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RESUME

Plusieurs principes fondamentaux de la photosynthése sont
extrémement bien documentés comparativement aux effets des
fluctuations environnementales sur la membrane thylacoidienne et en
particulier au niveau du photosystéme I (PSI).

Le modeéle de l'aspect structurel du photosysteme I est trés bien
défini, en ce sens, un nombre impressionnant de polypeptides et leurs
fonctions ont été cernés ces derniéres années. Par contre, ce canevas
manque de rigueur en ce qui a trait a la localisation et au rdle singulier
des pigments lors des transferts énergétiques.

Sachant que le photosystéme I est plus résistant que le
photosysteme II (PSII) face aux variations du milieu, il est intéressant
de confronter les schemes bien établis du PSII aux nouveaux concepts
présentés dans cette étude.

L'impact de ce type de recherche est important non seulement par
I'amélioration des connaissances fondamentales, mais pour une
meilleure compréhension du flux des excitons au sein des antennes
collectrices de lumiere et du complexe du centre réactionnel.

La tactique employée consiste a préparer différents extraits
membranaires contenant des antennes pigmentaires de différentes
dimensions sans toutefois altérer les protéines présentes. De cette
fagon, cela nous assure la préservation de l'intégrité fonctionnelle du
complexe (vérifiée par la réduction du P-700), tout en comparant le
comportement des pigments seulement. Nous avons extrait dans un
premier temps le PSI natif, contenant 200 Chl-a/P-700 (PSI-200), par
la suite, nous l'avons dénué de son antenne, générant ainsi un
complexe de 100 Chl-a/P-700 (PSI-100), et enfin, nous avons isolé un
extrait de seulement 30 Chl-a/P-700 (PSI-30) qui nous permettra
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d'approfondir les transferts énergétiques au coeur du centre
réactionnel. A titre comparatif, nous avons aussi isolé l'antenne
collectrice de lumiére mobile du PSII (LHC-II).

Les traitements de dégradations sublétales utilisés sont
principalement les fortes illuminations, et cela en comparant certains
aspects des complexes traités a des températures élevées.

Ces extraits membranaires nous ont permis d'analyser, sans altérer
la composition et I'intégrité fonctionnelle des complexes, la variabilité
des vitesses de photodégradation des différents pigments
photosynthétiques.

Lors du photoblanchiment, nous avons constaté des déplacements
du maximum d'absorption de la Chl-a (dans le rouge) vers les plus
faibles longueurs d'onde, caractéristique des particules de PSI-200
mais non des PSI-100. Ce constat permet de localiser une forme de
Chl-a qui absorbe a des longueurs d'onde élevées (environ 705 nm)
dans I'antenne collectrice de lumiére du PSI (LHC-I). En utilisant ce
méme traitement, la photoréduction du centre réactionnel supporte
I'idée d'un flux énergétique non-directionnel au sein du PSI. Ce
mécanisme aurait un apport important dans la photoprotection du
complexe en désengorgeant le P-700 lors de surexcitations.

La chromatographie liquide a haute performance permet de
"suivre" la dégradation sélective des différents pigments suite au
photoblanchiment, tout en déterminant la localisation des
chlorophylles et des différents caroténoides, comblant ainsi certaines
lacunes dans la littérature. Ces résultats nous ont conduits a spéculer
sur le role dualiste (antenne et photoprotection) des pigments lors du
flux énergétique a travers les différents complexes membranaires. En
particulier, le rdle des xanthophylles dans les mécanismes de
photoprotection a été mis en évidence.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

Le bien-étre, la joie de vivre, I'épanouissement, tout ca c'est le
photosysteme I (PSI). Mais plus encore, c'est la face cachée du
chloroplaste, le co6té B de cette cascade mélodique d'électrons... 1l
fascine et passionne ses adeptes.

L'aspect physique de la photosynthése est relativement bien défriché
comparativement a I'étude des stress environnementaux que subit la
membrane thylacoidienne, et cette lacune s'accentue si on se tourne
vers le photosystéme I. Cette avenue est particulierement intéressante
considérant lI'impact que ce type de recherche a sur une grande
diversité de sujets (amélioration des connaissances fondamentales de
la photosynthese ainsi que du cheminement des excitons, et distinction
des particularités cinétiques entre les photosystémes I et II).

Ce projet tente dans un premier temps de faire le point sur certains
aspects structuraux du PSI. En particulier, nous désirons étudier
I'emplacement tridimensionnel des pigments ainsi que leur implication
au sein de la membrane thylacoidienne. Cet objectif implique
l'utilisation de différents modes d'extractions connus et au besoin de
les modifier et/ou de les adapter. L'étape ultérieure consiste a utiliser
ces nouvelles connaissances pour nous aider a mieux comprendre la
détérioration pigmentaire et protéique du PSI causée par des
parametres (températures élevée, fortes illuminations) préalablement
établis.



1.1 TRAVAUX ANTERIEURS

D'une fagon générale, le but ultime de la recherche impliquant du
matériel végétal est d'en connaitre suffisamment sur ses propriétés
pour en évaluer voire méme extrapoler quant aux causes et aux
raisons d'un mauvais fonctionnement ou d'une détérioration. Les
dommages causés aux plantes ont tout intérét a étre bien scrutés tant
les implications sont diversifiées. On n'a qu'a penser a l'agriculture, la
nutrition, la conservation des aliments... On se rend rapidement
compte que tout tourne autour d'un besoin vital qui ne requiert aucune
présentation: s'alimenter !

Ce sont quelques mots pour expliquer davantage la pamoison, la
frénésie, voire méme le délire qui atteint le non initié qui s'engage
dans le monde tres agité du chloroplaste...

Plus prés de nous, il y a la membrane thylacoidienne, et plus
spécifiquement le photosysteme I. Cette région physique et
fonctionnelle de la photosynthese fera 1'objet de la présente
"discussion”. Le but ultime de cette recherche est de mettre en évidence
les structures (protéines, pigments) impliquées lors d'une
détérioration sublétale de la membrane végétale. Pour ce faire, cela
implique d'aborder le probléme en faisant varier la taille de I'antenne
chlorophylles-protéines (par extraction sélective). Cette stratégie
nous permet de cerner les structures en question, ce qui nous autorise a
prédire avec une plus grande exactitude l'emplacement
tridimensionnel de celles-ci.

Pour ce faire il est désormais inévitable de provoquer la
détérioration prématurée du systéme. A ce titre, il existe plusieurs
méthodes qui ont fait leurs preuves. On n'a qu'a penser aux fortes
illuminations, l'exces de la quantité lumineuse, provoquant la
dégradation a prime abord des pigments. Une augmentation
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graduelle de la température nous permet d'observer une détérioration
plus prononcée des thylacoides (protéines et pigments).

1.1.1 Introduction

La photosynthése peut se résumer trés simplement par:

C02 + Hzo + 478 k] """ > (CHzo) + 02

(Pour une revue récente de l'origine et 1'évolution de la
photosynthese voir Blankenship, 1992).

Mais qu'en est-il exactement ? On peut diviser ce phénomene en deux:
la phase sombre et la phase lumineuse. Dans le présent contexte je me
limiterai a la phase lumineuse pour parcourir les méandres de cette
science.

A T'intérieur méme du chloroplaste réside un réseau complexe de
membranes, appelées thylacoides, bien connus comme étant le siége de
capture de 1'énergie photonique dans le but de générer un transport
d'électrons. La lumiere est absorbée par des molécules de
chlorophylles, lesquelles sont associées aux complexes protéiques et
lipidiques qui constituent les membranes thylacoidiennes (Junge, 1977).
Ce phénomene est non négligeable sachant qu'environ 2% de la
lumiere, en direction de la terre, est capté par les plantes. L'énergie
lumineuse est transférée au centre réactionnel et absorbée par un
dimere de chlorophylle-a. Le PSII et le PSI sont en communication I'un
et I'autre via une série de transporteurs (Mathis et Rutherford, 1987),
lesquels sont généralement représentés par le modele du schéma en Z
(Hill et Bendall, 1960). L'absorption des quanta de lumiere par cette
molécule du centre réactionnel résulte en I'excitation et la perte d'un
électron vers un accepteur adjacent, ce par quoi la séparation de
charge est initiée (Sauer, 1979). Ces électrons sont transférés a travers
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une large échelle de potentiels rédox, et ce avec la coopération des
deux photosystémes qui facilitent 1'élévation des électrons d'un état
rédox trés positif (I'oxydation de l'eau) jusqu'a 1'état suffisamment

négatif pour réduire le NADP'. Quoique second lors de la cascade
d'électrons, le terme "photosystéme I" lui a été décerné car il fut le
premier a étre isolé en raison de sa grande stabilité comparativement
au photosystéme II (Bengis et Nelson, 1975, 1977; Mullet et al., 1980;
Figure 1).

Les thylacoides se présentent sous forme de compartiments
structuraux empilés et non-empilés ou les photosystemes ont une
distribution hétérogene (pour une revue récente et détaillée sur les
membranes photosynthétiques voir l'article de Melis, 1991). Anderson
et Andersson (1981) ont démontré qu'il y a une distribution inégale des
complexes pigments-protéines dans les régions empilées et non-
empilées de la membrane.

Pour bien visualiser le probléme, il est primordial de connaitre a
fond le PSI tant du point de vue structurel que fonctionnel. Nous
savons maintenant que le photosysteme I, tout comme le
photosystéme II, peut étre fractionné en deux populations de vésicules
distinctes prenant origine du grana (vésicules o) et des lamelles du
stroma (vésicules £3) toutes deux séparées par sonication (Andreasson
et al., 1988).

Sous une illumination verte, la taille de I'antenne de photosysteme I
provenant des vésicules o (PSIg) est 40% plus grande (basé sur le taux
de la constante de photooxydation) que celle du PSI; (Svensson et al.,
1991). Le PSIy a une antenne fonctionnelle plus large que le PSIg, et
cela a cause de son association au LHC-II. Le PSly est logé en

périphérie des grana (en marge des membranes stromatiques) et est
associé a un complexe de LHC-II différent (mobile) du PSIly, logé au

centre des grana (Andreasson et Albertsson, 1993).
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La grosseur des particules de PSI et de PSII est intimement reliée a
la qualité lumineuse; le PSI est moyennement influencé par celle-ci
tandis que le PSII est deux fois plus gros en présence de lumiére rouge
comparativement a la lumieére verte (Mustardy et al., 1992).
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FIGURE 1. (A) Schématisation du transport d'électrons dans la
membrane thylacoidienne, (B) membrane thylacoidienne démontrant
les régions empilées et non-empilées, (Foyer, 1993).



1.1.2 Les polypeptides du photosystéme I

La membrane thylacoidienne est formée de six complexes

polypeptidiques:

1° Le photosysteme I (PSI)

2° Le photosysteme II (PSII)

3° Le "Light Harvesting Complex I" (LHC-I)
4° Le "Light Harvesting Complex II" (LHC-II)
5° Le complexe des cytochromes b /£

6° Le facteur de couplage (CF  + CF;)

(voir la figure 2)
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FIGURE 2. Modeéle de la membrane thylacoidienne indiquant le nom
des composantes polypeptidiques et leur poids moléculaire, (Simpson
et von Wettstein, 1989).
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Se référant a la figure 3, on peut focaliser davantage notre étude
sur le PSI et le LHC-I. Le complexe le plus périphérique est le
collecteur d'énergie (photons) ou antenne de chlorophylle; appelé le
LHC-I, qui fera 'objet de cette premiére section.

STROMA
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14 l Qlolie
02 o 532
1]
! @700\4 p\-/d

SPACE
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FIGURE 3. Modele des sous-unités du photosystéme I (Scheller et
Moller, 1990).



9

Que ce soit chez les cyanobactéries, les algues vertes ou les plantes
supérieures, le nombre de sous-unités composant le LHC-I peut varier
de 3 a 5 (Boardman et Anderson, 1978; Thornber et al., 1979;
Nechushtai et Nelson, 1981a; de Vitry et al., 1983). Habituellement
chez les plantes supérieures, qui feront l'objet de la présente étude, il y
a quatre sous-unités. Tres récemment, Ikeuchi et ses collaborateurs
(1991) ont isolé ces polypeptides chez I'épinard pour en conclure que
les poids moléculaires varient entre 20 et 25 kDa (20.5, 21, 23 et 25
kDa); ces résultats sont similaires que ceux obtenus chez d'autres
especes (Lam et al., 1984a, b). Tout récemment, un petit polypeptide de
11 kDa aurait été isolé chez l'orge, une plante supérieure (Preiss et al.,
1993; Thornber et al. 1993).

De cette polémique, un fait reste sans équivoque pour tout le régne
végétal, c'est le lien qui existe entre I'efficacité du collecteur d'énergie
et le nombre de molécules de chlorophylle qu'il contient (Ortiz et al,,
1984). Il y aurait environ 200 chlorophylles/PSI-LHC-I (Lam et al.,
1984a; Bassi et Simpson, 1987; Hinz et Simpson, 1988), avec un
rapport Chl a/b variant de 2.5 a 6.3 (Haworth et al., 1983; Metz, et al.,
1984; Bassi et Simpson, 1987); par contre chez les plantes supérieures
ce rapport se situe autour de 3.

Si on se réfere a la figure 4, deux LHC-I distincts ont été observés:
le LHC-I 680 qui participerait au transfert d'énergie, entre le LHC-II,
et le centre réactionnel du PSI (Bassi et Simpson, 1987; pour une revue
détaillée sur la photophosphorylation: Allen, 1992a, b), tandis que le
LHC-I 730 protégerait le centre réactionnel des quantités excessives
d'énergie lumineuse (Haworth et al., 1983). Le LHC-I 730 est constitué
de fagon hétérodimérique, soit d'un polypeptide de 21 et un autre de 22
kDa. Cependant le LHC-I 680 est subdivisé en deux complexes
distincts, soit le A et le B. Les partie A et B sont respectivement
constituées d'une protéine de 25 kDa et d'une de 23 kDa. Le LHC-I
680B est associé a la sous-unité non-pigmentée PSI-E, indiquant que
cette protéine pourrait intervenir lors de la liaison de lI'antenne au
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centre réactionnel (Knoetzel et al., 1992, Knoetzel et Simpson, 1992;
Plumley et al., 1993).

LHCI- CPI

LHC I LHC |-
680 730
53Chl a 24 Chl a 66 Chl a 90 Chi a
40 Chil b 8Chlb 22 Chl' b

FIGURE 4. Modele démontrant la distribution relative de la
chlorophylle-a et -b parmi les différents complexes chlorophylles-
protéines (Bassi et Simpson, 1987).
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La localisation de ces pigments (Chl-a et -b) séme la controverse,
puisqu'il y aurait au moins deux polypeptides contenant la
chlorophylle mais par contre la chlorophylle-b serait située sur un seul
polypeptide (Nechushtai et al., 1987; Vainstein et al., 1989). Les
nouveaux développements (transport d'électrons adjacent au
complexe: voir résultats et discussion) sur le role et le fonctionnement
du LHC-I nous proviennent principalement de Synechococcus sp.
7002, une cyanobactérie dénudée en antenne de chlorophylle au niveau
du PSI (Golbeck, 1987, 1992; Mukerji et Sauer, 1990). Cette nouvelle
avenue donne une bouffée d'air frais dans la compréhension et la
nouvelle recherche qui s'installe dans ce domaine.

Plus récemment Tyystjarvi et ses collaborateurs (1991) se sont
interrogés sur le réle réel de protection de ce complexe collecteur
(LHC-I) de lumiere, envers la photoinhibition.

Si on se tourne maintenant vers le coeur du PS], il est intéressant de
décortiquer ce massif complexe en quelques sous-unités aux fonctions
inconnues... Les exemples mentionnés lors de cette étude sont
principalement basés sur des plantes supérieures; par contre plusieurs
travaux sont actuellement publiés sur des organismes
photosynthétiques inférieurs (Li et al., 1991).
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TABLEAU 1. Protéines du photosystéme I

Sous-unités polypeptidiques Poids moléculaire (kDa)
A B Génome
I PSI-A+B (Chloro.) 82-83
I PSI-D (Noyau) 18-22 (~ 20)
I11 PSI-F (Noyau) 17-19
--- PSI-L (Noyau) 18
I\% PSI-E (Noyau) 16
\Y PSI-G (Noyau) 14
VI PSI-H (Noyau) 9.5
VII PSI-C (Chloro.) ‘ 9
--- PSI-1 (Chloro.) 4
PSI-] (Chloro.)
PSI-K (Noyau)

"A" nomenclature d'aprés Schantz et Bogorad, 1988
"B" nomenclature d'apres Bengis et Nelson, 1977

(Pour une revue récente et détaillée sur le sujet, voir Ikeuchi 1992).

1° Les sous-unités PSI-A et PSI-B, qui forment le noyau du PSI,
formeraient un hétérodimere (Fish et Bogorad, 1986; Bruce et Malkin,
1988) (homodimere chez les bactéries photosynthétiques, Bittner et
al., 1992) et qui ont respectivement 751 et 735 acides aminés, ce qui leur
donne respectivement un poids de 83,217 et 82,634 Da (Kirsch et
Sayer, 1986, Ohyama et al., 1986). Par contre le poids moléculaire
vérifié par électrophorese (SDS-PAGE) révélerait un poids entre 56 et
68 kDa dépendant des espéces observées (Kreuze et al., 1986; Fish et
Bogorad, 1986; Zilber et al., 1990). Il y a donc environ 20 kDa de
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différence entre les valeurs calculées a partir du séquencgage et les
valeurs obtenues par électrophorese. D'aprées Golbeck (1987), cet écart
est dli a la nature hydrophobique des polypeptides. Ces deux protéines
seraient liées entre elles par des leucines formant un point d'attache
du type "fermeture éclair" (Webber et Malkin, 1990), ce qui
renforcerait I'hypothése de dimérisation entre ces deux polypeptides.

Un des rdles important de ce dimere est de loger une grande
quantité de chlorophylles, soit environ 90 chlorophylles-a (Bassi et
Simpson, 1987), le mettant au premier plan lors du transfert
énergétique. L'histidine serait considérée comme un excellent candidat
pour lier ce pigment a la protéine (Kirsch et al., 1986). Il existe une
grande homologie entre les sous-unités A et B de méme qu'entre les
sous-unités comparées dans différentes espéces, en utilisant le mais
comme point de comparaison: 95% avec l'épinard, 83% avec
Chlamydomonas, 78%Synechococcus (Reilly et Neilson, 1988). Ces
degrés élevés refletent un réle important pour la liaison de la
chlorophylle et les fonctions photochimiques primaires du PSI. Les
hélices o du polypeptide PSI-B sont reliées autant au niveau
fonctionnel qu'au niveau évolutif par rapport a la protéine D2 du PSII
ainsi qu'au polypeptide M du centre réactionnel bactérien (Margulies,
1991).

Comme on le verra dans la seconde partie, ce complexe lie les
intermédiaires de la chaine de transporteur d'électrons (P-700, AO' Aq,

F,).

2° La sous-unité II (PSI-D) est un polypeptide d'environ 20 kDa auquel
s'associe la ferrédoxine, donc du c6té accepteur du PSI (Andersen et
al., 1990, 1992a; Lagoutte et Vallon, 1992). Par le fait méme il pourrait
étre intimement lié a la sous-unité PSI-C (Nechushtai et al., 1981;
Bonnerjea et al., 1985). Cette protéine est fortement chargée
(positivement) (Wynn et Malkin, 1988), ce qui pourrait interagir avec
les charges négatives de la ferrédoxine. Elle servirait donc a orienter
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la ferrédoxine pour que le transfert d'électrons soit optimum (Hippler
et al., 1989), et serait également importante lors de la biogenese et de
l'assemblage du PSI (Cohen et Nechushtai, 1992). Ainsi cette sous-
unite est requise pour la stabilité de I'assemblage de la sous-unité PSI-
E (Chitnis et Nelson, 1992).

3° La sous-unité III (PSI-F), une protéine d'environ 17-19 kDa, serait
impliquée dans l'interaction avec la plastocyanine (PC) du c6té

luménal du PSI, et donc contribuerait a la réduction du P-700" par la
PC (Bengis et Nelson, 1977; Miinch et al., 1988; Okkels et al., 1988;
Steppuhn et al., 1988; Franzén et al., 1989, Takabe et al., 1991). Ce
mécanisme serait le méme qu'avec la sous-unité II dans le cas de la
ferrédoxine, car ce polypeptide est également chargé positivement
(Wynn et Malkin, 1988). Par contre cette protéine n'est pas nécessaire

a la photoréduction du NADP™¥ en illumination continue (Scheller et
Moller, 1990), et ne serait pas associée aux pigments
photosynthétiques (Steppuhn et al., 1988; Anandan et al., 1989).

4° La sous-unité PSI-L, a I'exception des petits polypeptides, est la
toute derniére trouvaille de 1'équipe d'Okkels (1991). Ce polypeptide
de 18 kDa est hydrophobique, donc on lui prédit d'avoir deux hélices a.
De plus il migrerait pres des sous-unités PSI-H et PSI-C, soit du coté
du stroma.

5° La sous-unité IV (PSI-E) est un polypeptide d'environ 16 kDa;
malgré son aspect énigmatique, il pourrait contribuer a la liaison de la
ferrédoxine, étant situé du c6té du stroma (Nechushtai et al., 1981;
Hoj et Moller, 1986; Scheller et al., 1988; Miinch et al., 1988; Okkels et
al., 1988; Steppuhn et al., 1988; Franzén et al., 1989; Andersen et al.,
1990, 1992a, 1992b; Lagoutte et Vallon, 1992). De récentes recherches
suggerent un rdle essentiel dans la stabilisation du c6té accepteur du

PSI, en particulier au maintient de l'intégrité fonctionnelle entre la
protéine FA /FB et le centre réactionnel du PSI (Weber et Strotmann,

1993).
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6° Les sous-unité V (PSI-G) et VI (PSI-H) sont des polypeptides de 14
et 9.5 kDa respectivement, mais leurs fonctions restent encore
aujourd'hui nébuleuses (Scheller et al., 1989a; Okkels et al., 1992).

7° La sous-unité VII (PSI-C) est une protéine de 8.8 kDa contenant le
complexe (F A/ FB) (Golbeck, 1987; Hoj et al., 1987; Oh-oka et al., 1988,

1990), et possede une structure tertiaire identique a 2[4Fe-4S]
ferrédoxine (Dunn et Gray, 1988; Oh-oka et al., 1988; Scheller et al.,
1989b; Oh-oka et al., 1991), (voir le récent article de Golbeck (1993)
pour plus de détails sur cette sous-unité).

Tout dernierement, trois nouveaux polypeptides ont été identifiés,
dont les poids moléculaires chez I'épinard sont de 3.9, 4.1 (PSI-I) et 7-9
kDa, ces poids moléculaires varient légerement chez le pois (Koike et
al., 1989; Ikeuchi et al., 1990, 1991a, b; He et Malkin, 1992). Le poids
des polypeptides correspond néanmoins aux valeurs trouvées
antérieurement, soit de 2.3 a 7 kDa chez une panoplie trés variée
d'especes (Rodermel et Bogorad, 1985; Kiick et al., 1987; Hayasida et
al., 1987; Cushman et al., 1988; Choquet et al., 1988; Schantz et
Bogorad, 1988; Ikeuchi et al., 1992). Ce dernier polypeptide (9 kDa) est
une composante extrinseque localisée du c6té luménal de la membrane
thylacoidienne dont l'absence n'affecte pas le transport d'électrons.
Des lors, une fouille littéraire était de mise puisque plusieurs auteurs
avaient prédit le méme genre de résultats sans toutefois soulever les
foules...

Et enfin, il existe trois polypeptides plus ou moins mobiles: la
plastocyanine, la ferrédoxine et le FNR (ferrédoxine NADP+
réductase). La PC étant du c6té luménal du PSI, elle se fixerait sur la
sous-unité PSI-F formant ainsi un complexe de 31 kDa que l'on peut
lire sur gel SDS-PAGE (Wynn et Malkin, 1988; Wynn et al., 1989): donc
la PC aurait un poids moléculaire d'environ 10.5 kDa. Contrairement
aux deux autres protéines, il y aurait deux plastocyanines par centre
réactionnel (Bottin et Mathis, 1985, 1987). Par contre la ferrédoxine et
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la FNR, sont du c6té du stroma et ont un poids de 10 et 37 kDa
respectivement (Simpson et von Wettstein, 1989, Nakatani et Shin,
1991). Ces trois polypeptides feront l'objet d'une discussion plus
élaborée a la prochaine section.

La recherche sur les protéines du PSI est loin d'étre stagnante; tout
récemment Ikeuchi et ses collaborateurs (1991) ont découvert
lI'existence de deux nouvelles sous-unités de 9 et 14 kDa qui seraient
différentes de celles déja élucidées...

(Pour une revue détaillée et récente, voir Bottcher et al., 1992; Zilber et
Malkin, 1992).

1.1.3 Transport d'électrons chez le photosystéme I

Comme mentionné brievement dans la section 1.1.1, la séparation

effectuées au niveau du PSII est le résultat direct des électrons
parvenant jusqu'au complexe des cytochromes by et f (pour une revue

détaillée sur le sujet, voir Foyer, 1984). Dans la présente section, je
suivrai chacun des intermédiaires non pas en terme de flux
électronique mais plutét par rapport aux structures favorisant ce
transfert. Ainsi, il n'est pas nécessaire d'aborder dans cette section les
détails du cheminement cyclique des électrons par exemple, mais de se
concentrer sur l'aspect physique et structurel du PSI. Ainsi, par cette
section, nous devrions avoir une vue d'ensemble des constituants du
photosystéme I et la toute derniere mode en ce qui concerne
I'organisation tridimensionnelle des complexes...

Via le bassin de plastoquinones, les électrons sont transférés au
complexe du cytochrome b, /f et enfin captés par la plastocyanine

(Figure 5).
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FIGURE 5. Séquence des accepteurs d'électrons accompagnée des
changements des standards d'énergies libres avec le transport
d'électrons au niveau du photosysteme I (Golbeck, 1987).
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La plastocyanine fait la navette entre le cytochrome b, /f et le P-

7007 (Wood et Bendall, 1975; Haehnel et al., 1981; Haehnel, 1982;
Arnon, 1988), qui comme la PC et le cytochrome f, est a 1'état réduit a
I'obscurité (Whitmarsh et al., 1982). Les cytochromes c-553 et c-554
jouent le méme rodle chez certaines algues et cyanobactéries (Wood,
1977, 1978; Bohner et Boger, 1978), ainsi que chez les procaryotes
(Gross, 1979). La PC avec ses neuf charges négatives forme une
répulsion avec les sous-unités PSI-A et PSI-B; ainsi la présence de
Triton X-100 (a faible concentration) tend a changer les charges
négatives pour des positives au site d'oxydation, augmentant ainsi la
photoréduction du P-700 par la PC. Ceci peut étre dii a I'enléevement
de lipides (négatifs) comme la phosphatidyl glycérol (PG) et la sulfo-
quinovosyl-diacyl glycérol (SQDG), dont l'implication dans les
fonctions de régulation du transport d'électrons au niveau du PSI est
aussi suggérée (Ke et al., 1976). Par contre avec une grande
concentration de Triton, il y une forte répulsion de la PC, ce qui résulte
en la diminution de l'activité de photoréduction du P-700 (Ratajczak et
al., 1988).

Quand au P-700+, le premier donneur d'électrons du PS], il recoit
ses électrons de la PC, et est localisé du c6té luménal du PSI, entre

I'hétérodimere de 82-83 kDa (Bengis et Nelson, 1977). Il y aurait 1
QA /P-700 dans la membrane thylacoidienne du stroma et 10 Q 5 /P-700

dans les grana, ce qui nous informe davantage sur la localisation du
PSI et du PSII dans les membranes internes du chloroplaste
(Andersson et Haehnel, 1982).

Il y a encore beaucoup de controverse quant a la nature du P-700; de
récents travaux tendent a prédire qu'il serait un dimere de
chlorophylles comme le P-680 (van Kan et al., 1990). Ce résultat est
supporté par plusieurs techniques dont: ESR (Norris et al., 1971; Katz
et Hindman, 1981), dichroisme circulaire (Phillipson et al., 1972;
Ikegami et Itoh, 1986, 1988; Mathis et Rutherford, 1987), absorption
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optique (Ikegami et al., 1986), ENDOR (Norris et al., 1974), spectre
ADMR (Den Blanken et Hoff, 1983), spectroscopie Raman (Moénne-
Loccoz et al., 1990), "Hole burning” (Gillie et al., 1987), EPR (Astashkin
et al.,, 1988). Mais méme avec tous ces arguments, il y a encore
quelques publications soutenant le P-700 comme chlorophylle
monomérique; et le plus étonnant c'est que les mémes techniques sont
utilisées, comme le EPR (Wasielewski et al., 1981), et la spectroscopie
ENDOR (O'Malley et Babcock, 1984). Les tous derniers travaux de
Maeda et ses collaborateurs (1992a) fournissent une information de
premier plan au sujet de la détection de molécules de chlorophylle-a’
(épimere de chlorophylle-a) au niveau du photosystéme I seulement.
Ils trouvérent un rapport Chl-a'/P-700 de 2, spéculant ainsi que le P-
700 pourrait étre un dimeére de chlorophylle-a'. Il reste encore
beaucoup a faire dans cette voie, vu I'étendue de la problématique; par
contre la spectroscopie EPR, avec un tout nouveau résultat,
I'orientation perpendiculaire (par rapport a la membrane
thylacoidienne) du P-700 (Rutherford et Sétif, 1990) pourrait déchiffrer
cette énigme...

Les intermédiaires suivants, soit les premiers accepteurs
d'électrons, Ao et Al' sont aussi compris entre les sous-unités

protéiques A et B (Fenton et al., 1979; Wasielewsky et al., 1987). A J est

un monomere de chlorophylle (Shuvalov et al., 1979; Bonnerjea et
Evans, 1982; Gast et al., 1983), tandis que Al est une quinone (Peterson
et al., 1987) car il se produit un changement d'absorbance de 240 a 325
nm (Mansfield et Evans, 1986), et non entre 350 et 750 nm (Mansfield
et Evans, 1985). Cette phylloquinone (Al)' communément appelée

vitamine Kl (Brettel et al., 1986, Snyder et al., 1991), est répertoriée en

deux exemplaires par P-700 (Malkin, 1986; Schoeder et Lauckau, 1986;

Palace et al., 1987; Ziegler et al.,, 1987). Dans ce domaine, les
recherches s'intensifient a propos de la réelle implication de A{ au

niveau du transport d'électrons (Iwaki et Itoh, 1991, Itoh et Iwaki,
1991), puisque lorsque la phylloquinone est absente, on observe une
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diminution de seulement 50% de I'activité photosynthétique (Ikegami

et Itoh, 1987; Sétif et al., 1987; Mansfield et Evans, 1988; Sieckmann et
al., 1991). Pourtant ce site, appelé "Q,", serait le site d'action de

plusieurs types d'herbicides, et donc cette quinone fonctionnerait
comme QB au niveau du PSII (Itoh et Iwaki, 1990). Par ailleurs, on sait
maintenant que la vitamine Kj est grandement affectée par les
radiations ultraviolettes (Barr et al., 1992).

Les trois accepteurs suivants sont des complexes (4Fe-45), E, est du

cdté du stroma et, comme les deux accepteurs précédents, est
également adjoint a la sous-unité I (Reilly et Neilson, 1988; Scheller et

al., 1989a) par des résidus cystéines (Golbeck, 1987). Les intermédiaires
suivants forment un complexe, F 5 /Fg qui est associé a la sous-unité

PSI-C, une protéine de 9 kDa. La stoichiométrie de FX', FA' et FB' est
de 1:1:1 (Guigliarelli et al., 1989).

Ces accepteurs ont fait 1'objet de recherches approfondies et ce, par
le biais de différentes techniques: ESR (Cammack et Evans, 1975),
spectroscopie Mossbauer (Evans et al., 1979, 1981), spectroscopie
EXAFS (McDermott et al., 1987, 1988), le F-NMR (Golbeck et al.,
1987a) et le EPR (Hanley et al., 1992a et b). Ce complexe fait encore
partie intégrante de la recherche active sur le PSI: trés récemment il a
eté utilisé pour étudier le transport d'électrons, en extrayant F, /Fg et

dénaturant F_ et par la suite, en reconstituant le complexe pour

retrouver l'activité initiale (Parret et al., 1990), et en détruisant
partiellement ou completement les centres Fe-S par le mercure
(Kojima et al., 1987a; Inoue et al.,, 1990). Ce concept de recherche
pourrait méme s'étendre de la plastocyanine a la ferrédoxine (Kojima
et al., 1987b).

Dans un méme ordre d'idée Sakurai et al. (1991) ainsi que Bryant et

ses collaborateurs (Zhao et al., 1992) ont également travaillé sur des
extraits pauvres en particules Fg sans pour autant détecter une baisse
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significative dans le processus de recombinaison. Néanmoins, Fp
constitue le site spécifique de réduction du méthyle viologeéne, un
accepteur grandement utilisé dans 1'étude de la chaine de transport
d'électrons (Inoue et al., 1989; Fuijii et al., 1990).

Finalement, en bout de chaine, la ferrédoxine et le FNR acceptent
les électrons successivement, ayant tous deux un site de liaison
indépendant (Merati et Zanetti, 1987). Pour ce mécanisme, il y a deux
modes d'interaction suggérés:

1° La ferrédoxine sert comme transporteur d'électrons
mobiles entre le (F 5 /Fp)” et le FNR lié a la membrane

(Forti et Grubas, 1985).

2° La ferrédoxine est immobile, car elle est liée au FNR,
et accepte les électrons du complexe (Carillo et
Vallejos, 1983).

L'intégrité des deux polypeptides (PSI-A et B) et la protéine de 9
kDa (PSI-C) seraient essentielles a l'activité du PSI (Hiyama et al.,
1986, 1990; Golbeck, 1987). L'efficacité de l'interaction de la
ferrédoxine et du photosysteme I peut étre grandement améliorée
(prés de 6 fois) par l'addition de magnésium par exemple (Hervas et
al., 1992). Ceci rend le choix de la méthode d'extraction des complexes
membranaires particulierement délicat, compte tenu de la possibilité
de dénaturation, de certains polypeptides.
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1.1.4 L'organisation des complexes photosynthétiques

Comme déja mentionné préalablement, le choix de l'extrait
membranaire pour 1'étude de l'organisation pigmentaire est d'une
extréme importance. Une panoplie assez imposante de particules nous
est offerte dans la littérature, ce qui facilitera la sélection et au besoin,
une adaptation appropriée des méthodes peut étre effectuée. Je
propose donc brievement ici la nomenclature et la classification des
différents choix qui s'offrent a nous. (Figure 6).
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FIGURE 6. Représentation schématique du photosysteme I des
plantes supérieures basée sur la composition polypeptidique et les
accepteurs d'électrons (Golbeck, 1987).



1° Le photosystéme I natif: PSI-200

- contient tous les polypeptides du tableau 1 en plus
des trois petits polypeptides déja mentionnés.

- les quatres polypeptides du LHC-I

- contient les intermédiaires P-700, A o Al/ FX et
Fa/Fg

- ~ 200 chlorophylles/P-700

(voir Mullet et al., 1980; Lam et al., 1984a; Dunahay et Staehelin,
1985; Bruce et Malkin, 1988, Preiss et al., 1993)

2° Photosystéme I "Core Complex"

i) PSI-200 (LHC dénaturé)

- contient les mémes polypeptides que le PSI-200
sauf que les protéines de I'antenne de
chlorophylles sont absentes ou dénaturées.

- ~ 120 Chl/P-700

(voir Malkin et al., 1985; Bruce et Malkin, 1988; Rogner et al.,
1990)
ii) PSI-200 - LHC-I

- PSI-200 en absence de LHC-I
- ~ 25-40 Chl/P-700 (chlorophylle-a seulement)
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Il existe plusieurs noms pour désigner ce type de particule, voici la

liste des principaux avec leurs auteurs:

- HP 700 (Ke et al., 1975)
- PSI- "reaction center" (Bengis et Nelson, 1975, 1977)
- PSI- "sub-chloroplast fragment” (Malkin, 1975)



- PSI- "sub-chloroplast particle” (Golbeck et al., 1977,
1978)

- P-700-Chl-a protein complex (Shiozawa et al., 1974; Shin et
Shimizu, 1988)  ---> peut contenir du cytochrome by /f

- "photosystem I complex” 100 Chl/P-700 (Nyhus et al.,
1992)

3° Centre réactionnel
i) PSI "core protein”

- contient seulement deux polypeptides (sous-unité
D
- contient donc le P-700, AO, Al' et FX

est généralement utilisé pour étudier les propriétés
de F, enabsencedeF 4 /Fg

(voir Golbeck et al., 1987b, 1988; Parret et al., 1989)
ii) P-700 Chl-a-protéine (CP1)

- contient les deux polypeptides du "core protein”
- P-700 et A j actif, A est aussi présent, mais ne

peut étre photoréduit
- ~ 40-100 Chl/P-700

Il est utilisé pour étudier les réactions
primaires de la lumieére entre le P-700 et A ; sans

I'influence des centres Fe-S. (voir Shiozawa,
1980; Anderson, 1980; Vierling et Alberte,

1983: par des méthodes électrophorétiques et
Bengis et Nelson, 1975, 1977: par des méthodes
d'ultracentrifugations).

24
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1.1.5 Les complexes pigments/protéines et les pigments
photosynthétiques

Pour mener a bien l'idée premiere de ce projet il importe de
connaitre précisément les pigments que l'on est susceptible de
retrouver (Tableau 2). En effet lors de la dégradation des extraits
membranaires, les premiers touchés seront siirement les pigments
(holochromes). Pour ce faire, la présente section a pour but d'identifier
et de mieux connaitre les groupes de pigments associés aux
thylacoides et surtout leur emplacement respectif.

Les couleurs rencontrées chez les plantes sont dues a la présence et
a l'accumulation de pigments. Une substance est un pigment si elle
absorbe sélectivement une partie de la lumiere visible. Les fonctions
chimiques responsables de I'absorption de la lumiére sont appelées
chromophores (étymologiquement: porteuses de couleur). Elles sont
constituées de liaisons chimiques riches en électrons délocalisés ou
encore de la conjugaison de ces liaisons. Des groupements chimiques
comme le groupe hydroxyle (-OH) ou méthoxy (-OCH3) amplifient ou
modifient la couleur de base donné par le chromophore. Ces
groupements sont appelés auxochromes (étymologiquement:
amplificateurs de couleurs). L'effet bathychrome correspond a une
modification de la structure moléculaire (I'addition de groupements
chimiques) ayant pour effet de déplacer la couleur vers le rouge.
Inversement, l'effet hypsochrome correspond a une modification
structurale qui déplace 'absorption de la molécule vers les longueurs
d'ondes plus courtes.
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TABLEAU 2. Maxima d'absorption de pigments élués. Ces pigments
ont été transférés dans plusieurs solvants (xanthophylles --> éthanol,
Chl-a et -b --> acétone, caroténes et ses précurseurs --> hexane,et les

Chl-a' et -b' --> solvants d'CLHP), (Humbeck et al., 1989).

Peak

Pigment

Maxima (nm)

[ 9]

00 1 N un A W

10
11
12

Neoxanthin
Loroxanthin
Violaxanthin
Antheraxanthin
Lutein
Zeaxanthin
Chlorophyll b
Chlorophyll &’
Chlorophyll a
Chlorophyll a’
x-carotene
B-carotene
not identified
cis-lycopene

cis-neurosporenes

{-carotene and
f-zeacarotene

465.2,436.5; 412.7
472.4; 4449
469.5;,439.3; 4159
4740, 448.4;422.0
472.9:444.6;419.0
477.5:450.4
644.5,454.8
649.5;462.2
661.2;428.9
663.2;430.7
472.1;443.8,420.3
477 449 4
451.4;425.0

438.5(499.5; 469.0, 442.0)

461.1;434.0 (464.6; 435.7)
458.2;433.5(459.2; 433.0)

424.8;399.7; 379.9

(423.8; 399.1; 379.9)

451.8;425.7;,403.0

(450,0; 424.7; 400.0)
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Les photons qui parviennent aux thylacoides sont captés
initialement par les antennes de pigments (LHC) du PSII (Figure 7).

Ats §74Znm
chl.g/b ratio s la

Abs: €745 nm
a/b: 1.8

\ % Abs: €70 nm
a/b: 2.2

Abs: 877 nm @

“a/b:2.8 \

FIGURE 7. Modeéle hypothétique du transfert d'énergie au niveau du
photosysteme II (Bassi et Dainese, 1989).
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Le LHC-II joue un rdle de premier plan au niveau de I'empilement
des thylacoides et de la distribution d'énergie entre les photosystemes
(Allen et al., 1981; Day et al., 1984; Werst et al., 1992). Le LHC-II
contient environ 40% des protéines des thylacoides et 50% de la
chlorophylle totale (Plumley et Schmidt, 1987).

Les photons sont entrainés jusqu'au centre réactionnel (voir la
section résultats et discussion) du PSI via le LHC-I. De 13, les électrons
parviennent au P-700 (via le complexe des cytochromes bg/f), qui est

excité par la lumiere déja captée par les pigments du LHC-I.

Plusieurs études récentes ont été réalisées sur les transferts
d'énergie entre les différents pigments et cela, sur des bactéries
photosynthétiques, compte tenu de l'aspect relativement simple de
I'antenne de chlorophylles et du centre réactionnel (Sundstrom et van
Grondelle, 1992; Valkunas et al., 1992). Sachant que la composition en
pigments des antennes est grandement influencée par le flux de
photons (Takaichi et al., 1992), 'étude des pigments revét un aspect
fondamental.

Le premier pas dans la conversion de I'énergie lumineuse en énergie
chimique s'effectue au niveau des centres réactionnels, lesquels
représentent une petite fraction du contenu total en pigments. Sous
une forte illumination, une excitation directe des centres réactionnels
est possible mais c'est un événement trés rare; dans la majorité des
cas, la lumiere est absorbée par la masse de pigments. Ces pigments
transférent l'énergie d'excitation aux centres réactionnels qui
convertissent ces états excités en séparation de charges "stable".
L'énergie migre a travers un enchevétrement de pigments jusqu'a ce
qu'elle soit capturée, et ce, si elle n'est pas émise en fluorescence ou
dissipée en chaleur. Ces réactions coexistent simultanément avec la
capture de I'énergie d'excitation représentant une perte de
l'utilisation photosynthétique de I'énergie lumineuse. D'ou il appert
que l'efficacité du premier pas de la conversion de l'énergie
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photosynthétique dépend fortement de la structure moléculaire des
membranes thylacoidiennes, des complexes pigments-protéines et des
centres réactionnels. L'architecture de ces unités détermine les
conditions de migration de I'énergie, de la séparation de charges et de
la stabilisation des charges (Garab et al., 1987).

On peut diviser les pigments photosynthétiques en deux ou trois
groupes: les chlorophylles, les caroténoides et les phéophytines.

1° Les chlorophylles

D'aprés les expériences sur la sédimentation des complexes Chl-
protéines en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS), les
chlorophylles-a et -b seraient liées aux protéines (Smith et Pickels,
1941; Green et al., 1991). Elles peuvent donc étre extraites avec un
mélange de solvant polaire (chlorophorme-méthanol, acétone-eau),
ce qui démontre qu'elles ne sont pas liées de fagon covalente (Figure
8). Les chlorophylles-a et -b possedent une chaine phytyl, laquelle est
estérifiée au groupe carboxyl de l'anneau, leur donnant ainsi leur
caractére lipidique (Lichtenthaler, 1987). Ces chlorophylles
constituent, chez les plantes supérieures et les algues, environ 20% des
lipides totaux.
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Chioraonyi

FIGURE 8. Schéma d'une section transversale de la membrane
thylacoidienne montrant des molécules de chlorophylles attachées sur
une protéine intrinseque.

La figure 9 nous montre un spectre d'absorption type de
chlorophylle, ce qui nous servira grandement a évaluer l'altération
des pigments en fonction des traitements qu'ils subissent. En
déconvoluant ce type de spectre, on peut visualiser plusieurs formes
de la chlorophylle (Jennings et al., 1990), ce qui nous ouvre un horizon
particuliérement intéressant sur la dégradation des pigments.

Avec les récents travaux de Argyroudi-Akoyunoglou (1991) et de
Greenbaum et Mauzerall (1991), il est maintenant possible d'associer
une valeur expérimentale exprimée en pourcentage de chlorophylle,
et cela pour chacun des complexes photosynthétiques de plusieurs
espéces de plantes supérieures. Pour en savoir davantage sur la
chlorophylle et les états singulets et triplets, voir la revue de Budil et
Thurnauer (1991).
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FIGURE 9. Spectre d'absorption de la chlorophylle-a (trait plein) et
de la chlorophylle-b (tirets), A) dans le diéthyle d'éther (solvant pure)
et B) dans l'éthanol 95% (Lichtenthaler, 1987).
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2° Les caroténoides

Le terme caroténoide a été créé par l'allemand Wackenroder, en
1830, afin de désigner le pigment de la carotte. Aujourd'hui, on
rassemble sous cette appellation un ensemble d'hydrocarbures dont la
charpente moléculaire est formée de huit unités de cinq atomes de
carbone (tétraterpene). Depuis le début des années 80, une
recrudescence de la recherche sur ces pigments a été notée. Ceci n'est
pas sans répercussion avec l'annonce a grand éclat, que la
consommation des caroténoides contenus dans les fruits et légumes, a
été associée a une baisse de l'incidence de plusieurs types de cancers
(Peto et al., 1981). Il existe deux types de caroténoides: les caroténes et
les xanthophylles, qui se différencient principalement par l'absence ou
la présence d'oxygene (Figure 10a).

De fagon générale, les caroténoides transferent 1'énergie aux autres
pigments, et avec une trés grande efficacité, préférentiellement captée
par les chlorophylles. Cette énergie est saisie au niveau du centre
réactionnel. L'efficacité du transfert d'énergie réside probablement
dans le fait que les caroténoides se retrouvent des deux cOtés de la
membrane thylacoidienne (Picorel et al., 1992; Thayer et Bjorkman,
1992), contrairement a ce qui a été proposé lors de précédentes études
chez les membranes photosynthétiques bactériennes qui suggéreraient
la présence de caroténoides principalement du c6té du cytoplasme
(Picorel et al., 1988). Comme nous le verrons plus loin, 1'état
d'excitation des caroténoides est idéal tant dans son role d'antenne
que de celui de photoprotection: ces pigments ont leurs états singulets
plus élevés en énergie et leur états triplets plus bas que les états
correspondants chez les chlorophylles (Frank et al., 1991; Mimuro et
Katoh, 1991).
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FIGURE 10. A) Structure chimique et B) spectres d'absorption dans le
diéthyle d'éther des principaux caroténoides des plantes supérieures,
3-caroténe (-), lutéine (---), violaxanthine (.-.) et néoxanthine (...)
(Lichtenthaler, 1987).



34

Les caroténoides, en se liant au LHC, prennent une configuration
"tout-trans” (Iwata et al., 1985), tandis qu'une liaison au centre
réactionnel leur confere une conformation cis (Lutz et al., 1976;
Koyama, 1990). Pour une revue des structures et des fonctions des
caroténoides, voir les articles de Koyama 1991, Frank et al., 1992, 1993
(chez les bactéries) et de Gillbro et al. en 1993 .(Voir aussi sur le
transfert d'énergie entre les caroténoides et les chlorophylles: Frank et
al. 1992, 1993 et Owens et al., 1992)

i) Les caroténes (sans oxygene)

Il existe deux isomeéres du caroténe: a-caroténe
3-caroténe

Les a-carotenes se présentent habituellement sous forme de trace chez
les thylacoides. Par contre le fs-caroténe est tres abondant surtout au
niveau des centres réactionnels. Cet isomere est méme orienté avec le
P-700 (Schrafferricht et Junge, 1981). Il serait partiellement impliqué
dans I'absorption de la lumiere (Figure 10B), mais son rdle principal
serait de protéger la Chl-a de la photooxydation dans ou prés du
centre réactionnel (Lichtenthaler, 1987).

ii) Les xanthophylles (non polaire avec oxygene)

Le tableau 2 nous montre les principaux types de xanthophylles. A
I'exception de la violaxanthine qui est aussi liée a l'enveloppe
chloroplastique, toutes les autres sont liées a la membrane
thylacoidienne (Lichtenthaler et al., 1981). Comme les carotenes, les
xanthophylles sont des composés essentiels de structure (Plumley et
Schmidt, 1987). La lutéine, la violaxanthine et la néoxanthine sont les
xanthophylles les plus abondantes chez les plantes supérieures
(Thornber, 1975; Braumann et al.,, 1982; Kolubayev et al.,, 1985;
Lichtenthaler, 1987). Par contre, une dé-époxydation de la
violaxanthine nous donne spontanément la zéaxanthine:
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Violaxanthine ---> Anthéraxanthine ---> Zéaxanthine
(Yamamoto, 1979; Grumbach, 1983)

En somme, les caroténoides sont connues pour participer a
I'assemblage des unités actives du PSII (Humbeck et al., 1989) et du
PSI, mais surtout pour jouer un réle de protection des chlorophylles
(Aronoff et MacKinney, 1943; Pepkowitz, 1943; Sistrom et al., 1956;
Anderson et Robertson, 1960; Foote, 1976; Krinsky, 1979; Siefermann-
Harms, 1987; Sandmann et al., 1993). Une des preuves les plus
probantes pour appuyer cette hypothése nous provient des mutants
dépourvus en caroténoides: ils ne peuvent survivre qu'en laboratoire
et dans des conditions trés spécifiques de température, d'oxygene...
(Sistrom et al., 1956; Bilger et Bjorkman, 1990). L'irradiation aux UV-
C occasionne une augmentation en caroténoides, ce qui renforce
I'hypotheése de protection de la chlorophylle. Les caroténoides seraient
donc un bon indice du stress infligé aux plantes (Campos et al., 1991).
Elles sont également présentes en grande quantité (environ 2 vg/mg
de protéine) dans I'enveloppe chloroplastique (Markwell et al., 1992).

3° Les phéophytines

En fait se sont des chlorophylles-a et -b qui ont subi une
transformation (phéophylinisation), ce qui a occasionné une
diminution du poids moléculaire de 22.3 Da par rapport aux
chlorophylles, pour ainsi nous donner 871.18 et 885.16 Da
respectivement

Plusieurs conditions peuvent causer une phéophylinisation:

- augmentation de l'acidité (fumigation SO,, NO,)

- tissu sénescent
- stress lumineux ou thermique
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- traitement aux herbicides
- temps d'entreposage prolongé du matériel photosynthétique

La Chl-a serait tout de méme plus sensible que la Chl-b.

Depuis la découverte de la participation d'une phéophytine (Phéo-
a) au transport d'électrons au niveau du PSII en tant que premier
accepteur (Klimov et al., 1980), les recherches se sont succédées.
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1.2 ADAPTATION DES TRAITEMENTS

Toujours dans le but de mieux connaitre 'aspect structurel du PS],

quelques traitements s'imposent pour mieux caractériser notre scheme
tridimensionnel du complexe. Comme déja mentionné précédemment,
les traitements a la chaleur et a haute intensité lumineuse permettront
de dégrader graduellement le complexe photosynthétique
préalablement choisi.
Peu de travaux ont été faits sur le sujet, ce qui nous permettra de
défricher ce domaine en mettant au point des techniques d'évaluation,
et cela, en fonction du temps. Dans un premier souffle, regardons ce
que la littérature nous révele a ce sujet.

1.2.1 Traitements calorifiques

Plusieurs études récentes démontrent la complexité de la tolérance
du photosystéme II aux différents stress; par contre treés peu a été fait
au niveau du photosystéme I (Kirilovsky et Etienne, 1991; Havaux,
1992a, 1992b).

i) Les basses températures

Contrairement aux résultats que nous escomptions, les
acclimatations au froid sont connues pour préserver l'intégrité des
complexes membranaires et augmenter la capacité du transport
d'électrons au niveau du photosysteme I seulement (Huner et al., 1988;
Smith et al., 1989). Par contre, plusieurs cas reportés affirment qu'un
abaissement de la température de croissance, (~ 4° C), favorise la
synthése de nouvelles protéines; 19 kDa chez le pois (Ma et al., 1990),
35 kDa chez la tomate et aucun changement signalé chez 1'épinard
(Ort et al., 1989). Par contre, en abaissant légérement la température
optimum de croissance, la photosynthese s'en trouve affectée (hausse)
dans une proportion d'environ 20 % (Briiggemann, 1992). Plusieurs
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recherches ont été effectuées sur des cryoprotecteurs (exogenes) des
membranes thylacoidiennes, pouvant mieux expliquer la dynamique
structurelle et fonctionnelle des complexes (Santarius, 1990, 1991,
1992). Pour une revue détaillée sur le sujet, voir Minorsky (1989) et Jia
et al. (1992).

ii) Les hautes températures

Il a été démontré que les températures élevées perturbent de fagon
irréversible (habituellement) la structure et les fonctions des
thylacoides (Mukohata et al., 1973a, b; Krause et Santarius, 1975;
Santarius, 1975; Armond et al., 1979; Gounaris et al., 1983, 1984;
Sundby et Anderson, 1985, Ruban et Trach, 1991; Lepock et al., 1992;
Nolan et Hopkins, 1992). Par exemple, elles altérent la conformation

du site d'action des herbicides de type urée ainsi que le complexe du
cytochrome b6/f (Thomas et al., 1986; Gounaris et al., 1983; Weist,

1986). A titre d'exemple, le raffinose (0.4-0.5 M) thermostabiliserait
(Al-Khatibe et Weist, 1990a) davantage que le saccharose au niveau:
- du transport d'électrons
- de I'altération des polypeptides
- du déclin de la fluorescence induit par la
température (Kamogawa et al., 1983; Bukhov et al., 1990;
Searle et Schaafsma, 1992).

Hoshina et ses collaborateurs (1990), par des mesures de
changements d'absorption du P-700 induits par éclair (flash-induced

absorption), EPR et par électrophorése, concluent qu'un traitement de:

35-50° C détruit le transport d'électrons

50-55°C " " le complexe F 5 /Fg
60-70°C " " F,
>70°C " " 1eP-700

(pour des résultats similaires voir Sonoike et al., 1990)
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Mais qu'en est-il des complexes protéiques? Subissent-ils une
détérioration graduelle de la périphérie jusqu'au centre ou si c'est
I'ultrastructure des complexes pigments-protéines qui est affectée
sans tenir compte de leur emplacement tridimensionnel? En ce sens,
quelques études attirent notre attention, particulierement celles de
Frackowiak et de ses collaborateurs (1985) suggérant que les
caroténoides se dégradent dans une proportion plus élevée que les
molécules de chlorophylles. Mais ces conclusions ne semblent pas faire
I'unanimité, principalement dans le cas ou il y a absence de LHC
(Wrobel et Hendrich, 1991). Toutes ces questions restent pour le
moment sans réponse. C'est pourquoi l'on pourra, en se servant des
nouvelles données, ajuster notre tir et ainsi profiter de cette expertise
pour fagonner des expériences pertinentes.

Depuis quelques années, une nouvelle voie d'étude fait son
apparition dans 1'élucidation des mécanismes d'adaptation des
plantes exposées a la chaleur; la lumiére rouge de faible intensité,
protége l'appareil photosynthétique contre les effets des températures
élevées. Ce traitement stabiliserait le photosysteme II par la création
d'un gradient de protons et le maintient de 1'équilibre ionique (Havaux
et Strasser, 1990, 1992). Depuis peu, on tente également d'élucider
certains changements initiés par des températures spécifiques,
causant des perturbations majeures durant la croissance des plantes
(Janssen et al., 1992).

En terminant, notons qu'on peut utiliser différentes techniques pour
démontrer qu'il y a altération des protéines, par exemple par
électrophorese et sa lecture par densitométrie (Al-Khatib et Weist,
1990b).
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1.2.2 Photodestructon des complexes photosynthétiques

La quantité de photons reque tout comme leur longueur d'onde,
induit des changements chez les photosystémes I et II des cyanophytes
et des plantes vasculaires (Powles, 1984). La photoinactivation du
photosystéme II requiert seulement de la lumiére (Kok et al., 1965),
tandis que le photosysteme I requiert de la lumiere et généralement de
I'oxygene (Satoh 1970a, b, c).

Le rapport PSI/PSII devient plus élevé en présence d'une intensité
lumineuse faible, et plus bas avec une forte intensité. Les travaux des
auteurs cités précédemment, suggerent que les changements du
rapport PSI/PSII induits par la qualité et I'intensité lumineuse sont
accomplis par un mécanisme commun pour le contrdle de la syntheése
ou l'assemblage du complexe du PSI. Cette hypothése a été vérifiée
ultérieurement par le méme groupe pour ainsi en faire ressortir les
grandes lignes: 1° les changements d'intensités lumineuses résultent
en la régulation de l'assemblage du PSI de fagon similaire a la
régulation en réponse a la qualité lumineuse, 2° la régulation est en

corrélation avec le transport d'électrons au niveau du complexe du
cytochrome b /f, et non avec le bassin de plastoquinones (Murakami

et Fujita, 1991). Donc a forte illumination, le taux P-680/P-700 est
d'environ 2, par contre a faible illumination ce taux augmente a 4; ce
qui suggérerait que le PSII serait impliqué dans un mécanisme de

prévention a la surexcitation du PSI (Wilhelm et al., 1989 et selon une
étude récente, le PSII; agirait comme photoprotecteur (Neale et

Melis, 1991).

Tout le monde s'entend sur le fait que la lumiere a forte intensité
détruit des molécules de chlorophylles (Asada et Takahashi, 1987;
Siefermann-Harms, 1990; Miller et Carpentier, 1991). Par contre des
résultats contradictoires affirment que ce traitement n'affecte pas la
quantité de protéines totales (Sagar et Briggs, 1990) ou encore
diminue cette quantité (Nurmi, 1990). Néanmoins, il est généralement
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accepté que le photoblanchiment de la chlorophylle survient lorsque le
transfert d'énergie de la 3Chl” vers une caroténoide est supprimé. En
ces circonstances, un 102 est produit, lequel est impliqué dans la

dégradation de la chlorophylle:
3chl” +3%0, —>Chl + o,

102 + Chl ---> produit de dégradation
(Asada et Takahashi, 1987; Egorov et Krasnovsky, 1992)

L'utilisation d'accepteur d'électrons comme le silicomolybdate ou le
DBMIB (au niveau du PSII) méne a une photooxydation sélective et
un photoblanchiment irréversible des f3-caroténes. En présence d'une
illumination normale sans accepteur, aucun blanchiment ne se
produit, ce qui est dépendant de I'habilité du centre réactionnel a
initier la séparation de charges. Au niveau du PSII, la cinétique du
photoblanchiment suggere deux phases: tres rapidement, il y a une
perte de 50% des f{3-carotenes totaux, suivie d'une perte de
chlorophylles accessoires absorbant a 670 nm (Telfer et al., 1991).

Dans un méme ordre d'idée, les caroténoides sont d'excellents
"quencher” de 3Chl* et d'lOz (Foots et al., 1970; Grams et Eskins,

1972, Monger et Parson, 1977; Mathis et al., 1979; Kramer et Mathis,
1980). Donc I'efficacité du "quenching" dépend significativement de la
distance entre chlorophylles et caroténoides et de leur orientation
mutuelle (Moore et al.,, 1982). Par contre une augmentation de
température cause une inactivation de tous les enzymes thermolabiles,
ce qui pourrait, en ces conditions, produire différentes especes

réactives d'oxygéne (02', 022', 102; Weickowski et Majewska, 1990).
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Dans le cas du LHC-II, les caroténoides ne suffiraient que
partiellement a la tiche de protection des chlorophylles. Le réel
mécanisme (discuté ultérieurement) impliquerait l'apoprotéine du
LHC-II qui agirait comme barriere pour 1'O,, donc protégeant les

pigments des dommages causés par la photooxydation (Siefermann-
Harms, 1990).

Au point de vue transport d'électrons, dans des conditions
anaérobiques, c'est au niveau A --> Aq qu'il y a photoinhibition; par

contre en présence d'O,, ce sont les centres Fe-5 qui sont affectés
(Inoue et al., 1990).

Un point qu'il faut toujours avoir a l'idée, c'est qu'il existe un
processus d'acclimatation caractéristique chez les plantes supérieures
qui implique des changements dans la morphologie des feuilles, des
propriétés photochimiques, de l'ultrastructure du chloroplaste et de la
concentration d'enzymes (Boardman, 1977; Bjorkman, 1981;
Lichtenthaler et al., 1981).
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1.3 BUT ET OBJECTIFS DE L'ETUDE

En des termes trés généraux, le but de 1'étude réside en une
meilleure compréhension du photosystéme I principalement du centre
réactionnel, du point de vue structurel et fonctionnel. Plus
spécifiquement, de connaitre l'emplacement tridimensionnel des
pigments qui composent les particules membranaires et leurs roles
dans celles-ci.

La stratégie générale pour élucider ce probleme consiste, comme
discuté ultérieurement, a dégrader superficiellement le complexe
membranaire et ainsi analyser les particules affectées. Pour ce faire,
un premier objectif s'impose: adapter des techniques d'extractions
membranaires pour tirer le maximum d'informations des traitements
proposés. Ce qui implique d'avoir plusieurs particules actives dont la
taille de I'antenne varie et dont le centre réactionnel est bien préservé
par plusieurs polypeptides.

Le deuxieme objectif reste un point culminant dans la démarche
expérimentale: il s'agit d'imposer un traitement efficace au complexe
membranaire dans le but d'affecter les composantes périphériques.
Comme déja mentionné, les températures élevées et de fortes
illuminations contribueront efficacement, d'aprés l'abondante
littérature sur le sujet, a dégrader et contrdler l'organisation de
I'extrait.

Les objectifs qui suivent sont d'ordre technique; reliés aux méthodes
biophysiques, les sous-objectifs nous permettront d'aller chercher
l'information 1a ou elle se trouve. Le premier objectif est d'établir une
méthode d'évaluation pour estimer le degré de détérioration du
complexe, en vue d'avoir un contréle précis a chaque extrait. Il se
divise donc en deux parties, soit l'aspect structurel et I'aspect
fonctionnel; dans le premier cas, un spectre d'absorption pour chaque
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traitement nous assure de bien suivre I'évolution des particules, et
dans le deuxiéme cas, des mesures de photooxydation du P-700 nous
donne une bonne idée de la cinétique des transporteurs d'électrons du
photosystéme I.

Ikegami et ses collaborateurs (1990) suggerent que la Chl-a (P-700)
et certains lipides (PG, MGDG) contribuent grandement a la stabilité
thermique du centre réactionnel en fortifiant les sous-unités A et B. A
la lumiere de ces informations, il sera plus aisé de formuler des
expériences adaptées a nos besoins et ainsi acquérir l'expertise voulue
pour extrapoler quant a l'arrangement structurel et fonctionnel du
PSI.

Pour scruter un peu plus a fond le complexe, des méthodes plus
raffinées s'imposent. La spectroscopie infrarouge présente un
potentiel intéressant, compte tenu de sa grande précision. A prime
abord, on veut savoir quelle est I'implication des protéines sur la
dégradation du complexe. Ce qui implique I'état de la structure
secondaire des protéines comme Il'apparition de nouvelles
conformations par exemple. Dans un méme ordre d'idée, un objectif
qui en découle directement, soit 1'évaluation et la caractérisation des
pigments faisant partie intégrante du complexe photosynthétique.
Pour ce faire, I'utilisation du CLHP est une technique de premier choix
(pour plus de détails, voir la section matériel et méthodes).

Les hypotheéses sous-jacentes sont trés délicates a formuler parce
qu'elles sont trés nombreuses et trés variées. Par contre quelques-unes
peuvent facilement étre envisagées:
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1° Les pigments dégradés en premier lieu seraient situés
au centre du complexe, et donc seraient les derniers
collecteurs de photons (études comparatives selon les
traitements: illumination et augmentation de la
température), ce qui n'implique pas les mémes
mécanismes que chez les PSII par exemple.

2° L'évaluation de l'atténuation de la dégradation
provoquée, correspond aux réels mécanismes de
protections élaborés par la plante.

3° Les changements conformationnels (au niveau des hélices a et 3),
s'il y a lieu, provoqués par les traitements expérimentaux
(température et photodestruction), sont de nature
tres différente selon le traitement.

4° Les mécanismes impliqués lors de la dégradation des
plantes (épinard, orge, laitue ...), seraient
similaires a ceux provoqués en laboratoire.

Cette étude a ses limites puisque qu'il sera tres difficile de s'assurer
de la localisation exacte de chaque constituant protéique impliqué au
niveau du PSI; et ces limites s'étendent a I'emplacement précis des
pigments. Par exemple, dans le cas des expériences en spectroscopie
infrarouge, nous saurons les modifications qu'auront subies les
protéines, mais il est tres difficile de cerner quelles protéines ou méme,
quels groupes de protéines sont réellement concernés. Par contre,
comme mentionné précédemment, le fait d'étudier plusieurs particules
membranaires ayant des antennes de composition différente, nous
ouvre les portes conduisant vers une meilleur approche de la réaliteé.
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1.4 TECHNIQUES/THEORIES

Le choix des extraits membranaires demeure une étape de premier
plan. Quatre particules membranaires ont été extraites du complexe
natif de PSI. Les deux premiers types extraits contiennent les mémes
protéines mais différent par leur contenu en pigments, principalement
en chlorophylles-a, soit le PSI-30 et le PSI-100 (30 et 100 Chl-a/P-700
respectivement) extrait par chromatographie pour le PSI-30 et par
ultracentrifugation et par l'utilisation de détergents pour le PSI-100.
Une troisieme particule du méme type que le PSI-100, mais incluant le
LHC-I, est utilisée, fournissant ainsi environ 100 Chl/P-700
supplémentaire, d'out le nom PSI-200. Et enfin le LHC-IT mobile,
pouvant étre extrait lorsqu'il est phosphorylé (cela se produit lorsqu'il
est pres de la plastocyanine), peut aider a élucider les différentes
fonctions entre les antennes de pigments.

La deuxieme étape réside dans le fait qu'il faut trouver des
techniques (douces) de dégradation du complexe. Cet aspect a déja été
abordé dans la derniere section: il s'agit de traiter l'extrait a des
températures pouvant dégrader légérement les structures, jusqu'a
I'atteinte d'une détérioration prononcée du systéme, ainsi qu'un
deuxiéme traitement qui ne manque pas d'audace lui non plus, soit une
forte illumination dans le but, entre autres, de blanchir les pigments.
Une fois ces traitements accomplis, plusieurs tests peuvent étre
effectués pour s'assurer de l'efficacité de ceux-ci. Un simple spectre
d'absorption détermine la gravité de la détérioration que les
pigments, entre autres, ont subie. En se référant aux spectres déja
publiés (voir les figures précédentes), il devient plus facile de prédire
quels pigments sont affectés et a quel degré. Au niveau du transport
d'électrons via la dégradation structurelle, il est possible d'avoir une
bonne idée de 1'état fonctionnel du complexe, et ce, par la
photoréduction du P-700 (Marsho et Kok, 1971; Mathis et al., 1988;
Asada et al., 1992, 1993; Mi et al., 1992a et b)). Apres ces quelques tests,
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nous sommes davantage en mesure d'appliquer différentes techniques
biophysiques dans le but d'approfondir les résultats préliminaires ci-
haut mentionnés.

1.4.1 La spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) par transformée de Fourier
(IRTF), s'avere une technique de pointe pour défricher ce domaine
encore presque vierge... Le spectre infrarouge est considéré comme
I'une des plus caractéristiques propriétés d'un composé. échelonné de

0.75 micron (un micron est égal a 104 cm et exprimé en p) a 200
microns, donc entre le visible et la région du micro-onde, cette zone est
appelée infrarouge (Figure 11A). Cependant, ce qu'on appelle la
région de l'infrarouge est habituellement couvert entre 2.5 et 50 u: la
région la plus proche est appelée le proche infrarouge, et la plus
éloignée, l'infrarouge lointain (near- and far-). La longueur d'onde de
la lumieére IR est plus fréquemment exprimée en terme de nombres
d'ondes, ce qui est la réciproque de la longueur d'onde et se traduit par

le centimeétre. L'unité du nombre d'onde est le cm™!. Par exemple,
I'échelle de 2.5 & 25 v correspond a des nombres d'ondes de 4000 a 400

cm'l.

Toute molécule est faite d'atomes liés par des liens chimiques. Le
mouvement des atomes et les liens chimiques peuvent étre comparés a
un systeme de balles et de ressorts constamment en mouvement (Fig.
11B). Ces mouvements peuvent étre envisagés comme étant la
combinaison de deux types de mouvements, les vibrations élastiques et
les vibrations de flexions ("stretching" et "bending"). La fréquence de
ces vibrations n'est pas seulement dépendante de la nature
particuliere des liens chimiques eux-mémes, comme les liens C-H ou
C-O, mais est affectée par la molécule entiere et son environnement.
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FIGURE 11. A) Visualisation de certaines vibrations correspondant a
la région de la spectroscopie infrarouge, B) illustration des vibrations
élastiques et de flexions par le modeéle des "balles et des ressorts"

(Nakanishi et Solomon, 1977).
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La différence entre une molécule et la balle du ressort consiste en ce
que les niveaux d'énergie vibrationnelle de cette premiere sont
quantifiés; ce qui implique que seul le faisceau infrarouge, avec une
fréquence correspondante (exactement) requise pour élever le niveau
d'énergie d'un lien, peut étre absorbé. C'est-a-dire que I'amplitude des
vibrations particulieres est augmentée soudainement et non
graduellement. Donc, lorsque 1'échantillon est irradié par le faisceau
IR, ot la fréquence change continuellement, les molécules absorbent
certaines fréquences dont l'énergie est consumée en vibrations
élastiques ou de flexion, et ce en fonction des liaisons. Le faisceau
transmis correspond a la région de non-absorption, donc un
enregistrement de l'intensité du faisceau transmis en nombres d'onde
ou en longueur d'onde permet d'établir une courbe des bandes
d'absorption. C'est le spectre infrarouge.

Il a été mentionné précédemment que les fréquences des liens
respectifs dans une molécule sont affectées par tout l'environnement
de la molécule. Donc, certains liens ont des caractéristiques
distinctives: les liens doubles et triples sont plus forts que les simples,
N-H, O-H, C-H, etc. du type X-H, et ont spécifiquement un atome
terminal léger, 1'hydrogéne. Ce qui correspond a un ressort
particulierement robuste ou a une balle terminale légére. Comme le
systeme du ressort, les vibrations de ces liens sont affectées par le
reste de la molécule dans une portion minime.

Par ailleurs, on peut séparer ces régions en fréquences collectives:

de fagon générale la région de 3600 a 1500 em’! appartient aux

vibrations élastiques. Par contre la région sous 1600 cm appartient

aux vibrations élastiques des liaisons simples du type C-C, C-O, C-N,
C-halogene, etc. et également aux vibrations de flexion des autres
liaisons. De plus, chaque composé a un "patron” dont les molecules

vibrent entre 1300 et 650 cm™ qui est appelé 'empreinte (finger print).

Un fait est a souligner qui vient jeter une ombre sur le plat. Une
vibration n'est pas nécessairement accompagnée d'une bande
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d'absorption en IR, mais seulement lorsque cette vibration cause un
changement du moment dipolaire de la molécule; plus grand est le
changement plus grande sera l'absorption (Nakanishi et Solomon,
1977). De plus, I'intensité d'absorption est fonction de l'ouverture de la
fente, c'est pour cette raison qu'on représente souvent l'intensité sous
forme relative: trés forte, forte, moyenne...

Il est possible grace a des tables, de déterminer le ou les types de liens
qui correspondent aux bandes d'absorption; et ce pour toutes les
liaisons:

1° CC (alkane)
2° C=C (alcéne)
3° Aromatiques (phényle)

4° X Y, X=Y=Z \
5° -OH, C-O, stéroide, sucre (alcool, phénol)

6° -O- (éther)

7° Amines, sels d'ammonium

8° C=0 (groupes carbonyles)
9° -NO,, -NO

10° Hétérocycles

11°-S (sulfure)

12° -P

13° Halogenes, sels inorganiques (ex. PO43')

(voir Nakanishi et Solomon, 1977)

Pour I'étude en cours, la spectroscopie infrarouge reste une
méthode de prédilection pour y scruter la face cachée de la structure
des complexes du photosysteme ...

Il s'avere trés important d'apporter une attention particuliere au
milieu dans lequel baigne 1'échantillon: soit le garder dans son propre
tampon (environnement le plus naturel possible) puisque que
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I'absorption de I'IR est affectée par l'environnement des groupes.
Donc, pour ce genre de travail il est tout a fait exclu d'assécher
I'échantillon, principalement di au fait qu'il subit une détérioration
qui peut varier d'une fois a l'autre (voir la chapitre matériel et
méthodes). Et c'est justement dans cette voie qu'il faut travailler, soit
sur les modifications causées uniquement par les traitements
préalablement discutés. Le probleme reste important, I'eau contenue
dans 1'échantillon absorbe énormément en infrarouge, allant méme
jusqu'a masquer completement les bandes recherchées. Il faut donc

connaitre avec précision la quantité d'eau contenue dans I'échantillon,
et pour ce faire, l'utilisation de fenétres, de BaF, par exemple, s'avere

une technique largement utilisée. Sachant 1'épaisseur entre les deux
fenétres (en sandwich), pouvant varier: 6 pu (Tanfani et al., 1990), 10 n
(Nabedryk et al., 1990a, b), il est ainsi plus facile de controdler les
parametres d'extrapolation du spectre. L'utilisation du D,O (pour la
protonation de HpO), qui absorbe dans l'infrarouge dans une région

peu convoitée pour les expériences de ce type (1500 a 1800 cm-1),
comporte un avantage de taille mais des désavantages colossaux. En
plus de l'aspect technique (centrifugation supplémentaire, perte de
matériels...), son utilisation occasionne un déplacement de 1657 a 1554

em™! dd aux échanges H --> D, et affecterait également les feuillets 3
(Chapados et al., 1991; He et al., 1991).

Un autre aspect a ne pas négliger est la concentration de Triton
dans l'échantillon, qui aurait un effet non-négligeable sur la
conformation des structures secondaires (He et al., 1991). De plus, ce
détergent induirait un déplacement vers le bleu du spectre
d'absorption de la Chl-a a 690 nm en fonction de sa concentration, le

coefficient d'extinction molaire pouvant varier de 63 a 87 mM ! em
(Sonoike et Katoh, 1990). Par contre, Tapie et ses collaborateurs (1984)
affirment que le centre réactionnel du PSI ne semble pas étre affectée
par la digitonine, I'octyl glucoside, le dodécyl maltoside et le Triton X-
100: le transport d'électrons a les mémes caractéristiques que dans la
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membrane thylacoidienne, et l'isolation n'affecte pas 1'orientation
intrinséque des pigments dans le complexe. Cette affirmation a aussi
été vérifiée par dichroisme circulaire sur des particules de "P-700-Chl-
a protein” avec le Triton X-100 (Shubin et al., 1986). Nous avons donc
lavé convenablement I'échantillon avant d'effectuer le spectre, afin de
minimiser les effets secondaires.

Plusieurs techniques ont été mises au point pour soustraire l'eau
(Haris et al., 1986; Powell et al., 1986; Dousseau et Pézolet, 1990; Lee
et al., 1990); ces techniques ont l'avantage d'éliminer tout liquide
indésirable, et ainsi d'optimiser le spectre.

Le IRTF est donc un bon outil pour étudier les structures
secondaires des protéines (Susi et Byler, 1986, Surewicz et Matsch,
1988; Haris et Chapman, 1988; Gerwert, 1992), et aussi pour observer
les changements conformationnels (Mantele et al., 1985; Haris et al,,
1986, 1990; Alvarez et al., 1987; Surewicz et Matsch, 1988; Nabedryk et
al., 1990c; Tajmir-Riahi, 1990; Thibodeau et al., 1990; Ganter et al.,,
1992; Noguchi et al., 1992). Dans ce cas, il devient primordial d'avoir
des points de repére sur les bandes amides pour "suivre”
adéquatement les protéines dans leur cheminement (dégradation):

AMIDE L.
- vibration élastique --> C=0 (plane) faiblement
couplé
C-N (élastique) et N-H (de flexion)

soit: o ~1657 cm’!
] ~ 1628 et 1638 cm’|
R (antiparalléle) ~ 1650-1675 et 1693 cm™ !

- tours (turns) -> ~ 1678 cm'1
(He et al., 1991)



53

AMIDE II:
- vibration de flexion --> N-H fortement couplé
avec C-N (élastique)
donc: ~ 1545 cm!
(Nabedryk et al., 1989)

Plusieurs autres informations sont trés importantes pour expliquer les
changements des protéines:

- changements de conformation o et £ (Nabedryk et al.,
1989; Chapados et al., 1991),
- position de plusieurs autres bandes (Mantele et al.,
1988),
- le % de conformation o et 3 chez les protéines thylacoidiennes
(Nabedryk et al., 1984).

Les fréquences de transitions de ces deux bandes amides sont
dépendantes de la conformation secondaire des protéines (Susi et
Byler, 1986; Surewicz et Matsch, 1988). L'approximation quantitative
des structures a commencé par l'estimation des moindres carrés
(Ruegg et al., 1975).

Plusieurs bandes ont déja été identifiées, par rapport aux structures
que je suis susceptible de retrouver, par exemple:

les bandes a 1700 cm'1 --> P-770 (C=0 de la Chl-a)
1717 em™ —> P-700t "
1737 em’ L (Nabedryk et al., 1990a)

les bandes a 1083, 965 et 931 Cm'1 serait attribuées a
PO3'H
1088 et 976 cm'1 serait attribuées a PO32-
(Tajmir-Riahi, 1989)
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Drautres bandes sont assignées a des protéines comme les amides A

et B dont les fréquences ont été assignées entre 3300 a 2800 cm]

(Chapados et al., 1991).

Donc, une protéine ou un complexe protéique contient plusieurs
types de structures qui résultent en plusieurs maxima des amides I et II
par exemple, ce qui cause des chevauchements. Pour y remédier et
décortiquer chacun de ces épaulements, il est possible d'utiliser la
déconvolution (Kauppinen et al., 1981; Yang et al., 1985; Byler et Susi,
1986, Holloway et Mantsch, 1989), ainsi que la dérivée seconde (Susi
et Byler, 1983; Lee et al., 1985; Dong et al., 1990).

De récentes recherches démontrent des altérations évidentes au
niveau des thylacoides et du PSII suite a des traitements: il y aurait
augmentation de la portion en structure 3, et ce, a forte illumination
(Telfer et al., 1990, He et al., 1991) ainsi qu'a des températures élevées
(He et al., 1991). De plus les hélices o seraient orientées au moins a 30°
(apres un traitement aux températures élevées) par rapport a la
membrane normale (Nabedryk et al.,, 1984), et a 20°-25° dans les
membranes pures en segments d'hélices o transmembranaires
(Nabedryk et al., 1985; Breton et Nabredryk, 1987). Ces informations
feront l'objet d'interprétations futures ainsi que de point d'appui dans
la poursuite de nouvelles connaissances dans le domaine.

1.4.2 Chromatographie liquide a haute performance
(CLHP)

La prochaine étape de ce travail consiste donc a connaitre
I'ensemble des pigments qui composent notre complexe. Cette section
a un attrait particuliérement intéressant compte tenu du fait qu'on
peut suivre l'évolution des pigments au méme rythme que les
traitements (dégradation). Une des meilleures techniques
expérimentées jusqu'a ce jour pour séparer les pigments d'un
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complexe reste le bon vieux CLHP. De récentes publications
démontrent qu'il est possible de séparer un nombre tres important de
pigments de membranes thylacoidiennes: myxoxanthophyll,
nostoxanthine, caloxanthine, zéaxanthine, cryptoxanthine,
chlorophylle-a et -a', chlorophylle -b, isocryptoxanthine, echinenone
M et M', a et f3-caroténe, néoxanthine, violaxanthine, lutéine,
anthéraxanthine, lactucaxanthine, taraxanthine, et quelques
inconnus (Siefermann-Harms, 1988; de las Rivas et al., 1989; Coufal et
al., 1989; Minguez-Mosquera et al., 1991; Almeda et al., 1992; Maeda
et Watanabe, 1992). Pour ce faire, une étude préliminaire en
chromatographie sur couche mince (CCM) est indispensable pour
avoir une idée précise des groupes de pigments présents dans l'extrait
(Shiraki et al., 1978), (voir la section suivante).

La chromatographie a été découverte par un botaniste russe,
Mikhail Tswett, en 1906. Il réussit a séparer différents pigments
végétaux sur une colonne de carbonate de calcium. Les différentes
bandes de couleur observées lui ont inspiré le nom de cette nouvelle
technique.

La chromatographie est un domaine trés vaste, car il existe
aujourd'hui plusieurs techniques de séparation faisant appel a cette
méthodologie. Toutes ont cependant un point en commun: elles
nécessitent une phase mobile pour le transport des produits et une
phase stationnaire qui permet leur séparation de concert avec la phase
mobile. Les séparations chromatographiques sont basées sur les
différences d'équilibre des divers composants d'un échantillon entre la
phase mobile et la phase stationnaire.

Les molécules qui ont des interactions plus fortes avec la phase
stationnaire étant mieux fixées sur celle-ci, sortiront du systéme

chromatographique apres les molécules moins retenus.

En plus du CLHP, plusieurs autres méthodes chromatographiques
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(chromatographie liquide sur colonne, chromatographie sur couche
mince) ont été utilisées au cours de cette recherche. Compte tenu que
ces techniques seront élaborées plus en détails dans le prochain

chapitre, je m'en tiendrai ici seulement aux principes généraux de la
CLHP.

Cette technique est certainement l'une des plus rapides et des plus
sensibles méthodes de séparation et d'analyse des pigments. Cette
procédure est largement utilisée tant dans le milieu industriel qu'au
niveau de la recherche fondamentale. Pour le type d'expériences ici
présentées, il aura fallu maints ajustements et mises au point pour
pallier aux exigences du trés large éventail de pigments a analyser
pour un méme chromatogramme. La préparation de l'échantillon et le
choix des solvants en mode gradient revétent une importance
capitale.

Les détails de la procédure seront divulgués dans le prochain chapitre.
Cette derniere section a donc comme but premier, d'introduire le
chapitre suivant.
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CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

2.1 EXTRACTIONS MEMBRANAIRES
2.1.1 Extraction des PSI-30

Le corps de cette extraction est basé sur les travaux de Thornber et
ses collaborateurs (Shiozawa et al., 1974), par contre des
modifications majeures ont été apportées, ce qui fait que la méthode
sera ici élaborée en détail. Toutes les centrifugations seront effectuées
a 4° C et 'expérimentation, a 1'obscurité ou en présence de lumiére
verte.

100 g de feuilles d'épinard sont lavées, asséchées et dépourvues du
pétiole et de la nervure principale pour garder seulement le limbe. Les
feuilles sont homogénéisées dans un tampon de saccharose 0.5 M,
NaCl 0.1 M, TRIS base 50 mM et de I'ascorbate de sodium 20 mM a
pH 8.0 dans un volume final de 300 ml. L'homogénéisation s'effectue
dans un mélangeur commercial, & régime élevé a raison de trois
périodes de quinze secondes.

L'homogénat est ensuite filtré sur coton fromage (12 couches), et
gardé sur la glace en présence de lumiere verte (ces dernieres
conditions seront préservées jusqu'a la fin).

Pour enlever les débris cellulaires, on centrifuge (Sorval RC-5B
avec un rotor 55-34 a godets fixes et ce a 4° C) 1 min a 3000 x g. Le
surnageant est centrifugé 10 min a 20,000 x g. Le culot est re-suspendu
dans environ 150 ml d'un tampon constitué de NaCl 0.1 M, TRIS base
50 mM, ascorbate de sodium 20 mM et 1 mM d'EDTA a pH 8.0, et
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centrifugé pendant 20 min a 30,000 x g (cette derniére procédure doit
étre répétée deux autres fois). Le culot est re-suspendu avec un
volume minimal du dernier tampon.

L'étape qui suit consiste a doser la chlorophylle totale; j'ai choisi
d'utiliser la méthode de Porra (1989) et ses collaborateurs
comparativement a celle d'Arnon (1949), qui a déja plus de quarante
années d'utilisation, et dont les valeurs sont environ 10 % en deca des
valeurs obtenues avec les coefficients de 1'équipe de Porra.

A T'extrait on ajoute du tampon Triton 20 % pH 7.4 (Triton X-100 20
% p/p, TRIS base 50 mM, et de I'ascorbate 20 mM), pour obtenir un
rapport Triton/Chl de 75/1 (p/p). On incube 10 & 15 min a 4° C a
I'obscurité, puis on centrifuge a 27,000 x g pendant 10 min.

Pour la séparation et la purification des complexes protéiques du
PSI, la chromatographie sur colonne demeure un des moyens de
prédilection. Plusieurs supports chromatographiques peuvent étre
envisagés: échangeuse d'ions, par affinité, par interactions
hydrophobes... La chromatographie par gel d'hydroxhylapatite
(Ca5(PO4)30H)7, une forme cristalline du phosphate de calcium), est
un outil puissant pour fractionner et purifier les protéines, enzymes,
acides nucléiques, virus et autres macromolécules. Ce type de gel est
également tres versatile compte tenu qu'on peut l'utiliser pour une
large échelle de pH (5.5 a 14); il est également stable chimiquement et
thermiquement. Pour la suite de la purification, nous utiliserons ce
type de support.

Le surnageant est déposé sur une colonne d'hydroxylapatite (2 x 12
cm) préalablement équilibrée par un tampon phosphate 10 mM pH 7.0.
On lave ensuite la colonne avec ce méme tampon phosphate jusqu'a ce
que l'éluat soit incolore. La présence d'une bande fortement pigmentée
dans le haut de la colonne est caractéristique a cette étape. Un
deuxiéme lavage est amorcé dans la colonne et termine par
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centrifugation: une fois que la colonne est bien imprégnée par le
tampon, on retire le gel contenant l'extrait a séparer, puis, on le
centrifuge a faible vélocité pendant environ 1 min afin de se
débarrasser, principalement des attribut du PSII. En présence d'un
tampon Triton 1 % pH 7.4 (Triton X-100 1% (p/p), TRIS base 50 mM,
et 20 mM d'ascorbate), on proceéde a des lavages successifs pour
éliminer le surnageant a chaque fois, jusqu'a l'obtention d'un
surnageant exempt de chlorophylle (environ 40 centrifugations a
vitesse réduite). L'étape suivante consiste a supprimer le Triton de la
préparation en procédant a une série de lavages avec le tampon
phosphate 10 mM pH 7.0, de la méme maniére que précédemment.
L'étape finale, qui a pour but de libérer le PSI-30 des billes
d'hydroxylapatite, s'effectue en lavant une derniere fois le gel, avec
une forte concentration en phosphate (0.4 M, pH 7.0). 1l suffit de deux
a trois lavages pour délivrer les particules membranaires; au-dela de
ce nombre, il faut concentrer le matériel pour pouvoir l'utiliser de
fagon judicieuse. Ce type de particules peut se conserver plus d'un
mois a -80° C ou dans l'azote liquide tout en gardant son intégrité
structurelle et fonctionnelle.

2.1.2 Extraction des LHC-II, PSI-200 et des PSI-100

La présente extraction est basée sur les travaux de I'équipe de
Malkin (Bruce et Malkin, 1988). Etant donné que des modifications
majeures ont également été apportées, les détails de la procédure
seront exposeés.

La beauté de cette méthode réside principalement dans le fait que
chaque étape, peut étre interrompue, tout en préservant le résultat
final. En adaptant les conditions, il est aisé d'obtenir les particules ci-
haut mentionnées, et cela pour une méme extraction, minimisant ainsi
les fluctuations du matériel expérimental.

J'ai utilisé la méme procédure que dans le cas de l'extraction
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précédente (voir la section 2.1.1) en modifiant légérement le tampon
d'homogénéisation: saccharose 0.3 M, TRIS-HCl 50 mM, NaCl 10
mM et du MgClp 5 mM. Juste avant utilisation, j'ajoute des
inhibiteurs de protéases (acide aminocaproique, p-aminobenzamine et
du PMSF) pour obtenir une concentration finale de 2 mM et cela pour
tous les tampons de cette expérience. Apres une filtration sur 8
couches de coton fromage, on centrifuge 10 min a 12,000 x g (Sorval
RC-5B avec un rotor S5-34). Le culot est re-suspendu dans un tampon
NaCl 150 mM, en laissant agir celui-ci au moins 10 min pour s'assurer
de la lyse des chloroplastes. On ajoute, a la solution contenant les
membranes, une grande concentration de NaBr (2 M) et on laisse
barboter légerement pendant 30 min a l'obscurité et toujours a 4° C.
Apres avoir dilué dans un égal volume d'HO, on centrifuge a 12,000 x
g pour 10 min. L'étape du lavage avec le NaBr, doit étre répétée une
autre fois. Le culot est re-suspendu dans le tampon
d'’homogenéisation et re-centrifugé pendant 10 min a 12,000 x g pour
ainsi éliminer les résidus de NaBr. On re-suspend dans le tampon
d'’homogénéisation et on dose la chlorophylle pour avoir une
concentration de 3 mg Chl/ml.

On ajoute a la suspension, dans un rapport 1:1 (v/v), un tampon
sulfate d'ammonium 10 % (p/v) contenant également du N-octyl f5-D-
glucopyronoide a 60 mM (un détergent, qui détruit I'association entre
le LHC-II et le complexe du PSI) et 1 % d'acide cholique. On incube a
4° C pendant 30 min en agitant légerement. On centrifuge 1 h a
250,000 x g a l'aide d'une ultracentrifugeuse Beckman (modele L7-80,
rotor SW-41), afin de séparer le complexe des cytochromes bg et f. On
re-suspend dans l'eau distillée pour obtenir une concentration en
chlorophylles de 1.0 mg/ml. A cette suspension, on ajoute du Triton X-
100 (d'une solution 20 %) pour obtenir une concentration finale
d'environ 0.5 %, et on l'incube a la température de la piece en agitant
doucement pendant 1 h. On centrifuge 20 min a 48,000 x g pour
éliminer les membranes non-solubilisées et les granules d'amidon.
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Le surnageant est déposé sur un gradient de saccharose 1.0-0.1 M
avec un coussin (2 M) d'environ 4 ml, en présence de 0.02 % de Triton
X-100. Les tubes sont centrifugés (ultracentrifugeuse) 20 h a 90,000 x g
(rotor modele SW-28).

La bande du haut, qui est enrichie en LHC-II, est prélevée et

congelée a -80° C pour une utilisation ultérieure. Tandis que la bande
du bas est constituée de PSI-200 (200 Chl/P-700).

On dilue le PSI-200 avec cinq volumes de tampon TRIS-HC] 20 mM
pH 7.6, et on centrifuge 1 h a 250,000 x g (rotor modéle SW-41). Le
culot est re-suspendu dans de l'eau distillée pour obtenir une
concentration de 0.5 mg Chl/ml. On ajoute du Zwittergent 16 (0.2 %
p/v) et du dodécyl-8-D-maltoside (0.15 % p/v), pour effectuer la
séparation du complexe protéique et de I'antenne de pigments. On
agite légérement la solution 1 h a 4° C et qui est par la suite déposée
sur un gradient de saccharose 1.0-0.1 M comme précédemment. La
bande du bas est enrichie en PSI-100 (100 Chl/P700), tandis que la
bande du haut contenant essentiellement du LHC-I, est contaminée
par du LHC-II.

Il est & noter que tous les tampons ont été complétés non pas avec de
I'eau distillée mais avec le tampon d'’homogénéisation, donc en
présence de saccharose, pour s'assurer de préserver l'intégrité des
membranes.
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2.2 SPECTROSCOPIE UV/VISIBLE

Les spectres de changements d'absorbance en fonction du temps ou
de la longueur d'onde pour les PSI-30 (photoblanchiment,
températures élevées, calcul du rapport Chl/P-700, réduction du
centre réactionnel) ont été exécutés grace a un spectrophotometre UV-
VIS SLM AMINCO modéle DW-2000 en utilisant les deux
monochromateurs, dont un comme référence, la résolution étant fixée
a 3 nm. Les courbes sont directement reproduites a l'aide d'une table
tracante Hewlett-Packard modele 7470A.

Nous donnant une plus grande versatilité, sans changement notable
en comparaison avec le SLM AMINCO, les spectres pour les autres
particules membranaires (LHC-II, PSI-100 et PSI-200) nous sont livrés
par un spectrophotometre a réseaux de diodes (Hewlett-Packard
modeéle 8452A).

Dans les deux cas, le tampon de solubilisation des membranes nous
sert de référence.
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2.3 CALCUL DU RAPPORT CHIL-a/P-700

Dans le but de s'assurer de 1'équité entre les différentes particules
membranaires, tant au niveau de la concentration en chlorophylles
que pour consolider la reproductibilité des extraits, la mesure du
rapport Chl/P-700 s'impose. Ce rapport nous renseigne, de juste
fagon, sur la taille de I'antenne de chlorophylle-a principalement et
cela en fonction du centre réactionnel.

En utilisant la formule suivante:

A678 nm) - A(725 nm)
C= (— -
el

¢ = concentration (mM)

A = absorbance

g = coefficient d'extinction molaire (mM-1 cm-1)
1 = parcours optique

il est possible d'obtenir un rapport fiable.

Un premier spectre d'absorbance est fait pour obtenir la quantité de
chlorophylle-a (A(678 nm)) ainsi que le zéro d'absorbance pour ce type

de particule (A(725 nm)) pour une concentration de 10 ug Chl/ml. Donc
I'absorbance de la chlorophylle-a (a2 678 nm pour les PSI-30) est
soustraite par l'absorbance a 725 nm pour nous donner l'absorbance
réelle. On divise ensuite par le coefficient d'extinction molaire de la
Chl-a (70 mM-lcm-1) et par le parcours optique (1 cm) pour nous
donner la concentration en chlorophylle-a.

En utilisant la méme formule, il est possible de calculer la
concentration de P-700 (698 nm), en utilisant 64 mM-lcm-1 comme
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coefficient d'extinction molaire. Un premier spectre est effectué en
oxydant completement le P-700 du complexe soit en présence de
ferrycianide de potassium (2 mM) et un second en réduisant le centre
réactionnel avec de l'ascorbate (6 mM). L'absorbance a 698 nm de
I'extrait réduit moins son absorbance lorsqu'oxydé, nous donne la
quantité de P-700 fonctionnels; ainsi en remplagant les valeurs dans la
formule il est aisé d'obtenir la concentration en P-700.

La figure 12 donne l'exemple de ce type de spectre pour les
particules de PSI-30. Etant donné que la procédure est la méme pour
les autres extraits, je n'ai pas cru bon répertorier les figures sur cet
aspect.



ABSORBANCE

65

698
7 .008-
04_ .0061
004
’ 002
0.3 0 /\VAV
i 650 6"!0 69r0 7110 72‘;0 750
LONGUEUR D'ONDE (nm)
0.2
0.1
O T T T | T T T
350 450 550 650 750

LONGUEUR D'ONDE  (nm)

FIGURE 12. Exemple de spectres afin de calculer le rapport Chl-a/P-
700 chez le PSI-30. Spectre d'absorbance du PSI-30, spectre de
réduction chimique du P-700 (en mortaise). Le rapport est de 30 Chl-
a/P-700 % 1.5 (voir le texte). Le rapport pour les particules de PSI-100
et PSI-200 ont été calculées de la méme facon (résultats non-montrés).
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2.4 ELECTROPHORESE ET DENSITOMETRIE

L'électophorése ne fait pas partie intégrante des techniques utilisées
pour élucider les mécanismes de dégradations des complexes, mais est
un outil de premier plan pour déterminer le contenu protéique de
chaque complexe.

Pour une meilleure résolution des bandes, nous avons choisi
d'utiliser un gel de polyacrylamide sous forme de gradient (10 a 17.5
%). En utilisant une pompe péristaltique, il est possible de couler le gel
en gradient continu. Les deux solutions de résolution sont constitués
de 40 % d'eau distillée (v/v), 10 % d'acrylamide (p/v), 25 % de tampon
de base (Trizma base 20 mM, LDS 20 % p/v a pH 8.8), 0.9 % de
saccharose (p/v), 0.08 % de persulfate d'ammonium (p/v), et 0.05 % de
TEMED (v/v), tandis que l'autre solution est constitué de 17.5 %
d'acrylamide (p/v), 25 % de tampon de base, 9.3 % de saccharose (p/v),
0.08 % de persulfate d'ammonium et 0.04 % de TEMED. Le persulfate
d'ammonium et le TEMED doivent étre ajoutés a la toute fin. Le
gradient ainsi formé est coulé entre deux plaques de verre fixées a
l'aide d'une unité de gel vertical (Hoeffer Scientific Instruments,
modele SE400). On dépose environ 0.3 cm d'isopropanol sur le dessus
du gel pour s'assurer que le dessus du gel soit parfaitement lisse. On
laisse polymériser 1 h.

Apres avoir asséché les plaques avec un buvard, on insere le peigne
et on coule rapidement la solution d'entassement (63 % d'eau distillée
v/v,19 % de tampon de base p/v pH 6.8, 5 % d'acrylamide p/v, 0.16 %
de persulfate d'ammonium et 0.1 % de TEMED, (les deux derniers
produits ne doivent étre utilisés qu'en dernier lieu). La polymérisation
dure environ 30 min.

Traitement des échantillons: Les particules membranaires sont
préparées afin d'obtenir une concentration de 10 pg Chl/ml.
L'échantillon est mélangé dans une proportion de 1 pour 1 avec une
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solution de: 25 % de tampon de base pH 6.8 (p/v), LDS 4 % (p/v),
glycérol 4 % (p/v), 10 % de mercaptoéthanol (v/v), 57 % d'eau distillée
(v/v) et une quantité minimale de bleu de bromophénol. Le mélange
est ensuite séparé dans des tubes a eppendorf a raison de 40 ul dans
chacun. Afin de bien dénaturer les protéines, on laisse les tubes a la
température de la piéce pour au moins 30 min, et on centrifuge
quelques secondes pour se débarrasser des particules non-solubilisées.

Aprés avoir enlevé le peigne, on emplit les réservoirs avec ce
tampon: 25 % de tampon TRIS-glycine v/v (0.1 M Trizma-base et 0.77
M de glycine), 0.1 % LDS (p/v) et on compléte avec de 1'eau distillée.
On dépose les échantillons dans les puits ainsi que les standards de
poids moléculaire dans les puits latéraux. Le gel est déposé a 4° C, et
branché au potentiostat (17 mA) jusqu'a ce que les protéines aient
atteint le gel de résolution; ensuite on augmente le courant a 20 mA.

Coloration/décoloration des gels: Le gel est ensuite déposé pour
une a deux heures dans un bac contenant une solution de coloration
(0.6 mM de bleu de coomassie, 50 % de méthanol (v/v), 43 % d'eau
distillée et 7 % d'acide acétique, v/v) et cela en agitant légérement. Par
la suite le gel est transféré dans une solution de décoloration (20 % de
méthanol (v/v), 7 % d'acide acétique (v/v) et 73 % d'eau distillée, v/v),
jusqu'a ce que le gel soit completement décoloré, en prenant soin de
changer le tampon quelques fois.

Densitométrie: Les gels ont par la suite été analysés et comparés
entre eux, pour une plus grande précision, par densitométrie laser
(LKB, modele Ultroscan XL).
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2.5 DEGRADATION SUBLETALE
2.5.1 Photoblanchiment

Les extraits membranaires sont déposés dans une cuvette de quartz
de 3 ml avec une concentration de 10 pg Chl/ml (sauf pour les
échantillons étudiés par la CLHP ou la concentration est de 100 ug
Chl/ml et le volume de 250 pul). L'éclairement se fait a 4° C a l'aide d'un
faisceau actinique de 150 W (575 W/m2), dont I'extrait est protégé par
une bouteille d'eau pour minimiser 'absorption de chaleur.

2.5.2 Dégradation aux températures élevées

Ce type de dégradation s'effectue dans les mémes conditions que
précédemment, sauf que la transmission de la chaleur se fait au
contact de l'eau. Les échantillons sont placés dans des tubes
eppendorf, puis déposés dans un bain d'eau thermostatée pour 10 min
(les températures varient de 30° a 90° C).
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2.6 PHOTOREDUCTION ET REDUCTION CHIMIQUE DU
CENTRE REACTIONNEL DU PSI (P-700)

La réduction des centres photochimiques chez les différents extraits
de photosystéme I, nous renseigne sur l'aspect cinétique du P-700.
Dans le but de bien cerner le comportement de celui-ci, deux
techniques ont été mises a profit: la réduction chimique et la réduction
par la lumiére.

2.6.1 Réduction chimique

En ce qui concerne les extraits membranaires, la concentration en
chlorophylles est de 10 pg/ml et le volume employé est de 3 ml, chacun
des extraits étant dilué dans son propre tampon de suspension. Nous
avons utilisé le spectrophotometre Aminco (voir la section 2.2).
Comme dans la section 2.3, le P-700 est préalablement oxydé et
ensuite réduit en utilisant de l'ascorbate et cela en utilisant le mode
dual, donc 698 nm pour I'absorbance du centre réactionnel et 725 nm
comme référence. Les valeurs sont calculées par la formule présentée
a la section 2.3, en utilisant 64 mM-lecm-1 comme coefficient
d'extinction molaire (Hijima et Ke, 1972).

2.6.2 Photoréduction

Ce type de mesure est effectué dans les mémes conditions que la
réduction chimique, sauf que le réducteur est uniquement la lumiere.
Deux filtres bleus sont utilisés (Corning, 4-72 et 4-96) afin de protéger
le tube photomultiplicatur (Lien et San Pietro, 1979).
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2.7 CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE
(CLHP)

Les solvants d'élutions contenus dans les réservoirs sont propulsés
a travers le systeme grace a une ou plusieurs pompes. Celles-ci sont
faites de matériaux résistants a la corrosion. Elles doivent générer des
pressions allant jusqu'a 4.2 X 104 kPa (6000 psi; maximum de 4000 psi
pour l'appareil utilisé), sans impulsion, avec des volumes livrés
reproductibles. Un controéleur facilite I'opération des pompes en mode
isocratique (phase mobile constante) ou gradient (phase mobile
variant au cours de la chromatographie).

La colonne est la partie la plus importante du systeme de CLHP car
c'est dans la colonne contenant la phase stationnaire que s'effectue la
séparation. Les gels utilisés sont soit en phase normale, c'est-a-dire
que les particules formant le gel sont polaires, soit en phase inverse,
c'est-a-dire que des greffons non-polaires sont chimiquement liés a la
surface d'un substrat solide. En phase normale (gel de silice,
d'alumine), plus un solvant est polaire, plus sa force d'élution, c'est-a-
dire sa capacité a désorber les composantes de 1'échantillon de la
phase stationnaire, est grande. En phase inverse, plus un solvant est
non-polaire, plus sa force éluante est grande (Gallant, 1990).

Le choix de la phase mobile est critique pour la réussite de la
séparation. Malheureusement, la seule fagon de déterminer la phase
mobile a utiliser est encore l'essai-erreur, en connaissant les effets de
polarité discutés plus haut.

Pour avoir une juste idée des groupes de pigments contenus dans
chacun des extraits et surtout pour comparer la présence et la quantité
des pigments par rapport aux autres, il nous fallait une méthode
fiable, qui tienne compte de la concentration des pigments.
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Les valeurs qu'on obtient en CLHP sont en volts, ce qui est
proportionnel a I'absorbance, donc a la concentration du pigment. Ces
valeurs sont trés relatives compte tenu: a) que chaque pic est détecté a
440 nm, ce qui ne correspond pas nécessairement a leur maximum
d'absorption respectif, b) que chaque pigment, lors de la séparation,
baigne dans un mélange de solvants qui lui est propre, compte tenu
que nous avons utilisé un gradient, son absorbance variera donc en
fonction de celui-ci, c) et enfin chaque pigment a son propre coefficient
d'extinction molaire.

Pour palier a ces lacunes, nous avons également eu recours a la
chromatographie sur couche mince (CCM, voir la section 2.8).

Systéeme chromatographique: Nous avons utilisé un systéme de
contrdle 600E (Waters) ainsi qu'un détecteur 484 (Waters), informatisé
par le programme "Baseline 810" (voir la figure 13).

La détection se fait a 440 nm. La technique utilisée a été élaborée par
Siefermann-Harms (1988), puis modifiée dans notre laboratoire. Les
différences fondamentales résident principalement dans les
proportions des solvants et le temps que chacun d'eux passe dans la
colonne (tableau 3 et 4). I est a noter que les temps (du tableau 4)
peuvent varier sensiblement, dans le but de maximiser la résolution
des pics.
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FIGURE 13. Représentation schématique de l'appareil a
chromatographie liquide a haute performance (Perkin-Elmer

Corporation, Norwalk, CT).
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TABLEAU 3. Indice de polarité des solvants utilisés

SOLVANTS INDICE DE POLARITE
Hexane 0.0
Acétonitrile 6.2
Méthanol 6.7
H>O 9.0

TABLEAU 4. Chromatographie isocratique et par gradient des
solvants utilisés.

TEMPS VITESSE METHANOL HEXANE ACETONITRILE HyO

(min) (ml/min) (%) (%) (%) (%)
0 2.0 78 0 20 2
4.0 2.0 78 0 20 2
8.0 2.0 8 0 91 1
15.0 2.0 83 17 0 0
19.0 2.0 83 17 0 0
20.0 2.0 78 0 20 2



74

Dans les préparations de photosysteme I, les protéines sont
précipitées en centrifugeant dans une solution 100 % d'acétone. La

séparation des pigments présents dans le surnageant est effectuée a la
température de la piéce a l'aide d'une colonne Nova-Pak C1g (-5i-

(CH2)17CH3, dimension 8 X 100 mm, remplie avec des particules
sphériques de 4 um, "end-capped”). La colonne est protégée par une
pré-colonne (Guard-pak). Pour l'expérience, nous avons utilisé le
mélange de solvants indiqué au tableau 4. La vitesse de propagation
est de 2 ml/min. La concentration en Chl pour chaque type de
particules est de 100 pg Chl/ml, dans un volume de 150 pl.

L'injection est trés importante car plus les quantités injectées sont
petites, plus il risque d'y avoir des variations importantes de précision.
La séparation chromatographique est aussi importante car une bonne
résolution et la présence de pics étroits et symétriques rendent la
mesure de la surface sous les pics plus facile.

La présence d'air dans la phase mobile meéne a courte échéance a la
formation de bulles d'air qui deviennent emprisonnées dans les
différentes parties du systéme. Ces bulles peuvent interférer dans le
bon fonctionnement des pompes, des soupapes de contrdle, des
détecteurs en donnant des résultats néfastes en affectant la
reproductibilité des temps de rétention ou la sensibilité des détecteurs.
Nous avons réglé ce probleme par le dégazage, soit en injectant de
I'hélium dans les solvants.



2.8 CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

L'extrait des pigments de chaque préparation membranaire obtenu
dans l'acétone est déposé sur une plaque de silice et les pigments sont
séparés par la migration d'un mélange de solvants (Shiraki et al,,
1978). En se basant sur les travaux de Shiraki (figure 14) on peut
localiser six pigments. Les distances de migration répertoriées dans la
littérature (qui sont proportionnelles aux solvants utilisés), confirment
la nature de ceux-ci (Bolliger et Konig, 1969).

Y1nlaxanthin Lutnin Cfarotenes
[ /
[
T , !
i { \
Nleoxanthin Chlorophyllti Chlorophyll a

FIGURE 14. Exemple d'un chromatogramme en couche mince sur gel
de silice d'un extrait de pigments (dans l'acétone 80 %) développé dans
un systéme de solvants composé de tert-Butyl alcool : pentane dans un
rapport 1 : 9. (Shiraki et al., 1978).
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i) Chaque point pigmentaire ainsi séparé, est prélevé et solubilisé
dans 1 ml de diéthyle éther (solvant pour lequel nous avons le
coefficient d'extinction molaire pour chacun des pigments). Ce
mélange est centrifugé pour se débarrasser de la silice, et I'absorbance
de chacun d'eux est prise a la longueur d'onde correspondant a leur
maximum d'absorption respectif. Compte tenu du solvant, les
longueurs d'ondes sont respectivement: 437 nm pour la néoxanthine,
439 pour la violaxanthine, 453 pour la chlorophylle-b, 444 pour la
lutéine, 428 pour la chlorophylle-a et enfin 450 pour le 3-carotene
(Lichtenthaler, 1987; Humbeck et al., 1989; Khachik et al., 1992).

Afin d'obtenir la concentration respective des pigments, nous avons
utilisé la loi de Beer-Lambert (voir la section 2.3):

C=A/el

La concentration (mM) de chaque pigment est donc calculée en
divisant l'absorbance (a la longueur d'onde respective) par le
coefficient d'extinction molaire (Iivré par la littérature en mM-lem-1);
(voir le tableau 5) et le parcours optique (1 cm).

ii) La séparation des pigments par la chromatographie sur couche
mince est faite une deuxieéme fois, mais en solubilisant les points
pigmentaires obtenus dans le mélange de solvants correspondant au
mélange de la séparation lors de la CLHP. L'absorbance est cette fois-
ci prise a 440 nm. Connaissant maintenant la concentration en mM de
chaque pigment, compte tenu que le volume déposé lors de cette
chromatographie et la concentration en Chl-a est identique a ceux de
la chromatographie précédente, il est aisé de calculer le nouveau
coefficient d'extinction molaire.
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TABLEAU 5. Valeurs des coefficients d'extinction molaire (littérature)
aux longueurs d'ondes correspondant au maximum respectif
d'absorption dans le diéthyle éther et a 440 nm (calculé
expérimentalement) dans leur solvant de séparation respectif.

PIGMENTS COEFFICIENTS (litt) COEFFICIENTS (exp.)

(mM-1em-1) (mM-1em-1)
Chl-a 428 nm ---> 127 440 nm -> 29 (£ 3.2)
Chl-b 453 nm --—-> 168 440 nm -> 80 (£ 5.1) )
Lutéine 444 nm ---> 200 440 nm ->185 (£ 6.0)
Néoxanthine 437 nm ---> 65 440 nm -> 60 (£ 4.0)
Violaxanthine 439 nm ---> 155 440 nm ->148 (+2.3)
{3-caroténe 450 nm ---> 250 440 nm ->225 (£ 7.0)

iii) En utilisant la méme formule (loi de Beer-Lambert), nous
pouvons maintenant calculer la concentration de chaque pigment, en
utilisant I'absorbance a 440 nm directement sur le chromatogramme
de la CLHP et le nouveau coefficient d'extinction molaire calculé en ii).

Plusieurs méthodes sont disponibles pour la mesure des pics. 1° La
coupe et la pesée des pics est une méthode d'utilisation trés facile pour
les gens qui aiment le bricolage et qui sont patients... Dans ce cas, la
masse du pic est reliée a la concentration. La non-uniformité du papier
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et dans le cas de trés petits pics, cela peut amener des erreurs. 2° La
mesure de la hauteur du pic, mais elle est relativement imprécise,
principalement dans le cas ou les pics, sur un méme chromatogramme,
n'ont pas une fonction gaussienne classique. 3° Les intégrateurs
mécaniques et les ordinateurs fournissent des résultats tres précis en
autant que les parameétres d'intégration sont bien ajustés. 4° Et enfin
la triangulation, la technique que nous avons utilisée, qui est la plus
simple pour calculer l'aire d'un pic. Elle consiste a multiplier la largeur
du pic a demi hauteur par sa hauteur:

A=l xH

L 1/2H

Elle est par contre imprécise avec des pics ayant une trainée. Cette
méthode est plus précise que d'utiliser la hauteur du pic multipliée par
la base divisée par deux (A = H X B/2), a cause de I'imprécision dans la
détermination de la base du triangle.

Les valeurs obtenues par la CLHP sont tres relatives; la CCM est
donc beaucoup plus précise pour évaluer la concentration des
pigments. Par contre la CLHP est une technique reproductible et donc
bien adaptée pour suivre les faibles variations durant la
photodégradation. Il est & noter que ces procédures ont été exécutées
avec les particules de PSI-200, afin de s'assurer que tous les pigments
soient présents.

Cette méme procédure a également été utilisée pour les extraits
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traités a de fortes illuminations. En guise de contrdle, la dégradation
de chaque pigment a été comparée avec les résultats de la CLHP et
cela apres 20 secondes d'illumination (correspondant a environ 50 %
de la dégradation pigmentaire). Aucune différence significative ne fut
enregistrée entre ces deux méthodes d'évaluations (contrdle et apres
20 secondes d'illumination), lors du photoblanchiment.

Cette procédure permet d'obtenir le rapport molaire entre les
pigments pour un extrait donné. Dans le but de comparer les quantités
de pigments entre eux, mais aussi entre les différents extraits, nous
avons évalué les pigments par rapport au P-700, sachant que chaque
particule membranaire contient le méme nombre de chlorophylles
(Chl-a + Chl-b, voir tableau 7).
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2.9 SPECTROSCOPIE INFRAROUGE PAR TRANSFORMEE DE
FOURIER

L'infrarouge est une technique qui, pour ce projet de recherche,
permettra de suivre "l'évolution” des protéines contenues
principalement dans le complexe PSI-30.

2.9.1 L'instrumentation

Les spectres infrarouges ont été enregistrés sur un appareil DA3-
0.02 (Bomem-FTIR) équipé d'un systéme de refroidissement a l'azote
liquide et d'un détecteur HgCdTe.

2.9.2 Mesures/état membranaire

Comme nous l'avons mentionné dans la section 1.4.1, la principale
difficulté lors d'expériences ou l'intégrité du matériel se doit d'étre
préservée, est la présence d'eau (tampon) qui vient masquer les bandes
a étudier.

Une des techniques les plus largement employées est l'utilisation de
fenétres de BaFp. Compte tenu que les fenétres sont en position
verticale, il est fortement recommandé de sécher 1'échantillon avant la
mesure. Cette facon de faire donne d'excellents résultats en ce qui a
trait a la résolution; par contre, l'intégrité des membranes en prend un
dur coup. La figure 15 nous montre deux spectres de PSI-30, I'un avec
la technique des fenétres de BaFp, et I'autre avec une autre technique,
qui sera discutée a la section 2.9.3, suivant laquelle 1'échantillon est
natif, donc dans son propre tampon. Les protéines de ce type de
complexe membranaire, comme le révéle cette figure, contiennent une
certaine proportion de feuillets 8. Cette proportion tend a diminuer
fortement avec le temps de séchage, étant donné qu'il faut environ 40



g1

h, & la température de la piece, pour s'assurer de faire évaporer le
maximum d'eau. Il m'apparait donc essentiel de procéder aux
mesures avec des échantillons en solution, sans quoi la nomenclature
préalablement choisi pour décrire l'extrait devrait lui aussi varier
avec le temps et le traitement...
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FIGURE 15. Spectres infrarouges par transformée de Fourier des
complexes de PSI-30 par la méthodes A) d'ATR contrdle, B) BaF)
(séché 40 h). La concentration de 1'échantillon est de 10 pg Chl/ml.
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2.9.3 Atténuation totale de la réflection (ATR)

Le choix du support et de I'état des membranes pour optimiser la
mesure, ont été faits par une série d'expériences:

i) L'utilisation des fenétres de BaFp a été la premiere technique
utilisée, mais pour les raisons mentionnées antérieurement, nous
avons préféré nous tourner vers une avenue ou l'intégrité serait de
mise...

ii) La technique de "l'atténuation totale de la réflection” (ATR), en
est une d'avant garde qui permet une plus grande précision tout en
gardant ]'échantillon dans son milieu naturel. La cellule du prisme a 9
réflections (Harrick, PLC-19M; prisme en ZnSe a 45°) fut utilisée
avant tout car cela permettait d'employer un grand volume d'extrait
avec précision (figure 16A). Ce volume peut également étre diminué,
mais le nombre de réflections s'en trouve évidemment affecté. Cette
appareil semblait parfait, sauf que l'impressionnante quantité d'eau
était trés difficile a éliminer mathématiquement. Le faisceau laser
parcourt une trop grande distance dans un liquide tres dilué (10 pg
Chl/ml) pour ne pas masquer les bandes amides par exemple.

iii) La cellule du prisme a une réflection (Harrick, PLC-11M; prisme
en ZnSe a 45°) semble étre tout indiquée dans le but de maximiser le
rapport du signal échantillon/tampon, pour ce type d'expérience
(figure 16B). 5 ul d'extrait a 10 pg Chl/ml est déposé directement sur le
prisme, puis recouvert d'un couvercle. De cette fagon nous nous
assurons de la reproductibilité quant a la concentration de
I'échantillon (Harrick, 1960; Fahrenfort, 1961; Katlafsky et Keller,
1963; Frech, 1968).

Les spectres sont enregistrés avec une résolution de 2-4 ecm1. La
soustraction de l'eau (tampon) s'effectue en utilisant comme ligne de
base la région 2200 cm-l, comme élaboré par la méthode du
professeur Pézolet (Dousseau et al., 1989).
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FIGURE 16. Représentation schématique de la cellule a prisme A) a
neuf réflections, B) a une réflection.
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CHAPITRE III

RESULTATS ET DISCUSSION

Ce chapitre est construit de fagon chronologique, soit selon l'ordre
dans lequel les expériences ont été congues. Cette approche est
capitale pour bien comprendre la justification et l'orientation que
prendra le type de techniques utilisées.

Nous utiliserons quatre types membranaires aux particularités
distinctes. Pour chacune d'elles, la premiére étape est d'établir, de
facon globale, la dégradation des pigments en relation avec de forfes
illuminations ou de hautes températures. Suite aux résultats obtenus,
des études plus approfondies seront entreprises sur la relation
pigments/protéines, sur la dégradation de la chlorophylle-a en
fonction de l'activité photosynthétique et enfin, plus spécifiquement,
sur le role des groupes pigmentaires (chlorophylles, caroténes et
xanthophylles).

Les expériences effectuées a plusieurs reprises (minimum en
triplicata) et les résultats sur les quatres types membranaires qui en
originent, sont trés similaires. Donc, afin d'alléger le texte, nous
présenterons seulement les figures pertinentes et dont l'intérét résume
bien les idées lancées.
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3.1 EVALUATION DE LA PHOTODEGRADATION PIGMENTAIRE
PAR SPECTROSCOPIE

En premier lieu, il est essentiel de bien connaitre le contenu
protéique de chaque type membranaire. Les trois particules contenant
le centre réactionnel P-700, soit le PSI-30, le PSI-100 et le PSI-200, ont
été choisies, parmi plusieurs intermédiaires (ou le contenu en
protéines et en pigments differe), pour leurs similitudes au niveau
protéique. Ces complexes de protéines sont formés par les sous-unités
mentionnées a la section 1.1.2. Il était capital pour la bonne marche
des expériences mais également pour faciliter la discussion en ce qui a
trait a la dégradation pigmentaire, que les sous-unités soient
représentées de fagon égale et proportionnelle (méme protéines et
dans des proportions identiques). De plus, il est important de s'assurer
qu'l n'y a pas de dégradation ou d'agrégation protéique (différent
d'un extrait a l'autre, lors des procédures d'isolation), influengant
ainsi le flux photonique et la transmission de chaleur. Donc, a ce
niveau, "suivre" le mode d'action (transfert énergétique) des pigments
demeure intelligible, et exempt de facteur intermédiaire (différence au
niveau des protéines et de leurs associations aux pigments).

L'électrophorése nous permet, avec justesse, d'établir les types de
sous-unités contenus dans chaque complexe (figure 17). Les trois
particules membranaires mentionnées auparavant, sont identiques au
point de vue protéique, a l'exception du PSI-200 qui contient les
quatres protéines du LHC-L.

La quatriéme particule membranaire, le LHC-II mobile, extraite au
niveau du PSI, est constituée de quatre protéines seulement (figure 17
B). La similitude, autant par le poids moléculaire que par la quantité
respective des protéines entre cette antenne de pigments et le LHC-I,
est telle, qu'un seul densitogramme est nécessaire pour bien visualiser
I'ensemble protéique de ces complexes.
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FIGURE 17. Analyse de la composition polypeptidique par
densitométrie laser. A) PSI-30; 1 = PSI-A, 2 = PSI-B, 3 = PSI-D, 4 =
PSI-F, 5 = PSI-L, 6 = PSI-E, 7 = PSI-G et 8 = PSI-C et B) du LHC-II; 1
=28 kDa, 2 =24 kDa, 3 =23 kDa et 4 = 20 kDa.
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Le photoblanchiment des complexes protéiques

De fagon tres générale, la figure 18 nous renseigne sur la
dégradation des pigments contenus dans le PSI-30. Compte tenu de sa
simplicité pigmentaire relative (elle est également dépourvue en Chl-
b), cette particule membranaire nous guidera dans la compréhension
et dans la continuité logique de notre cheminement.

Cette figure montre la présence de chlorophylle-a (pics majeurs a
678 et 439 nm) et de caroténoides (épaulement a 491 nm). Avec les
temps d'illumination utilisés, soit 2, 10 et 20 min (sur un ensemble de
spectre, de 0 a 300 min), nous avons le loisir de cerner la dégradation
des pigments dans leur ensemble, mais aussi I'un par rapport a l'autre.
A ce stade-ci de I'expérimentation, il n'est pas pertinent d'évaluer
avec précision la dégradation d'un pigment en particulier; mais plutdt
de comparer le comportement distinct par groupes de pigments.

Quoique nous ayons sélectionné des temps d'illumination
représentatifs, pour bien y visualiser la perte relative d'absorbance
pour chaque pic, il est tres difficile, avec ce type de spectres, de
"suivre" avec certitude un pigment et de le comparer avec le
pourcentage de dégradation d'un autre. Pourtant ces données sont
primordiales pour bien traduire le comportement comparatif des
pigments.

A titre d'exemple, deux pics ont été sélectionnés dans le but de
comparer l'altération de deux pigments différents. Nous avons choisi
le pic a 410 nm, et le pic a 678 nm.
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FIGURE 18. Spectres d'absorption des PSI-30 en fonction du temps
d'illumination; spectre d'absorption aprés 300 minutes d'illumination

(en mortaise).
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La figure 19 nous montre, pour ces deux pics, la dégradation du
pigment en fonction du temps. Ces pigments semblent se comporter de
fagon similaire. Ces graphiques ont été obtenus en soustrayant
I'absorbance par tranche de 10 % (pour obtenir 10 points
représentatifs), en se basant sur le spectre de photoblanchiment
maximum, soit apres 300 min d'illumination (figure 18).

Un bon moyen d'estimer la vitesse d'altération des pigments qui est
largement employé dans la littérature, consiste a mesurer
graphiquement le temps requis pour affecter 50 % des pigments (I50).
Les valeurs obtenues, 18.8 min + 1.1 min (a 410 nm) et 10.7 min = 0.7
min, sont statistiquement significatives. Il semble donc, a la lumiere de
ce test, que les pigments d'un méme extrait membranaire et dans les
mémes conditions expérimentales et de traitements, se dégradent a
des vitesses variables.

La question qui reste en suspens a ce stade-ci est déterminante pour
le reste de la stratégie expérimentale. Le role de chacun des pigments
varie-t-il en relation avec son environnement immédiat (interactions
avec les lipides et les protéines), avec son emplacement
tridimensionnel dans le complexe membranaire (en périphérie ou pres
du centre réactionnel) ou encore est-ce son identité structurale qui lui
procure cette souplesse ?
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La poursuite de la recherche touchera principalement la
comparaison des différentes particules membranaires présentées
antérieurement, dans le but d'y déceler une différence notable.

En principe, le photoblanchiment en exces devrait étre observé
seulement pour les holochromes situés a la fin de la migration
énergétique parce qu'ils regoivent une plus grande portion de I'exces
d'énergie (Miller et Carpentier, 1991).

Les recherches pour cette partie de chapitre se concentreront
principalement sur la chlorophylle-a. Ce pigment est non seulement
intéressant par son abondance et sa localisation multiple dans le
complexe, mais aussi parce que le centre réactionnel (P-700) est tres
probablement constitué d'un dimere de chlorophylle-a (van Kan et al.,
1990).

Il est généralement accepté que le photoblanchiment d'une
chlorophylle, se produit lorsque le transfert d'énergie d'une
chlorophylle excitée, dans son état triplet, s'oriente vers (est
transférée) 1'oxygene triplet. En ces circonstances, I'oxygéne singulet
est produit; il en résulte la dégradation de la chlorophylle (Krinsky,
1978; Koka, et Song, 1978; Asada et Takahashi, 1987; Siefermann-
Harms, 1987):

3Chl* + 303 ---> Chl + 10,

105 + Chl --> PRODUIT DE DEGRADATION
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Les états singulet et triplet sont probablement distribués de fagon
similaire. En effet, les états triplets sont formés par dé-activation
thermique des premiers états singulets et ont une plus grande
probabilité de se trouver parmi les populations de Chl déja excitées au
premier état singulet (Purcell et Carpentier, 1993).

Les figures qui suivent (20, 21 et 22) représentent les spectres
d'absorption du PSI-100, PSI-200 et LHC-II respectivement, en
fonction du temps d'illumination. Des figures semblables a la figure 19
pour le PSI-30 (non-présentées), démontrent que les différents pics
d'absorption décroissent de facon indépendante pour les trois
complexes membranaires.

Dans le cas du PSI-100, on constate que la forme du spectre est
différente des autres types de particules, et cela principalement entre
400 et 450 nm. La différence de proportionnalité entre le pic a 410 et
440 par exemple, est frappante si on compare avec le PSI-30. Les
différences de structures reliées aux types, aux nombres et a
I'emplacement des pigments feront couler beaucoup d'encre dans les
sections a venir...
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FIGURE 20. Spectres d'absorption du PSI-100 en fonction du temps
d'illumination (0, 1, 2, 5, 10 et 15 min).
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FIGURE 21. Spectres d'absorption du PSI-200 en fonction du temps
d'illumination (0, 1, 5, 10 et 15 min).
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FIGURE 22. Spectres d'absorption du LHC-II en fonction du temps
d'illumination (0, 1, 3, 5, 7, 10 et 15 min).
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Plusieurs caractéristiques viennent définir davantage les différentes
particules; comme autre exemple, la présence de chlorophylles-b (656
nm) dans le LHC-II (figure 22) comparativement aux autres particules
(plus faible et moins évidente chez le PSI-200). Les comparaisons
générales pourraient prendre une allure considérable, mais la n'est
pas le but ultime de cette recherche.

Le déplacement du maximum d'absorption, principalement de la
chlorophylle-a, fera 1'objet de la présente discussion. En observant
spécifiquement le pic a 678 nm des spectres de photoblanchiment du
PSI-30, on ne constate aucun déplacement du maximum d'absorption,
et cela méme en normalisant tous les spectres a zéro d'absorbance en
utilisant comme référence 750 nm (résultats non-présentés). Cette
derniére approche a été utilisée pour avoir une juste idée des fins
déplacements de 1'absorbance de la chlorophylle-a. Quoique 1'étude
des déplacements du maximum d'absorption de la Chl-a soit, dans
cette section, le centre d'intérét, les caroténoides peuvent aussi
présenter ce type de déplacement (Matsuura et Shimada, 1993).

Visuellement il est trés difficile, en comparant les spectres des
figures 20 a 22, d'affirmer que le maximum d'absorption varie. La
méthode qui nous semble la plus précise pour ce type d'information,
est de calculer et de produire un spectre de la dérivée premiere de la
section concernée. Donc, lorsque ce spectre passe par le zéro relatif
d'absorbance, une longueur d'onde nous est fournie, qui représente
avec précision le maximum d'absorption. Dans le cas du PSI-100
controle, le maximum d'absorption de la Chl-a est de 676.4 + 0.3 nm,
et varie peu en fonction du photoblanchiment (figure 23).
Contrairement au dernier complexe membranaire, le maximum
d'absorption du PSI-200 varie de fagon significative soit de 679.6 + 0.3
a 671.2 £ 0.3 (figure 24). Tandis que le LHC-II ne varie pas de fagon
significative en présence d'une irradiance prolongée (figure 25).
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FIGURE 23. Spectres de la dérivée premiere des particules de PSI-100

en présence d'illuminations variables A) contréle, B) 1 min, C) 5 min,
D) 15 min.
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FIGURE 24. Spectres de la dérivée premiere des particules de PSI-200

en présence d'illuminations variables A) contréle, B) 1 min, C) 10 min,
D) 15 min.
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FIGURE 25. Spectres de la dérivée premiere des particules de LHC-II
en présence d'illuminations variables A) contréle, B) 1 min, C) 5 min,
D) 7 min.
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On remarque que les différentes particules membranaires étudiées
n‘ont pas le méme contenu pigmentaire. Par contre, on peut se
demander pourquoi un pigment bien caractérisé, en occurrence la
chlorophylle-a, absorbe de fagon variée, lorsqu'un traitement
extrinseque est appliqué. Plusieurs éléments de réponse nous viennent
a l'esprit: la variation de l'environnement immédiat du pigment, la
dégradation du pigment entrainant un changement d'absorbance, ou
plusieurs formes de chlorophylles-a sont présentes a sensibilité
distincte.

L'environnement immédiat du pigment est un facteur non-
négligeable, compte tenu que le maximum d'absorption en absence de
traitement pour les différentes particules, varie de maniére
significative (exemple: 679.6 £ 0.3 pour le PSI-200 et 675.2 + 0.3 pour le
LHC-II). Par contre, si les déplacements significatifs des pics en
question variaient uniquement en raison des modifications de
I'environnement du pigment, ce type d'expériences ne serait pas
adapté au but escompté.

En ce qui a trait aux produits de dégradation du pigment qui
pourraient entrainer un déplacement de la bande d'absorption, cet
élément demeure négligeable, puisque ces produits, qui sont en
quantité minime, n'absorbent pas dans la région immédiate de la
chlorophylle-a native (Wieckowski et Majewska, 1990).

L'existence d'une ou plusieurs formes de chlorophylles-a mérite
qu'on y préte attention. La Chl-a du PSI-200 présente un maximum
d'absorption a environ 680 nm. Mais ce maximum se déplace vers le
bleu en fonction du photoblanchiment de ce pigment. La figure 26
montre bien le déplacement des maxima d'absorption pour les trois
types membranaires. Visualisant ainsi le déplacement sans équivoque



101

du maximum d'absorption des PSI-200 comparativement aux PSI-100
pour lequel aucun déplacement n'est remarqué, tandis que les LHC-II
sont tres stables sauf avec une illumination prolongée.
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FIGURE 26. Déplacements des maxima d'absorption basés sur la
dérivée premiere (Erreur maximale: £ 0.4). La durée d'illumination
maximale pour chaque extrait correspond a 75 %, 80 % et 90 % de
photoblanchiment pour le PSI-100, LHC-II et le PSI-200

respectivement.
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La littérature mentionne a quelques rares reprises l'existence
théorique de formes de chlorophylles pouvant absorber a de plus
grandes longueurs d'ondes que le maximum d'absorption (Shipman,
1980; Werst et al.,, 1992). Les spectres de soustraction nous
renseigneront sur cette possibilité.

Le spectre de soustraction (contréle moins 1 min d'illumination),
dans la région d'absorption de la chlorophylle-a, des PSI-200, montre
I'apparition d'un pic a 705 nm + 0.9 (figure 27B). Ce pic expose
explicitement la présence de chlorophylles, dont I'absence
(dégradation) fait varier le maximum d'absorption. Ce pic (pigment)
est trés difficile a détecter, compte tenu que pour étre visible sur ce
type de graphique, il faut qu'il soit en moyenne plus sensible a la
lumiere que les autres pigments. Par contre, ce pic (forme de Chl-a) se
dégrade tres rapidement (figure 27B en mortaise).

Par comparaison, la figure 28B ne dénote aucune différence chez les
particules de PSI-100. Par contre, chez les LHC-II, cette méme bande
d'absorption, située a 706.6 nm * 1.7, est présente avec la particularité
de perdurer a travers les temps d'illumination (figure 29B). La
présence de ce pic corrobore bien les résultats obtenus antérieurement
(voir les figures 21 et 24).
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FIGURE 27. A) Spectre d'absorption des PSI-200 controdles, B) spectre
de différence entre le spectre A et le spectre illuminé 1 min, et
disparition du pic @ 705 nm apres 2 min spectre de différence, en
mortaise.
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FIGURE 28. A) Spectre d'absorption des PSI-100 controles, B) spectre
de différence entre le spectre A et le spectre illuminé 1 minute.
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FIGURE 29. A) Spectre d'absorption des LHC-II controles, B) spectre
de différence entre le spectre A et le spectre illuminé 1 min.
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Les agrégats de chlorophylles absorbant a des longueurs d'ondes
relativement longues, se photodégradent avant les holochromes qui
absorbent a des longueurs d'ondes plus courtes (Brown et French,
1959; Thomas et Nijhuis, 1968; Thomas et al., 1976). La Chl-b est donc
protégée durant le photoblanchiment, parce que le transfert d'énergie
s'effectue d'une Chl-b vers une Chl-a (Sauer et Calvin, 1962; Thomas
et Nijhuis, 1968; Thomas et al., 1976; Carpentier et al., 1986).

En guise de conclusion partielle, nous pouvons suggérer la présence
d'une autre forme de chlorophylle, absorbant a des longueurs d'ondes
relativement élevées (probablement vers 705 nm). Sur cette méme
lancée, sans toutefois avancer l'emplacement, Werst et ses
collaborateurs (1992) ont émis 'hypothese qu'un ou deux pigments
"rouges" par P-700 (associés aux chlorophylles) seraient logés dans la
région d'absorption entre 702 et 705 nm (voir aussi Tapie et al., 1984).
Ces chlorophylles sont présentes chez les PSI-200 et possiblement chez
les LHC-IT mais non chez les PSI-100. Comme mentionné dans une
section antérieure, la différence structurale entre le PSI-100 et le PSI-
200 se résume en la présence de I'antenne de pigments (LHC-I) chez ce
dernier. Dong, ce type de chlorophylles serait également présent chez
les LHC-I. Méme si ces pigments semblent se comporter différemment
face a l'illumination, ils nous apparaissent comme une affaire
d'antennes périphériques de pigments.
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3.2. REDUCTION DES CENTRES REACTIONNELS

Afin d'avoir une juste idée de l'aspect cinétique (transport
d'électrons a l'intérieur de...) des complexes protéiques, nous avon

s réduit le centre réactionnel de ceux-ci (mode chimique et
photoréduction). La lumiere a été utilisée comme mode de
dégradation. Cette approche donne un bon apergu de 'efficacité du
transfert d'énergie entre les pigments de I'antenne et le P-700. Dans le
chapitre précédent, nous avons introduit deux techniques pour réduire
le centre réactionnel: chimique et directement par la lumiere. Dans le
cas qui nous intéresse, il faut premierement évaluer le rendement de
chacune d'elles dans un contexte identique. La figure 30 montre la tres
grande similarité entre les deux méthodes de réduction, basées sur les
particules membranaires de PSI-30.

ABSORBANCE (rel.)
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FIGURE 30. Réduction chimique (@) et photoréduction (@) des PSI-30
en fonction du temps d'illumination. (Erreur maximale: £ 2.1).
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Ces deux techniques convergent dans le méme sens en ce qui a trait
a la maniere de détecter le transfert d'électrons du P-700.

Sachant que le centre réactionnel du PSI est un monomeére ou un
dimere de Chl-a, il est capital de bien comprendre le mécanisme de
dégradation des Chls du complexe en comparaison avec le P-700. En
fonction du photoblanchiment, la dégradation des chlorophylles-a et
du P-700 suit une cinétique semblable au cours des 30 premieéres min.
d'illumination. Ces résultats s'appuient autant sur la réduction
chimique, que sur la photoréduction (figure 31). Nous avons noté la
méme tendance chez les particules de PSI-100 et PSI-200.

Dans le but d'appuyer ces derniers résultats, la figure 32 présente la
réduction chimique relative du P-700 (en pourcentage) en fonction du
temps d'illumination, et ce pour les trois types de particules
membranaires. Une fois de plus la tendance se poursuit, la
dégradation des P-700 est similaire d'une particule a I'autre.

Les résultats de cette section portent a croire que les chlorophylles-a
(du complexe PSI-30) se dégradent de fagon aléatoire, comme s'il
s'agissait d'un amas pigmentaire. Ce type de comportement est
contraire a ce que nous sommes habitués de rencontrer. Chez le PSII,
le flux photonique suit une trajectoire dictée par le centre réactionnel
(figure 7). Dong, via les antennes de chlorophylles et autres pigments,
les photons sont acheminés vers le centre réactionnel (P-680). On
pense que de cette fagon, 'exces d'énergie lumineuse est transféré des
antennes périphériques vers le centre réactionnel, ce qui conduit a la
photoinhibition (Demeter et al., 1987; Jennings et al., 1989; Miller et
Carpentier, 1991). Il en va tout autrement chez le photosystéme I,
puisque la taille de l'antenne n'influence pas le cheminement du
transfert d'énergie (Owens et al., 1987).
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FIGURE 31. A) Comparaison de la dégradation des Chl-a a 678 nm (§)
et de la réduction chimique des P-700 (@), et spectre de différence de la
réduction chimique contréle (en mortaise); B) Comparaison de la
dégradation des Chl-a a 678 nm (&) et de la photoréduction des P-700
(@), et spectre de photoréduction en fonction du temps incluant le
spectre contrdle sans complexe membranaire (en mortaise) des PSI-
30. Etant donné la différence d'absorbance de la chlorophylle-a trés
élevée comparativement a l'absorbance des deux types de réductions,
un facteur d'équivalence a été calculé par rapport aux contrdles (0
minute), soit de 30:1 (Chl-a:P-700).
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FIGURE 32. Résumé de la dégradation relative de la réduction
chimique de P-700 des PSI-200 (@), PSI-100 (A) et PSI-30 (®) en fonction
du temps d'illumination. (Erreur maximale: £ 5.1).
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Ce principe, quoique tres récent en photosynthese, a déja été
soulevé par une équipe de l'université de Chicago. Ces chercheurs ont
employé le terme, "au hasard" (random) pour désigner le transfert
d'énergie d'un pigment a l'autre, dans les complexes de PSI (Werst et
al., 1992). Quoiqu'il faille pondérer ces affirmations, nos résultats
portent a croire qu'il existe un flux énergétique non-directionnel. Ce
qui implique que les excitons sont véhiculés, non pas obligatoirement
vers le centre réactionnel, mais en fonction de l'arrangement
pigments/protéines.

Le centre réactionnel du photosystéme I posséde deux propriétés
photophysiques qui le distinguent (basées principalement sur les
particules de PSI-30): 1) les excitons sont distribués de fagon aléatoire
parmi tous les holochromes de Chl (Pearlstein, 1982; Purcell et
Carpentier, 1993) et ii) le transfert d'énergie vers le centre réactionnel
n'est pas favorisé comparativement au transfert entre les pigments de
I'antenne (Owens et al., 1987, 1988).

Cette distribution homogeéne des excitons n'est pas due aux effets
de détérioration lors de la procédure d'isolation, car il a été démontré
que l'orientation des pigments chez le PSI est trés similaire chez la
membrane thylacoidienne, et cela dans le cas de préparations
enrichies en PSI, provenant de sources variées (Tapie et al., 1984). Les
traitements de la membrane thylacoidienne utilisant de fortes
concentrations de surfactants, menent a d'importants déplacements
du maximum d'absorption vers le bleu (Markwell et Thornber, 1982).
Dong, le type de préparations utilisées pour cette étude, est isolé avec
une faible concentration de détergent. Par ailleurs, les extraits sont
lavés et recentrifugés pour s'assurer que la concentration de détergent
soit presque nulle afin d'éviter les effets a long terme des détergents.

Une conséquence importante prévaut sur la distribution homogene
des excitons; c'est la protection relative du P-700 contre l'exces
d'énergie lumineuse, et conséquemment contre la photodégradation.
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Ceci devrait compenser pour le pauvre taux de transfert d'énergie du
P-700 vers les chlorophylles de l'antenne di a la grande différence
d'énergie entre le P-700 et les molécules de I'antenne (Shipman, 1980).
Il a été calculé (avec une certaine marge d'erreur entre les auteurs) que
chaque excitation nécessite de 1.4 a 1.9 visites (Gulotty et al., 1985), 2.4
visites (Owens et al., 1987) ou, au moins 3 visites (Turconi et al., 1993)
au centre réactionnel pour qu'une séparation de charge effective se
produise.
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3.3. EFFETS DE LA TEMPERATURE SUR LES DIFFERENTS
COMPLEXES PROTEIQUES

La section précédente a fait ressortir la particularité qu'a le flux
photonique, au niveau du photosysteme I, de parcourir un
cheminement explicite mais non unidirectionnel. Explicite dans le sens
ol se sont les pigments (principalement les chlorophylles-a) qui dictent
la voie a prendre et non pas le centre réactionnel.

Le but de la présente section est principalement d'évaluer un autre
aspect de la dégradation des complexes; soit en utilisant la
température. Les trois figures suivantes (figures 33, 34 et 35)
proposent une visualisation représentative de la dégradation
pigmentaire en fonction de la température, et cela pour le PSI-30, PSI-
200 et LHC-II respectivement. Chacune des caractéristiques attribuées
ultérieurement, correspond donc au comportement général des trois
particules membranaires.

La littérature est tres avare de commentaires en ce qui a trait au
changement d'absorption des groupes de pigments en fonction de la
température (Lyle et Struve, 1991). Par contre, un groupe de recherche
étudiant les effets cinétiques et structuraux des cyanobactéries sur la
stabilité thermique (sur l'intégrité photosynthétique), obtient des
résultats concordant avec les notres (Sonoike et al., 1990). Par
exemple, la stabilité cinétique du centre réactionnel (transport
d'électrons) est affectée a partir de 50° C et inactivée a 50 % a 70° C
(principalement au niveau de Fp, FB et Fy). L'équipe du professeur
Hoshina (Hoshina et al., 1990) arrive aux mémes conclusions en
utilisant des PSI natifs (200 Chl/P-700 et toute les protéines) d'épinard
contenant les LHC-I.
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FIGURE 33. Spectres d'absorption des particules de PSI-30 en
fonction de la température (0, 40, 50, 60, 70 et 80° C) .
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FIGURE 34. Spectres d'absorption des particules de PSI-200 en
fonction de la température (0, 50, 60, 70 et 80° C).
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Contrairement aux traitements de fortes illuminations, la
température semble affecter les particules membranaires de fagon
similaire, et cela chez différents complexes membranaires.

Une premiére constatation, qui est corroborée par lI'ensemble des
résultats, démontre bien l'uniformité des complexes pigmentaires (en
fonction des traitements a la chaleur). L'altération des pigments est
continue (linéaire) en fonction de l'augmentation de température,
mais aussi en comparant les pics d'absorption pour une méme
particule. Sauf dans le cas des PSI-200, ou on retrouve des
changements importants dans les spectres.

Si on met en relation la décoloration des deux pigments utilisés
antérieurement (voir figure 19), absorbant a 410 et 678 nm, en fonction
d'un contrdle, nous constatons une corrélation trés forte entre ces
deux pics (résultats non-présentés). Ce constat est renforcé par la
régularité au niveau des trois figures ici mentionnées.

Une deuxieme constatation réside dans le fait que ces complexes
sont tres résistants a la chaleur. Méme apres des périodes prolongeées
(jusqu'a 360 min), a 90° C, ils contiennent encore des quantités non-
négligeables de pigments.

Et enfin, plusieurs déplacements des bandes d'absorption sont
notés, avec la particularité qu'ils sont désordonnés.

Ces derniéres affirmations suggerent la température, comme une
technique de dégradation pigmentaire non-spécifique, en ce sens
qu'elle ne suit pas un mode déterminé. Si on compare cette méthode
avec le photoblanchiment, on se rend compte, dans ce dernier cas, que
la dégradation est véhiculée par les pigments uniquement. Une
question reste cependant en suspens; comment se justifie cette
spécificité de la lumiére comparativement a la chaleur ? Sachant que
la lumiere est véhiculée par les pigments, la chaleur altere donc les
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protéines en plus des pigments. Faute de l'aspect cinétique de la
dégradation, ces résultats ne nous permettront pas, dans lI'immédiat,
de confirmer ce postulat avec assurance.

Ces types de travaux ont 'avantage de comparer deux modes de
dégradation des complexes photosynthétiques trés différents. La
littérature tend a brouiller les cartes en ne distinguant pas l'effet de la
cause. Par exemple, 1'idée est véhiculée que sous des conditions
réductrices (illumination intense), le premier effet constaté est
l'altération de la structure des complexes Fe-S (Inoue et al., 1989).
Une grave erreur d'interprétation est ainsi commise. Il est trés
probable que l'altération des complexes Fe-S ne soit qu'un processus
indirect originant de la dégradation pigmentaire. De toute évidence,
l'altération des pigments perturbe le transport d'électrons. Sur cette
méme note, une autre équipe japonaise affirme que la stabilité (de la
membrane: dégradation pigmentaire et protéique) diminue lorsque le
rapport Chl-a/P-700 régresse, et cela en fonction de la température
(Ikegami et Katoh, 1991). Par contre, dans cette méme étude ils
mentionnent que ce résultat est obtenu si, et seulement s'il y a ajout de
lipides au complexe membranaire. IIs vont méme jusqu'a évaluer
plusieurs types de lipides (PG, MGDG, PI, PC, DGDG...) en fonction
de la protection du complexe. IlIs concluent en attribuant a la Chl-a
tout le crédit de la stabilité membranaire des photosystémes I en
fonction de la température (Ikegami et al, 1990; Ikegami et Katoh,
1991). 11 est évident qu'on a extrapolé la nature de ces résultats en
relation avec les pigments des complexes membranaires, quoique
I'implication de la Chl-a sur la stabilité de la membrane soit indirecte.

La réduction chimique du P-700 des particules de PSI-30 en fonction
de la température, tend a confirmer les effets non-spécifiques de ce
type de dégradation chez le PSI-30 (tableau 6).
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TABLEAU 6. Réduction chimique relative des P-700 de PSI-30 en
fonction de la température. 100% = 0.009 d'absorbance. (Erreur
maximale: 4.8 %).

REDUCTION CHIMIQUE TEMPERATURE
(%) )
100 4 (contrdle)
100 30
66 50
57 60

54 70
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La stabilité du P-700 a la chaleur proviendrait des chlorophylles-a,
et il y aurait également deux chlorophylles-a' dans le centre
réactionnel du PSI (Ikegami et Katoh, 1991; Ikegami, 1992; Maeda et
al., 1992a, b). Les chlorophylles libres pourraient également étre
impliquées dans ce processus (Lebedev et al., 1992; Senge, 1993).

Le traitement du complexe de PSI-30 (30° C pendant 10 min), n'est
pas suffisant pour provoquer une dégradation de la masse
pigmentaire. Par contre, en élevant la température a 50° C et plus, ce
complexe semble affecté de fagon modérée.

Dans le but d'obtenir une idée plus juste du comportement et du role
des pigments dans le photosystéme I, une étude plus approfondie et
détaillée de ces pigments pris de fagon séparée sera entreprise. La
chromatographie liquide a haute performance nous procurera une
idée plus juste de l'implication dans la photosynthese, de chaque classe
de pigments.



122

3.4 DEGRADATION PIGMENTAIRE REVELEE PAR LA
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE

La chromatographie liquide a haute performance nous permettra
de mieux comprendre l'implication de chacun des groupes de
pigments, et de chacun des pigments pris individuellement, et cela au
sein des différents extraits membranaires.

Une premiére information que nous pouvons tirer des expériences
de chromatographie sur couche mince (voir le chapitre matériel et
méthodes), est I'importance relative de chaque pigment dans un
extrait. (tableau 7). Donc, la concentration d'un type pigmentaire en
particulier, sera une source de renseignement important dans le but
d'évaluer la réelle force d'implication d'un pigment.

Cette section débutera par 1'étude du PSI-200, et se déroulera en
tentant d'expliquer les différences fondamentales qu'offrent les
complexes, dont les tailles d'antennes varient. Au cours de cette
section, nous entreprendrons d'établir des liens avec les particules
membranaires de plus en plus dépouillées en pigments (PSI-200 -->
PSI-30...) comparativement au centre réactionnel.
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TABLEAU 7. Concentration relative (nombre de molécules) des
principaux pigments en fonction du centre réactionnel au sein des
différentes particules membranaires, et pourcentage (entre
parentheéses) de ceux-ci en fonction de l'extrait. L'erreur sur les
mesures est au maximum de 7.4 % en valeur relative.

PIGMENTS COMPLEXES MEMBRANAIRES
_____________ PSI-200  PSI-100  PSI30  LHC-I
Chl-a. 200 100 30 50
(58.8) (63.7) (69.8) (52.6)
Chl-b 50 0 0 30
(14.7) (31.6)
Lutéine 27 10 3 0
8.0) (6.5) (7.0
Néoxanthine 20 7 2 7
5.9 4.4) 4.6) (74)
Violaxanthine 10 7 1 8
29 4.4) 2.3) 8.4)
3-caroténe 33 33 7 0
9.7) (21.0) (16.3)

P-700 1 1 1 ---
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3.4.1 Photoblanchiment des PSI-200

Compte tenu que nous utilisons un volume de traitement de
beaucoup inférieur aux expériences antérieures (150 pl), le temps pour
altérer les pigments s'en trouve grandement diminué. Si on consideére
tous les pigments des PSI-200 ensemble, aprés environ 30 secondes, 50
% de ceux-ci sont dégradés (figure 36). Apres 180 secondes, la grande
majorité des pigments ont été touchés, comparativement au
chromatogramme contréle (figure 37).

En subdivisant les pigments par sous-groupes, il est possible de
visualiser l'implication de chacun d'eux dans le complexe (figure 38).
Les caroténoides semblent se dégrader trés rapidement
comparativement aux chlorophylles: aprés moins de 10 secondes, 50 %
des caroténoides sont dégradés.

Un fait reste a souligner, le début du traitement des chlorophylles
est caractérisé par une résistance a l'illumination. Ce constat concorde
bien avec les résultats préalablement obtenus sur le déplacement des
maxima d'absorptions vers le bleu, des PSI-200 (voir la section 3.1).
Un holochrome chlorophyllien possiblement relié a un mécanisme de
photoprotection et localisé au niveau des antennes collectrices de
lumiere (LHC-I), absorbant a des longueurs d'ondes élevées (~ 705
nm), est dégradé en premier lieu.
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FIGURE 36. Dégradation relative des pigments totaux du PSI-200 en
fonction de I'illumination, détectée par CLHP.
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FIGURE 37. Chromatogramme par CLHP de la séparation des
pigments des PSI-200 contrdle. 1 = néoxanthine; 2 = violaxanthine; 3 =
lutéine; 4 = Chl-b; 5 = Chl-a; 6 = 3-caroténe.
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FIGURE 38. Dégradation relative par groupes de pigments (Chls (®),
xanthophylles ( R) et Car (4 ) des PSI-200 en fonction du temps
d'illumination, détectée par CLHP.
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Sachant qu'elles sont dégradées avant les autres types de
chlorophylles, les chlorophylles 705 (C705) protégent
vraisemblablement les autres chlorophylles ou les pigments adjacents,
contenus dans les LHC-I.

Pour avoir une idée juste du rdle de chaque pigment, il est essentiel
d'observer le comportement de ceux-ci, pris séparément. Le tableau 8
montre, dans un premier temps, le pourcentage relatif de
photodégradation de chacun des pigments, et dans un deuxieme
temps, le pourcentage d'abondance de ces mémes pigments au sein du
complexe de PSI-200 (entre parentheses).

Les chlorophylles sont tres résistantes comparativement aux autres
pigments. Apreés 10 secondes d'éclairement, seulement 6 % des Chl-b
sont altérées; ce rythme s'accentue aprés 15 secondes. Quant aux Chl-
a, elles semblent légérement plus résistantes a la photodégradation,
10 % seulement de celles-ci ayant été altérées aprés 15 secondes
d'illumination.

Ce temps de latence prononcé chez les Chl-a, ainsi que le temps
requis pour entamer une dégradation, concorde bien avec l'idée de
protection de ce pigment par un holochrome qui absorberait a des
longueurs d'ondes supérieures (C705). Donc cette protection serait
principalement orientée vers les Chl-a de l'antenne collectrice de
lumiere du PSIL

Dans le cas des caroténoides, la photodégradation est plus
uniforme. Par contre la violaxanthine est dégradée trés rapidement et
en quantité trés appréciable (80 % aprés seulement 5 secondes). De
plus, ce pigment se dégrade en une forme intermédiaire, et par la
suite, leur dégradation est uniforme.
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TABLEAU 8. Photodégradation relative des pigments et
photodégradation en fonction de la quantité respective de chacun des
pigments (entre parentheses), au niveau du PSI-200. (100 % = 200, 50,
27, 20, 10, 33 et 1 pour la Chl-a, Chl-b, lutéine, néoxanthine,
violaxanthine, 8-caroténe et le P-700 respectivement). L'erreur sur les
mesures est au maximum de 5.7 % en valeur relative.

PIGMENTS TEMPS D'ILLUMINATION (secondes)

Chl-a 100 100 100 100 90 63 33 4
G 69 69 G99 63 G7) Q0 )

Chl-b 100 97 94 9 74 54 29 6
(14.7) (14) (13.7) (13.7) (11) 8) 42 (09

Lutéine 100 100 84 4 43 32 0
8.0) 8.0) 6.7) 35 @5 (2.6) -

Néoxan. 100 65 61 53 52 35 35
(59 (3.8) B.6) GB.1 GO @O0 Q0

11 9 7 5 3 0

Viola. 100 <
9 9 4 2 2 0 -~
3-caro. 100 52 30 17 6

9.7) (5.0) 29 @7y (06
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Si on scrute davantage les autres pigments, on se rend compte que
leur dégradation suit des phases. Par exemple, les lutéines sont tres
résistantes dans les premieres secondes, et par la suite se dégradent
rapidement. Au contraire, une trés grande proportion des
néoxanthines (35 %) se dégrade apres seulement 5 secondes, et par la
suite la dégradation est beaucoup plus lente. Méme apres 180
secondes d'éclairement, 35 % de ces pigments n'ont pas été altérés.

Quoique ces derniers pigments soient en quantité moindre que les
chlorophylles au sein des PSI-200, il n'en demeure pas moins qu'ils
contribuent pour une large part dans la distribution des excitons du
complexe.

Les études ultérieures des complexes exempts d'antenne collectrice
de lumiére (PSI-100 et PSI-30), ainsi que le LHC-II, nous fourniront de
précieuses informations sur le role de ces pigments.
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3.4.2 Photodégradation des PSI-100

Ce type de particule permettra de mieux cerner le role et
I'emplacement des différents pigments contenus dans le LHC-I du
photosystéme I. A la lumiére de la figure 39, on constate que la
dégradation pigmentaire, de fagon générale chez le PSI-100, s'éffectue
uniformément, en relation avec le chromatogramme controle (figure
40). Le début de la cinétique de photodégradation, soit les trente
premieéres secondes, est similaire aux particules de PSI-200 (voir
figure 36). Par contre, il semble qu'il soit plus difficile de dégrader
I'ensemble de ces pigments, puisqu'environ 25 % de ceux-ci résistent,
apres 180 secondes d'illumination intense, comparativement a moins
de 10 % dans le cas des PSI-200. Seule la séparation, par groupes de
pigments, peut lever le voile sur cette ambiguité.

La figure 41 démontre avec éloquence la photodégradation relative
par groupes de pigments. Les xanthophylles, de fagon générale se
comportent de la méme maniére que chez les PSI-200; d'autant plus
que leur abondance relative dans chaque particule est similaire (16.8 %
chez les PSI-200 et 15.3 % chez les PSI-100).

Dans le cas des chlorophylles, on n'observe pas de résistance au
début de l'illumination comme pour les chlorophylles de l'antenne.
Ainsi, le photoblanchiment est tres rapide puisque nous croyons
qu'aucune protection ne s'effectue par ce type de pigments. Les
chlorophylles présentes ici sont entiérement représentées par les Chl-
a, puisque les Chl-b se retrouvent uniquement dans les LHC-I. Prés de
70 % (68.7 %) des pigments de ce complexe sont formés de Chl-a,
comparativement a 73.5 % pour l'ensemble des chlorophylles du PSI-
200. A la lumiére de ces informations, on peut se demander comment
s'effectue le transfert énergétique, sachant que la masse pigmentaire
est similaire?
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FIGURE 39. Dégradation relative des pigments totaux du PSI-100 en
fonction du temps d'illumination, détectée par CLHP.



133

ABSORBANCE A 440 nm

l T T T | T 1

30 6.0 30 20 170
TEMPS (min)

FIGURE 40. Chromatogramme par CLHP de la séparation des
pigments des PSI-100 controdles. 1 = néoxanthine; 2 = violaxanthine; 3
= lutéine; 4 = Chl-a; 5 = f3-caroténe.
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FIGURE 41. Dégradation relative par groupes de pigments (Chls (@),
xanthophylles (W) et Car (§) des PSI-100 en fonction du temps
d'illumination, détectée par CLHP.
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La réponse a cette question réside peut-étre dans I'élucidation des
mécanismes énergétiques impliquant les carotenes. Cette derniére
figure présente, de fagon impérative, I'absence de photodégradation
des caroténes, et cela méme apres 180 secondes a de fortes
illuminations. Ce résultat est d'autant plus important, que ces
pigments représentent 21.0 % des pigments totaux du complexe, par
comparaison a 9.7 % pour les PSI-200. Sachant que les LHC-I ne
contiennent pas de carotene (Preiss et al. 1993), tous ces pigments
étaient également présents chez les PSI-200. Nous sommes en
présence des mémes pigments, dans des proportions égales, mais dont
I'implication lors du transfert énergétique, est compléetement
différente...

Les chlorophylles de l'antenne du photosystéme I sont trés
différentes des chlorophylles entourant le centre réactionnel. Pas
seulement parce qu'une part importante est constituée de Chl-b, mais
aussi au niveau du r6le qu'ils ont a jouer au niveau des thylacoides
natifs. Le role bien connu des chlorophylles est de capter les photons,
et de les retransmettre a un autre pigment (chlorophylle ou
caroténoide). Par contre, peu de choses ont été écrites sur les
chlorophylles non-périphériques.

Suite aux présents résultats, nous pouvons avancer l'idée de dualité
des chlorophylles-a. Le réle premier de ceux-ci, dans les LHC-I et au
niveau du centre réactionnel, soit de capter les photons, n'est pas
modifié; par contre celui de transfert d'énergie, peut étre différent
entre ces deux emplacements tridimentionnels. La Chl-b favoriserait-
elle davantage le transfert des photons vers les caroténes, que ne le
feraient les Chl-a ? L'approfondissement de ce sujet ne peut étre fait
adéquatement sans la photodégradation des pigments pris
séparément (tableau 9). De cette fagon, I'implication de toutes les
caroténoides s'en trouvera éclairgie.
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TABLEAU 9. Photodégradation relative des pigments et
photodégradation en fonction de la quantité respective de chacun des
pigments (entre parentheses), au niveau du PSI-100. (100 % = 100, 10,
7, 7,33 et 1 pour la Chl-a, lutéine, néoxanthine, violaxanthine, £3-
carotéene et le P-700 respectivement). L'erreur sur les mesures est au
maximum de 4.5 % en valeur relative.

PIGMENTS TEMPS D'ILLUMINATION (secondes)

Chl-a 100 77 59 56 46 14 0
(63.7) (493) (382) (358 (29.3) (8.3) -

Chl-b 0
82 59 59 49 16 5
63) G4 34) @1) (1.0 (03)
Lut. 100
(6.5)
09) (06) (05 --
Néo. 100 40 40 26 24 20 6
44) (1.8 (1.8 (1.2) (1.0) 09 (0.2
40 33 25 20 7 4
(1.8) (1.5 (1.2) (0.9 0.3) (0.2
Viola. 100
(4.4)
(0.5) (0.3) 0.2) (0.15 --
{3-caro. 100 s e >
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Les chlorophylles-a de ce complexe ne peuvent transférer
efficacement 1'énergie aux caroténoides; ils se font donc dégrader
graduellement par la lumiére. Ce transfert d'énergie vers un autre
pigment, semble épargner complétement les £-caroténes,
comparativement aux xanthophylles (lutéines, néoxanthines et la
violaxanthines). Ces derniers pigments semblent étre durement
touchés par les fortes illuminations.

La violaxanthine, quoiqu'en quantité similaire, se dégrade moins
rapidement chez le PSI-100 que chez le PSI-200. Cette
photodégradation est également caractérisée par un produit
secondaire qui est aussi sensible a l'illumination. De leur c6té, les
lutéines et les néoxanthines se dégradent uniformément. Si on observe
les proportions de ces deux pigments au sein du complexe (tableau 7)
en valeur absolue, environ les deux tiers sont logés dans le LHC-I; par
contre, environ 70 % des violaxanthines sont au coeur du complexe.
Ces constatations semblent converger vers un postulat voulant que les
pigments secondaires soient au service des chlorophylles. Avec la
prochaine particule membranaire (PSI-30), qui est grandement
dénudée en pigments, on tentera de vérifier cette spéculation.
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3.4.3 Photodégradation des PSI-30

Ce type de particule membranaire est grandement dépouillé, et cela
pour tous les groupes de pigments (tableau 7). En observant les trois
complexes jusqu'ici présentés, on note une augmentation de la
quantité relative de chlorophylles-a, passant de 58.8 a 69.8 %, a
mesure qu'on diminue la taille de l'antenne. Ce pigment serait
probablement localisé en grande partie, prés du centre réactionnel (P-
700), comparativement aux caroténoides, qui sont principalement
localisés dans le LHC-I et en périphérie du complexe.

La figure 42 nous montre la photodégradation tres rapide,
caractéristique des complexes membranaires présentés jusqu'ici. Cette
dégradation est méme plus rapide, et semble biphasique. Apres
seulement 10 secondes de photoblanchiment, il ne reste plus que 40 %
des pigments totaux, alors que chez les autres particules, 68 et 82 %
des pigments des PSI-200 et PSI-100 respectivement, ont résisté. Ceci
nous indique que la grande quantité de chlorophylle-a, a largement
influencé l'altération pigmentaire du PSI-30. Par contre, aprés 30
secondes (lorsque la Chl-a est completement dégradée ?), la masse
pigmentaire se stabilise. Ces mesures sont basées sur le
chromatogramme contréle (figure 43).

La photodégradation par groupes de pigments confirme les
spéculations précédentes, voulant que la Chl-a soit détériorée en
premier lieu (figure 44). Aprés seulement 30 secondes, il ne reste
presque plus de trace de ce pigment. Par contre, le plateau de la figure
précédente, est justifié par la relative résistance des caroténoides (qui
compte pour plus de 25 % des pigments totaux), aux fortes
illuminations.
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FIGURE 42. Dégradation relative des pigments totaux du PSI-30 en
fonction du temps d'illumination, détectée par CLHP.
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FIGURE 43. Chromatogramme par CLHP de la séparation des
pigments des PSI-30 contrdle. 1 = néoxanthine; 2 = violaxanthine; 3 =
lutéine; 4 = Chl-a; 5 = 3-caroténe.
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FIGURE 44. Dégradation relative par groupes de pigments (Chls (),
xanthophylles (8) et Car (#) des PSI-30 en fonction du temps

d'illumination, détectée par CLHP.
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Ceci nous amene a constater que le role des pigments est fonction de

leur emplacement tridimentionnel. L'extraction des PSI-30 en
comparaison avec celle des PSI-100, a permis de retirer plus de 75 %
des caroténoides. Cette petite quantité de caroténoides rattachée au
PSI-30, transfére 1'énergie de fagon tres efficace. De tous les 8-
caroténes présents dans le complexe du PSI, la faible quantité de ceux-
ci, que nous avons isolés dans le PSI-30 (environ 20 %, soit 7/33, voir le
tableau 7), se comporte différemment en comparaison avec l'ensemble
du complexe, puisqu'ils sont moins résistants que dans les PSI-100
mais plus résistants que dans les PSI-200. Cette constatation
s'applique également aux xanthophylles, qui constituent 25 % (3 + 2 +
1/10 +7 +7, voir le tableau 7), du complexe de PSI-100. La résistance de
ces petits groupes de pigments était noyée lors de la photodégradation
des complexes de PSI-100.
Ces deux exemples corroborent de fagon claire le réle allégué par la
localisation différentielle chez les types de pigments. Maintenant,
dans le but de comprendre le comportement dualiste de ce type de
pigment, il est capital de cerner le ou les pigments en cause.

Le tableau 10 montre le contenu de chaque pigment au sein du
complexe de PSI-30. Pour la premiere fois, on constate que la
photodégradation de la chlorophylle-a, initie la formation d'un
produit secondaire, et cela dés le début. Ce dernier résultat suggere
une dégradation extrémement rapide schématisée a la figure 44. A
I'exception des lutéines (qui comptent pour environ 50 % des
xanthophylles de ce complexe), qui se dégradent treés rapidement
(mais qui comportent un produit de dégradation secondaire), les
néoxanthines et les violaxanthines sont extrémement résistantes aux
fortes illuminations. Ces pigments sont d'excellents transporteurs
d'excitons, ou ils sont extrémement bien protégés et ne participent pas
au flux de photons; ou encore ils sont physiologiquement et
moléculairement mieux adaptés aux stress lumineux.
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TABLEAU 10. Photodégradation relative des pigments et photodégradation en
fonction de la quantité respective de chacun des pigments (entre parentheses),
au niveau du PSI-30. (100 % = 30, 3, 2, 1, 7 et 1 pour la Chl-a, lutéine,
néoxanthine, violaxanthine, $-caroténe et le P-700 respectivement). L'erreur

sur les mesures est au maximum de 8.0 % en valeur relative.

PIGMENTS

TEMPS D'ILLUMINATION (secondes)

Chl-a

Chl-b

Lut.

Néo.

Viola.

$-caro.

0 5 10 30
47 18 4
(32.8) (12.5) (2.8)
100
(69.8)
(10.4) (2.9) 0
44 22 6
(3.1) (1.5) (0.5
100
(7.0)
(1.2) (0.9 (0.9)
100
(4.6)
100 100 100 92
(2.3) (2.3) (2.3) (2.1)
97 88 78
(16.0) (14.5) (12.9)
100
(16.3)
(0.2) (0.5) (1.2)

(0.9)

92
2.1)

59
(9.7)

(1.2)

83
(2.0)

59
(9.7)

(0.9)
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La résistance un peu timide des 3-caroténes que révelait la figure
44, comparativement a la figure 41 (chez les PSI-100), s'éclaircit en
partie, a la lumiére des résultats du tableau 10. En se dégradant ce
pigment génere une forme intermédiaire, dont le pourcentage relatif
complete une part de sa perte. Ce qui en fait également un pigment
similaire aux néoxanthines et aux violaxanthines.

Avant d'aborder une discussion approfondie sur le rdéle des
pigments via leur emplacement respectif, 1'é¢tude d'un dernier
complexe membranaire viendra compléter le tableau: les particules de
I'antenne collectrice de lumiere du PSII (LHC-II) phosphorylées et
localisées du c6té du PSI.

3.4.4 Photodégradation des LHC-II

Le LHC-II en tant que complexe membranaire ne fait pas partie
intégrante du photosystéme I, mais y est intimement relié dans le cas
ou il y a un exces de photons absorbés par le photosystéme II. Cette
antenne collectrice de Ilumiére est mobile (par
phosphorylation/déphosphorylation), et donc, I'implication au sein du
PSI est capitale (voir le chapitre 1).

Ce complexe, dont la quantité de pigments est basée presque
exclusivement sur l'expérimentation (Dahlin, 1988), n'est pas
normalisé en fonction du centre réactionnel. Compte tenu de I'absence
de P-700, le LHC-II pris de fagon isolée, semble trés sensible a la
lumiere (figure 45). La photodégradation est tres rapide pour
I'ensemble des pigments, puisqu'apres 60 secondes, il ne reste que des
traces de ceux-ci.

On constate que la garniture pigmentaire de ce complexe est
passablement mince. Aucune trace de {3-caroténe ni de lutéine (tableau
7, figure 46) n'a été décelée. L'étude des extraits précédents nous a
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appris que ces deux pigments avaient, régle générale, un
comportement antagoniste. Le {3-caroténe a démontré un caractere
trés résistant (en absence de LHC-I), et serait donc probablement
impliquée lors de l'efficacité du transfert d'énergie. Tandis que
I'absence de la lutéine, occasionne une carence en transporteurs de
photons en bout de chaine. Les autres xanthophylles présentes ont une
lourde tache dans les LHC-II isolés, d'autant plus qu'il n'y a pas de P-
700 pour initier une séparation de charge, engorgeant ainsi le systéeme.

En séparant les groupes de pigments, on constate une fois de plus
que les chlorophylles sont plus sensibles a la photodégradation que les
xanthophylles (figure 47).
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FIGURE 45. Dégradation relative des pigments totaux du LHC-II en
fonction du temps d'illumination, détectée par CLHP.
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FIGURE 46. Chromatogramme par CLHP de la séparation des
pigments des LHC-II contréle. 1 = néoxanthine; 2 = violaxanthine; 3 =

Chl-b; 4 = Chl-a.
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FIGURE 47. Dégradation relative par groupes de pigments (Chls (®)
et xanthophylles (B) des LHC-II en fonction du temps d'illumination,
détectée par CLHP.
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Par contre, en I'absence de f3-caroténe (et de centre réactionnel), qui
sont en quantité appréciable au niveau du coeur du complexe, les
xanthophylles résistent peu aux fortes illuminations.

Au niveau des Chl-a et -b, il n'y a pas de grande surprise, leur
photodégradation est uniforme et tres rapide (tableau 11). Par contre,
ce qui est particuliérement intéressant, c'est la fagon dont sont altérées
les xanthophylles. La violaxanthine et surtout la néoxanthine, sont
légérement plus résistantes que les chlorophylles, malgré une
dégradation initiale plus rapide. Ces affirmations sont consolidées
par la maniere dont ces pigments se défendent et s'adaptent a la
nouvelle demande du milieu en formant des intermédiaires plus
stables.

Le tableau 11 montre clairement que plusieurs produits de
dégradation sont formés a la suite de l'altération des xanthophylles.
Si on additionne les valeurs de pourcentage réelles pour chaque
pigment, cela confirme la trés grande résistance de ces deux
holochromes. De plus ces résultats attestent I'importance capitale des
xanthophylles au sein des complexes protéiques en vue de la
distribution des excitons.

Il est a noter que les produits de dégradation sont assujettis
arbitrairement, étant adjacents aux pigments principaux. Par contre,
il n'est pas exclus que ces produits soient a ce point différents qu'ils
soient plus ou moins retenus par la colonne (voir la section suivante).
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TABLEAU 11. Photodégradation relative des pigments et
photodégradation en fonction de la quantité respective de chacun des
pigments (entre parentheses), au niveau du LHC-II. (100 % = 50, 30, 7,
8 pour la Chl-a, Chl-b, néoxanthine, violaxanthine respectivement).
L'erreur sur les mesures est au maximum de 4.1 % en valeur relative.

PIGMENTS TEMPS D'TLLUMINATION (secondes)
0 5 7 15 60 180
Chl-a 100 68 45 40 0 -

(52.6) (35.8) (3.7) (21.0) -

Chl-b 100 79 54 49 0 -
@16) (500 @171 (155 -

Lut. 0

Néo. 100 58 49 38 31 0
(7.4) 4.3) (3.6) 2.8) 2.3) -
(3.0) (3.0) (1.4) (1.4)

Viola. 100 44 28 20 3 0
(8.4) (3.7) 24) (1.7) (0.3) --

0.9) 0.5 0.4) 0.4) -

(1.0) (1.0) (0.8) (0.8) --

3-caro. 0
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3.5 DUALISME PIGMENTAIRE: ANTENNE COLLECTRICE DE
LUMIERE/PHOTOPROTECTION ?

Cette section a pour objectif premier de faire une récapitulation des
résultats obtenus antérieurement (3.4), et cela en considérant la
littérature comme point de repére. Les pigments scrutés a la loupe ont
des fonctions spécifiques en relation avec leur environnement
immeédiat et leur emplacement tridimentionnel.

3.5.1 Flux photonique

Les chlorophylles, principalement la Chl-a, sont reconnues pour
étre d'excellents capteurs de photons, et ainsi initier le transfert
énergétique jusqu'au centre réactionel (voir l'introduction). Par contre
le jeu subtil qu'ils entretiennent avec les caroténoides est
particulierement obscur.

Nous aurons l'occasion de revenir sur l'implication des
chlorophylles, mais pour comprendre les interactions de la masse
pigmentaire, il est primordial de bien suivre les caroténoides et de
comprendre leurs réles respectifs en fonction de leur organisation.
Nous commencerons cette section par une bréve incursion au niveau
de la fonction d'antenne collectrice de lumiere par les pigments. Par la
suite, nous appliquerons ces notions dans le but d'introduire la
fonction la plus représentatative des caroténoides: la photoprotection.

La lumiére peut étre considérée de nature ondulatoire ou
particulaire. La nature particulaire de la lumiere est exprimée en
quanta ou photons: ce sont des paquets d'énergie dont chacun a une
longueur d'onde spécifique. L'énergie de chaque photon est
inversement proportionnelle a sa longueur d'onde. Une molécule
(pigment) ne peut absorber qu'un photon a la fois, et ce photon ne peut
exciter qu'un seul électron.
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L'électron dans son état fondamental, peut étre excité a une
distance correspondant a I'énergie exactement égale a 1'énergie d'un
photon absorbé. Le pigment est maintenant dans un état excité
(singulet ou triplet), et 1'énergie d'excitation est utilisée lors du
processus de la photosyntheése (figure 48).
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FIGURE 48. Modele simplifié du transfert énergétique (excitation et
dé-excitation; Salisbury et Ross, 1992).
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Les caroténoides ne sont pas seulement impliqués dans I'assemblage
(Senger et Straflberger, 1978; Braumann et al., 1984; Humbeck et al.,
1989) des photosystémes, mais aussi comme photoprotecteurs et
comme antenne collectrice de lumiére, comme nous le verrons dans les
lignes qui suivent.

3.5.1.1 La fonction de photoprotection des caroténoides inclut le
transfert d'énergie de la Chl dans son état triplet (3Chl”) vers une
caroténoide dans son état fondamental (1Car), et la dissipation de
I'énergie a travers une relaxation non-radiative de la caroténoide
résultante (3Car”) (Krinski, 1979: Cogdell, 1985; Siefermann-Harms,
1987; Frank et al., 1991; Mimuro et Katoh, 1991; Young, 1991):

3Chl* + 1Car ----> 1Chl + 3Car”
3Car” ---->1Car + chaleur

Le "quenching” de la 3Chl* prévient la génération de 'oxygene
singulet et des superoxydes (qui sont produits par I'accumulation de
l'excés d'énergie) en favorisant la 3Car” (Mathis et Schenck, 1982),
cette fonction est particuliere aux caroténoides (Koyama, 1991).
L'oxygene singulet et les superoxydes peuvent également étre formés
du cété réducteur du PSI. Une grande quantité est convertie en
peroxyde d'hydrogene et en oxygene par la superoxyde dismutase
(Takahashi et Asada, 1988). La fonction principale de ces pigments
associés au complexe du centre réactionnel est d'accepter l'énergie
(triplet) des chlorophylles, et de la dissiper en chaleur.

Le tableau 8 démontre bien que la présence de f3-caroténe au sein du
centre réactionnel dans le PSI-200, c'est-a-dire lorsque le LHC-I est
présent, facilite le transfert d'énergie 3Chl* --> 18-caroteéne. Ce
phénoméne protége grandement la chlorophylle-a et -b du LHC-I. En
absence de l'antenne collectrice de lumiere (ou lorsque l'exces de
lumiére est tel, que les pigments périphériques du centre réactionnel
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prennent la reléve), la Chl-a n'est pas protégée et se dégrade de fagon
graduelle (tableau 9). Ce phénomene peut s'expliquer de deux
manieres: 1° soit que le fi-caroténe ne participe pas au transfert
d'énergie dii au manque d'affinité de 1'état d'énergie des Chl, ou 2°
soit que le f3-caroténe serve d'antenne, au méme titre que la Chl et les
xanthophylles de I'antenne, et de cette fagon, ce pigment n'est jamais
en bout de chaine énergétique. Cette derniére affirmation corrobore
davantage les hypothéses mentionnées dans la littérature, et suggere
la grande versatilité de ce pigment.

Il y aurait trois voies pour générer la 3Car™: 1° la recombinaison de
charges dans le centre réactionnel, 2° I'homofission (singulet) entre les
caroténoides et 3° le transfert énergétique (triplet) d'une Chl vers une
Car chez les LHC. Les voies 2° et 3° indiquent un rapport étroit
(proximité) entre les caroténoides (Car-Car) et les chlorophylles (Chl-
Chl) chez les LHC (Kingma et al., 1985a et b). L'homofission a
d'ailleurs été révélée dans plusieurs cas de caroténoides (Nuijs et al.,
1985; Hayashi et al., 1990; Naruse et al., 1991). Le transfert
énergétique entre caroténoides s'effectue dans l'ordre de la
femtoseconde (Owens et al.,, 1992), ce qui pourrait expliquer la
versatilité de ce type de pigment.

Le coeur du centre réactionnel du PSI (PSI-30) est trés dépouillé en
pigment (tableau 7), mais le contenu en Chl-a est de plus en plus
important quand on approche du P-700 (69.8 %). Ce que l'on constate
en observant la photodégradation de ce complexe, c'est la grande
sensibilité de la Chl-a (altération), sachant que les quantités sont les
mémes (en valeurs absolues) que dans les complexes de PSI-200 et
PSI-100 (tableau 10). De plus, on observe la formation d'un produit
secondaire a la Chl-a survenant lors de sa détérioration.

La néoxanthine et la violaxanthine, qui sont en quantité minimale
dans ce complexe, ne sont aucunement ou trés peu modifiées par
lI'illumination. Ces deux pigments sont probablement associés au
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transfert indirect (ou direct ?) au P-700 puisque la population
périphérique était tres affectée par la lumiere.

Le fs-carotene semble confirmer son roéle d'antenne et de
photoprotection. Dans ce cas, peu de xanthophylles peuvent pallier
cette derniére fonction, puisqu'ils sont trop pres du centre réactionnel.
Par contre, si on additionne la quantité (en pourcentage) de
dégradation secondaire, la valeur totale de photoblanchiment du £-
carotene est minimisée.

Pour chaque extrait membranaire, la lutéine est bien représentée, et
semble avoir une vocation inflexible de collecteur de photons dans le
complexe de PSI-200... Par ce fait, ce pigment pourrait étre le lien
électronique entre 'antenne (LHC-I) et le PSI-100, tel que suggéré par
Gillbro et ses collaborateurs (1993).

Le pigment le mieux connu, faisant partie du processus de
photoprotection est la zéaxanthine. A forte illumination, I'appareil
photosynthétique dé-époxyde la violaxanthine via l'anthéraxanthine
en zéaxanthine (Siefermann-Harms, 1977; Yamamoto, 1979; Hager,
1980; Bilger et al. 1989; Bilger et Bjorkman, 1990; Bilger et Schreiber,
1990; Demmig-Adams, 1990). A l'obscurité ou a faible irradiance, la
réaction inverse prend place (Demmig-Adams et al., 1987, 1990; Bilger
et al. 1989). Les réactions du cycle des xanthophylles sont catalysées
par deux enzymes: la dé-époxydase et I'époxydase. La dé-époxydase
est activée par des conditions rédutrices (NADPH, ascorbate réduit) et
un pH dans le lumen des thylacoides d'environ 5 (Choudhury et al,,
1993):

0.
zeaxanthih ——> + vlolaxanthin

N

De—epoxidase
(high light)
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Dans ces conditions, la biosynthese de la zeaxanthine augmente
également, et que ces deux phénomenes sont indépendants
(Lichtenthaler et Schindler, 1992; Eickmeier et al., 1993).

L'identification des produits de dégradation n'ont pas été
incorporés au pigment principal c ar le résultat de cette dégradation
n'est pas nécéssairement juxtaposé (temps de rétention) au pigment
principal lors de la CLHP. Par exemple, la dégradation de la
violaxanthine dans les complexes de PSI-200 et PSI-100 (tableaux 8 et
9), serait probablement un époxyde de lutéine (Siefermann-Harms,
1988). Par contre, toujours en s'appuyant sur les travaux de
Siefermann-Harms, le produit de dégradation adjacent a la lutéine
dans les complexes de PSI-100 et PSI-30 (tableaux 9 et 10), serait de la
zéaxanthine provenant de la dégradation de la violaxanthine. Dans
une méme lancée, lorsque les moyens échappatoires aux fortes
illuminations sont restreints (PSI-30), la Chl-a se dégrade en
phéophytine-a, et cela dans une proportion importante; mais ce
pigment est rapidement dégradé a son tour (voir la section 1.1.5 3°,
Siefermanm-Harms, 1988; Maeda et Watanabe, 1992). Il est a noter
que des pics minimes, dont la détection est a la limite de l'appareil, et
qui pourraient étre attribués a la Chl-a', ont été décelés (Maeda et
Watanabe, 1992; Maeda et al., 1993).

Bien que le phénomeéne de photoprotection lié a la zéaxanthine,
comme mentionné antérieurement, soit principalement effectif au
niveau du complexe du centre réactionnel, I'époxydase est retrouvée
également dans les préparations de LHC-II (non-mobile) (Gruszecki
et Krupa, 1993).
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3.5.1.2 La fonction d'antenne collectrice de lumiere chez les
caroténoides, s'observe lorsqu'il y a absorption de I'énergie lumineuse
par une 1Car pour générer un état d'excitation singulet 1Car”, et puis
le transfert d'énergie a une Chl dans son état fondamental (Larkum et
Barrett, 1983; Siefermann-Harms, 1985; Owens et al., 1992):

1Car + hv ----> 1Car”
1Car® + 1Chl ----> 1Car + 1Ch1”*

Les caroténoides peuvent donc servir d'antenne collectrice de
lumiere dans les régions ou la Chl n'est pas tres efficace (Wasielewski
et al., 1986; Trautman et al., 1990). Sachant que la quantité de £-
caroténe (le seul pigment détecté, absent des LHC-I) est stable au
niveau de l'extraction des PSI-200 et PSI-100 (33/P-700), nous
pouvons affirmer que la perte de pigments (libres) est minimisée
(tableau 7).

Les Chl-b absorbent I'énergie au sein du LHC-I, et la
retransmettent aux Chl-a ou aux Car de fagon tres efficace. Ces
pigments sont tres résistants aux fortes illuminations, et cela jusqu'a
environ la quinziéme seconde. Compte tenu qu'il n'y a pas de -
caroténe dans ce complexe, les trois autres caroténoides doivent
pallier a I'absorption des photons en ces conditions extrémes. Quoique
faiblement représentée dans l'antenne de pigment (3/10), la
violaxanthine est la plus durement touchée: aprés seulement 5
secondes elle est dégradée a environ 80 % (tableau 8). En observant ce
pigment exclusivement dans le centre réactionnel (tableau 9), on
constate une altération moins prononcée, indiquant qu'elle participe a
I'absorption directe des photons dans le LHC-I. Ce pigment est
d'ailleurs le seul a se photodégrader en une forme intermédiaire (nous
aurons l'occasion de revenir sur ce sujet).

Les deux autres xanthophylles présentes sont beaucoup plus
résistantes que la violaxanthine. La néoxanthine, dont la grande
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majorité se trouve dans le LHC-I (13/20), se dégrade tres rapidement
(45 % dans le PSI-200), et cela seulement apres 5 secondes. Par contre,
cette baisse rapide est également observée chez les complexes de PSI-
100 (60 % apres 5 secondes). Cela nous indique que l'altération de ce
pigment est principalement localisé au niveau du centre réactionnel, et
donc qu'il ne participerait que de fagon accessoire a l'absorption des
photons au niveau de lI'antenne. De plus, les néoxanthines du LHC-I
du PSI-200 sont moins touchées par de fortes illuminations prolongées
(180 secondes) comparativement au PSI-100, ce qui corrobore son
implication négligeable lors de l'absorption lumineuse (voir les
tableaux 8 et 9). Enfin, la lutéine se comporte différemment au niveau
des PSI-100, principalement du fait qu'elle se dégrade en formant des
produits secondaires. Suite a ces observations, nous ne pouvons pas
avancer, pour le moment, de conclusion trop hative sur ce pigment.

Le comportement du fs-carotene dans le centre réactionnel, est
spectaculaire. Quoiqu'elle constitue 21.0 % des pigments de ce
complexe, elle n'est aucunement affectée par I'illumination (tableau
9). On constate clairement que le fs-caroténe joue un réle tres
différent, selon qu'il est logé dans I'antenne ou au coeur du complexe,
puisque la dégradation est trés prononcée chez le PSI-200, donc dans
I'antenne de pigment du PSI. Ce pigment est le caroténoide le plus
abondant du complexe de PSI-200 (environ 10 %). Lors du transfert
d'énergie faisant intervenir le -carotene, la Chl-b pourrait jouer une
role non-négligeable.

Des caroténoides, il semble que les lutéines et les 3-caroténes soient
ceux qui démontrent la plus grande affinité a I'absorption lumineuse
de fagon accessoire (voir la section 3.5.1.1). Par contre, lorsque ces
pigments sont absents du complexe, les autres pigments n'ont d'autre
choix que d'accomplir cette fonction. C'est ce que nous observons en
présence d'antenne collectrice de lumiere isolée (tableau 11). Les LHC-
IT (mobile) ont pour fonction premiere de distribuer I'énergie du PSII
en exces vers le PSI (voir le chapitre 1). Il semblerait que les
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xanthophylles du LHC-II répertoriées chez les bactéries
photosynthétiques, auraient un réle structural, mais il en est tout
autrement chez les LHC-II mobiles (Tadros et al., 1989; Zurdo et al.,
1993), car elles participent aux transferts d'excitons. L'absence de ces
deux pigments (lutéine et $3-caroténe) inhiberait la possibilité que des
photons supplémentaires soient absorbés et transférés (singulet-
singulet) en excés au centre réactionnel. D'apres les travaux de Bassi
et ses collaborateurs (Dainese et al., 1992), le LHC-II (non-mobile) ne
contient pas de f-caroténe, mais contrairement au complexe étudié
ici, il contiendrait beaucoup de lutéine (77 % des caroténoides),
expliquant ainsi les différences fondamentales entre les fonctions de
ces deux complexes.

On se rend compte que tous les pigments contenus dans l'antenne
mobile (LHC-II), se dégradent uniformément. Mais ce qui semble
encore plus caractéristique, c'est que la néoxanthine et la
violaxanthine se dégradent en engendrant une ou plusieurs formes de
produits secondaires. Il est évident qu'aucune excitation photonique
ne résulte en une séparation de charge au niveau du P-700, alors les
pigments qui, en temps normal, distribuent leur énergie directement
au centre réactionnel, sont restreints. Ces deux pigments, précisément
dans ce complexe, auraient peut-étre les mémes fonctions qu'au
niveau du PSI-30, soit en contact avec le P-700. La néoxanthine et la
violaxanthine pourraient étre, autant dans le LHC-II mobile qu'au
coeur du complexe, la terminaison du flux d'excitation, suggérant
ainsi un nombre précis de pigments pour protéger le P-700. Tres
récemment, ce type de résultat a été formulé par I'équipe de recherche
du professeur Barber (de las Rivas et al. 1993): voulant qu'un couple de
fs-caroténes protegeraient le P-680 au niveau du PSII.

L'efficacité du transfert énergétique de facon générale (Car -->
Chl), est tres variable, quoique tres rapide: de 3 ps £ 1 (Gillbro et al.,
1988) et 3.8 ps (Shreve et al., 1991). Plusieurs points peuvent étre émis
pour expliquer cette variabilité: 1° la proximité (essentiellement des
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liaisons de van der Waals) entre les caroténoides (donneurs) et les
chlorophylles (accepteurs), 2° un bon chevauchement spectral entre
I'émission du donneur et l'absorption de l'accepteur pour ainsi
conserver I'énergie du processus de transfert et 3° une faible capacité
de conversion interne (S --> Sg) chez les caroténoides (Cogdell et

Frank, 1987; Frank et al., 1992).

Dans cette méme optique, les dernieres années ont été prolifiques
dans I'élucidation de la spécificité hypothétique des caroténoides
(photoprotection, absorption et transferts énergétiques) via leur
emplacement dans le complexe membranaire. Les études ont porté
principalement sur la conformation des pigments. Les caroténoides
garderaient une conformation tout-trans dans les LHC, d'ou
l'association avec la fonction de collecteur de lumiere (Iwata et al,,
1985; Koyama et al., 1988; Koyama, 1990). Tandis que les caroténoides
du complexe du centre réactionnel adopteraient une conformation cis,
associée aux fonctions de photoprotection (Lutz et al., 1976, 1978;
Cogdell et al., 1976; Agalidis et al., 1980).

Le 3-caroténe, par exemple, peut prendre plusieurs configurations
d'isomeres, qui peuvent étre facilement détectées par spectroscopie
d'absorption ou Raman (figure 49).
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La forme tridimentionnelle tout-trans offre a ce type de pigment
plusieurs fonctions complémentaires: capter, transférer et
emmagasiner l'énergie. Cette configuration est avantagée pour ces
fonctions, car elle a un coefficient d'extinction molaire plus élevé. Cet
avantage se résume a l'absorption lumineuse et au transfert d'énergie
singulet-singulet. De plus, 1'état triplet tout-trans des caroténoides
peut emmagasiner de l'énergie triplet, car il ne peut la dissiper
efficacement. Cela pourrait expliquer la grande versatilité
fonctionnelle du {8-caroténe, avec et sans l'antenne collectrice de
lumiere.

Plusieurs facteurs peuvent influencer I'absorption lumineuse des
caroténoides, mais une d'entre elle attire notre attention compte tenu
qu'il est possible, par ce fait de les particulariser. L'excitation directe
par l'absorption d'un photon dans I'état singulet (51) est interdite
(transfert d'énergie limité) de par leur symétrie, mais est possible pour
I'état S2 (Snyder, et al., 1985; Cosgrove et al., 1990; Katoh et al., 1990;
Mimuro et al., 1991; Frank et al., 1993). Par contre Concernant les
pigments dont le nombre de double liaison conjuguée (C=C) de la
chaine d'électrons  est en dega de 9, la transition énergétique est trés
peu efficace. Donc plus le nombre de ces liaisons est élevé, plus le
transfert énergétique est efficace, soit de préférence, égale ou
supérieure a 9 (Frank et al., 1992; Gillbro et al., 1993).

Les pigments que nous avons isolés ont tous au moins 9 doubles
liaisons conjuguées (figure 10A). La néoxanthine et la violaxanthine,
qui en ont tous deux 9, prouveraient le transfert énergétique (singulet-
singulet) moyennement efficace comparativement aux autres
pigments isolés. Ce qui corroborerait leur faible implication au niveau
de l'absorption de la lumiere. Par contre, la lutéine, qui a 10 doubles
liaisons conjuguées, est davantage impliquée lors de ce processus (voir
les tableaux 8, 9 et 10). Mais ce qui est d'autant plus intéressant, c'est
que le 8-caroténe, que nos résultats démontrent comme faisant partie
intégrante de la contribution a I'absorption lumineuse autant avec



163

antenne collectrice qu'en son absence, comporte 11 doubles liaisons
conjuguées. Cette affirmation est renforcée par la constatation de la
présence probable de zéaxanthine au sein du coeur de complexe du
PSI (voir le tableau 10), et qui a également 11 doubles liaisons
conjugees. Il est donc tres probable que la violaxanthine se pourvoit
d'un tel mécanisme pour pallier sa faible versatilité, et d'autres
pigments comme les lutéines qui produisent un époxyde qui pourrait
bien remplir un réle dualiste...

En résumé, il y a trois processus et mécanismes nécessaires au
fonctionnement des caroténoides en étroite relation avec les
chlorophylles. 1° L'absorption lumineuse; le point culminant est le
déplacement dans le rouge des maxima d'absorption des composés, ce
qui semble étre un processus d'adaptation pour harmoniser le niveau
et le transfert énergétique. 2° Transfert énergétique; il y a deux
mécanismes proposés pour expliquer ce phénomeéne, mais que nous
nous limiterons seulement a mentionner car les aspects dynamiques
sont encore inconnus: l'interaction dipéole-dipdle (Forster, 1959), et
l'interaction d'échanges électroniques (Dexter, 1953). 3° La
dissipation; c'est le point dominant de l'aspect dynamique du transfert
d'énergie triplet-triplet (T-T) dans le complexe du centre réactionnel.
Le transfert T-T est connu pour survenir par un mécanisme d'échange
d'électrons (Dexter, 1953), et ce processus est intimement relié a la
formation d'une grande population d'état singulet.

En guise de conclusion partielle, nous pouvons affirmer que chaque
pigment a un réle spécifique en relation avec son emplacement. Donc,
pour un méme type holochromique (exemple: f3-carotene), il est
possible qu'il intervienne au début (antenne), comme intermédiaire ou
encore a la fin (donneur au P-700) du flux énergétique.

De plus, comme mentionné au début de ce chapitre, le flux
d'excitons au sein du PSI, emprunte une voie trés différente de celle
utilisée dans le PSII. Pas seulement par le comportement de la



164

chlorophylle-a (voir la section 3.2), mais aussi par celui des
caroténoides. Nous avons vu que les néoxanthines et violaxanthines
jouent un role important au niveau du coeur du centre réactionnel du
PSI; contrairement a cela, le centre réactionnel du PSII est dénudé de
ces deux pigments (Dainese et al., 1992).

3.5.2 Interactions entre les pigments

Nous avons peu discuté de I'interaction entre les pigments, puisqu'il
est difficile de répertorier les liens qui existent entre deux pigments,
dans un bassin ou il en coexiste plusieurs. Par contre, nous pouvons
avoir une idée de cela en visualisant sur graphique la dégradation
d'un pigment (ou plus) en fonction d'un autre a des temps
d'illumination identiques basés sur les valeurs du tableau 7.

Les deux pigments reconnus dans la littérature, comme eétant
intimement reliés, sont la Chl-a et -b. La figure 50 nous donne un
apercu de la relation physique établie entre ces deux pigments ou de la
participation similaire au flux photonique au sein des complexes de
PSI-200 et de LHC-II. On remarque une trés grande corrélation
fonctionnelle chez les deux extraits, sauf au début de l'illumination
chez le PSI-200, ot la Chl-a est davantage résistante que la Chl-b.
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Ceci peut s'expliquer par la présence de deux populations de Chl-a,
I'une au niveau de l'antenne et 'autre dans le centre réactionnel.

Ce qui nous intéresse particuliérement dans cette étude, c'est la
relation entre les caroténoides et la Chl-a. Les caroténoides sont
davantage impliqués lors des transferts énergétiques singulets et
triplets. La figure 51 nous montre la relation étroite entre la Chl-a et
la lutéine chez les complexes de PSI-100 et PSI-30. La nature
(physique) de ce dernier pigment corrobore les spéculations avancées
antérieurement voulant qu'elle pourrait jouer le réle "d'accepteur” de
I'énergie triplet de la Chl-a, du complexe. Aucune réciprocité n'a été
observée chez les complexes contenant I'antenne collectrice de lumiere
(PSI-200), en relation avec la Chl-a. La photodégradation des autres
caroténoides ne présente pas une corrélation linéaire avec celles de la
Chl-a (voir I'exemple pour la néoxanthine de la figure 51A).

Un dernier aspect reste a élucider: la possible relation entre la
néoxanthine et la violaxanthine, compte tenu qu'elles sont toutes deux
reliées au coeur du centre réactionnel, et qu'elles sont également
résistantes aux fortes illuminations dans les mémes extraits. Comme
on pouvait s'y attendre, ces deux pigments sont fonctionnellement ou
physiquement reliés entre eux. Cette affirmation est confirmée pour
les particules de PSI-100 et les LHC-II (figure 52), et également pour
les PSI-30, ou ces pigments sont tous deux extrémement résistants
(résultats non-présentés). Une fois de plus, ce type de relation n'est
pas imité chez les extraits du PSI-200 (figure 52A). Ceci expliquerait
peut-étre la dualité fonctionnelle de ces pigments ou encore que ce
mode d'évaluation ne peut s'appliquer lorsqu'on est en présence de
deux populations de pigments (antenne et centre réactionnel).
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FIGURE 51. Corrélation fonctionnelle entre la Chl-a et la lutéine en

fonction de I'illumination chez les complexes de A) PSI-100, lutéine (&),
neoxanthine (A) et B) de PSI-30.
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FIGURE 52. Corrélation fonctionnelle entre la néoxanthine et la
violaxanthine en fonction de l'illumination chez les complexes de A)

LHC-II (§), PSI-200 (@) et de B) PSI-100.
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A la lumiére de ce type de manipulation, il n'existerait aucune autre
forme de corrélation aussi claire, entre les pigments.
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3.6 EVALUATION DES COMPLEXES PIGMENTS/PROTEINES EN
FONCTION DE LA TEMPERATURE PAR LA SPECTROSCOPIE
INFRAROUGE PAR TRANSFORMEE DE FOURIER

Pour faire suite aux observations de la section 3.3, sur la non-
spécificité de la température par la photodégradation des pigments,
nous allons scruter davantage cet aspect au niveau des protéines et
leurs interactions avec les pigments. Le complexe de PSI-30 fera
I'objet des présentes expériences et une bréve incursion sur les effets
de la lumiere sera proposée a la fin.

3.6.1 Introduction

Nous avons déja mentionné aux chapitres 1 et 2, que la principale
difficulté lors de la prise de spectres infra-rouges comme présentés
dans cette étude, est de préserver le maximum d'intégrité native des
complexes extraits.

Le probléme majeur réside dans le fait qu'il faut sécher I'échantillon
de nombreuses heures (~ 40 h), a la température de la piece (a
I'obscurité), afin d'avoir un rapport protéine/eau le plus élevé
possible. Cette contrainte est essentielle si on utilise des fenétres de
BaF7 comme support (voir la section 1.4.1). Nous avons donc évalué
l'intégrité de cette technique en comparant un contrdle avec un
échantillon séché 40 h a la température de la piece (a I'obscurité) dans
un dessicateur. Quelques gouttes seulement sont déposées a la fois. Le
fait que la solution d'extrait utilisée soit de faible concentration (10 ug
Chl/ml, dans le but de comparer avec les expériences de la section 3.3),
prolonge I'évaporation de l'eau (tampon).

On constate aisément l'altération des membranes au niveau des
protéines, pour le PSI-30 séché (figure 15). Si on concentre 1'étude sur
l'amide I (vibrations élastiques C=0), le pic a 1628 cm-1, représenté
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par les feuillets 83, est completement nivellé par ce traitement. II est
possible de détecter la Chl a 1737 cm-1 (Nabedryk et al., 1990b), mais
compte tenu de la faible concentration des échantillons (10 pg Chl/ml),
sa dégradation n'est pas perceptible. Ce pic est également affecté par
le séchage de I'échantillon. Ce résultat démontre que cette technique
est mal adaptée aux types d'études que nous avons entrepris. Il est
donc inacceptable d'utiliser ce mode d'évaluation des membranes
biologiques, pour obtenir un aperqu de l'intégrité protéique.

Nous nous sommes donc tournés vers la technique de I' ATR (voir la
section 2.9.3).

Le triton X-100 n'affecterait pas l'intégrité des membranes du
photosysteme I lors de son extraction (Tapie et al., 1984), mais peut
tout de méme se retrouver parmi les pics a l'étude. Quoique
I'échantillon est lavé a plusieurs reprises (voir la section matériel et
méthodes), nous avons effectué un spectre du détergent pour
comparer les différents pics d'absorption (figure 53).

Pour la région qui nous intéresse, seul le pic a 1610 cm-1 est prés du
feuillet {3. Par contre, I'étude de l'amide II (vibrations de flexions NH)
peut causer des problémes, puisque l'important pic a 1512 cm-1, vibre
trés pres de celle-ci. Cette bande peut facilement étre confondue avec
la tyrosine, qui est localisée environ a 1515 cm-1 (He et al., 1991).
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3.6.2. Changements conformationnels des protéines
en fonction de la température

Lors des traitements a la chaleur des complexes de PSI-30, les
changements majeurs survenus, sont localisés principalement au

niveau de l'amide I. Nous nous concentrerons donc sur les hélices o
(1658 cm-1) et les feuillets £ (1628 cm-1).

La figure 54 montre le changement de conformation des deux
structures de I'amide I. A 30° et a 40° C, on note déja une légere baisse
du feuillet 8 (voir la figure 15A). Par contre a partir de 55° C, la
proportion des feuillets 8 s'accroit comparativement aux hélices a.
Ces changements conformationnels ont déja été observés chez des
extraits de PSII (He et al., 1991).

Il est trés difficile de comparer deux pics qui varient probablement
en méme temps (1628 cm-1 et 1658 cm-1), puisque la ligne de base et le
début du pic (sa base) peuvent différer légerement en fonction de la
soustraction de l'eau. Donc, pour avoir une idée juste des
modifications survenues a ces structures, nous les avons étudiées en
établissant un rapport de pics. La figure 55 montre l'augmentation du
rapport des feuillets 8 sur les hélices a (/). A ce stade ci, il est difficile
d'évaluer quelles structures (o ou £3) sont réellement influencées par la
température. Par contre, nous croyons que le traitement a la chaleur
est non-spécifique a une structure précise, mais influence directement
la conformation protéique. L'analyse conformationnelle des
membranes thylacoidiennes révéle qu'il y aurait 56 =4 % d’'hélice o et
seulement 44 =7 % dans les LHC (Nabedryk et al., 1984). Cela suggere
que les "quantités" de structures secondaires (protéiques) distribuées
dans les membranes, pourraient étre reliées aux fonctions respectives
des différents complexes.

Ce constat suggere peut-étre une interaction distincte entre 1'une
des ces structures secondaires et un ou plusieurs pigments.
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3.6.3 Interaction entre les structures secondaires
des protéines et 1a Chlorophylle-a.

La Chl-a, qui compte pour pres des trois quarts de la concentration
pigmentaire du PSI-30, fera I'objet de cette premieére investigation.

La figure 56 nous renseigne sur l'étroite relation qui existe entre la
Chl-a et I'augmentation relative des feuillets §§ d'une ou plusieurs
protéines du complexe, lors du traitement aux températures élevées.
Pour les besoins de la cause, le rapport feuillet §/hélices o a été inversé
(o./83) pour suivre la dégradation de la Chl-a.

La Chl-a pourrait étre liée aux hélices o, compte tenu que leur
diminution (dégradation) relative suit un schéma similaire. D'un autre
cOté, ce pigment pourrait également étre associé aux feuillets £, afin
de protéger la Chl-a des interactions physiques dues aux température
élevées.

Des recherches plus en profondeur sur le sujet, dans le cadre d'une
autre étude, pourrait étre entreprises afin d'élucider les mécanismes
lancés dans cette section. Connaissant le caractére versatile des
caroténoides au point de vue fonctionnel, il est tres probable qu'elles
puissent étre reliées, et donc fluctuer au méme rythme que les
structures secondaires des protéines... Dans cette méme lancée, il a été
mentionné que les lutéines seraient liées aux hélices a chez les
bactéries photosynthétiques (Mimuro et Katoh, 1991). Il reste donc
encore beaucoup a faire pour bien saisir les interactions des protéines
et des pigments suite aux fluctuations de leur environnement.
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3.6.4 Influence de la lumiére sur les structures
secondaires des protéines

Comme la derniere section le révéle, la température influence de
fagon non-sélective les pigments mais désorganise les protéines qui y
sont liées. La question qu'on est en droit de se poser, concerne
l'influence que pourrait avoir la lumiere sur les structures secondaires
des protéines.

L'expérience puisée du rapport des feuillets £ sur les hélices o en
fonction du temps d'illumination, ne révele aucune prépondérance
dans le cas du complexe de PSI-30 (tableau 12).

TABLEAU 12. Rapport de I'absorbance des feuillets {3 sur les hélices o
(8/0) en fonction du temps d'illumination des complexes de PSI-30,
révélé par la spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier.

TEMPS D'ILLUMINATION RAPPORT f/oa
(minutes) (+ 0.05)
0 0.60
5 0.61
10 0.71
30 0.67

Ces données corroborent l'idée que la lumiere est véhiculée par les
pigments dont l'influence ne concerne que ses intermédiaires. De la
méme fagon, la chaleur dénature les complexes photosynthétiques en
premier lieu, par l'intermédiaire des protéines.
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I est a noter que par cette méthode, il est tres difficile de quantifier
les structures secondaires (hélices o et feuillets £8) en fonction d'un
traitement aux températures élevées. Donc, le rapport £§/a n'est
calculé que dans le but de le comparer avec le comportement en
fonction des températures élevées. Ce qui nous permet de visualiser
de fagon grossiere la réaction de ces structures.
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CHAPITRE IV

CONCLUSION

A la lumiere des résultats présentés dans cette étude, il est possible
de tirer certaines conclusions et d'émettre certaines hypotheses.

Dans un premier temps, les extractions sélectives (diminution de
l'antenne pigmentaire) ont permis, sans altérer la composition et
I'intégrité fonctionnelle des complexes protéiques, d'étudier le
comportement et la localisation des pigments au sein du photosystéme
L.

Dans un second temps, les traitements de dégradation sublétales
(fortes illuminations et températures élevées), se sont avérés bien
adaptés et reproductibles, dans le but de "suivre" I'altération sélective
(lumiere) ou non-sélective (température) des pigments. A cet égard,
l'illumination prolongée est une technique nous permettant de saisir
avec une plus grande exactitude les contraintes et les systemes
palliatifs. Ces deux premiers points cadrent bien avec les objectifs
préalablement lancés a la section 1.3.

Une premiere constatation émerge des résultats: suite aux fortes
illuminations les pigments se dégradent a des vitesses variables
(chlorophylles et caroténoides). Cet élément constitue la pierre
angulaire et le point de départ des expériences visant une meilleure
compréhension des mécanismes régissant le flux énergétique a travers
I'antenne collectrice de lumiere et le complexe du centre réactionnel,
de la périphérie jusqu'au P-700.

Se basant sur les spectres d'absorption des différents extraits
membranaires, nous avons constaté la présence d'une forme de
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chlorophylle-a absorbant a des longueurs d'onde élevées (environ 705
nm), que nous avons localisée au sein de l'antenne collectrice de
lumiére du PSI (LHC-I). Cet holochrome est aussi présent chez le
LHC-II mobile. La chlorophylle C705 a donc été décelée par le
déplacement (vers le bleu) de la bande d'absorption de la Chl-a (dans
le rouge) et caractérisée plus en détail par les spectres de différence.
Cette forme de chlorophylle pourrait participer a la photoprotection
d'autres formes de pigments, sachant qu'elle se photodégrade tres
rapidement (voir la section 3.1).

L'étude du transfert d'électrons par la réduction du P-700, nous a
permis de vérifier l'activité photosynthétique, donc l'intégrité
fonctionnelle des différents complexes extraits. Par le biais de ces
résultats, nous sommes en mesure de confronter le modele du flux
énergétique au niveau du PSII émis par I'équipe de Bassi et Dainese
(1989). Ce modele suggére un transfert énergétique directionnel, en ce
sens que le centre réactionnel (P-680) est le but ultime d'arrivée des
excitons, en passant par les différents transporteurs pigmentaires. Au
niveau du PSI, il semble que les excitons sont redistribués aux
pigments du complexe dans le cas ou le P-700 est engorgé, et cela de
fagon indépendante de la taille de l'antenne. Ceci confirme
I'hypothése d'Owens et ses collaborateurs, sur la distribution
aléatoire des excitons au sein du PSI (Werst et al., 1992). Cette
affirmation se doit d'étre nuancée car nous savons que les pigments, et
cela a tous les niveaux d'extraction, sont affectés différemment suite a
l'absorption lumineuse. Ce qui suggere que la protection du PSI face
aux fortes illuminations, est dépendante de la distribution sélective
des photons a travers la garniture pigmentaire, et donc permet une
visite non-excessive au P-700. De plus, le centre réactionnel surexcité,
peut redistribuer son énergie en aval, afin de lui permettre de
conserver ses capacités de séparation de charge (voir la section 3.2).
Ces dernieres affirmations concordent bien avec les hypotheéses
formulées antérieurement.
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Les expériences de chromatographie liquide a haute performance
(CLHP) nous ont permis de localiser avec une plus grande précision les
différents pigments photosynthétiques (chlorophylles et caroténoides)
des complexes de PSI (figure 57). Cette étude vient compléter le
tableau brossé par Bassi et Simpson (1987) qui se limitait a
I'emplacement des chlorophylles (voir la section 1.1.2). De plus, la
position et la concentration relative des caroténoides, a été attribuée
pour la premiére fois aux différentes tailles d'antennes du complexe
du PSI. Sans inventorier chaque pigment de chaque complexe, nous
pouvons faire ressortir les caractéristiques originales et les différents
points saillants qui nous servirons a mieux comprendre le flux
énergétique, et les moyens de photoprotection qu'utilise le PSI: il est a
noter que le f3-caroteéne est absent des antennes collectrices de lumiere,
par contre cette lacune est bien compensée par l'abondance des
xanthophylles, notamment la lutéine (63 %) et la néoxanthine (65 %).
Ce méme pigment (f3-caroténe) est présent en grande quantité en
périphérie du complexe du centre réactionnel (79 %), remédiant ainsi a
I'absorption photonique lorsque I'antenne est absente (ou surexcitée,
voir la section 3.5).

La distribution précise des différents pigments nous permet d'avoir
une approche plus globale du flux énergétique et de la photoprotection
que les complexes mettent en branle pour pallier & la surexcitation.
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FIGURE 57. Localisation et proportion relative des pigments au sein
des complexes de PSI-200, PSI-100, PSI-30 et de LHC-II. Les rapports
en pourcentage de chaque pigment en fonction de son emplacement
tridimensionnel sont indiqués entre parentheses. La localisation des
polypeptides est basée sur la littérature (Scheller et Moller, 1990). La
distinction des deux antennes collectrices de lumiére du PSI (LHC-I
680 et 730) est sous forme d'organigramme schématique, sachant que
le PSI-200 contient les deux sous-unités et que le PSI-100 en est dénué.
Il en vas de méme pour le LHC-II dont I'emplacement est relative.
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Le PSI-200 (contenant le LHC-I) réagit de fagon particuliere dans le
cas d'un exces de photons. Au niveau de l'antenne, I'absorption
lumineuse est assurée par les chlorophylles mais également par les
xanthophylles (principalement les lutéines et les néoxanthines), pour
ainsi retransmettre les excitons aux Chl-a (transferts singulet-
singulet), dans une large proportion. Par contre, au niveau du
complexe du centre réactionnel, le 8-caroténe et la violaxanthine
prennent rapidement le contréle de l'absorption (avec la Chl-a)
compte tenu que les autres caroténoides sont minoritaires (figure 58).

Dans ce cadre-ci (PSI-200), la dissipation énergétique (transferts
triplet-triplet) est assurée principalement par le {3-carotene et de fagon
moins importante, par la violaxanthine. La néoxanthine et
principalement la lutéine sont tres résistantes aux fortes
illuminations: ils ne participent donc que tres peu a la dissipation
énergétique. La B-caroténe et la violaxanthine pourraient protéger la
Chl-a lors de surexcitations (figure 58).

En absence de LHC-I (ou lorsqu'il est sursaturé en photons), le flux
énergétique (du PSI-100) prend une toute autre allure. La principale
caractéristique de ce complexe réside dans le fait que le £3-caroténe, qui
est en quantité appréciable, ne participe nullement a la dissipation
énergétique (figure 59A). Cette constatation met en doute la fonction
de photoprotecteur du fi-carotene véhiculée dans la littérature
(Lichtenthaler 1987). Ce modele suggéré par la figure 59A confirme
l'ordre d'efficacité de la transition énergétique chez les caroténoides
en fonction du nombre de double liaisons conjuguées (voir la section
3.5.1.2):

3-carotene > lutéine > néoxanthine
violaxanthine
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FIGURE 58. Modele suggéré identifiant les transferts énergétiques
dans le PSI natif (PSI-200). La largeur des fleches est fonction de la
quantité de pigments impliqués ou de l'efficacité relative des transferts
d'énergie.



186

ABSORPTION
A

DISSIPATION

B8-car.

Lut.

. Chl-a
Neo;j;;;:::::;;
Viola!

P-700

PSI-100

B-car.
B-car.
e

7
P
4 Lut. ’// Lut.
Pl
PSI-30 Chl-a -
- ,

Néo. —
€o Néo
~
~

Viola. ~ ...
Viola.

P-700

FIGURE 59. Modéle suggéré identifiant les transferts énergétiques
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et a B) 30 Chl-a/P-700 (PSI-30). La largeur des fleches est fonction de

la quantité de pigments impliqués ou de l'efficacité des transferts
d'énergie.
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L'étude du flux énergétique au sein du PSI-30 est plus délicate a
interpréter puisque le nombre de pigments a grandement diminué. La
figure 59B nous donne tout de méme une idée de 'absorption et de la
dissipation de I'énergie.

Pour terminer, nous pouvons considérer les températures élevées
comme un mode de dégradation non-spécifique. En ce sens, les
altérations provoquées sont désordonnées et aléatoires (voir la
section 3.3). De plus, les changements de conformations (quoique
difficilement quantifiables) des protéines du complexe PSI-30, en
présence de températures élevées, en comparaison avec le traitement
a de fortes illuminations (tableau 12), suggerent une variation des
hélices o et des feuillets 8 (voir la section 3.6). Outre cela, il existerait
une relation entre la dégradation des Chl-a et ces changements
conformationnels.

En scrutant davantage les roles et fonctions des différents pigments
qui constitue le PSI, cela non seulement nous renseigne sur les
implications photosynthétiques de ceux-ci, mais pourrait par ailleurs
nous fournir un bon indice de la dégradation infligée aux plantes.

"SCIENCE IS SPECTRUM ANALYSIS,

ART IS PHOTOSYNTHESIS"

(KARL KLAUSS 1874-1936)
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