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CHAPITRE I

INTRODUCTION ET REVUE DE LITTERATURE

1.1 Introduction et problématique générale

Les plantes dans les milieux naturels subissent souvent de larges et rapides
variations de la densité du flux de photons photosynthétiques actifs (PPFD) causées par
la structure du couvert végétal, le vent et les nuages (Smith et al. 1989; Knapp and Smith
1990; Pearcy et al. 1996; Kirschbaum et al. 1998). Les feuilles des plantes ombragées
par d'autres feuilles subissent aussi des légeres fluctuations dues et au mouvement a
travers les sous-étages des foréts, et les changements irréguliers au niveau de la lumiére
grice aux mouvements des feuilles les plus hautes dans la canopée. Ces fluctuations
peuvent contribuer ainsi dans une proportion considérable aux rayonnements totaux
regus en une journée par une feuille (Pearcy 1990; Pearcy et al. 1996). Face a ces
variations lumineuses, la plante doit utiliser différents mécanismes de régulation pour
optimiser son efficacité photosynthétique. Les fluctuations de la lumiére extérieure
modulent le processus de la photosynthése, mais ils ont été considérés comme des

facteurs limitant la productivité des plantes (Kuppers et Pfiz 2009).

La réponse de la photosynthése par rapport a la lumiére est décrite par la courbe de
saturation lumineuse (Figure 1.1) : un plateau est obtenu pour des valeurs d'éclairement
plus ou moins élevées, ou la capacité d'absorption des photons dépasse la capacité de
leur utilisation. Ainsi, les réactions d'assimilation du CO, deviennent limitantes et la

photosynthése présente un taux maximal.
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Figure 1.1  Courbe de saturation de lumiére : la représentation typique de la relation
entre l'intensité lumineuse et la photosynthése mesurée dans des
conditions stables (Taiz et Zeiger 2002).

Cependant, cette relation entre le taux de photosynthese et 1’intensité lumineuse
s’applique & des changements de lumiére relativement lents (minutes, heures...) jusqu’a
atteindre de nouvelles conditions d’équilibre. Ces conditions ne prennent pas en
considération les conditions naturelles dont les changements sont rapides (secondes...).
Notre compréhension de la photosynthese est acquise sous lumiére continue ou lors d’un
seul changement de lumiére, mais plusieurs études affirment que la lumiére dynamique
est utilisée moins efficacement que la lumiére continue (Tennessen et al. 1995). Tel que
mentionné plus haut, la photosynthése dépend de nombreux mécanismes de régulation,
dont les dynamiques ne sont pas considérées par la courbe de saturation de lumiére. La
productivité primaire prédite a partir de modeles basés sur 'état d'équilibre de la
photosynthése peut étre surestimée de prés de 30 % (Kuppers et Pfiz 2009). Par
conséquent, I’étude de la photosyntheése sous lumiére dynamique demeure nécessaire
pour mieux comprendre les réponses de ce phénoméne vis-a-vis les variations
importantes de la lumiére et révéler tous les mécanismes introduits pour que ce systéme

optimise son activité.



1.2 Apercu de la photosynthése

La photosynthese est un ensemble de réactions permettant aux végétaux (algues,
plantes et certaines bactéries) de convertir 1'énergie lumineuse en énergie chimique
utilisable pour la synthése de matiére organique. Lors de ce processus, les glucides
(C6H20¢6) sont obtenus suite a ’assimilation du dioxyde de carbone (CO,). Ce processus
est rendu possible grice a l'ensemble des réactions produisant le pouvoir réducteu
(NADPH) et une source d'énergie (ATP) issue, a la base, de la photolyse de l'eau
couplée & un dégagement d'oxygeéne (Whitmarsh et Govindjee 1999).

La photosynthese se résume par 'équation suivante :
6 CO; + 12 H,0 + lumiére — CgH206 + 6 O, + 6 H,O.
Dans cette équation globale, les 24 ¢ sont retirés lors de la photolyse de I’eau pour

réduire 6 C02 en une molécule d’hexose : 6 CO, — CsH 2056

1.2.1 Les chloroplastes

La photosynthése se déroule dans les chloroplastes qui ont une forme de lentille ou
bien une forme ellipsoidale avec une taille de 5 a 10 pm de longueur et de 2 & 4 um en

épaisseur. (Figure 1.2).
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Figure 1.2  Coupe longitudinale dans laquelle figurent toutes les composantes d'un
chloroplaste (www.vscht.cz).



La structure typique du chloroplaste est le syst¢tme membranaire connue sous le
nom membranes thylacoidales, plus bri¢vement thylacoides. (Mustardy et Garab 2003).
Les thylacoides sont le site des diverses réactions de la phase photochimique (ou phase
claire) : dont I’absorption de la lumiere, les réactions photochimiques, le transport
d’électrons et de protons et la synthése de NADPH et d’ATP qui serviront a réduire le
CO; en sucre. Ces réactions de la phase photochimique se produisent au niveau de
plusieurs complexes protéiques dont les photosystetmes [ et II et leurs antennes
collectrices de lumiére, le complexe cytochrome bgf et le facteur de couplage (ATP-
synthase). En plus de ces composantes, il y a des transporteurs mobiles d’électrons : les
plastoquinones et deux protéines mobiles qui sont la plastocyanine et la ferrédoxine. A
Pintérieur du chloroplaste se retrouve le stroma qui est un milieu visqueux contenant
toutes les enzymes requises pour la fixation du CO, et sa conversion en sucres et ou
s’effectue la phase biochimique (ou phase sombre). Le stroma contient aussi de I’ADN,
ARN et des ribosomes qui permettent de synthétiser dans les chloroplastes plusieurs

protéines impliquées dans la photosynthése (Figure 1.3).
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Complexe PSII LUMEN Complexe PSI

Figure 1.3  Eléments de la membrane thylacoidale intervenant dans la photosynthése
(Horton et al. 1994).



1.2.2 Phase photochimique de la photosynthése
1.2.2.1 Absorption de I’énergie lumineuse et antennes collectrices de lumiere

Les pigments (Chl a, Chl b et caroténoides) sont présents dans les antennes
collectrices de la lumiére associées aux photosystémes I et II. Chaque type de pigments
possede un maximum d'absorption a une longueur d'onde donnée, et qui dépend de son
environnement moléculaire (Figure 1.4). Ceci permet de couvrir l'ensemble des
longueurs d'onde du visible, permettant a l'appareil photosynthétique d’absorber

optimalement la lumiére (Govindjee et Govindjee 1974).

Le role des antennes collectrices est d’absorber et de transférer I'énergie lumineuse
jusqu'aux centres photochimiques ou s'effectuent les réactions primaires de Ia
photosynthése. Les pigments chlorophylliens absorbent la lumiére a des longueurs
d’onde différentes. Le transfert de leur énergie se fera selon le transfert directionnel de
I’énergie comme la montre Figure 1.4 vers des pigments jusqu’aux chlorophylles

spéciales P680 et P700 dans les photosystemes II et I respectivement.

A)

High

Antenna

~ complexes

Energy gradient, £,

Reaction
center

v
Low

Figure 1.4  Transport directionnel de [1’énergie lumineuse dans les antennes
collectrices de la lumicre (Taiz et Zeiger 2002).



1.2.2.2 Composantes du transport photosynthétique d’électrons

a) Les centres réactionnels et réactions photochimiques primaires

A Dintérieur des PSI et PSII, se trouve le centre réactionnel constitué d’une paire
spéciale de chlorophylles a et de différentes composantes redox. Une des chlorophylles
de la paire spéciale est capable de céder ses électrons a l'accepteur primaire (séparation

des charges primaire) (Horton et al. 1994).

Dans les antennes, 1’énergie d’excitation migrera jusqu’au centre réactionnel ou
pourra s’effectuer une réaction photochimique primaire qui consiste a la perte d’un
électron (oxydation) par une molécule spéciale de chlorophylle a, P680 et P700 dans les
photosystémes II et I respectivement. Dans ce cas, il y aura un déclenchement d’une
cascade de réactions d’oxydoréductions dans lesquelles I’eau joue un réle de donneur
primaire d’électrons en libérant des protons H' et le dioxygéne (O5) et le NADP" qui
joue le rdle d’un accepteur final d’électron pour former le NADPH. La représentation
des transporteurs en fonction de leur potentiel redox a permis d’obtenir un schéma en

« zigzag » appelé schéma en « Z » (Figure 1.5).
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Figure 1.5  Représentation des transporteurs en fonction de leur potentiel

redox : Schéma en « Z ».

Les steechiométries entre les molécules de H,O, O, et de NADPH
assument que 4 photons sont absorbés par chacun des photosystémes
(Horton et al. 1994).

b) Le photosysteme I1

Le photosysteme II (PS II) est un complexe multiprotéique, qui utilise 1'énergie

lumineuse pour oxyder l'eau et réduire les plastoquinones (PQ). Dans le centre

réactionnel du PSII se trouve la paire spéciale de chlorophylles a qui absorbe la lumiére

a 680 nm (P680). Aprés excitation, le P680 céde un électron a une phéophytine qui le

transfére a une plastoquinone (PQ) fixe (Qa). Cette dernieére cede son électron a une

autre PQ qui est liée de fagon temporaire au site Qg (c6té accepteur). Aprés avoir accepté

2 électrons et 2 protons, PQH; se libére et migre vers le complexe Cyt bgf pour étre
oxydée. (Nield 1997) (Figure 1.6).
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Figure 1.6  Schéma du photosystéme 1T (PSII) (Nield 1997).

¢) Le cytochrome bgf

Le cytochrome besf est un complexe trimérique (Whitelegge et al. 2002).
Globalement, il agit comme un plastoquinone-plastocyanine oxydoréductase. Il sert donc
a assurer le transfert d'électrons entre les deux photosystémes (PSII et PSI), en acceptant
les électrons des plastoquinones (en provenance des PSII) et en réduisant les
plastocyanines (en route vers le PSI). L’oxydation des plastoquinones permet de larguer
les protons H' dans le lumen des chloroplastes & travers les thylacoides pour produire
plus d’ATP (Kurisu et al. 2003). Le transport cyclique « Q-cycle » au sein du complexe
Cyt bef permet de transporter plus de protons vers le lumen et ainsi aider a produire plus

d’ATP.

d) Le photosystéme 1

En plus du PSII le photosystéme 1 (PSI) est le site ou s’effectuent les réactions
photochimiques primaires (Figure 1.7). Globalement, il agit comme un plastocyanine-
ferrédoxine oxydoréductase dans les membranes des thylacoides. Les complexes
collecteurs de lumiére et de I'antenne interne du PSI absorbent les photons et le transfert

de I'énergie d'excitation a P700, le donneur d'électrons primaires. La séparation de



charge ultérieure et le transport des électrons conduisent a la réduction de la ferrédoxine
via différentes composantes redox (complexe Fe-S, vit K, A, B). Les protéines du PSI
sont responsables de l'arrangement précis des cofacteurs et de déterminer les propriétés

redox des centres de transfert d'électrons.

PsSI

Figure 1.7  Structure et fonction du PSI dans la membrane thylacoidale
(www.snv.jussieu.fr).

e) Transport cyclique des électrons autour du PSI

Selon la disponibilité de NADP" et les besoins métaboliques des cellules, la
ferrédoxine peut réduire les molécules de PQ au niveau du complexe Cyt bef pour
former le transport cyclique d’électrons autour du PSI. Un tel transport permet de
pomper plus de protons dans le lumen des tylacoides et ainsi former plus d’ATP. Le
transport cyclique d’électrons augmente donc la proportion d’ATP par rapport au
NADPH produit (Taiz et Zeiger 2002).

f) Gradient de protons et photophosphorylation

La photolyse de I’eau et I’oxydation des PQH; par le complexe Cyt bef (les PQH,
produites par le transport linéaire d’électrons et le transport cyclique d’électrons autour
du PSI) contribuent & I’acidification du lumen et la formation du gradient de proton
transmembranaire. L’énergie de ce gradient de protons est dissipée par I’ATP synthase.

(Taiz et Zeiger 2002).
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1.2.3 Phase biochimique de la photosynthése

1.2.3.1 Le cycle de Calvin

L’ATP et le NADPH sont des composés a énergie élevée produits par le transport
d’¢électrons induit par la lumiére, fournissant I’énergie au cycle de Calvin. Ce cycle
biochimique constitue une série de réactions biochimiques pouvant étre décomposées en
trois phases : carboxylation, réduction et régénération (Malkin et Niyogi 2000). Durant
la phase de carboxylation, le CO;, et I’eau sont combinés enzymatiquement, par le
Rubisco, & un sucre a 5 carbones qui est le ribulose-1-5-biphosphate (RuBP), pour
former 2 molécules de 3 carbones, le 3-phosphoglycérate (3-PGA). Au cours de la phase
de réduction le 3-PGA est réduit en triose-phosphate (glycéraldéhyde 3-phosphate) par
le NADPH et ’ATP (Figure 1.8). A la fin et durant la phase de régénération, la majeure
partie des trioses-P est utilisée a la resynthése du RuBP a ’aide de I’ATP permettant de
recommencer le cycle, ’autre partie (1/6) allant a la synthése d’amidon et/ou de
saccharose (sucrose).

Start of cycle

Ribulose-1,5-

bisphosphate N‘CO: + H0O

3-Phosphoglycerate

Glyceraldehyde-3-
phosphate

Triose phosphates ECE> + @ NADP*

|

Sucrose, starch | Carbon ou

Figure 1.8  Cycle de Calvin (Taiz et Zeiger 2002).
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1.2.3.2 Synthése de I’amidon et de saccharose

L’équilibre entre les syntheéses de saccharose et d’amidon a une grande importance
physiologique vu que le saccharose est soluble et il est le principal sucre exporté des
cellules photosynthétiques, tandis que 1’amidon est insoluble et s’accumule dans les
chloroplastes le jour pour étre partiellement ou totalement dégradé la nuit. L’équilibre
entre le saccharose et I’amidon est hautement régulé, et dépend de la sortie des trioses-P
hors des chloroplastes vers le cytosol. Cette sortie est elle-méme contrélée par la
concentration cytosolique de phosphate inorganique (Pi). La sortie se fait par un systéme
antiport Pi/triose-P. Si la concentration de Pi dans le cytosol est faible, les trioses-P
demeurent dans le chloroplaste et favorisent la synthése et le stockage de I’amidon. Au
contraire, une concentration cytosolique élevée en Pi favorisera la synthése du

saccharose dans le cytosol et son exportation vers les autres organes via le phloéme.

1.2.3.3 Meécanismes de régulation de la phase biochimique

La Rubisco et d'autres enzymes sont activées en présence de lumicre en
conséquence du transport photosynthétique d’électrons. L’activation de la Rubisco est
particulierement complexe puisqu’elle requiert un pH alcalin, une molécule de CO,
d’activation, un atome de Mg®*, ainsi qu’une enzyme spécifique dite la RuBisCO
activase. La Rubisco fonctionne le mieux a un pH proche de 8, et est relativement
inactive a pH = 7. Comme le transport d’¢lectrons conduit a la génération d'un gradient
de pH a travers la membrane des thylacoides, le pH du stroma augmente de 7 a 8. En
conséquence du changement de pH, d'autres ions dont le Mg®" traversent la membrane
des thylacoides pour compenser les différences de charge. De plus, 1a RuBisCO activase
libére le ribulose-1,5-diphosphate 1ié a la RuBisCO inactive, permettant I'activation de
cette derniére par le CO, (CO, dit d’activation) (Taiz et Zeiger 2002). La Rubisco
nécessite un atome de Mg** pour fonctionner et la combinaison de 'augmentation du pH

en plus le Mg** conduit 4 une augmentatidn significative de l'activité de la Rubisco.
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1.3 Mécanismes de quenching non photochimique (NPQ)
1.3.1 Le quenching énergie-dépendant qE

Sous certaines conditions environnementales, 1’énergie absorbée excéde la
capacité d’assimilation de la photosynthése. Cet exceés d’énergie doit donc étre dissipé
efficacement par différents mécanismes de photoprotection pour éviter des
photodommages a 1’appareil photosynthétique (Miiller et al. 2001, Horton et al. 2005).
Parmi ces mécanismes on cite le quenching non photochimique (NPQ). Le NPQ est un
terme générique regroupant trois types de quenching non-photochimique, les qE, qT et
ql. Ces trois types de quenching se distinguent surtout par les mécanismes impliqués, par
leurs cinétiques d'induction et de relaxation, ainsi que leur réponse aux différents

inhibiteurs.

Parmi les NPQ, le quenching énergie-dépendant (ou ApH-dépendant) gE est le
plus important en termes de quantité¢ d’énergie dissipée (et donc de protection contre les
effets néfastes d’une intensité lumineuse excessive) et de rapidité d’induction (ordre des
secondes a la minute). Sous un excés de lumiére, 1’incapacité des réactions biochimiques
de la photosynthése a utiliser le pouvoir réducteur (ATP et NADPH) généré par le
transport photosynthétique d’électrons se traduit tout d’abord par une hausse du gradient
de pH dans les thylacoides des chloroplastes (le lumen devenant plus acide et le stroma
plus alcalin) (Foyer et al. 1990). L’acidification du lumen entraine 1’activation de
I’enzyme Violaxanthine dé-époxydase responsable de la conversion en deux étapes de la
violaxanthine en zéaxhantine via I’anthéraxanthine (Figure 1.9). La présence de
zéaxanthine diminue ’efficacité de transfert de 1’énergie lumineuse vers les centres
réactionnels et cause donc une plus grande dissipation de cette énergie sous forme de
chaleur par des vibrations moléculaires (Foyer et al. 1990; Humphries et Falkowski
1994). 11 en résulte une baisse de 1’efficacité photochimique (nombre de réactions
photochimiques par photon absorbé) et une atténuation de 1’émission de la fluorescence
chlorophyllienne. Ce mécanisme de régulation est induit et relaxé dans 1’ordre de la
minute, quoiqu’a des taux variables selon les études (Quick et Stitt 1989; Hodges et al.

1989).
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violaxanthine
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Exces de lumiére; anthéraxanthine Lumiére faible:
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Dé-epoxidation: Epoxidation:
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Wm jours selon le
HOAA niveau de stress
Figure 1.9  Cycle des xanthophylles (Demmig-Adams et al. 1996).

1.3.2 Transitions d’états qT

La deuxi¢éme composante du NPQ est qT, causée par les transitions d’états SI-SII.
Ce mécanisme s’active et relaxe en quelques minutes. QT est important chez les algues,
mais plut6t négligeable dans la plupart des plantes lors de l'exposition a une lumiére
excessive. Ce mécanisme est surtout utile pour optimiser la distribution de 1’énergie
absorbée entre les PSII et PSI. Un excés d’énergie au niveau du PSII par rapport a
I’excitation du PSI entraine une forte réduction du pool des plastoquinones. Cette
réduction des PQ active une enzyme kinase qui va phosphoryler les antennes collectrices
du PSII (LHCII). Ces derniéres se détacheront du PSII et migreront vers les PSI pour
rétablir une absorption balancée de la lumicre entre les deux photosystémes

(Figure 1.10). (Tevini et Hader 1987).
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Figure 1.10 Le phénomene des transitions d’états et le déplacement de quelques
antennes du PSII au PSI (biologie.univ-mrs.fr).

1.3.3 La photoinhibition gl

La troisieme composante du NPQ est le gql, dont la cinétique de relaxation est trés
lente, de ’ordre de dizaines de minutes a I'heure. Elle est liée a la photoinhibition de la
photosynthése (Miiller et al. 2001). Lorsque les deux autres composantes du NPQ
deviennent insuffisantes pour protéger 1’appareil photosynthétique contre une forte
lumiere, les PSIIs sont continuellement endommagés et remplacés. Lorsque le taux de
photo-dommages excéde le taux de photoréparation, il y a une accumulation de PSIIs
inactifs et donc photo inhibition. En cas d’intensité lumineuse trop forte prolongée,
une photoinhibition irréversible, dite « chronique » entraine une destruction des
pigments photosynthétiques (Powles, 1984; Hendry et al. 1987; Alves et al. 2002), par
photooxydation. Le taux de photo-dommages est directement proportionnel a l'intensité
lumineuse absorbée par les PSIIs. La lumiére, en particulier les ultraviolets et la lumiére
bleue, inactive le complexe de dégagement d'oxygene du PSII en provoquant le
relachement des atomes de manganése qui y sont liés. Cette photoinactivation du
complexe de dégagement d'oxygene inhibe le transfert d'électrons de l'eau vers le centre
réactionnel. Ceci prolonge le temps de vie de la forme oxydée de P680 dont
l'accumulation augmente les chances que des molécules du PSII soient endommagées

par oxydation (Nishiyama et al. 2006; Hakala et al. 2005).
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1.4 La fluorescence chlorophyllienne

La lumiére absorbée par l'appareil photosynthétique n'est pas totalement
transformée en énergie chimique. Lors du transfert de I’énergie des antennes vers les
centres réactionnels, une partie est perdue sous forme de chaleur et une autre, sous forme
de fluorescence. La fluorescence chlorophyllienne représente une sonde intrinséque de
’efficacité photosynthétique, ou plus précisément, du rendement quantique des réactions
photochimiques du photosystétme II (PSII). L’analyse de la fluorescence
chlorophyllienne est donc devenue 1'une des techniques les plus puissantes et les plus
utilisées a la disposition de la physiologie végétale et aux écophysiologistes (Maxwell et
Johnson 2000).

Lorsqu’une molécule de chlorophylle absorbe un photon, un de ses électrons passe
a un niveau excité. En retournant a son état fondamental, une fraction de 1’énergie
d’excitation est dissipée sous forme de ﬂuorescence. L'émission de la fluorescence
chlorophyllienne provient essentiellement de l'antenne collectrice du photosysteme 11
(PSII); on montre, dans la plupart des situations, que 1'émission de la fluorescence par le
PSI est faible comparativement a celle du PSII et ne représente au plus que 10 a 20 % de
I’émission totale. De plus, I’émission de fluorescence venant du PSII est variable tandis
que celle qui vient du PSI ne 1’est pas (Krause et Weis 1984). Chez une feuille adaptée &
I’obscurité lorsque Q4 est oxydé dans tous les PSII c’est-a-dire que tous les centres
réactionnels sont ouverts, 1’efficacité photochimique est maximale donc la concentration
en zéaxanthine est minimale d’ou I’intensité de la fluorescence est minimale et elle est
dénotée Fo (seulement 1 % de 1’énergie perdue en fluorescence). Si 1’on applique un
flash lumineux saturant de 1s (trop court pour permettre 1’accumulation de
zéaxanthine), tous les Q, sont momentanément réduits (centres réactionnels fermés),

I’efficacité photochimique est minimale et donc la fluorescence est maximale (Fm).

Chez une feuille exposée a une intensité lumineuse quelconque, le Q4 est réduit
dans une fraction des PSII d’ou une augmentation de 1’intensité de la fluorescence (F ou

'Fs). En méme temps, le transport d’électrons dans les thylacoides cause la formation
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d’un ApH, qui lui entraine I’accumulation de zéaxanthine, et donc une plus grande
dissipation de 1’énergie sous forme de chaleur (qE, voir section précédente). C’est
pourquoi lorsqu’on applique un flash lumineux saturant causant la fermeture
momentanée de tous les centres réactionnels, la fluorescence maximale (Fm’) pour ces
conditions est inférieure & Fm (4 cause de la plus grande dissipation de 1’énergie sous

forme de chaleur en présence de zéaxanthine).

Ces observations peuvent étre traduites mathématiquement en considérant la
fluorescence chlorophyllienne comme la somme des probabilités ® de la dissipation de
I’énergie lumineuse utilisée par les réactions photochimiques (@ p), ou dissipée sous

forme de chaleur (® ¢) et de fluorescence (@ F), cette somme étant égale a 1.
OPp+dc+dF=1 (éq. 1)
Lors d’un flash saturant :
Op=0etdcm+Pfm=1 (éq.2)

Lors d’un court flash saturant, on assume que les importances relatives de ® ¢ et

® f demeurent constantes, c.-a-d. les mémes qu’avant le flash saturant :
(® ¢/ ® f) = (O cr/  fm) (éq. 3)

®p : Rendement photochimique
@c : Rendement d’énergie transformée en chaleur

@ : Rendement d’énergie transformée en fluorescence

En réaménageant les eq.1-3 et en remplacant @ f et ® fm par Fo et Fm

respectivement, on obtient le rendement photochimique maximal du PSII (FlIm) :

® IIm = (Fm-Fo)/Fm =Fv/Fm
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Le ratio Fv/Fm représente 1’efficacité photochimique maximale du PSII et permet
de prédire I’efficacité maximale de la photosynthése lorsque la plante est soumise a de
faibles intensités de lumiére qui limitent la photosynthése (aussi estimée par la pente
initiale de la courbe du taux de photosynthése en fonction de I’intensité lumineuse).
Quant au ratio AF/Fm’ (soit (Fm’-Fs)/Fm’), il estime 1’efficacité photochimique
opérationnelle du PSII et permet de prédire I’efficacité de la photosynthése (mmole
COz/mmole photons absorbés) peu importe I’intensité lumineuse ambiante (Genty et al.

1989).

1.5 Notion de complexité d’un systéme

La photosynthése avec ses différents éléments en interaction (photosystémes,
plastoquinones, pool de métabolites...) et reliés par des différents mécanismes de
régulation (cycle des xanthophylles, les transitions d’états, l’induction de la
photosynthése...) constitue un exemple typique d’un systéme complexe. Un systéme
complexe démontre des propriétés globales qui émergent de l’interaction entre les
différents éléments qui le composent qui sont organisés en fonction d’un but (Rosnay
1975). Un systéme complexe se résume en quatre grands éléments : il posséde une
grande variété de composantes ou d’éléments possédants des fonctions spécialisées. De
plus, les composantes y sont hiérarchisées, celles-ci sont interconnectées les unes aux
autres dans un grand réseau, formant une grande variété¢ de liaisons. Ces liaisons sont
non-linéaires, c'est-a-dire qu’elles se caractérisent par 1’émergence de nouvelles
propriétés et par une grande résistance aux changements (Figure 1.11) (Rosnay 1975).
L’aspect dynamique est une propriété importante des systémes complexes. Lorsque ce
systéme est soumis & des conditions variables du milieu, il va osciller jusqu’a atteindre
son équilibre (homéostasie ou équilibre dynamique). Ces oscillations peuvent fournir des

informations sur la dynamique interne d'un systéme complexe.
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Figure 1.11 Rétroaction négative : la convergence vers un but (Rosnay 1975).

1.6 Oscillations de la photosynthése

La photosynthese peut donc étre considérée comme un systéme complexe. Comme
tous systémes, lorsque la photosynthése est soumise a des conditions variables de
I’environnement, son activité va osciller jusqu’a I’atteinte d’un nouvel état d’équilibre
(Figure 1.12). Selon Laisk (1989), ‘comprendre les oscillations c’est de comprendre la
photosynthese’.

1.6.1 Oscillations lors de I’induction de la photosynthése

Lorsqu’une feuille préadaptée a la lumiére et ayant été placée a 1’obscurité est
soudainement éclairée, celle-ci va démontrer des oscillations prononcées de son activité
photosynthétique qui s’amortissent dans le temps (Figure 1.13). Les taux de dégagement
d’0O, et d’assimilation de CO, varient en paralléle tandis que les intensités de FChl
varient de fagon opposée. Selon Walker (1992), ces oscillations sont une manifestation
de la réaction excessive d'un ou plusieurs mécanismes de régulation. Il a été suggéré que
ces oscillations de la photosynthése seraient causées par une limitation transitoire
(tendance oscillatoire) du phosphate inorganique (Figure 1.13), empéchant la dissipation
du gradient des protons et le transport linéaire des électrons. Les plantes de différentes
conditions physiologiques démontrent des degrés différents d’oscillations de la

photosynthése. Cependant, la signification physiologique des oscillations peut étre
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variable selon les espéces et conditions physiologiques, et ne peut étre connue a priori

(Walker 1992).

Fluorescence

Figure 1.12 Les oscillations au cours de I’induction de la photosynthése (Walker
1992).

1.6.2 Sous lumiére sinusoidale

En 2002, Nedbal et Brezina ont induit des oscillations continues de la
photosynthése par des lumiéres sinusoidales (lumicres dynamiques) (Figure 1.13).
L’analyse des courbes de la fluorescence chlorophyllienne a montré que les oscillations
sont la somme de plusieurs composantes harmoniques. Selon eux l'appareil
photosynthétique s'adapte rapidement aux conditions extérieures pour éviter les
désharmonisations nuisibles entre les flux d'énergie et la capacité de la plante a utiliser
I'énergie absorbée. Les transitions d'état qui équilibrent la distribution d'énergie
d'excitation entre les deux photosystémes et le NPQ sont des exemples bien connus de la
régulation moléculaire qui maintient 'homéostasie du processus de la photosynthése par

un rétrocontréle négatif de 1’apport de 1'énergie incidente.
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Figure 1.13 Harmoniques forcées de la fluorescence chlorophyllienne induite par la
Jumiére sinusoidale (Nedbal et Brezina 2002).

A la suite des travaux de Nedbal et Brezina (2002), une étude a été entreprise dans
notre laboratoire par L. Bonin et coll. afin de mieux comprendre la nature des
oscillations complexes de fluorescence. Cette étude se distingue par ’utilisation de
fagon systématique de lumiéres sinusoidales de différentes périodes (20, 40, 60, 90 et
120 s) et différentes amplitudes (de 200, 400... 1000 umol m? s7) et en mesurant les
rendements quantiques des réactions photochimiques du PSII (YII), le rendement
quantique de la dissipation non photochimique régulée de 1’énergie d’excitation (YNPQ)
ainsi que le rendement quantique de la dissipation non photochimique non régulée
(YNO) tout au cours de la période de chacune des lumiéres sinusoidales utilisées. La
Figure 1.14 présente les patrons de fluorescence enregistrés en fonction du temps sous
les lumieres sinusoidales (différentes périodes et amplitudes) lors des deux derniéres
périodes. Ces signaux de fluorescence, déconvolués a 1’aide de la transformée rapide de
Fourier, sont composés d’une composante principale (CP) et de plusieurs harmoniques

(H1, H2...). Les résultats ont montré que 1) la résonnance présente dans les signaux de

.y PH :
FChl, estimée par le rapport —p Ctait significativement plus grande chez les plantes

cultivées a I’extérieur que chez les plantes cultivées a I’intérieur, 2) les amplitudes de la

CP et des harmoniques augmentaient avec ’amplitude des lumiéres sinusoidales et
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tandis que 3) l'augmentation de la période des lumiéres sinusoidales diminuait les
amplitudes de la CP, sans affecter celles des harmoniques. Autre point important, 4) les
amplitudes de la somme des harmoniques étaient bien corrélées aux variations de YNPQ
mesurées au cours d’un cycle de lumiére sinusoidale, supportant I’idée que ce
mécanisme de régulation est impliqué dans les oscillations de la photosynthése, du

moins celles de la FChl.
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Figure 1.14 Patrons de fluorescence chlorophyllienne selon diverses combinaisons
d’intensité lumineuses et de périodes pour les plans cultivés en chambre
de croissance (Bonin et al.) (En préparation).

Ces résultats, quoique fort intéressants, ne permettent pas de répondre a une

question fondamentale : quelle est la signification physiologique de ces résonances dans
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les patrons de FChl? Autrement dit, est-ce que ces résonnances peuvent étre une

indication de I’efficacité de la photosynthése sous la lumiére dynamique?

1.7 Objectifs

L’objectif général de ce projet de maitrise est de mieux comprendre I’efficacité de
la photosynthése sous lumiére dynamique en étudiant les oscillations de la fluorescence
chlorophyllienne (FChl) et le taux de photosynthése (assimilation du CO,) mesuré sous

différentes lumiéres sinusoidales.

Objectifs spécifiques :

1. Etablir la signification physiologique des oscillations de la FChl (YNO) et des
résonances induites sous une lumiére sinusoidale en comparant leurs

amplitudes :

a) Aux taux d’assimilation du CO, mesurés chez 3 espéces cultivées sous

lumiére naturelle (extérieur) et constante (intérieur).

b) Aux taux d’assimilation du CO,, augmentant en fonction du temps, lors de

I’induction de la photosynthése.
¢) Aux effets des températures non optimales sur 1’assimilation du CO,.
2. Comparer les taux d’assimilation du CO; obtenus sous différentes lumiéres

sinusoidales (différentes périodes et amplitudes) a celles obtenues sous lumiére

continue d'intensité équivalente (méme quantité de photons).



CHAPITRE II

MATERIELS ET METHODES

2.1 Matériel végétal et conditions de croissance

Les plantes utilisées dans nos expériences sont le tournesol (Helianthus annuus), la
feve (Vicia faba), et le haricot (Phaseolus vulgaris). Les plantes ont été cultivées dans
deux conditions différentes (conditions intérieures et extérieures). Les plantes d'intérieur
ont été semées dans des pots contenant du Promix (Premier, QC) et placées dans une
chambre de croissance, sous une photopériode de 16 /8 h (lumiére/obscurité). La
température était de 23 °C/18 °C (jour/nuit), I’intensité lumineuse de 350 pmol m™ s et
I'humidité autour de 70 %. Les plantes de 1’extérieur ont été semées comme les plantes
d’intérieur et placées (de juin & aofit 2011) sur le campus de ’'UQTR dans des conditions
de plein soleil et d’ombre dans une proportion d’environ 25 % et 75 % respectivement
selon le moment de la journée. Toutes les plantes ont été arrosées réguliérement avec de
I’eau (mélangée avec le fertilisant 20-20-20 de 1’ordre d’une fois par semaine) pour

éviter le stress hydrique.

2.2 Mesures de fluorescence et de I’assimilation de CO,

La 3° paire de feuilles des plantes Agées de 4 4 5 semaines ont été exposées aux
différentes lumiéres émises par un panneau a diodes électro-luminescentes (DEL) de
commandé par I’appareil Light Control (LC-100). En utilisant ce dispositif, des lumieres
sinusoidales bleues de différentes périodes et amplitudes ont été générées (Figure 2.1).
Au cours des mesures de FChl et d’assimilation de CO, (voir plus bas), les intensités
lumineuses étaient mesurées en continu a 1’aide d’un photométre LI-COR connecté a un

ordinateur via une carte d'acquisition de données ACQDAQ.
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Figure 2.1  Light control (LC100) avec les diodes DEL : dispositif de commande et
d’émission de la lumiere.

Des mesures de fluorescence chlorophyllienne ont été faites avec 1’appareil XE-
PAM (Walz, Allemagne) (Figure 2.2). Avec cet appareil, les rendements quantiques sont
calculés a chaque impulsion de saturation et les parametres sont affichés comme suit : le

Y(II), Y(NPQ) et Y(NO). La somme de ces parametres est toujours l'unité : Y (I) + Y
(NPQ)+Y (NO)=1.

Yo Rendement photochimique du PSII

Yno Rendement de la dissipation non photochimique non-régulée de 1’énergie
perdue dans le PS I

Yneq Rendement de la dissipation non photochimique régulée de 1’énergie
perdue dans le PS II

Les parametres de fluorescence ont été calculés tels que définis par Klughammer

et Schreiber (2008) :

Y(ID) + Y(NPQ) + Y(NO) = 1

_ Fmi-p) _ aF
Y(H) - Fmv N Fm¢
F F
Y(NPQ) == -5

Y(NO) =
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Ces rendements quantiques décrivent le sort de 1'énergie d'excitation dans le PS II
et permettent de mieux comprendre la capacité des plantes a faire face aux excés de

I'énergie d'excitation (Klughammer et Schreiber 2008).

Figure 2.2 XE-PAM (Pulse Amplitude Modulation) : appareil de mesure de
fluorescence.

En paralléle, le taux d’assimilation du CO; a aussi été mesuré. Les mesures ont été
effectuées par un analyseur de gaz infrarouge portable (LCA-4, Analytical Development
Company Ltd, Hoddesdon, Royaume-Uni). La feuille a été placée dans la chambre de
mesure de l'échange gazeux de l'appareil sous une surface émettrice de lumiere
sinusoidale par le protocole déja décrit. De plus, pour faire varier la température dans

cette chambre 1’appareil « Leaf microclimate control system » a été utilisé (Figure 2.3).
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system
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Figure 2.3  Appareils de mesure d’échange gazeux.

2.3 Protocole expérimental

Apres avoir été placée a 1’obscurité pendant 30-45 min, la feuille a été placée dans
la chambre d’échange gazeux du LCA 4 sous le panneau de lumi¢re DEL. Le protocole
expérimental est divisé en 4 différentes parties. La premiére partie dure 120 s, au cours
de laquelle une faible lumiére pulsée non actinique (< 1 pmol m™ s') a été appliquée
pour déterminer le niveau minimal de fluorescence (Fy) suivi d’un flash saturant
induisant ainsi le niveau maximal de fluorescence (Fm). Fy et Fm sont utilisés pour
calculer le rendement photosynthétique maximal (Fv/Fm). La deuxieéme partie était
d’une durée de 90 min dans le but de bien laisser la plante de s’ajuster a la lumiére
sinusoidale variant de 18 2 1110 pmol m? s, et d’une intensité moyenne de 545 pmol
m?> s? (sauf indication contraire). Cette partie est suivie d'une autre de 10 min de la
méme lumiére sinusoidale au cours de laquelle on a appliqué un flash saturant chaque
65 s afin d'évaluer Fy, ' le long des 5 périodes de 120 s qui constituent les 10 min. Fm’ et
F ont été utilisés pour calculer le rendement photosynthétique. Aprés 60 s de transition,
pour passer de la lumiére sinusoidale a la lumiére continue d’une intensité de 545 pmol
m™ s appliquée pendant 10 min. Toutes les données de fluorescence et d’intensités
lumineuses de chaque essai ont été synchronisées et enregistrées grice a une carte

d’acquisition de données ACQDAQ et un logiciel développé au laboratoire.
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2.4 Transformée rapide de Fourier

Afin de quantifier les amplitudes et les périodes des composantes formant les
patrons complexes de fluorescence (la composante principale et les différentes
harmoniques) induits sous lumiere sinusoidale (Figure 2.4), nous avons utilisé¢ la
méthode de la Transformée rapide de Fourrier (FFT) par le logiciel MATLAB. Cette
méthode permet de calculer la densité spectrale de puissance (Power) d’un signal
échantillonné de durée finie, méme s’il est périodique dans un périodogramme. Pour
comparer les amplitudes (Power) des composantes estimées a partir des courbes de
fluorescence, et ce pour chacune des périodes, les analyses ont été effectuées sur les
valeurs d’Yno a la fin de la période de stabilisation dans le protocole expérimental
(Figure 2.4). A I’aide du logiciel Matlab et par la méthode de la transformée rapide de
Fourrier, le patron est déconvolué pour avoir les amplitudes et les périodes qui forment
ce patron complexe (Figure 2.5). Les pics de puissances (Power) correspondent aux

valeurs du signal total se répétant & une période donnée.

2 s-l)

1000

0,23
800

) 600
E 0,22
400

0.21 200

Intensité lumineuse (umol m

—— —— Intensité lumineuse
—_— YNO

Figure 2.4  Patron de fluorescence chlorophyllienne induit sous lumiére sinusoidale
de période 120 s pour le haricot intérieur.
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Figure 2.5  Périodogramme issu de la déconvolution du signal de fluorescence
chlorophyllienne par le logiciel Matlab pour le haricot intérieur.
(N.B. : Le temps de la période est multipli¢ par 10.)

2.5 Concentrations en chlorophylles

Pour mieux documenter les différences entre les feuilles des plantes d’intérieur et
d’extérieur, nous avons fait ’extraction des chlorophylles. Deux cents mg de poids frais
ont été placés dans 10 ml de méthanol 96 % a 4 °C pendant 48 h. Apres filtration, les
absorbances des extraits ont ét¢ mesurées avec un spectrophotométre Spectronic
Genesys 6 (Thermo Fisher Scientific). Les contenus ont été calculés selon les équations

de Lichtenthaler (1987) et exprimés en mg/g PF.

Chl a=1[(13,36 x (A663) - 5.19 x (A645)) * 8,11/ PF (mg Chl g’ PF)

Chl b=[(27,43 x (A645) - 8.12 x (A663)) * 8,11/ PF (mg Chl g"' PF)

Chl a + b=[(5,24 x (A663) - 22,24 x (A645)) * 8,1]/ PF (mg Chls g' PF)
ou: A645 : l'absorbance a 645 nm

A663 : I'absorbance a 663 nm

PF : le poids frais utilisé pour les mesures des chlorophylles.
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2.6 Analyses statistiques

Dans le but de déterminer les facteurs qui influencent les valeurs obtenues dans
I’ensemble de nos expériences, des modeles de régression multiples furent utilisés. Les
facteurs indépendants de nos modeles étaient la période de temps (secondes),
I’amplitude de I’intensité lumineuse (umoles photons m™s™), la condition de croissance
(intérieure ou extérieure), les températures (10, 25 et 40 °C) et I’ensemble des
combinaisons possibles de ces facteurs. Le seuil de significativité fut établi a P = 0,05.
Le logiciel utilisé pour les analyses statistiques est SYSTAT 11.0 (Statistical and
Graphical Software).



CHAPITRE I11

RESULTATS

3.1 Comparaison de I’amplitude des résonances aux taux d’assimilation du CO2
chez trois espéces cultivées sous deux conditions de croissances (intérieur et
extérieur)

3.1.1 Caractérisation des plantes

Afin de s’assurer avant le début des expériences, de 1’absence de photoinhibition
due a la croissance en plein soleil, ainsi que pour vérifier la présence de différences
réelles entre les plantes de D’intérieur et celles de I’extérieur, des mesures des
rendements quantiques maximums du PSII et les concentrations en chlorophylles ont été
faites pour toutes les plantes utilisées dans nos expériences. Avant l'exposition a la
lumiére dynamique, c.-a-d. aprés adaptation pendant 30 min a I'obscurité, les rendements
quantiques maximums du PSII (Fv/Fm) variaient entre 0,805 et 0,842 chez les feuilles
des différentes espéces et conditions de croissance (Tableau 3.1). Malgré des différences
entre les espéces, aucune différence significative (p = 0,561) n’a pu étre associée aux
conditions de croissance, indiquant 1’absence de photoinhibition due a la croissance en
plein soleil. Au niveau des concentrations en chlorophylles, les différences selon la
condition de croissance sont fortement significatives (p = 0.000). Les concentrations en
Chl (a + b) sur une base de poids frais sont plus élevées chez les plantes d'intérieur :
1,64 + 0,002 mg/g PF, 1,09 + 0,021 mg/g PF et 2,13 + 0,032 mg/g PF pour la féve,
le haricot et le tournesol, respectivement, tandis que celles cultivées a l'extérieur ont des
valeurs de 1,11 + 0,073 mg/g PF, 0,6 = 0,01 mg/g PF et 1,4 + 0,01 mg/g PF pour les
plantes de I'extérieur pour la féve, le haricot et le tournesol respectivement

(Tableau 3.1).
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Tableau 3.1

Valeurs moyennes du rendement quantique maximal du PSII (Fv/Fm) et
de la concentration en chlorophylles des plantes cultivées dans
les deux conditions de croissance (intérieur et extérieur)

Féve Haricot Tournesol
Extérieur Intérieur Extérieur Intérieur Extérieur Intérieur
Fv/Fm 0,825+ 0,003 0,805+ 0,002 | 0,821 +£0,003 0,812+ 0,004 | 0,828 £0,005 0,842 £ 0,007

Concentration

en chlorophylle 1,11 +0,073 1,64 £ 0,002 0,60 + 0,01 1,1 +£0,021 1,40 £ 0,01 2,13+£0,032
(a+b)

(mg/g PF)

3.1.2 Patrons de fluorescence chlorophyllienne sous lumiére sinusoidale

Les trois espéces cultivées dans des conditions intérieures et extéricures ont été

exposées pendant 90 minutes & une lumiére sinusoidale d’une période de 120s et

oscillant entre 0 et 1000 pmol m™ s™'. Les| émissions de la fluorescence ont été mesurées

et normalisées en Y(NO) (Ft/Fm), soit le rendement quantique de la dissipation non
photochimique non régulée (Klughammer et Schreiber 2008). La Figure 3.1 présente les
patrons de fluorescence enregistrés en fonction du temps sous une lumiére sinusoidale
lors des trois derniéres périodes du cycle expérimental. Pour les plantes de I’extérieur,
les patrons de fluorescence semblent plus complexes que ceux des plantes de 1’intérieur
(sauf pour la féve). En effet, ils s’éloignent le plus du simple patron sinusoidal de la
lumiére incidente. Pour ces plantes, les patrons de YNO présentent deux maximums,
I’'un au début (avant le maximum de la lumiére incidente a 0,5 de la période) et ’autre
vers la fin de la période de la lumiere incidente. Pour le haricot et le tournesol
d’intérieurs, les patrons YNO sont moins complexes. s atteignent leur maximum pres
du maximum de la lumiére incidente et diminuent vers la fin de la périodel de la lumiére
incidente. La feéve intérieure présente un patron YNO nettement différent des autres
plantes. Le patron de fluorescence présente un pic étroit a environ 25 % de la période,

soit bien avant que la lumiére incidente atteigne son maximum.
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Figure3.1  Courbes de fluorescence chlorophyllienne induite sous lumiére
sinusoidale de période 120s des plantes cultivées dans les deux
conditions de croissance (intérieur et extérieur).

Pour mieux décrire les patrons complexes de fluorescence, ceux-ci peuvent étre
décomposés en leurs différentes composantes périodiques et ensuite analysés selon les
amplitudes de ces composantes. En effet, tel que démontré précédemment (Nedbal et
Brezina 2002; Bonin et al. en préparation), les patrons complexes de fluorescence
induits sous lumiere sinusoidale sont la somme d’une composante principale CP (ayant
la méme période que la lumiére incidente) et de plusieurs harmoniques (dont les

périodes sont des fractions décroissantes de la CP : %3, 3, %, ...). Les amplitudes de ces

£
’-,__ L9 .
ﬁv {j:;

T
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composantes (CP et harmoniques) ont été estimées suite a la déconvolution par

transformée rapide de Fourier des patrons de fluorescence, a I'aide du logiciel Matlab.

Tout d’abord, les résultats montrent que les amplitudes de la CP sont plus élevées
chez les plantes de I’intérieur que celles de I’extérieur (Figure 3.2). Les différences sont
hautement significatives (p = 0,000). Les valeurs de ces amplitudes sont pour les plantes
de l’intérieur 41,76, 28,89 et 27,05 pour les féves, les haricots et les tournesols,
respectivement tandis que chez les plantes de I’extérieur, ces valeurs sont de 25,84,

11,32 et 13,93 pour les mémes especes (Figure 3.2).

50
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Figure 3.2  Composante principale, des plantes cultivées dans les deux conditions de
croissance (intérieur et extérieur).

Contrairement aux amplitudes de la CP, celles des harmoniques
sont significativement (p = 0,014) supérieures chez les plantes de D’extérieur en
comparaison avec celles de I’intérieur. La somme des amplitudes des harmoniques est de
26,03 et 15 (unité relative) pour les féves et les tournesols de I’intérieur, alors que ces
valeurs sont de 21,11 et 9,9 pour ces mémes especes cultivées a I’extérieur. Quant au

haricot, ces valeurs sont proches dans les deux conditions de croissance (Figure 3.3).
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Figure 3.3  Somme des harmoniques des plantes cultivées dans les deux conditions
de croissance.

Puisque les amplitudes des CP et des harmoniques sont calculées a partir des
valeurs de YNO, qui elles-mémes sont dépendantes des réactions photochimiques et de

dissipation régulée de 1’énergie (car YNO + YII + YNPQ = 1), nous proposons de
H
normaliser les amplitudes de la somme des harmoniques par celles de la CP (ratio ZC—P)

afin de mieux estimer la résonance de I’appareil photosynthétique (Figure 3.4).
L’analyse de variance indique que les différences sont significatives entre les conditions
de croissance (p = 0,003). Ce ratio est plus élevé chez les plantes de I’extérieur de l'ordre
de 1,47, 1,81 et 1,57 (unité relative) pour les féves, de haricots et de tournesol,
respectivement que chez les plantes de I’intérieur avec des valeurs de 0,52, 0,89 et 0,32
(unité relative) pour les mémes espéces suivant la méme disposition (Figure 3.4).
D’apreés ces résultats, on peut dire que les plantes de I’extérieur résonnent plus que celles

de I’extérieur.
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Figure 3.4  Rapport de la somme des harmoniques normalisée par la composante
principale, des plantes cultivées dans les deux conditions de croissance
(intérieur et extérieur).

3.1.3 Rendement quantique du PSII (YII) et le Quenching non photochimique
(YNPQ)

Les patrons complexes de fluorescence demeurent difficiles a interpréter, méme
apres leur déconvolution en CP et harmoniques. Donc, pour mieux comprendre la
dynamique interne de la photosynthése et dans le but d’investiguer I’apparition des
résonances dans le signal de la FChl, les rendements quantiques du PSII (YII) et du
quenching non photochimique régulé (YNPQ) ont été calculés au cours d’une période
complete (120 s) de la lumiére sinusoidale incidente. Le tragage des courbes de tendance
de YII au cours d’une période d’illumination nous a permis de voir des variations
déphasées par rapport a I’intensité lumineuse. Chez toutes les especes sauf pour la féve
intérieure, le maximum pour YII s’observe a environ 0,3 de la période d’illumination
alors que le minimum est atteint aux alentours de 0,8 de la période d’illumination
(Figure 3.5). Il y a donc un décalage de 24 a 36 s entre les pics de YII et ceux de la PFD
incidente. Quant au YII de la féve intérieure, il varie en tout temps de fagon inverse la

lumiere incidente, et montre donc un minimum a 0,5 de la période d’illumination

(Figure 3.5).
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Figure 3.5  Courbes de tendance de 1’évolution de Y (II) au cours d’une durée d’une
période de 120 s.

YNPQ varie de fagon inverse par rapport & YIL Il présente donc les mémes
variations déphasées par rapport a I’intensité lumineuse au cours d’une période de la
lumiére sinusoidale. Chez toutes les espéces sauf pour la féve intérieure le minimum
pour YNPQ vient entre 0,3 & 0,4 de la période d’illumination alors que le maximum
vient aux alentours de 0,8 de la période d’illumination (Figure 3.6). Le comportement de
YNPQ de la féve intéricure est directement relié a la lumiére incidente, dont le

maximum est a 0,5 de la période d’illumination (Figure 3.6).
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Figure 3.6  Courbes de tendance de I’évolution de Y(NPQ) au cours d’une durée de
période de 120 s.

Les figures 3.5 et 3.6 montrent des variations importantes de YII et YNPQ au
cours d’un cycle de lumiére sinusoidale. Pour voir la présence ou non de différences
globales entre les valeurs de YII et YNPQ des différentes espéces et conditions de
croissance, les moyennes de celles-ci durant un cycle de lumiére sinusoidale ont été
calculées (Tableau 3.2). L’analyse de variance indique que les différences dues aux

conditions de croissances sont non significatives (pyn= 0,173, pyneq= 0,68).
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Tableau 3.2

YII et YNPQ moyens mesurés lors d’un cycle d’une période de lumiére sinusoidal
des plantes cultivées dans les deux conditions de croissance (intérieur et extérieur)

Féve Haricot Tournesol

Extérieur Intérieur Extérieur Intérieur Extérieur Intérieur.

Y(I) moyen 0,23+0,05 0,29+0,08 | 0,3+0,04 0,27+0,01 0,27 £ 0,03 0,25 £ 0,06

YNPQ moyen 0,49+0,04 0,45+0,1 |0,45+0,04 0,5£0,05 0,55 £ 0,04 0,51 +0,05

3.1.4 Résonances et taux de photosynthése

Un des objectifs de ce mémoire était d’identifier si possible la signification
physiologique des oscillations complexes de la FChl (YNO et ses résonances) induites
sous une lumiére sinusoidale en comparant leurs amplitudes aux taux d’assimilation du
CO,. Les taux d'assimilation du CO, pour les 3 espéces et dans les deux conditions de
croissance ont donc été mesurés simultanément aux mesures de YNO sous lumiére
sinusoidale (période 120 s, amplitude de 1000 pmol m? s™). De plus, a la fin de cette
lumiére sinusoidale, les feuilles ont été exposées pendant 10 min a une lumiére continue
d’une intensité équivalente (545 umol m? s™"). Pour des exigences expérimentales dues
au matériel utilisé, la lumicre sinusoidale oscille entre 18 et 1110 pmol m? s donc
I’intensité moyenne enregistrée est aux alentours de 545 pmol m? s’ (éauf indication
contraire). Les résultats sont présentés dans les Figures 3.7A et 3.7B. Pour les
trois especes, les taux d'assimilation du CO; sous une lumiére continue étaient toujours

plus élevés que sous une lumiére sinusoidale.
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11 est intéressant de constater que le pourcentage du taux brut d'assimilation du
CO; sous lumiere sinusoidale par rapport au rayonnement continu est a peu prés le
méme chez toutes les espéces, quelle que soit la condition de croissance (79 %, 81 %,
78,4 %, 77 %, 79,4 % et 78,7 %, une moyenne de 79 %) (Figures 3.7A et 3.7B). Ainsi,

. IH . . n
les plus fortes résonances (;) mesurées chez les plantes d’extérieur ne peuvent étre

corrélées a des différences d’efficacité photosynthétique sous lumiére sinusoidale

relatives a celle sous lumiére continue. De plus, les différentes valeurs de s

(Figure 3.4) mesurées pour les trois espéces ne peuvent étre corrélées aux valeurs

correspondantes du taux brut d'assimilation du COx.

3.2 Comparaison des amplitudes des oscillations aux taux d’assimilation du CO»,
augmentant en fonction du temps, lors de ’induction de la photosynthése

Dans cette sous-section, nous tentons toujours d’établir la signification
physiologique des oscillations de la FChl (YNO) et des résonances induites sous une
lumiére sinusoidale en comparant cette fois les amplitudes de la composante principale
et des harmoniques issues du signal de fluorescence a l’augmentation des taux
d’assimilation du CO, augmentant en fonction du temps lors de I’induction de la
photosynthése. Lorsque des feuilles maintenues a 1’obscurité pendant plusieurs minutes
ou heures sont soudainement éclairées, le taux d’assimilation de CO, augmente plus ou
moins lentement au cours de 1’induction de la photosynthése. Au cours de cette phase, il
y a ouverture des stomates, activation de la RUBISCO et autres enzymes du cycle de
Calvin ainsi que I’induction du quenching non photochimique. Donc comment varie le
signal de fluorescence (CP, et harmoniques) au cours de cette phase et y a-t-il une
relation entre les amplitudes de CP et les harmoniques avec le taux d’assimilation de

CO; au cours de cette phase?

Les feuilles des trois espéces ont €té expos€es a la lumiére sinusoidale suivant le
protocole décrit dans la partie « matériels et méthodes ». Les valeurs des taux

d'assimilation de CO, au cours de I’induction avec leurs courbes de régression sont
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présentées a la Figure 3.8. Ces courbes de régression ont été calculées selon 1’équation
empirique décrivant I’induction photosynthétique : A = Apax(1- %) 001 Apax est le taux
maximal d’assimilation de CO, pour la lumiére incidente (500 pmol m™ s™), b est

’inverse du temps requis pour atteindre 63 % de Apax (b = % ) (Cui et al. 2009). Pour les

plantes de I'extérieur (respectivement pour la féve, le haricot et le tournesol), les temps
requis pour atteindre 63 % de Amax sont de 667, 556 et 476 s alors qu’ils sont de 250,
455, et 400 s pour les plantes de l'intérieur (respectivement pour la feve, le haricot et le
tournesol). Ces résultats indiquent donc que I’induction est plus rapide chez les plantes

de I’intérieur que celle des plantes de 1’extérieur (voir Discussion).
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Figure 3.8  Courbes de tendance de 1’évolution du taux d’assimilation de CO, au
cours du temps des plantes cultivées dans les deux conditions de
croissance (intérieur et extérieur) sous une lumiére sinusoidale.
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Pour mieux comparer les variations des amplitudes de la CP et celles des
harmoniques au taux brut d’assimilation de CO; au cours de I’induction de la
photosynthése, nous avons tracé les courbes de corrélation linéaire entre ces amplitudes
en fonction du degré d’induction (ACO,/Asss). Les équations des courbes de tendance
ainsi que le coefficient de corrélation de ces courbes sont présentés dans le Tableau 3.3.
Les amplitudes de la composante principale diminuent chez toutes les plantes de
I’extérieur au cours de I’induction, avec des pentes négatives de -42,5, -47,6 et -31,1
respectivement pour la féve, le haricot et le tournesol. Pour les plantes de I’intérieur, la
composante principale diminue pour la féve, mais demeure pratiquement constante pour
le haricot et le tournesol avec des pentes de -33.8, 4,06 et -5,7 respectivement pour ces
trois especes. Globalement, ces pentes sont nettement inférieures a celles des plantes de
I’extérieur. Donc, la CP diminue plus au cours de I’induction photosynthétique pour les

plantes d’extérieur que pour les plantes d’intérieur.

Pour ce qui est de 1a somme des amplitudes des harmoniques, aucune tendance
nette ne se dégage, diminuant, ou restant stable ou méme augmentant selon les espéces.
Cependant, il semble que globalement, la somme des amplitudes des harmoniques
diminue davantage au cours de I’induction chez les plantes d’intérieur que chez les
plantes d’extérieur : les pentes sont de 1’ordre de 0,08, 6,67 et -25,1 respectivement pour
la féve, le haricot et le tournesol de I’extérieur et de -24,2, 1,5 et -18,9 respectivement

pour la féve, le haricot et le tournesol intérieur.
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Tableau 3.3

Equation et coefficient de corrélation des courbes de tendance de la composante
principale (CP) ainsi que la somme des harmoniques lors de I’induction de la
photosynthése des plantes cultivées dans les deux conditions de croissance
(intérieur et extérieur)

Féve Haricot Tournesol
Extérieur Intérieur Extérieur Intérieur Extérieur Intérieur
Ccp y = -42,5x+34,1 y =-33,8+44 y =-47,6x+30,8 y=4x+12,2 y=-31,1x+22,6 y=-57x+19,6
(R? = 0,62) (R*=0,4) (R*=0,873) (R*= 0,02) (R2=0,78) (R*=0,04)

Somme des y=0,08x+19,3 y =-24,2x+36,2 y=6,6x+ 14 y=1,5x+ 16 y=251x+26 y=-19x+17,]
harmoniques  (R:-2E05)  (R*=064) | (R*=0385)  (R*=0,04) (R?= 0,86) ®R2=0,9)

3.3 Comparaison des amplitudes des oscillations aux taux d’assimilation du CO,,
augmentant en fonction du temps, sous I’effet des températures non-optimales
(10 °C, 25°C et 40 °C)

Toujours pour mieux investiguer si les résonances existantes dans le signal de
YNO peuvent traduire le comportement dynamique de la photosynthése, des mesures de
YNO et des taux bruts de photosynthése sous lumiére sinusoidale ont été faites sur des
plantes de tournesol intérieur sous trois températures: 10 °C, 25°C et 40°C. La
Figure 3.9 présente les patrons de fluorescence enregistrés en fonction du temps sous
une lumiére sinusoidale lors des trois dernieres périodes du cycle expérimental pour les
trois températures. Pour les trois températures, le patron de fluorescence suit I’allure
générale de I’intensité lumineuse, mais avec des différences notables : la complexité du
signal, c.-a-d. la différence entre le patron de YNO et la courbe de I’intensité lumineuse
augmente selon 1’ordre suivant des températures : 10 °C, 40° et 25 °C. Dans tous les cas,
le pic YNO est observé avant le maximum de I’intensité lumineuse. A40°C,ilyaun
« épaulement » au % du cycle. Cet épaulement apparait comme un 2° pic distinct a

25 °C.
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chlorophyllienne induite sous lumicre

sinusoidale de période 120s pour les températures 10, 25 et 40 °C chez le

tournesol intérieur.

La déconvolution du signal de YNO par la méthode de la transformée rapide de

Fourrier permet de confirmer les différences entre les patrons mentionnées plus haut.

Les résultats ont montré que la composante principale a 10 °C (67,57) est nettement

supérieure que celles aux températures 25 °C et 40 °C (27,25 et 16,23 respectivement)

(Figure 3.10). Les différences sont hautement significatives (p = 0,000).
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Figure 3.10 Composante principale pour les trois températures (10, 25 et 40 °C) chez
le tournesol intérieur.

Quant a la somme des harmoniques, elle est plus élevée pour les températures
10 °C et 25 °C (19,1 et 18,94 unité relative) respectivement, en comparaison avec celle
a 40°C (7,74) (unité relative) (Figure 3.11). Les différences sont significatives
(p = 0,026).
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Figure 3.11 Somme des harmoniques pour les trois températures (10, 25 et 40 °C)
chez le tournesol intérieur.

. s , XH
Encore pour mieux décrire la résonance dans les patrons de YNO, le rapport — a

¢été utilisé. Des valeurs pour ce ratio de 0,28, 0,69 et 0,47 (unité relative) ont été
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calculées respectivement pour les températures 10 °C, 25 °C et 40 °C (Figure 3.12).
Les différences avec la température 10 °C sont significatives (p = 0,003 et p = 0,69
respectivement pour les températures 25 °C et 40 °C), alors qu’elle est non significative

pour les températures 25 °C et 40 °C (p = 0,156).
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Figure 3.12 Rapport de la somme des harmoniques par la composante principale pour
les trois températures (10, 25 et 40 °C) chez le tournesol intérieur.

Dans le méme objectif que les expériences précédentes, c.-a-d. d’établir la
signification physiologique des résonances de YNO sous lumiére sinusoidale, les taux
d'assimilation du CO; ont été mesurés simultanément a la fluorescence pour les
trois températures. Le taux ACO, est plus élevé a la température 25 °C (6,75 +
0,28 umol m~s™) qu’aux températures 10 °C et 40 °C (5,31 et 1,74 pmol m? s*
respectivement) (Figure 3.13). Les différences entre les températures sont significatives

(p = 0,000). On remarque que la température élevée a davantage diminué le taux de

photosynthese et la somme des harmoniques, tandis que la basse température a augmenté

. o . XH . 1
surtout ’amplitude de la composante principale. Le ratio = semble mieux corrélé aux

taux ACO; pour les différentes températures testées.
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Figure 3.13 Taux bruts de photosynthése pour les trois températures (10, 25 et 40 °C)
sous une lumiére sinusoidale chez le tournesol intérieur.

3.4 Comparaison des taux d’assimilation du CO; obtenus sous différentes
lumiéres sinusoidales (différentes périodes et amplitudes) a ceux obtenus sous
lumiére continue d'intensité équivalente (méme quantité de photons)

Dans le but général de mieux comprendre 1’efficacité de la photosynthése sous
lumiére dynamique, la deuxiéme partie expérimentale de ce projet de maitrise vise plus
spécifiquement a caractériser comment varient les taux d’assimilation du CO, obtenus
sous différentes lumieres sinusoidales (différentes périodes et amplitudes) et continues
d'intensités équivalentes (méme quantité de photons). D’aprés le travail mené par
Bonin.L (déja présenté dans le chapitre introduction et revue de littérature), les
amplitudes de la CP et des harmoniques augmentaient avec I’amplitude des lumiéres
sinusoidales et tandis que l’augmentation de la période des lumiéres sinusoidales
diminuait les amplitudes de la CP, sans affecter celles des harmoniques. Cependant, ces
effets des différentes lumiéres sinusoidales sur les oscillations complexes de YNO n’ont

pas été comparés aux variations d’efficacité d’assimilation de CO,.
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Nous avons donc mesuré dans un premier temps les taux d’ACO; sous lumiéres
sinusoidales oscillant entre 0 et 1000 (umol m? s™) (intensité équivalente de 545 pmol
m™ s') de différentes périodes allant de 5 4 240 s. La courbe de ACO, en fonction de la
période de la lumiére sinusoidale (Figure 3.14) montre que ACO, diminue lorsque la
période d’illumination augmente : a une période de 240 s, ACO, correspond a environ

50 % de celui mesuré sous lumiére continue.
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Figure 3.14 Taux d’assimilation de CO; en fonction de la période de la lumiere
sinusoidale oscillant entre 0 et 1000 (umol m™ s) (Intensité équivalente
de 500 pmol m? ™).

Les résultats précédents indiquent que ACO, diminue avec 1’augmentation de la
période de la lumiére sinusoidale oscillant entre 0 et 1000 pmol m™ s, Pour déterminer
I’importance de ’amplitude de la lumiére sinusoidale sur cette relation, des courbes de
tendanée des courbes de saturation lumineuse ont été construites en utilisant une lumicre
continue d’intensités croissantes et en utilisant des lumieres sinusoidales de périodes de
20 et 120 seéches, mais d’amplitudes croissantes. Les résultats (Figure 3.15) montrent
que la lumiére continue (ligne continue) génere des taux de ACO, égaﬁx ou supérieurs a
ceux générés par les lumiéres sinusoidales de période 20 (tirets) et 120 (ligne pointillée)
secondes. En fait, les différences augmentent avec ’augmentation de [’intensité
lumineuse moyenne : ACO, diminue avec la période telle qu’observée a la Figure 3.14.

Ainsi, aucune différence de ACO; due a la période n’a été détectée a de faibles intensités
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lumineuses. Ceci est démontré en comparant les pentes initiales des trois courbes

umol de CO,

présentées dans les figures 3.16, 3.17 et 3.18 " pour respectivement la

mol de photons

lumiére continue, la lumiére sinusoidale de période 20s et la lumiére sinusoidale de

période 120s. Les pentes sont similaires avec des valeurs de 0,034, 0,047 et 0,03

umol de CO,

imol de photons (et des coefficients de corrélation de 0,8, 0,92 et 0,84) pour

respectivement la lumiére continue, la lumiére sinusoidale de période 20s et celle de

période 120 s.

En bref, la perte de I’efficacité de la lumiére sinusoidale par rapport a la lumiére
continue augmente avec la période et avec I’amplitude des oscillations de I’intensité de
la lumiére sinusoidale. Ceci suggére que les limitations sont plutét de natures

biochimiques et plutt que photochimiques.

Courbe de saturation lumineuse
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Figure 3.15 Courbe de tendance des courbes de saturation lumineuse faite sous une
lumiére continue et lumiére sinusoidale (P20 s et P120 s).
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Figure 3.16 Pente initiale de la courbe de saturation lumineuse faite sous une lumiére

continue.
Lumiére sinusoidale, période 20s
1
]
2 ol y =0,047x - 3,243
O
2 R2=0,9247
° ‘_'\
5 '» A
R
s
"3
£ 58°
el
5
= 3
_4 1 1 L
0 20 40 60 80

Intensité lumineuse (pmol m? 3'1)

Figure 3.17 Pente initiale de la courbe de saturation lumineuse faite sous une lumiere
sinusoidale de période 20 s.
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Lumiére sinusoidale, période 120s
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Figure 3.18 Pente initiale de la courbe de saturation lumineuse faite sous une lumiere
sinusoidale de période 120 s.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

La photosynthése avec ses nombreuses composantes et mécanismes de régulation
peut étre considérée comme un systéme complexe. Chaque systéme complexe lorsqu’il
est soumis a un changement soudain d’une de ses conditions environnementales, tend a
retrouver un nouvel état d’équilibre, proche de son état initial. Le retour a ce nouvel état
d’équilibre se fait de fagon oscillatoire : au début, ces oscillations sont fortes puis
s’amortissent avec le temps (Rosnay, 1975). Ce comportement oscillatoire est aussi
observé au cours de I’induction la photosynthe¢se chez des feuilles soudainement
éclairées (Laisk, 1989; Walker 1992). Selon ces auteurs, plusieurs mécanismes
contribuent a cette tendance oscillatoire dont 1’étude permet de mieux comprendre la

dynamique interne de la photosynthése.

Plus récemment, Nedbal et Brezina (2002) ont introduit une méthode pour
maintenir ces oscillations de la photosynthése par I'utilisation de lumiére incidente
sinusoidale. Ces auteurs ont montré des patrons complexes de fluorescence
chlorophyllienne (FChl) sous des lumiéres sinusoidales, composés d’une composante
principale ayant la méme fréquence que la lumiére incidente ainsi que de nombreuses
harmoniques. Ces derniéres sont la manifestation de la résonnance du systéme
photosynthétique, qu’ils ont attribué a des « interactions entre différents mécanismes de
- régulation ». Cette approche prometteuse est cependant demeurée descriptive et peu
exploitée. Tout récemment, Bonin et al. (manuscrit en préparation) ont tenté de mieux
comprendre ces oscillations en montrant chez des plants de tourmesol que 1) les
amplitudes de la CP et des harmoniques de la FChl augmentent avec les augmentations
de ’amplitude de la lumiére sinusoidale, la période ayant des effets moins marqués;
2) les plants cultivés a ’extérieur résonnaient davantage (plus grandes amplitudes des

harmoniques) que ceux cultivés a ’intérieur et 3) les amplitudes des harmoniques sont

L1

L
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W



53

corrélées aux variations du quenching non photochimique de la FChl (Ynpq) observées

durant la période de lumiére sinusoidale.

Malgré les connaissances apportées par ces études précédentes, la signification
physiologique de ces oscillations complexes de la FChl sous lumiére sinusoidale,
notamment leur relation possible avec I’efficacité de 1’assimilation de CO, sous lumiére
dynamique (sinusoidale) demeurait toujours a étre démontrée. Les réponses a ces
questions constituent les objectifs de ce mémoire, qui présente les variations de la FChl
et de I’assimilation de CO; sous lumiéres sinusoidales mesurées chez trois différentes
espéces soumises a différentes conditions. Tout d’abord, nos résultats confirment la
présence de patrons complexes de FChl (YNO) chez les trois especes étudiées.
L’analyse du signal de la fluorescence par la méthode des transformées rapides de
Fourier nous a permis de constater qu’en plus de la composante principale (CP) il existe
plusieurs harmoniques. Nos résultats démontrent que 1’amplitude de la CP est inférieure
chez les plantes d’extérieur par rapport a celle des plantes d’intérieur (Figure 3.2), tandis
que I’inverse est observé pour la somme des harmoniques : celle-ci est supérieure chez
les plantes d’extérieur (Figure 3.3). Ceci avait été rapporté par Bonin et al. (en
préparation) chez le tournesol. Nous confirmons ici que cette différence s’observe chez

deux autres espéces, la feve et le haricot.

Par nos différents résultats, nous pouvons attribuer la CP a la fermeture des centres
réactionnels tandis que les harmoniques dépendent de la formation du NPQ. En effet,
’attribution de la CP a la fermeture des centres réactionnels est supportée premi¢rement
par le fait que cette fermeture est un phénoméne rapide (de 1’ordre des ns a ps), et suit
donc directement la période d’oscillation de la lumiére incidente. De plus, ’amplitude
de la CP est inférieure chez les plants de 1’extérieur a celle des plants de I’intérieur : les
plantes de I’extérieur peuvent développer plus de NPQ (Katahata et al. 2005) que les
plantes d’intérieur, résultant en une plus faible fermeture de centres réactionnels. Quant
aux harmoniques, étant plus prononcées chez les plantes d’extérieur, elles peuvent donc
étre attribuées a la formation de NPQ (Katahata et al. 2005). Ces conclusions sont

supportées par Nedbal et Brezina (2002) qui ont suggéré la présence des composantes
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harmoniques dans le patron de fluorescence émises par des feuilles de tabac soumises a
une lumiére sinusoidale comme étant le résultat d'un rétrocontréle négatif non-linéaire
de la photosyntheése (NPQ). De plus, Bonin et al. (manuscrit en préparation) ont observé
une bonne corrélation entre la somme des harmoniques de YNO avec la variation de

YNPQ induit sous lumiéres sinusoidales de différentes périodes et amplitudes.

Ainsi, les oscillations de YNO sont la résultante de la fermeture des centres
réactionnels (augmentant 1’intensité de la FChl) et de ’induction du NPQ (diminuant
I’intensité de la FChl). Les amplitudes de la CP et des harmoniques sont donc difficiles a
interpréter. Par exemple, une augmentation de NPQ a un double effet, soit de favoriser
’apparition d’harmoniques et aussi bien siir d’atténuer I’intensité de la FChl (et donc de

diminuer les amplitudes de la CP et des harmoniques). Pour minimiser les effets opposés

XH . . ,
du NPQ, nous proposons le rapport ~p comme le meilleur indicateur de résonances

relatives de la photosynthése, du moins de YNO.

Dans le but d’expliquer les patrons de fluorescence (YNO) ainsi que la différence
de résonance entre les conditions de croissance, nous avons calculé les rendements
quantiques des réactions photochimiques du PSII (YI[) et du quenching non
photochimique régulé (YNPQ) durant une période de lumiére sinusoidale. Les résultats
montrent qu’au cours d’une période, pour toutes les plantes sauf pour la féve intérieure,
YII et YNPQ ne varient pas tel qu’attendu selon les variations de I’intensité lumineuse :
YII augmente pendant 36 s (0.3 de la période de 120 s) au début de la période lorsque
’intensité lumineuse augmente puis YII diminue et atteint son minimum vers 96 s (0.8
de la période, soit 36 s pendant que ’intensité lumineuse diminue). YNPQ est I’image
miroir de YII, c.-a-d. diminue au début de la période (minimum atteint a 36 s de la
période) et atteint son maximum a 0.8 de la période. Ces résultats montrent donc un
décalage entre les variations attendues de YII et YNPQ qui diminuent et augmentent
respectivement lorsque I’intensité lumineuse augmente, et vice versa (Klughammer et
Schreiber 2008). Ce décalage indique un délai significatif entre 1’induction (et la
relaxation) de YNPQ et les variations de 1’intensité lumineuse. Un tel décalage, quoique

plus court (8 s) a récemment été observé dans des feuilles d’épinard par Joliot et Finazzi
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(2010). Ces auteurs expliquaient ce phénomeéne par I’effet de la protonation de domaines
spécifiques dans les antennes collectrices de lumiére ainsi que par la lente diffusion de
protons dans différents domaines des thylacoides. Dans nos conditions expérimentales,
le long délai (36 s vs 8 s) pourrait étre expliqué par la longue durée d’exposition sous
lumiére sinusoidale (1 h 30) qui a chargé la feuille en métabolites énergétiques (ATP,
NADPH, sucres,...) ce qui ralentit la dissipation du gradient de pH (plus faible besoin en
ATP). Ainsi, la feuille a la difficulté a optimiser ses composantes photosynthétiques aux
variations dynamiques de la lumiére. Pour I’instant, nous ne pouvons pas expliquer le
cas de la féve intérieur, ou il y a absence apparente de décalage entre d’une part YII et
YNPQ et d’autre part les variations de I’intensité lumineuse : dans ce cas, il n’y aurait

pas de restrictions dans le fonctionnement dynamique interne de la photosynthése.

Ces premiers résultats indiquent pour les trois espéces testées une plus grande
résonance de YNO chez les plantes d’extérieur que chez les plantes d’intérieur. Ceci
confirme donc les observations faites par Bonin et al. pour le tournesol. Pour voir la
signification physiologique de ces résonances, nous avons comparé leurs amplitudes aux
rendements quantiques de I’assimilation de CO, mesurée sous la lumiére sinusoidale
versus la lumiére continue. Les résultats ont montré que la lumiére sinusoidale est
employée moins efficacement par rapport a une lumiére continue d’une intensité
équivalente, en moyenne de 79 %, et ce quelles que soient 1’espece et la condition de
croissance. Donc les plantes cultivées a I’intérieur sous lumiére continue (jour/nuit :
16 h/8 h) ont la méme efficacité a utiliser la lumiére dynamique relativement a la
lumiére continue que les plantes cultivées a 1’extérieur (plein soleil). De plus, nos
résultats indiquent que ’acclimatation a la lumiére naturelle ne conférerait pas aux
plantes une plus grande flexibilité, c.-a-d. une plus grande habileté & utiliser la lumiére
dynamique (sinusoidale) que les plantes d’intérieur, du moins sous nos conditions
expérimentales. Il se peut que des résultats différents aient pu étre obtenus avec des
plantes de sous-bois, ol la lumiére est plus dynamique qu’en plein soleil (Katahata et al.
2005). Donc, les amplitudes des résonances de YNO observées ne semblent pas étre
reliées a ’efficacité photochimique de 1’assimilation de CO, sous lumiére dynamique.

Ceci est cohérent avec les résultats de Nedbal et al. (2003), qui ont montré I’absence
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d’oscillation pour des taux d’assimilation de CO, mesurés sous lumiére sinusoidale
(période de 300 s et une amplitude de 600 umoles m™ s), tandis que la FChl montrait
un patron complexe sous une telle lumiere. Sur la base de ces différentes observations,
nous pourrions suggérer que les résonances de YNO sont un phénomeéne limité au PSII.
Considérant la photosynthese comme un systéme complexe, ces effets au niveau du PSII
seraient trop en amont par rapport a I’assimilation de CO», et seraient donc amortis dans
la chalne des composantes photosynthétiques allant des antennes des PSII jusqu’aux

réactions biochimiques du cycle de Calvin.

Une autre fagon de vérifier I’importance physiologique des oscillations de YNO
sous lumieres sinusoidales a été de corréler leurs variations avec 1’augmentation du taux
d’assimilation de CO, lors de I’induction de la photosynthése. Le phénomene
d’induction est important pour les végétaux, car il leur permet de mieux performer dans
leur environnement, c.-a-d. d’économiser leur ressource (eau) et stabiliser les enzymes
du Cycle de Calvin lorsque les plantes sont a I’obscurité. Lorsque la plante passe de
'obscurité a lumiére, il y a une activation progressive de la photosynthese, c.-a-d.
passant d’une inactivité a ’obscurité a une pleine activité aprés une période de plusieurs
minutes. Ce phénomene se produit a la suite d'une ouverture lente des stomates et de
l'activation des enzymes, causant ainsi I’augmentation du taux de photosynthése. Durant
cette induction, trois phases peuvent étre distinguées (Urban et al. 2007) : (1) lors des
premiéres 1 & 2 min de l'exposition de la feuille a la lumiére incidente, il y a activation
des enzymes impliquées dans le cycle de Calvin, plus spécifiquement dans la
régénération du ribulose 1-5-biphosphate (Kirschbaum et Pearcy 1988), (2) l'activation
de la Rubisco qui est responsable des réactions de carboxylation primaire: sa
réactivation est considérée comme la principale limitation biochimique pendant la
majeure partie de la période d'induction (Woodrow et Mott 1989; Mott et Woodrow
2000), (3) l'ouverture des stomates est 1'étape la plus lente dans le processus d'induction
photosynthétique (limitation stomatique) et peut prendre plus d'une heure pour arriver a
induction compléte (Kirschbaum et al. 1998;. Allen et Pearcy 2000). De nombreux
facteurs influencent 1’induction de la photosynthese. En effet, 'acclimatation des plantes

a l'environnement de la croissance, en particulier a des faibles et fortes lumieres conduit
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a des changements biochimiques et anatomiques dans les feuilles et affecte le taux
d'activation des enzymes (Naramoto et al. 2001). Il a été démontré que chez les espéces
peu tolérantes a I’ombre, le temps d’induction est plus rapide chez les plantes
acclimatées a I’ombre que celle des plantes de 1’extérieur (plein soleil). Cela peut étre dit
d’une part a la conductance stomatique qui est plus rapide chez les plantes de I’intérieur
et a la conductance biochimique (Cui et al. 2009). Selon Whitehead et Teskey (1995), la

conductance stomatique augmente plus lentement que l'induction biochimique.

Etant donné que les plantes de I’intérieur ont une induction plus rapide que les
plantes de I’extérieur et pour mieux comprendre I’aspect des oscillations de YNO, les
amplitudes de la CP et des harmoniques ont été calculées tout au long de cette phase
importante qu’est I’induction de la photosynthése. Les résultats ont montré qu’au cours
de I’induction, la CP diminue pour toutes les espéces cultivées a I’extérieur, tandis que
le comportement de CP était variable pour les plantes d’intérieur. Au cours de
I’induction, le NPQ augmente (Sui et al. 2011) donc il y a moins de signal de
fluorescence. Cet effet atténuateur est la cause de la diminution de la CP. Les
harmoniques aussi diminuent pour certaines espéces, tandis que pour d’autres,
I’amplitude des harmoniques est stable ou méme augmente légérement. Ces différents
comportements de 1’amplitude des harmoniques indiquent une relation complexe entre

cette amplitude des harmoniques et la formation de NPQ, tel que discuté plus haut.

Une troisiéme approche pour démontrer une possible signification physiologique
des oscillations de YNO a été de tester les effets de différentes températures (10°, 25° et
40 °C) sur le taux de photosynthése et sur les amplitudes des oscillations de YNO. Les
résultats ont montré que par rapport a la température optimale de 25 °C, la température
élevée (40 °C) a davantage diminué I’assimilation de CO, que la basse température
(10 °C). Cette baisse du taux d’assimilation de CO; est causée, en partie, par une hausse
de la photorespiration (Taiz et Zeiger 2002). L’étude menée par Law et Crafts-Brandner
(1999) sur des feuilles de cotonnier et de blé a montré aussi qu’a des températures
élevées (au-dessus de 25 °C), il existe une relation linéaire entre la baisse d’activation du

Rubisco et la diminution de I’assimilation nette de CO,. A basse température, il y a aussi
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une baisse de ’assimilation du CO,. En effet, on peut expliquer ¢a par la diminution de
l'activité des enzymes du cycle de Calvin lorsque la température s'abaisse : les réactions
biochimiques dépendent fortement de la température (limitation de la photosynthése due

ala régénératioh du RuBP).

Le patron de fluorescence aussi est affecté par les différentes températures. En
effet, ce patron semble plus complexe a 25°C et moins complexe a 10°C.
Effectivement, la CP augmente fortement a 10 °C, d’ou la perte de complexité du patron
de fluorescence. A basse température, il y a limitation des réactions biochimiques de la
photosynthése ce qui, pour une méme intensité lumineuse, augmente la pression
d’excitation au niveau des photosystémes (Huner et al. 1998). Il en résulte donc une plus
grande proportion de centres réactionnels qui sont dans un état fermé, d’ou
I’augmentation de 1’amplitude de la CP. Quant aux effets d’une température élevée,
ceux-ci sont plus difficiles a interpréter. Par rapport au contréle (25 °C), une température
de 40 °C n’affecterait pas la fermeture des centres réactionnels (mémes amplitudes des
composantes principales a 25 °C et 40 °C) mais diminuerait ’activation de NPQ. En
effet, la forte température pourrait augmenter suffisamment la fluidit¢ membranaire,
augmentant ainsi la perméabilité des thylacoides vis-a-vis les protons, empéchant la
formation du ApH, donc la formation de NPQ et en derniére conséquence, celle des
harmoniques. Une telle situation ne peut s’expliquer que par un ralentissement de

’activité du PSII qui est liée a celle de la chaine de transfert d’électrons du PSII au PSIL.

. . o : L IH o
Méme si cette explication est incertaine, il semble le rapport ~p Soit un bon indicateur

de résonances relatives du systéme, lié aux différents taux d’assimilation de CO»

(Figures 3.12 et 3.13).

Dans le but de mieux comprendre Pefficacité de la photosynthése sous lumiére
dynamique, on a étudié la variation du taux d’assimilation du CO, obtenu sous une
lumiére sinusoidale de méme amplitude (1000 pmol m™s™) mais de différentes périodes
(de 5s a 2405s). Nos résultats ont montré qu’il y a une perte d’efficacité de la
photosynthése (diminution du taux d’assimilation de CO,) lorsque la période de la

lumiére sinusoidale augmente (Figure 3.14). Cette diminution peut &tre expliquée, d’une



59

part, par ’effet du NPQ qui augmente avec les périodes des oscillations ce qui diminue

I’efficacité et d’autre part, par la diminution du pouvoir réducteur.

Pour mieux expliquer I’importance de ’amplitude de la lumiére sinusoidale sur la
diminution du taux d’assimilation de CO,, on a tracé les courbes de variation de ces taux
obtenus chez des plantes soumises & des lumiéres sinusoidales oscillant entre 13 et
1100 pmol m™ s (périodes 20's et 120s) et continue d'intensité équivalente (méme
quantité de photons). Nos résultats ont montré que la lumiére continue reste toujours
mieux utilisée que la lumiére sinusoidale (Figure 3.15), la photosynthése étant moins
efficace sous lumiéres sinusoidales. Cette perte d’efficacité est plus marquée pour la
période 120 s que 20s, en accord avec nos résultats de la Figure 3.14. Cette perte
d’efficacité avec ’augmentation de la période est cohérente avec une étude menée par
Tennessen et al. (1995). Dans cette étude, ils ont remarqué que la période des pulses
augmentait (plus longs pulses suivis de plus longues périodes d’obscurité), la
photosynthése nette diminue en comparaison avec celle obtenue sous une lumiere
continue de méme quantité de photon. La perte d’efficacité photosynthétique avec
I’augmentation de la période de la lumiére pulsée ou sinusoidale est cohérente avec
’idée d’une capacitance de la photosyntheése, c.-a-d. que les accepteurs d’électrons
photosynthétique (pool de plastoquinones, NADPH, ...) peuvent stocker une certaine
quantité d’énergie durant les périodes de fortes intensités lumineuses, cette énergie
pouvant étre utilisée durant les périodes de plus faible intensité lumineuse (Vejrazka et
al. 2011). 11 semble cependant que cette capacitance est plutot limitée et devient saturée
lorsque les périodes fortes intensités sont supérieures a quelques secondes maximum. On
propose que ces oscillations rendent le systtme en déséquilibre ce qui diminue son

efficacité.



CHAPITRE V

CONCLUSION

La photosynthése est un processus complexe faisant intervenir de nombreux
organites qui sont affectés de maniére différente par les facteurs de I'environnement tels
que la lumiére (source d'énergie), le CO; (source de carbone) et la température... De ce
fait, la photosynthése peut étre considérée comme un systtme complexe avec ses
nombreuses composantes et mécanismes. internes en interactions. Ces composantes sont
en constantes interactions, menant a 1’émergence de nouvelles propriétés minimisant les
effets des changements environnementaux et évitant les dommages qui peuvent étre
causés par la photoinhibition. Les organismes photosynthétiques doivent optimiser leur
rendement photosynthétique dans des environnements spatiotemporels hétérogénes. De
ce fait, I’étude de la photosynthese sous lumié¢re dynamique demeure donc importante et

nécessaire.

D’une part, d’aprés nos résultats, on a observé les plus faibles amplitudes de la
composante principale (CP) sont chez les plantes d’extérieur comparées a celles des
plantes de 1’intérieur. Il y a aussi une baisse de 1’amplitude de la CP au cours de
I’induction de la photosynthese, une hausse de D’amplitude de la CP lorsque la
température diminue et enfin, une similitude entre la période de la CP et celle de la
lumiére sinusoidale incidente. On peut suggérer, de ces résultats, que la CP correspond a

la fermeture des centres réactionnels du photosystéme II (PSII).

D’autre part, nos résultats ont montré que les plus fortes amplitudes des
harmoniques sont chez les plantes d’extérieur comparées a celles des plantes d’intérieur.
Aussi, sous nos conditions expérimentales, la lumiére sinusoidale est moins bien utilisée
que la lumiére continue pour 1’assimilation de CO,, méme pour les plantes d’extérieur

acclimatées a la lumiére naturelle (dynamique).
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Malgré ces résultats, on n’a pu mettre en évidence un possible lien entre les
oscillations complexes de fluorescence sous lumiére sinusoidale avec I’assimilation de
CO,, ni en termes de capacit¢é (ACO;) ou d’efficacité photosynthétiques. Ces
résonnances sont amorties et deviennent non-significatives au niveau des réactions
situées plus en aval vers les réactions biochimiques de la photosynthese. Par conséquent,
les oscillations complexes (résonnances) de fluorescence sous lumiére sinusoidale

représentent un phénomeéne qui semble limité au PSII.
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