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RESUME

Au niveau des membranes thylacoidiennes, le photosysteéeme
I subit une augmentation importante de son activité suite a
une élévation de température de 25 a 50 °C. Ivanov et ses
collaborateurs en 1986 ont supposé que la dissociation du
complexe pigment-protéine périphérique du photosysteme 11 et
sa migration vers 1'antenne du photosysteme I seraient
responsables de cette stimulation. Toutefois, Thomas et ses
collaborateurs (1986) ont proposé que cette activation serait
plutet due 4& un changement conformationnel au niveau du
complexe du cytochrome bg/f, L'originalité de ce projet de
recherche reside dans 1'étude de cette stimulation d'activite
au niveau des fragments membranaires enrichis en photosysteéeme
I afin d'élucider 1la nature du mécanisme impliqueée. Cette
activation thermique du transport d'électrons n'est observeée
que lorsque les donneurs artificiels d'électrons utilisés ont
pour site le complexe cytochromique bg/f. L'effet n'est pas
remarque lorsque les fragments membranaires sont
partiellement immobilisés danms une matrice de glutaraldehyde.
Nous déduisons donc qu'un changement conformationnel au
niveau du complexe cytochromique, induit par 1'augmentation

de la température, est responsable de la stimulation de
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l'activiteé qui s'expliquerait par une affinité accrue pour
les donmneurs d'electrons. L'absence de stimulation thermique
lorsque 1le donneur N,N,N',N'—-tétraméthyl phénylenediamine,
dont le site d'oxydation est la plastocynine, confirme cette
hypothese et appule donc 1'idée de Thomas et coll. (1986).
L'activité maximale a été mesurée aprés une incubation de 5
min a 50 °C et constituait environ le double de 1'activite
observée a 25 ©°C lorsque le donneur utilisé é&tait 1la
duroquinone et le triple lorsque le dichlorophénol-indophénol
agissait comme donneur d'électrons. L'absence de sels dans le
milieu d'incubation & 50 9C amene une stimulation de 1la
consommation d'oxygene du triple de 1l'activité observée a
25 °C. Cependant, la preésence de cations tels que Mg 2%+, Na*
et K* dans le milieu d'incubation a 50 °C permet d'augmenter
d'un facteur de 4 1le transport d'électrons au niveau du
photosysteme I. Une concentration de 10 mM est toutefois
nécessaire pour 1'espece divalente et de 20 mM pour les
espeéces monovalentes afin d'obtenir une telle activation. Ces
ions stabiliseraient 1les charges au niveau de la membrane
photosyntheétique ce qui faciliterait le changement
conformationnel au niveau du cytochrome bg/f. Cet effet
stimulateur des sels est reéversible puisqu'il est perdu apres
une incubation de plus de 5 min; apres quoi, la valeur de 1la
consommation d'oxygene retrouvée est equivalente a celle

observeée lorsque la preéparation est incubeée sans sels. Les
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propriétes photoélectrogéniques des fragments membranaires
enrichis en photosysteme I ont ete etudiés dans une cellule
électrochimique. Le phénoméne de stimulation thermique de
l'activité du photosysteme a été mesureé dans les conditions
optimales et a produit une augmentation sensible des

photocourants mesures.
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CHAPITRE 1

INTRODUCT ION

1.1 Objectifs généraux

Les plantes sont grandement affectees par les
changements environnementaux survenant dans leur habitat. Par
exemple, un stress thermique peut causer des dommages
irreversibles affaiblissant 1'intégrité fonctionnelle de ces
plantes. C'est ainsi que 1'appareil photosynthétique subit
une baisse de son activite suite a des températures
supérieures a 30 °C. Cependant, 1la diminution du dégagement
d'oxygene par le PSII survient a4 la méme température gu'une
augmentation apparente de la consommation d'oxygene par le

PSI.

Diverses hypotheses ont été émises pour expliquer ce
phénoméne. Des études ont deéja montré que, sous 1'effet des
températures élevées (Sundy et al., 1984, Gounaris et al.,
1983, 1984) et des hautes intensités lumineuses (Havaux et
Lanmoye, 1987), le complexe pigment-protéine du PSII se
dissocie du centre réactionnel de ce dernier. Les hautes
intensités lumineuses entrainent également la phosphorylation
du complexe antemmique du PSII. Une fois phosphoryle, ce

complexe migre vers les lamelles stromales, o4 est situé le



PSI, et s'associe au complexe pigment-proteine du PSI. Les
hautes intensites lumineuses s'accompagnent geéenéralement
d'une eélevation de la température. Ainsi, on observe, a
partir de 35 °C (Gounaris et al., 1984), la dissociation du
complexe anternnique du PSII et sa migration vers le PSI.
Ivanov et ses collaborateurs (1986) ont donc supposé que
cette reorganisation membranaire etait responsable de

1'augmentation de 1'activité du PSI aux températures éleveées.

En utilisant divers composés pour inhiber les différents
sites de fixation au niveau du transport d'électrons du PSI,
Thomas et ses collaborateurs (1986), ont pu déterminer que
la stimulation thermique de 1l'activité du PSI eétait localisée
au niveau du complexe du cytochrome bg/f. Ils ont donc
propose qu'un changement conformationnel survenait au niveau
de ce complexe cytochromique sous 1'effet des températures

élevees.

Les hypothéses precedentes ont, cependant, éteé proposees
a partir de reésultats provenant de thylacoides entiers.
L'originalité de ce projet de recherche consiste a veérifier
lagquelle des deux hypotheses peut expliquer 1'activation
thermique au niveau de fractions membranaires enrichies en

PSI. L'isolement des membranes de PSI permet d'éliminer le



complexe antennique du PSII. 11 devient donc possible de

déterminer 1'hypotheése valable.

Les objectifs de ce projet sont de déterminer si une
stimulation thermique est observable au niveau des membranes
de PSI 1isolees et de mener une etude plus approfondie du
mécanisme d'activation en vérifiant 1'importance des sels et
de diffeéerents donneurs d'electrons. Comme une nouvelle
cellule photoélectrochimique a eté développée au cours des
dernieres annees au laboratoire, 11 devient aussi pertinent
de verifier si cette activation permet d'augmenter le
photocourant géneéré par 1les membranes de PSI et enfin
d'etudier 1les caracteristiques photoélectrogeniques de ce

photosysteme.

1.2 Aspects généraux de la photosynthése

La température affecte le fonctiommement et la structure
de 1'appareil photosynthétique. Il est donc important
d'expliquer la chaine de transport d'electrons et de
détailler l'arrangement du chloroplaste. Nous étudierons
également la structure et la fonction du PSI et du complexe
du cytochrome bg/f puisqu'il sera grandement question de ces

deux complexes dans ce travail.



1.2.1 La chaine de transport d'électrons

La chaine du transport d'électrons est illustrée sur la
figure 1. Les pigments photosynthétiques associés aux
complexes antenniques des photosystéemes captent 1'énergie
lumineuse. Suite a 1'absorption de photons, il y a séparation
de charge entre 1le centre reéactionnel du PSII et 1la
phéophytine. L'oxydation de Pé80 permet de soutirer un
eglectron au donneur primaire du PSII, 2Z, qui semblerait @etre
une tyrosine (Debus et al., 1988). L'électron de Z provient
du complexe de degagement d'oxygéne qui est composé de quatre
atomes de manganese. Ce complexe, soumis & un cycle & qguatre
etapes, provoque la photolyse de deux molécules d'eau en
quatre protons et quatre eélectrons et libere 1'oxygene.
Lorsque la phéophytine est réduite, 1'@electron est tranfére a
Bp qui est le premier accepteur stable du PSII. La
plastoguinone, sise au site de Qp, acceptera deux électrons
de Qp et recevra deux protons provenant de 1l'exterieur. Cette
plastoquinone réduite diffusera alors dans 1le milieu pour
migrer vers 1le complexe cytochromique bg/f. A cette étape,
deux protons seront libérés dans le lumen assurant ainsi le
gradient de protons nécessaire a 1'ATPase. Ensuite, la
plastocyanine, une protéine extrinseque, acceptera cet

@lectron et diffusera jusqu'au site d'oxydation du PSI.
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Au niveau de la reéaction de Hill, 1le PSI catalyse un
transport d'electrons entre deux proteines mobiles, la
plastocyanine et 1la ferrédoxine. La plastocyanine fait 1la

navette entre le complexe du cytochrome bgf et 1le centre
reéactionnel du PSI. L'absorption de la 1lumiere par le PSI
induit 1l'excitation électronique des pigments. Cette énergie
est transfeérée & des chlorophylles situées dans le centre
reactionnel qui, dans un etat excite, devient capable de
transmettre rapidement un electron au donneur primaire Ag.
Ceci est 1la premiere de plusieurs etapes de transport
d'électrons, lesquelles correspondent a une diminution
progressive de l'énergie chimique du systeme et a la

stabilisation de la séparation des charges :

P700---> Ag-—-> Aj——-> F,——-> Fp ou Fg -—-> Fd
0 1 X A B

Tel que démontré ci-haut, A; accepte les electrons
provenant de Ap et les donne au centre fer-soufre Fy qui les
distribue aux centres Fp et Fg. Deux modeles ont ete proposes
pour le transport de F, & Fq et Fg : un modeéle linéaire ou Fy
donne d'abord a Fg qui transmet l'électron a Fp et un modele
4 deux branches (YY) o4u F, peut donner équitablement a Fp
ainsi qu'a Fpg (Lagoutte et Mathis, 1989). Dans ce dernier
cas, si Fp est préréduit alors F, peut donner a Fpg ou

inversement si Fp est préreéduit. Cependant, si1 tous |les



centres fer-soufre sont préréduits, alors aucun transport

d'électrons n'est observeée (Evans et Bredenkamp, 1990).

Le transport d'électrons entre le centre réactionnel du
PSI et le NADPY* s'effectue par 1'intermédiaire de deux

protéines : une proteéine fer-soufre, la ferrédoxine (Fd) et

une proteéeine contenant de la flavine, la ferreédoxine:NADP
oxydoreductase (FNR). La séquence de ce transport d'électrons
inclut:
1) Le transport d'electrons des centres Fp et Fg a la
Fd.
2) Le transport d'électrons de la Fd réduite au FNR.
3) Le transport d'électrons de la FNR au NADPT.

La FNR est localisée dans les reégions non-empilées et
aux bordures des grana des thylacoides et semble &tre liée au
complexe du PSI. Puisqu'il existe deux sites de liaison de 1la
ferrédoxine sur la membrane thylacoidienne, deux modes
d'interactions ont eté suggérés (Golbeck, 1987) : i) La
ferrédoxine sert comme transporteur d'électrons faisant 1la
navette entre le centre [Fp/Fgl au site ou la FNR est liee a
la membrane et 1ii) La ferrédoxine accepte 1les électrons
provenant du PSI en étant immobilisée par liaison & la FNR.
Cependant, une expérience reécente indique que 1'interaction
de la ferrédoxine avec le PSI est indépendante de son site de

liaison a la FNR, ce quil 1lui confeére un rsle de transporteur



d'électrons mobile entre les centres fer—-soufre et la FNR

(Golbeck, 1987).

1.2.2 L'appareil photosynthétique

Le chloroplaste est constitueé de deux membranes
topologiquement et fonctionnellemenf distinctes qui sont
séparées l'une de 1'autre par un espace de 10 a 20 nm. Ces
membranes forment 1'enveloppe chloroplastique. La membrane
interne prolifeére quelquefois pour former des replis dans le
compartiment agqueux du chloroplaste, le stroma. Le stroma
renferme la membrane photosynthétique dont 1'organisation
particuliere favorise l'activité optimale des photosystemes :
les thylacoides qui prennent la forme d'un réseau constitué
de membranes agrégeées, appelées les grana, attachees a des
membranes nan empilées, les lamelles. La membrane
thylacoidienne est présentée sur la figure 2. Les surfaces
externes et internes des thylacoides sont clairement
distinctes. La surface externe est i1mmergée dans le stroma
alors que la surface interne renferme un compartiment aqueux,
l1'espace intrathylacoidien, qui est continu entre les regions

empilées et non empilées (Foyer, 1984).

Les thylacoides renferment cing complexes membranaires

soient les complexes antenniques du PSII, les centres
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reactionmmels du PSI et PSII, le complexe du cytochrome
bgy/f et 1le complexe de 1'ATP synthétase (Murphy 1984). On
retrouve le PSI au niveau des lamelles alors que le PSII est

situé dans les grana (Foyer, 1984).

La composition lipidique, proteique et pigmentaire des
thylacoides est tres différente de celle retrouvée au niveau
de la membrane interne de 1'enveloppe chloroplastique (Foyer,
1984). La membrane du chloroplaste est tres riche en
galactolipides et en phospholipides. Les membranes
thylacoidiennes contiennent «cing classes de 1lipides :
monogalactosyldiacylglyceérol ’ digalactosyldiacylglycérol,
sulphoquinovosyldiacylglycerol phosphatidylglyceérol et

phosphatidylcholine (Murphy, 19864).

La chlorophylle constitue 20-30 % du total lipidique de
la membrane thylacoidienne. Toutes 1les chlorophylles des
membranes des plantes sont associées a des polypeptides
spécifiques pour former des complexes pigments—protéines

(Murphy, 19864).

Les autres pigments des thylacoides sont les
caroténoides, les lutéines et les xanthophylles. Ces pigments
ont un role de photoprotection et un role d'accessoire aux

complexes d'antennes (Murphy, 1986).
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1.2.3 Le photosystheme I

Chez les plantes supeér ieures, la composition
polypeptidique du PSI peut s'établir 4 wune dizaine de
protéines . Ces différents polypeptides peuvent @tre divisés
en trois catégories principales (Lagoutte et Mathis, 1989) :

1)La premiere implique directement 1le noyau du centre

reactionnel. Il est composé de deux classes de
protéines. L'une est constituée par 1'apoprotéine du

P700 et 1'autre par un petit polypeptide de 9 kDa riche

en cystéines et qui lie les centres Fp et Fpg.

2) La seconde catégorie est constituee par trois ou

quatre protéines périphériques dont le poids moléculaire

varie de 9 a 22 kDa et qui sont probablement impliquées
dans les intéractions avec la ferrédoxine et 1la
plastocyanine.

3) La troisieme classe inclut les polypeptides de 22 &

29 kDa associés au complexe collecteur de lumiere du

PSI. Cette antenne du PSI 1lie environ 100 chlorophylles

a et b dans un rapport de 3.5 (Golbeck, 1987).

Le complexe natif du PSI est connu sous le nom de
PSI-200 puisqu'il contient environ 200 chlorophylles dans son
noyau et dans son antenne périphérique. Il est constitué par
le P700, les accepteurs Ag, Ay, Fy, Fp, Fpg ainsi que par le

complexe antennique (Bruce et al., 1989, Golbeck, 1987).
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Le PSI-100 contient environ 120 chlorophylles par P700
et est composé d'environ sept polypeptides dont le P700, RO,
Ry, Fy, Fp, Fp mais ne contient pas de complexe antennique

{Bruce et al., 1989, Golbeck, 1987).

Le complexe du PSI est constitué d'une dizaine de
sous—unites polypeptidiques dont cing sont codées par le
chloroplaste et six par 1le noyau cellulaire. La figure 3
présente les différents polypeptides du PSI (Scheller et

Moller, 1990).

1.2.3.1 Les polypeptides codés par le chlaoraoplaste

La sous—unité I est formée de deux protéines homologues
désigneées PSI-A et PSI-B codées par les génes psa A et psa B.
Ces deux polypeptides de 82 kDa forment un hétérodimére qui
contient le centre reéactionmel photochimique du PSI, les
accepteurs primaires et intermédiaires Ap et A; ainsi que le
centre fer-soufre F, (Scheller et Moller, 1989, 1990). La
nature chimique du centre reéactionnel 1le classe comme un

dimere de chlorophylle a (Golbeck, 1987).

Les polypeptides de la sous-unité 1 se sont hautement

conserveés au cours de 1'évolution. Ce haut degré de
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conservation refleéte 1'importance du roéle de cette sous-

unite dans la photochimie du PSI (Reilly et Nelson, 1988).

Cette sous-unité contient, entre autres, des résidus de
cysteines, localisés dans la reégion hautement conservée. Ces
cysteines agiraient comme ligands pour le centre Fy (Scheller
et al., 1989). La distribution de ces acides aminés ferait en
sorte que le centre F, serait partagé entre les polypeptides

PSI-A et PSI-B (Lagoutte et Mathis, 1989).

Les centres Fp et Fp sont localisés sur un polypeptide
de 9 kDa codeé par le géne chloroplastique psa C (Scheller et
Moller, 1990). Cette protéine contient huit atomes de fer et
une quantite identique d'atomes de soufre. Les centres Fp et
Fgp sont definis comme des centres [4Fe-4S] (Wynn et Malkin,
1988). Cette proteine contient une séquence d'acides amines
hautement conservee qui inclut quatre cysteines dupliqueées,
organisees dans une configuration typique: deux cystéines
sont toujours localisdées entre les reésidus 10-20 et 47-37
(Lagoutte et Mathis, 1989). Ces cystéines lieraient les
centres Fp et Fg. On peut penser qu'un centre Fe-S est
complexé avec les trois premieres cysteines du N-terminal et
la dernieére du C-terminal dans une reégion hydrophobe, etant
donné que la structure tertiaire du polypeptide PSI-C est

presqu'identique a celle retrouvee chez les bacteries
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(Lagoutte et Mathis, 1989). Le second centre Fe-S serait lieée
avec les autres cystéines dans une région principalement
hydrophile. La meilleure accesssibilite de Fg aux agents
externes ainsi que sa plus faible photoréduction A& basse
température comparativement & Fp supportent 1'hypothése que
Fg est localise dans la région hydrophobe (Lagoutte et

Mathis, 1989).

La sous—uniteé PSI-I, codée par le gene psa I, est tres
hydrophobe et fermement liege au CPI. Cette sous-unite
participerait a4 la liaison du PSI, Ag, Ay (Scheller et

Moller, 1990).

1.2.3.2 Les sous—unités codées par le noyau cellulaire

Le gene psa-D code pour la sous—unité PSI-D qui
interagit avec la ferrédoxine. Cette dernieére est une
protéeine extrinseque périphérique, localisée du coté du
stroma de la membrane thylacoidienne (Scheller et Moller,
1990). La sous—-unité PSI-D possede des domaines hautement
positifs. Sa fonction devrait donc €tre de neutraliser les
charges négatives de la ferrédoxine afin que celle-ci puisse
interagir avec 1le PSI malgré les charges négatives de 1la

surface membranaire des thylacoides (Bruce et al.,1989).
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Cette sous—unité a un poids moléculaire de 22 kDa. Ce
sont les groupements carboxyls de la ferrédoxine qui seraient
liés aux groupements amino-lysines de PSI-D (Zilber et

Malkin, 1988).

La plastocyanine interagit avec une sous—unité de 19 kDa
codée par le gene psa F (Scheller et Moller, 1990, Bruce et
al., 1989). Tout comme pour la ferrédoxine, la présence de
régions positives sur cette sous—unité lui confeére un role de
stabilisation des charges négatives entre la plastocyanine et

le complexe du PSI (Golbeck, 1987).

La plastocyanine et 1la ferrédoxine sont localisées
respectivement dans le lumen et le stroma. Leur site
d'interaction avec le PSI est donc situé sur les coteés

opposés de la membrane (Bruce et al., 1989).

Les deux sous—-unités de 19 et 22 kDa ne sont pas
essentielles puisque la plastocyanine peut interagir
directement avec 1le centre reéactiommel du PSI alors gque 1la
ferrédoxine peut se lier a4 la sous—unité PSI-C qui lie les
centres Fp et Fpg. Leur r&éle est donc de faciliter le
transport d'électrons aux deux sites respectifs. Elles

doivent également orienter la ferrédoxine et la plastocyanine
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afin de permettre un transport d'électrons efficace (Bruce et

al., 1898, Scheller et Moller, 1990).

Le role des autres polypeptides codés par le noyau n'est
pas encore élucidé. Soulignons toutefois que le PSI-E est une
protéine périphérique situee du coteée du stroma, PSI-K semble
8tre tres solidement 1lie au centre reactionnel du PSI
(Scheller et Moller, 1990). PSI-H aurait pour fonction de
participer a la liaison des polypeptides du complexe
antennique du PSI au noyau central du PSI (Scheller et

Moller, 1990).

1.2.3.3 Les accepteurs d'electrans su PSI

Les transporteurs primaires et intermédiaires Ag et A;
sont liés au centre reactionnel du PSI mais leur site de
liaison n'a pas encore éteé i1dentifié (Scheller et Moller,

1990, Webber et Malkin, 1990).

Ap a les proprietés d'un monomere de chlorophylle a
(Scheller et Moller, 1990, Golbeck, 19B87). Selon les études
de Thurnauer et de ses collaborateurs (1989), A1 est defini
comme une phylloquinone. Le PSI contient deux molecules de
vitamines ki par centre reactionmel mais seulement une des

deux semble requise pour le transport des electrons de A; aux
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centres fer - soufre (Bruce et al., 1989). Les polypeptides
de ces deux accepteurs sont les produits des genes psa A et

psa B (S5cheller et Moller, 1990).

Il exliste une contreverse dans la littérature au sujet
du centre F,, Qgui pourrait @&tre soit un centre [2Fe-2S]
(Lagoutte et Mathis, 1989) ou [4Fe-4S] (Golbeck, 1987, Webber
et Malkin, 1990, Evans et Bredenkamp, 1990). Les quatre
atomes de fer de ce centre sont reliés & quatre cystéines

situées dans 1'hétérodimere PSI-A/PSI-B.

Selon Golbeck (1987), si F, est un centre [2Fe-251, il
nécessiterait la présence de huit cystéines pour permettre la
liaison. Cependant, 1le centre reéactionnel tel gque constitueée
ne procure pas autant de 1ligands. Afin de palier a ce
probléme, le centre réactionnel serait représenté comme un
tétramére et non plus comme un dimeére. La stoechiométrie
d'une telle structure tétramerique necessiterait un bris dans
l'organisation conformationnelle puisque seulement deux genes
coderaient pour les quatre polypeptides similaires.
Cependant, si F, s'avére @€tre un centre [4Fe-45], un total de
quatre cystéines seulement est nécesssaire. Dans un tel cas,
l1'arrangement conformationnel d'un dimere peut fournir les
ligands requis. Il est donc maintenant convenu que le centre

F, est un [4Fe-451].
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1.2.4 Le complexe du cytochrome b,/f

Le cytochrome bg/f est un complexe protéique composé de
quatre polypeptides majeurs et plusieurs centres redox: deux
cytochromes bggg de 23.4 kDa dont un de haut potentiel redox
et un de faible potentiel qui assurent le transport
d'électrons entre le stroma et 1le lumen de la membrane
thylacoidienne, un cytochrome f de 31.1 kDa, une protéine
fer—-soufre de Rieske de 18.92 kDa, un polypeptide dont le
poids moléculaire se situe entre 15 et 17 kDa et de fonction
inconnue mais qui serait lie a la protéine de Rieske (Nugent
et Bendale, 1987). Ce complexe serait localisée au hasard dans
la membrane thylacoidienne, autant dans 1les grana que dans
les lamelles (Allred et Staehelin, 1986) . Ce complexe
cytochromique sert de transporteur d'électrons entre le PSII
et le PSI par 1l'intermédiaire de la plastoquinone et de 1la
plastocyanine et agirait comme une pompe a protons. De plus,
il est impliqué dans 1le transport cyclique d'électrons

(Joliot et Joliot, 1986).
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1.3 Dommages causés a l'appareil photosynthétique
par la température

L'abaissement de l'activité photosynthétique observe
suite a un stress thermique est causé par des changements
moléculaires affectant l1'intégrite fonctionnelle du
chloroplaste. Dans cette section, il sera donc question des
meécanismes et des reéorganisations impliqués au niveau de
1'appareil photosynthétique lors d'une exposition a de hautes

températures (35-350 °C).

1.3.1 Sensibilité de 1'appareil photosynthétique et de ses

polypeptides
L'appareil photosyntheétique subit des dommages
importants sous 1'effet des températures élevées. Cette

sensibilité de 1a photosynthése au choc thermique diffeéere
selon le génotype des plantes (Chaisompongpan et al., 1990).
Les expériences que ces chercheurs ont effectuées
démontrent également que peu importe le génotype, un stress
a 42 °C réduit considérablement le dégagement d'oxygene mais
n'est pas suffisant pour provoquer des dommages
irréversibles a la membrane plasmique. Ces dommages
irréversibles peuvent se traduire par la perte de 350% des
ions. Ainsi, ces résultats indiquent clairement que la baisse
de l'activite photosyntheétique survient avant la

détérioration de la membrane plasmique.
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Soumise a un stress thermique, 1l'enveloppe membranaire
du chloroplaste montre une 1lésion apparaissant entre S3 et
37 °C (selon les especes, 1'état des feuilles et 1la vitesse
de l'intensité calorifique) qui serait due a la perte

soudaine de 1'eau du chloroplaste (McCain et al., 1989).

Une longue exposition a la chaleur n'altere pas
visiblement 1la composition de 1la membrane, mais diminue
fortement la synthése de plusieurs de ses composés ayant des
fonctions specifiques au niveau de 1'appareil
photosynthétique dont 1'apoprotéine du centre reéactionmnel du
PSII, les sous—-unités protéolipidiques o« et @B de 1'ATPase
synthetase, le cytochrome f et bggg9 ainsi qu'un composé de 47
kDa du PSII (Suss et Yordanrov, 1986). Krisman et ses
collaborateurs (1988) ont étudié deux variétés de blée :
Sturdy et Mustang. lls ont remarque que la premiere
présentait wune réduction dans la syntheése de la petite sous-
unité de Rubisco a 34 °C comparativement a la seconde. Telle
que rapportée par Vierling (1983), 1la sensibilité de cette
protéine au choc thermique peut €tre un facteur important de
dommage aux plantes puisqu'elle diminue 1la syntheése des

protéines chloroplastiques provenant du cytoplasme.

La phosphorylation est également affectée par les

températures élevées. Six polypeptides de 43, 33, 32, 26,
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25.5 et 9 kDa sont phosphoryleés de fagon preédominante
comparativement aux autres protéines des thylacoides. De ces
proteines, celles de 25.5 et 26 kDa représentent les sous-—
unites du complexe protéique de chlorophylle a/b du PSII
alors que les autres sont les constituants du centre
reactionnel du PSII (SiGs et Yordanov, 1986). Les conséquences
de la phosphorylation du complexe collecteur de lumiére du

PSII sont explicitées & la section 1.3.3.

1.3.2 Effets des températures élevées sur les lipides

La composition lipidique des membranes thylacoidiennes
ne change pas sous l'effet des hautes températures mais la
proportion des acides gras varie. Le niveau d'acides gras

totaux libres dans les thylacoides peut augmenter de 2 a 3

fois lorsque les membranes sont incubées aux hautes
températures (Santarius, 1980). Les plus sensibles sont les
acides insatures comme les acides linoléique et

hexadécatriénoique, les plus abondamment retrouvés dans les
membranes photosynthétiques. La présence de petites quantites
d'acides gras due & 1l'hydrolyse, tel 1'acide linoleique,
conduit a4 1’'augmentation de 1la sensibilite thermique des
membranes. Ainsi, la formation d'acides gras libres par
l'action des lipases endogénes pourrait augmenter les forces

d'interaction polaire entre les membranes et diminuer la
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thermostabilite des structures membranaires et donc
contribuer partiellement a endommager l1'integrite
fonctionnelle des membranes durant un choc thermique

(Santarius, 1980).

Gounaris et ses collaborateurs (1983) ont observeé, suite
a une incubation aux températures supeérieures a 43 °C, une

séparation de phase des lipides ne formant pas de bicouches.

Les hautes températures augmentent la fluidite et 1la
diffusion latérale des lipides dans les membranes. {(Yordanov
et al., 1986). Les lipides pourraient alors influencer

l'activité photochimigque par les produits de leur hydrolyse

ou par les changements de 1leur fluiditeé, la dénaturation
survenant a une fluidité critique (Raison et al., 1982). Ces
modifications dans la fluidite lipidigue pourraient

influencer 1la dissocciation du PSII et de son complexe
pigment—-protéine (section 1.3.3). Un autre exemple de
l'importance de la structure membranaire se remarque au
niveau de 1'inactivation thermique de la phosphorylation non
cyclique gqui résulte probablement de 1'inactivation du

transport d'électrons conduit par le PSII.

Les protéines de surface jouent également un role

significatif pour maintenir 1'organisation membranaire des
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thylacoides (Singh et Singhal, 1989) . Les interactions
lipides—proteéines sont alterees puisque la fluidite
membranaire est affectée par 1la perte des proteines de
surface 1nduite par la chaleur. Comme 1les pigments sont
localisés dans la reégion hydrophobe centrale des protéines et
sont aussi en contact avec les domaines non polaires des
lipides, 1les interactions entre ces chromophores et les
lipides en sont d'autant plus influencees (Singh et Singhal,

1989).

1.3.3 Changements conformationnels des chloroplastes suite au
stress thermique

Des rearrangements conformationnels troublant
l'intégrité membranaire sont observés suite a une exposition

aux températures élevees (Gounaris et al., 1983, 1984).

Les chloroplastes vont montrer une réorganisation a
35 °C. Cette réorganisation s'averera d'autant plus
importante que la température est plus élevée. Ainsi, on
remarque des changements survenant a deux niveaux de
température avec les techniques de cryothérapie. Les premiers
sont retrouvés dans 1'intervalle de 353-45 °C et impliquent
une perte de 1'empilement des grana causant ainsi la

formation de nouveaux sites ou 1la modification des sites
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d'attachement des thylacoides. Les températures au-dessus de
43 °C entrainent une veésiculation générale des membranes

thylacoidiennes.

On peut apporter 1ici une description plus détaillée de
ces reaorganisations conformationnelles. Les membranes
incubées dans 1'intervalle de température de 35-43 °C

montrent une tendance a se désempiler et ont une apparence

concentrique. Les fractures effectueées a travers ces
membranes revelent les faces exoplasmiques (EF) et
protoplasmiques (PF). La face PF se distingue de la face EF

par la présence de particules de plus grande densité. Malgre
que 1l'empilement des membranes soit largement aboli avec
l1'incubation &4 45 °C (veésiculation des membranes), des sites
d'attachement persistent encore. Ces sites, dispersés dans
tout le chloroplaste, sont de moindre dimension (250-300 nm
de diametre) que les sites d'attachement originaux associes
avec les reégions empilées (300-400 nm) n'ayant pas subit de

stress.

La grandeur et la distribution des particules des faces
EF et PF des chloroplastes ayant subit un traitement a
35-435 °C sont tres differentes de celles des faces
correspondantes dans les chloroplastes non traiteés. On

observe une absence complete des particules intramembranaires
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a l'interieur des sites d'attachement des faces EF empilées
des eéechantillons traiteés, alors qu'on retrouve chez les
controles un grand nombre de ces particules a l'extérieur
des sites dans les faces EF empilées. Au niveau des faces EF
des régions lamellaires de ces mémes échantillons traités, on
remarque un grand nombre de particules, contrairement aux
controles. De plus, le diametre des particules des faces EF
des thylacoides traités & 1la chaleur est de 9 nm. Les
particules plus larges (11 nm) qui sont originalement
présentes dans les faces EF des controles sont apparemment
exclues des gsites d'attachement des chloroplastes traites et
expulsees vers 1les reégions non attachées de la membrane. Au
méme moment, elles semblent subir une réduction de leur

dimension.

La perte progressive des particules de 1la face EF
indique qQue les composés de cette face, soient 1le complexe
antennique de chlorophylle a/b et le complexe central du PSII
se dissocient aux hautes températures (Armond et al., 1980,

Schreiber et Armond 1978).

D'autres eétudes (Sundby et Anderson, 19835) supposent que
cette réorganisation implique un detachement du PSII avec son
complexe protéique, suivi d'une migration de ce PSII vers les

lamelles. Il est & noter 1ici que 1le PSII possédant ses
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complexes collecteurs de lumiere est nomme PSII,, qu'il est
fonctiommel et gqu'il se situe dans 1les grana. Sans ses
antennes, le PSII devient inactif et est alors appele
PSIIgz. On retrouve ce dernier dans les regions non empilées.
Ainsi, sous le stress thermique, le rapport PSII/PSI dans les
lamelles augmente a 45 °C comparativement a 3 °9C (Sundby et
al., 1985). Le complexe mobile périphérique du PSII possede
le mé&me contenu d'antenne que le PSIIp localise dans les
regions non empilées (Stundby et al., 1983). Cette migration

est cependant reéversible lorsque 1'échantillon est refroidi.

La dissociation du PSII et de son antenne pourrait €tre
reliee aux alterations des interactions bydrophiles et
hydrophobes (Berry et al., 1980). En assumant que les forces
liant le PSII avec son complexe pigment-protéine sont
hydrophobes, alors 1'augmentation de la température diminue
la force de ces interactions. A mesure que la température
s'éleve, ces forces d'interaction diminuent et les complexes
se seéparent. L'augmentation de la fluidite membranaire, telle
que soulignée a la section 1.3.2, est donc impliquee dans

cette dissociation.

La distribution de 1'énergie d'excitation entre le PSI
et le PSII est également changée sous 1'effet de 1la chaleur

(Haveaux et Lannoye 1987, Kyle et al., 1983). Une kinase
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protéique régularise la distribution de la lumiere entre les
deux photosystemes. Cette kinase reste active aux
températures eleveées. La chaleur induirait alors le
développement de 1'état II. (Dans 1'état II, 1le PSII est
surexcité par rapport au PSI. Le bassin de plastoquinones est
alors reduit activant ainsi la kinase qui vient phosphoryler
le complexe périphérique du PSII, ce qui augmente ainsi la
distance entre les deux. L'énergie est donc redistribueée vers
le PSI.) Ce changement dans la distribution de 1'énergie
pourrait etre un meécanisme protecteur pour eéeviter le
photodommage du PSII aux hautes intensités lumineuses qui
accompagnent habituellement les températures eleveées dans

les champs (Haveaux et Lannoye, 1987).

1.3.4 Effets de 1la chaleur sur 1l‘'activité des deux
photosystémes
Parmi tous les mecanismes impliqueés dans la

photosynthese, celui du deégagement d'oxygene est 1le plus
sensible aux hautes températures et entre les deux
photosystemes, c'est le PSII qui est le moins résistant a la

chaleur.

On a déja observeée que l1'appareil photosynthétique
subissait une baisse de son activite suite a une exposition a

des températures supérieures a 30 °C. La diminution du
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dégagement d'oxygene par le PSII survient a la meéme
température que 1'augmentation de la consommation d'oxygene
par le PSI (Thomas et al., 1986). Plusieurs phénomenes
peuvent expliquer 1'inactivation thermique du PSII:
- extraction de cations divalents tels que Catt et Mg++
de la membrane du PSII, ces cations étant essentiels
pour la stabilisation de 1'assemblage moléculaire du
centre réactionnel du PSII (Inoue et al., 1987).
- libération des protéines de 33, 24 et 18 kDa ainsi
que la perte du Mn endogene des membranes du PSII.
L'inactivation compléte de 1l'activité du PSII survient a
50% de perte de Mn*t (Nash et al., 1985).
- dissociation du complexe d'antenne du centre

reactionnel (section 1.3.3).

Le PSI ne se comporte pas de la méme facon que le PSII:
on observe un sommet de son activitée a 50 °C (Thomas et al.,
1986). Certaines hypotheses ont été émises pour expliquer ce

phénoméne.

1) La réorganisation de la membrane thylacoidienne aux
températures eleveées expose un site accepteur
d'eélectrons localisé dans le complexe du cytochrome bg/f
de la chaine de transport d'électrons. L'exposition de
ce site semble €tre liée aux changements au niveau des

interactions lipide—protéine qui surviennment dans 1la
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membrane en réponse au stress thermique (Thomas et al.,
1986) .

2) La dissociation du complexe d'antenne du PSII se
produisant aux hautes tempeératures pourrait amener une
redistribution des complexes protéiques selon le modele
de Kyle et Arntzen (1983) qui proposent que ce complexe
se rapprocherait du PSI, ce qui augmenterait son
activiteé et sa résistance a la chaleur, favorisant ainsi
le developpement de 1'état II. Ivanov et Velitchkova
(1990) ont observeé une augmentation du signal P700% en
réesonance paramagneétique. De plus, 1ils ont étudie 1la
fluorescence des thylacoides soumis a des tempeératures
élevees (Velitchkova et al., 1989) . Le niveau de
F735/Fegs augmente de 60% a 50 °C comparativement a
celui obtenu a 20 °C. Ils expliquent leurs reésultats par
la reorganisation structurale des membranes
thylacoidiennes et des complexes pigments-protéines du
PSI et PSII conduisant a l'inactivation du PSII et a la
redistribution de 1'énergie d'excitation en faveur du
PSI.

3) Gounaris et ses collaborateurs (1984) ont explique
la difference au niveau de l'activite des deux
photosystémes, survenant a la méme température, par la
séparation de phase des 1lipides ne formant pas de

bicouche.
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Vigh et ses collaborateurs (1989) ont remarqué que le
seuil de température a laquelle le PSI montrait une
augmentation de son activite etait influence par
1'bydrogenation des acides gras. Une saturation de plus de
35 %4 des doubles liaisons cis des acides gras des membranes
elimine la stimulation de l'activité du PSI. Des études ont
montreé que l'acclimatation des plantes aux hautes
températures resulte en une saturation des acides gras
polaires des thylacoides (Bjorman et Berry, 1980) .
L'augmentation de 1la saturation des 1lipides apporte la
reduction du niveau de fluidite membranaire ce qui
permettrait ainsi d'augmenter le seuil de température causant

les dommages irreéeversibles aux membranes.

1.3.9 Effet du pH et des ions

Une autre cause de 1la destabilisation de la membrane
pourrait ®tre sa charge neégative. La charge nette négative
est dérivée des groupements carboxyls associés avec les
acides glutamique et aspartique (Barber, 1982). La charge
positive quili existe au pH neutre et domine au pH inférieur a
4.3 vient probablement des groupes guanidine et arginine. La
majoriteé de la charge electrique nette sera associee avec les

lamelles du stroma. La charge membranaire Jjoue un role

important dans le maintien de la structure native des



32

proteines dans la phase hydrophile. Ainsi un changement de pH
et la présence d'ions influenceront la thermostabilite

membranaire.

La présence de faibles concentrations d'ions métalliques
diminue la mobilité des composés des thylacoides et pourrait
augmenter la stabilite a la chaleur de 1'appareil

photosynthétique (Yordanov et al., 1986).

L'augmentation de la température est accompagnée par une
diminution de l'activite photosynthéetique aux pH 4 et 8 et
par une activite maximale au pH 3.5 (Venediktov et
Krivoshejeva, 1984). Cette tolérance des chloroplastes au pH
3.5 pourrait s'expliquer par le fait que ce pH se rapproche
sensiblement de celui retrouvée 1in vivo. Les thylacoides
perdent completement leur activitée & 40 °C en absence de Cl~™
alors que la preésence de NaCl ou de CaClp maintient
l'activite aux températures éleveées a pH 7.8. (Venediktov et

Krivoshejeva, 1984).

lLes modifications au niveau du pH et de la concentration
des sels affectent les charges eélectrostatiques de 1la
membrane et peuvent influencer la conformation des protéines
et par conseéequent changer leur activiteé fonctionnelle et

leur température de dénaturation (Critchley et Copra, 1988).
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Les températures élevées 1induisent donc des changements
importants a l'organelle chloroplastique. Les transitions de
phase lipidiques augmentant la fluidite membranaire et les
modifications conformationnelles causant la destruction de la
membrane thylacoidienne troublent la permeéabilite hautement
selective et conduisent a la perte de l1'intégrite

fonctionnelle de 1'appareil photosynthétique.

1.4 Acclimatation de 1'appareil photosynthetique
aux températures éleveéees

La protection thermique est definie comme eétant la
capacité des organismes a tolérer les hautes températures
normalement létales apreés une exposition 1initiale a une
température sublétale, induisant la synthese de proteéines de

choc thermique (Krisman et al., 1988).

L'impact des hautes températures sur 1la photosynthese
dépend du geénotype des plantes, de leurs conditions de
croissance, du regime thermique de leur habitat et de leur
etat physiologique. Des plantes exposées ou croissant a des
tempeératures moderement elevées ont un appareil
photosyntétique dont la stabilite thermique est plus grande
que des plantes ayant pousseé a de basses températures
(Chaisompongpan et al., 1990). La capaciteé des plantes a

s'adapter a des températures modeérement elevees (limitant les
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dommages du stress thermique) et 1'habileté de recouvrement a
ce stress sont des facteurs importants dans la détermination
de 1la performance des plantes dans un environnement de
températures elevées (Chaisonpongpan, 1990). De méme, les
vieilles plantes seront moins aptes 4 s'adapter & des climats

plus chauds.

L'acclimatation des plantes & la chaleur est associee a

la réorganisation membranaire des thylacoides conduisant a
améliorer leur thermostabilité. Dans la partie qui suit, les
transformations que subit le chloroplaste lorsqu’'il devient

acclimaté aux hautes températures seront abordées.

1.4.1 Viscosité et fluidite

I1 est possible in vitro de stabiliser 1les membranes
photosynthétiques et de 1leur conférer une reésistance aux
températures sublétales en changeant la viscosité du milieu.
Quelques solutés tels que les sucres, certains acides aminés
comme 1'aspartate a pH 6 et 1la glutamate a pH 7, le diméthyl
sulfoxide et 1'éthyleéne glycol sont capables de stabiliser 1la

membrane aux températures élevées (Al-Khatib et Wiest, 1990).

Cette augmentation de la viscosite est également

retrouvée in vivo durant l'acclimatation. Des expériences ont
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démontreé qu'un transfert des plantes de 20 & 45 °C modifiait
rapidement leur viscosité alors que 1la fluidité 1lipidique
diminuait pour ce méme transfert (Raison et Berry, 1979).
D'autres expériences ont indique qu'il n'y a pas de
transition de phase affectant 1'ordre moléculaire des lipides
lorsque survient 1'adaptation (Miss et Meena, 1986). 0On peut
alors expliquer ce phénoméne par un changement au niveau des

forces hydrophiles et hydrophobes dans les membranes.

1.4.2 Effet des ions sur 1'adaptation du chloroplaste

La présence des ions est indipensable pour la
thermostabilité de 1'appareil photosyntheétique. Par exemple,
le C17 semble €tre grandement impliqué dans la protection &
l'inactivation thermique du PSII. Sa présence augmente de
5 °C la température de demi-inactivation du PSII, celle—ci

passant de 42 C & 47 °C (Critchely et Copra, 1988).

De plus, il semble que 1la pression osmotigque peut
contribuer & rendre les plantes tolérantes a des températures
tres chaudes. Ainsi, les plantes désertiques sont de six a
neuf degrés plus reésistantes & la fin de 1la saison de
croissance estivale qu'a son début, grace a 1l'augmentation de

la concentration de petites molécules (Seemann et al., 1986).
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1.4.3 Accumulation de lipides spécifiques

L'adaptation des plantes est caractériseée par une
accumulation de digalactosyl diacylglyceral (DGDG) ,
specialement le 18:1/ 16:0 qui représente alors jusqu'a 16%
de la masse moleculaire des DGDG (Yordanov et al., 1986). Le
rapport de monogalactosyl diacylglycérol (MGDG) sur DGDG
diminue de 1.3 dans 1les plantes contrales a 0.9 dans les

plantes adaptées a la chaleur (Siss et Yordanov, 19864).

Ces chercheurs ont suggeéeré que la syntheése de DGDG
prenait place dans la membrane externe du chloroplaste au
site de formation des DGDG a partir des MGDG par la UDBG-
galactose (MGDG galactoyltransferase). La biosynthese des
galactolipides semble @tre contraleée par des facteurs de
regulation qui sont faiblement attachés a la membrane
externe. Ainsi, les changements induits par 1la chaleur a ces
facteurs, et/ou les transitions de phases 1lipidiques dans
l'environnement externe, pourraient causer l'activation
enzymatique. Cependant, 1'accumulation de composes pourrait
avoir le m@me effet, particuliérement si on consideére que la
syntheése acceléerée des DGDG repreésente 1'adaptation lente des
plantes aux hautes tempeératures. Ainsi, les proteines
cytoplasmiques du choc thermique qui s'accumulent a ces
températures pourraient fonctionner comme enzymes effecteurs

4 la surface du cytoplasme de la membrane extermne du
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chloroplaste ou se trouve liee la MGDG galactosyltransferase

(5Gss et Yordanov, 1986).

11 ne fait plus aucun doute que l'intérieur du
chloroplaste acquiert un controle métabolique sous un stress
thermigque puisque la formation de DGDG ne peut @tre accomplie
sans 1l'activation concomitante de 1la syntheése de MGDG.
Probablement que 1'effet protecteur des DGDG est associe a
leur capacitée a former des bicouches contrairement aux MGDG.
De plus, il semblerait que la diminution du rapport MGDG/DGDG
et 1les especes DGDG contenant des acides gras saturés
conduiraient & 1la diminution de la fluidite des membranes
thylacoidiennes aux températures supraoptimales (Yordanov et

al., 1986).

Cependant, chez les plantes désertiques telle que
Jojoba, S5 min d'exposition a 1la chaleur résultent dans

1'augmentation des MGDG alors qu'a 25 °C ce sont les DGDG les

especes qui dominent. Ce changement correspond a
1'augmentation de la fluiditeé membranaire et a des
rearrangements moléculaires dans les membranes
thylacoidiennes des Jojoba. Suivant le choc thermique,
1'augmentation du lipide MGDG 18:3/18:3, un lipide

etroitement implique dans l'activite photosynthetique,

pourrait gtre le stimulus apportant l'efficacite des
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photosystémes des chloroplastes chez les plantes désertiques.

(Guillot-Salomon et al., 1989).

1.4.4 Protéines du choc thermique

Yordanov et Siss (1986) ont étudié les changements dans

la composition polypeptidique du stroma du chloroplaste des

plantes servant de contrédles et des plantes adaptées a la

chaleur. La fraction soluble des protéines chloroplastiques

des plantes adaptées contenait, en plus des polypeptides
retrouvés normalement, des composés accumulés sous 1l'effet
de la chaleur. En effet, dix—neuf protéeines de choc

thermique (HSP) ont été signalées dont douze de haut poids
moléculaire : 105, 96, 86, BO, 74, 72, 71, 67, 44, 42, 36 et
35 kDa, et sept de faible poids moléculaire : 27, 22, 21, 19,

18, 14 et 13 kDa.

Cependant, des expeériences utilisant des méthodes de
purification différentes n'ont pas detecte autant de
protéines du choc thermique localisées dans 1'organelle
chloroplastique. Dans le procédé de purification au Percoll,
trois protéeines de haut poids moléculaire et six de faible
poids moléculaire ont eté retrouvees alors qu'a 1'aide d'une

purification selon un gradient de densité au sucrose, on ne
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detecte que sept protéimes du choc thermique (Restivo et al.,

1986) .

Les proteines du choc thermique sont synthétisées dans
le cytoplasme de la cellule et transportées dans le
chloroplaste par les ribosomes 1liés aux membranes. Vierling
et ses collaborateurs (19846) ont étudié la synthese de ces
protéines. En preéesence d'un inhibiteur de la synthese
proteique du chloroplaste, le chloramphénicol, la production
des proteines du choc thermique était inaffectée. Cependant,
lorsqu'on utilisait le cycloheximide pour inhiber 1la synthese
proteique des ribosomes cytoplasmiques, la plupart des
protéines, incluant les protéines du choc thermique n'étaient
pas synthétiseées. Ces données montrent que la plupart des
protéines du choc thermique sont syntheéetiseées dans le
cytoplasme et qu'une partie de celles-ci est transportee dans

le chloroplaste et intégrée aux membranes thylacoidiennes.

Ces proteines syntheétiseées en reéponse 4 un stress
thermique confeérent probablement 1la résistance contre la
chaleur a l'appareil photosynthétique. Les niveaux de
protéines de choc thermique dans les chloroplastes restent
inchangeés durant les premieres douze heures suivant le stress
(Vierling et al., 1989). Cette longue peériode de stabilite

post—traumatique suggeére que les protéines du choc thermique
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des chloroplastes sont nécessaires non seulement durant le
stress mais aussli pour le processus de recouvrement. La
synthése de ces protéines augmente avec la température pour
atteindre un maximum a4 39-40 °C et diminue 1lorsque la

température redescend & 25 °C (Kobza et Edwards, 1987).

Les classes de protéines de choc thermique de haut poids
moléculaire, i.e. HSP90, HSP&L0O, HSP70 et les homologues HSP70
sont situees dans la membrane externe et 1le stroma du
chloroplaste. Elles sont preésentes sous des conditions
normales de croissance (Marshall et al., 1990). Le niveau
d'homologues HSP70 chloroplastiques ne semble pas changeé
aprés un stress thermique et aucun nouveau homologue HSP 70
n'est détecté apreées le traitement thermique (Marshall et al.,
1990). Contrairement aux proteines de choc thermique de haut
poids moléculaire, les protéines de choc thermique de faible
poids moléculaire (21 & 24 kDa) ne sont pas présentes durant
une période ne comprenant pas de stress thermique mais sont
rapidement accumulées sous 1l'effet d'un stress a la chaleur
(Vierling et al., 1986). La vitesse de synthése de protéines
du choc thermique dans les plantes et les autres eucaryotes
est directement proportionnelle a la température du stress

appliqué (Chen et al., 1990).
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Krisman et ses collaborateurs (1988) ont étudié 1la
synthése des protéines du choc thermique de deux variéteés
différentes de blé, soit Mustang et Sturdy. Ces deux especes
ont acquis une thermotolérance différente. L'étude de ces
chercheurs portait sur la difference génotypique qui pourrait
influencer 1'babileté & toleérer 1les hautes températures. Ils
ont retrouve chez Mustang plus de protéines du choc thermique
de faible poids moléculaire (16, 17 et 26 kDa) que chez
Sturdy. Cette derniere espece s'est aveérée la plus sensible
au stress thermique. L'analyse des gels a deux dimensions
démontre que non seulement les changements quantitatifs mais
aussi qualitatifs influencent les niveaux de tolérance
thermique entre les Mustang et Sturdy. Ils suggerent donc que
les différences génotypiques peuvent corréler avec les
variations dans la syntheése des protéines du choc thermique
de faible poids moléculaire et dans 1'acquisition de 1la

tolérance thermique.

On peut alors comparer la reéponse photosyntheétique des
plantes adaptées et des plantes non acclimatées. Les plantes
thermotolérantes présentent des feuilles primaires plus
petites que les controles et ont également un contenu en
chlorophylle a et b plus faible. Leur activite
photosyntheétique est également affaiblie comparativement aux

controles. Par contre, aucune d'entre elles ne meurent a
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30 °C alors que chez les plantes non adaptées, plus de B80%
d'entre elles subissent des dommages irréversibles & cette

méme température (Siss et Yordanov, 1981).

On peut alors se demander si la présence de protéines du
choc thermique est la seule caractéristique responsable de
cette adaptation et si elle gouverne 1les transformations
survenant au niveau du chloroplaste lors de son
acclimatation. Il n'existe encore aucune explication quant au
mode de fonctionnement de ce mécanisme de protection.
Cependant, des etudes futures tenteront d'elucider ce
phénomene. I1 faut ajouter eégalement que 1la synthese des
protéines du stress thermique ne représente qu'un mécanisme
de protection a court terme. Les plantes désertiques ont
développe des moyens de défense speéecifiques tant au niveau
des constituants de leur appareil photosynthétique gque de

leur fonction.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Préparation des membranes enrichies en photosystéme I

L'isolement des membranes de PSI se fait selon une

modification de la méthode décrite par Peters (1983). A
partir de 100 g de feuilles d'épinard, une homogeéneisation
est produite dans un tampon tricine-KOH 350 mM pH 7.8,
sorbitol 400 mM, KC1 10 mM, NaCl 10 mM, MgClp 5 mM et PMSF 1
mM a l'aide d'un homogéneéisateur commercial (Fisher
Scientific CO 1limitée, Mtl, Canada). Cette homogénéisation
est suivie d'une filtration a travers plusieurs couches de
coton fromage. Un culot est obtenu aprés une centrifugation
de 5 min a 3000 X g. Ce culot est incubé quelques minutes
dans 30 mL de tampon tricine-KOH 20 mM pH 7.8, MgClp 10 mM.
Par la suite, 30 mL de tampon tricine-KOH 20 mM pH 7.8,
sorbitol 500 mM, KCl1 20 mM, NaCl 20 mM sont ajoutés au milieu
qui est alors centrifugéeé S min a 3000 X g. Les thylacoides
ainsi obtenus sont suspendus dans un tampon tricine-KOH 20
mM pH 7.8, sorbitol 230 mM, KCl1 10 mM, NaCl 10 mM, MgClpo 5 mM
pour obtenir une concentration en chlorophylle de 2 mg/mL.

Afin de briser ces thylacoides, 0.2 % de
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digitonine est ajoutée au milieu qui est alors incubé 30 min
a 4 °C & 1'obscurité sous agitation continue, suivi d'une
centrifugation a 36 000 X g pendant 30 min. Le surnageant
recueilli est centrifuge a 100 000 X g pendant une heure. Le
culot final est alors resuspendu dans un tampon tricine—-KOH
20 mM pH 7.8, KCl1 10 mM, NaCl 10 mM et MgClp S mM. La
concentration en chlorophylle est déterminée selon la méthode

de Arnon (1949).

2.2 Mesures de la consommation d’'oxygéne par polarographie

L'appareil est composé d'un moniteur YSI modele 33
(Fisher Scientific CO 1limitee, Mtl, Canada) relié & une
@lectrode de type Clark, d'un bain thermostaté Cole Parmer
1268-14 (Cole Parmer Instrument CO, Chicago, Illinois, USA)
controlant la température a4 22 °C, un engistreur Linear
modele 535 (Baxter, division Canlab, Pointe-Claire, Canada),
une cellule contenant 3 mL de solution et enfin, une lampe
quartz—-halogen (lumiere blanche saturante, 250 mW/cm).
L'électrode est formée d'une anode d'argent et d'une cathode
de platine Jjointes par un pont d'eélectrolytes (KCl) et & son

extrémiteé, est située une membrane permeéable a 1l'oxygéne.

Sous illumination, le PSI induit le transport

d'électrons. En appliquant un potentiel suffisant entre
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1'anode et la cathode, il vy a formation de peroxyde
d'hydrogéne provenant de 1l'oxygene reéduit a 1la surface du
platine de 1'électrode. La perte des eélectrons au niveau du

platine au profit de 1'oxygene contribue & dissiper 1la

difféerence de potentiel entre 1'anode et 1la cathode. Le
courant electrique, dirigé vers 1l'enregistreur, est donc
directement proportionnel a la consommation d'oxygene

survenant a 1la cathode. Si le milieu est bien mélangé, ce

courant est une mesure de l'activité photosynthétique du PSI.

Deux series d'experiences ont ete effectuees par cette
methode. L'une consistait a verifier l'effet des sels sur
l'activite du PSI. Pour ce faire, 1le PSI était resuspendu
dans un tampon tricine-KOH 20 mM pH 7.8. Les différentes
concentrations de sels étaient ajoutées lors des incubations
a differentes températures. Ces mémes tampons servaient aux
mesures de la consommation d'oxygene dans la cellule. L'autre
avait pour but de déterminer 1'effet de plusieurs donneurs
sur l'activité du PSI. Dans ce cas—-cil, le tampon utilise

etait celui de la resuspension finale lors de 1'extraction

du PSI.
Cette methode requiert l'utilisation d'un couple
donneur—-accepteur afin de mesurer l'activite

photosynthétique. Les donneurs d'electrons utilises sont le
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DCIP, le DAD, le PMS réduits par 1'ascorbate, la DR réduite
selon 1la méthode mentionnée cil-dessous et le DEDTC.
L'accepteur d'électrons est le MV (0.5 mM), et 1le sodium
azide (0.8 mM) est utilisé pour inhiber la catalase présente
dans le milieu. Tous ces produits chimliques proviennent de
chez Sigma Chemical Co. St-Louis, MI, USA. La concentration

de chlorophylle utilisée pour ces mesures est de 11 pg/mL.

2.3 Incubation des échantillons

Tous les eéechantillons utilisés en polarographie ont éteé
incubés au preéalable a4 25 °C, a 50 °C (stress thermique) ou a
difféerentes températures lorsque 1'expérience consistait &
faire varier 1la température. Les incubations <ce faisaient
dans un bain thermostaté Haake AB1 a 1'obscurité pendant S5
min dans le tampon de resuspension ou celui contenant les
différents sels pour un volume total de 75 pL. Ce volume de
75 pL est ajouté a 3 mL du meéme tampon dans la cellule. Au
niveau de 1la cellule, 1les mesures se prennent a 22 °C,
puisque des expériences ont prouveé que l'activite observée
apres une incubation a 50 °C ne varie pas, méme apreés un

transfert d'une heure a4 25 °C .
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2.4 Reduction de la duroquinone

A une solution de DR (25 mM) dissoute dans un mélange
1:1 d'éthylene glycol:ethanol sont ajoutes =] mg de
borohydrure de soaium. Apreés 5 min de reéaction a4 4 ¢°¢C, on
ajoute S5 pL d'acide chloridrique concentré afin de stabiliser
l'bydroquinone formée et de décomposer 1le borobydrure de

sodium restant.

2.9 Mesures de la consommation d'oxygéne par
photoeélectrochimie

La cellule photoélectrochimique a été construite en
apportant des modifications au modeéle proposé par Allen et
Crane (1976). Cette cellule contient trois électrodes : une
@lectrode de travail de platine (0.025 mm d'épaisseur)
(Fig. 4 f) est placée entre le joint de caoutchouc (Fig. 4 c)
et la base thermostatée (Fig. 4 g), une contre-électrode de
platine (0.05 mm d'épaisseur) (Fig. 4 d) est installée sur le
joint de caoutchouc de fagon &4 ce qu'un seul de ses coins
dépasse & l'intérieur de la chambre (Fig. 4 e) et enfin une
@lectrode de référence au calomel située dans 1le canal
(Fig. 4 b) de la cellule. La chambre fait 1 cm de diameétre et
0.1 cm d'épaisseur et peut contenir un volume total de BO RnL.
Le canal permet 1'ajout de la solution de PSI et le maintien

du contact entre la solution photosynthétique et 1'électrode



FIGURE 4 : Schéma de la cellule photoélectrochimigque

(Purcell et Carpentier 1990)

a) couvercle de plexiglasse (6 x S x 1 cm)

b) canal pour l'électrode de reéférence

c) join de caogutchouc (6 x 5 x 0.1 cm)

d) contre—-électrode de platine (1 x 0.2 cm)

e) chambre de la cellule (0.1 cm x 1 cm de diametre)
f) électrode de travail de platine (1 x 1 cm)

g) base thermostateée

canaux (h = int. et 1 = ext.) permettant la
circulation de 1'eau



49

au calomel. La température demeure constante grace a la
circulation de 1'eau dans 1la base thermostatée reliée a un
bain thermostate Haake ABO a 22 9°C. La lumiere blanche
provient d'une lampe quartz—halogene (3530 W) et est dirigée

directement sur la cellule par une fibre optique.

Un potentiel de 0.75 V vs SCE est applique a 1'électrode
de travail (par un potentiostat Princeton Applied Research
modele 3462), tel que 1lu par 1'eélectrode de référence. Sous
illumination , 1le PSI reduit les molecules d'oxygene par
l1'intermediaire du MV pour former les 1ions superoxydes. Ces
derniers reagissent spontanément pour produire le peroxyde

d'hydrogene qui reéduit 1'électrode de travail, produisant

ainsi le photocourant (Carpentier et al., 1989).

La concentration de chlorophylle utilisee en
electrochimie est de 250 pg/mL, le donneur d'électrons
employe est 1la DQ (0.3 mM) reduite selon la procedure

decrite ci-haut et 1'accepteur est le MV a 0.5 mM. Le temps
d'équilibration est d'environ 35 min. Le tampon utilise est

Tricine-KOH 20 mM pH 7.8, MgCls S mM, NaCl 1mM, KC1 1 mM.
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2.6 Immobilisation des membranes de photosystéme 1

L'immobilisation se fait dans une matrice de
glutaraldehyde—-albumine selon une procedure décrite par
Thomasset et ses collaborateurs (1982). Le PSI frais (0.6 mL
de PSI a 3.3 mg/mL) est mélange a un tampon tricine-KOH 20 mM
pH 7.8, NaCl 10 mM, KC1 10 mM et MgCl S5 mM; 1.25 mL
d'albumine de sérum bovin a 20 % et 1 mL de glutaraldéhyde a
1.5 % pour une concentration finale de glutaraldéhyde de
0.33 4. Le milieu est mélange et distribue en aliquots de
75 HL gqui sont congelés pendant 2 h a —-20 °C. Apres cette
congeélation, ils sont transférés a 4 °C et sont maintenus a
cette température Jjusqu'a leur utilisation. Avant chaqgue

mesure, les échantillons sont broyes dans un mortier.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Origine de la stimulation thermique dans les fractions
membranaires de photosystéme 1

Le premier objectif visé par ce projet de recherche
&tait de verifier si les fractions membranaires de PSI
subissaient une augmentation de leur activitée sous 1l'effet
d'un stress thermique in vitro. Pour ce faire, les membranes
de PSI isolees ont d'abord été incubées 5 min a 1'obscurite a
tempeérature de 1la piece (25 °C) et a tempeérature elevee
(30 °C). Puis l'activité du photosysteme a éte mesuree par la
consommation d'oxygene en presence de DCIPHp, comme donneur
d’'électrons, et de MV, comme accepteur d'électrons. La figure
S revele les résultats obtenus a 25 et 30 °C pour differentes
concentrations de DCIPHs. Les resultats demontrent qu’'a
S0 °C, on obtient une stimulation de 1'activité du PSI
d'environ trois fois en comparant & 1l'activite obtenue a
295 °C. Selon les preéparations de PSI utilisées, on remarque
que cette activation thermigque du transport d'electrons du
PSI peut atteindre jusgu'a quatre fois 1l'activite obtenue a

25 °C.
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On peut également observer que la concentration de
DCIPHs requise pour saturer le systeme est plus faible a
50 °C qu'a 23 °C (Fig.5). De plus, l'activité optimale est
obtenue aux concentrations de DCIPHp superieures a 100 uM

pour les deux températures.

Le graphique de 1la double reéciproque (Fig. &) des
valeurs obtenues a partir de la figure 35 montre que le Km est
difféerent a 25 et 50 °C. Comme on peut le constater, les
echantillons traités a la chaleur démontrent un Km inférieur
et un Vmax supérieur a ceux retrouvés dans les controles
(25 °Cy. On peut expliquer ces donnees soit par
1'augmentation du nombre de sites d'oxydation du DCIPHs ou
par 1l'augmentation de 1'accessibilite du DCIPHp aux sites

deja existants.

Le fait d'observer une activation thermique au niveau
des membranes de PSI isolées permet d'éliminer 1'hypothese
d'Ivanov et de ses collaborateurs (19846). En effet, ces
derniers speculaient que l'origine de la stimulation
thermique du transport d’'électrons du PSI proviendrait de la
dissociation du complexe pigment-protéine du PSII et de sa
migration vers 1'anternne du PSI. Cette hypothese n'est 1ici
ﬁlus valable puisque le complexe antennique du PSII n'est pas

present dans les fractions membranaires de PSI. Ainsi, la
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stimulation de 1l'activité du PSI, sous un stress
thermique, pourrait etre expliqueéee par un changement
conformationnel au niveau du cytochrome bg/f, tel que le
préconisent Thomas et de ses collaborateurs (1986) .
Cependant, il est possible que 1la méthode d'extraction
utilisée entraine la contamination des fractions membranaires
de PSI par des membranes de PSII qui n'auraient pas éteé

enlevées lors du traitement a4 la digitonine.

Afin de déterminer si 1'hypothese de Thomas et ses
collaborateurs (1986) est valable, 1la stimulation par le
stress thermique de l'activité du PSI a d'abord eté vérifiee
au niveau des membranes de PSI immobilisées. De plus, a
partir de membranes natives de PSI, différents donneurs
d'électrons ont éte utilisés afin de localiser le changement

conformationnel.

3.1.1 Confirmation du changement conformationnel
responsable de l'activation thermique par
1'immobilisation des membranes de photosystéme I

Lorsque des fractions membranaires natives de PSI sont
incubées 3 min & différentes températures et que le transport
d'électrons est mesuré en preésence de DCIPHo, on observe une
stimulation de l‘activité. Cette activation est optimale a

350 °C (Fig. 7).
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Cependant, lorsque des membranes de PSI sont
immobilisées dans une matrice de glutaraldéhyde et d'albumine
bovine, aucune stimulation n'est observée. L'immobilisation
du matériel photosynthétique dans une telle matrice augmente
la microviscosité du milieu. En effet, les molécules de
glutaraldéhyde peuvent lier de fagon covalente les
polypeptides du PSI. L'augmentation de la microviscosité est
également responsable de la perte de 1l'activité dans les
préparations immobilisées. De plus, facteur important ici,
elle restreint certains mouvements protéiques ce qui peut

empécher les changements conformationnels de survenir.

L'immaobilisation ne creée pas de nouveaux sites
d'oxydation pour 1le DCIPHp mais elle limite 1'accés aux
donneurs et accepteurs d'électrons aux sites respectifs de
ces donneurs et accepteurs d'électrons (Bonenfant et
Carpentier, 1989). Cependant, 1le DCIPHp et le MV ont été
utilisés aux concentrations saturantes dans les membranes
natives et immobilisées et donc ne limitent pas les mesures
de consommation d'oxygene. Ainsi, 1'absence de stimulation
thermique observée dans les membranes immobilisées, causée
principalement par 1'augmentation de la microviscosité dans

ces membranes, serait plutst tributaire a4 1'inhibition des
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modifications conformationnelles nécessaires & 1'activation

du transport d'électrons au niveau du PSI.

3.1.2 Localisation du changement conformationnel au
niveau du cytochrome bg,/f par 1l'utilisation de
différents donneurs d'électrons

Au niveau de la littérature, la stimulation thermique du
transport d'electrons du PSI n'avait été observee qu'en
presence de DCIPHp comme donneur d'électrons et seulement
dans les thylacoides entiers. Seul le TMPDHz fut utilise
comme autre donneur et aucune activation thermique n'avait
ete observee (Thomas et al., 1986). Comme 1le DCIPHp et le
TMPDHo; n'ont pas le mé@me site d'oxydation au niveau du
transport d'électrons, il devient intéressant de veérifier si
une activation peut @€tre obtenue avec différents donneurs
n'ayant pas des sites d'oxydation identiques. L'utilisation
de plusieurs donneurs d'electrons peut permettre de localiser
le changement conformationnel responsable de la stimulation

de l'activité du PSI sous un stress thermique.

Le premier donneur wutilise est 1le TMPDHo. Le site
d'oxydation de ce donneur se situe au niveau de la
plastocyanine (Golbeck et al., 1986). La figure 8 presente
les reésultats obtenus lorsque les membranes de PSI sont

incubées 5 min a4 25 et 50 °C et gque les mesures sont prises
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en presence de différentes concentrations de TMPDHg.
Tout comme les données obtenues avec les thylacoides entiers,
la consommation d'oxygéne mesuree en présence de TMPDHo ne
démontre pas de stimulation thermique. En effet, l'activite
du PSI ne varie qu'en fonction de la concentration de ce

donneur.

La figure 9 indique les résultats obtenus lorsque le DAD
agit comme donneur d'électrons. La localisation du site
d'oxydation de ce dommeur n'est pas encore bien définie.
Effectivement, Golbeck et ses collaborateurs (1986) le
situent autant au niveau de la plastocyanine qu'au niveau du

complexe cytochromique bg/f.

Les résultats que nous avons obtenus en présence de ce
donneur se comparent a ceux observeés en utilisant le TMPDHp
(Fig. 8). En effet, lorsque le DAD est utilisé comme domneur
d'électrons, l'activiteé des fractions membranaires, incubees
S min 4 25 et 50 °C, n'est modifiee qu'en fonction de la
concentration de ce donneur et ne preésente pas de stimulation
thermique. Ainsi, les donneurs d'éelectrons dont le site
d'oxydation se situe au niveau de la plastocyanine ne
permettent pas d'observer 1'augmentation de l'activité du PSI

sous l'effet d'un stress thermique. Le changement
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conformationnel n'est donc pas situé au niveau de cette

protéine cuivrique.

Le DEDTC, le PMS ainsi que la DR sont reconnus comme
e¢tant des donneurs d'électrons au niveau du complexe du
cytochrome bg/f (Haehnel, 1984). La figure 10 illustre les

résultats obtenus lorsque le PSI est incubé 3 min a 25 et 50

°C et que les mesures de l'activiteé photosynthétique sont
prises en présence de DEDTC. Les concentrations de ce donneur
ont ete exprimées en log molaire parce qu'elles variaient de
0.1 a 100 mM. On observe une activation thermique du
transport d'électrons des membranes de PSI. En utilisant les
valeurs obtenues pour une concentration de 100 mM de DEDTC a

25 et 350 °C, on obtient un facteur de stimulation de 1.7.

Les données obtenues en présence de PMS sont démontrées
sur la figure 11. Une activation thermique de la consommation
d'oxygéne des membranes de PSI est détectée 1lorsque ce
donneur d'électrons est employé. Un facteur de 1.1 peut Etre
déetermine a partir des valeurs obtenues pour une

concentration de 2 mM a 25 et S0 °C.

Une stimulation thermique de 1'activité du PSI est
également observée en présence de DR lorsque ce photosysteéme

est incubé S5 min a 50 °C (Fig. 12). Un facteur de
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stimulation de 1.65 est calcule A& partir des valeurs
obtenues pour une concentration de DQ@ de 1 mM & 25 et

S50 °C.

Le Tableau 1 présente tous les donneurs d'électrons
utilises, leur site d'oxydation ainsi gque 1le facteur de

stimulation obtenrnu.

Donneur Site d'oxydation Facteur de stimulation
DCIPH2 cytochrome bg/f 2.6

TMPDH 2 plastocyanine -

DAD plastocyanine -

DEDTC cytochrome bg/f 1.7

PMS cytochrome bg/f 1.1

D@ cytochrome bg/f 1.65

Tableau 1. Site d'oxydation et facteurs de stimulation des donneurs
utilisés

D'aprés les données observes sur ce tableau, il semble
que l'origine de 1'augmentation thermique du transport
d'électrons des membranes de PSI soit localisee au niveau du
complexe du cytochrome bg/f. Ainsi, comme le préconisait
Thomas et ses collaborateurs (1984), un changement
conformationnel survenant au niveau du complexe cytochromique
bg/f, suite & ume exposition de 5 min a 350 °C des membranes
de PSI, serait responsable de la stimulation de 1'activite de
ce photosystéme. Si cette activation avait été causée par la

dissociation du complexe peripherique du PSII et sa
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migration vers 1l'antenne du PSI, dans 1le cas d'une
eventuelle contamination des membranes de PSI par des
membranes de PSII, alors peu importe les donneurs
d'e@lectrons utilisés, nous aurions observé une augmentation

du transport d'électrons du PSI.

Les différents facteurs observés, selon les donneurs
d'électrons utilises, pourraient tre dus au fait gue le site
d'oxydation de chaque dommeur n'est pas situe au méme endroit

au niveau du cytochrome bg/f.

On pourrait situer l'etape limitante du transport
d'electrons au niveau du complexe cytochromique bg/f, car une
saturation du transport d'electrons est obtenue & partir des
donneurs d'electrons agissant au niveau de ce complexe et
qu'aucune saturation n'est observee avec les donneurs
d'électrons au niveau de la plastocyanine. Ainsi,
1'augmentation de la tempeéerature permettrait de stimuler ce

transport d'électrons au niveau du cytochrome bg/f.

De plus, Gounaris et ses collaborateurs (1983) ont
suppose qu'une reorganisation des lipides de la membrane
thylacoidienne pourrait apporter la stimulation thermique du
transport d'electrons du PSI. Cette réorganisation lipidique

pourrait modifier la liposolubite des differents donneurs
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utilisés influengant ainsi leur efficacité au niveau du
transport d'électrons. Aucune expérience n'a été effectuée
afin de verifier cette hypothese. Toutefois, elle ne

contredit pas les résultats gque nous avons obtenus.

3.1.3 Vérification de la température permettant la
stimulation optimale

Etant donné gqu'une augmentation de 1'activité du PSI est
observee en présence de donneurs d'électrons agissant au
niveau du cytochrome bg/f, nous avons veéerifie si la
température optimale était effectivement 30 °C, tout comme ce

fut le cas lorsque le DCIPHo etait utilise (Fig. 7).

lLe PMS ne fut pas testé puisque l'activation observée a
30 °C n'était pas suffisante (Fig. 11). Dans le cas du DEDTC,
la consommation d'oxygeéne obtenue a 30 °C avec ce donneur
s'est avérée la plus faible (Fig. 10), comparativement aux
autres donneurs. De plus, une double reéaction survient a
l'électrode (Upham et Hatzios, 1986) le rendant moins apte

gu'un autre donneur pour fin d'utilisation :

hv + DEDTC ----> DEDTCox. + 2é (1)

DEDTC + 202" —----> DEDTCred. (2)



69

Le DEDTC reagit avec Op— mais on ne peut utiliser la SOD
puisque le transport d'électrons du DEDTC au MV est inhibe

(Upham et Hatzios, 1986).

Par contre, 1l'activité des membranes photosynthétiques
du PSI mesurée en présence de D@ est activée par un facteur
de 1.63 sous l'effet d'un choc thermique (Tab. 1). Ainsi,
l'utilisation de <ce dorneur pour mesurer l'effet de 1la
température s'aveérait le meilleur choix. Les résultats
obtenus lorsque 1les fractions membranaires de PSI sont
incubees a diffeéerentes températures et que 1l'activite est
mesuree en preésence de ce donneur sont indiqués a la figure
13. On peut observer, sur cette figure, que la température
permettant l1'activité optimale se situe a 50 °C, soit la méme

temperature que celle retrouvee en utilisant le DCIPHo.

La littérature nous a toutefois reévelé que la DR eétait
sensible 4 l'oxydation causée par le superoxyde formé en bout
de chaine du transport d'électrons en presence de MV,
produisant ainsi un surplus de consommation d'oxygeéene (Isawa
et Pan, 1978). Afin de veérifier si la stimulation par le choc
thermique en preésence de D@ etait reellement due au
changement conformationnel au niveau du cytochrome bg/f ou a
cette réaction survenant implicitement au cours de la mesure,

il a fallu ajouter au milieu de la S0D. Cette enzyme réagit
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avec les superoxydes formés afin de produire le peroxyde
d'hydrogéne. Cet ajout se faisait au moment de prendre la
mesure. La figure 14 illustre 1les reésultats obtenus pour
cette experience. 0On peut constater que 1l'ajout de la S0OD
inhibe toute activation par le stress thermique, démontrant
que la stimulation observée en présence de DR n'était due

qu'ad l'oxydation de ce donneur par les superoxydes.

Izawa et Pan (1978) avaient observeée gque cette oxydation
de la DR par les superoxydes augmentait avec le pH pour
atteindre une activité maximale a pH 8.0. Il semblerait,
d'aprés nos reésultats, que cette réaction soit également

affectée par la température.

3.2 Effet des sels sur l'activation thermique

L'augmentation du transport d'électrons au niveau des
fractions membranaires de PSI est affectee par la preésence de
sels lorsque le DCIPHp et le MV sont utilises comme donneur

et accepteur d'électrons.

L'effet de differents sels sur le transport d'électrons
des fractions membranaires de PSI est illustré au tableau 2.
On peut remarquer qu'en absence de sel, et pour une

incubation de S5 min & S0 °C, on obtient une stimulation
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thermique de la consommation d'oxygeéene du PSI.
Cependant, cette activation peut €tre augmentée si on incube
les membranes de PSI en présence de certains sels. Les
résultats présentés sur ce tableau indiquent qu'au niveau des
ions divalents, c'est 1'espece MgE+ qul est impliqué dans la
stimulation par le stress thermique eétant domné que le
Mg(NO3)p est aussi efficace que le MgClp alors que le MnClp
et le CaClE ne permettent pas une aussi grande activation. Le
% de stimulation obtenu en présence de ces sels (MNCly et
CaClp) est inférieur a celui obtenu en leur absence (Tab. 2).
Les ions monovalents K' et Na* sont aussi efficaces que le
MQE+ s'ils sont utilisés & des concentrations de 20 mM au

lieu de 10 mM comme c'est le cas pour 1l'espece divalente.

Consommation d'oxygeéne
(pmol Op mg ch1~1 h—1
Sel Conc. Stimulation
(mM) 23 °C 30 °C (%)
aucun - 329 8oe2 144
MgCl2 10 464 13531 230
Mg (NO3)2 10 333 1233 270
MnCl2 10 423 872 106
CaCle 10 S11 1103 115
NaCl 20 310 1049 235
NaN03 20 272 230 241
KC1 20 309 1033 236

Tableau 2. Effet de différents sels sur l'activité du PSI a 25 et 50 °C
(le % de stimulation est calculé par rapport a 25 °C)
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Selon 1'hypothése de Thomas et ses collaborateurs,
l'activation thermique retrouvée lorsque le PSI est incubé en
absence de sel serait due au changement conformationnel
survenant au niveau du cytochrome bg/f. L'effet stimulateur
de l'activation thermique pourrait @8tre expliqué par la
stabilisation des charges de 1la surface membrarnaire par les
ions, favorisant ainsi les changements conformatiornnels du
complexe du cytochrome bg/f impliqués dans la photooxydation

du DCIPHp .

3.2.1 Effet du MgClp sur 1'activation thermique des
membranes de photosysteme 1

Afin d'approfondir les effets des sels sur le transport
d'électrons au niveau du PSI, des échantillons sont
preincubés 4 25 et 50 °C dans un milieu contenant différentes
concentrations de MgClp (Fig. 13). L'activite est mesuree en
présence de DCIPHp. On peut ainsi observer que la presence de
MgClp stimule 1l'activite photosynthetique du PSI chez les
echantillons traités aux deux températures, mais toutefois,
pas aux mémes concentrations. Au niveau des membranes
enrichies en PSI incubées & 25 °C, l'activitée optimale est
obtenue aux concentrations de MgClo inferieures a 1 mM. On
peut expliquer cet effet par une modification structurale au
niveau du complexe pigment-protéine du PSI (Gross et al.,

1979, 1980). Par contre, & 50 °C, la concentration requise
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afin de produire une stimulation optimale est d'environ
10 mM. On peut observer que l'activité du PSI est augmentéee
par un facteur de trois lors de 1'incubation en absence de
sel a 50 °C (Fig.15). Cependant, la preésence de 10 mM de
MgClp dans le milieu d'incubation a 50 °C permet d'activer la
consommation d'oxygene du PSI par un facteur de 4. Encore une
fois, l'hypotheése de Thomas et ses collaborateurs (1986) nous
permet d'expliquer la stimulation thermique de 1l'activiteée du
PSI par un changement conformationnel survenant au niveau du
complexe cytochromique bg/f. La présence de MgClp

favoriserait ce changement conformationnel.

Les résultats rapportés sur la figure 16 montrent 1la
consommation d'oxygéne du PSI mesuree en présence de TMPDHo
apres une incubation des membranes de PSI a différentes
concentrations de MgClp a 23 et 30 °C. Aucune stimulation de
l'activite n'est observee a 350 °C lorsque le TMPDHp agit
comme donneur d'electrons. Cependant, on remarque une
stimulation du transport d'électrons aux faibles
concentrations de MgClp aux deux temperatures, comme ce fut
le cas en presence de DCIPHp a 23 °C. Ainsi, le TMPDHp ne
permet d'observer que les modifications structurales

survenant au niveau de 1'antenne du PSI.
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La méme expérience a éteé effectuée avec la DR (Fig. 17)
en preésence de S0O0D afin de veérifier si la stimulation du
transport d'électrons par ce donneur etait seulement causeée
par sa reaction avec les superoxydes. En effet, en comparant
les resultats obtenus, a differentes concentrations de MgClp,
4 ceux retrouves en présence de TMPDHp (Fig. 16) ou de DCIPHp
(Fig. 15), on peut déterminer 1'effet de la DR sur l'activite
du PSI. Comme 1'activité n'est pas augmentée & S0 °C en
presence de S0OD lorsque 1la DQ@ est utilisée comme donneur
d'electrons (Fig. 17), la stimulation du transport
d'electrons observee auparavant (Fig. 12) n'était vraiment

due qu'a l'oxydation de la DR par les superoxydes.

3.2.2 Effet de la température sur la stimulation thermique

La figure 18 preésente 1'effet de la variation de 1la
température d'incubation sur les échantillons de PSI incubeées
S min en absence ou en presence de 10 mM de MgClp. Les
mesures se prennent par la suite a 22 °C en présence de
DCIPHz et de MV. On remarque sur cette figure, que la
consommation d'oxygene augmente avec la tempeérature

d'incubation.

La température permettant d'obtenir l'activite

photosynthétique maximale des membranes de PSI se situe a
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50 °C en absence ou en présence de 10 mM de MgClp (Fig.
18). Cependant, on observe qu'une incubation de 10 & 50 °C en
presence de MgClp provoque une activation beaucoup plus
importante qu'une incubation aux mémes températures en
absence de sel. On peut donc dire que le MgClg a un effet
positif sur 1l'activité du PSI. A partir de 50 °C, on observe
une baisse de l'activité des membranes de PSI incubées en
absence ou en presence de MgClp. Cette diminution de 1la
consommation d'oxygeéne est toutefois plus drastique au niveau
des fractions membranaires incubeées en presence de MgClp que

celles incubées sans ce sel (Fig. 18).

Il est possible qu'il existe une corrélation entre cette
perte de 1'activité des membranes enrichies en PSI incubées
en présence de 10 mM de MgClp a des températures plus élevées
que 30 °C et la prolongation du temps d'incubation & 50 °C en

presence du méme sel (section 3.2.3).

3.2.3 Effet du temps d'incubation

La figure 19 indique que la durée de 1'incubation des
membranes de PSI & 50 °C dans un milieu contenant ou ne
contenant pas 10 mM de MgClp Jjoue egalement un r3le dans
l'activitation du transport d'électrons. On peut observer

qu'il est nécessaire d'incuber pendant 5 min les échantillons
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afin d'obtenir une stimulation optimale en absence de
sel. Cette activation du transport d'électrons du PSI est
causee par le changement conformationnel au niveau du

complexe cytochromique bg/f.

L'activite maximale en preésence de MgClp est obtenue
apres seulement 3 min d'incubation et elle est beaucoup plus
grande que celle observée sans sel. Cependant, 1'activite
diminue lorsque les membranes sont incubées plus de 5 min &
90 °C avec 10 mM de MgClp (Fig. 19). Toutefois, la valeur de
la consommation d'oxygene retrouvée apres plus de 3 min
d'incubation est équivalente & celle observée lorsque le PSI
est incube sans sel. Ainsi, le MgClp cree une stimulation de
l'activation thermique du PSI déja existante. Par contre, cet
effet se perd suite & une exposition prolongeée au stress
thermique. Ainsi, la portion de 1la stimulation de 1la
consommation d'oxygene par le MgClp est un effet reversible.
Cependant, 1l'activité retrouvée apres 3 min d'incubation en
absence ou présence de sel demeure constante méme apreés un
transfert d'une heure 4 22 °C. Le changement conformationnel
survenant au niveau du complexe du cytochrome bg/f est donc

irréeversible.

On peut ainsi dire que 1la perte de 1'activiteée aux

températures supérieures a 30 °C (Fig. 1B) est 1'équivalent
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de la periode d'incubation prolongée a 50 °C en présence de
ce sel (Fig. 19). La perte de 1l'activité observée & des
températures relativement eélevées et lors d'une exposition
prolongée a4 50 °C serait due a la dissociation des especes

ioniques de la membrane photosynthétique.

Ces recherches nous ont permis de déterminer qu'un
changement conformationnel au niveau du cytochrome bg/f etait
responsable de la stimulation de 1'activité des membranes de
PSI sous 1'effet d'un choc thermique, De plus, nous avons
verifié que la présence des sels dans le milieu d'incubation
a 30 °C favorisait ce changement conformationnel. Ainsi, cet
effet de la température sur 1le transport d'électrons au
niveau du PSI pourrait permettre d'augmenter le photocourant

produit dans une cellule électrochimique.

3.3 Stimulation du transport d'électrons mesurée par
électrochimie

Une cellule photoélectrochimique a été développée au
cours des dernieres années au laboratoire (Mimeault et
Carpentier, 1988). Cette méthode electrochimique mesure le
photocourant induit par les membranes photosyntheétiques au
lieu de mesurer la consommation ou le dégagement d'oxygene.

Les résultats obtenus par 1la cellule photoelectrochimique
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peuvent se comparer a4 ceux observes par la méthode

polarographique.

Les thylacoides entiers et des fractions membranaires de
PSII ont ate largement etudies. Cependant, aucune
caractérisation n'avait é&été produite avec des membranes
enrichies en PSI. L'utilisation de ces dernieéres s'aveére
d'autant plus intéressante puisque 1'activation du transport
d'électrons du PSI par le stress thermique pourrait permettre

d'augmenter le photocourant produit.

La meéthode électrochimique nécessite 1'’emploi d'un
couple domneur—accepteur d'électrons afin de prendre les
mesures lorsque le PSI est le matériel utilisé. Ceci differe
lorsque 1les membranes thylacoidiennes ou de PSII sont
employées. En effet, l'utilisation des thylacoides entiers ne
necessite pas obligatoirement l'emploi de donneurs ou
d'accepteurs puisque les deux photosystémes sont présents
(Mimeault et Carpentier, 1987 a). Un accepteur peut @étre
utilisé afin d'augmenter 1le photocourant produit. L'emploi
des membranes enrichies en PSII ne nécessite que la présence
d'un accepteur d'électrons car 1le PSII peut donner les
électrons provenant de la photolyse de 1'eau. Au niveau des
fractions membranaires de PSI, les donneurs nécessitant

l1'ascorbate pour leur réduction ne peuvent @tre utilisés.
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L'ascorbate deégrade le peroxyde d'hydrogéne impliqué dans la
formation du photocourant. De tous 1les donneurs utilises
auparavant, seulement le procedé de reduction de la DR ne
necessitait pas 1'ascorbate. C'est donc ce donneur qui fut
utilise. Le MV a servi d'accepteur d'electrons.

Avant de vérifier 1’augmentation du photocourant par la
température, il fallait tout d'abord étudier 1les conditions
optimales de mesures. C'est ainsi que certaines propriéteés
telles la concentration de D@, de MV, de chlorophylle, le

potentiel imposé, et le pH ont eté verifiees.

L'illumination des fractions membranaires enrichies en
PSI dans la cellule photoelectrochimique procure un
photocourant beaucoup plus faible que celui observé avec les
thylacoides (40-60 uA) (Mimeault et Carpentier, 1987 b) et
les membranes de PSII (335 pA) (Lemieux et Carpentier, 1988).
Aucun photocourant de plus de 6 HA ne fut mesuré. En 1988,
Mimeault et Carpentier avaient mesure l'activite
photoelectrogénique du PSI et PSII dans les thylacoides
entiers en utilisant des accepteurs et des donneurs
appropriés. Le photocourant produit par le PSI s'était montreé
inférieur 4 celui obtenu par le PSII. De plus, ces chercheurs
avaient compare 1'activité photoelectochimique obtenues a

partir de membranes enrichies en PSI et PSII. Une fois de
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plus, le photocourant génére par le PSI s'était révelé plus

faible que celui observe avec les membranes de PSII.

3.3.1 Effet du potentiel sur le photocourant

Le photocourant produit en fonction du potentiel imposé
(200 a 800 mV vs SCE) est illustré a la figure 20. On peut
observer que le potentiel maximal est atteint a partir de 600
mVY vs SCE. Un potentiel de 730 mV a donc été utilisé pour

effectuer les mesures.

Une relation biphasique avait é&été observee entre le
potentiel imposé et le photocourant genere par des
thylacoides entiers en présence d'accepteurs d'electrons du
PSI (Mimeault et Carpentier, 1987). Cependant, une relation
monophasique fut observee lorsque le materiel
photosynthétique utilisé etait le PSII ou en wutilisant un
accepteur d'eélectrons du PSII au niveau des membranes
thylacoidiennes (Lemieux et Carpentier, 1988). La nature
biphasique de 1la relation entre le potentiel imposée et 1le
photocourant peut @8tre expliquée par la présence d'un pont

redox entre le coeteé réducteur du PSII et le coté oxydant du
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PSI (Allen et Crane, 1976). Toutefois, ce comportement

biphasique pourrait @tre associé a la réduction du PSI.

Les resultats que nous obtenons avec 1les fractions
membranaires de PSI ne semblent pas vraiment démontrer une
relation biphasique, nous obtenons plutat une courbe sigmoide
(Fig. 20). En effet, la production du photocourant est lente
entre 0 et 300 mV alors qu'elle est plus rapide & partir de
300 mV. On ne peut cependant conclure qu'une relation
biphasique est obtenue avec les membranes enrichies en PSI
puisqu' un plus grand nombre de points entre O et 300 mV
serait neécessaire. Si un comportement biphasique est observe
avec ces membranes, alors on ne pourrait 1l'expliquer que par

la réduction du PSI.

3.3.2 Effet de 1'intensité lumineuse

La figure 21 preésente 1'influence de l1'intensité
lumineuse sur le photocourant. Le projecteur utilise ne
permet pas d'obtenir la saturation du photocourant.
L'intensité optimale procurée par ce projecteur est de

350 mw/cma; c'est donc cette intensité qui fut utilisee.

Lorsque le matériel utilise est le PSII, une saturation

est obtenue & 720 mW/cm® (Lemieux et Carpentier, 1988).
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Cependant en utilisant les thylacoides, la saturation de
l'activite de ces membranes n'est pas atteinte par la méthode
electrochimique (Lemieux et Carpentier, 1988) alors que par
la méthode photoacoustique, la saturation est obtenue & une
intensité lumineuse inférieure a 200 W/m€ (Carpentier et al.,
1987). De tels résultats indiquent gque la dispersion et les
reflexions de la lumiere avec la cellule reduisent
probablement 1'absorption de 1'énergie par 1'échantillon
(Lemieux et Carpentier, 1988). C'est peut-€tre le méme
phénomene qui survient avec les fractions membranaires de PSI
puisque la saturation de l'activité par la lumiere n'est pas

obtenue.

3.3.3 Effet de la concentration de la duroquinone

La figure @22 deéemontre que la concentration optimale de
PQ@ est obtenue & partir de 0.5 mM. La DQ@ est réduite selon
le procédeé deécrit dans matériel et méthode mais la SOD n'est
pas utilisé puisqu'on voulait obtenir le max imum de
photocourant possible. Les résultats de cette expeéerience se
comparent a ceux retrouvés avec la consommation d'oxygene
(Fig. 12), démontrant que le photocourant produit est de

nature photosyntheétique.
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3.3.4 Effet de la concentration du méthyl viologéne

Le MV permet d'intensifier le photocourant & partir de
0.2 mM (Fig. 23). Une concentration de 0.5 mM a été utilisée
pour realiser les mesures. Le MV augmente le photocourant
généré par les fractions membranaires de PSI par un facteur
de 2. Ces resultats peuvent se comparer & ceux obtenus par
Fujii et ses collaborateurs (19920) qui ont mesureé la
consommation d'oxygéne par la methode polarographique,
démontrant une fois de plus que le photocourant est d'origine

photosynthetique.

Le site accepteur d'électrons du MV se situe au niveau
du centre Fg (Fujii et al., 1990). Le MV peut augmenter le
photocourant produit a cause de sa plus grande affinite a
accepter les électrons du PS1 que ne le fait 1'oxygeéne et 11
peut mieux réduire 1'oxygeéne que ne le peut le cote accepteur
de ce photosystéme. C'est donc un effet catalytique (Goet:ze

et Carpentier, 1990).

3.3.9 Effet de la concentration de chlorophylle

Le photocourant varie également avec la concentration de

chlorophylle contenue dans les suspensions de PSI (Fig. 24).

Le photocourant maximal est obtenu avec une concentration de
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250 Hg/mL. Puisque le volume de la chambre de la cellule
est de 80 pL, cette concentration correspond & une guantite
de 20 pg de chlorophylle provenant des préparations de PSI.
Si on compare ces résultats &4 ceux obtenus avec des membranes
enrichies en PSII, le photocourant maximal est atteint a
partir d'une concentration de chlorophylle de 100 pupg/mL
(Lemieux et Carpentier, 1988). Il faut donc une plus grande
quantité de PSI que de PSII afin de générer un photocourant

optimal.

3.3.6 Effet du pH

Le photocourant est également tres sensible aux effets
du pH (Fig. 25). Tel qu'indiqué sur cette figure, le PSI est

plus actif aux pH basiques. Un pH de 7.8 fut donc utilise.

En utilisant des membranes enrichies en PSII ou en
etudiant ce photosysteme dans les thylacoides entiers, le
photocourant optimal est obtenu & un pH de 6.0 (Lemieux et
Carpentier, 1988). Lorsgue 1le PSI est mesure au niveau des
membranes thylacoidiennes, un pH de 8.0 est neécessaire pour

geéenérer un courant optimal.
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3.3.7 Effet de la température

Toutes les conditions étudiees, il ne restait plus qu'a
mesurer 1l'effet de la température sur le photocourant produit
par le PSI. Les résultats de cette expérience sont démontrés
4 la figure 26. Le temps d'incubation est de 5 min et la
température est variée au niveau de 1la cellule-m@me par le
bain thermostaste. La température permettant 1le maximum de
courant se situe a 50 °C. Ainsi, la stimulation par le stress
thermique permet d'augmenter 1le pbhotocourant produit par un

facteur de guatre.

3.3.8 Discussion

L'utilisation des fractions membranaires de PSI permet
d'étudier les caractéristiques photoélectrogéniques de ce
photosysteme de fagon plus précise gque ne le permet 1'emploi
des thylacoides entiers puisque les deux photosysteéemes sont

présents dans ces derniers.

L'application de cette cellule photoélectrochimique est
une pile solaire dont 1le matériel de base serait les
membranes photosynthétiques. Ainsi, si 1le PSI est utiliseé
pour creéer une telle pile, les conditions suivantes seraient

a4 remplir : une concentration de chloropbylle de 250 pg/mL,
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un pH de 8.0, un potentiel d'au moins &00 pA, des
concentrations d'accepteur (MV) et de donneur (DQA) d'au
moins 0.5 mM dans les deux cas. De plus, il faudrait chauffer
le systeme a 50 °2C afin d'optimiser le photocourant produit

par de telles membranes.

L'inconvénient de l'utilisation de membranes enrichies
en PSI dans une telle pile est que ce photosystéme procure
moins de photocourant que ne le font les membranes
thylacoidiennes entieres et 1les PSII isolés. De plus, 1la
necessite de chauffer 1la cellule & 50 °C ne rend pas son
application tres wutile. Cependant, l'emploi d'un autre
donneur d'électrons permettrait d'améliorer 1le photocourant
genere par le PSI. D'autres études sont donc nécessaires afin
de permettre l'utilisation éventuelle de ce photosysteme dans

une future pile photoélectrochimique.
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CHAPITRE 4

CONCLUSION

Ce projet de recherche consistait & vérifier si les
fractions membranaires de PSI étaient affectées par le stress
thermique in vitro, c'est & dire, si elles subissent une
augmentation de leur activite lorsqu'elles sont exposeées

pendant 35 min & une température de 50 °C.

Une stimulation thermique de l'activite dans les
membranes enrichies en PSI fut observee a 1'aide de deux
méthodes : la polarographie et l'électrochimie. La présence
de sels tels que le MgClp a 10 mM, le NaCl et le KC1 20 mM
contribue a améliorer la stimulation du transport d'électrons

sous l'effet d'un stress thermique.

Cette caractéristique de l'activité du PSI sous 1'effet
de la chaleur nous a également permis d'augmenter le
photocourant générée par ce photosysteme dans 1a cellule

photoélectrochimique.
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Ivanov et ses collaborateurs en 1986 avaient supposé que
la dissociation du complexe protéique du PSII et sa migration
vers l1'antenne du PSI, sous l'effet de la chaleur,
contribuaient a4 stimuler 1le transport d'électrons au niveau

du PSI.

L'observation d'une telle stimulation au niveau des
fractions membranaires de PSI nous permet de rejeter cette
hypothese d'lvanov. De plus, tous les donneurs d'électrons
permettant d'observer cette activation thermique du transport
d'électrons ont leur site d'oxydation au niveau du cytochrome

bg /f -

Ces résultats pourraient donc concorder avec
l1'hypothese de Thomas et collaborateurs (1986) qui
stipulaient qu'un changement conformationnel survenant au
niveau du cytochrome b,/f était responsable de 1'augmentation
de l'activité du PSI a 30 °C. De plus, cette hypothese est
confirmée par 1'absence de stimulation aux températures
éleveées dans les membranes de PSI immobilisées,

l'immobilisation emp@chant les mouvements protéiques.

Gounaris et ses collaborateurs (1983) avaient toutefois
suppose que l'origine de cette stimulation thermique de

l'activité du PSI provenait de la réorganisation lipidique de
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la membrane thylacoidienne. Le changement conformationnel
n‘est donc pas encore défini. Ainsi, afin de vérifier plus
amplement 1'hypothese de Thomas (1986) et de poursuivre ces
travaux, il faudrait isoler le cytochrome bg/f et
caractériser 1les modifications survenant au niveau de ce

complexe cytochromique sous l'effet d'un choc thermique.

Une reconstitution membranaire pourrait é&également @tre
faite a partir des membranes enrichies en PSI et PSII. Le PSI
pourrait ainsi €tre soumis a un stress de 35 min a 50 °C alors
que le PSII pourrait demeurer intact. En mesurant l'activite
de ces deux photosystemes recombinés, le PSII servant de
donneur d'électrons au PSI, nous pourrions vérifier si une
activation thermique du transport d'électrons du PSI est
observée. Si tel était le cas, il se pourrait gu'il y ait un
effet de protection physiologique au niveau de 1'appareil
photosynthétique. En effet, le PSII perdant son activité a la
température a laquelle le PSI commence a subir une
augmentation de son activité, 1le chloroplaste a peut-gtre
développé un mécanisme de protection physiologigque contre

l'effet des températures élevées.
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