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RESUME

Cette thése a eu comme projet de recherche d'investiguer les altérations de 1'activité
photochimique de la photosynthese et de la sensibilité face aux effets toxiques des
xénobiotiques durant le cycle cellulaire chez Chlamydomonas reinhardtii. Dans un
premier temps, l'identification des diverses phases du cycle cellulaire a été réalisée
grace au contenue en ADN de chaque algue. Suite a l'utilisation de cycle
d'illumination, il a été possible de synchroniser et de séparer les diverses phases du
cycle afin d'évaluer leur photochimie. Cette séparation a permis l'analyse de la
fluorescence chlorophyllienne et 1’étude des variations du rendement photochimique
du PSII durant les diverses étapes du cycle cellulaire. Les différents paramétres de
fluorescence chlorophyllienne suivant ont €té utilisés : la taille des antennes, la
capture de photons et de la chaine de transport d'électron par centre réactionnel actif
du photosystéme II. Ces indicateurs ont permis d'observer la variabilité¢ de 1'appareil
photosynthétique durant les différentes phases du cycle cellulaire. Nos résultats nous
ont permis de constater que les algues en croissance exponentielle sous un cycle
d'illumination continue ne présentaient qu’une variation trés faible du rendement
photochimique. L'exposition a des cycles d'illuminations de 16h de lumiére et de 8h
de noirceur, a révélé des variations de l'ordre d'environs 20% sur les divers

paramétres photosynthétiques entre les diverses phases du cycle cellulaire.

Dans un deuxiéme temps, il a été pertinent durant ce projet de thése d'étudier
Iimpact du cycle cellulaire (a l'aide de cultures d'algues synchronisées et
asynchronisées) sur la sensibilité face aux effets toxiques du chrome hexavalent,
suite & une exposition de 24h. Les cultures d'algues ont été traitées durant les
diverses phases du cycle cellulaire & des concentrations variant de 0 & 50uM.
L'étude du rendement quantique maximal et opérationnel du photosystéme II a
permis d'évaluer I’altération de la sensibilité en présence de chrome durant le cycle

cellulaire. Les algues exposées en stade Ppase de croissance 2 et/ou mitose (G2/M)
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étaient nettement plus sensible que celles exposées en stade de croissance latente
et/ou phase de croissance 1 (G¢/G;). De plus, la comparaison des algues sous des
cycles d'illuminations et sous une en lumiére continue a permis d'observer que les
algues croissants sous un cycle lumi€re/noirceur en stade Go¢/G; étaient plus sensibles

a la présence de chrome que celles poussant sous une lumiére continue.

Finalement, I'impact du cycle cellulaire sur la sensibilité aux effets toxiques de
l'atrazine a été mesuré durant ce projet de recherche. La toxicité de l'atrazine
s'explique par sa liaison avec la quinone B (Qg), causant une inhibition de
l'oxydation de la quinone A (Qa) et une inhibition de la chaine de transport des
électrons. L'analyse de la fluorescence chlorophyllienne par la méthode de «Plant
efficiency Analyzer» (PEA) et «Pulse Amplitude Modulation» (PAM) a permis
d'évaluer le rendement photochimique du PSII. La présence d'atrazine a entrainé une
inhibition de la chaine de transport des électrons et une augmentation de la
dissipation d'énergie sous forme de chaleur. Cette inhibition était nettement accrue
en présence chez les algues en cycle d’illumination comparativement a celles en
lumiére continue. De plus, les algues exposées durant le stade Go/G; se sont révélées

plus sensibles que celles en stade Go/M.

I1 a donc été possible de conclure durant ce projet de recherche que les diverses
phases du cycle cellulaire peuvent entrainer des altérations notables sur le
fonctionnement de la photosynthése. La présence des phases du cycle lors de la
synchronisation des cultures d'algues pourrait expliquer la variabilité des résultats de
la photosynthése obtenus dans diverses études. La présence du cycle cellulaire
entraine des modifications importantes de la toxicité des divers xénobitotiques. 11 est
possible alors de croire que 'utilisation de culture d'algues en illumination constante
entrainerait un biais dans les résultats des bioessais algaux en sous-estiment la
toxicité réelle de ces produits. Cette sous-estimation constante pourrait avoir des

effets néfastes sur I'environnement sur la communauté d'algues dans un écosystéme
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ainsi que sur la chaine trophique.







INTRODUCTION GENERALE

L’accroissement de I’activité humaine depuis le début du XX siécle a engendré le
déversement de grande quantité de matiéres polluantes dans I’environnement. L’étre
humain a finalement prit conscience que ces activités entraine de lourds impact sur
son habitat. La pollution est une problématique qui prend de plus en plus

d’importance au sein de la société moderne.

Depuis la révolution industrielle, 1’étre humain pollue son environnement a un
rythme alarmant et a entrainée la dispersion de quantités considérables de
xénobiotiques nocifs. La présence de ces substances entraine des conséquences
désastreuses sur les divers constituants de la chaine trophique et peut méme causer
des problémes de santé chez 'étre humaine. De nombreuses études ont été réalisées
dans les 30 derniéres années dans le but comprendre la provenance de la pollution et
son effet sur les divers écosystémes dans I’environnement. Ces études ont démontré
que ’accumulation dans les écosystémes, sur une longue période, de polluants
entraine une détérioration marquée de la qualité de I’environnement (Gérin et al.
2003 ; Wahid, 2006). Ce déclin environnementales va entrainer des modifications
des chaines trophiques des cours d'eau, des foréts ainsi qu'une diminution de la

production agricole (Chapelka et Samuelson, 1998; Wahid, 2006).

Les principales sources de pollutions environnementales se résument sous trois
domaines soit: l'activit¢é domestique, l'activit¢ industrielle et la combustion
d'hydrocarbure. I’activité domestique et ménagére est la cause de la libération de
grande quantité de phosphate et de nitrate dans les cours d'eau. Actuellement,
’agriculture utilise de trés grande quantité d’engrais (phosphate et de nitrate) qui se
retrouve trés souvent dans les cours d'eau et polluent les nappes phréatiques, les lacs
et les riviéres (Ju et al. 2007, Singh et al. 2007). L'utilisation d'herbicides et des

pesticides en agriculture, libérent de nombreux résidus toxiques qui se retrouvent




par la suite en contact avec les organismes aquatiques (Thompson et al. 2006). La
croissance du phytoplancton est contr6lé par la concentration d'élément limitant tel
que la concentration de nitrate, de phosphate et parfois la silice dissout dans 1’eau
(Fauchot et al. 2005 et Parkhill et al. 1999). L'augmentation de la biodisponibilité de
ces nutriments occasionne une prolifération du phytoplancton et des végétaux
aquatiques. Cette prolifération accrue et parfois exponentielle de végétaux dans un
écosystéme peut entrainer un phénoméne d’eutrophisation suite a la consommation
de la presque totalité de 'oxygeéne dissous dans l'eau. Des études ont d'ailleurs suite
a de forte précipitation sur le continent, une augmentation massive de nutriments
dans les cours d'eau est détectée due aux eaux de ruissellement. Cette augmentation
de nutriment est directement liée au niveau de 'activité humaine de la région (Weise

et al. 2002, Van Dolah et al. 2009; Garcia-Pintado et al. 2007).

Les industries (métallurgiques et minieres) ainsi que la combustion des moteurs sont
a l'origine de la pollution des écosystémes par les métaux lourds (comme le
cadmium, le chrome, et le mercure) et les hydrocarbures (Guo et al. 2007 ; Sprovieri
et al. 2007). L'accumulation de la pollution métallique dans l'environnement
s'explique puisque celle-ci n'est pas biodégradable comparativement a celle de type
organique. Une fois dans un écosystéme, ces métaux subissent des modifications de
type oxydo-réduction et peuvent former des complexes avec la matieére organique.
La formation de complexes métaux-matiére organiques modifie la biodisponibilité et
facilite dans bien des cas l'ingestion de ces métaux par la flore aquatique (Wade et al.
1993). L'injection de ces métaux lourds est toxique chez la plupart des organismes

aquatiques et peut entrainer une bio-accumulation dans la chaine trophique.

Depuis les trente derniéres années, on remarque une augmentation du nombre
d'études sur la qualité de I'environnement. Ces études sont axées principalement sur
la détection et les effets des xénobiotiques nocifs dispersés dans 1’environnement.

Dans les écosystemes aquatiques, les plantes et les algues sont souvent les premiers




organismes susceptibles d'étre affectés par la présence de xénobiotiques. Ces
organismes, a la base de la chaine trophique, utilisent I'énergie solaire pour la
transformer en énergie chimique. Ils sont d'une importance essentielle pour les
organismes trophiques supérieurs. Une modification de la biodiversité et de la
communauté des ces micro-organismes peut entrainer de lourdes conséquences pour

un écosysteme.

L'importance de la surveillance de la qualité des divers écosystémes a permis le
développement de bio-essais. Ces bio-essais ont pour but d'assurer la qualité de l'eau
et dans certains cas de mettre en évidence la présence et la nature des contaminants.
Ces bio-essais sont basés sur 'altération du taux de croissance et de développement
des algues (altération physiologique) dans le but d'évaluer la toxicité d'une substance
ou de la qualité d'un environnement. La diminution de la biomasse chez les
organismes photosynthétiques est souvent liée & une inhibition de la photosynthése

due aux effets toxiques des xénobiotiques.

La photosynthése est le processus de base chez les végétaux. Elle est
responsable de 1’état physiologique, de la croissance de la biomasse ainsi qu’une
partie du métabolisme interne. La photochimie est la transformation de 1’énergie
lumineuse en énergie chimique grace a4 de pigments chlorophylliens fonctionnant
comme capteurs de lumiére. Les modifications du processus de la photochimie suite
a une exposition de xénobiotiques nous renseigner sur les divers mécanismes de
toxicité d'un produit et de son impact possible sur I'environnement. La majorité de
ces polluants affectent la photosynthése selon deux voies : (1) l'inhibition directe, par
l'inhibition de la photochimique primaire ou du transport des électrons vers les
photosystemes, (2) l'inhibition indirecte, par l'altération des processus métaboliques
liés a la photosynthése soit : la photorespiration, synthése lipidique et des protéines
ainsi que l'inhibition de la synthése de la chlorophylle et des autres pigments

essentiels & la captation de la lumiére. Ces modifications de 1’efficacité




photosynthétique induisent une diminution de la croissance et du développement des

organismes photo-autotrophes.

La mesure et ’analyse de la cinétique de la fluorescence chlorophyllienne nous
permet d'évaluer divers paramétres liés a I’efficacité photochimique et biochimique
de la photosynthése. L'énergic absorbée peut étre utilisé dans les réactions
photochimiques de la photosynthe&se ou bien étre dissipée sous forme de fluorescence
chlorophyllienne ou sous forme de chaleur. La fluorescence chlorophyllienne est
directement dépendante de 1’efficacité de la photochimie photosynthétique des
centres réactionnels du photosysteme [ et II (PSI, PSII). Cette fluorescence est
manifesté suite aux variations des interactions entre les réactions photochimiques et
biochimiques liées a la photosynthése et 1’état physiologique des plantes (tel le cycle
cellulaire) (Stiborova et al. 1986, Maksymiec 1997, Nitschke et al. 1999, Giardi et al.
2001, Ferrat et al. 2003).

L'analyse de la fluorescence chlorophyllienne émise durant la photosynthése est une
des techniques les plus utilisées en recherche fondamentale et appliquée pour le
développement de bio-essais. En effet, plusieurs données expérimentales montrent
que 1’évaluation de I’activité photosynthétique permet la compréhension de la
réaction physiologique d’une algue stressée par les conditions environnementales.
De nombreux travaux ont démontré I’utilité de la fluorescence chlorophyllienne pour
étudier les effets de différents polluants, tels que les métaux lourds (Mallick et al.
2003, Malkin et Niyogi 2000, Papageorgiou 1975) sur la photosynthése. L’analyse
de la cinétique de la fluorescence a permis de déterminer les sites d’action des
polluants sur l’appareil photosynthétique et, par conséquent, les effets sur la

physiologie des plantes.



A l'aide des ces paramétres, il est possible d'évaluer I'état physiologique des
organismes végétaux suite a une exposition a des xénobiotiques présents dans
l'environnement. Cependant, plusieurs questions fondamentales subsistent au sujet
de I’interprétation de ces paramétres et de leur signification physiologique. Il a été
rapporté que le cycle cellulaire, responsable de la prolifération cellulaire, pourrait
avoir des effets sur le rendement photosynthétique. Le cycle cellulaire est
I’ensemble des événements biochimiques et morphologiques conduisant a la division
cellulaire. Un groupe de protéines appelées les complexes Cyclines dépendantes
(Cdk), assurent le bon fonctionnement du cycle cellulaire en régissant le passage
d’une phase a I’autre du cycle. Le cycle cellulaire est constitué de trois différentes
phases caractérisées par divers événements biochimiques. La phase initiale (phase
Go/Gy), est caractérisée par une croissance cellulaire et une augmentation de la
synthése de protéines. La deuxiéme phase (phase S) se caractérise par l'initiation de
la synthése de I'ADN. La troisi¢tme phase (phase G/M) est caractérisée par le
contrdle de la réplication de I’ADN suivie d’une division des chromosomes et de la
cellule (Farinas et al. 2006). Le cycle cellulaire dans un écosystéme
environnemental peut influencer la croissance de la biomasse ainsi que la structure

de la communauté des algues.

Mes études doctorales ont réalisées sur l'étude des divers paramétres de la
fluorescence chlorophyllienne durant le cycle cellulaire afin de mieux comprendre
’interaction entre le cycle cellulaire et ’appareil photosynthétique. De plus, il m'a
paru important d'étudier l'influence du cycle cellulaire sur la toxicité des
xénobiotiques. Ce projet avait pour objectif de mieux comprendre la relation entre
les variations des paramétres de la fluorescence chlorophyllienne lors de la
photosynthése durant le cycle cellulaire ainsi que d'analyser I'impact photochimique
et moléculaire sur I’appareil photosynthétique de chacune des phases du cycle

cellulaire,



[’avancement de ces connaissances fondamentales en photosynthése permet une
meilleure utilisation des paramétres de la fluorescence chlorophyllienne comme
marqueurs des effets toxiques des xénobiotiques. L'identification des diverses
phases du cycle cellulaire a permis aussi d'étudier les modifications de la toxicité des
polluants sur la photosynthése. La comparaison de la sensibilité de I’ensemble de
ces parameétres photosynthétiques et physiologiques permet, d’une part, une
meilleure compréhension des mécanismes liant le cycle cellulaire et la photosynthése
mais aussi son effet sur la toxicité des polluants. En complémentarité, cette étude
vise & améliorer la sensibilité des bio-essais utilisant les algues vertes lors des tests

de toxicité.

Le chapitre I est une synthése bibliographique sur le contexte théorique de
I’ensemble du projet de recherche effectué. Les problématiques et les objectifs
spécifiques du projet de recherche réalisé dans cette thése seront présentés lors du

chapitre II.



CHAPITRE I

LA PHYSIOLOGIE CELLULAIRE VEGETALE

1.1 L'activité photosynthétique

La photosynthése est le processus de base du métabolisme végétal. Ce phénoméne
est responsable de 1’état physiologique ainsi que de la croissance de la biomasse
végétale. La chimie de la photosynthése peut se résumer ainsi : la transformation de
’énergie lumineuse en énergie chimique. Ce processus s'effectue chez les plantes a
I’aide de pigments chlorophylliens fonctionnant comme des antennes collectrices de
lumiére. Chez les végétaux, la photosynthése absorbe des photons afin de les
convertir en énergie selon 1’équation générale suivante (Miller 1979; Whitmarsh et

Govindjee, 1999) :
6 CO,+12 H,O0 + phOtOl’l — CeH 12,06 + 6 O, + 6 H,O

L’ensemble des réactions photochimiques se divisent en deux parties: la phase
lumineuse et la phase obscure. La phase lumineuse (photochimique) comprend
l'ensemble des réactions photochimiques responsables de la conversion de 1’énergie
lumineuse en énergie chimique. Ces réactions photochimiques sont étroitement liées
au transport d'électrons entre les photosystémes II et I et a la création d'un gradient
de protons (impliqué la synthése et la formation de réserves d’adénosine triphosphate
(ATP) et de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH)).



La phase obscure (biochimique) est caractérisée par une activit¢ biochimique
indépendante de la présence de lumiére. Elle est constituée des réactions
biochimiques liées au Cycle de Calvin. Ces réactions utilisent I’ATP et le NADPH
précédemment synthétisés pour permettre la fixation du CO,, la synthése de glucides
et d’autres processus biochimiques étroitement dépendants de la photosynthése
(Blankenship, 2002). Les processus photochimique et biochimique de la

photosynthése se déroulent dans un organite cellulaire spécialisé appelé chloroplaste.

1.2 Organisation cellulaire

Le chloroplaste est un organite trés spécialisé. Cet organite posséde deux
membranes lipidiques permettant la séparation de la partie interne (stroma) du
cytoplasme cellulaire. Ce systéme membranaire régit le transport gazeux (O, et
CO,), des ions (Mg, Ca®" et H") ainsi que le transport des molécules de glucide
nécessaires au fonctionnement de la photosynthése. Les réactions photochimiques
s’effectuent grice a des pigments situés sur le systéme membranaire a ’intérieur des
chloroplastes que 1’on appelle thylacoide. Les enzymes et les cofacteurs qui
interviennent durant la photosynthése sont situés dans le stroma du chloroplaste

(figure 1).
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Figure 1: A : Schémas de la structure et de I’agencement interne d'un chloroplaste chez les algues.
(Selon Horton 1994) B: Structure schématique d’un Thylacoide (d’aprés Malkin et Niyogi, 2000)



10

Les thylacoides sont une ensemble de vésicules aplaties (les lamelles) empilées les
unes sur les autres afin de former les granas (empilement de 10 a 20 lamelles). Les
granas sont ensuite reliées entre eux dans le chloroplaste par des thylacoides simples
non empilés (Mustardy et Garab 2003). L’espace a l’intérieur du thylacoide se
nomme lumen et & l'extérieur se nomme le stroma. On retrouve a l'intérieur des
membranes des thylacoide, divers complexes de protéines-pigments qui sont
essentiels a la photochimie et au transport des électrons (Malkin et Niyogi, 2000 ;
Dekker et Boekema, 2005). On retrouve dans la membrane du thylacoide quatre

types de complexes pigments-protéines :

s Complexe de pigments photosynthétiques formant les antennes collectrices
de lumiere des photosystemes Il (light harvesting complexe : LHCII) et |

(LHCI) associés a des protéines membranaires.

b Les centres réactionnels du photosysteme II (PSII) et du photosystéme I (PSI)
ou s'effectue la photochimie primaire suite au transfert de 1’énergie

d’excitation par les LHCII et LHCI.

5. Un ensemble de plastoquinones (PQ) cytochromes b6f et de plastocyanines
(PC) responsables du transfert des électrons entre le PSII et le PSI.

4. Complexe de I'ATP synthétase qui permet la synthése de ATP a partir de

I’ADP et de phosphate grace a un flux de protons entre le lumen et le stroma.
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Figure 2: Représentation schématisé des transporteurs d’électrons dans la membrane du
thylacoide. Les complexes membranaires sont les photosystémes 1l et I, le cytochrome b6f, la
plastocyanine et I’ATP synthétase (Selon Horton 1994).

Le PSII et LHCII sont localisés principalement dans le grana, comparativement au
PSI, LHCI et ATP synthétase qui sont généralement situés dans les lamelles
stromatiques et les régions marginales du grana. Les cytochromes bef sont présents

dans le grana ainsi que dans les lamelles stromatiques.
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1.3 La structure du photosysteme 11

Le PSII est formé d'un complexe de pigments-protéines, d'un complexes métallo-
protéiques et d'ions de chlorure et de calcium (servant de cofacteurs) (Ort et
Whitmarsh, 2001). Le PSII est structuré en sous-unités permettant un
fonctionnement plus efficace. Il est composé d'antennes collectrices de lumiére et
d’un centre réactionnel (RCII) comprenant le complexe de dégagement d’oxygene

(CDO).

1.3.1 Le complexe collecteur du photosystéme I1

Le LHCII est un complexe composé de pigments-protéines qui se divise en deux
partie, soit: les antennes internes et I’antenne périphérique du PSII (Owens 1996).
La différence entre les antennes internes et périphériques se résume essentiellement a

leur composition en pigments et par leur localisation.

Les antennes internes sont associées étroitement au centre réactionnel du PSII.
Les LHCII internes sont constituées des protéines CP43 et CP47 (genes
chloroplastiques psbC et psbB, possédant un poids moléculaire de 43 et 47kDa
respectivement) et d'environ 40 a 50 molécules de chlorophylle (Chl) a ainsi que
d'une dizaine de molécules de B-caroténe (Barber et Kuhlbrandt, 1999). Le role de
ce complexe est de transférer 1'énergie lumineuse captée par les molécules de Chl

vers le centre réactionnel de PSII, la molécule P680.

Les antennes périphériques sont composées des complexes protéines-pigments CP29,
CP26 et CP24. Ces protéines sont associées aux molécules de Chl a et b ainsi qu'aux
divers caroténoides tels que la lutéine, la néoxanthine, la violaxanthine et la
zéaxanthine (Bassi et al. 1990). La composition pigmentaire exacte et la taille des
antennes périphériques varient selon le temps et I'intensité de l'exposition lumineuse

auxquels les végétaux sont exposés (Horton et al. 1996).
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Le complexe LHCII constitue le centre de captation majeure de la lumiere du PSII.
11 contient environ 50 a 60% de la quantité totale de la chlorophylle (a et b) ainsi que
le tiers de la quantité totale de protéines des membranes du thylacoide (Thromber et
al, 1991). Trois types de polypeptides composent le LHCII. Il est composé de
Lhebl, 2 et 3 (provenant des genes Lhcbl, 2 et 3) dont le poids moléculaire est
compris entre 24 et 29kDa (Green et Durnford, 1996). Les complexes pigments-
protéines CP29, CP26 et CP24 qui composent les antennes périphériques (connues
sous le nom de protéines Lhcb4, LhebS et Lheb6) contiennent une quantité plus
faible de Chlb que le LHCII interne. Elles sont constituées de 5 a 10% de la
chlorophylle totale liée au PSII (Barber et Kuhlbrandt, 1999). Ces protéines situées a
la périphérie du LHCII permettent le transfert de 1’énergie d’excitation du LHCII
vers le centre réactionnel du PSIT grace aux protéines CP43 et CP47 (Bassi et al,

1997, figure 3)

Chez les végétaux (plantes et algues), la présence de métaux lourds (le cadmium, le
chrome) et les herbicides (comme 1'atrazine) dans l'environnement peut entrainer des
modifications au niveau du LHCII, par exemple I’inhibition de I’activité de I’enzyme
protochlorophyllide réductase (Patsikka ef al. 2002 ; Gonzalez-Barreiro et al. 2004 ;
Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2005). Cette inhibition entraine une diminution de la
synthése de la chlorophylle. Cette diminution affecte la formation des LHCII et
meéne a une altération de l'état fonctionnel du PSII. La réduction de l'efficacité
opérationnelle du PSII entraine une diminution de l'activité photochimique primaire

et par ce fait, d'une diminution de la croissance végétale.
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Figure 3: Modéle structurel du PSII montrant les deux protéines D1 et D2, le complexe de
photolyse de I’eau (constitué de 3 protéines de poids moléculaire 33, 24 et 17 kDa), les protéines
constituant Pantenne collectrice de lumiére (LHCII, CP24, CP26 et CP29) et les protéines liant la
chlorophylle a : la CP43 et CP47 (d’apres Szabo et al., 2005)




15

1.3.2 Le centre réactionnel du photosystéme 11

La photochimie primaire s'effectue au niveau du centre réactionnel du photosystéme
II. Le RCII est constitué de deux protéines majeures, soit D1 et D2 (de poids
moléculaire de 32 et 34kDa, respectivement). Ces protéines assurent la stabilité de
la structure du complexe des pigments de chlorophylle et des transporteurs
d’électrons liés aux PSII. La réaction photochimique est déclenchée par la
séparation de charges suite a la photolyse de 1'eau au niveau de la protéine D1. Cette
séparation de charges initie le transport des électrons entre le PSII et le PSI (Dekker
et Van Grondelle, 2000). Le centre réactionnel contient une paire spéciale de
chlorophylle a (P680, possédant une absorption maximale de la lumiére a une
longueur d’onde de 680 nm (Govindjee et Coleman, 1990) qui joue un rdle
primordial dans la séparation de charges. Cette paire de Chl a spéciale permet la

séparation de charges qui donne le nom P680 au RCII.

Dans I'environnement, l'illumination de plantes exposées a des métaux lourds, peut
causer la photoinhibition du PSII occasionné par des dommages aux composantes
protéiques du CRII (Giardi er al. 1997). Cette inhibition serait liée au transport
d’électrons et de la photolyse. Une étude a rapporté qu'une exposition a une
concentration de SpM de cadmiun (Cd) induit une diminution du taux de protéines
D1 et D2 chez la plante Oryza sativa suite a une exposition de 30 minutes. Ces
résultats montrent une altération par le Cd* du recyclage (turnover) de la protéine
D1 qui serait dii a une inhibition de la synthe¢se des polypeptides D1 ou par une
dégradation accrue de celle-ci. Sous les mémes conditions expérimentales, CP43 et
LHCII, n'étaient pas affectés par la présence du cd* (Pagliano et al. 2006). 1l a été
démontré chez la plante Pisum sativum, grace a la méthode de radiodétection par
« Pulse-chase » (incorporation de méthionine radioactive dans les polypeptides D1),
que la synthése de la protéine D1 est inhibée par la présence de Cd** ce qui cause

une réduction de ’activité photochimique du PSII (Franco et al. 1999).
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La présence d'herbicide comme pour la présence de métaux lourds, peut induire une
inhibition du rendement photochimique du PSII. Les herbicides de type phénoliques
peuvent inhiber la chaine de transport d’électrons du PSII en se liant au site de la
quinone B (Qp) sur la protéine D1. Cette liaison entre les molécules d'herbicide-Qg
accélére la dégradation de la protéine D1 suite & une formation d'espéces réactives de
I’oxygéne (I’oxygene singulet '0,) causant une photoinhibition du PSIT (Nakajima et
al. 1996 ; Fufezan et al. 2002, Rea et al. 2009). Les herbicides de type triazine
(l'atrazine, par exemple) possedent la capacité de se fixer également au site Qp,
inhibant la chaine de transport des électrons entre les PSII et PSI (Nakajima et al.
1996, Chalifour et al. 2009).

1.3.3 Le complexe de dégagement d’oxygéne (CDO)

Chez les végétaux, la photolyse de l'eau s'effectue grdce & un systéme
enzymatique composé d’un tétramére («cluster») de manganeése (MnsCa) et de
quatre polypeptides extrinseques de 33, 24, 17 et 10kDa (codés par les génes
nucléaires PsbO, PsbP, PsbQ et PsbR; figure 3 et 4, De Las Rivas ef al. 2004). La
présence de ces polypeptides est essentielle pour la stabilité et le fonctionnement du
PSII. Le polypeptide de 33kDa joue un rdle au niveau de stabilisation de complexe
Mn,Ca et favorise la liaison des ions CI” et Ca>* au systéme de la photolyse de I’eau
(Miyao et Murata 1984, Heredia et De Las Rivas 2003, Popelkova et al. 2006).
Suite a une acidification du pH du lumen (environ 5,7) le polypeptide de 33kDa subit
un changement de conformation. Ce changement favorise la liaison des ions Mn?* et
Ca?* (Shutova et al. 2005). De plus, cette protéine est essentielle au fonctionnement
du PSII en favorisant la stabilité¢ des protéines CP47, CP43, D1 et 17kDa (Yi et al.
2005).
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Les polypeptides de 24kDa et 17 kDa optimise le rendement du CDO par
I'ajustement des concentrations d'ions Ca>* et CI et des cofacteurs & la réaction
d’oxydation de 1’eau (Seidler, 1996, Haumann et Jung, 1999 ; Wincencjusz et al.
1999). Ces polypeptides favorisent la liaison de divers complexes de PSII
permettant la formation de structures macromoléculaires des PSIls et la

superposition des granas de thylacoides (Suorsa et Aro, 2007).

CP47 D2 D1 CP43

Figure 4: Structure du PSII chez les algues, il est formé d’une
partie intrinséque (formé par CP47, CP43, D1 et D2) et d’une
partie extrinséque responsable du dégagement d’oxygéne (formé
par 33, 24, 17 et 10kDa codé par Psb O, U, Q et R) (d'aprés Roose
et al. 2007)

La présence de métaux lourds dans I'environnement peut induire une inhibition de la
chaine de transport des électrons. Cette inhibition serait due a une altération des
polypeptides associés au CDO. L'effet toxique des métaux lourds peut varier en
fonction de leur mécanisme d'action ainsi que des conditions environnementales.
Par exemple, le plomb et le zinc cause une inhibition de I’activité du PSII suite a des
modifications de la structure du CDO, en particulier sur le polypeptide 24kDa chez
Spinacea oleracea (Rashid et al. 1994).
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Dans le cas d'autres métaux tels que le mercure, une altération du polypeptide
33kDA a été observé chez S. oleracea (Bemnier et Carpentier 1995). Cette

modification occasionne une déstabilisation du Mn4Ca, inhibant I'oxydation de I'eau.

1.4 Aspects fonctionnels du photosystéme I1

Suite & l'arrivée d’un photon, 1’énergie lumineuse est absorbée au niveau des
antennes collectrices de lumiére a I'aide des nombreux pigments tel que : la Chl a, la
Chl b, les pigments accessoires et les caroténoides. La structure moléculaire de
chaque pigment lui permet d'absorber la lumiére a différentes longueurs d’ondes

spécifiques (figure 5).

CHzCH,

CH,
R-CHq chlorophwll =
c|: CHO chlorophyll &
e
I
C
!
| CH, CH, CH, CH,
CHECH:C—CHZ—CHZ—CHZ—CH—CHZ—CHZ—CHZ—éH—CHZ—CHZ—CHZ—CQ
CH,
chlorophylle

Figure 5: Structure moléculaire de la chlorophylle a et b (Govindjee and Govindjee, 1974)
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La somme des spectres d'absorption (figure 6) couvre presque entiérement le spectre

d’émission du visible permettant au photosystéme d'exploiter efficacement 1'énergie

lumineuse présente (Govindjee and Govindjee, 1974).

% d'absorption

| | 1 I |
Chlorophylle aetb

f
i

400 500 GO0

longueur d' onde {nm)

Figure 6: Spectre d’absorption des chlorophylles a et b chez les plantes supérieures (d'aprés

Raven et al. 2000).

[’absorption d'un photon provoque 1’excitation du pigment photosynthétique. Celui-

ci passe rapidement (107" s) de son état fondamental (faible énergie) a un état excité

(grand énergie). La chlorophylle posséde deux niveaux maximums d’absorption de

photons.

Il est possible d'observer deux niveaux d’énergie (état singulet excité,

IChl*). Le premier se forme suite & l'absorption de la lumiére rouge et le deuxiéme

par l'absorption de la lumiére bleu (Figure 7, Buchanan et al. 2000).

e
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Figure 7: Les niveaux d’énergie dans une molécule de chlorophylle et les mécanismes de
dissipation de son énergie absorbée (d'aprés Buchanan et al. 2000).

L’énergie d’excitation est transférée par résonance et aléatoire d’une molécule de
chlorophylle & I’autre au niveau des LHCII jusqu’a la paire spéciale de la
chlorophylle a (P680) du CR du PSII (Figure 7 ; Raven et al., 2000). Une fois que
I'énergie arrive dans ce dimére de Chl g, la séparation de charge s'effectue et induit le

transport d'électrons.
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Rc Photon

Photon

Figure 8: Transfert d'un photon absorbé d'un pigment photosynthétique a un autre de
facon aléatoire vers le P680 (d'apres Raven et al. 2000 ; Jupin et Lamant. 1999)

Des études ont démontré que la présence de métaux lourds tels que le mercure (Hg)
est capable d'induire une inhibition au niveau de la syntheése de la chlorophylle a
chez Synechococcus elongatus. Cette inhibition modifie le spectre d’absorption du
LHC et provoquent une diminution de rendement de la captation du LHC et par ce
fait limitant le transfert de ’énergie lumineuse absorbée vers les centres réactionnels

du PSII (Murthy et al. 1995).
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1.4.1 Dissipation d’énergie au niveau du photosysteme II

Lors de l'absorption d'un photon par un pigment photosynthétique, l'énergie

lumineuse peut étre dissipée sous 4 formes :

Ii; Photochimie
2 Chaleur

3 Fluorescence
4

Formation d'espéce réactive d'oxygene (ERO)

LUMIERI

102* v Chl » Photochimie

Chaleur
02
Fluorescence

SChl*

v

'Chl*

Figure 9: Voies de dissipation d’énergie de la chlorophylle excitée du PSII (d’aprés Miiller et al.
2001).

Ces quatre voies de dissipation de I'énergie de la Chl* sont en compétition entre elles.
L'augmentation de la dissipation d'énergie sous une voie entraine automatiquement
une diminution via les trois autres formes. La mesure de la dissipation de l'energie
sous forme de chaleur ou de fluorescence permet d'établir le rendement

photosynthétique du LHCII et du PSIIL.



23

1.4.2 La séparation de charges et la photolyse de I’eau

Le rendement photosynthétique de la réaction de la photochimique primaire du PSII
repose sur le transfert d’électrons du centre réactionnel P680 a I’état excité (P680*)
vers la phéophytine a (Phéo). Une fois au niveau du CR du PSII, I’énergie du
photon oxyde le P680 en P680". Cette oxydation permet l'induction de 1’hydrolyse
de I’eau qui entraine une séparation de charges au niveau du RCII. Cette séparation
de charges induit I’état P680"/Phéo” dans le PSII (Dekker et van Grondelle, 2000).
Cependant, la réaction photochimique de I’excitation de la P680 ne génére qu’une
seule charge positive. Par conséquent, la formation d'une molécule oxygéne (O;)
exige la formation de quatre charge positive (Hall et Rao, 1994; Whitmarsh et
Govindjee, 2002).

Suite a cette perte d’électron, le P680™ regoit un électron du résidu tyrosine (Z) de la
protéine D1. Le résidu tyrosine (Z) de la protéine D1 est le donneur primaire du
PSII. Une fois oxydé, le PSII accepte un nouvel électron du complexe de

dégagement d’oxygene (CDO) (Figure 10).

Cette séparation de charges et le dégagement d’oxygéne se résume par les cing

réactions suivantes :

a)  P680+hv —>  P680*

b) P680* + Pheo ——> P680" + Pheo™

c) P680" +Z —>  P680+2Z'

d Z'+CDO —>  Z+CDO"

) CDOY+2H,0 ——>  CDO+0,+4H"

L’énergie d’excitation (hv) provenant d’un photon capté par LHCII, transférée au CR
du PSII (P680), induit successivement quatre réactions photochimiques (décrites de
a a d) permettant une seule séparation de charges (ou la formation d’une seule

charge positive) au niveau CDO. La photo-oxydation de l'eau pour la formation
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d'une molécule d'oxygeéne nécessite quatre séparations de charges suite a 1'absorption
de quatre photons (réaction e, Dekker et Van Grondelle, 2000). L'ensemble des

réactions photochimiques peut se résumer par 1'équation suivante :
2H,0+ 4hv > Oyt 4H' + 4¢ (Faller et al. 2001)

Suite a une adaptation a l'obscurité des chloroplastes, il a été observé que le
rendement de formation d’oxygéne durant la photo-oxydation de I’eau passait par un
cycle de 5 étapes qui sont reconnus comme les états « SO, S1, S2, S3 et S4 »
(schématisés aux figures 10 et 11). Le rendement maximal du dégagement
d’oxygene est obtenu suite au troisiéme éclair et de fagon cyclique par la suite a tous
les quatre éclairs (figure 10). Le modéle des états «S» permet une meilleur
compréhension du phénoméne de la photo-oxydation de 1’eau par la photochimique.
Le «cluster» de manganése du CDO accumule des charges positives suite & une perte
des électrons. Cette accumulation fournit 1'énergie potentielle nécessaire pour la
séparation de deux molécules d’eau en oxygéne et libére quatre protons dans le
lumen. Ces protons dans le lumen contribuent & la formation d’un gradient
transmembranaire nécessaire pour 1'ATP synthétase. Une fois 1’état S, atteint, le
CDO retourne spontanément a 1’état Sy suite & une interaction avec une molécule

d”eau qui libére des électrons et produit de 1’oxygéne (figure 11, Kok et al. 1970).
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Figure 10: Dégagement de I’oxygéne suite a des éclaires saturantes (d’aprés Joliot et al.
1969)
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Figure 11: Schéma de la formation des états «S» et la production de protons dans le lumen
durant la photo-oxydation de I’eau et le dégagement 4’0, (d’aprés Buchanan, 2000)
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1.4.3 Le transport transmembranaire des €lectrons

Suite a la premiére séparation de charge dans le PSII, un électron est émis et cause la
réduction de la phéophytine a. Celui-ci est ensuite transféré, grace a des réactions
d’oxydoréductions, par une chaine de transporteurs composés des quinones A et B
(Qa, Qg), de plastoquinones (PQ), cytochrome bef et plastocyanine (PC). La
réduction de la PQ nécessite deux électrons provenant de Qa et Qp (Baker et al.
2007). La réduction de PQ entraine une modification stéréochimique PQ — PQHo,,
lui permettant de transporter deux protons vers le Jumen pour se neutraliser (Heller et
al. 1998, figure 12). La modification stéréochimique de PQH; lui permet de diffusé
a travers les membranes du thylacoide et la libération de Qg qui peut de nouveau

accepter les électrons Qa (Whitmarsh et Govinjee 2002),

L'objectif de la chaine de transport d'électrons est de transférer les électrons produits
suite & la photo-oxydation de 1'eau du PSII vers PSI et ce jusqu’a I’accepteur final le

NADP.
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Figure 12: Représentation schématique de la chaine de transport de
I'électron par oxydoréduction de P680 vers entre les quinones A (Q,), B
(Qp) et plastoquinone (PQ) (d’aprés Whitmarsh et Govindjee, 2002)

La molécule de PQH, va par la suite réduire le cytochrome bgf. Cette réduction
libére deux H+ dans le lumen du thylacoide contribuant aussi une fois a la formation
du gradient de protons. Le cytochrome bgf transfeére son électron a la plastocyanine,
puis au P700" du PSI. Les électrons, suite & la chaine d’oxydoréduction, sont
absorbés PC, le donneur d’électrons du PSI (P700+; Ort, 1986; Faller et al.,, 2001).
Une fois dans le PSI, 1’électron est transféré & la ferrédoxine, La synthése du
NADPH est catalysée par la ferrédoxine NADP-réductase (figure 13). Le NADPH
est utilisé comme réducteur au cours du cycle de Calvin lors de la fixation du CO; et
de la synthése des hydrates de carbone durant le cycle de Krebs. Le gradient de
protons formé lors du transport des électrons vers le PSI permet le fonctionnement
de I’ATP synthétase permettant ainsi une synthése accrue d’énergie chimique pour

I’algue (Malkin et Niyogi, 2000).




29

Le transport d’électrons est dépendant des différences de potentiel redox entre les
donneurs et accepteurs d’électrons. L'ensemble des différences de potentiel
d'oxydoréduction est résumé dans le schéma Z selon le modeéle de Hill et Bendall

(figure 13).

L-scheme
Photosystem |

7 Photosystem |

redox chain Fd
Ch

ADP + P ATP /’

photon
photon

Figure 13 : Schéma en Z résument les réactions de transfert d’électrons photosynthétique selon
leur potentiel d’oxydoréduction. Le P680 et P700 sont les centres réactionnels du PSII et du
PSI. La réduction du P680* et P700* provient de I’absorption de I’énergie lumineuse (hv). Les
PQ, Cyt et PC sont les accepteurs d’électrons du PSII. NADP-réductase qui réduit le NADP+ en
NADPH situé a la fin de la chaine de transport d'électron (d’aprés Whitmarsh, 1998).
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La majorité des métaux lourds ont un effet sur la photochimie primaire suite a
l'inhibition de la chaine de transport d’électrons et ce, autant des c6tés oxydant et
réducteur du PSIL. 1l a été rapporté que le Zn, Co et Cd sont en mesure d'induire
chez Chlorella pyrenoidosa, une diminution du CDO. Cette inhibition est liée a la
modification de Dactivité catalytique de la photolyse de l'eau (Plekhanov et
Chemeris, 2003). La présence de Hg et le Cd causent une inhibition associée & deux
mécanismes. Le premier est causé par la liaison des métaux lourd aux résidus
tyrosines des protéines D1 et D2 du centre réactionnel du PSII, inhibant la réaction
photochimique et diminuant la concentration de protéine D1 dans le PSII. Le
deuxiéme mécanisme d'inhibition implique le « cluster » de manganése, inhibant la

photolyse de I’eau (Sersen et Kralova, 2001).

Les effets inhibiteurs du Cd se trouvent du c6té oxydant dans le PSII. Cette
inhibition est associée 4 un déplacement de 1’ion Ca®* par le Cd dans le « cluster » de
manganése du complexe de photolyse de I’eau. Le déplacement de lion Ca®*
empéche la formation de 1'état S lors de la photolyse de I’eau. L'inhibition de 1'état
S, diminue grandement le rendement de dégagement d’oxygéne. Sous ces
conditions, une diminution du transfert des électrons provenant des résidus tyrosine
Z et P680" vers Q4™ et Qg est observée. Cette diminution affecte aussi le transfert

d’électrons entre les PSII et PSI (Sigfridsson et al. 2004).

Le complexe de photolyse de I’eau et la chaine de transport d’électrons dans le PSII
sont les principales cibles de 1’inhibition causée par la présence des métaux. Toute
altération de ces systémes entraine automatiquement une diminution du rendement
photochimique du PSII. Les mécanismes de toxicité du chrome, étudiés par les
parametres de la fluorescence chlorophyllienne, seront présentés dans les sections

suivantes.
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La majorité des herbicides utilisés dans I'agriculture agissent sur I’activité
photochimique du PSII. Ils agissent en inhibant la chaine de transport d’électrons au
niveau de Qp. L'impact de cette inhibition occasionne une réduction du taux de
synthése de 1’ATP et du NADPH et par conséquent une diminution de la croissance
et le développement végétale. Les herbicides de type triazines se lient au Qg
«binding site» empéchant ’oxydation de QA et la liaison avec la PQ (Krieger-
Liszkay et Rutherford, 1998; Ikeda et al. 2003). Les algues illuminées expo<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>