant le PSII.



Ces électrons sont captés et emnagasinés par le P&80, par
1’intermédiaire de Z (Joliot, 1972; Bouges—Bocquet, 1980;
Brettel, 1984), afin que s'écoule un cycle complet d'oxydo-
réduction. Le P&8BO excite, légue ces électrons un a un a 1la
phéophytine (Klimov, 1980), suivie des plastoquinones Qn et
Gp, premiere et deuxiéme quinone, accepteurs d'électrons de
la chaine du photosysteme II, respectivement (Nugent, 1981;

Evans, 1982; Rutherford, 1984). On a donc:

Qg + @g —————— > @ + Qg~ (2)

Nous observons ainsi une accumulation de deux électrons au
niveau du deuxiéme accepteur du photosysteme II. Les
électrons sont par la suite transfeérés au bassin de
plastoquinones (Rich, 19813 Velthuys, 1982). Donc si on

résume 1'activité au niveau de Qg en quelques étapes:

19 un électron est distribué de Qp réduit vers Ug.

29 le deuxiéme accepteur d'électrons @z est stabilise
dans une "“poche" de 1‘'apoprotéine D1.

39 un second électron de Qp  (reréduit par le centre
réactionnel du PSI1) est transféré au site du second
accepteur pour former 1'anion doublement reéeduit,
Qg 2.

40 cet anion est par la suite protoné et subséquemment



relacheé de 1'apoprotéine pour former PEHo via le

bassin de plastoquinones.

La chaine d'électrons se poursuit ainsi jusqu'au centre
reéactionnel du photosystéme I par 1l'entremise du complexe des
cytochromes b, et ¥ (pour une revue détaillée de cette

section, voir Foyer 1984) _

Les triazines constituent un type d'herbicides bien connus
qui inhibent le transfert d'électrons entre O et Qg
{(Arntzen, 1982; Vermaas 1984). Ces inhibiteurs se lient au
polypeptide D1 du centre réactionnel du PSII sur le site Qg
{(Mullet, 1981). Le poids moléculaire de cette protéine a fait
l1'objet de plusieurs recherches, et c'est d'ailleurs avec
cette importante donmée (32 KDa: Gardner, 1981; Mullet, 1981;
Pfister, 19813 Steinback, 1981; Kyle, 1983) qu'on peut a coup
si4r, "suivre® cette protéine. Les herbicides du type triazine
{(Fig-. 4) sont bien caractérisés fonctionnellement comme
jouant wun rale de premier plan lors de la délocalisation
(déplacement) de @Gy de son site d'action (MWraight, 1981;
Velthuys, 19813 Crofts, 1983; Vermaas, 1983); ce processus
est aussi réversible (Vermaas, 1984). Plusieurs biotypes sont
maintenant connus pour développer une résistance naturelle a
1'atrazine via un changement des propriétés du PSII (Arntzen,
1979). Le géne qui code pour la protéine D1 {appelé psbA)

fait partie du géngme chloroplastique. La séquence d'acides



aminés des deux biotypes, soit résistant et sensible, a été
comparée; les plantes résistantes contiennent seulement une
substitution d'une sérine par une glycine (ces expériences
ont été faite chez Amaranthus par Hirschberg, 1983).

L'idée d'un deuxiéme site d'action des triazines, localisé du
cété donneur du P51II, est un sujet d'actualité. Par contre la
nature du site d'action reste un théme controversé. Plusieurs
rapports mentionnent la présence d'un authentique site de
liaison (Schmid, 1977; Carpentier, 1985a, Carpentier, 1985b;
Ikeuchi, 1988; Vasil'ev, 1988Ba; Vasil'ev, 1988Bb). L'effet
inhibiteur du c&té donneur du photosystéme est aussi
interprété en terme de modification conformationnelle de la
portion lusénale, du centre reéactionnel du PS5II, induite par
la liaison de 1‘'herbicide a Qg (Trebst, 1987). Une partie de
cette étude sera réservée 4 l'analyse d'un deuxiéme site
d'action du cété luménal du photosystéme 11.

La méthodologie employée ici est basée sur le pouvoir
réduc teur relatif attribueé aux différents donneurs
artificiels d'électrons. Pour ce faire deux particules
membranaires sont utilisées, soit les neabranes
thylacoidiennes entiéres et des particules enrichies en PSII.
Dans le cas de membranes entiéres, 1'accessibilité aux deux
sites (luménale et Q) est trés différente; sachant que la
membrane est refermée et non—fractionnde, il est plus
difficile, wvoire mEme impossible pour une molécule peu

hydrophobe de péneétrer du cote luménal a faible



concentration. En faisant varier les concentrations
d'inhibiteurs, comme l'atrazine, il sera plus facile de
déceler sur quelle face membranaire 1'inhibiteur agit. Pour
faire une comparaison equitable, ces résultats sont comparés
avec ceux des particules de PSII. Les particules membranaires
utilisées ont eété isolées chez des biotypes résistants et

sensibles 4 l'atrazine de Chenopodium album L., Amaranthus

Powelii 6 Wats et Brassica rapa L., toutes des espéces

muisibles principalement aux cultures de mais. Les donneurs
artificiels d'électrons utilisés (DPC et MnClg), de par leur
site d'action, situé dans la région de 2, mnous doment une
information capitale sur l'emplacement du site d'action de
1'inhibiteur par rapport a la chaine de transport
d'électrons. Comme énoncé plus haut, 1'inhibiteur étudié est

l'atrazine.

Un aspect a me pas négliger est certainesent la capaciteée ou
la facilité pour un donneur artificiel, de céder ses
électrons. A la lumiére des résultats obtemnus, il est clair
que le DPC n'a pas le mEme “"pouvoir® réducteur que le MnCly
qui a pourtant a peu prés le mEme site d'action. Cet aspect
est étudié en profondeur, pour ainsi en comprendre les
différentes avenues du point de vue interactions
donneur /inhibiteur. Cette derniére idée est appuyée au niveau
chimique par la ressemblance des deux molécules (DPC-

atrazine, voir figure 4). Plusieurs approches analytiques ont
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été utilisées pour corroborer 1'hypothése d'une compétition
DPC-atrazine, et ce autant du cété donneur qu'accepteur. Le
DCMUY est introduit a 1'étude, wvu ses propriétés inmhibitrices
et chimiques comparables a 1'atrazine, pour bien caractériser

la spécificité du ou des sites d'action.

Les membranes thylacoidiennes des cellules eucaryotes
contiennent deux types de cytochromes-b avec une bande
d'absorption a 559 mm. Ces deux formes peuvent Etre
distinguées par leur potentiel rédox moyen. Le cytochrome b-
559 4 haut potentiel (b-55%9p) présente un potentiel de +330
A +400 mV A pH 7-8 (Knaff, 1975; Horton, 1976; Rich, 1980).
Les proportions de b-559p varient selon le type de plante,
mais peuvent quand mEme compter pour un peu plus de la moitié
du cytochrome total. Le cytochrome b-559 & bas potentiel (b-
559gp) posséde un potentiel rédox moyen de +50 a +120 mV a
pH 7-8 (Fan, 19&01.,LE cytochrome b-559gp serait donc un
accepteur d'électrons du PSII, tandis que celui a haut
potentiel (b-3559p) agirait comme donneur d'électrons au PSI
{Losada, 1983; Hervas, 1985). Il y aurait par ailleurs deux
cytochromes par centre réactionnel (Murata, 1984; Whitmarsh,
19843 Yamada, 1987).

Le cytochrome b-559 est donc photooxydable en présence
de différents inhibiteurs du coté donneur du PSII (Knaff,
1969; Maroc, 1979; De Paula, 1985), et peut Btre

photoréductible via Qg ou 1le bassin de plastoquinones

i2



(Tsujimoto, 1983). Le cytochrome b-559gp étant trés stable,
serait une forme altéreée et non physiologique du cytochrome a
haut potentiel (Heber, 1979; Tsujimoto, 1985; Cramer, 198&;
Rao, 19843 Barber, 1987).

Du point de wvue moléculaire le cytochrome (sous ses deux
formes) a ete grandement e&tudié par plusieurs méthodes.
D'aprés une modification des travaux de Garewal et Wasserman
(1974), la compléte dénaturation du complexe preéalablement
obternu par ceux-ci méne a estimer le poids wmoléculaire du
cytochrome b-559 aux environs de 9-10 KDa (Zielinski, 1980).
La séquence d'acide aminés déduite révéle un polypeptide de
F.4 KbDa {Widger, 1984; Widger 1983). Une eétude plus
approfondie (Tae, 1988; WVallon, 1989) détecte, chez Ile
cytochrome purifié, la présence de deux polypeptides appelés
x et f# (dont le poids moléculaire chez l'épinard est de 7182
et 4268 Da, respectivement). La sous—unité o serait exposée a
la face luménale de la mesmbrane (Vallon, 198%9). De plus, les
deux formes du cytochrome auraient approximativement la mEme
masse moléculaire (Ortega, 198%9).

Le réle du cytochrome reste encore énigmatique au niveau
fonctionnely i1 a tout de mEme été suggéré gu'il serait
impliqué dans un mécanisme de sécurité, gardant le P&80 dans
sa forme réduite contre 1'éventualité d'une perte d'activite
du complexe de scindement de 1'rau (Berndall, 1982). Ces
aspects sont abordés en focalisant d'abord 1'étude sur les

guantités de cytochrome pour plusieurs types de plantes
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autant résistantes que sensibles. Par le biais de l'oxydation
et la réduction du cytochrome, 1'analyse se poursuit dans
l'optique d'élucider les mécanismes a l'origine des
subtilités de son comportesent. Par le biais d'inhibiteurs de
types triazines, on peut mieux joindre les morceaux manquants

4 la compréhension de son raole fontionnel.

Une cellule photoélectrochimique a été utilisée pour
étudier 1'effect d'herbicides et de plusieurs métaux lourds
sur les membranes thylacoidiennes. Ce systéme A trois
électrodes permet d'utiliser la séparation de charges de la
photosynthése pour en générer un photocourant. Ces analyses
ont été faites avec des smembranes thylacoaidiennes entiéres a
partir de feuilles d'épinard.

L'idée d'utiliser la cellule comme biosenseur d'herbicides
est introduite. Plusieurs mesures ont eété faites avec
l'atrazine et le DCMU A& plusieurs concentrations. Des
thylacoides natifs et immobilisés ont servi de modéle pour

tester la sensibilité de la méthode.
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1.2 Théories spectroscopiques

1.2.1 Photoréduction du DCPIP La réaction de Hill est

une reaction d'oxydo-réduction photochimique, catalysée par
les chloroplastes. L'rau est le donneur d'hydrogeéene et
l'oxygéne est libéreé, suite a la photolyse de 1'eau.
L'accepteur d'hydrogéne est une substance oxydante tels:
l'oxalate ferrique (réactif de Hill), la pyridine nucléotide,
le cytochrome c, ou encore le 2-6 dichlorophénolindophénol
(DCPIP). En absence d'accepteur artificiel a joute,

1'accepteur d'hydrogéne est le EDE. D'une fagon schématique:

accepteur (A) + 2H* + 2é —— e > AHg (3)

La réaction peut Btre eétudiéde en mesurant le volume d’'oxygéne
dégagé ou en mesurant la réduction de 1'accepteur d'hydrogéne
(Izawa, 1970; Izawa, 1980). Le DCPIP utilisé comme oxydant
est bleu sous sa forme oxydée et incolore sous sa forme
réduite. La réduction y est donc exprimée par la diminution

de la densité optigque a &00 nm.

1.2.2 Photoréduction et photooxydation du cytochrome

b-559%. Le cytochrome b-559 a haut potentiel est
sous forme réduite a4 1'obscurité (Horton, 1976). Ainsi, la
lumiére induit un changement d'absorbance mesurable, qui est

directement relié¢ 4 la quantité de cytochrome. Les reéactions

15
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d'oxydoréduction étudiédes permettent donc de mieux comprendre
son implication lors du transport d'électrons.

Les cytochromes b-559 a bas et a4 haut potentiel peuvent Btre
détectés par leurs changements d'absorbances, en utilisant

les reéducteurs spécifiques a leur état rédox.

ferricyamure ————— > onyde le cytochrome a haut potentiel
hydroquinone
plastoquinol ———--> reéduisent le cytochrome b-55%yp
ferrocyamnure (Rich, 1980)

ascorbate réduisent le cytochrome a bas
dithionite ~— > potentiel (Lam, 1983; Whitford,

1984)

Les différents inhibiteurs du PSII du type triazine sont
couramment utilisés pour analyser en pronfondeur le

cheminement des électrons via le cytochrome b-559.

La photooxydation du cytochrome a4 haut potentiel prereéeduit, a
été dtudide dans des fractions wmembranaires 1illuminees.
L'addition  de FCCP {ou le ccce), a des mesabranes
thylacoxdiennes, accélére ce processus. Pour reréduire le
cytochrome, une forte intensité lumineuse est nécéssaire pour

lever 1'inhibition partielle de 1'enzyme impliqué lors du



scindement de . 1‘'eau par le FCCP ({Cramer, 1972). La
photooxydation est un mécanisme O il faut tout
particuliérement tenir compte de 1'intensiteé lumineuse
appliquée (Heber 1979). La photooxydation n'est souvent
permise qu'a faible intensité lumineuse; probablement du au
fait gue le dégagement d'oxygéne compétitionne avec le
cytochrome pour une oxydation eéquivalente et aussi parce
qu'il y a une augmentation de la "pression réductrice"” du
bassin de plastoquinones. Il existe donc un cycle de
réduction/oxydation obtenu par l'alternance des expositions a
faible et a forte intensité lumineuse. Par contre, dans les
deux cas, un inhibiteur de type triazine peut inhiber les
réactions de photoréduction (Ben—-Hayyim, 1971). Il est a
noter qu'une photooxydation peut Etre observée en absence de
FCCP =1 le systéme de scindement de 1'erau a été complétement

inhibé par le chlorure de terbium (Nakatani, 1984).

Le cytochrome b-559 est encore sur plusiesurs points
problématique mais quelques fonctions ont quand =Eme eéte
proposées:

12 comme catalyseur du systéme de scindement de
l1'eau (Butler, 1978).

P9 impliqué dans le transport d'électrons facultatif

entre le PSII et le PSI (Horton, 19733 Whitmarsh, 1977).

3% transport d'électrons cyclique autour du PSII

{Cramer, 1972; Radmer, 1973).
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49 impliqué dans la translocation de protons
(Butler, 19783 DelLaRosa, 1981).
Donc d'aprés ces assertions, le donneur d'électrons au
cytochrome b—-35359 a été localisé entre le premier accepteur
d'électrons du PSII et 1le cytochrome f. Expérimentalement
cette conclusion est basée sur l'action du 2,5-dibromo-3-
méthyl-6—isopropyl-p-benzoquinone (dibromoythymoquinone)
bloquant le transport d'électrons entre 1le bassin de
plastoquinones et le cytochrome f (Bohme, 1971a; Bohme,
1971b), inhibant ainsi la photooxydation méis pas la
photoréduction du cytochrome b-539 (Whitmarsh, 1977;>96hne,
1971a); (c'est possible que dans ce cas, la molécule
inhibitrice, soit régie par une dualiteé fonctionnelle du céte
donneur du PSII). Comme déja mentionmné plus haut, 1'atrazine
inhibe 1le transport d’'électrons au niveau du deuxiéme
accepteur et peut ainsi bloquer compleétement la

photoréduction.
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1.3 Cellule photoélectrochimique

Comme illustré a la figure 5, la cellule électrochimique
est constituée d'ure piéce de caoutchouc compressée entre
deux blocs rigides. Le matériel liguide peut ainsi pénétrer
dans la chambre (80 pl) par le camnnal supérieur, traversant
le couvercle de plexiglass; pour ensuite laisser place a
l'électrode de reférence {(au calomel). La cellule fonctionne
sur un mode potentiostatique ou le maximum d'efficacité a éte
établi & 750 mV (Lemieux, 1988).

On peut donc capter les électrons véhiculés par la chaine de
transport d'électrons, & l'aide d'une électrode de platine
(Allen, 19743 Carpentier, 1987). Di a la génération
d'électrons par le PSII, le PS5I, au niveau du complexe Fe-S,
peut ainsi par un mécanisme de réduction de 1'oxygéne

dissous, former un superoxyde (reaction de Melher, 1951):

BHD + 4(Fe-S)g, ——————————- > 4H* + Op + 4(Fe-S) gg

40p + 4(Fe-S)pgq ——————————— > 40p~ + 4(Fe-S)gy

4H*Y + 40~ 2 mmmmmmmmeee > BHpOp + 20p

Le peroxyde d'hydrogéne réagit avec l'électrode de travail en

lui léguant un électron (Salin, 1987). Ces électrons ainsi
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captés par le platine servent a la génération de photocourant
{Greenbaum, 1989).

En utilisant des particules membranaires enrichies soit de
PSII ou de PSI au lieu des thylacoides entiers, il est tout
de mEme possible de faire reéagir électroniquement le platine.
Le PSII mnécéssite un accepteur artificiel d'électrons tandis
que le PSI requiert un donneur d'électrons (Mimeault, 1988;
Lemieux, 1988). Le photosystéme Il produit une photoactivite
maximale a pH 4.0 et présente un comportement photocourant-
voltage monophasique. Au contraire, 1'induction de
photocourant par le photosystéme [ est maximale a pH 8.0 et
une dépendance photocourant-voltage biphasique a été obtenue
résultant probablesent d'ume barriére de potentiel rédox

localisée du coté donneur du photosystéme | (Mimeault, 1988).
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Produits utilisés

La provenance des produits de m8me que leurs propriétés

et/ou puretés sont indigquées dans le tableau 1.

2.2 Spectrométrie UV-visible

Les spectres mesurant les changesents d'absorbance en
fonction du temps ont été déterminégs en wutilisant wun
spectrophotomsétre PERKIN-ELMER wmodel 553 & double faisceau.
Les mesures sont effectuées a 600 nm avec une résolution de 1
el .

Les changesents d'absorbance de la photoréduction et de la
photooxydation du cytochrome b-559 sont trés faibles. Ces
mesures ont donc été prélevées grdce a un spectrophotométre
UW-VIS SLM AMINCO modéle DWH-2000 en utilisant les deux
monochromateurs dont un comae référence; la résolution étant
findke A 3 mm. Les courbes sont directesent reproduites a

l'aide d'une traceuse Hewlett-Packard msodéle 7470A.



TABLEAU 1
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CARACTERISTIGUES DES PRODUITS UTILISES

Produits

CHIRIGUE

Acetone

acide chlorhydrique

Albumine bovine
(B5A)

Atrazine

ﬁtrizine—lﬁﬂ

Borohydrure de

sodium

Catalase

1,4 Dioxane

Provenance

Anachemia
Fisher

Sigma

CIBA-GEIGY

Sigma

Sigma

Fisher

Propriétés et/ou

purete

pur.——>» 99.5%
sol.—> 1IN

pur .-—> 98-99%

pur .——>» 0%

(plus filtration)

act. sp.—> 19.59 pCi/mg
pur.—>» 97.1%

pur .—>2> plus de 98%

provenant de foie de
boeuf.
act.——> 10000-30000
unités/mg de protéine

pur.—-—>» 99%



DMSO

Eau

Ferricyanure de
potassium

Glutaraldehyde

Hydroquinone

Hydrosulfite de
sodium

PMSF

VEGETALE:

Amaranthus Powelii

Brassica rapa L.

Chenopodium

album L.

24

TABLEAU 1 (suite)

Sigma
Sigma

tab. U.Q.T.R.

Sigma

Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

Champs de mais

du GQuébec

pur.——> 80%

pur.—> plus de 99%

distillée-diminéralisée

résistivité: 18 meg
—ohms

tension superficielle:
2 70 * 1 dynes cm !

pur.——> 99%
29% solution aqueuse
pur.—> plus de>99X

pur .——> B80%

Inhibe les protéases

Bioytpe:



Epinard

Orge

TABLEAU 1 (suite)

Supermarché
Chambre de

croissance U.Q.T.R.



2.3 Electrode a oxygéne

Le dégagement d'oxygéne formé lors de la photolyse de
l1'eau, peut Etre un bon indice de l'activité électronique de
la plante (voir section 1.1). Ces mesures sont effectueées
avec une électrode a oxygéne (type Clark) avec un moniteur
¥SI modéle S3. L'environmement de la cellule est thermostaté

par un bain d'eau circulante (22°C).

2.4 Production de photocourant

Le photocourant mesuré pour tous les échantillons est
évalué en mode potentiostatique (750 wmV); fourni par un
potentiostat a balayage de marque EG and G (modéle 362).
L'électrolyte est en contact constant avec le potentiostat a
l1'aide d'une eélectrode de reference au calomel. Le montage
est illustré a la figure 5. Pour la théorie se reporter a la

section 1.3.
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2.3 Description des séthodes

2.5.1 Particules membranaires

Tout les extraits membranaires, d'espéces et de
biotypes différents, sont traités de fagon identique. Ainsi,
toutes les centrifugations sont effectuées dans une
centrifugeuse Sorval RC-5B avec un rotor 55-34 4 godets fixes
et ce A 4°C.

i) Extraction des membranes enrichies en

photosystéme 11

Environ 150 g de feuilles sont lavées, asséchées puis
homogénéisées 3 ou 4 fois pendant 5 secondes (dépendant de la
texture des feuilles) £ vitesse maximale dans un
homogénéisateur commercial. Le tampon d'homogénéisation est
constitué de Tricine-NaOH 50 mM & pH 7.6, NaCl 10 mM, MgClp S
mM; et juste avant son utilisation, nous avons ajouté 400 aM
de sorbitol, 1 =M de phénylméthyl-sulfonyl fluoré (PMSF) et
1X¥ d'acide ascorbique dans un volume final de 300 ml.
L'homogénat est filtré sur coton fromage (12 couches) et
centrifugé & minutes a 2000 x g. Le culot est resuspendu dans
&0 ml d'un tampon constitué de Tricine-NaDH S50 mM (pH 7.4),
NaCl 10 mM, MgClp 5 wM et 11X d'acide ascorbique et
recentrifugé dans les mEmes conditions que précéedemment. Le
culot est resuspendu dans un volume minimal du mEse tampon.
L'extrait est incubé dans un taspon contenant 10 =M de HMes-—

NaOH (pH &.0), 1 mM MgCly, 3 mM NaCl, & mM d'acide



ascorbique, 0.062 unités/ml de catalase et 4% de Triton X-100
pendant 20 min a l'obscurité et 4 49C, pour 1l'obtention d'une
solution a4 1 mg Chl/ml, suivi d'une centrifugation de 10 min
a 35300 x g. Le surnageant est recentrifugé 30 min a4 17500 x
g, et ainsi le culot est finalement resuspendu dans un tampon
Mes—NaOH 20 mM (pH &£.0), NaCl 15 msM et MgCly 10 mM, & une
concentration de 2 mg Chl/ml. (Pour chacune des expériences,
l'activite des membranes de PSII se situe entre 280 et 340 pM
DCPIP/mg Chl-h).

ii) Extraction des membranes thylacoadiennes

Environ 150 g de plantes sont lavées, assechees et
homogénéisees dans les mEmes comnditions que pour les
particules de P51l. Le tampon d'homogéneisation est constituse
de 330 mM de sorbitol, S5 mM de MgCly et 20 mM de Tes—-NaOH (pH
7.9), dans un volume final de 300 ml. L'homogénat est filtre
sur 12 couches de coton fromage et centrifugé une sinute a
2000 x g. Le culot est resuspendu dans le tampon
d'homogémnéisation dilué 20 fois et centrifugeée une minute a
4000 x g. Finalement le culot est resuspendu dans un tampon
contenant du Tes-NaOH 50 mM {(pH 7.5), 330 sM de sorbitol,
MgCls 2 mM, NH4Cl 1 »M et 2 =M de EDTA, avec un volume
minimal pour ainsi obtenir un extrait a 2 mg Chl/ml. {(Pour
chacune des enperiences, l'activite des membranes
thylacoidiennes varie entre 200 et 280 pM DCPIP/mg Chl - h.

et 430 yM 0p m1~1 - h™l, pour chagque méthode).



iii) Immobilisation des membranes thylacoidiennes

L'extraction des membranes se fait comme dans la section
2.3.1 1ii), mais on resuspend dans un tampon phosphate;
contenant 50 mM de tampon phosphate (NaHZPO, et NapHPOg,) a pH
7.0, NaCl 150 pM et MgCl; a 1 mM. La matrice ligquide est
composée de tampon phosphate (18 mM), 35.6% d'albumine bovine
{v/v) et 0.33% de glutaraldéhyde (v/v). Aprés avoir laissé
reposer la solution deux minutes, on ajoute les membranes
thylacoidiennes pour obtenir une concentration finale en
chlorophylle de 400 pg/ml. C'est ensuite mélange a 49C et
rapidement congelé & -20°C pendant deux heures. La matrice

ainsi obtenue se conserve a4 4°C et 4 1'obscurite.

2.3.2 Methodes/manipulations

i) Photoréduction du DCPIP Le milieu réactionnel

est conteru dans ure cuvette de 3 ml (30 pM de DCPIP pour S5
pg Chl/ml) et i1llumine avec un faisceau actinique (halogéne)
au quartz de 130 W a intensité maximale. La lumiere est
préalablement filtreée par un filtre de 3 cm d'eau pour ainsi
eviter la surchauffe des filtres et des échantillons; et deux
filtres 4 transmittance spécifique, Schott RG 645 et Elaling
as5-6857. Le phototube est protege par un filtre a
transmittance contréleée dans le rouge (Ealing 35-3396 RTB).

Les détails théoriques sont mentionmés dans la section 1.2.1.



Pour chaque mesure, un contréle est prélevée du matériel
végétal en présence d'éthanol pour chague concentration de la
solution d'atrazine. Le mEme type de vérification est

effectuée dans le cas des solutions de DPC avec 1'acétone.

ii) Mesures de dégagement d'oxygéne Le milieu
réactionnel de la cellule est formé de Mes-NaOH 20 mM A pH
6,3, NaCl 1 mM et de MgCly 500 uM pour un volume final de 3
ml. Le 2,5-dichloro-p-benzoquinone (DCBE) est utilisé comme
accepteur d'électrons artificiel au niveau du transfert entre
Gg et le bassin de plastoquinones. L'extrait membranaire est
a 11 pg de chlorophylle/ml. La solution est désoxygénée par
un barbottage de 45 secondes 4 |'azote et éclairéde a4 1l'aide

d'un projecteur (halogéne) au quartz de 150 W a intensite

maximale.
iii) Mesures de liaison de l'atrazine marque (l%c-
atrazine) Les mesures sont effectuédes A 1'aide de

thylacoides extraits par la méthode deécrite a la section
2.5.1 ii. L'atrazime radioactive est préalablement diluée
dans 1'éthanol (conc. finale <1%) et directement introduite
dans le tampon de resuspension. La concentration en
chlorophylle est fixéde a4 50 pyM, et 1l'extrait est maintenu
dans un tube Eppendorff de 1.0 ml pour une incubation de 10
minutes. Aprés une centrifugation de 4 minutes, pour seéparer

l1'atrazine lié¢ aux membranes de 1'atrazine libre, 750 ul de



surnageant sont prélevés pour 1l'analyse de 1'atrazine libre
et introduits dans 5 ml de ligquide & scintillation. Des
lectures ont été effectuées sur chaque échantillon pendant 10

minutes a 1'aide d'un compteur a4 scintillation de marque LKB.

iv) Analyse du cytochrome b-559 Deux mesures

impor tantes ont éte effectuées autour de 1'étude du
cytochrome, soit la visualisation du changement d'absorbance
en fonction de la longueur d'onde et les réactions de
photooxydoréduction en fonction du temps. Le protocole
expérimental varie légérement dépendant du résultat escompté.
Dans les deux cas, les membranes de photosystéme 11 sont
éclairées avec un projecteur du mEme type gque celui mentionné
plus haut et le spectrophotométre fonctionne en mode double
faisceaux.

Le tampon de reéaction reste le mEme gque celui de la
resuspension du PSII, mesuré avec 125 pg Chl/ml. Les
échantillons sont mesurés avec urme incubation minimale, soit
de quelques secondes. L'ordre des composés ajoutés est
respecté et ainsi le temps entre chaque mesure du mEme
échantillon est considéré constant. Le ferricyanure de
potassium est ajouté le premier 4 raison de 2 M suivi de
1'hydroquinane 2 wmM, de 1'acide ascorbique & mM et de
l'hydrosulfite de sodium en excés. [l faut préalablement
réduire 1'hydroquinone avec du borohydrure sodique et de

l'acide chlorhydrique.
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Les spectres d'owxydoréduction du cytochrome b-559 sont
analysés dans un tampon contenant 20% de Ficoll (P/V), Tes—
NaDH 50 mM (pH 7.5), MgClz 1 =M, NaCl 10 mM, sorbitol 330 mM,
MnCls 1 mM et 0.07% d'EDTA (P/V) et dont la concentration en
chlorophylle est de 250 pg/ml. La cuvette est éclairée par un
projecteur (halogéne) au quartz de 150 W et ce & travers un
filtre de 3 cm d'eau et un filtre & transmittance controlée
{(Schott RG-&65). Le tube photomultiplicateur est proteége par
les filtres 4-76 et 4-96 de Corning.

Le cytochrome est mesurée selon une adaptation de la méthode
de Houchins (1984}, (voir la section reésultats pour les

précisions au sujet du ferricyanure de potassium et du FCCP).

v) Mesures photoélectrochimiques de 1'inhibition

du photosystéeme 11 Les mesures sur les

thylacoides sont effectuées dans leur propre tampon de
resuspension & raison de 230 pg Chl/ml. Avec ce type
d'analyse, l'électrode de travail est deux fois plus mince
(0.025 mm) que l'électrode potentiostatique (0.050 mm), et le
potentiel imposé est de 750mV. Aprés chaque mesure, la
chambre de la cellule est lavée ¢trois fois avec de 1'eau
distillée.

Dans le cas des membranes immobilisées, la matrice est
préalablement infiltreée d‘'une solution contenant
l1'inhibiteury chaque eéchantillon ne servant que pour une

mesure.



CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Site d'action de 1'atrazine du coté luménal du PSII

Les inhibiteurs de types triazines, dont 1'atrazine
fait partie, sont hien connus pour inhiber le transfert
d'électrons entre les quinones @5 et Qg (Arntzen, 1982;
Vermaas, 1984). La position de 1'apoprotéine D1 a éteée
identifidée pour la premiére fois a 1'aide des gels de
polyacrylamide-SDS par l1'habilete intrinseque de cette
protéine 4 lier les herbicides. L'azidoatrazine fut employée
pour caractériser la liaison covalente 4 une protéine de
poids moléculaire de 32,000 daltons (Gardner, 1981; Mullet,
1981; Pfister, 19813 Steinback, 1981; Kyle, 1983). Les
précisions gqu'a apporté la biologie moléculaire, permettent
maintenant de localiser 1'effet de 1'atrazine du céte
accepteur de la protéine D1 du PSII. Etant donné que cette
protéine est transmembranaire, 1'étude d'un deuxiéme site
d'action des inhibiteurs de types triazine du coté luménal
{donneur ) du photosystéme 11 permet d'élaborer une stratégie
bilatérale (dualité du site d'action). Le sujet est exploite
en analysant séparément les deux ciétés du PSII a4 l'aide de

donneurs d'électrons artificiels agissant du coté luménal.



Du point de vue arrangement tridimentionnel, les particules
membranaires de photosystéme 11 et de membranes
thylacoidiennes entiéres sont treés différentes. Les
thylacoides, tel qu'extraits par la méthode décrite & 1la
section 2.5.1 ii, sont complets et non-fractionnés. Ce qui
résulte dans le fait que 1l'accessibilité aux différents sites
varie selon qu'on est du co6té du stroma ou du lumen. Il est
donc plus difficile pour wune wolécule peu hydrophobe
d'atteindre le coté donneur d'électrons que d'interagir du
coté accepteur. Par contre, les membranes enrichies en
photosystéme Il sont fractionnées (par 1'effet du Triton) et
donc 1'accessibilité aux deux sites est semblable. Ce concept
s'avére capital dans 1'élucidation du site d'action de

l'atrazine sur le PSII.

Les figures &, 7 et 8 démontrent la levée de 1'inhibition
(du transport d'électrons) due a4 la présence du DPC, un
donmneur artificiel d'électrons. Le DPC est reconnu comme
étant actif au niveau luménal du PSII dans la région de Z
(Schmid, 1977; Dekker, 1984), premier donneur d'électrons au
P&B0O (Rich, 1987; Demetriou, 1988). Dans les particules
membranaires de PSII de Chenopodium album L. (Fig. &), une
forte concentration d'atrazine (10™% M) réussit & inhiber B83%
de l'activiteée photosynthétigue chez le biotype sensiblej; par
contre &4 mesure gue la concentration en DPC augmente, cette

inhibition est levée et ce de facon significative. Ainsi,
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lorsque la concentration de donneur artificiel est augmentée
a4 2.5 mM, 1'inhibition est réduite a 38X et cela mEme A cette
forte concentration d'atrazine. Ce résultat est tout & fait
admissible si nous faisons 1'hypothése d'un site d'action de
l'atrazine du coté donneur du PSII et compte tenu du fait que
l'accessibilité aux sites d'inhibition est homogéne chez les
particules de PSII, d'od cette levée d'inhibition
significative (45%). En abaissant la concentration
d'inhibiteur dans le milieu réactionnel & 1079 M, il est
beaucoup plus facile de lever 1'inhibition. Ainsi, une
concentration en DPC de 2.0 mM élimine toute trace
d'inhibition par rapport au témoin. A 1076 M d'atrazine, on
réussit a supprimer toute 1'inhibition avec wune quantité
minimale de donneur d'électrons artificiel (0.3 mM).

On remarque deéja a prime abord, qu'avec de faibles
concentrations d'atrazine autant qu'avec de fortes
concentrations, on reéussit & lever 1'inhibition dans une
proportion similaire. On peut donc supposer que 1l'atrazine se
lie au nmniveau @y ainsi que du c&té luménal a forte
concentration autant gu'a faible concentration; ce qui
explique la régularité du mode d'action du diphénylcarbazide.
Dans le cas du biotype résistant a 1l'atrazine, 1l'inhibition
maximale atteinte est de 104 avec une concentration de 3 X
10" M en absence de DPC. Une concentration de 1079 M réussit
a4 inhiber seulement 2% de 1l'activité photosynthétique, et ce

en absence de DPC, contre 39% chez le biotype sensible. La



levée d'inhibition suit le mEme schéme que chez le biotype
sensiblejy soit urne levée proportionnelle a la diminution
d'inhibiteur du PSII.

Pour s'assurer de la reproductibilité de ces résultats,

deux autres espéces ont été étudiédes. Les courbes présentées

de chaque espéce de membrane. L'inhibition du transport
d'électrons par une concentration de 107% M d'atrazine
atteint %1% en absence de DPC. De faibles guantités de
donneurs artificiels d'électrons lavent une proportion
importante de 1'inhibition, soit par exemple 41% avec 0.3 aM
de DPC. Il est, par contre, beaucoup plus difficile d'évaluer
le biotype résistant wvu son tres faible taux d'imhibition;
avec une concentration moyenne d'atrazine (1072 M),
l'activite photosynthétigque n'est pas affectée. Les résultats

obtenus avec une troisiéme espéce, Brassica rapa, corroborent

ceux des deux espéces precédentes (Fig. 8). On remarque que
Brassica rapa L. est plus sensible a l1'atrazine puisque a
fortes concentrations (1 X 107% a4 3 X 1074 M), le transfert
d'électrons entre les quinones Bp et By est complétement
inhibé chez le biotype sensible. Par contre 1'effet
d'inhibition est considérablement réduit a de plus faibles
concentrations d'atrazine (1072 M), pour ainsi faire chuter
l1*inhibition de 100% A4 S8% et encore a 7% en présence de 1076

M d'atrazine en absence de DPC.
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Ce qui est pourtant constant chez les trois espéces,

c'est la proportionnalité gqui existe entre la levée de
l1'inhibition et la gquantité d'atrazine dans le milieu et ce
en fonction de 1l°‘augmentation de DPC présent.
Chez les membranes thylacoidiennes entiéres, la stratégie
sous—jacente différe significativement du point de wvue
accessibilité pour un site. Tel gue mentionné plus haut, les
thylacoides se présentent sous fTorme de saccules fermes
offrant ainsi urme portion luménale difficile d'accés pour
l'atrazine. La figure 9 nous preésente 1'inhibition de
thylacoides de chénopode en fonction de 1la concentration
d'atrazime, en faisant wvarier les concentrations de DPC. On
remarque gu'a fTorte concentration d'inhibiteur (107% M), 1la
levée d'inhibition est généralement plus prononcée qu'avec de
faibles quantités. On remarque la mEme tendance chez Brassica
(Fig. 11), mEme si l'inhibition est plus forte. Buoique plus
difficile 4 vérifier chez le biotype résistant a l'atrazine,
l1'inhibition 4 des concentrations éleveées, soit de 3 X 10”4
et 1 X 1074 M, semble plus facile a lever. Cette observation
tend a confirmer 1 'hypothése de départ voulant que
l'accessibilité des deux sites pour l'inhibiteur diffeéere.

Ainsi, a4 faible concentration, l'atrazine ne peut

qu'accéder a la portion Qg de la protéine D1, d'oa la
difficulté pour le donneur d'électrons artificiel de lever

cette inhibition. Tandis qu'avec une concentration a]evee
evée,

l'atrazine peut pénétrer le coté luménal plus facilement. Ce
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qui mous permet d'émettre 1'hypothése d'un deuxiéme site
d'action de 1l'atrazine du c&té donneur du PSII. Par contre
cette éventualité semble Btre ternie par l'existence d'une
levée d'inhibition significative en plusieurs points et ce a
de faibles concentrations d'atrazine. D'autant plus que chez
Amaranthus, la levée de l'inhibition est aussi importante a
faibles qu'a fortes concentrations d'atrazine (Fig. 10). 5Si
on prend comme exemple une concentration faible, soit de 1 X
1076 M, avec une guantité aussi minime que 0.3 mM de DPC, la
levee de 1'inhibition atteint les 37X, contre 11%X a forte
concentration (10™% M; Fig. 10). HMEme avec une concentration
de 0.5 mM de DPC, estimée moyenne de par la littérature
{Vernon, 19464%9; Lach, 1977; Rawyler, 1980; Rawyler, 1981;
Inoue, 1987), ce pourcentage demeure plus eélevé avec une
faible quantiteé d'atrazine. Ces derniers résultats pourraient
s'expliquer si nous assumons que le DPC peut déplacer une
guinone inhibitrice analogue de son site, comme démontré& avec
le silicomolybdate au site 8 (Boger, 1982; Graan, 1986);
cette derniere hypothese sera verifiée ultérieurement
{section 3.2).

Vu les possibles effets non—spécifiques du DPC,
l'utilisation d’un deuxiéeme donneur d'électrons
caractérisera de facon plus formelle le second site d'action
de l'atrazine du c&té luménal du PS5I1. Le MnCly semble Etre
tout désigné, étant dormé gu'il agit dans la méme region gue

le diphénylcarbazide (Ben—Hayyim, 1970; Izawa, 1980); son
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site de liaison serait mBme attribué a un résidu d'histidine
du co5té luménal du PS5SII (Preston, 1989; Seibert, 1989%;
Tamura, 1989). Chez les trois mEmes espéces, le MnClp a éteé
employe avec les deux particules membranaires utilisées
précédemment. Les résultats sont présentés de la mEme maniére
qu'avec le DPC mais en présentant les résultats obtenus pour
les PSII et les thylacoides conjointement. Une seule
concentration de donneur a eété utilisée, soit 0.1 mM, eétant
donme que la levée d'inhibition était inchangée avec des
quantiteés allant jusqu'a 2.0 mM de MnClg. La figure 12 montre
clairement que le MnClg donne des électrons dans la région de
Z pour ainsi lever l1'inhibition pour les particules de PSII.
Tout au long de l'echelle de concentration d'inhihiteur, le
MnCly agit avec la m@me force, levant ainsi environ de 35-10%
de 1'inhibition nette. Sur wune moins grande echelle, le
biotype résistant présente le mEme schéme caractéristique. Vu
la difficulté d'accéder au coté luménal, la levée de
l1'irhibition chez 1les thylacoides est inexistante (biotype
résistant) ou trés faible dans le cas du biotype sensible a
l'atrazine.

Ces derniers résultats soutiennent fortement 1'hypothése
de départ woulant qu'il y ait un second site d'action de
l'atrazine du csté luménal du PSII. Ces reésultats sont
parfaitement reproductibles chez les autres plantes étudiées.
Amaranthus et Brassica (Fig. 13 et 14) présentent

respectivement une levée d'inhibition significative seulement
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avec les membranes enrichies en PSII; et cela autant pour le
biotype résistant que sensible a 1'atrazine.

La différence de sensibilité {(a l1'atrazine) des membranes
n'‘a toutefois pas été évaluée de facon & FEtre certain du
résultat du pronostic. L'attéruation de 1'inhibition du
transport d'électron en fonction de l'inhibition en présence
d'une valeur moyenne de DPC, soit 0.5 mM, s'avére un outil de
premier ordre pour caractériser plus clairement la présence
d'un deuxiéme site d'action {pour la signification
mathématique voir la légende des figures). La figure 15
propose une relation, atténuation de 1'inhibition: inhibition
qui est presque lindaire dans le cas des thylacoides. Cette
observation s'explique aisément considérant gu'en présence
d'un faible pourcentage d'inhibition (en abscisse, de 0 a
S50%) il est plus aisé de lever cette inhibition, d'oda le fort
taux d'atténuation. Ce taux diminue en fonction de
1'augmentation de 1'atrazine du milieu.

L'importance de ce graphigue reéside dans la comparaison
thylacoide-P511; ce qui fourmit wurne information importante
sur la sensibilité respective des membranes. Au premier coup
d'oeil on remarque une sensibilité a 1'inhibiteur plus éleve
dans le cas des PSII; cette réceptivité accrue s'observe
facilement lors d'urme inhibition eélevée. Chez les deux
particules membranaires on peut atteindre 100X d'inhibition a
forte concentration d'atrazine, donc dans ce cas tous les

sites sont comblés en inhibiteur; et pourtant 1'atténuation
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Figure 13. Atténuation de 1l'inhibition par 1'atrazine
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pour le PSII demeure trés élevé, soit de 25% contre seulement
9% pour les thylacoides.

La deuxiéme observation et la plus importante, est
“1'épaulement™ ou 1'atténuation élevé qui se prolonge a
faible pourcentage d'irnhibition dans le cas du PSII. Si on se
rappelle que le DPC agit du coté luménal du PS5II, &4 faible
concentration d'atrazine (par exemple a4 15% d'inhibition) le
taux d'atténuation de 1'inhibition atteint 99%. La grande
efficacité du dornmneur artificiel d'électrons pour lever
1"inhibition implique un site d'action de 1l'atrazine du cote
luménal du PSII. Ainsi, mEme si on augmente la qguantite
d'inhibiteur (pour ainsi atteindre S0X% d'inhibition) Ile
pourcentage d'atténuation de l1'irhibition reste toujours au
dessus de 90%X. A plus forte concentration d'inhibiteur, la
difficulté d'atténuer 1'inhibition s'accroit progressivement.
Il est évident qu'a ce stade les deux sites sont combleés en
atrazime, ce gqui nous permet d'affirmer gue 1'atrazine
s'attaguerait preéférentiellement du cété donneur d'eélectrons
(région de Z2) que du cété du stroma (Bg) dans les membranes
enrichies en PEII.

On peut donc maintenant, avec peu de risque d'erreur,
soutenir 1'hypothése dualiste du mécanisme d'inhibition de
l1'atrazine. Cette hypothése tient égalesent chez le biotype
résistant 4 1'atrazine (Fig. 14). Dans ce cas cependant, la
différence entre PSII et membranes thylacoidiennes est plus

difficile a évaluer compte tenu des faibles valeurs
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artificiel d'électrons: P = (W — YY)/ W X 100.
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d'inhibition. Brassica rapa L. se comporte de la mEme facon.

En présence d'une inhibition inférieure a 35% on obtient une
atténuation treés eélevée (100X dans le cas du biotype
sensible), caratérisant ainsi l'efficaciteé du donneur
d'électrons au niveau de Z2 (Fig. 17 et 18). Dans le cas

d'Amaranthus Powelii S5 Wats sensible & 1'atrazine, il ne

semble pas y avoir de difféerence fondamentale entre la
sensibilité du PSII et les thylacoides, mBme si on remarque
qu'a faible concentration d'atrazine, 1'atténuation chez les
membranes de PSII reste légérement plus élevée (Fig. 19). Par
contre il ne fait aucun doute que dans le cas du biotype
resistant, le PSII est beaucoup plus sensible que les
thylacoides eétant donné que 1'atténuation de 1'inhibition
reste maximale Jjusgu ' aux plus fortes concentrations
d'atrazine (Fig. 20).

Dans un mEme ordre d'ideées, pour vraiment soutenir cette
hypothése, des mesures d'atténuation de 1'inhibition en
fonction de 1'irmhibition de l'activité en présence de 0.1 mM
de MnClp sont présentées & la figure 21. Pour chacune des
trois plantes, ne sont présentés que les résultats des
membranes de PSII car aucune levée d'inhibition n'a eéete
décelée chez les membranes thylacoidiennes entigres. On
constate donc qu'a faibles concentrations d'inhibiteur,
l'atténuation de 1'irhibition est trés élevée, pour ensuite
diminuer proportionnellement avec 1'augmentation d'atrazine

dans le milieu.
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A titre informatif, les trois figures suivantes (Fig.
22, 23 et 24) nous renseignent sur la sensibilité des PSII
comparativement aL X thylacoides et cela avec une
concentration moyenne de 0.5 mM de DPC. Autant dans le cas du
biotype sensible que reésistant, le PSII semble Btre inhibé
plus rapidement. Fait A noter que chaque mesure de tous les
graphiques sont obtenue par la moyenne de triplicatas.

Plusieurs traitements sur les membranes thylacoidiennes
sont conmus pour affecter le coté accepteur autant gue le
coté donneur du PSII (Jursinic, 1983; Renger, 1983; Ikeuchi,
1985; Metz, 1984, Renger, 1984, Volker, 1984, Yamada, 1987).
Par exemple les modifications structurales de D1 et aussi du
polypeptide D2 sont démontrées comme se produlisant apreés la
liaison avec l'atrazine ou apres l'oxydation de l'atome de
fer ("high spin iron atom") logé entre G et Qg de Felft a
Fe3* {(Renger, 1988). Donc, l'action de 1'atrazine du cEté
donneur pourrait Etre interprétée comme un second effet de la
liaison de 1'inhibiteur au site Gg. Cependant la preésence
d'un vrai site d'action du c6té dormmeur a etée deéemontre {(pour
une synthése des reésultats sur le sujet voir Purcell, 1990a).
La forte accessibilité de 1'atrazine du cété donneur dans les
fractions membranaires enrichies en PSII pourrait &tre due a
la plus grande exposition de la face luménale au milieu dans
ces préparations. Par contre la baisse d'affinité de

l1*'atrazine pour le site Qg est attribuée aux modifications
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structurales de la protéirnre D1 induite par 1'effet du Triton.
Il a été postulé trés récemment que Z2 serait la tyrosine 161
du polypeptide D1 (Barry, 1987; Debus, 1988; Gerken, 1988;
Ikeuchi, 1988b). Ce résidu est logé du cété luménal du PSI11.
Alnsi il y a plusieurs eévidences attribuant un rale
fonctionnel et cinétique de 2, en relation avec le P&BO
(Gerken, 1987; Mathis, 1989; Metz, 1989).

Finalement, d'aprés les résultats présentés antérieurement,
il semble notoire gue chez les biotypes reésistants le site
d'action des herbicides du c&té donneur est resistant a
l'atrazine approximativement au mEme taux que sur Gg. En
fait, 1'inhibition est observée seulement a fortes
concentrations d'atrazine chez les PSII et les thy.rlar.:nides
isolés de biotypes résistants. Ceci confirme les résultats
obtenus par Rashid (1987) avec C. album L. I1 est bien connu
que le site de mutation impliguée dans la reésistance aux
triazines des espéces etudiees 1ci, est localiseé sur la
sérine 2464 sur le polypeptide D1 (Hirschberg, 1983). Ce
changement d'un acide amimné® affecte grandement la liaison
d'une molécule d'atrazine au site Q. D'autre part, le site
de liaison a 1l'atrazinme regroupe plusieurs acides amines,
lesquels sont relativement loin du site de mutation: sur la
methionine 214 et entre 1'histidine 215 et 1'arginine 223
{kWolber, 1984; Wolber, 19843 Barros, 1988); wvoir la figure

25.
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La figure 2& permet de bien wvisualiser le site de
liaison de 1l'atrazine (hélice D) et celui de la mutation
(hélice E) du caté du stroma, de méme que le site d'action du
DPC (région de la tyrosine 141) du c&té luménal du PSII
{hélice C). La modification de la protéine, lagquelle altere
la liaison de l'atrazine au site @G chez les biotypes
résistants, pourrait trés bien induire des changements
conformationnels gqui affecteraient aussi le cetée luménal de
la membrane; 1l'action du Triton X-100 comme détergent,
affecterait eégalement l'organisation des membranes
thylacoidiennes {Apostolova, 1988a; Apostolova, 1988h;

Hermann, 1988).
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3.2 Etude des relations existant entre molécules de type

quinone
Comme mentionné dans la précédente section, le doute
plane sur l'utilisation du DPC en présence de molécules de
type quinone. Ces moleécules eétant chimiquement similaires
(voir fig. 4), il est donc possible que le DPC déplace ou
compétitionmne avec 1l'atrazine pour ainsi lever 1'irmhibition
de facon marquee.

3.2.1 Compétition inhibiteurs/donneur d'electrons La

figure 27 nous montre 1'inhibition de la photoréduction du

DCPIP dans un extrait de thylacoide d'épinard en fonction de.

la concentration d'atrazine, avec et sans DPC. Dans le cas du
contrale, 1'inhibition croit gr aduel lement avec
1'augmentation de la concentration d'inhibiteur. La
photoréduction du DCPIP est complétement freinée avec une
concentration légérement supérieure a 10°7 M. En présence de
1.4 MM de donneur artificiel d'électrons, on réussit a lever
1'inhibition {(nette) dans une proportion d'environ 10% et
ce a TfTaible concentration d'atrazine ( <107 M ). Par
contre 4 plus forte concentration le DPC tend, en moyenne, a
lever plus de 15% de 1'inhibition. Etant donné que la
quantité de DPC est suffisamment eélevée et constante, 1la
levée d'inhibition ne devrait pas wvarier consideérablement ou
mEme diminuer en fonction de 1'augmentation de la
concentration de 1'inhibiteur. On observe 1'effet contraire

probablement diG au fait que le DPC compétitionne pour un mEme

&7
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site. D'autant plus qu'a forte concentration, 1'atrazine
réussit a occuper le cété luménal du PSII et ainsi favoriser
l'action du DPC. La figure 28 démontre le mEme schéme
caractéristique d'inhibition avec et sans donneur d'électrons
en utilisant le DCMU pour ainsi appuyer 1'hypothése de
départ. Ces deux inhibiteurs, l'atrazine et le DCHMU, ont le
méEme site d'action, gquoiqu' ils agissent a des concentrations
différentes. La levée d'inhibition semble assez réguliére &
des concentrations inférieures 4 S5 X 1077 M de DCMU (=10%)
pour ensuite augmenter a plus de 15% avec des concentrations
supérieures. Comme avec l'atrazine, le DCMU A trés fortes
concentrations semble tirer profit du fait gque le DPC a 1.6
mM ne suffit plus a lever 1'inhibition, en proportion égale,
aux deux sites d'action du PSII.

En faisant maintenant varier la concentration de donneur
artificiel, nous pourrons mieux cerner l'interaction qui
existe entre 1'atrazine et le DPC. La photoréduction du DCPIP
par les thylacoides d'épinard avec et sans inhibiteurs
(montrée a la figure 29) semble faire 1la lumiére sur
plusieurs points. Dans un premier temps, si on observe le
tracé du contréle, 1l'activité photosynthétigque augmente
sensiblement sS0us l1'effet du DPC aux concentrations
inférieures a4 1.0 WM. A des concentrations supérieures a 1.0
mM, le transport d'électrons atteint un maximum. En preésence
d'inhibiteurs (atrazine et DCMU) 1'activite photosynthétique

des membranes thylacoidiennes est grandement affecteéee; mais
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l'action du DPC léve cette inhibition sans atteindre 1'effet
maximum. Ce qui prouve que mEme en présence de fortes
concentrations d'inhibiteurs le DPC déplace ces molécules
pour ainsi abaisser l'inhibition. Le tracé du bas (Fig. 29)
nous montre que les inhibiteurs sont en gquantité suffisante
pour inhiber environ 9904 de 1'activiteé, qui pourtant est
levée, sans la présence d'un plateau a grande concentration
de donneur d'électrons. Ce qui rejetterait 1'hypothése d'une
quantiteé insuffisante d'inhibiteurs pour qu'il y ait atteinte
trop facilement d'un plateau.

Pour s'assurer de la validité des derniéres hypothéses,
une autre espéce fut analysée. La figure 30 montre de fagon
éloquente, la compétition qui existe entre le DPC et les
inhibiteurs du transport d'électrons (entre Qp et Q) chez
des thylacoides d'orge. Wu la plus grande sensibilité de
l'orge au DPC, l'effet de ce donneur d'électrons se fait
sentir de facon prononcée, comparativement a 1'épinard. Par
contre le plateau survient approximativement au mEme endroit,
dans le cas du contrale. En présence d'inhibiteurs on réussit
4 lever une grande proportion de 1'inhibition sans toutefois
atteindre un maximum. Egalement dans cet exemple 1'inhibition
en absence de donneur artificiel d'électrons est élevée, soit
d'environ BOX (tracé du bas).

Pour s'assurer de cette réalité, la figure 31 démontre la
relation qui existe entre 1les inhibiteurs et le DPC. On

remarque que la mEme quantité de DPC est mécessaire pour



a A
o

E 90

- CONTROLE
(=]

z —

o

5

: p—

= 60

Lt

e

S

o

I

o

N 30

062mM _104mM |

I l{f"fl | 1 T | T ] | I

15 09 09 ' 5 2.1 27 3.3
1/D.P.C. (mM ")

Figure 31. Double réciprogue de la photoréduction du
DCPIP en fonction du DPC et en présence d'inhibiteurs (voir

Fig. 30), chez les thylaco:des d'orge.

B



lever 1'inhibition (1.04 mM) pour ainsi atteindre 5S0% de
l'activité photosynthétique pour le DCMU et pour l'atrazine;
ceci s'explique facilement par le fait qu'ils ont le méme

site d'action.

3.2.2 Interaction donneur/accepteur d'électrons On

peut se demander, & titre de vérification, si 1le DPC
affecterait 1'accepteur d'électrons par le méme mécanisme que
pour les inhibiteurs étant donmné la similitude relative des
molecules et que le DCPIP agit au m@me niveau que 1'atrazine
et le DCMU (Glpg). A 1'aide de thylacoides d'épinard on peut
démontrer que le DPC n'affecte mullement le mecanisme de
capture d'électrons par le DCPIP (Fig. 32). Aux faibles
concentrations de DCPIP (<10 pM), le flux d'électrons ne peut
#tre capté entiérement et l'action du DPC n'est pas
discernable; par contre au—-dessus de cette concentration, 1.6
mM de donmneur d'électrons produit ume augmentation sensible
de 1l'activité photosynthétique. Dans 1le cas présent on
atteint un plateau en présence d'environ 20 pM de DCPIP. On
peut donc en conclure que lorsgue que la qguantite requise
pour accepter le flux d'électrons est atteinte, la réaction
est saturée et aucune augmentation de photoréduction n'est
perceptible (non causé par le DPC). Pour les experiences de
photoréduction, 30 pM de DCPIP sont wutilisés, ce qui

correspond &4 la zone du plateau.
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3.2.3 Mesure de dégagement d'oxygéne Les mesures

de la figure 33 ont é&té obtenues en présence de 7.5 X 1072 M
d'atrazine, pour ainsi obtenir une inhibition du dégagement
d'oxygéne de &0 pourcent et l'activité passe de 430 a 180 pM
0z - m17! h™l (180 étant normalisé & 100 sur la figure).
L'oxygene deégage du cstée luménal du PSII est enregistré, en
absence et en preésence de donneurs artificiels d'eélectrons.
L'ajout de MnClg provoque une baisse sensible de 1l'activite
relative vu la competition qu'il exerce avec 1'eau, donneur
naturel d'électrons. Cette dimimution n'est pas affecteée par
1'augmentation de la guantité de donneur; mEme avec de trés
fortes concentrations {(>1.5 mM), la quantité d'oxygene
dégagée n'est pas affectée. Par contre le DPC compétitionne
beaucoup plus fortement avec 1'rau, ce gui nous donne une
activite tres faible. Cependant, contrairement au MnClg, une
augmentation de la concentration en DPC réussit a mousser le
rendement photosynthétique de fagon spectaculaire. Ce gui
suggéere gque le DPC déplace l'atrazine de son site d'action et

diminue ainsi son effet inhibiteur.

3.2.4 Relation entre la liaison de 1'atrazine et la

levée de 1'inhibition Les reésultats nous

poussent a faire une étude plus approfondie des interelations
existant entre l1'atrazine et le donneur d'electrons

artificiel. D'aprés les premiers travaux de Tischer ((1977)
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nous pouvons, a l'aide d'inmhibiteur marqué, é&tablir une
relation directe avec 1'atrazine se liant ou mon & 1la
membrane thylacoidienne. Comme mentionné dans la section
2.9.2 i1ii, une incubation et une centrifugation suffisent a
séparer l'atrazimne lié et non-1i1é et ainsi évaluer la liaison
en preésence de DPC. La figure 34 démontre la proportion
d'atrazine lié par rapport a 1'atrazime libre et ce en
faisant varier la concentration de DPC. Avec une
concentration fiwe d'inhibiteur on peut ainsi déterminer la
quantité de complexe lié. L'allure gérsrale de la courbe en
présence de 0.2 pyM d'atrazine démontre qu'il v a de moins en
moins d'inhibiteur lié a mesure que la quantité de donneur
augmente. MEme avec une concentration moyenne de 0.5 mM, le
DPC reussit a restreindre la liaison de facgon significative.
Ainsi on passe de 20 n mol d'atrazine marque (l4c-atrazine
lié) a4 faible concentration de DPC, a environ dix fois moins
avec une trés forte concentration de donneur (3.0 mM). A
faible concentration d'atrazine {(0.05 pM) on remarque
toujours une réduction marquée d'inhibiteur lié a la membrane
du a la présence de [HPC; on réussit méEme a ce gque le DPC
compétitionne & un point tel, qu'il ne puisse s'y lier.

Ce dernier résultat soutient 1'hypothése de deépart
voulant qu'il y ait compétition pour un mEme site entre les
molécules inhibitrices de type quinones et le donneur
artificiel d'électrons. Un point culmine dans ce mécanisme

d'inhibition, c'est que le DPC semble compétitionner a de
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trés fortes concentrations mais également 4 de trés faibles
{(0.38 wM). Ce qui nous améne & discuter de la validité de
l'utilisation de ce donneur en présence de molécules étant
chimiquement similaires ou encore avec des inhibiteurs de
type guinone. Le DPC est toujours trés utilisé pour étudier
le transport d'électrons, autant au niveau des études
fondamentales qu'appliquées. La difficulté est eévidemment
relié a la concentration de donneur utilisé et & la nature
des molécules externes qui sont utilisées. Plusieurs travaux
a ce sujet préconisent une forte concentration de DPC (1.0mM)
dans le but d'étudier un systéme photosynthétigue fortement
endommagé (Radunz, 1982; Satoh, 1983; Dietz, 1988).

La diversification des travaux en utilisant le DPC
s'étend aussi a des stress extérieurs pouvant causer une
inhibition du transport d'electrons. L'inactivation des
électrons due au stress a4 la chaleur n'échappe pas a
l'utilisation du DPC dans le but d'élucider le mécanisme et
le site d'action, vu le propre site d'action connu du donneur
{Coleman, 1987; Inoue, 1987) . Le vaste champ d'étude
impliquant 1'irnhibition photosynthétique causée par des
enzymes (qui ont souvent wun site d'action spécifique)
nécéssite un donneur d'électrons dont le site d'action est
connu pour en révéler les effets sur les protéines (Rawyler,
19803 Rawyler, 1981). Tout ces travaux se basent sur des
études utilisant le DPC avec des fragments de chloroplastes

inhibés par du DCMU (Vernon, 1969; Lach, 1977; Dekker, 1984).
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En présence de 0.5 mM de DPC, une forte concentration de DCMU
(10 M) ne réussit pas & inhiber complétement 1'activité
photosynthétique. Ceci prouve qu'il faut Btre trés wvigilant
avec l'utilisation du DPC et cela surtout en présence de

molécules inhibitrices du type DCHMU ou atrazine.

On peut maintenant essayer de caractériser davantage la
liaison de 1'atrazine & la membrane thylacoidienne. Les
travaux de Tischer (1977) sont d'un apport considérable pour
la compreéhension moléculaire des relations existant entre
l1'inhibiteur et son site de liaison. Pour ce faire, une
méthode devenue maintenant classique, consiste a tracer un
graphique de double reciproque ou les résultéts sont
transformés en relation lindaire (Tischer, 1977; Pfister,
1979; Beger, 1982; Oettmeier, 1982; Jursinic; 1983; Mattoo,
198453 Vermaas, 19843 Carpentier, 1985; bGraan, 1984; Renger,
198463 Renger , 1988; Renger , 1989; Oettmeier, 1989).
L'information fournie par ce trace, fait resortir 1‘'aspect
quantitatif de 1'analyse de la liaison.

La figure 35 mous fournit les proportions d'atrazine lie
en fonction de l1'atrazine libre. On remarque que la constante
de liaison, K (l'inverse du point de jonction avec
l1'abscisse) différe de la valeur du contrale en preésence des
molécules inhibitrices (DCMU et DPC). Dans 1le cas de la
membrane, en présence d'atrazine seulement, la wvaleur est

plus basse, soit de 0.19 pM d'atrazine. Par contre avec
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l1'ajout de DCMU, dont la proximité de son site d'action avec
celui de 1'atrazine est corroborée (Pfister, 1979), K
augmente considérablement. Cette constatation s'appligque
eégalement avec 1‘'addition de DPC; donc plus 1'inhibiteur est
fort plus K est élevé. Cette derniére affirmation s'expligue
aisément par le fait que la constante de liaison est
proportionnelle a l'atrazine libre, gui néceéssairement
augmente avec 1'augmentation de compétition causée par le
DCHMUY et le DPC. Par contre, mEme si la constante de liaison
différe avec le type de molécules ajouté, la concentration
totale de sites spécifiques de liaison reste identique soit
de 145 Chl/atrazine (voir le tableau 2 et 1l'annexe A). Par le
fait mEme, étant donme que cette valeur est la mEme avec ou
sans inhibiteur (jonction identique a 1'ordommée), on peut
affirmer gque 1l'irhibition de la liaison de 1'atrazine sur son
site d'action (wvoir section 3.1) est du type competitif.
L'allure gémérale du graphique nous revele donc une
inhibition compétitive du DPC envers l'atrazine et ce, soit
pour l'affinité d'un site commun ou analogue, ou simplement
par la similitude conformationnelle des molécules (pour une

synthése des résultats du sujet voir Purcell, 1990c).



TABLEAU 2

EVALUATION DE LA CONSTANTE DE LIAISON (K) ET DU NOMBRE DE

SITE DE LIAISON (X4; CHLOROPHYLLES PAR MOLECULE D'ATRAZINE

LIEE)
Molécules inhibitrices
K X
(HM) (Chl/atrazine)
Contréle 0.19 165
DCMU 0.43 165

bPC 1.0 165



3.3 Reéactio

d'oxydo-reduction du cytochrome b-559

Le cytochrome b-5959 reste une composante énigmatique et
mal comprise autant du point de wvue fonctionnel que
structural. On observe des changements importants du
cytochrome b-559 caractérisant les biotypes sensibles et
résistants. QQuoique encore nébuleuses, les wmodifications
cinégtigues qu'apportent ces changements structuraux peuvent
affecter le transport d'électrons. Les mesures présentées
dans cet ouvrage sont basées principalement sur les réactions
d'oxydoréduction donc sur la mobilité des électrons. Sachant,
par des mesures de fluorescence, gque la membrane est plus
fluide chez le biotype résistant a 1'atrazine (Lehoczki,
1985), et que le complexe chlorophyllien (a/b) associé au
PSI1 est plus important chez ce mEme biotype (Burke, 1982),
il devient donc trés important d'en étudier les différentes
avenues. Plus proche de nos mesures, Rashid (1987) affirme
que le CCCP est plus efficace lors de 1'inhibition du flux
d'électrons toujours chez le biotype résistant a l'atrazine.
Une analyse du cytochrome b-559 se wvoulant préliminaire,
n'est certes pas A4 négliger dans 1'approche d'une meilleure
compréhension du PSI1 envers les inhibiteurs.

Cette section a pour but, en premier lieu, de comparer
la réduction quantitative du cytochrome, des biotypes

sensibles et résistants chez plusieurs plantes; et dans un



deuxiéme temps, eévaluer la cinétique d'oxydo-réduction du

cytochrome en présence d'inhibiteur du PSII.

3.3.1 Etude comparative du cytochrome b-559 Pour les
mesures qui suivent, on tente d'étudier séparément Ile
cytochrome a haut et a bas potentiel. [l suffit donc de
mesurer le changement d'absorbance en faisant wvarier la
longueur d'onde pour ainsi obtenir une valeur proportionnelle
a4 la quantité de cytochrome oxydé ou reéduit. La premiére
étape consiste 4 oxyder le cytochrome b-559 en utilisant du
ferricyarnure de potassium. La figure 36 A nous montre
l'oxydation du cytochrome, a partir de particules de PSII de
Chenopodium sensible. On obtient une valeur de 0.0081 par
rapport a la ligne de base, ce qui nous permet en second lieu
de réduire le haut potentiel & l'aide d'hydroquinone (Fig. 36
B). Se servant toujours de la mEme preéparation, on peut
réduire le cytochrome b-559 a bas potentiel en se servant
d'acide ascorbique (Fig. 3&6 C). La wvaleur est trés eélevée
(0.0081), mais connaissant la non-spécificité de 1'acide
ascorbique, il est possible gqu'une faible portion du
cytochrome b-559,p laissée oxydée par 1'hydroguinone, y soit
également réduit. La derniére étape consiste a s'assurer qgue
tout 1le cytochrome &4 bas potentiel ait eété réduit.
L'utilisation d'hydrosulfite de sodium (dithionite) wnous
procure l'assurance d'une plus grande speécificitée a 1'égard

du bas potentiel et également étant un réducteur plus fort,
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Figure 3&4. Photooxidation (A) et photoréduction (B,C et
D} du cytochrome b-559 a haut (A et B) et 4 bas potentiel (C
et D) chez les PSII de_Chenopodium album L. sensible. Voir

aussi la section 2.5.2 iv.
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Figure 36. (suite) Photooxidation (A) et photoréduction

(B,C et D)

potentiel

du cytochrome b-3539 a haut (A et B) et a bas

(C et D) chez les PSII de Chenopodium album L.

sensible. Voir aussi la section 2.39.2 1iv.
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de reéduire une trées grande partie sinon la totalité du
cytochrome b-00%9%gp- UOn se rend compte que cette derniére
étape s'avére treés importante; réduisant encore 0.0062 (en
valeur d'absorbancel), succédant ainsi a 1'étape précédente
(Fig. 36 D). A titre comparatif, il est intéressant de
mesurer ces mEmes valeurs chez le biotype résistant a
l'atrazine de la mEme plante. I1 semble, de maniére globale
gue les resultats pour ce dernier biotype soient légérement
inférieurs gu'avec le biotype sensible a 1'exception de 1la
réduction du cytocrome b-5594p (Fig. 37 A,B,C et D).

Chacune de ces mesures a eté répétée avec Amaranthus et
et de la constance des résultats (voir tableau 3). Les
mesures du tableau ont é&té transformées en pM de cytochrome
b-559; en utilisant 20 wM~! cm ! comme coefficient
d'extinction molaire (Bendall, 1971). Afin d'établir wune
relation entre le cytochrome b-539 a haut et a bas putentiel;
la proportion de HP/BP+HP a été calculée pour chaque biotype
{rapport représenté en bout de colonme de chague biotype
respectivement]) tableau dr. Ce rapport reste une
approximation de 1la wvaleur reéelle étant donme que la
réduction du cytochrome b-559gp par 1‘'acide ascorbique peut
contenir wune partie du chamgement d'absorbance de la
réduction du cytochrome & haut potentiel (comme mentionné
dans le texte précédemment). Dans chacun des cas od les deux

biotypes sont représentés, la plante sensible a l'atrazine
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Figure 37. (suite) Photooxidation

(B,C et D)
potentiel

résistant.

du cytochrome b-535%9 a haut

(A) et photoréduction

(A et B)

et a bas

(C et D) chez les PSII de Chenopodium album L.

Voir aussi la section 2.5.2 iv.
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ETUDE COMPARATIVE ET GUANTITATIVE DU CYTOCHROME b-55%,p
BIOTYPES ReESISTANTS

cyt b-559

oxyde HP

réeduit HP

réeduit BP

reduit BP

{idithionite}

HP /HP+BP

Chénopod ium

sensible-resistant

0.31

0.446

TABLEAL 3

Amaranthus

sensible-résistant

0.46

Brassica

sensible-reésistant

0.40

ET b-559gp CHEZ LES
ET SENSIBLES A L'ATRAZINE

Epinard

E&



obtient le plus fo;t taux. Ce qui signifie qu’'il y aurait, de
facon significative, plus de cytochrome A haut potentiel
proportionnellement a celui A& bas potentiel (par exemple,
0.46 comparativement a4 0.31 pour le biotype résistant). Dans
le but de généraliser une proportion de cytochrome A haut
potentiel par rapport au bas potentiel, la moyenne des trois
proportions des biotypes sensibles a été calculée a 0.48;
comparativement a 0.39 chez les biotypes reésistants a
l'atrazine. De facon générale ont peut affirmer qu'il y a un
peu moins de cytochromes b-959yp que de cytochromes b-3359gp,
Sachant que le cytochrome b-5359gp est une forme altéreée et
non physiologique du cytochrome b-959,p (Heber, 1979;
Tsujimoto, 19853 Cramer, 19846; Rao, 19843 Barber, 1987), il
est normal dans le cas du biotype résistant, qu‘il y ait plus
de cytochrome A bas potentiel (rapport HP/BP+HP plus petit).
Cette 1idée est basée sur le fait que du point de vue
moléculaire, les chances sont plus élevées que le centre
réactionmmel du PSII d'une plante résistante, dont fait partie
le cytochrome b-559, subisse un changement comformationnel
pouvant ainsi modifier le potentiel rédox du cytochrome.

L'épinard a aussi eété étudié dans le but d'établir une
comparaison entre ce type de plante et le groupe dont on
posséde les deux biotypes (Fig. 38 A,B,C,D et tableau 3). Le
compor tement de cette plante se raproche de trés prés des
autres plantes et ainsi, son étude ultérieure s'avérera

représentative.
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Figure 38. Photooxidation (A) et photoréduction (B,C et
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Figure 38. (suite) Photooxidation (A) et photoréduction
(B,C et D) du cytochrome b-332 a haut (A et B) et & bas

potentiel
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section 2.5.2 1iv.
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3.3.2 Photoréduction du cytochrome b-559 Avant mEme

d'évaluer la réduction du cytochrome en présence
d'inhibiteurs du PSII, il faut mettre en relief les
paramétres expérimentaux et ainsi s'assurer que 1'étude est
focalisée uniquement sur le cytochrome b—-559. Un premier test
consiste a4 vérifier si la différence maximum d'absorbance se
produit a 559 nm et ce en faisant varier la longueur d'onde.
La figure 39 nous montre un exemple de changement
d'absorbance ou la longueur d'onde a été fixée a S461 mm. En
laissant progresser la photoréaction pendant sept minutes,
pour ainsi atteindre le maximum, on obtient dans ce cas une
différence d'absorbance (A) de 0.0030 (le temps requis pour
que l'induction soit compléte, est relié a la désorganisation
du PSII causée par le traitement au Triton). En reliant les
points pour chacurmre des longueurs d'onde utilisées, on
obtient un maximum a4 559 nm (Fig. 40; wvoir aussi Whitmarsh,
1977; Ortega, 1988). Ceci nous assure que par cette méthode,
on mesure spécifigquement le cytochrome b-559 et non d'autres
composantes comme le cytochrome-b gQui absorbe wvers 563 nm
donc trés prés du b-559 (Nelson, 1972; Wikstrom, 1972).

En plus d'utiliser le wmaximum de la diffeéerence
d'absorbance comme unité de mesure, nous pouvonNs NOUsS SErvir
de la vitesse initiale (pente) de la courbe de changement
d'absorbance pendant la premiére minute. L'intensite

lumineuse est un autre paramétre important a considérer dans
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Figure 39. Induction de la photoréduction du

cytochrome b-559 a4 561 nM. Voir aussi la section 2.5.2 1v.
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le but d'évaluer les conditions expérimentales optimales.
Toujours en mesurant la cinétique pendant sept minutes, la
figure 41 nous montre la photoréduction du cytochrome b-559
avec une intens.ité lumineuse de 430 mW/cmS. En faisant varier
1'intensité lumineuse on peut ainsi tracer la courbe de la
vitesse initiale en fonction de 1'intensité (Fig. 42). Ce
graphique démontre que mEme a trés forte intensite (430
lﬂif:mal, la réaction de photoréduction n'est pas saturée. Ce
qui permet eégalement de choisir une intensité lumineuse

appropriée au genre de mesure et de résultats escompteés.

Le roele du cytochrome b-559 reste nébuleux tant au
niveau fonctionnel que structural. Son implication lors du
transport d'électrons du PSII n'est pas bien définie; ce qui
Justifie l'utilisation d'inhibiteur du transfert d'électrons
entre Uy et Qg. La figure 43 nous montre 1'inhibition de la
photoréduction du cytochrome b-559 en présence d'atrazine. On
peut par cette méthode inhiber plus de &40% de la réduction
avec une intensité lumineuse optimale (430 mH/cmE). Par
contre mEme a trés forte concentration d'atrazine, on mne peut
inhiber toute la réduction. Avec un extrait de PS11 d'épinard
différent, le DCMU a réussi a inhiber la photoréduction du
cytochrome dans une proportion similaire a l'atrazine, mEme
si l'activité initiale était supérieure, voir figure 44 (voir
aussi pour des résultats similaires en présence de DCMU:

Lach, 1977; Whitmarsh, 1978; Heber, 1979; Barabas, 1989).
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Figure 41. Induction de Ia photoréduction du
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Figure 42. Courbe de saturation de la photoreéduction du
cytochrome b-559 en fonction de 1'intensite lumineuse. Voir

~aussi la section 2.5.2 iv, et la Fig. 41.
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Figure 43. Inhibition de la vitesse initiale (V;) de la
photoréduction du cytochrome b-559 par 1‘atrazine chez les

PSII d'épinard. Voir aussi la section 2.5.2 iv.
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Figure 44. Inhibition de la vitesse initiale (V;) de la
photoréduction du cytochrome b-53%9 par le DCMU chez les PSII

d'épinard. Voir aussi la section 2.5.2 iv.
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Méme si ce dernier herbicide est un inhibiteur plus puissant
que 1'atrazine, la présence d'un plateau est inévitable. Ce
dernier résultat concorde bien avec le fait que le cytochrome
b-55%9 serait implique dans un mécanisme de sécurité, gardant
le P4BO dans sa forme réduite (Bendall, 1982). On peut donc
en conclure que le cytochrome joue un rale lors de la
translocation d'électrons dans la partie cyclique du PSII.

A titre comparatif, on peut eévaluer 1l'inhibition de la
photoréduction du cytochrome b-559 d'un mEme extrait (dont
l'activite photosynthétique initiale est identique) qui se
situe, mEme a trés fortes concentrations d'inmhibiteurs, a
environ 5S0%; (voir Yamagishi, 1987 pour 1l'analogie avec des
cyanobactéries) comparativement a4 100X dans le cas de 1la
photoréduction du DCPIP (Fig. 45). Cette figure montre treés
clairement gque les deux reéactions (inhibition au site (g et
inhibition du cytochrome b-559) sont distinctes.

Par ailleurs, la figure 4& nous assure que les cinétiques dé
photoréduction du cytochrome expr imées en changement
d'absorbance en fonction du temps sont représentées par une

réaction d'ordre 1 (voir annexe HB).

3.3.3 Photooxydation du cytochrome b-559 Une
photooxydation partielle du cytochrome b-55%9yp préréduit
s'observe aprés illumination des membranes de PSII. Comme

chez les thylacoides, l'addition de FCCP accélére ce

processus (Cramer, 1972; Cramer, 1977; Heber, 1979; Galvan,
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1983), mais inhibe partiellement le dégagement d'oxygéne.
Donc, apreés une reéduction du cytochrome 4 forte intensite
lumineuse (voir la section précédente), il est possible de le

photooxyder et ce, a faible intensité lumineuse seulement.

Cette derniére partie sur 1'étude du cytochrome b-55%9
n'est gu'une prémisse pour déboucher ultérisurement sur une
analyse plus en profondeur. Je me contenterai de résumer les
guelqgues reésultats sur la photooxydation sous forme de

tableau. Dans un premier temps, il faut trouver 1'intensite

lumineuse optimale autant pour la réduction que pour:

l'oxydation. Le tableau 4 A nous montre la vitesse initiale
relative (en wvaleur absolue), afin de déterminer 1'intensite
lumineuse la plus efficace pour photoréduire la plus grande
quantite de cytochrome et subseéquemment pour sa
photooxydation (en présence de FCCP). A trés forte intensite
lumineuse (430 -H!:-El, on obtient une forte photoréduction
(192 uniteés), apres l'atteinte du plateau de saturation on
réduit l'intensité a 70 mW/ce®, pour ainsi obtenir une
photooxydation de seulement 3 unités. Par contre a 245 mk / cm™
on obtient une intensité de photoréduction appreciable; ce
qui permet de réduire 1l'intensité, comme preéecedemment (aprés
l1'obtention du plateau), et obtenir une photooxydation
optimisée de 10 unités. Dans le cas d'une intensite lumineuse
initiale plus faible, il était impossible d'obtenir une

photoréduction appréciable (tableau 4 A).
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TABLEAU 4

Réactions d'oxydoréduction du cytochrome b-3559 en présence

d'atrazine

Iep (initiale) intensité lum. Igxy
(mW/cmS)
192 430 3
100 245 10
34 100 0
IrRED (initiale) atrazine Igxy
{mM)
100 0] 10
96 3.3 8
70 10.0 5
63 33.0 3

33 66.0 0



Les résultats de la partie B du tableau sont donc
répétés dans ces mEmes conditions optimales. Les résultats de
cette partie sur 1'inhibition de la photooxydation ne
concluent pas de fagon définitive gqu'une telle inhibition est
possible. De fagcon générale on réussit a diminuer 1'oxydation
engendreée par une faible luminosité, mais on ne peut
s'assurer gue cette inhibition est causée simplement par
l1'intensité de réduction plus faibley; étant donné que
l'atrazime est ajouteé au deébut de la réaction. Nous serions
tout de méme portés a croire que 1l'inhibition est bien causee
par l'atrazine, car la diminution de 1'intensité relative de
la photoréduction n'est pas proportionmelle a la dimimution
de 1'intensité relative de photooxydation (voir Heber, 1979

pour des résultats similaire en présence de DCMU).

Par ces donmées preéliminaires, nous pouvons extrapoler
la fonction du cytochrome b-359 comme jouant un rale dé
premier plan, wvoire mEme d'intermédiaire direct, lors du
transfert de charges en présence d'inhibiteurs (emp&chant
ainsi les 2lectrons de passer du premier accepteur
d'électrons du PSII (Qp) au deuxiéme (Bg)). Ces affirmations
confirmeraient 1'hypothése de Cramer et Radmer {(Cramer, 1972;
Radmer, 1973), suggérant le cytochrome b-359 comme etant
directement impliqué lors du transport d'électrons cyclique
autour du PSII. Ce mécanisme pourrait contribuer a garder le

P&80 dans sa forme reéduite advenant une perte d'activitée du
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camplexe de scindement de 1'eau; est observée en présence de
DCMU et d'atrazine. Dans le cas ou le centre réactionnel
serait ultérieurement reéduit, le cytochrome b-339gp accepte

les électrons pour ensuite les fournir au PSII (Losada, 1983;

Hervas, 1983).
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3.4 Les membranes thylacoidiennes (natives et immobilisées)

utilisées comme biosenseur d'herbicides et de métaux

lourds

La détection de pesticides peut se faire par plusieurs
methodes; une des premiéres fut la chromatographie gazeuse et
en phase solide (Bailey, 1978; Roseboom, 1980; Brooks, 1989;
Grob, 1989), qui a été par la suite grandement améliorée par
la venue de 1'immunochimie (Newsome, 1986; Bushay, 1989;
Schlaeppi, 1989). Le dernier cri dans 1la deétermination
d'herbicides est sans le moindre doute 1la chromatographie
gazeuse en dilution/spectroscopie de masse, pouvant détecter
et séparer simultanément plusieurs molécules (Huang, 1989).
Par contre la méthode ici présentée est intéressante de par
sa sensibiliteé mais surtout pour son interaction directe avec

le matériel végeétal.

3.4.1 Détection de molécules inhibitrices de la

photosynthése Les membranes thylacoidiennes

des chloroplastes transforment 1'énergie photonique en
énergie chimique, via les reéactions d'oxydoréduction. A ce
niveau, la lumiére est absorbée par les pigments
photosynthétiques lesquels sont complexés dans une matrice
protéique, et 1'énergie est ainsi cedée aux centres
réactionnels du PSI] et PSI. Ces processus meénent a la

formation de charges négatives. Les thylacoides peuvent donc
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Etre utilisés dans une cellule photoélectrochimique, ou les
espéces préalablement réduites sont onydées par une électrode
de travail (voir schéma de la cellule qui est utilisée pour

nos études, fig. 5).

Le photocourant ainsi produit, proportionnel a 1'activiteé
photosynthétique des membr anes , s'avére d'un intérét
singulier dans 1'étude des inhibiteurs du transport
d'électrons et des dommages membranaires qui s'en suivent.
Les unités de mesure sont sous forme de courant (pA),
calculées par 1l'amplitude maximale gque produit le trace (Fig.
47). L'allure de la courbe peut wvarier dépendamment de la
qualité des membranes (activité), du traitement choisi
(membranes immobilisées ou non) ou de l'action d'inhibiteurs
du transport d'électrons. L'addition d'atrazine dans le
milieu provoque une baisse de photocourant proportionnelle a
la concentration ajoutée (Fig. 48). La sensibilité de 1la
cellule A cette concentration de chlorophylle (250 pg/ml) est
de l'ordre du uaM. On ne peut, mEme a trés grande
concentration d'atrazine, inhiber comp létement le
photocourant. Ce résultat s'explique par une réaction de la
lumiére avec l'électrode de platine indépendante de la
membrane .

Une information supplémentaire nous est fournie par le
graphique de la simple réciproque; 9 pHM d'atrazine sont

nécéssaires pour inhiber S0% (Isg) de l'activite
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Fermé A

Imin

| min

Figure 47. Induction du photocaourant des thylacoides
natifs (A) et immobilisés (B) chez 1les épinards a 250 pg
Chl/ml. Les fléches vers le haut et vers le bas indiquent

1 'ouver ture et la fermeture du faiseeau actinique

respectivement.
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photosynthétique. Cette wvaleur se révéle importante dans le
but de faire une approximation d'une concentration critique
de survie des mateériels végetaux sur le terrain. 50X de perte
d'activité pourrait Ftre un baréme évaluant l'irréversibititeé
de la survie de la plante. Par cette méthode il est donc
possible de detecter les molécules inhibitrices des
thylacoides.

Les oxydes de souffre comp tent parmi les polluants
industriels les plus répandus qui imhibent la photosynthése
(Hill, 19333 Black, 1982). Son site d'action est moins
speécifique que ]l'atrazine quoique agissant sur le PSII (Oren,
19793 Shimazaki, 1984). #Avec wune faible wvariation de la
concentration de Nag503, 11 est possible d'inhiber Ile
photocourant (Fig. 49) . iLe graphique de 1'inverse du
photocourant en fonction de la concentration en inhibiteur,
nous démontre qu'on peut bloguer le transport d'eélectrons
avec des concentrations de l'ordre du mM (1.7 aM). Nous avons
donc vérifié la sensibilité de la cellule avec une serie

diverse d'inhibiteurs.

Les nitrites sont bien conmus pour inhiber la
photosynthése et ce d'une fagon non spécifique. Leur site
d'action a tout de mEme été cerné sur le PSII et entre le
PSII et le PSI (Spiller, 1977; Sinclair, 1987). On peut
inhiber, de facon sensible, le photocourant avec une

concentration d'environ 107% M (Fig. 50). Sur cette méme

114



.79

.25

0.75

PHOTOCOURANT ( jA)

0.25-

o
o
T

I/ PHOTOCOURANT [P,.I.I

0.9
N02503 (mM)

18

Figure 49.
Intégrée; simple

Chl/ml.

| |
I 2

Na,SO0; (mM)

Inhibition du photocourant par le Nag50j5.

reciproque en fontion du MNapS505.

250 pug

117



b-[—o—
3.3 P4 o
®

2.7 -
<
} -
E 2.1 -
<
1 -
-
o
o 1.5
=
o
T -
a

0.9 —

0.3

'ﬂl ) I | | | I ]
10°° 107> 0°* 1073

NaNO,=CuCl, ( M)

Figure 350. Inhibition du photocourant par le NaNOp (o)

et le CuCly @. 250 pg Chl/ml.

118



figure, l'inhibition du cuivre (CuClp) est aussi représentée.
Le cuivre, bien connu pour Etre un micronutriment essentiel
pour les algues et les plantes supérieures (Sommer, 1945;
Walker, 1953), et qui par contre peut EBtre trés toxique a
forte concentration (Cedeno-Maldonado, 1972; Shioi, 1978;
Samuelsson, 1980; Baszynski, 1988; Hsu, 1988). 0On peut
mesurer une baisse de photocourant significative avec
seulement 1079 M de CuClp.

Toujours chez les chlorures, la figure 351 nous montre
l1'inhibition du photocourant par le zinc et le cadmium. Le
Cd®* est bien connu pour inhiber la chaine de transport
d'électrons du caté donneur du PSII, indiquant que le site de
scindement de 1'rau est trés sensible a4 cet ion {(Bazzaz,
1974; Van Duijvendijk—-Matteoli, 1975; Hampp, 1976&6). Ainsi Li
{1973), suggére gque le site ultime du Cd®* est localisé sur
le premier donneur d'électrons du PSII; le P51 serait aussi
affecté sur son csté réducteur au niveau de la ferreédoxine
(De Filippis, 1981). La sensibilité a cet inhibiteur est de
1'ordre de 10”9 M mais nécéssite prés de 1072 M pour abaisser
le photocourant de 5S50%. En présence d'une concentration
modérément eélevée (1073 M), le zimc limite le transport
d'électrons du coté oxydant du PSII (Tripathy, 1980). Avec un
certain degré de liberté, nous pouvons déceler une guantite
de 1'ordre du pM.

Comme le cadmium, le plomb s'accumule dans la feuille

mais en moins grande quantite, pour tant aucunement
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essentielle a la cruiss;nce de la plante. La littérature
n‘est pas claire sur le site exact d'action du FhE+1 par
contre tous s'accordent pour dire que 1'effet est
principalement du c&té du PSII, et quelques uns y font
participer le PS1 eégalement (Becerril, 1988). De la mEme
maniére que les autres inhibiteurs, on peut détecter cet ion
en presence de seulement 1 mM (Fig. 52). On observe e#galement
une chute de photocourant a4 une certaine concentration (1074
M et plus) et cela chez la majorité des inhibiteurs étudiés.
Sur la méme figure, on détecte 1'inhibition du courant en
présence du chlorure de mercure. HqE+ est conmu depuis
longtemps comme inhibiteur du transport d'électrons (Katoh,
19463) ; i1l agirait principalement au niveau de la
plastocyanine (Kimimura, 1972). On en wvient donc & la
conclusion qu'une molécule qui inhibe la photosynthése,
pourra tre détectée par la cellule photoélectrochimique. La
question est maintenant de savoir, quel est le seuill de
sensibiliteé. Definitivement 11 est trés difficile de répondre
4 cette guestion, sachant que sur le terrain, la plante peut
accumuler toutes ces substances et ainsi fausser la
concentration critique. De plus, pour chacune des mesures
précédentes, une concentration de 250 pg Chl/ml fut imposeée;
ce qui optimisait 1'intensité du photocourant. Evidemment
chez la plante in_ situ, les inhibiteurs e rencontrent pas

une aussi forte concentration en chlorophylle ce qui modifie
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la sensibilité de cette méthode a la baisse (pour une

synthése des résultats présentés voir Purcell, 1990b).

3.4.2 Sensibilité/diminution de la concentration en

chloraophylle La diminution de la chlorophylle

s'avére un moyen efficace pour augmenter la sensibilité de
détection des inhibiteurs et est d'autant plus réaliste. La
figure 53 nous montre 1'inhibition du photocourant en
présence de DCMU a trois concentrations de chlorophylle

différentes. En utilisant 290 rg Chl/ml (soit la

concentration utilisée auparavant), on peut détecter une

inhibition avec 1076 M; pour environ 1007 m a 100 ng Chl/ml
et environ 2 X 1078 M avec seulement S0 ng Chi/mli. Evidemment
une baisse de la concentration de chlorophylle entraine une
diminution du photocourant. Par contre cette diminution
permet tout de mE@me de mesurer l'activité de fagon notoire.
La réciproque des courbes précedentes permet de visualiser
1'augmentation de sensibilité (Fig. 54). En diminuant la
concentration de chlorophylle de 230, 100 a 30 pg/ml; on
observe 50% d'inhibition de l'activité photosynthétique (Igg)
en présence d'une quantité de plus en plus faible de DCMU,
soit 1.6, 1.2 et 0.4 pM, respectivement. Cette derniére
approche permet non seulement d'augmenter la sensibilité mais
aussi l'utilisation d'une moins grande quantité de matériel

vegetal.
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J.4.3 Immobilisation des membramnes thylacoidiennes

Le photocourant jusqu'ici généré est suffisamment élevé pour
tirer, des membr anes, l1'information neécessaire a leur
compréhension en présence d'inhibiteurs. Par contre la
conversion d'énergie lumineuse en eénergie électrique des
membranes biologiques sous forte illumination, posséde un
temps de vie trés court (Pan, 1982; Yagi, 19892; Pan, 1983;
Sanderson, 1983). Plusieurs techniques ont é&té mises au point
dans le but d'accroitre la longévité du matériel biologique;
dont 1'urne des premiéres, fut la microencapsulation dans une
membrane perméable {(Kitijima, 1974). QGuelgues anmnées plus
tard, 1'immobilisation des membranes dans une matrice de
glutaraldéehyde {(voir la section 2.5.1 iv)}), fut introduite
avec succés chez les membranes veéegétales (Cocquempot, 1981;
Thomasset, 1983). Cette méthode, gquoique procurant environ
trois fois wmoins de photocourant, permet de garder les
membranes dans un état physiologique satisfaisant, beaucoup

plus longtemps {(Carpentier, 1988).

Les membranes thylacoidiennes immobilisées se comportent
de la mEme facon que les natives en présence d'inhibiteurs du
PSII. Avec l'atrazine, on réussit a irhiber le transfert
d'électrons entre les quinones GBp et Qg (Fig. 953). La figure
56 nous montre, en présence de DCMU, le mEme type de

résultats gue précédemment. On remarque gue cette technique
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nous permet de gagner légérement en sensibilité (voir
Carpentier, 1989 et Purcell, 1990d pour urne partie de ces
résultats). Pour mieux visualiser l'implication physiologique
des différents traitements pour chaque inhibiteur, la
comparaison des Igg est démontrée au tableau 5.

Les membranes thylacoidiennes wutilisées dans la cellule
photoeélectrochimique s'avérent un moyen efficace et sensible
pour deétecter les polluants aguatiques. Les différentes
techniques preésenteées ici dans le but de signaler la présence
de guantités de plus en plus infimes d'inmhibiteurs, nous
apportent wurmne information supplémentaire: la quantité a
laquelle la plante subira des dommages fonctionnels
irréeversibles. Cette méthode permettera dans le futur, de
faire des mesures sur le terrain, par le biais des membranes
thylacoidiennes immobilisées, et ainsi avoir un reésultat
direct et temporel. Ce cheminement peut aussi nous amener a
déceler les quantités accumulées chez 1la plante, qui
affecteraient les échelons supérieurs de la chaine
alimentaire. Chez plusieurs poissons, dont la carpe,
l1'absorption de végétaux contaminés a 1'atrazine s'est
avérde néfaste physiologiquement, et ce surtout au niveau des
reins, du foie et des muscles (Cossarini-Dunier, 1988). On a
mEme décelé des quantités non négligeables dans le lait de
consommation provoquée par son accumulation dans le régime de

bovins (Krivankova, 1989).
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TABLEAU 5

VALEURS DE I5qg PAR INHIBITEUR (D'APRES LA METHODE DE

LINEWEAVER BURK)

Inhibiteurs Isg
(M)
Atrazine
(250 pg Chl/ml) 9.0 X 1076
imm. (250 pg Chl/ml) 7.2 X 1076
DCHU
(250 pg Chl/ml) 1.6 X 1076
(100 pg Chl/ml) 1.2 X 1076
(S0 pg Chl/ml) 4.0 X 1077
imm. (250 pg Chl/ml) 4.3 X 1077
NaNOo 5.5 X 1074
CuClo 7.2 X 1074
PbCla 1.0 x 1073
NagSOg 1.7 X 1073
HgClp 1.8 X 1073
ZnClp 2.0 x 1073

CdClaz 4.0 X 1073



Le nombre d'études sur cet herbicide est largement
justifié compte tenmu du fait qu'aux Etats Unis seulement, il
s'utilise 79 millions de livres d'atrazine par année, le
plagcant ainsi au deuxiéme rang des herbicides dans ce pays

(anonyme, 1987).
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CHAPITRE 4

CONCLUSION

L'étude preéesentée ici avait pour but de mieux comprendre
les interactions de l'atrazine avec la membrane
thylacoidienne sous divers angles afin d'augmenter nos
connaissances sur le mode d'action de ce type d'herbicide.
L'analyse des interactions PS5I11/imhibiteurs nous a permis de
mieux comprendre certains mécanismes d'action. Dans wun
premier temps, cette analyse s'est portée sur la probabilite
d'un deuxiéme site d'imhibition de 1l'atrazine du cété donneur
du PSII. En utilisant deux types de membranes différentes
(PSII et thylacoides entiers), il a été possible de mieux
caractériser un secomnd site d'action de 1'atrazine. Ainsi,
avec le DPC et le MnClz comme donneurs artificiels
d'électrons, le site d'inhibition a été localisé sur le
premier donneur d'electrons au P&BO (2Z) ou en amont
{davantage wvers 1'appareil de dégagement d'oxygéne). Cette
conclusion est principalement basée sur la levée d'inhibition
significative dans 1le cas du PSII comparativement aux

membranes thylacoidiennes. Ces résultats ont été répétés avec

Chenopodium album L., Amaranthus Powelii § Wats et Brassica

rapa L. pour s'assurer de la reproductibilité de la
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conclusion. Par ailleurs, le second site d'action du c&te
donneur s'est avere eégalement présent chez le biotype
résistant et reésistant a 1'atrazine en proportion semblable.
Il est eégalement possible qu'un changement conformationnel
affecte la liaison de 1l'atrazine du ceté donmeur du PSII.

Par contre, comme les résultats 1l'indiquent, le DPC interfére
avec le site de liaison des herbicides de type triazine. Les
données sur la photoréduction du DCPIP, le dégagement
d'oxygéne et la liaison de 1'inhibiteur en présence
d'atrazine marque, s'accordent pour démontrer une inhibition
compétitive de la liaison de 1'atrazime par le DPC. Cette
competition prend la forme d'un déplacement de 1'atrazine et
ce, mEme a de trés TfTaibles concentrations des ;nlécules

impliqueées.

L'étude du cytochrome b-359 chez les deux biotypes,
révéle qu'il y aurait plus de cytochrome a bas potentiel chez
les plantes resistantes a l'atrazine. Ceci appuie 1'hypotheése
de départ affirmant que le biotype résistant pourrait subir
un changement comformationnel causant ainsi une réduction du
potentiel reédox. D'autre part la photoréduction et la
phooxydation du cytochrome en présence d'atrazine confirment

son inter relation avec la chaine de transport d'électrons.

La cellule photoélectrochimique wutilisee comme

biosenseur d'herbicides et de métaux lourds s'avere une
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méthode d'umne sensibilité appréciable. De plus il est
possible d'augmenter la sensibilité de détection en diminuant
la gquantité de chlorophylle ou encore en immobilisant les
membranes. Cette méthode s'applique donc & toute molécule
affectant la photosyntheése, méme a de treés faibles
concentrations et en particulier aux herbicides tels
l1'atrazine et le DCMU oG la sensibilité de la technigque est

remarquable.
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ANNEXE A

EVALUATION QUANTITATIVE DU COMPLEXE DE LIAISON DE

L'extrapolation linéaire du graphique de la réciprogue nous
renseigne sur le processus de la liaison & haute affinité. Ce
processus est appelé liaison spécifique et peut #tre formuleé
par la reaction suivante:
A+ X <==> XA
(A, inhibiteur; X, site spécifique de liaison;
XA, complexe du site de liaison de 1'inhibiteur)

Et du tracé de la double réciprogque:

xa
Ainsi le processus de la liaison spécifique de 1'inhibiteur

est décrit par 1'éguation:

®* = concentration de site de liaison inoccupé
a = concentration d'inhibiteur libre

¥a = concentration du complexe inhibiteur/site de liaison

Mg concentration totale de site spécifique de liaison
K = constante de liaison

{Tischer, 1977)
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ANNEXE B

PARAMETRES DE VERIFICATION D'UNE CINETIQUE D'ORDRE 1

AR = AAgay (1 — e T/T)
T = constante de temps (s)

T = 1/K

=
Il

constante de vitesse (s 1)

(=2
b
I

= DAAgax (1 — e 1)

AA = AAL., 0.63

On peut donc évaluer T = 7T en mesurant &63% du changement
max imum d'absorbance directement sur les courbes de
cinétiques. Par la suite, 1'obtention d'une droite sur le
graphique 1ln (AAL,.. - AAg) en fonction du temps reéel, nous

assure gqu'il s'agit d'une reéaction d'ordre 1.
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