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RÉSUMÉ 

Les effets d'un inhibiteur (mésotrione) de l'enzyme p-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase 
(HPPD) sur les mécanismes photochimiques et non-photochimiques de dissipation d'énergie 
au niveau du PSII ont été étudiés, lorsque des cultures de C. reinhardtii ont été exposées 24h 
à l'inhibiteur, soumises à un stress lumineux et retirées du stress lumineux, afin d ' observer la 
récupération de leur -activité photosynthétique. Les propriétés fonctionnelles du PSII et la 
dissipation sous fonne photochimique et non-photochimique de l'énergie ont été évaluées par 
fluorescence chlorophyllienne à température ambiante. La composition pigmentaire (Chi , 
carotènes, xanthophylles) ainsi que la teneur en a-tocophérol ont été évaluées par 
chromatographie liquide à haute perfonnance, tandis que l'évaluation des états de transition 
des antennes collectrices a été réalisée par fluorescence à basse température (77K) . Nous 
avons conclu que les processus de dissipation de l'énergie sont affectés par l ' inhibiteur et 
indiqué par une baisse du qEmax et par le mouvement d'une portion des ante1mes du PSI vers 
le PSII. Nous avons démontré qu'une certaine portion des LHCII est très sensible au niveau 
d'oxydoréduction des PQ, alors qu'un changement dans les états de transition a pu être induit 
par de minimes changements dans la quantité de lumière arrivant aux PSII. Nous suggérons 
que cette portion des LHC ne possède pas de rôle prépondérant dans le maintien de l'activité 
photosynthétique du PSII pour C. reinhardtii acclimaté sous lumière d'intensité faible . Lors 
de 1 ' application du stress lumineux, nos résultats révèlent un effet de potentialisation de 
1 ' inhibiteur en présence d'un stress lumineux sur les processus non-photochimiques de 
dissipation de l'énergie et les propriétés foncti01melles du PSII chez C. reinhardtii. Nous 
concluons que l' inhibition de l 'enzyme HPPD induit une altération des mécanismes de 
dissipation de l'énergie en excès et cela indique que l'HPPD possède un rôle majeur dans la 
photosynthèse chez C. reinhardtii, particulièrement en situation de stress lumineux et de 
récupération après ce même stress. 

----------~ 





INTRODUCTION GÉNÉRALE 

La photosynthèse représente l'ensemble des réactions permettant aux orgamsmes 

photosynthétiques de transformer l'énergie lumineuse en énergie chimique. L'absorption de la 

lumière par les antennes collectrices (par les chlorophylles et les caroténoïdes) crée la 

séparation de charges au centre réactionnel du PSII nécessaire à la scission de la molécule 

d'eau en oxygène et en protons. Le transport d'électrons s'effectue du centre réactionnel P680 

(PSII) vers la phéophytine (Phéo) via une série de transporteurs membranaires (dans l'ordre 

QA, QB, PQ, cytochrome b6f, PC) et par conséquent la réduction du NADP+ en NADPH + H+, 

au niveau du P700 (PSI) . Pendant ce transport d'électrons, des protons sont relargués dans le 

lumen du thylakoïde et l'établissement d'un gradient de protons transthylakoïdal active 

l'enzyme ATP synthétase, qui phosphoryle l'ADP en ATP, une molécule énergétique 

utili sabl e par l'organisme. L'A TP et le NAD PH vont être utilisés afin de créer l'énergie 

chimique (glucides) via le cycle de Calvin. (Whitmarsh et Govindjee, 1999) Évi demment, 

tous ces processus, étant interdépendants sont devenus autant des cibles d'inhibition pour les 

herbicides modernes utilisés en majorité par les activités agricoles. 

Il est reconnu que les herbicides peuvent affecter plusieurs voies du métabolisme 

cellulaire en étant, entre autres, des inhibiteurs de la photosynthèse ou des inhibiteurs de la 

biosynthèse des lipides, des protéines, des pigments photosynthétiques principaux (Chi-a et 

Chl-b) ou accessoires (caroténoïdes) (Juneau et al., 2007 ; Tomlin, 2000). En milieu naturel, 

les plantes et les algues sont régulièrement exposées à des changements au niveau de la 

quantité de lumière qui leur provient du solei l. 

Malgré le fait que les réactions qui convertissent l'énergie lumineuse en énergie 

chimique sont extrêmement efficaces, leur capacité peut être limitée par des stress 

environnementaux, incluant le stress lumineux, la sécheresse, la température, la limitation en 

nutriments et l'exposition aux métaux ou aux herbicides (Demmig-Adams et Adams, 1992 ; 

Juneau et al. , 2007) . 
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Dans le contexte d'une exposition à une lumière plus intense que la lumière de 

croissance, l' organisme va absorber une quantité excessive d'énergie lumineuse, ce qui peut 

mener conséquemment à des altérations majeures de l' appareil photosynthétique si le stress 

lumineux se prolonge dans le temps. 

Ce phénomène, nommé photoinhibition, est généralement dü au dommage oxydatif 

de l' appareil photosynthétique et il peut être constaté, enh·e autres, par une fermeture et/ou 

une destruction des centres réactionnels. Ce mécanisme peut à première vue paraître contre­

productif pour l 'organisme photosynthétique, mais il est justement un mécanisme important 

pour sa survie puisqu'il lui permet de diminuer l' absorption de l'énergie lumineuse pendant 

l'épisode de stress. 

Heureusement, les organismes photosynthétiques ont développé des mécanismes de 

protection afin de limiter 1 ' impact d'éventuelles absorptions excessives de 1 'énergie 

lumineuse. En particulier, les caroténoïdes jouent un rôle essentiel dans la photoprotection 

(Jahns et al., 2009). En effet, ils possèdent la capacité d'absorber l'énergie excessive des 

chlorophylles (i.e. 3Chl) et des espèces réactives oxygénées Cü2) produites dans les antennes 

collectrices et les centres réacti01mels des photosystèmes. Ces pigments protecteurs sont donc 

extrêmement importants et lorsque leur taux de biosynthèse diminue, leur rôle protecteur ne 

peut être maintenu dans l 'organisme (Sandmann et al., 1993). 

Les tocophérols sont tout aussi indispensables à la réponse face au stress oxydatif, 

puisqu'ils désactivent, en se consumant, les ERQ produites dans les centres réactionnels et les 

antennes collectrices (Trebst et al., 2002). De plus, les tocophérols sont considérés comme 

des protecteurs des membranes du thylakoïde, car ils inhibent la peroxydation des lipides 

membranaires, empêchant ainsi la désorganisation des complexes transp01teurs d'électrons 

(Havaux et al., 2005; Kruk et al. , 2005). 

Les plastoquinones possèdent trois rôles susceptibles d'influencer à la fois le transport 

d'électrons (réactions photochimiques) et la dissipation de l'énergie sous fonne de chaleur ou 

de fluorescence (réactions non-photochimiques). 
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Transporteur d'électrons (de Q8 vers le cyt. bd) et de protons (établissement d'un l'. pH 

transthylakoïdien), les PQ sont aussi partiellement responsables de la régulation des 

transitions d'états (state transition) et de la synthèse des caroténoïdes par son rôle de 

cofacteur auprès de l'enzyme phytoène désaturase (PDS), l'enzyme impliquée dans la 

biosynthèse des caroténoïdes. 

Dans le cadre de ce mémoire, un herbicide (mésoh·ione) inhibant compétitivement 

1 'enzyme p-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD) a été utilisé afin de caractériser 

l'importance et le rôle de cette enzyme dans les processus photochimiques et non­

photochimiques de dissipation de l'énergie lumineuse chez Chlamydomonas reinhardtü. 

En résumé, 1 'enzyme HPPD, qui participe à la conversion du résidu tyrosine (Tyr) en 

PQ et en tocophérols , est aussi indirectement impliquée dans la biosynthèse des caroténoïdes 

via le rôle de cofacteur essentiel à l'activité de l'enzyme PDS réalisé par les PQ (Garcia et 

al. , 1999; Prisbylla et al., 1993). À cela s'ajoute d'autres processus non-photochimiques de 

diss ipation de l'énergie possiblement affectés par la mésotrione, comme le mouvement des 

antennes collectrices entre les photosystèmes et l' activation du cycle des xanthophylles. 

En bref, on constate que les molécules dont la biosynthèse est théoriquement affectée 

par l ' herbicide mésotrione (caroténoïdes, plastoquinones et a-tocophérol) sont des acteurs 

directs dans les mécanismes de protection contre l' excès d'énergie lumineuse absorbée par 

les organismes photosynthétiques. Malgré le fait qu'il existe des connaissances au niveau du 

mode d'action des inhibiteurs d'HPPD chez les plantes et les algues, il n'existe aucune étude 

sur leurs effets sur les processus de dissipation de l'énergie sous fo rme photochimiques et non 

photochimiques chez C. reinhardtii. 

L'objecti f global de notre travail de recherche consiste à étudier les effets d'un 

inhibiteur d'HPPD sur les processus de dissipation d'énergie sous fonnes photochimique et 

non-photochimique, sur la composition pigmentaire ainsi que la teneur en tocophérols. 
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Au chapitre II, les effets de l'inhibition de l'HPPD sur la dissipation d'énergie dans la 

photosynthèse vont être étudiés dans le but de comprendre l'interdépendance entre les 

réactions photochimiques (transp011 d'électrons et de protons) et les différentes voies de 

dissipation d'énergie (i.e. cycle des xanthophylles, établissement d'un t.pH transthylakoidien, 

state transition, photoinhibition). 

Dans le but de caractériser la dissipation de 1 'énergie lumineuse absorbée chez C. 

reinhardtii, les deux modulateurs utilisés seront l'exposition à une lumière élevée (10 fois 

plus élevée que la lumière de croissance) ainsi que l'exposition à un inhibiteur d 'HPPD. Dans 

notre étude, l'utilisation de la mésotrione à des concentrations qui n'affectent pas la 

croissance, peut offrir un grand avantage dans l'étude du rôle de l'enzyme HPPD et des 

molécules dont elle gère la synthèse (PQ, tocophérols, caroténoïdes). 



CHAPITRE I 

LA PHOTOSYNTHÈSE 

1.1 L'ACTIVITÉ PHOTOSYNTHÉTIQUE 

La photosynthèse représente l'ensemble des réactions permettant aux organismes 

photosynthétiques (algues, plantes supérieures et quelques bactéries (cyanobactéries)) de 

transformer l'énergie lumineuse en énergie chimique. Nous pouvons résumer la 

photosynthèse par l'équation suivante (Whitmarsh et Govindjee, 1999) : 

La photosynthèse est divisée en deux phases distinctes : la phase photochimique 

(dépendante de la lumière) et la phase du cycle de Calvin ou phase biochimique 

(indépendante de la lumière). La phase photochimique inclue tous les processus 

photosynthétiques qui convertissent l'énergie lumineuse en énergie chimique. Les électrons et 

les protons générés par la photolyse de l'eau sont transportés afin de synthétiser l'adénosine 

triphosphate (ATP) et le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) (Hopkins, 

2003). 

La phase biochimique concerne toutes les réactions biochimiques ayant lieu dans le 

cyc le de Calvin. Il est responsable de l'assimilation du C02 et de sa transformation en 

glucides, par consommation de I'ATP et du NAPDH synthétisés en présence de lumière. Le 

siège de l'ensemble des deux phases est le chloroplaste, un organite dont la structure est 

complexe mais bien comme (Fig.l.l A, B et C). 
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Stroma Thylakoids 
A) 

C) 

B) 

Figure 1.1 A) Micrographie électronique à transmiSSIOn d'un chloroplaste. B) Structure 
schématique d'un chloroplaste. C) Micrographie électronique à transmission de thylakoïdes 
empilés (Grana ; riche en PSU) ou non (thylakoïdes stromatiques; enrichis en PSI) (modifiée 
à partir de Karp, 2009; Staehelin et Amtzen, 1986). 
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L'enveloppe extéri eure du chloroplaste est composée de deux membranes (externe et 

interne). À l'intérieur du chloroplaste, on retrouve un liquide dense appelée stroma, dans 

lequel baignent des sacs membraneux ap latis appe lés thylakoïdes. Les membranes du 

thylakoïdes, lieu où se déroulent les réactions photochimiques, délimitent l'espace 

intrathylakoïdien (lumen) et dépendant de leur organisation, sont nommés grana (empilement 

dense de membranes de thylakoïdes ou dits thylakoïdes accolés) ou thylakoïdes stromatiques 

(non-acco lés). Dans les granas, les photosystèmes II (PSII) y sont enrichis, tandis que les 

photosystèmes I (PSI) sont concentrés dans les thylakoïdes de stroma (Ort et al., 1996). 

1.1.1 Les complexes responsables du transport d'électrons dans le chloroplaste 

À la figure 1.2, on montre les cmq pnnc1paux complexes protéines-pigments 

responsab les du transport d'électrons chloroplastique : 1. Les complexes antennaires 

collecteurs (sont composés de pigments de chlorophylles (a et b) et de caroténoïdes qui 

co llectent l'énergie et la transfèrent par résonance jusqu'au centre réactionnel du PSU et du 

PSI, nommé P680 et P700); 2. Les centres réactionnels du PSII et du PSI (sièges des 

réactions photochimiques primaires provoquées par l'arrivée d'énergie des complexes 

antennaires collecteurs); 3. Des transporteurs d'électrons qui lient les PSII au PSI (les 

plastoquinones (PQ), les complexes cytochromes b6f et les plastocyanines (PC)); 4. Le 

complexe NADP réductase qui , à l'aide d'un électron provenant de la ferrédoxi ne rédui te et 

d 'un proton provenant du stroma, transforme le NADP+ en NADPH, une molécule 

énergétique; 5. Le complexe de l'ATP synthétase (un système enzymatique 

transmembranaire, qui permet la synthèse d'A TP par pompage du flux de protons du lumen 

vers le stroma). 

Ensemble, le transport d'électrons et la force proton-motrice vont permettre la 

synthèse du NADPH et de l'ATP, deux molécules énergétiques nécessaires, entre autres , à la 

fixation du carbone par le cycle de Calvin. 
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Stroma 

Figure 1.2 Représentation schématique de l'organisation de la 
membrane des thylakoïdes en cinq différents complexes protéines-pigments séparées par des 
transporteurs d'électrons. Les flèches représentent le chemin parcouru par les électrons ou les 
protons lors d'un transport linéaire chloroplastique. L'énergie lumineuse est collectée par les 
complexes antem1aires composées de pigments collecteurs (chlorophylles a et b) et 
accessoires (caroténoïdes) transférée aux centres réactiotmels du PSII vers celui du PSI via 
les transporteurs d'électrons (PQ, PC et complexe du cytochrome b6f) . Les protons générés 
par ce transport d'électrons linéaire sont pompés du stroma vers le lumen par les PQ et les 
complexe du cytochrome. Un gradient de protons s'établit et active le complexe enzymatique 
ATP synthétase qui convertit l'ADP -en ATP, par repompage des protons vers le stroma. 
L'énergie libérée par ce transfert est convertie en ATP par l'ajout de phosphate inorganique à 
l'ADP (modifiée de Raven et Johnson, 2002). 
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1.1.2 L'absorption de la lumière et le complexe antennaire du PSII 

L'absorption de la lumière s'effectue grâce aux complexes antennaires collecteurs, qui 

sont composés principalement de Chi-a et secondairement de Chl-b et de caroténoïdes chez la 

plupart des algues vertes et des plantes supérieures . Chaque pigment possède leur structure et 

leur spectre d'absorption de la lumière, ce dernier étant représenté à la fi gure 1.3 pour les 

principaux types de pigments photosynthétiques. 

Longu e ur d'onde (na nomètres) 

Figure 1.3 Spectre d'absorption des différents types de pigments photosynthétiques (tirée de 
Raven et al., 2003). 
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Les différents spectres d'absorption couvrent l'ensemble des longueurs d'ondes 

utilisées par la photosynthèse afin de former l'énergie chimique. La bonne régulation de la 

synthèse des pigments devient alors indispensable pour l'algue (et la plante) afin d'utiliser le 

plus d'énergie possible sans provoquer de dommages à la chaîne de transport d'électrons. 

Le complexe antennaire du PSI! peut se distinguer en deux types : une antenne 

interne et une antenne périphérique. L'antenne interne (jig. 1 .4), associée au centre 

réactionnel du PSI!, est constituée de protéines (CP43 et CP47), respectivement codées par 

les gènes correspondants psbC et psbB. Approximativement, 40 molécules de Chl et 10 ~­

carotène lient l'antenne interne au centre réactionnel du PSII (P680), permettant le transfert 

de l'énergie lumineuse vers le P680 (Barber et Kühlbrandt, 1999). 

L'antenne périphérique ou LHCII, est constituée de complexe protéinique (CP29, 

CP26 et CP24) et pigmentaires (composées de Chl-a, Chl-b et de caroténoïdes comme la 

lutéine, la violaxanthine et la néoxanthine) (Bassi et al., 1997). Un changement dans les 

conditions environnementales de l'organisme photosynthétique permet la modulation de la 

composition et de la taille des complexes antennaires périphériques (Horton et al., 1996). 

Ensemble les complexes antennaires périphériques (nommés Lhcb 1 à 3 pour le LHCII et 

Lhcb 4 à 6 pour les protéines CP29, CP26 et CP24) permettent le transfert d'énergie des 

LHCII jusqu'au centre réactionnel du PSII, en passant par les CP43 et CP47 (Bassi et al. , 

1997). 
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FLASH Stroma 

Thylakoid lumen 

Figure 1.4 Schématisation du centre réactionnel du PSII, des antennes internes (inner 
antenna) et externes (LHCII), du complexe émetteur d'oxygène (CDO) et des molécules 
impliquées dans la séparation de charge nécessaire au transport d ' électrons chlorop lastique. 
Le sens du transpo1i d'électrons est représenté par des étapes distinctes (1 à 6) . Les symboles 
suivants représentent : Mn=atome de manganèse; P680=Centre réactimmel du PSU; PQA et 
PQ8= Q A et Q8 (tirée de Karp, 2009). 

1.1.3 La séparation de charges au centre réacti01mel du PSII 

L'absorption de l'énergie lumineuse provoque rapidement (10-15 s) l'excitation des Ch! 

dans les antennes collectrices et un transfert d'énergie s'effectue d'une molécule à l'autre . Ce 

transfert d'énergie par résonance s'effectue aléatoirement jusqu'à atteindre une paire de Chi 

spécialisées situées dans le centre réactionnel du PSII, le P680 : P680 passe alors de l'état 

stable à l'état exc ité (P680*) (illustré à la figure 1.5). 



12 

Lorsque le P680 absorbe l'énergie des antennes collectrices de lumière et passe à 

l'état excité P680*, la première réaction photochimique est la séparation de charges, où un 

électron du P680* sera transféré vers la phéophytine (Phéo), l'accepteur primaire d'électron 

du PSII. Le P680 aura alors l'état oxydé P680+ et recevra un électron du résidu tyrosine (Z) de 

la protéine Dl, le d01meur primaire d'électron du PSII. La forme oxydée z + accepte l'électron 

fourni par le complexe de dégagement d'oxygène (CDO). En résumé, il faut au minimum 

quatre charges positives sur le CDO, par conséquent quatre séparations de charge (4 photons) 

sont nécessaires pour la photooxydation de l'eau et le dégagement d'oxygène (Dekker et Van 

Grondelle, 2000). 

La séparation de charge est présentée par les équations: 

a) P680 +énergie lumineuse-------> P680* . 

b) P680* + Phéo-----------> P680+ + Phéo-

c) P680+ + Z ------------->P680 + z + 

d) z + + CDO ---------------> Z + CDO+ 

e) CD04+- 2 H20 -------------> CDO + Oz+ 4H+ 
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1.1.4 Transport linéaire des électrons 

Suivant la séparation de charge au PSII et la réduction de la Phéo, l'électron sera 

transféré vers des accepteurs d'électrons : les quinones (QA, Q8 et PQ), et ensuite au 

cytochrome b6f et au plastocyanines (PC) (Figure 1.5). Le transfert des électrons est 

accompagné d'un transport transmembranaire de protons (Baker et al. , 2007). La PQ, liée au 

site Q8 accepte deux électrons de QA. Les deux charges négatives sur la PQ sont ensuite 

annihilées par deux protons (PQH2) en provenance du stroma. Les plastoguinones réduites 

(PQH2) se dissocient alors du site Q8 et les protons sont relargués dans le lumen du 

thylakoïde : le cycle peut alors recommencer (Helier et al., 1998). Les protons relargués dans 

le lumen vont être utilisés par l'ATP synthase afin de produire l'ATP nécessaire à la synthèse 

des glucides dans le cycle de Calvin. Les PQ, libérées des protons, vont transférer leurs 

électrons au cytochrome b6f et par une chaîne d'oxydoréduction seront transmis aux PC (les 

donneurs d'électrons du PSI). Le schéma en Z (Figure 1.5) représente fidèlement ces 

différents processus. 
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Figure 1.5 Schéma en Z de la photosynthèse. Le flux d'électrons provenant de l'H20 vers le 
NADP+ y est présenté. Les relations énergétiques entre les différents acteurs du transport 
d'électrons, sont déterminées par les potentiels d'oxydoréduction situé en ordonné : plus on 
s'élève sur l'ordonnée, plus l'énergie contenue dans les molécules concernées est importante 
(traduit de Whitmarsh, 2000). 
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1.2 LES ALGUES ET LA LUMIÈRE: IMPORTANCE DE LA DISSIPATION 

En milieu naturel, les algues sont exposées régulièrement à des changements au 

niveau de la quantité de lumière qui leur provient du soleil. Malgré le fait que les réactions 

qui convetiissent 1 'énergie lumineuse en énergie chimique sont extrêmement efficaces, leur 

capacité peut être limitée par des stress environnementaux, qui incluent la sécheresse, la 

température, la limitation en nutriments, l' exposition aux métaux ou aux herbicides 

(Demmig-Adams et Adams, 1992; Juneau et al., 2007). Justement, les herbicides peuvent 

affecter plusieurs voies du métabolisme cellulaire en étant, entre autres, des inhibiteurs de la 

photosynthèse ou des inhibiteurs de la biosynthèse des lipides, des protéines, des pigments 

photosynthétiques principaux (Chi-a et Chl-b) ou accessoires (caroténoïdes) (Juneau et al., 

2007; Tomlin, 2000). 

Il est connu que la lumière est essentielle à la croissance des plantes, mais elle peut 

ausst être néfaste aux végétaux (M üller et al. , 2001 ). D 'ailleurs, 1 'absorption excess ive 

d 'énergie lumineuse peut mener à des altérations majeures de 1 'appareil photosynthétique. 

Afin d 'éviter les donunages causés par une absorption excessive de lumière par l'organisme 

photosynthétique, ceux-ci ont développé plusieurs processus de dissipation de l 'énergie, dont 

les principaux seront étudiés dans le cadre de ce mémoire. En particulier, nous étudierons la 

diss ipation de l' énergie au niveau du PSI! grâce, entre autres, à l' étude de la fluorescence 

chlorophyllienne. 
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1.2.1 Dissipation de l'énergie lumineuse au niveau du PSII 

Quand la lumière excite une molécule de chlorophylle (Chl) des antennes ou des 

centres réactionnels des photosystèmes, celle-ci peut atteindre plusieurs états d'excitations 

(singulet, triplet) . La Chi, sous fom1e excitée de triplet, peut interagir avec l ' oxygène 

moléculaire en y transférant de l'énergie et l'espèce réactive oxygénée (ERO) ainsi produite 

peut à son tour oxyder des molécules environnantes (ex : lipides, protéines). Justement, le 

schéma de la figure 1.6 montre les différentes voies possibles de dissipation de l'énergie de la 

Chi excitée sous forme singulet ou triplet (tirée de Müller et al. , 2001): 

1. Dissipation sous forme de fluorescence 

2. Dissipation par les voies de la photochimie 

3. Dissipation sous forme de chaleur (non-photochimique) 

4. Formation d'espèces réactives oxygénées (ERO) 

Dans le cadre de ce mémoire, nous évaluerons les 3 premières formes de dissipation 

de l'énergie (fluorescence, photochimie et non-photochimique) en utilisant comme 

modulateurs, le stress lumineux et un herbicide affectant théoriquement l'une ou plusieurs de 

ces voies dissipatives de l 'énergie. L ' interdépendance de ces mécanismes de dissipation nous 

permettra une analyse globale des processus, en mesurant la dissipation sous forme de 

fluorescence principalement émise par les Chi-a du PSII. 
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Figure 1.6 Voies de dissipation de l'énergie des chlorophylles excitées. Lorsqu'une Chi 
absorbe la lumière, celle-ci est excitée d ' un état fondamental à un état excité de singulet, 
lChl* . À ce point, il existe plusieurs voies de relaxation de l' énergie afin de revenir à l ' état 
fondamental : réémission sous forme de fluorescence ( 1 ), 1' énergie peut être utilisée afin de 
fournir l'apport nécessaire aux réactions photochimiques (2) ou se relaxe par une dissipation 
sous forme de chaleur. Lorsque les mécanismes (2) et (3) sont présents, ils réduisent la 
quantité de fluorescence émise et sont paramétrés par qP et NPQ (parfois nommé qN) . Pour 
fi nir, l'espèce !Chi * peut produire une espèce de triplet 3Chl * (4), qui peut à son tour 
produire une espèce réactive oxygénée 102*(tirée de Müller et al., 200 1) . 
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1.3 LA FLUORESCENCE CHLOROPHYLLIENNE 

Dans des conditions physiologiques, les antennes collectrices du PSU sont la source 

dominante de fluorescence chlorophyllienne (Krause et Jahns, 2003). Après l'illumination 

d'un organisme photosynthétique, la fluorescence réémise par les appareils photosynthétiques 

présente une intensité variable lorsque observée en fonction du temps (cinétique) : cette 

cinétique de fluorescence, nommée «effet Kautsky» a été découvert par Kautsky et Hirsh 

(1931). 

Lorsque les processus photochimiques et non-photochimiques de dissipation de 

l'énergie lumineuse sont affectés par un stress envirmmemental, la fluorescence émise 

augmente, puisque tous ces processus sont interdépendants (revoir figure 1.6). Par exemple, 

lorsque les processus photochimiques sont saturés (i.e. soit par une incidence lumineuse 

d'intensité élevée ou une exposition à un herbicide, qui tous deux provoquent un blocage du 

transport d'électrons), la proportion d' énergie absorbée par ces processus sera diminuée. Par 

conséquent, la proportion de 1 'énergie incidente qui ne peut être captée par les processus 

photochimiques, sera réémise sous forme de chaleur et/ou sous forme de fluorescence. 

Justement, la mesure de cette fluorescence permet d'évaluer le taux de performance 

photosynthétique et représente aussi l'état de l'appareil photosynthétique (Maxwell et 

Johnson, 2000 ; Ralph et al. , 2007) . Un changement dans la fluorescence chlorophyllienne 

suite à l'exposition d'un organisme photosynthétique à un herbicide peut être mesuré et ainsi 

fournir une indication concernant son impact sur les processus photosynthétiques de 

l'organisme (Krause et Jahns, 2003). 

La mesure de la fluorescence chlorophyllienne est une méthode rapide, sensible et 

non invasive (Samson et al. , 1999; White et Critchley, 1999). 

Les fluorimètres sont des appareils qui mesurent d'infimes changements dans la 

fluorescence émise et nous permettra une analyse de l'état physiologique de 1 'algue en 

fonction des divers traitements. 



19 

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons étudié l'activité photosynthétique dans 

diverses conditions environnementales avec deux appareils de mesure de la fluorescence : par 

la cinétique de fluorescence rapide (Plant Efficiency Analyzer; Hansatech PEA) et la 

cinétique de fluorescence modulée (Pulse-Amplitude Modulated; Walz PAM). 

1.3 .1 La cinétique de fluorescence rapide (phase OJIP) 

La cinétique de fluorescence rapide, permet d'analyser l'état du transport des 

électrons et 1 ' état de réduction des quinones (Force et al., 2003; Strasser et Strasser, 1995; 

Strasser et al. , 2000 ;). À partir de la valeur initiale (F 0 ) mesurée à 50 f.LS, l'intensité de la 

fluorescence atteint sa valeur maximale (Fm) en moins d'une seconde, à l'aide d'un flash 

saturant de lumière. Le fluorimètre PEA (Plant Ejjiciency Analyser) prend des mesures à 

intervalles réguljers (pendant 1 à 6 s) ce qui permet de tracer une courbe qui reflète le 

transport des électrons du complexe de dégagement d'oxygène jusqu'au pool de 

plastoquinones (K.rause et Jahns, 2003 ; Strasser et Srivastava, 1995). Lorsque présentée sur 

une échelle logarithmique, la cinétique obtenue montre les transitions de phase nommée 0, J, 

l et P (figure 1.7). L'analyse des transitions de phase (JIP-test) paramétrée par Strasser et 

Strasser (1995), nous permet d'expliquer les flux d'énergie au niveau du centre réactionnel du 

PSII (figure 1.8). 

Ces transitions représentent les différents états d'oxydoréduction des transporteurs 

d'électrons associés au PSII et permettent le calcul de nombreux paramètres reliés au flux 

d'énergie autour du PSII. 
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Figure 1.7 Cinétique typique de fluorescence rapide des Chi-a montrant les transitions OJIP 
mesurées pendant l ' illumination (pic à 650nm; 3200j.lmol photons m·2s- 1

) d 'une feuille de 
luzerne adaptée à la noirceur, en fonction du temps en échelle logarithmique. Les transitions 
0 , F300, J, I et P représentent les valeurs de fluorescence aux temps 0.05 , 0.30, 2, 30 et tFm 
(ms) (modifiée de Tsimilli-Michael et al. , 2000). 

La complexité de la structure des antennes (arrangement des pigments , la migration 

de l'énergie et la connectivité des antennes) peut aussi être étudiée par cette méthode, ce qui 

en fait une technique de choix pom l'étude de la dissipation de l'énergie par le PSII. 
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Figure 1.8 Modèle simplifié des flux d'énergies au niveau de l'appareil photosynthétique et 
basé sur la théorie des flux d'énergie proposée par Strasser (1978, 1981). 
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Dans le cadre de ce mémoire, par l'utilisation de la cinétique de fluorescence rapide 

des chlorophylles, nous avons calculé les paramètres suivants : 

-L'absorption de l'énergie lumineuse par les antennes collectrices de lumière (ABS) distribuée 

par centre réactionnel du PSII actif (RC), ABS/RC : 

(Force et al., 2003) 

où : 
Mo= F3oopsec - Fsofisec 1 (FM- Fsofisec) X 0.25 représente la vitesse initiale de l'induction de la 
fluorescence variable 
V1 = (F2msec - Fsofisec 1 FM- Fsopsec) représente le taux de la réduction de QA. 

-La proportion de l'énergie lum'ineuse absorbée par centre réactionnel du PSII actif qui ne 

sera pas utilisée pour la photochimie et conséquemment dissipée sous forme de chaleur 

(010 ) est évaluée par le ratio, Dl0 1 RC : 

Dio 1 RC =ABS/RC -Mo 1 V1 (Strasser et al., 2000) 

-Le quenching de la fluorescence du PSII associé aux plastoquinones oxydées du pool de PQ 

ou l'amplitude maximale du quenching par les PQ (qrQ) : 

(Strasser et al., 1999) 

-La capacité maximale du quenching non-photochimique dépendant du t.pH 

transthylakoïdien ( qEmax) : 

(Strasser et al. , 1999) 



1.3.2 Cinétique de la fluorescence modulée ou Pulse-Amplitude Modulation (fluorométrie 
PAM) 
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Sensible et rapide, cette technique est maintenant reconnue pour sa grande efficacité 

à évaluer l'effet de stress environnementaux sur les processus photosynthétiques (Havaux et 

al., 2000; Juneau et al. , 2007; Krause et Weis, 199 1; Marwood et al. , 2000; Schreiber et al., 

1994, 2002) . Atïn d'oxyder les quinones QA (l 'accepteur primaire des électrons provenant du 

PSII) , après 15 minutes au noir, la fluorescence initiale constante (F 0 ) est mesurée par 

l'entremise d'une lumière modulée (ML) de faible intensité (Schreiber et al. , 1986). Voir la 

fi gure 1.9 pour une représentation schématique d'une cinétique d'induction de la fluorescence 

PAM. 

Le F o représente le rendement de fluorescence lorsque les centres réactionnels des 

PSII sont ouve1is, les QA étant complètement oxydées. La fluorescence maximale (F 111) est 

induite par un couti flash de lumière saturante (SP) qui provoque la réduction de toutes les 

QA. Par la suite, le changement dans le rendement de fluorescence, qui se produit durant une 

illumination assurée par une lumière actinique (AL), induit l'effe t Kautsky (Kautsky et Hirsh, 

1931 ). Simultanément, le changement de la fluorescence maximale (F' m) est induit par des 

fl ashs de lumière saturante (SP) à environ tous les 30 secondes. À l'état stationnaire de 

transport des électrons (F ,), 1 'AL est éteinte et remplacée par une lumière de longueur d 'onde 

correspondante au rouge lointain (FR) afin de réoxyder rapidement les QA. Dans ces 

conditions, F' 0 est mesuré et représente le rendement de fluorescence lorsque les centres 

réactionnels des PSII sont ouvetis et ce, dans un état adapté à la lumière. 
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Figure 1.9 Représentation schématique de 1 ' induction de la cinétique de fluorescence obtenue 
à 1 'aide de la méthode de fluorométrie PAM. Les différents types de lumières utilisées durant 
les mesures sont indiqués (ML= lumière modulée ; SP=flash saturant ; AL=lumière actinique 
; FR= lumière rouge lointain). Les rendements de fluorescence nécessaires aux calculs des 
différents paramètres de fluorescence sont aussi indiqués (Fo= fluorescence minimale ; 
Fm=fluorescence maximale ; F 'm=fluorescence maximale adapté à la lumière ; F ou F,= 
niveau de fluorescence à l'état stationnaire de transport d'électrons ; F ' o=fluorescence 
minimale à l'état adapté à la lumière) (tirée de Juneau et al. , 2002) . 
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Dans le cadre de ce mémoire, à partir des mesures de cinétique de la fluorescence 

chlorophyllienne modulée (Fluorométrie PAM), nous avons calculé les paramètres suivants : 

F0 et Fm permettent l'évaluation de l'efficacité photochimique maximale du PSII 

(<I>m) (Kitajima et Butler, 1975) : 

<l>m = (F;,- Fa)/ F;, 

À l' état stationnaire de transport des électrons, 1 ' efficacité photochimique 

opérationnelle du PSII (<1>' m) est obtenu par le rapport suivant (Genty et al. , 1989) : 

<D'm = (F'm-F,)I F'm 

Le « quenching » photochimique (qP), qui montre la proportion de l'énergie 

d'excitation provenant de la lumière étant conve1tie par les réactions photochimiques 

assurées par les centres réactionnels des PSU, est évalué par (Schreiber et al., 1986) : 

qP = ((F'/11 -F, )!(F' /11-F'" )]x (F'o -F,.) 

Le « quenching » photochimique relatif (qP,e1) , représentant la proportion d'énergie 

lumineuse excitatrice qui est convertie en processus photochimiques accomplis par les PSU 

actifs à l'état stationnaire de transport linéaire d'électron, est évalué par (Buschmann, 1995) : 

P - [(F' -F )!(F' -F' )] q rel- ms mo 
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Le « quenching » non-photochimique ( qN), qui représente tous les processus 

d'extinction (quenching) du signal de fluorescence des Chi du PSII qui ne sont pas issus de la 

photochimie est évalué par ce rapp ott (Schreiber et al., 1986) : 

qN = 1-[(F'm -F'J!(F;"- FJ] 

Le« quenching »non-photochimique relatif (qNrc~), qui représente tous les processus 

d'extinction (quenching) du signal de fluorescence des Chi du PSII qui ne sont pas issus de la 

photochimie, est évalué par ce rapport, mais cette formule est issue d'un autre modèle 

(Buschmann, 1995) : 

qN,.e/ = (F;n- F'm) /(F;, - F'o) 

Le paramètre UQFrei (« unquenched »fluorescence), qui représente l'état de réduction 

des PSII à l' état stationnaire de transport d' électrons, est calculé (Juneau et al. , 2005): 

UQF,.el = (F,.- F'o) /(F;n- F'o) 

Tous ces paramètres réunis permettent une analyse globale de la réaction 

physiologique de l'algue face à un contaminant et/ou tout autre stress environnemental, 

comme le stress lumineux. Plus particulièrement, les processus non-photochimiques de 

dissipation de l' énergie lumineuse seront étudiés, en ayant comme objectif d'évaluer leurs 

composantes en présence d'un herbicide (mésotrione), dont le mode d'action perturbe la 

synthèse de molécules indispensables au bon fonctionnement des processus de dissipation de 

l'énergie sous forme non-photochimique. 
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1.4 LA DISSIPATION DE L'ÉNERGIE sous FORME 
NON-PHOTOCHIMIQUE 

Lorsque les processus photochimiques (i .e. réduction COz dans le cycle de Calvin, 

production d 'A TP par 1 'A TP synthétase, transport d' électrons dans la chaîne de transpo1i 

chloroplastique) sont saturés par l' arrivée soudaine d ' une quantité plus élevée de lumière, les 

algues possèdent des processus de dissipation de l 'énergie par voie non-photochimique, afin 

d ' éliminer cet excès d'énergie. Comme vu à la figure 1.6, l 'énergie contenue dans les 

chlorophylles singu let Cchi*) doit être éliminée dans le but d ' empêcher la formation de 

molécules hautement énergétiques pouvant créer des dommages particulièrement importants 

aux photosystèmes (PSII et PSI) et aux complexes antennaires collecteurs (LHC), soit les 

chlorophylles triplet Cchi') et l' oxygène singulet ( 10 z) (Müller et al., 2001 ). 

Afi n d' évaluer sous quel processus sera utili sée l'énergie contenue dans les 1Chl* 

(photochimique, fluorescence ou diss ipation non-photochimique (chaleur), sous des 

condi tions environnementales diverses, la fluorescence est utilisée, même si l'émiss ion 

d 'énergie sous cette fo rme se situe entre 0.6% et 3% de l'émission totale (Krause and Weis, 

1991) . 

Puisque ces trois processus sont interdépendants, lorsque la fluorescence s'abaisse 

(phénomène nommé quenching ou atténuation du signal), un des deux autres processus 

compense cette perte en s'activant. 

D ' a illeurs, en comparant la cinétique de relaxation de la fluorescence dans l 'obscuri té 

et après une illumination, trois différentes composantes du quenching non-photochimique ont 

été classifiées selon leur temps de relaxation : qE (- 30 secondes), qT (- 8 minutes) et qi (- 30 

minutes) (Laisk et Oja, 2000). 

La figure 1.10 montre une courbe de fluorescence chlorophyllienne qui schématise 

1 ' importance de chacun de ces processus de dissipation de l' énergie. 
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Figure 1.10 Mesures de fluorescence chlorophyllienne modulée d' une feuille d'Arabidopsis. 
En présence d' une faib le lumière de mesure, la fluorescence minimale (F 0 ) est observée. 
Lorsqu ' un pulse de lumière saturante est apposé, pennettant l'obtention de la fluorescence 
maximale (Fm), les processus photosynthétiques sont saturés. Sous illumination continue, le 
quenching photochimique (qP) et le quenching non-photochimique (qN=qT+qE+qi) sont 
responsables de la baisse du rendement de la fluorescence (F'm) . Après l 'arrêt de la lumière 
actinique, la récupération en quelques minutes du F' m, montre que la majorité du qN est 
dépendant du qE (tirée de Müller et al., 2001) . 
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1.4.1 qE, un processus inductible et dépendant du pH 

En premier lieu, le processus de dissipation de l' excès d 'énergie le plus important 

chez les plantes et surtout chez C. reinhardtii est qE, le processus inductible et dépendant du 

pH (Laisk et Oja, 2000). 

Son activation rapide s'effectue à la lumière et est induite par un pH acide dans la 

lumière des thylakoïdes du chloroplaste (Jahns et al., 2009). qE peut être considéré comme 

une va lve de sécurité pour la photosynthèse parce qu ' il est principalement régulé par 

l'ampli tude du ~pH généré par le transport d ' électrons chloroplastique. En effet, l 'absorption 

de photons en excès cause l'établissement d ' un ~pH élevé, donc la réduction de pH dans le 

lumen devient essentielle pour qE. Cette réduction du pH dans le lumen a pour effet d'activer 

le cycle des xanthophylles (voir fi gure 1.11), en permettant à l 'enzyme violaxanthine de­

époxidase (VDE) de convertir la violaxanthine en zéaxanthine (Y amamoto, 1979) . Justement, 

il existe une con élation directe entre l'établissement du qE et le taux de déépoxydation des 

violaxanthines en zéaxanthines et cela a été démontré pour une grande variété de plantes 

supérieures dans des conditions environnementales et de laborato ire (Demmig-Adams et 

Adams, 2006). Chez les plantes supérieures, lorsque la protéine PsbS associée aux LHC (et 

au PSII) est prot01m ée, ell e peut se li er à des molécules de zéaxanthine. Ensemble, ces deux 

processus vont provoquer un changement de confonnation du photosystème II (PSII), qui 

dissipera plus efficacement l ' énergie sous forme de chaleur (Horton et al., 1996) . 

Par contre, chez C. reinhardtii , il a été démontré que le quenching non­

photochimique maximal est très peu dépendant (Niyogi et al., 1998), voire totalement 

indépendant de l' accumulation de zéaxanthine en conditions de stress oxydatif (Bonente et 

al., 2011). 

Çela est peut-être due à des différences marquées au niveau de la physio logie de 

l'établissement du qE : entre autres, l'absence de protéines régulatrices PsbS chez C. 

reinhardtii, même en conditions de stress lumineux (AIImer et al. , 2006 ; Bonente et al. , 

2008). 
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Contrairement aux plantes supérieures, d 'autres xanthophylles (i .e. violaxanthine et 

lutéine) sont peut-être impliqués dans ce quenching (qE) chez C. reinhardtii (Jahns et 

Holzwa1th, 2012). En résumé, la relaxation du quenching non-photochimique chez C. 

reinhardtii est strictement dépendante de 1' élimination du t.pH généré par le transport 

d'électrons (Jahns et Holzwarth, 2012). 
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Figure 1.11 Représentation schématique des réactions du cycle des xanthophylles et des 
différents cofacteurs nécessaires à son bon fonctionnement. La réaction purement 
biochimique est une transformation réversib le du pool de violaxanthine en zéaxanthine via 
l' intermédiaire anthéraxanthine. Ces réactions d'époxydation sont catalysées par des enzymes 
situées en des sites opposés de la membrane du thylakoïde, soit la violaxanthine de-époxidase 
(VDE) située dans le lumen de la membrane du thylakoïde et la zéaxanthine épox idase (ZE) 
située dans le stroma du chloroplaste. L'activité de la VDE, nécessitant un cofacteur (l'acide 
ascorb ique), est strictement régulée par le pH dans le lumen et devient active à un pH 
in férieur à 5.8. Cette conversion s'accomplit in vivo et in vitro dans des temps situés entre 10 
et 30 minutes. De plus, ce processus, dépendant du pH, s ' assure que la zéaxanthine soit 
accumulée en condition saturante de lumière, car c'est la zéaxanthine qui possède davantage 
le pouvoir antioxydant face aux conséquences de l'énergie excessive provenant de la lumière. 
Lors d ' un retour au noir ou sous intensité faible de lumière, le pool de zéaxanthine se 
reconverti en violaxanthine à 1' aide de 1' enzyme ZE, qui l'effectue jusqu'à 10 fois plus 
lentement que la réaction catalysée par la VDE (tirée de Jahns et al. , 2009). 
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1.4.2 qT, associé aux états de transition ou déplacement des complexes antennaires 
collecteurs (LHC) entre les photosystèmes chez C. reinhardtii 

Le phénomène des états de transition a été observé pour la première fois chez des 

organismes photosynthétiques unicellulaires (Bonaventura et Myers, 1969). Chez les plantes 

et les algues, les états de transition sont définis comme le changement d'association des 

complexes antenniüres collecteurs principaux (LHCII) entre le PSII (state 1) et le PSI (state 

2) (Allen, 1992; Gal et al. , 1997; Wollman, 2001). La régulation de ce processus est 

essentiellement accomplie grâce à la phosphorylation des LHC par une kinase membranaire. 

Une portion des LHC ainsi phosphorylée, va migrer à distance de la région du thylakoïde de 

type accolé (grana) , enrichie en PSII, et à travers la phase lipidique en direction d'une région 

thylakoïdienne non-accolée enrichie en PSI (Albertsson, 2001 ; Allen, 1992; Gal et al., 1997; 

Wollman, 2001) . Il a été suggéré que les états de transition sont provoqués par un 

détachement des granas du thylakoïde, issue de l'ajout de charges négatives sur les LHC 

(phosphore) et d'un renversement des PSI! vers les PSI (Georgakopoulos et Argyroudi­

Akoyunoglou, 1 994). 

À ce point, il est important de discuter de la régulation intrinsèque du système LHCII 

kinase/phosphatase dans diverses conditions environnementales. Premièrement, on sait que 

les LHCII-kinase membranaires sont activées par la réduction du pool de plastoquinone et le 

rôle de ces molécules dans les états de transition est résumé dans la figure 1.12. La réduction 

du pool de PQ (par la réduction du PSII ou par d'autres produits du métabolisme) active la 

kinase, qui est ensuite inactivée par la réoxydation de ce même pool (issue de l'activité du 

PSI). La déphosphorylation des LHCil-P; est accomplie par une phosphatase dite constitutive 

(Allen, 1 992), quoiqu'une régulation impliquant la protéine TLP ait été suggérée (Fulgosi et 

al., 1998). 

Tel que montré dans la fi gure 1.1 2, le complexe du cytochrome b6f transfère le signal 

de réduction des PQ à la kinase et cela a été prouvé par l'absence remarquée du state 

transition chez des mutants C. reinhardtii incapables d'assembler le complexe cytochrome 

b6f (Gal et al., 1997). 
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De plus, d'autres auteurs ont suggéré que les thioredoxines réguleraient négativement 

les kinases en situation de stress lumineux (HL) (Rintamaki et al. , 2000). Par contre, un 

changement conformationnel des LHC, provoqué par un stress lumineux, pourrait auss i 

limiter physiquement l'accès aux kinases (Adir et al. , 2003; Zer et Ohad, 2003). 

Conj ointement, ces deux possibilités semblent représenter un mécanisme utile, puisque les 

états de transition en situation de stress lumineux sont beaucoup moins importants qu'en 

lumière faible ou modérée et ce, même si le pool de PQ est majoritairement sous forme 

réduite (Bendall , 1982). 

Au niveau physiologique, les états de transition sont beaucoup plus importants chez 

C. reinhardtii que chez les plantes supérieures : jusqu 'à 85% des LHCII peuvent être 

impliqués dans ce processus (chez C. reinhardtii; Delosme et al., 1996) et seulement 20 à 

25% des LHCII (chez les plantes supérieures; Allen, 1992) . Chez C. reinhardtii , les états de 

transition ne semblent pas être responsables de la répartition de l'énergie entre le PSII et le 

PSI, mais semblent plutôt activer le PSI à l'instar du PSil. Pour cette raison, les états de 

transition pourraient représenter un mécanisme pennettant le changement d'un transport 

linéaire d'électrons vers un transport cyclique d'électrons au PSI (Vallon et al., 199 1 ). 
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En state 1 (LHCII majoritairement au PSII), les cellules algales produisent de l'ATP 

et du NADPH, mais seulement de l'ATP en state 2 : donc la fonction maj eure du state 

transition chez C. reinhardtii semble être l'ajustement des niveaux d'A TP (et du ratio 

ATP/NADPH) par rappott aux demandes cellulaires (Wollman, 2001). En résumé, les états 

de transition peuvent être influencés par l'activité de l' ATP synthétase (Bulté et al. , 1990), du 

cytochrome b6f (Munekage et al., 2001) ou par le transport cyclique d'électrons autour du 

PSI (Miyake et al., 2005). 
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Figure 1.12 Schématisation du système de régulation du state transition par le système 
kinase/phosphatase chez C. reinhardtii (tirée de Allen, 1992; Finazzi, 2004). 
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1.4.3 qi, la photoinhibition 

Cette troisième composante du quenching non-photochimique est la plus hétérogène, 

puisqu 'elle est considérée comme le quenching restant après la relaxation de gE et qT 

(Demmig-Adams and Adams, 2006). D 'ailleurs , qi dépend partiellement des xanthophylles 

(reconversion des zéaxanthines en violaxanthine par la zéaxanthine époxidase (ZE)), mais 

aussi de la photoinhibition des PSII (Stroch et al., 2004) . 

La relaxation de ce processus est très lente et cela peut prendre des heures jusqu 'à 

une joumée, dépendant de l'intensité du stress environnemental (Demmig-Adams et Adams, 

2006 ; Garcia-Mendoza et Colombo-Pallotta, 2007) . 

Le processus de photoinhibition est souvent exprimé comme étant la baisse 

maintenue du FviFm, le rendement maximal du PSII. Lorsque l'on augmente 

considérablement la lumière actinique d 'exposition, le quenching (gE) devient saturé et la 

composante majeure du qN devient qi (Walters et Horton, 1993). Évidemment, l' intensité et 

la durée de 1' illumination sont deux facteurs importants dans la modulation du phénomène de 

photoinhibition. La photoinhibition du PSII et le quenching de la fluorescence sont associés à 

l' inacti vation du PSII (au niveau du centre réactionnel) causée par l'altération inéversible de 

la proté ine Dl : protéine dont la resynthèse est très rapide. D 'ailleurs, la régulation de la 

synthèse de nova de la protéine Dl est considérée cotm11e un système de réparation (Aro et 

al., 1993). En présence de stress lumineux, les PSII ainsi inactivés s'accumulent, mais la 

synthèse de nova de protéines Dl s'effectue presque au même rythme que leur dégradation 

(protéolyse) (Aro et al., 1992; Schnettger et al. , 1992, 1994). 
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Plus précisément, deux phases de relaxation du qi ont été distinguées par leur temps 

de relaxation suivant une exposition à un stress lumineux : une phase rapide associée à la 

reconversion des zéaxanthines en violaxanthines (Thiele et al. , 1996 ; 1998) et une phase 

lente associée au système de destruction/réparation de la protéine D 1 (Leitsch et al., 1994; 

Thiele et al. , 1996). 

En résumé, qi est composé de trois sous-phénomènes basés sur : (1) un !-.pH 

persistant et l'accumulation des zéaxanthines, (2) en absence de !-.pH, la présence de 

xanthophylles de-époxydés (comme zéaxanthine) qui maintiennent physiquement un état 

favorisant la dissipation de l'énergie dans le PSII et (3), par inactivation des PSII. La figure 

1.13 montre la régulation du phénomène de photoinhibition. 
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Figure 1.13 Schéma hypothétique des différents états de dissipation de l'énergie au niveau du 
PSII en relation avec les processus non-photochimiques. Lorsque ces mécanismes de 
protection sont surtaxés, s'en suit une fom1ation plus importante d'espèces réactives 
oxygénées, ce qui inactive les protéines D 1 du centre réactionnel (tirée de Thiele et al. , 
1996). 
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1.5 LES EFFETS DES INHIBITEURS DE L'ENZYME HPP-DIOXYGÉNASE 

Les herbicides qui inhibent l'enzyme HPP-dioxygénase (HPPD) ont été découverts 

relativement récemment. Ils sont membre de la famille des tricétones (i. e. mésotrione, 

sulcotrione) et agissent en compétition avec le substrat de l'enzyme, l'acide homogentisique 

(Schulz et al., 1993; Lee et al., 1997, 1998; Pallett et al. , 1998; Viviani et al., 1998; Crouch 

et al., 1997). 

Chez les plantes, l'inhibition de cet enzyme perturbe la biosynthèse des caroténoïdes, 

ce qui à pour conséquence une dégradation des chlorophylles et un blanchissement foliaire 

(Lee et al. , 1997; Mitchell et al., 2001). Malgré le fait que les symptômes sont semblables 

aux effets des inhibiteurs de l'enzyme phytoène désaturase (PDS) (Kim et al. , 1999, 2002), 

l' inhibition de I'HPPD représente un mécanisme d'action distinct (Lee et al., 1997). 

L'inhibiteur utilisé dans ce mémoire est l'herbicide mésotrione. 

La mésotrione est un herbicide qui inhibe compétitivement l' enzyme p­

hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD). Cette enzyme participe à la conversion de la 

tyrosine en plastoquinone (cofacteur essentiel à l'activité de la phytoène désah1rase (PDS), 

qui est impliquée dans la biosynthèse des caroténoïdes) et en a-tocophérol (Prisbylla et al. , 

1993 ; Garcia et al., 1999). Indirectement, l'inhibition de l'HPPD affecte la synthèse des 

caroténoïdes puisqu'elle réduit le pool de plastoquinones (Pallett et al. , 1998). L'implication 

de l'enzyme HPPD dans la synthèse des plastoquinones (PQ) et des tocophérols est 

schématisée à la figure 1.14, tandis que le rôle de cofacteur des PQ sur l'activité de la PDS est 

présenté à la figure 1 .15. 



Shikimate 

Pa!hway 
......... 

OH 

4-Hydroxypnenyl­

pyruvale 

Il 
l) rosine 

OH 

OH 

39 

Prenyldiphosphale 

1 
•-Toœpherol 

---""""'~-.. 2·Methy! .. 6 -phyi~Qui nol 

c~ \ 
P/astoquinone 

Homogenlisate 

Figure 1.14 Représentation schématique de la voie de biotransformation de l' acide aminée 
tyros ine en plastoquinone et en a -tocophérol. L 'enzyme HPPD, qui est inhibée par 
1 'herbicide mésotrione, parti cipe à la transformation du 4-hydroxyphénylpyruvate en 
homogensinate 1 ' intermédiaire .nécessaire à 1 'accompli ssement de la bi osynthèse des 
plastoquinones et des a-tocophérol (tirée de Fiedler et al. , 1982) . 
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Figure 1.15 Représentation schématique résumée de la voie de biosynthèse des caroténoïdes. 
L 'enzyme phytoène désaturase (PDS) affectée indirectement par la mésotrione, car les PQ 
oxydées pouvant accepter des électrons (et des H+) sont des cofacteurs de cette enzyme (et de 
la (-carotène désaturase aussi) (modifiée de Nonis et al. , 1995). 
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1.5.1 Les plastoquinones (PQ) 

Les plastoquinones sont des molécules hydrophobes solubilisées dans la membrane 

du thylakoïde. Dans la chaîne de transport d'électrons photosynthétiques, les PQ constituent 

un lien fonctiOim el entre le PSII et le cytochrome b6f. Les PQ sont des accepteurs d'électrons 

pour la phytoène désaturase (figure 1.15) et le PSU (figure 1.2) et des transporteurs de 

protons. 

L'état rédox des PQ (oxydé= plastoquinone (PQ); réduit = plastoquinol (PQH2) ) joue 

un rôle crucial dans la régulation de plusieurs processus, dont le transp01t linéaire d'électrons, 

la chlororespiration et le transport cyc lique des électrons autour du PSI (Bennoun, 2002; 

Haldimann et T similli -Michael, 2002; Heber et Walker, 1992; Kramer et Crofts, 1993). De 

plus, l'état rédox des PQ, en combinaison avec celui des ferrédoxines et des thioredoxines, 

jouent auss i un rôle dans la régulation transcriptionnelle de certains gènes reliés au transport 

d'électrons photosynthétiques (Allen, 1993; Escoubas et al., 1995; Trebitsh et Danon, 2001 ). 

En situation d'illumination intense (HL), les plastoquinones sont maj ori tairement 

sous fo rme de plastoquinols. Justement, les plastoquinols peuvent agir en tant qu'éliminateurs 

des espèces réactives oxygénées (ERO) générées au niveau de la membrane du thylakoïde. 

Par opposition, un pool de PQ fortement oxydé augmente considérablement la peroxydation 

des lipides et la destruction des pigments (Hundal et al., 1995). En situation de stress oxydatif 

(provoqué par un stress lumineux), les plastoquinols (tout comme les tocophérols) peuvent 

être décomposées par leur réaction avec les ERO générés au niveau du PSII (Kruk et Trebst, 

2008). 

Afi n de contrer cette perte , le taux de synthèse des PQ (et des tocophérols) est 

régulée à la hausse pendant l'illumination intense : la synthèse compense alors pour la 

dégradation (Kruk et Trebst, 2008; Trebst et al. , 2004). 
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Le lien des PQ avec les états de transition est résumé ici : la réduction des PQ active 

les kinases LHCII, qui en ajoutant des phosphates inorganiques (Pi) aux antennes collectrices 

LHCII, provoquent la migration de celles-ci vers le centre réactionnel du PSI (state 2). 

Par contre, en condition de stress oxydatif, des auteurs ont suggéré que les kinases 

LHCII étaient incapables d'atteindre le site de phosphorylation sur les LHCII, suite à un 

changement conformationnel des antennes (Zer et Ohad, 2003). 

Afin de vérifier la propmtion des antennes liées au PSII et au PSI en diverses 

conditions, la fluorescence chlorophyllienne en basse température (77K) a été utilisée. La 

figure 1.16 montre un spectre typique d'émission de la fluorescence à 77K de cellules intactes 

de C. reinhardtii et de C. subcaudata (tirée de Morgon et al., 1998). 
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Figure 1.16 Spectre d'émission de la fluorescence chlorophyllienne à 77K de cellules entières 
provenant des espèces C. subcaudata (- ) et C. reinhardtii (' · '). La longueur d'onde 
d'excitation de la Chi est de 435nm. Les maximums d'émission sont indiqués (en mn) au 
dessus des pi cs correspondants. Toutes les données sont normalisées au pic du PSII afin 
d'obtenir une fluorescence relative (tirée de Morgon et al. , 1998). 

D'ailleurs, nous proposons que l'utilisation de cette technique soit une caractérisation 

indispensable de l'espèce étudiée, puisque les mesures de fluorescence chlorophyllienne à 

température ambiante peuvent être altérées par les états de transition . 

En résumé, les PQ participent à la régulation de nombreux processus li és au transport 

d'électrons (i.e. transport linéaire d'électrons, la chlororespiration et le transport cycl ique des 

élech·ons autour du PSI), de protons (établissement d'un gradient de pH transmembranaire) et 

d'accepteur d'électrons pour la PDS. 
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Les PQ jouent aussi le rôle de régulateur des états de transition chez C. reinhardtii, 

puisque sa forme réduite (PQH2) est reconnu comme un activateur de l'enzyme LHCII 

kinase. 

Bien que plusieurs études chez C. reinhardtii aient démontré que les inhibiteurs de 

l' enzyme HPPD affectent le rendement photosynthétique au niveau du PSII et le taux de 

biosynthèse des PQ en situation de stress lumineux, aucune étude n ' a évalué la dissipation de 

l'énergie sous forme photochimique et non-photochimique. Plus patticulièrement, l'effet d'un 

inhibiteur d'HPPD (mésotrione) sur les états de transition n'a pas encore été étudié chez C. 

reinhardtii . Les PQ sont donc des molécules jouant des rôles à la fois dans les états de 

transition, le transport d'électrons, le transport de protons, l' activation de la PDS, tous des 

rôles indispensables au maintien et à la régulation de la dissipation de l 'énergie sous forme 

photochimique et non-photochimique chez C. reinhardtii. 

1 .5.2 Les tocophérols 

Les tocophérols sont des molécules amphiphiles synthétisées exclusivement par les 

organismes photosynthétiques (Fryer, 1992). Leur structure se compose d'une tête hydrophile 

de chromanol (exposée à la surface de la membrane thylakoïdienne) et d'une chaine latérale 

hydrophobe de prényl (associée aux lipides membranaires) (Grusak et Della Penna, 1999). 

Ha vaux et al. (2005) ont proposé (qu'en combinaison avec le cycle des xanthophylles), les 

tocophérols accomplissent deux rôles indispensables à la protection face au stress oxydatif 

dans le chloroplaste : préserve le PSII de la photoinhibition et protège les lipides 

membranaires du thylakoïde de la peroxydation (Kruk et al., 2005; Trebst et al., 2002). 

D'ailleurs, l'implication des tocophérols dans la photoprotection est supporté par une 

synthèse accrue de ces molécules, en présence de stress envi ronnementaux provoquant le 

stress oxydatif (Fryer et al., 2002; Ha vaux et al. , 2000). 
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Des expériences in vitro sur des membranes lipidiques bicouches contenant des 

tocophérols ont démontré que ces composés peuvent inhiber la réaction d'oxydation en chaîne 

créant des radicaux libres d'ac ides gras polyinsaturés nocifs pour l'organisme. 

La présence de tocophérols pem1et la conversion des radicaux libres lipidiques en 

radicaux moins énergétiques pouvant être éliminés (réduits) par réaction avec l'ascorbate : par 

cette même réaction, les tocophérols sont régénérés (Kamal-Eldin et Appelqvist, 1996). Les 

tocophérols , quoique que moins efficaces que les caroténoïdes, peuvent aussi réduire les ERO 

en espèces moins réactives (Di Mascio et al. , 1990). Par contre, cela est accompagné par la 

destruction des tocophérols, conséquence du stress oxydatif. 

1.5 .3 Les caroténoïdes 

Les caroténoïdes sont des composés isopréniques lipidiques possédant une chaîne de 

carbone (C40). Ces composés liposolubles sont associés aux antennes collectrices (LHC), où 

ils transfèrent l'énergie lumineuse vers le centre réactionnel. La formation des caroténoïdes 

commence avec la réaction de dimérisation d'isoprènes géranyl-géranyl pyrophosphate afin 

de produire du phytoène (C40) (Figure 1.15). La phytoène désaturase catalyse une réaction de 

désaturation qui transfonn e le phytoène en Ç-carotène. 

Ensuite, le lycopène se forme aussi par désaturation avant de créer deux types de 

caroténoïdes : les caroténoïdes de la branche ~-carotène et de la branche a-carotène. La 

lutéine provient de la branche a-carotène , tandis que . la néoxanthine et les caroténoïdes 

spécialisés (xanthophylles) zéaxanthine, anthéraxanthine et violaxanthine sont formés à partir 

de la branche ~-carotène (Niyogi et al., 1997a,b). 

Les caroténoïdes jouent des rôles majeurs dans la photoprotection des chloroplastes 

en réduisant la quantité de radicaux libres. D'ailleurs, la désactivation des chlorophylles 

tr iplet excitées echl) et des oxygènes singulet (102) dans le centre réactionnel ainsi que dans 

les antennes collectrices est constitutivement accomplie grâce aux caroténoïdes qui y sont 

fortement liés (i. e. principalement la ~-carotène et la lutéine). 
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S'ajoute à cela, un processus (réversible et inductible à la lumière) de dissipation de 

l'énergie dans les antennes du PSII, qui est facilité par l'action des caroténoïdes spécialisées, 

soit les xanthophylles du cycle portant le même nom. Ce cycle permet le changement 

réversible du rôle des antennes collectrices : adapté à une lumière faible (elles absorbent) et 

adapté à une intensité élevée (elles dissipent l'énergie). Sa cible de photoprotection est la 

désactivation des chlorophylles singulet (1Chl) qui s'accumulent dans les LHC en condition 

de stress lumineux (Demmig-Adams, 1990; Horton et al., 1996). La régulation du cycle des 

xanthophylles, dépendante du pH, est présentée à la figure 1.11 . Les xanthophylles sont aussi 

reconnues comme des inhibiteurs de la peroxydation des lipides membranaires (Frank et 

Cogdell, 1996). 
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L'élévation des teneurs en zéaxanthine, anthéraxanthine et lutéine, durant une 

exposition en lumière d'intensité élevée ~hez C. reinhardt ii , est consistante avec le rôle de ces 

xanthophylles dans la photo protection (Ni yogi et al., 1997a, b ). L'impotiance des 

caroténoïdes dans la photoprotection est aussi démontrée par certains phénotypes 

d'organismes photosynthétiques qui ne peuvent synthétiser les caroténoïdes, par inhibition de 

leur synthèse (i.e norflurazon ou un inhibiteur d'HPPD) ou par utilisation de mutants (Boger 

et Sandmatm, 1993; Niyogi et al. , 1997a, b). 

Nous connaissons déjà le mode d'action de l'herbicide (mésotrione) utilisé dans cette 

recherche : il inhibe l'enzyme HPP-dioxygénase (HPPD), l'enzyme clé dans la synthèse des 

plastoquinones, des tocophérols et indirectement des caroténoïdes. Par contre, l'étude des 

processus de diss ipation de l'énergie lumineuse en présence de ce type d' inhibiteur n'a pas 

encore été réalisée. 

Notre étude permettra d'approfondir nos connaissances sur le rôle de l' enzyme HPPD 

dans la dissipation de l'énergie par vo ie photochimique et non-photochimiques chez l'algue 

verte C. reinhardtii en présence ou non de stress lumineux et sur la récupération, suite au 

stress lumineux, de l'activité photosynthétique. Nous allons évaluer la composition 

pigmentaire (Chi-a, Chl-b, caroténoïdes dont la ~-carotène et les xanthophylles) et la tenem 

en tocophérols de l'algue par chromatographie liquide à haute performance. 
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2.1 RÉSUMÉ 

La mésotrione inhibe une enzyme clé dans la biosynthèse des PQ, des a.-tocophérol et 
indirectement des caroténoïdes, soit l'enzyme p-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase 
(HPPD). Les changements dans l'activité photosynthétique, les processus de dissipation de 
l'énergie, la composition pigmentaire (Chlorophylles, carotènes et xanthophylles) et la teneur 
en a.-tocophérol ont été étudiés lorsque des cultures algales de C. reinhardtii ont été exposées 
24h à l'herbicide mésotrione. Ceci n 'a pas induit de photoinhibition au niveau du PSII, tandis 
que la capacité maximale du quenching ~":.pH-dépendant s'est réduite (qEmax : -33%). Par 
conséquent, une inhibition des états de transition (state 1 to state 2) en présence de 
mésotrione a été observée (hausse de 36% du Frs111Frsi) . Bien que les cultures algales 
exposées possédaient un ratio Car:Chl-a diminué par rapport au témoin, aucun changement 
dans l'ABS/RC ou la Dlj RC n'a été observé. Sous illumination intense (HL), le rendement 
photosynthétique maximal et opérationnel du PSU a respectivement diminué de 22% et 76% 
pour les algues non-traités et beaucoup plus, soit de 40% et 88% pour les algues traitées à la 
mésotrione. Dans les mêmes conditions, le quenching non-photochimique (qN) était 2.3 fois 
plus élevé pour les cultures traitées, tandis que l'activation du cycle des xanthophylles 
(%Z/(Z+A+V)) a été similaire dans les deux cas. Sous HL, qEmax s ' est élevé pour les algues 
non-traitées (+40%), mais réduit pour les algues traitées (-57%), tandis que qPQ est maintenu 
pour les algues non-traitées, mais diminué pour les algues en présence de mésotrione (-49%). 
La baisse de teneur en ~-carotène par cellule en combinaison avec la baisse de capacité de qE 
en HL ont eu un impact négatif sur la récupération de l'activité photosynthétique du PSII des 
algues traitées, puisque cette récupération n'était pas complétée après 120 minutes. 
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2.2 ABSTRACT 

Mesotrione is known to inhibit the p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), a key 
enzyme for PQ, a-tocopherol and indirectly for carotenoid biosynthesis. Modifications of 
photosynthetic activity, energy dissipation processes, pigment composition ( chlorophylls, 
carotenes and xanthophylls) and a-tocopherol content were investigated when C. reinhardtii 
cultures were exposed 24h to mesotrione. These conditions did not induce PSII 
photoinhihition, white maximal energy-dependant quenching has strongly decreased (q Emax: -
33%). For the treated algae the decrease in Car:Chl-a ratio was not accompanied by changes 
in ABS/RC and Dij RC and this was explained by the unchanged a-tocopherol content per 
Chl-a and by low light growth conditions, that did not induce xanthophyll cycle. State l to 
state 2 transition seemed to be inhibited by mesotrione as the PSIIIPSI was 32% higher than 
in the control. Upon high light conditions (HL), PSII activity was highly affected, since 
maximal and operational PSII quantum yields have decreased for the non-treated algae by -
22% and -76% respectively, while the mesotrione-treated algae were more affected (-40% 
and -88%). In the same conditions, non-photochemical quenching (qN), was more than two­
fold higher for the inhibited cultures, while xanthophyll cycle activation (%Z/(Z+A+V)) of 
control and treated samples was similarly increased. The unquenched fluorescence related to 
the reduction leve! of PSII at steady-state electron h·ansport (UQFreJ) was higher for the HL 
and mesotrione-HL treated algae compared to the control, thus showing lower capacity of the 
electron transport chain to drain electrons under these conditions. qEmax was increased for the 
HL exposed algae (+40%), but strongly decreased for the HL-mesotrione-treated sample (-
57%), wh ile the quenching of oxidized PQ ( qPQ) was stable for the HL and decreased (-
49%) when mesotrione was present. HL did not induce obvious state transition for both 
mesotrione-treated and non-treated algae. Moreover, ~-carotene content per cell and qE 
capacity decreased after HL treatment and had a strong effect on the recovery of PSII 
photosynthetic activity in mesotrione-treated cells under low-light conditions since recovery 
was not completed after 2 h under LL conditions, whi le recovery for the control was almost 
achieved after 30 min. 

Keywords: Mesotrione, High light stress, Photoinhibition, Recovery, Shikimic acid pathway 
inhibition, Photosynthetic energy dissipation 
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2.3 INTRODUCTION 

Mesotrione is an inhibitor of p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) known 

to con vert tyrosine into the precursors of plastoquinones (PQ) and tocopherols (Lee et al. , 

1997; Garcia et al., 1999). PQ are soluble electron caniers that play a major role in the PSII­

PSI electron transport, as they are the link between the PSII primary electron acceptors (QA 

and Q8) and the cytochrome b6f ( cyt b6f). Concomitantly, PQ also play a role in the fonnation 

of the transthylakoidal proton gradient needed for chloroplastic ATP synthesis (Cramer et al. , 

1991 ; Kramer et al., 2003). PQ are essential co-factors of phytoene desaturase (PDS) 

invo1ved in the carotenoid biosynthesis pathway (Mayer et al. , 1990; Norris et al. , 1995). PQ 

cau also regulate state transition via the binding of reduced PQ (PQH2) to Cyt b6f that 

activates a transducing signal of LHCII kinase activation, that allows the LHCII antennas to 

move from PSU to PSI (state 1 to state 2 transition) (Allen et al., 1981; Horton and Black, 

1981 ; Zito et al. , 1999). The known bleaching effect of HPPD-inhibitors on plants is thought 

to be linked to a decreased PQ content (Lee et al., 1997; Schulz et al. , 1993) since 

carotenoids are photoprotector pigments and may prevent chlorophyll degradation (Demmig­

Adams et al. , 1996; Frank and Cogdell, 1996). This decrease of carotenoid concentration will 

increase the sensitivity of photosynthetic organisms to oxidative stress since these pigments 

are known to be powerful antioxidants (Demmig-Adams et al., 1996; Frank and Cogdell, 

1996). Furthermore, special carotenoid pigments, the xanthophylls, patticipate in excess 

energy dissipation through the xanthophyll cycle (Yamamoto, 1979; Bilger and Bjèirkman, 

1990; Demmig-Adams, 1990). Under high light (HL) stress condition, violaxanthin is 

deepoxydated into antheraxanthin and finally into zeaxanthin, thus inducing conformational 

changes that induce dissipation of excess energy through heat permitting to decrease 

photoinhibitory effect (Demmig-Adams and Adams, 1992; Thie1e and Krause, 1994; Thie1e et 

al., 1996). 
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In addition to the HPPD inhibition effects on PQ, the decrease of tocopherol content 

may increase lipid peroxidation (Fryer, 1992; Munné-Bosch and Alegre, 2002a, b; Havaux et 

al., 2003; Maeda et al., 2005). Tocopherols are efficient lipid antioxidants that are present in 

thylakoid membranes and can act as reactive oxygen species (ROS) quencher (Kruk et al., 

2005; Havaux et al. , 2005). 

Tocopherol radicals formed by the reaction with lipid peroxyl radicals, can be 

regenerated in tocopherols by ascorbate (or another antioxidant) (Munné-Bosch and Alegre, 

2002b ). This process prevents lipid peroxidation and destruction of tocopherol in the 

thylakoid membrane, therefore preserving PSII activity under high light illumination (Fryer, 

1992; Munné-Bosch and Alegre, 2002b; Trebst et al. , 2004). Under HL conditions, if 

tocopherol and PQ contents are decreased by HPPD inhibitors, a higher possibility of PSII 

photoinhibition related to ROS production within the chloroplast can occur (Kruk and Trebst, 

2008). High light treatments (HL) are known to inhibits LHCif phosphorylation (and state-1 

to state-2 transition) , while conformational change of the LHCII prevents its phosphorylation 

(Zer et Ohad, 2003). Even if the PQ pool is lm·gely reduced under HL, kinetic limitation of 

the PQ pool reoxidation at the Q0 site, may prevent the binding of plastoquinol to this site 

(Bendall , 1982). Even if the effects of HPPD-inhibitors on PQ and tocopherol synthesis and 

their degradation rates (under high light) are weil documented, effects on PSII energy 

dissipation processes are not yet known. Therefore, in this study we have investigated the 

effects of an HPPD inhibitor (mesotrione) combined to high light stress on PSII energy 

dissipation processes and pigment composition of a green alga, Chlamydomonas reinhardtii, 

and we have studied the recovery of photosynthetic activity following these treatmcnts und er 

LL condition. 
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2.4 MATERJALS AND METHODS 

2.4.1 Growth conditions 

Chlamydomonas reinhardtii cultures (ccl25, Chlamydomonas center) were acclimated at 24 

°C to low light intensity (LL; 100 ,.Œ/m2/s) provided by 40W Osram/Mitsubishi white 

fluorescent lamps with a light:dark cycle (16h:8h). Growth was performed in 500mL 

Erlenmeyer tlask (Final volume: 200mL) in High Salt Medium (HSM at pH 6.8) and cultures 

were maintained in exponential growth phase. High light intensity treatment (HL; 1100 

J.lE/m2/s for 75 min) was provided by Osram halogen photo optic lamp (250W; Winchester, 

UK) and temperature was kept at 25°C during HL treatments using a thermo-regulated water 

bath. The 2h-recovery after HL treatment took place under low light intensity (35 1J.E/m2/s; 

40W Osram/Mitsubishi white fluorescent lamps). Mesotrione (99.6% purity; Syngenta Crop 

Protection, Greensboro, NC) was dissolved by agitation at 50°C for 1h into distilled water 

and pH was adjusted to 6.8 with concentrated NaOH (2N) . Solution was then filtered through 

Millipore GF/C filters (25mm diameter; 1.2 11m pore size). Mesotrione was added 24h before 

the measurements at a final concentration of 5mg/L (14.71J.M). 

2.4.2 PAM fluorescence measurements 

PAM Measurements were done according to Schreiber et al. (1986) using a Water-PAM 

fluorometer (Walz, Germany). The maximal PSll quantum yield, <DM = (Fm- Fo)/Fm = FviFm 

(Ki ta jima and Butler, 1975) was determined after 15 minutes dark incubation of the sample. 

At the steady state of electron transport, the operational PSII quantum yie1d, cD ' M, was 

obtained by the ratio (F' M-Fs)/F 'M (Genty et al., 1989). The photochemical quenching value 

(qP), showing the proportion of light excitation energy converted to photochemical act by the 

active PSII reaction centers, was also obtained at steady-state conditions: qP= (F' M-F5)/(F' M­

F'0) (Schreiber et al. 1986). The non-photochemical quenching (qN), representing ali 

quenching processes of the PSU chlorophyll fluorescence not directly related to 

photochemistry, was calculated by the ratio 1- [(F ' M-F ' 0)/(F M-F0)] (Schreiber et al. 1986). 
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The relative unquenched fluorescence (UQF,e1), representing the reduction state of PSII at 

steady-state electron transport was calculated by the ratio (Fs-F' 0 )/(FM-Fo) (Juneau et al., 

2005). Actinie light intensities during induction curve were respectively, for LL and HL 

measurements , 65 , . .Œ/m2/s and 1585 j1Eitn2/s. Saturating pulses were at 2300 11E/m2/s (! s 

duration every 30s). 

2.4.3 PEA fluorescence measurements . 

Chl-a fast-rise fluorescence emission was measured, after an incubation of 15 minutes in the 

dark, with a plant efficiency analyzer (PEA, Hansatech, Instruments Ltd, UK). Liquid 

samples were illuminated 6 sec with continuous light (650 nm peak wavelength, 3000 

11Eh112/s) . The maximal capacity of quenching energy by t.pH-dependant NPQ (qEmax) was 

calculated as the ratio (Fw f 65)/FM (Strasser et al., 1999). The quenching of the PSU 

fluorescence by oxidized quinones of the PQ pool (or the relative PQ pool size participating 

in the ETC) ( qPQ) was calculated as the ratio (FM-F3oms)/(FM-F so~ s) (Strasser et al., 1999). The 

antenna size of an active RC of PSII, ABS/RC, was calculated as followed : ABS/RC = Mo 1 

V; 1 ( FM-Fso~s) 1 Fm ' where Mo = (F300ft s-Fso~s) 1 (FM-Fso~s) x 0.25 and V;= (F2ms-Fsops) 1 (FM­

FsofiS) (Krüger et al. , 1997). Non-photochemical energy dissipation of active PSII RC 

(Dlo/RC) was calculated by (ABS/RC) - (Mo x (1 1 V1)) (Krüger et al. , 1997). 

2.4.4 Pigment extraction 

C. reinhardtii algae cultures (30 ml) were fi1tered through Millipore GF/C filters (25mm 

diameter; 1.2 ~un pore size), placed inside 15mL Falcon tubes and inunediately immersed 

into liquid nitrogen . Pigment extraction was clone by adding 3mL of acetone 90% (with 

internai standard) to each sample at -20°C for 12h. Pigment extraction solutions were fi ltered 

through 13mm diameter PTFE membrane syringe filters (Acrodisk; 0.2jlm pore size) . 
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2.4.5 Chromatographie procedure 

The high performance liquid chromatographie (HPLC) method was adapted from Garcia­

Plazaola and Becerril (1999). Analyses were performed using a Beckmann Gold system 

equipped with a mode! 128 pump module, a rheodyne manual injector (injection loop 

volume : lOOJ.!L), a diode array detector module 168, which was used to measure peaks in the 

range 200- 600 nm. The clu·omatographic system was controlled by a computer using System 

Gold V81 0 by Beckmann. Peak separation was carried out on an Inertsil ODS-80A reversed 

phase colutm1 (150 mm X 4.6 mm; 5 um particle size; Canada Life Science, ON, Canada) 

protected by a Nova-Pak C-1 8 guard column (20 X 3.9 mm i.d.; 40 f!m particle size; Waters, 

Milford, USA) . The solvent flow rate was 1.2 mL/min, with working pressures around 1200 

psi. The injection volume (100 J.!L) was measured by a 100 J.!L glass syringe. Between each 

test, the syringe was washed at !east 4 times with clean ACN 100% before the washing of the 

manual injector (500 ~tL of clean ACN 100% was used to wash the injector). For overnight 

storage the column was flushed with ACN 100%. Peaks were detected and integrated at 445 

nm for carotenoids and chlorophylls and at 295 nm for tocopherols; areas under peaks were 

calculated using System Go id V81 0 software. Pigments and a-tocopherol were identified by 

comparison of retention times and spech·al characteristics with the corresponding authentic 

standards and were quantified using external standard curves for each analyte. 

2.4.6 77k fluorescence measurements and FPSIIIFPSI ratio 

The 77-K fluorescence emission spectra between 620 nm to 760 nm of algae were measured 

under 435 nm excitation by fluorescence spectrometer (LS 50-B, Perkin Elmer). Samples 

were put in small glass htbes for the high light exposure (photoinhibitory treatment), then 

quickly immersed in liquid nitrogen before measurements. A band-pass green filter (À. = 

493nm; Edmund 46052, Barrington, NJ) and a red long-pass filter (À. > 600nm; Edmund 

66065 , Banington, NJ) were used for excitation and emiss ion light, respectively. 

Fluorescence peak at 690.5nm (PSII) and 719nm (PSI) were assumed as the maxima of each 

PS. 
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2.4.7 Statistical analysis 

Statistical analysis linked with student-test was done with JUMP 6.0 software and statistical 

analysis linked with pairwise multiple comparison (Tukey test) was done with Sigma Plot 

11.0 software. These comparisons were performed in order to confirm significant differences 

between treatments. 

2.5 RESULTS AND DISCUSSION 

2.5.1 Effect of mesotrione exposure 

As seen in Table I, inhibition of p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) by 

mesotrione did not induce modification of the maximum PSII quantum yield (<!>M) of 

Chlamydomonas reinhardtii (p=0.2819) . 

This indicates that the PSII reaction centers were not damaged by the effect of 

mesotrione. Although the operational PSII quantum yield ( <!> 'M) was shown to be more 

sensitive than <!>M (Frankart et al. 2003; Juneau et al. 2001 , 2007) to eva1uate toxicity of 

pollutants, since it integrates the effect of pollutants on the entire electron transport chain 

and, at some extent, on the processes not directly link:ed to electron transport, <D' M was only 

slightly affected when C. reinhardtii was treated 24h to mesotrione (-3%; p=0.0168). 

Simi larly, inhibition of HPPD did not induce modification of the photochemical quenching 

(qP) (p=0.7930). 

These results are in accordance with previous work clone on C. reinhardtii where 

photosynthetic activity was not altered in presence of an HPPD inhibitor under low light 

intensity (Trebst et al. 2002). Inhibition of photosynthesis by an inhibitor of HPPD was 

previously observed in cucumber mature cotyledons, but not in developing tissues (Kim et al. 

1999; 2002). 
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This indicates cl earl y that the effects of HPPD inhibitors on photosynthetic electron 

transport are different wh en cells are actively dividing ( algae and developing tissues) 

compared to mature tissues. On the other hand, the other PSII energy dissipation pathways 

(qN and UQFre1) were affected (although not significantly for UQF,01) in presence of 

mesotrione compared to the control (Table I; qN (-44%; p=0 .0483)), indicating that HPPD 

products (PQ and tocopherol) seem to play a role in these photosynthetic energy dissipation 

pathways under LL condition. The maximal capacity of t.pH-dependant non-photochemical 

quenching (qEmax) was decreased by 33% compared to the control (Table II; p=0.0004). 

However, the PQ pool size participating in the electron transport, qPQ (Strasser et al. , 

1999), was not significantly affected by mesotrione (Table II; p=0.4208), indicating that 

inhibition of PQ synthesis by this herbicide does not seem to be sufficient to alter PQ pool 

participating in photosynthetic electron transport. 

The inhibition of HPPD had also no effect on the effective antenna size of active RC 

(ABS/RC) and on the effective energy dissipation of active RC (DI0/RC) , indicating that the 

ratio of active/inactive RCs was not grea tl y altered by mesotrione (p=0.6290; p=0.8872). 

We can notice that pigment composition of C. reinhardtii exposed to the HPPD 

inhibitor was altered (Table III). Chlorophyll a and b content decreased in presence of 

mesotrione by 43% (p=0.006) and 35% (p=0.023) respectively compared to the control. We 

found also that the total carotenoid content was strongly affected (-62%; p=O.OOl) by 

mesotrione. Since mesotrione is not known to affect chlorophyll synthesis, we may advance 

that the observed decrease in carotenoid content is responsible for the lower content in 

chlorophylls, because carotenoids are powerful antioxidant molecules and efficient to 

di ssipate ex cess energy that might be harmful to chlorophylls (Frank and Cogdell, 1 996; 

Demmig-Adams et al., 1996). This decrease in the total carotenoid content is the 

consequence of the lower content in ~-carotene (-77%), lutein (-63%), neoxanthin (-50%), 

violaxanthin (-52%) and zeaxanthin (-50%) (p<O.OO l; p=0.002; p=O.OO l ; p<O. OOl ; p=0.03) . 
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The decrease of the carotenoid content may be explained by the co-factor role that 

PQ plays in the carotenoid synthesis pathway (for the phytoene desaturase) (Norris et al., 

1995). Indeed, since mesotrione is known to inhibit PQ synthesis (Mitchell et al., 2001) 

enzymatic reactions involving this co-factor would also be inhibited, inducing a decrease in 

the cell content of carotenoids (Norris et al. , 1995). 

Our results on the decrease in the Car:Chl-a ratio (-35% from control; Table III; 

p=0.026) are in accordance with the observations done previously in cucumber developing 

tissues treated with norflurazon, a direct inhibitor of phytoene desaturase (Jung et al., 2000). 

The a-tocopherol content P.er cell, known to be important for the protection of PSII 

during high-light stress (Kruk and Trebst, 2008), was also decreased (by 35% compared to 

the control; p=0.022)) in presence of the HPPD inhibitor (Table III) . 

However, this apparent decrease in a -tocopherol content per cell associated to the 

decrease in the carotenoid content per cell did not affect the maximal and operational PSII 

quantum yields, indicating no evidence of PSII damage in the treated samples after 24h of 

exposure. This might be explained by the fact that when we nom1alized a-tocopherol and 

carotenoid molecules on a Chi-a basis (which is closely linked to PSII), no modification in 

the ratio was observed. The observed decrease in qE capacity does not seem to be related to 

the xanthophyll cycle, but may be related to the decrease in lutein content, since this pigment 

is important for the induction of qE (Müller et al., 2001 ) . 

Reduced PQ are also known as activators of the LHCII kinase, th us allowing state-1 

to state-2 transition of the LHCII (Allen et al., 1981 ; Horton and Black, 1981 ). Moreover, the 

first step in the signal transduction pathway of state-1 to state-2 transition is the binding of 

plastoquino1 to the quinol binding site of the cytochrome complex (Zito et al., 1999). 
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In order to verify the influence of PQ-synthesis inhibitors on the state transition, we 

evaluated the 77K Chi-fluorescence emission of both photosystems in whole cells. 

Interestingly, in mesotrione treated algae, PSI related 77K-tluorescence peak (relative to PSII 

fluorescence peak) was slightly lower than in the control. As a consequence, in mesotrione­

treated al gal ce lis PSII:PSI fluorescence ratio was 32% higher (3 .81) th an in the control 

(2.89) (Table IV; pairwise Tukey test; p<O.OOl). 

These data strongly suggest that, in low-light acclimated C. reinhardtii cells, PQ 

biosynthesis inhibition induced a state-2 to state-1 transition of a certain· amount of the LHC. 

Indeed, smaller PQ pool size potentially found in presence of mesotrione may be responsible 

for a lower PQH2 content, thus allowing a lower transducing signal to the LHCII kinase (via 

cyt b6f). This was in accordance with the observed lower (33%) maximal capacity to establish 

transthylakoidal 6pH ( qEmax) in presence of mesotrione (Table II). 

Since light intensity used in this part of the experiment was similar to the growth 

light intensity, and therefore relatively low (IÜOf..LE m-2 s-1
), we may advance that low ROS 

production was induced. Also, under this low light condition, the xanthophyll cycle 

(conversion of violaxanthin into zeaxanthin) as photoprotection mechanism was not induced 

for mesotrione-h-eated algae (Table III). We can therefore advance that, if higher ROS 

production occurs under our light conditions, stable a-tocopherol to Chl-a ratio and other 

processes, such as the enzymatic antioxidant system, may be responsible of the protection at 

the PSillevel. 

2.5.2 Effect of HL treatment 

Exposure to high light (HL) for 7 5 mm induced m-astic changes in the energy 

dissipation pathways of C reinhardtii (Table 1). The maximum PSII quantum yield (ct>M) 

decreased by 22% compared to the control, indicating photoinhibitory effect (Table I; 

p<O.OOOl). 
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The operational PSII quantum yield (cD'M) was strongly affected by this HL treatment 

smce it was decreased by 76% compared to the control (p<O.OOOl). Our results of HL 

treatment on the PSTI quantum yields are in accordance with previous studies where HL 

induced strong photoinhibitory effect on phytoplankton (Falk et al., 1990, 1992; Singh et al., 

1996; Xu et al., 20 12). This alteration of PSU quantum yields occurred simultaneously with a 

decrease in the photochemical quenching (qP, -63%; p<O.OOOl) and an expected increase of 

the non-photochemical quenching (qN, 1.6 time higher than the control; p=0.0158). As 

previously demonstrated (Adir et al. , 2003; Zer et Ohad, 2003), state transition was not 

induced by HL treatment (Table IV). 

On the other hand, part of qN related to the maximal capacity of energy-dependant 

quenching (qEmax) was increased by 40% compared to the control (Table II ; p<O.OOOl). This 

increase in qEmax was also reflected in the total energy dissipation (01 0/RC) that was 3 17% of 

the control va lue (p=0.0002). We also noticed an increase of 62% of the effective antenna 

size of active RCs (ABS/RC) in HL exposed algae (p=0.0007). Since both parameter values 

(ABS/RC and DI0/RC) are relative to the numbers of open and functional PSII, closure of 

PSII would have a direct impact on these energy dissipation pathways. We have shown that 

PQ pool size participating in the electron transp01t (qrQ) was not significantly changed by HL 

treatment (Table II; p=O.l581) and that the relative unquenched fluorescence (UQFre1) , as an 

indication of the redox state of PSII RCs (Juneau et al. 2005), was highly increased by the 

HL exposure (an increase of almost 10 times compared to the control; p<O.OOOI). These 

results suggest that the electron transport carriers beyond PSII are less efficient to drain 

lectron and that PSII RCs are hi gh ly reduced (or closed) after 75 minutes HL treatment 

compared to the control. 

Concomitantly to these changes in the photosynthetic energy dissipation pathways, 

somc pigment contents per cell were also affected by the HL treatment (Table III). 
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As expected under HL stress conditions, xanthophyll cycle was highly activated , 

since de-epoxydation of violaxanthin [Z/(Z+A+V)] was highly induced (+272%) after HL 

treatment (Table III; p<O.OOl) indicating that xanthophyll cycle is an important protective 

mechanism as it was previously demonstrated for different microalgae (Maxwell et al. , 1995; 

Jahns et al. , 2000; Jahns and Holzwarth, 2012) . Chi-a, Chl-b and P-carotene cell content were 

significantly decreased by 35%, 35%, 43 % respectively compared to the control (p=O.Ol7; 

p=0.022; p=0.04). On the other band, when reported on a Chi-a basis , the carotenoid level 

increased by 44% compared to the control (p=0.006) . 

In addition, lutein content per cell tended to increase (+21 %; Table III; p=0.306) 

when the algae were exposed 75 minutes to HL. As demonstrated by Niyogi and coworkers 

(1997b), C. reinhardtii grown in LL (70J.LE/m2/s) and exposed to HL (350J.1E/m2/s) showed an 

increase in lutein and also significant increases in antheraxanthin and zeaxanthin per cel!. 

These higher levels of zeaxanthin, antheraxanthin and lutein were also reported for many 

vascular plants and algae grown under HL (Thayer et Bjorkman, 1990; Maxwell et al. , 1995; 

Jalms et al. , 2000). 

Similarly to previous studies on C. reinhardtii (Nowicka and Kruk, 2012) we have 

shown that after HL treatments, a-tocopherol content nonnalized to Chi-a was maintained 

showing that degradation rate of a-tocopherol occurred at the same rate than for Chi-a. 

lndeed, when a-tocopherol quenched oxygen radicals C02) the molecule is destroyed 

ÏITeversibly (Munné-Bosch and Alegre, 2002b ). Therefore , wh en a-tocopherol molecules 

were destroyed by highly energetic molecules, Chi-a was also destroyed, thus confinning an 

unchanged a-tocopherol to Chl-a ratio (p=0.221) . The higher ROS content generated under 

HL treatment (Asada et Takahashi , 1987), has certainly enhanced a-tocopherol synthesis rate 

(Kruk et al. , 2005) and ascorbate (or other antioxidant like glutathion) may have participated 

in maintaining a certain portion of the tocopherol pool during HL treatment (Smirnoff and 

Wheeler, 2000; Munné-Bosch and Alegre, 2002b). 
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However, it seems that the induction of the xanthophyll cycle and the high levels of 

protective pigments and a-tocopherol were not sufficient to entirely protect the 

photosynthetic apparatus of C. reinhardtii exposed to HL. 

2.5 .3 Combined effects of mesotrione and HL treatment 

We have demonstrated that the combined effect of HL and mesotrione had a 

potentiation effect on the maximal and operational PSII quantum yields (Table I). Indeed, 

algae treated with mesotrione atone did not have any effect and the combined effect of 

mesotrione and HL exposure significantly increased the inhibition of <DM and <D 'M 

respectively from 22 to 40% (p<O.OOOl) and from 76 to 89% (p<O.OOOl) compared to HL 

treatment atone. 

Interestingly, photochemical quenching was affected (-60% from control; p<O.OOO 1 ), 

but at the same extent than the non-HPPD inhibited HL treated algae (p=0.0363). On the 

other band, non-photochemical quenching (qN) was increased by 267% compared to the 

control (p<0.0001 ) and was more than 2.3 fold higher than the HL exposed algae without 

mesotrione (p<O.OOO 1 ). Although mesotrione atone decreased the non-photochemical 

quenching, it appears that HL stress in combinati on with mesotrione reversed this effect on 

non-photochemical quenching. These results showed that qP, as an indicator of the active 

PSII RCs only, is Jess indicative than <D'M and qN, probably due to the fact that <D 'M and qN 

integra te the effects of the herbicide and HL on photosynthetic electron transport and related 

energy dissipation processes (Genty et al. 1989; Seaton and Walker 1992; Juneau et al. , 

2002) . 

Moreover, PQ pool participating m the electron transport (qPQ, 51 % from the 

control; Table II; p<O.OOOl) was significantly lower than the control in HL (p<O. OOOl ), thus 

showing lower capacity of sinking excess energy by PSII-PSI electron transport chain when 

both mesotrione and HL stress were applied. 
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The effective antenna size of active RCs also increased and was 3.7 times higher than 

the control (p<O.OOOl), indicating a strong decrease of the active PSII RC population. We can 

advance that this enhancing phenomenon is due to the fact that mesotrione, by affecting 

synthesis of PQ and tocopherols (and also indirect! y carotenoids), may sensitize the organism 

under exposure to HL, then, non-photochemical processes are highly activated in order to 

prevent as much as possible the damage to the photosynthetic apparatus. 

Similar rise m the non-photochemical quenching accompanied by substantial 

inhibition of photosynthetic activity was obtained with norflurazon (that acts indirectly on 

photosynthesis by inhibiting carotenoid biosynthesis) for treated Cucumis sativus leaves and 

Lemna minor plants (Jung et al., 2000; Frankart et al., 2003). 

Sin ce the combined effect of mesotrione and HL caused a decrease in maximal L':. pH­

dependant NPQ (qEmax) (-57% from control; p<O.OOOI) and an activation of the xanthophyll 

cycle to the same extent than for the HL treated algae without mesotrione (% deepoxydation 

= 419% of the control; Table III ; p<O.OOl), we can advance that other patis of the non­

photochemical energy dissipation process are highly effective (qT or qi) to explain the drastic 

increase in the total qN observed under these conditions (Table 1) . 

Accorded to our results, qT was not induced by HL treatments, as shown by the 

unchanged PSIVPSI 77K fluorescence ratio betwccn mesotrione-treated and non-treated 

algae (Table IV). This reveals that qi may be mostly responsible for the qN rise during HL 

treatments for both conditions. This is reflected to sorne extent in the high increase observed 

in the effective energy dissipation of active RCs (DI0/RC, more than 10 times of the control 

(p<O.OOOl) and 3.2 times higher than the algae exposed to HL without mesotrione; Table li ; 

p=0.0085). 

The higher qN and lower qE capacity of HPPD inhibited algae in presence of HL 

stress compared to control exposed to HL could not be explained by a change in neoxanthin, 

violaxanthin, antheraxanthin and zeaxanthin content per cell, since these pigment contents 

were similar in these conditions (Table III). 
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On the other hand, ~-carotene is known to be a good quencher of singlet oxygen 

within the PSII RC, but not an important contributor to light harvesting or triplet Chi 

quenching (Telfer, 2002) . We showed that ~-caro tene content per Chi-a was maintained at a 

low content after HL exposure of HPPD inhibited algae (-70% fro m the contro l; p=0.002) 

and was 50% Jess than the control in HL (p=0.005). 

This strong decrease may parti ally explain the destruction or the wrong assembly of 

Dl protein under these conditions, since it is known that B-carotene plays an essentia l role in 

the tumover and assembly of D 1 prote in into functional PSII (Trebst and Depka, 1997). 

Furthermore, it was shown that ~-carotene present in a damaged RC can be 

hydroxylated into zeaxanthin and therefore causing a decrease in the ~-carotene content 

(Depka et al., 1998). Therefore, on top of the induction of xanthophyll cycle, this may also 

explain why in our conditions, zeaxanthin content per cell did rise respecti vely by 35% (non­

signi ficant fo r the control; p=0.065) and by 72% (significant for the mesotrione inhibited 

algae; p=0.004) when LL acclimated cells were transfetTed 75 min in HL (Table fi l) . 

These resul ts showed that inhibition of the HPPD by mesotrione induced alteration of 

the HL stress protection mechanisms, indicating that HPPD activity has a major ro le for 

photosynthesis when C. reinhardtii was exposed to HL. 

2.5.4 Recovery of the photosynthetic apparatus 

While HPPD products (PQ and tocopherol) do not seem to play a critical role in 

photosynthetic energy dissipation in LL, they seem to be critical when algal culture is 

exposed to HL stress. We showed that a potentiation effect of the herbicide effect occurred in 

HL and was linked to the HPPD role (i. e. equilibrating photochemistry and energy 

dissipation), th us preserving most of the PSII photosynthetic activity. 
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Furthermore, we have shown that the combined effect of mesotrione and HL had 

deleterious effect on the capacity of the energy-dependant quenching (qE) of C. reinhardtii. 

In addition, a decrease in ~-carotene content was observed under these conditions. 

Since ~-carotene plays an essential role in the turnover and assembly of Dl protein 

into functional PSII (Trebst and Depka, 1997) and since it was shown for C. reinhardtii that 

the relaxation of the non-photochemical quenching is most! y correlated to qE (Ni yogi et al., 

1997a, b ), we hypothesized th at recovery in low light of photosynthetic activity after HL 

exposure may be affected by mesotrione. In order to validate this hypothesis, the recovery of 

the maximal PSII photochemical yield (<DM), ABS/RC and Dlj RC were followed during 

recovery after 75 minutes exposure to HL in control and mesotrione treated algae (Fig. 1). 

W e demonstrated that the recovery of the maximal PSII quantum yield of the HPPD 

inhibited C. reinhardtii after HL exposure was strongly diminished. Indeed, <D M was not 

recovered after 120 min under low light white after 90 min it was completely recovered when 

no mesotrione was added before the HL exposure. The ABS/RC recovery was also drastically 

altered by the presence of mesotrione since after 120 min recovery under low light, the 

ABS/RC value was still 4 times higher compared to the initial value before the HL treatment 

(p<O.OOl). On the other hand, for the non-mesotrione-treated algae, 30 minutes were enough 

to recover completely as the parameter was similar than the initial value before the HL 

treatment (p<O.OO 1 ). 

Similarly, Dl0/RC did not reach its pre-HL-treatment leve! when the algae were 

exposed to both HL and rnesotrione. The energy dissipation was , after 2 hours recovery, still 

5 times higher than the pre-treatment value (p<O.OOl). 

When compared to the control in HL, <DM decreased by 2.3 fo ld for mesotrione 

treated samples after HL exposure, thus showing higher closure or destruction of PSII RCs. 

Therefore, this closure or destruction of RC induced higher ABS/RC and DIJ RC values as it 

was also shown for C. reinhardtii exposed 24h to dichromate, a pollutant known to decrease 

D 1 prote in content (Perreault et al. , 2009) . 
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In C. reinhardtii, non-photochemical quenching relaxation was shown to be mostly 

linked to qE and less on xanthophyll cycle as it occurs in higher plants (Niyogi et al. , 

1997ab). Therefore, the slower and delayed recovery observed for the mesotrione HL treated 

algae may be explained, at least pmiially, by their much lower qE capacity (-57%, see Table 

II). 

The observed impact on the recovery mechanisms may also be linked to the drastic 

lost of ~-carotene in mesotrione treated samples after HL (Table III), as these molecules are 

needed for PSII RCs assembly and stability (Trebst and Depka 1997). 

We have shown in this study that for C. reinhardtii the impotiant role of the HPPD 

products (PQ and tocopherols) on pigment composition, energy dissipation processes and 

photosynthetic activity was mainly revealed during HL treatment and recovery under LL. 
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Table 2.1 Effect of mesotrione, HL treatment and combined effect (HL + mesotrione) on 
fluorescence quenching repartition of energy (qP, qN, UQFrel) and photosynthetic activity 
parameters (<DM and <D'M), in percentage from control. Measurements were done before and 
after a 75 minutes high light treatment (ll00f!E/m2/s) of low light acclimated C. reinhardtii 
cultures. Data are means ± SD (n=5-6). Within the same treatment, values followed by one 
asterisk are significantly different from the control and by two asterisks, values are 
significantly different from control in HL (student test). 

<J>M ± <J>'M ± qP ± qN ± UQF,.c• ± 

Effect of mesotrione 98 1 98 2 100 1 59* 15 113 12 

Effect of HL n · 5 24* 3 37* 2 157* 13 988* 110 

Mesotrione + HL 60*,** 3 12 .,.. 1 41* 4 367*,** 57 758*,** 232 
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Table 2.2 Effect of mesotrione, HL treatment and combined effect (HL + mesotrione) on 
qPQ, qEmax, ABS/RC and Dlj RC, before and after a 75 minutes high light treatment 
(11 0011E/m

2
/s) of C. reinhardtii, in percentage ft:am control. Measurements were do ne before 

and after a 75 minutes high light treatment (11001-LE/m2/s) of low light acclimated C. 
reinhardt ii cultures. Data are means ± SD of two independent ex periment§ in triplicate (n=6). 
Within the same treatment, values followed by one asterisk are significantly different from 
the control and by two asterisks, values are significantly different from control in HL 
(student-test) 

il_Emax ± qpo ± ABS/RC ± Dlo/RC ± 
Effect of Mesotrione 67 13 96 7 92 7 93 9 

Effect of HL 140 9 108 4 162' 30 317 74 
Mesotrione + HL 43 6 51 ' 9 368'·"" 44 1002 ' • 146 
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Table 2.3 Effect of mesotrione, HL treatment and combined effect (HL + mesotrione) on 
pigment composition and a-tocopherol content per cell after a 75 minutes high light treatment 
(1100~E/m2/s) of C. reinhardtii, in percentage from control (% pg/cell) . Measurements were 
done before and after a 75 minutes high light treatment (1100~tE/m2/s) of low 1ight 
acclimated C. reinhardtii cultures. Data are means ± SD (n=4). Within the same treatment, 
va lues followed by one asterisk are significantly different from the control and by two 
asterisk, values are significantly different from control in HL (student-test). 

Effect of mesotrione Effect of HL Mesotrione + HL 

Pigment (% pg/cell) ± ± ± 

Chi-a st 6 65* J2 87 17 

Ch1-b 65 * 4 65* 11 93*,** J8 

Total Carotenoids 38* JO 92 JO 98 J6 

~-carotene 23 * 13 57* 25 30•,•• 5 

Lute in 37* 9 121 7 135* 23 

Neoxanthin so· 9 65* 6 8o·· J5 

Violaxanthin 48* 5 22* 2 28* 4 

Antheraxanthin 89 33 139 J8 123 33 

Zeaxanthin so· 3 135* J8 172* 33 

a-tocopherol 65 * 8 61' 15 71 12 

a-tocopherol/Ch1-a 114 J6 94 7 83 6 

%Z/(Z+A+V) 97 7 372* 35 419* J8 

Car./Ch1 -a 65* 9 144* J6 11 3 •• 6 
J 
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Table 2.4 Effect of mesotrione, HL and interaction between HL and mesotrione on ratio of 
antetmas between PSI! and PSI of C. reinhardt ii whole-cells. Peaks wavelengths of PSU and 
PSI were determined graphically as 690.5nm and 720nm: ratio of PSU/PSI was then 
calculated by F 690.5nm 1 F 719nm· Results are means ± (SD), calculated fro!n one or two 
independent experiments in triplicates, in which each replicate was measured twice to assure 
reproducibility of the method (n=3-6). Within the same treatment, values followed by one 
asterisk are significantly different from the control and by two asterisks, values are 
significantly different from control in HL (Tukey test). 

FrsuiFrsi 

-

Control 2.89 (0.42) 

Effect of mesotrione 3.81* (0.10) 

Effect of HL 2.73 (0.28) 

Mesotrione + HL 2.47 (0.13) 
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Figure 2. 1 Fluorescence parame ter values (<Dm, ABS/RC, Dio/RC) , in percentage from 
control of low light-adapted (100j.tE/m2/s) C. reinhardtii cells exposed to high light for 75 
minutes (11 00~LE/m2/s ; clear box), then transferred 120 minutes under recovery low light 
conditions (35j.tE/m2/s; cross hatch box). This has allowed the recovery of both mesotrione 
inhibited (-•-) and control algae (<>) samples. Results are means ± SD (bars) with a n=6 



CONCLUSION 

L'objectif de notre projet de recherche portait sur les effets d 'un inhibiteur d 'HPPD 

sur les processus de di ss ipation de l'énergie au niveau du photosystème II, sur la composition 

pigmentaire et sur la teneur en a-tocophérol chez l'algue verte C. reinhardtii. Notre recherche 

a contribué à mieux caractériser le rôle de l'enzyme HPPD et des molécules dont elle gère la 

synthèse (PQ, tocophérols et caroténoïdes) dans la dissipation de l'énergie. Notre projet de 

recherche présente une problématique principale : Investigation des effets d' un inhibiteur 

d 'HPPD sur les processus photochimiques et non-photochimiques de dissipation de l'énergie 

au niveau du PSU. 

Dans le chapitre II de cette recherche, nous avons étudié les processus 

photochimiques et non-photochimiques de dissipation de l' énergie chez C. reinhardtii, en 

présence d 'un inhibiteur d 'HPPD. Dans cette section de la recherche, notre démarche 

méthodologique consistait à mesurer les changements dans l'activité photosynthétique et des 

processus de di ssipation de l'énergie par 3 méthodes associées à la fluorescence 

chlorophyllienne (PAM, PEA, 77K), dans la composition pigmentaire (chlorophylles, 

carotènes et xanthophylles) et dans la teneur en a-tocophérol par chromatographie liquide à 

haute performance (HPLC). Nous avons utilisé cotmne traitement complémentaire un stress 

lumineux afin d 'étudier plus particulièrement les processus de diss ipation de l'énergie sous 

forme non-photochimique, au niveau du PSII. Nos résultats montrent qu'une exposition 

pendant 24h à un inhibiteur d 'HPPD n 'a pas induit de photoinhibition au niveau du PSU, 

tandis que la capacité maximale du quenching .!lpH-dépendant s'est réduite (qEmax: -33%). 

Par onséquent, un changem nt dan les états de transition d'une certaine portion des LHC a 

été observé, indiqué par une hausse de 36% du Frs 11/Frs~> en présence de l'inhibiteur d'HPPD. 

Malgré le fait que les cultures algales exposées possédaient un ratio Car:Chl-a diminué, nos 

résultats ne présentent aucun changement dans l'absorbance et la dissipation par centre 

réactiotmel. 

Nos résultats montrent qu'après un stress lumineux, le rendement photosynthétique 

maximal et opérationnel du PSII a grandement diminué en présence de l'inhibiteur. 
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Ceci est accompagné par un quenching non-photochimique deux fois plus élevé, 

tandis que l'activation du cycle des xanthophylles (%Z/(Z+A+V)) a été similaire dans les 

deux traitements. Aucun changement dans le ratio a -toc./Chl-a n'a été observé et nous 

suggérons que les Chi-a sont détruites au même taux que les toc. , même en situation de stress 

oxydatif. 

Nos résultats montrent que la capacité maximale du quenching associé à 

l' établissement d 'un !-.pH transthylakoïdien s'est élevée dans ces conditions pour les algues 

non-traitées ( +40%), mais réduite pour les algues traitées avec l'inhibiteur (-57%). Étant 

donné que le qN s' est grandement activé malgré la baisse de qEmax et que les états de 

transition n'ont pas d'influence pendant un stress lumineux (indiqué par un ratio Frs11/Frs1 

inchangé), nos résultats révèlent indirectement une hausse compensatoire du qi 

(photoinhibition), puisque ces processus non-photochimiques sont interdépendants. Cette 

hausse du qi observée a aussi été indiquée par des hausses appréciables de l'absorbance et de 

la dissipation par centre réactionnel actif, deux paramètres qui reflètent bien la fermeture des 

centres réactionnels ou la photoinhibition. Nos résultats démontrent que les transporteurs 

d'électrons en aval du PSII sont moins efficaces afin de drainer les électrons et que les 

centres réactionnels du PSII sont hautement réduits (ou fermés) après 75 minutes de stress 

luminetix. La baisse observée de la teneur en ~-carotène par cellule, combinée à la baisse de 

la capacité du quenching associé au !-.pH transthylakoïdien, a eu un impact négatif sur la 

récupération de l'activité photosynthétique des PSU après un stress lumineux, puisque cette 

récupération n'était pas complétée après 120 minutes sous illumination d' intensité faible. 

Nos résultats suggèrent que la baisse importante dans la teneur en ~-carotène peut 

être expliquée en partie par une destruction ou par le mauvais assemblage des protéines Dl , 

puisqu ' il est connu que la ~-carotène joue un rôle prépondérant dans le remplacement et 

l' assemblage des protéines Dl dans les PSII fonctionnels. En bref, nos résultats révèlent un 

effet de potentialisation de l' inhibiteur d'HPPD en présence d'un stress lumineux sur les 

processus de dissipation de l' énergie chez C. reinhardtii. 
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Notre recherche nous permet de conclure que l'inhibition de l 'enzyme HPPD (avec la 

mésotrione) induit une altération des mécanismes de dissipation de l'énergie en excès et cela 

indique que l'HPPD possède un rôle majeur dans la photosynthèse chez C. reinhardtii et ce, 

particulièrement en situation de stress lumineux et en situation de récupération après ce 

même stress. Nos études ont démontré que le principal rôle de 1 'enzyme et des molécules 

dont elle gère la synthèse (PQ, tocophérols et caroténoïdes) est révélé durant l'exposition à un 

stress lumineux et durant la récupération de l'activité photosynthétique. Cependant, le rôle de 

1 'HPPD est très complexe, alors qu'elle gère la synthèse de trois types de molécules étant 

responsables à la fois de processus photochimiques et non-photochimiques de dissipation de 

l 'énergie et d'autres études devront être réalisées afin de mieux discerner chacun de ces rôles 
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AUTRE CONTRIBUTION 

Article nécessitant d'autres recherches avant publication 

Racine, F., Xu K. and Juneau, P. A study on C. reinhardtii mechanism of state transition: 
effects of light intensities pre-incubation prior room-temperature and 77k fluorescence 
measurements 

Contexte : Au cours de ma maîtrise, je me suis rendu compte que l 'espèce C. reinhardtii 

présentait des états de transition particulier lorsque cette espèce se développait dans certaines 

conditions. Cette situation est donc devenue un projet complémentaire que je n'ai pas eu le 

temps de compléter au cours de la maîtrise, puisque les résultats obtenus ont soulevé 

beaucoup de questions plus imposantes que mon projet principal. Nous avons décidé de ne 

pas présenter ces résultats dans le mémoire, qui seront complétés par des analyses concernant 

la chlororespiration. 
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