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CHAPITRE 1

INTRODUCTON GENERALE

1.1 Généralité sur la photostabilité de ’appareil photosynthétique

Il est bien établi que la productivité végétale (la matiére organique sur terre)
dépend de I’efficacité de [’utilisation de I1’énergie solaire par les organismes
photosynthétiques tels que les plantes, les algues vertes et les cyanobactéries. C’est
I’appareil photosynthétique (chloroplaste) qui assure la conversion de I’énergie
lumineuse en énergie biochimique sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) et de
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Ces deux molécules riches en
énergie seront utilisées dans la fixation du CO, dans le cycle de Calvin pour produire les
sucres (Figure 1.1). L’ensemble de ces réactions constitue le processus de la
photosynthése. Pour assurer un fonctionnement optimal, ’appareil photosynthétique est
doté d’une organisation structurale adéquate. Il comporte deux complexes protéiques
photo-actifs nommés photosystéme 1 (PSI) et photosystéme II (PSII) ansi que d’autres

facteurs intermédiaires, le tout est présent dans une membrane lipidique.

Photosysiem I
Eleciron ransport chain
Pholosysiam |

Figure 1.1  Schéma d’un chloroplaste ot se déroule la photosynthése chez les plantes

[].



Cependant, de nombreux facteurs environnementaux peuvent affecter la stabilité et
le fonctionnement de la machinerie photosynthétique. Parmi ces facteurs, la lumiére qui
constitue elle-méme le déclencheur de la photosynthése peut lui étre nuisible lorsqu’elle
est fournie en exces. En effet, il est actuellement admis que 1’exposition de plantes a de
longues journées d’ensoleillement, associées ou non a d’autres facteurs climatiques,

réduit I’activité photosynthétique et par conséquent la productivité des plantes.

L’inhibition de la photosynthése dans des conditions pareilles est connue sous le
nom de la photoinhibition. La compréhension des processus de photosynthése, de
’origine et des mécanismes de sa photoinhibition ont été largement étudiés durant les
derniéres décennies. Cependant, la compréhension des mécanismes de photoprotection
qui lui sont associées reste encore ambigué. Alors que leurs répercussions sur plusieurs
domaines, y compris le développement de plantes photorésistantes, sont d’un intérét
économique et écologique majeur. En effet, I’efficacité de la photosynthése, responsable
de la production de biomasse, résulte de 1’adaptation de la plante aux variations de son
environnement. Cette adaptation lui permet une interception optimale des radiations
lumineuses, accompagnée d’une utilisation hautement efficace de leur énergie.
D’autre part, I’émergence de nouvelles approches pour la production de bioénergie
(énergie propre telle que I’hydrogéne) basée sur le matériel photosynthétique (le PSI et
le PSII) ne cesse de se développer. Ces techniques récentes peuvent nécessiter elles aussi

la stabilité du matériel biologique extrait de son environnement naturel.

Mon sujet de theése s’inscrit dans le contexte de recherche sur les mécanismes de
photoprotection des composantes de la membrane photosynthétique, ou les avancées des
connaissances sont limitées. Pendant mon doctorat, j’ai étudié ’action protectrice des
polyamines biogéniques (spermine, spermidine et putrescine) sur le PSI contre le stress
lumineux dans des conditions in vitro. Mon travail de thése a permis d’apporter des
connaissances sur les mécanismes impliqués dans la photoprotection par la spermine,
ainsi que la détermination de son site d’action et du mode de son interaction avec les

protéines du complexe du PSI.



1.2 L’appareil photosynthétique

1.2.1 Les chloroplastes

Les chloroplastes des plantes supérieures sont des organites de diamétre = 5 um,
chaque chloroplaste est défini par deux membranes qui renferment une matrice aqueuse
appelée stroma et des membranes photosynthétiques appelées thylacoides (Figure 1.2).
Différentes composantes baignent dans le stroma des chloroplastes, tels que les enzymes

de fixation du CO,, et un génome chloroplastique.

Figure 1.2 Schéma d’un chloroplaste.

Les premiéres connaissances de 1’organisation structurale du chloroplaste ont été
basées sur la microscopie électronique (Figure 1.3.a). L’analyse des structures des
thylakoides révélent qu’elles sont formées des vésicules aplaties qui s’empilent dans
certaines régions du chloroplaste pour former les thylacoides granaires ou grana. Ces
granas sont reliés les uns aux autres par des vésicules simples qui s’appellent thylacoides
inter-granaires ou lamelles stromatiques [2]. Il a été rapporté que I’empilement permet la
séparation physique des différents constituants de la membrane pour mieux réguler

’absorption de la lumiére et assurer I’efficacité de la photosynthése (Figure 1.3.b).



Figure 1.3

[ 1 Lamelle stromatique

l—_‘—\

#8_00of 000
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LHC Il PsS1 PS i b6-f ATPase

Structure et composition d’un chloroplaste.

La figure (a) montre la structure électronique d’un chloroplaste formé
de granas et de lamelles stromatiques [2]. La figure (b) montre une
représentation schématique de I’organisation des membranes de
thylacoides et la répartition de certains de ses constituants: PSI:
photosystéme I; PSII : photosystéme II; bef : cytochrome bef; ATPase :
ATP synthase et LHCII : antennes collectrices de lumiere du PSII [3].

1.2.2 Structure de la membrane des thylacoides

L’analyse de la structure des membranes thylacoidales montre qu’elles sont

formées d’une bicouche lipidique parsemée de plusieurs constituants impliqués dans le

fonctionnement de 1’appareil photosynthétique (Figure 1.4). Parmi ces constituants, on

distingue trois complexes pigment-protéines majeurs : le PSI, le PSII et le complexe du

cytochrome bef (Cyt bef), en plus d’un complexe enzymatique: I’ATP synthase

(ATPase). La distribution spatiale de tous ces composants dans les différentes structures

des thylacoides montre que le complexe du PSII est situé en grande partie & 1’intérieur



des granas, et les Cyt bef sont repartis sur toute la structure des thylacoides [4].

Toutefois, le PSI et I’ATPase sont présents dans les thylacoides inter-granaires et dans

les membranes externes des granas (Figure 1.3.b). L’emplacement des PSI et des

ATPase est favorable pour un fonctionnement adéquat de ces deux composantes qui ont

besoin d’exposer I’une de leurs extrémités au stroma.

Figure 1.4
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La figure montre la structure du photosystéme I, du photosystéme II et du
cytochrome bgf qui sont des complexes pigement-protéiques ainsi que
les protéines solubles telles que la ferrédoxine; la ferrédoxine NADP
réductase et la plastocyanine. La F-ATPase est 1’adénosine tri-phosphate
synthase, hv; énergie lumineuse [5].

Les complexes de PSI et de PSII sont formés par un cceur multi-protéique, appelé

le centre réactionnel, dans lequel se déroulent les réactions photochimiques. Les

protéines des cceurs sont entourées par des antennes collectrices de lumicre « light

harvesting complexes : LHC » appelées LHCI et LHCII respectivement pour le PSI et le

PSII. La membrane des thylacoides renferme aussi deux transporteurs mobiles qui sont

la plastoquinone (PQ) et la plastocyanine (PC), qui assurent le transfert des électrons, en

synergie avec le complexe Cyt bef, entre les deux photosystémes. Alors que la

ferrédoxine (Fd) et la ferrédoxine NADP réductase assurent le transfert d’électrons du

PSI vers le NADP" dans le stroma [5].
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1.3 Le photosystéme 1

Le PSI est un complexe pigment-protéique d'une masse moléculaire de 525 kDa
qui assure une étape essentielle de la photosynthése. Le PSI est capable de convertir
I’énergie lumineuse en transport d’électrons pour réduire le NADP". La plus récente
structure cristalline du PSI des plantes réalisée a une résolution de 3.3 A est présentée
dans la figure 1.5.a [5]. Le PSI chez les eucaryotes, est formé de deux unités
fonctionnelles majeures; le complexe protéique du ceeur du PSI et les antennes

collectrices de lumiére.

1.3.1 Structure du photosysteme I
1.3.1.1 Le complexe protéique du PST

L’analyse de la composition du complexe PSI, chez les plantes, montre qu’il
comporte 18 sous-unités protéiques, 191 cofacteurs photochimiques, 173 chlorophylles
(Chls), 15 B-caroténes, 3 centres [4Fe-4S] et 2 phylloquinones [6]. Le coeur du PSI
comporte 12 sous-unités protéiques (PsaA, PsaB, PsaC, PsaD, PsaE, PsaF, PsaG, PsaH,
Psal, Psal, PsaK, and Psal) fixant les cofacteurs de transport d’électrons. Ces cofacteurs
sont la Chl spéciale du centre réactionnel : P700, deux accepteurs d’électrons primaire et
secondaire : Chl A0 et phylloquinone Al respectivement, et les accepteurs d’électrons

finaux Fx, FA et FB porteurs des centres fer-soufre [4Fe-4S] (Figure 1.5.b) [7].

1.3.1.2 _Les antennes du photosystéme I

Les antennes collectrices de lumiére du PSI sont constituées essentiellement des
antennes périphériques LHCIs. Les LHClIs sont formées de protéines transmembranaires
qui fixent les pigments photocollecteurs : Chls et caroténoides [8]. Les LHCIs sont
composés de 4 sous-unités nommées Lhcal-4 et assemblées en croissant lunaire qui
entoure le coeur du PSI. Elles sont les seules antennes qui existent sous forme dimérique
et sont groupées en deux hétérodimeéres : Lhcal- Lhca4 et Lhca2-Lhca3. La composition

de ces antennes montre que Lhcal et Lhcad fixent chacune 15 Chls, alors que Lhea? fixe



14 Chls, et Lhca3 fixe 17 Chls [6]. Aussi, elles peuvent absorber fortement dans le rouge
grace a certaines de leurs Chls qui captent les photons & des longueurs d’onde de
690 nm. Le systéme antennaire LHCI est attaché et stabilisé sur le coeur du PSI grace
aux sous-unités protéiques PsaB, PsaF, PsaG et Psal. Toutefois, les surfaces de contact
entre les LHCIs et ces protéines sont petites, ce qui rend I’interaction des antennes avec

le coeur du PSI faible et sensible aux variations de leur environnement.

Par David Jolv, UQTR

Figure 1.5  Structure cristalline et représentation schématique du photosystéme I
et de ses principaux cofacteurs.




La figure (a) montre la structure cristalline d’un photosystéme I (PSI) de
plante réalisée a une résolution de 3.3 A. Le complexe protéique du cceur
du PSI (gris) en interaction avec les antennes LHCI (vert), les protéines
stromatiques (Jaune), la ferrédoxine (violet) et la plastocyanine (orange)
[5]. La figure (b) montre la composition protéique du PSI (PsaA-N)
entouré des antennes Lhcal-4 et le transport d’électrons (é) a
travers les cofacteurs d’oxydoréduction (P700, Ao, A1, Fx, Fa, FB). PC:
plastocyanine, Fd: ferrédoxine et FNR: ferrédoxine NADP réductase [7].

Le cceur du PSI fixe, aussi, des Chls et B-caroténes directement sur les protéines du
ceeur PsaA et PsaB. Ces pigments sont étroitement liés au centre réactionnel et
permettent le transfert de I’excitation au P700 [9]. A la différence des plantes, les

antennes photocollectrices des cyanobactéries incluent des phycobiliprotéines [10].

1.3.2 Biogenése du photosystéme I

L’étude des étapes de biogenése du complexe PSI chez les plantes montre que ses
constituants protéiques sont codés aussi bien dans le génome nucléaire que dans le
génome chloroplastique [9]. La biogenése de PSI implique de nombreuses protéines
auxiliaires et cofacteurs d’attache indépendants des constituants du complexe PSI. Ces
¢léments sont impliqués dans la synthése de certaines sous-unités du PSI et dans la
liaison des uns aux autres pour former une structure fonctionnelle dite super-complexe
PSI-LHCI mature. Toutefois, ces cofacteurs indispensables a la biogenese du PSI ne font

pas partie de sa structure finale [11].

La premiére étape de biosynthése du super-complexe PSI consiste a synthétiser et
lier les protéines du centre réactionnel PsaA et PsaB pour former un dimére PsaA-B. La
deuxieme étape consiste a synthétiser les cofacteurs impliqués dans les réactions
d’oxydoréduction (P700, A0 et Al) et de les assembler sur les protéines du centre
réactionnel grace au cofacteur d’attache Alb3. Ces deux étapes aboutissent a la
formation de 1’hétérodimere PsaA-B d’une masse moléculaire de 165 kDa (Figure 1.6.a)
qui constitue le ceeur du PSI [12]. Dans les étapes suivantes, de nouveaux cofacteurs
de synthése et d’attache assurent la fixation de nouvelles petites sous-unités sur

I’hétérodimere PsaA-B. Les cofacteurs d’assemblement Hcfl101, Apol et RubA assurent
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’insertion des transporteurs d’électrons Fx sur I’hétérodimére PsaA-B, et la F5 et Fg sur

la protéine PsaC [13,14].

4’ Co-transiational protein insertion

el G G STROMA__
Formation of the
reaction center MEMBRANE
heterodimer i i
LUMEN
b Insertion of
[4Fe-4S] Cluster

000

l Assembly
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complex
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and assembly of
PSI-LHCI

Functional i
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Figure 1.6 Modéle de biogenése du PSI et les étapes d'assemblage de ses
sous-unités grace aux protéines auxiliaires.
Les sous-unités chloroplastiques de PSI sont présentées en vert clair
(PsaA, B, C, I et J), les sous-unités nucléaires en vert foncé (PsaD, E, F,
G, H, K, L et N) et les sous-unités LHCI (codées aussi par des genes
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nucléaires) en gris foncé. Les cofacteurs du PSI actif dans
’oxydoréduction (P700, Ao, A1, Fx, Fa, FB) sont indiqués par des cases
jaunes et les facteurs d'assemblage sont représentés en gris clair (Alb3,
Hef101, Ycfd ect.) [11].

L’insertion de ces transporteurs d’électrons est indispensable pour la fixation de la
sous-unité PsaC sur I’hétérodimeére [15,16]. Ensuite, 1’assemblage des sous-unités PsaD
et PsaE (Figure 1.6.b) stabilise la protéine PsaC et compléte la formation des protéines
stromatiques du PSI [17,18]. Le cofacteur d’attache Ycf4 assure la fixation des
sous-unités intermédiaires comme PsaF, Psal, Psal, PsaH et Psal de part et d’autre de
I’hétérodimere PsaA-B (Figure 1.6.c) pour compléter la synthése du complexe protéique
du PSI. Les constituants de ce complexe sont étroitement tenus ensemble et connectés
via une vaste série de contacts inter-faciaux. La derniére étape de la biogenése du super-
complexe PSI consiste a insérer les antennes LHCI et a assembler les sous-unités PsaG

et PsaN (Figure 1.6.d) pour aboutir au PSI-LHCI mature (Figure 1.6.e) [11].

Les informations rapportées dans la littérature révélent la complexité des étapes de
biosynthése du PSI. Cette complexité découle de la nécessité de coordination entre les
génomes nucléaire et chloroplastique dans la production des constituants du PSI. En
effet, le génome nucléaire synthétise les sous-unités PsaD, PsaF, PsaF, PsaH, Psal,
PsaN et LHCI, alors que le génome chloroplastique synthétise les sous-unités PsaA,
PsaB, PsaC, Psal et Psal. La coordination entre les deux génomes est rendue difficile par
I’existence de plusieurs chloroplastes dans une méme cellule, ce qui constitue une étape

limitante pour la biogenése du PSI dans certains cas [11].

1.3.3 Fonction des sous-unités du photosystéme I

L’utilisation de mutants knock-out a permis de déterminer la fonction spécifique
de certaines sous-unités du PSI. 1l a été rapporté que les protéines du cceur du PSI, PsaA
et PsaB fixent les cofacteurs d’oxydoréduction et assurent la collecte de la lumiere grice
aux Chls qu’elles fixent. C’est au niveau de la Chl P700 que portent ces protéines que la
séparation de charge se produit alors que les cofacteurs Ao, Al, Fx, FA et FB dirigent les

réactions d’oxydoréduction et de transfert d’électrons. En ce qui concerne les protéines
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PsaD et PsaE, elles sont impliquées dans la stabilisation de la protéine PsaC, porteuse
des accepteurs finaux d’électrons (FA et FB), et dans la fixation de la ferrédoxine (Fd).
La fonction des antennes périphériques LHCISs est la collecte de la lumiére et le transfert
de son énergie a la Chl spéciale du PSI: P700. Cependant, la fonction précise des
constituants restants n’est pas encore élucidée, mais ils sont considérés comme des

fixateurs ou stabilisateurs d’autres sous-unités ou de Chl [9].

1.4 Le photosystéme II

Le PSII est un complexe protéique de masse moléculaire de 320 kDa qui
fonctionne en synergie avec le PSI. Le PSII fonctionnel existe généralement sous forme
dimérique ou trimérique (Figure 1.7.a) [5]. La structure du PSII montre qu’il est formé
d’un cceur qui renferme deux protéines principales (D1 et D2) et de nombreux cofacteurs
impliqués dans la collecte de la lumiére et le transfert des électrons. Parmi ces cofacteurs
on cite les Chls, la phéophytine (Phe), les quinones A et B (QA et QB), les caroténoides,
la tyrozine Z (Yz) et une paire de Chl spéciale (P680) dans le centre réactionnel du PSIL
Le complexe de PSII comporte aussi une composante située du coté luminal de la
membrane thylacoidale qui est le complexe de dégagement d’oxygéne (CDO). Le CDO
comporte un cluster de quatre atomes de manganése entourés par des sous-unités de 17,
23 et 33 kDa. Ce complexe joue un rdle central dans le fonctionnement du PSII grace

aux électrons qu’il libére suite a I’oxydation de 1’eau.

Le coeur du PSII est entouré par trois couches des complexes pigment-protéine
appelées les antennes LHCII [7]. Ces antennes collectrices de lumiere sont ornées de Chl
et de caroténoides et se divisent en trois catégories : (i) les antennes internes formées par
les protéines CP43 et CP47, en contact direct avec les protéines du coeur du PSII; (ii) les
antennes intermédiaires formées par les Lhcb4-6 et (iii) les antennes périphériques
formées de trois sous-unités nommées Lhcbl-3 (Figure 1.7.b). La structure du PSII
comporte aussi de nombreuses sous-unités (Cytochrome b559, PsbO, PsbQ, etc.), qui

stabilisent le PSII et régulent son fonctionnement.
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Figure 1.7

Structure  cristalline et représentation schématique du
photosystéme II et de ses principaux cofacteurs.

La figure (a) montre la structure cristalline d’un dimére de photosystéme
II (PSII) de cyanobactéries réalisée a une résolution de 3 A avec les
positions des polypeptides extrinséques (dans le lumen thylacoidal) et les
sous-unités intrinséques D1, D2, CP43 et CP47 [5]. La figure (b) montre
la composition protéique du PSII entouré par les antennes Lheb1-6, CP43
et CP47. Le transport d’électrons (€) a travers les cofacteurs
d’oxydoréduction (Yz, P680, Phe, QA et QB) est représenté par les fleches
rouges. Le cluster manganése (Mn) au niveau du complexe de
dégagement d’oxygeéne hydrolyse I’eau du c6té luminal du PSII pour
réduire la tyrosine Z (Yz) [7].
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1.5 Lecytochrome bgf

Le complexe du Cyt be¢f est une composante de la membrane thylacoidale
(217 kDa) qui assure le transport d’électrons entre le PSII et le PSI, plus précisément
entre la PQ et la molécule de PC. Ce transfert d’électrons a travers le Cyt bgf améne une
translocation de protons du stroma vers le lumen. La structure cristalline a 3 A, réalisée
grace au complexe isolé d’une cyanobactérie, révele que le Cyt bef est constitué d’un
dimere transmembranaire renfermant deux cavités appelées Qo et Qr. Chaque monomeére
comporte quatre grandes sous-unités, notamment le cytochrome bg (Cyt bg), le
cytochrome f (Cyt f), le Rieske [2Fe2S] (ISP) et la sous-unité IV. Mais aussi, quatre
autres petites sous-unités hydrophobes dont la masse moléculaire est de 3.3-4.1 kDa,
nommées PetG, PetL, PetM et PetN, sont logées dans chaque monomere (Figure 1.8)

[19,20].

Cythg & subunits

Figure 1.8  Structure cristalline d’un dimére symétrique de cytochrome bgf.

La structure du cytochrome bef est déterminée sur des cyanobactéries a
une résolution de 3 A. Les grandes sous-unités sont représentées par Cyt
f: le cytochrome f (rouge), Cyt bg : le cytochrome Cyt bg (bleu), ISP : le
Rieske [2Fe2S] (vert olive) et SU IV : la sous-unité IV (rose indien). Les
petites sous-unités sont représentées par small subunits (vert) [20].
Qo et Qr sont les sites d’oxydation de la plastoquinole et de réduction de
la plastoquinone respectivement.
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Chez les plantes, le complexe Cyt bef présente une structure similaire a celle des
cyanobactéries, avec une sous-unité additionnelle qui est la ferrédoxine NADP réductase
(FNR) [21]. Il renferme aussi une Chl a et un B-caroténe inactifs [22]. En ce qui
concerne le fonctionnement du complexe Cyt bef, la cavité Qo du coté du lumen
(chimiquement électropositive : p) sert pour I’oxydation du PQH,. En effet, I’oxydation
du PQH,, permet de libérer deux électrons : un électron sera dirigé vers le Rieske
[2Fe2S] puis au Cyt f pour réduire la PC et finalement le PSI. Tandis que l'autre électron
sera dirigé vers le site Qr du c6té du stroma (chimiquement électronégative : n) via le
Cyt bg pour la réduction PQ [23]. Le mouvement des quinones entre les deux sites (Q et
Q) au niveau du Cyt bef constitue ce qu’on appelle le cycle Q (Figure 1.9). Ce cycle
implique, en plus des protéines du complexe Cyt bgf, des hémes (bn, bp et cn) qui

interviennent probablement dans le transfert cyclique des électrons [22].
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Figure 1.9  Le cycle Q d’oxydoréduction de la plastoquinone dans le complexe du
cytochrome bgf [22].

1.6 La plastocyanine

La PC est une protéine de masse moléculaire de 10 kDa portant dans son centre un
atome de cuivre comme il est révélé par la structure présentée dans la figure 1.10.
L’atome de cuivre est entouré par quatre acides aminés : deux histidines, une méthionine
et une cystéine [24]. La PC est située dans le lumen des thylacoides ou elle fonctionne

comme un transporteur d'électrons mobile entre le Cyt f, au niveau du complexe bgf, et
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le P700 dans le complexe du PSI [25]. La PC dispose de deux sites de fixation qui lui
permettent d’assurer la connexion avec le Cyt bgf et le PSI. Le site 1 est formé de résidus
a caractere hydrophobe qui permettent I’interaction de la PC au P700. Cette interaction
est favorisée par les sous-unités PsaF et PsaN du PSI. Alors que le site 2 est formé de
résidus chargés négatifs facilitant I’interaction électrostatique avec les résidus chargés

positifs du Cyt £.

Figure 1.10 Structure de la plastocyanine.
(a) Structure cristalline de la plastocyanine et (b) les acides aminés qui
entourent ’atome de cuivre représenté par la sphére bleue [24].

Dans ce dernier cas, l’interaction se déroule en deux étapes successives: la
premiére réside dans le rapprochement de la PC du Cyt f grace a I’effet de charge, alors
que la deuxiéme consiste au docking pour la formation du complexe de transfert

d’électrons [26].

1.7 Fonctionnement de la membrane des thylacoides
1.7.1 Absorption de I’énergie lumineuse

Trois pigments photosynthétiques essentiels absorbent la lumiére au niveau des
antennes des PSI et PSII dans la membrane thylacoidale des plantes supérieures. Ces

pigments sont la Chl a, la Chl b et les caroténoides. La Chl constitue le principal
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pigment photosynthétique présent presque chez tous les organismes photosynthétiques.
Ces pigments absorbent certaines radiations, dans la gamme de longueurs d’onde
visibles comprises entre 400 et 700 nm, dites actives pour la photosynthése
(Figure 1.11). L’énergie lumineuse captée est ensuite transformée en énergie chimique

nécessaire pour initier le transport des électrons au sein des deux photosystémes.
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Figure 1.11 Schéma des spectres d’absorption de pigments photosynthétiques.

Les caroténoides associés aux photosystemes sont nombreux, dont on cite le
B-caroténe, les lutéines, les neoxanthines, les violaxanthines et les zeaxanthines [8]. Ils
sont impliqués dans 1’absorption et la régulation du transfert de I’énergie des antennes

aux cceurs des photosystémes.

1.7.2  Séparation de charge et transport des électrons

Lorsque les photosystémes sont exposés a la lumiére, les Chls des antennes LHCs
captent des photons et passent de leur état fondamental a 1’état excité (Chl*). L’énergie
d’excitation est transférée d’une molécule pigmentaire a 1’autre par phénomene de
résonance jusqu’a atteindre les Chls spéciales, P700 dans le PSI et le P680 dans le PSII
qui passent a 1’état excité P700* et P680*, respectivement (Figure 1.12.a et b).
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Figure 1.12 Absorption et transfert de Dexcitation lumineuse par Iles
chlorophylles au niveau des antennes d’un photosystéme.
(a) Schéma du transfert de 1’énergie lumineuse d'une molécule de
chlorophylle (Chl) a I’autre jusqu’a la chlorophylle spéciale ou se fait la
séparation de charge (é) qui sera transférée a I’accepteur primaire du
photosystéme [27]. (b) excitation (hv) et retour a 1'état fondamental d'une
molécule de chlorophylle (Chl1-> Chl1* -> Chll) et transfert de I’énergie
par phénomene de résonnance (Chl1* -> Chl2 -> Chl2*).

Dans le cas du PSI, le niveau énergétique élevé de la Chl excitée (P700*) lui
permet de libérer un électron qui passe a 1’accepteur primaire (A0). Ce processus
s’appelle la séparation de charge, et constitue 1’élément déclencheur du transport des
électrons dans la membrane photosynthétique (Figure 1.12.a). Ensuite, I’électron transite
a travers les protéines du c6té accepteur du PSI (CA): ’accepteur secondaire Al le
transporteur Fx et les accepteurs finaux Fa et Fg respectivement, pour atteindre la Fd du
coté stromatique des thylacoides. A ce niveau-13, I’enzyme FNR catalyse le transfert de
I’électron de la Fd au NADP" pour former le NADPH (Figure 1.13). Le P700 oxydé
retourne a son état réduit, grace a un électron en provenance de la PC situé¢ du coté
donneur du PSI (CD). Parallélement a I’oxydation du P700, le centre réactionnel du PSII
(P680) subit aussi une séparation de charge, aprés absorption de la lumiére par les Chls,

et libére un électron [5].
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Figure 1.13 Digramme du schéma Z du transport des électrons dans la
membrane des thylacoides.
La figure montre la séquence des transporteurs d’électrons dans la
membrane des thylacoides et leurs niveaux d’énergie. CD : c6té donneur,
CA : coté accepteur [28].

Au niveau du PSII, I’électron libéré est transféré a I’accepteur primaire Phé, puis il
est transmis aux quinones QA et QB successivement pour enfin étre acheminé a la PQ.
Ensuite, le Cyt bef sert d’intermédiaire pour transférer 1’électron du PQ réduit & la PC
oxydée (au coté donneur du PSI). Suite a cette perte d'électron, le P680" regoit
un électron du résidu tyrosine Z (donneur primaire du PSII) situé sur la protéine D1.
Une fois oxydé, le PSII accepte un nouvel électron du complexe de dégagement
d'oxygeéne (CDO) suite a I’hydrolyse I’eau. Cette séquence du transfert des électrons
photosynthétiques, dans la membrane des thylacoides, est appelée le transport linéaire
des électrons (TLE). Le TLE est dépendant des différences de potentiel
d'oxydoréduction entre les donneurs et les accepteurs d'électrons, résumé dans le schéma
Z (Figure 1.13) [28]. Ce transfert d’électrons de I’eau vers le PSI, par I’intermédiaire du
PSII, assure la production du NADPH. Dans certaines conditions particulieres, les
électrons destinés pour la réduction du NADP”, au niveau du coté accepteur du PSI,

peuvent emprunter d’autres voies ce qui diminue la production du NADPH.
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1.7.3 Production du pouvoir réducteur et bilan de la photosynthése

L’hydrolyse de I’eau par le CDO au niveau du PSII libére, en plus des électrons,
des protons dans le lumen des thylacoides et dégage de I’oxygéne moléculaire (O,). Le
gradient de proton formé a travers la membrane thylacoidale active le fonctionnement
de I’enzyme ATPase qui synthétise I’ATP dans le stroma (Figure 1.14), a partir
d’adénosine diphosphate (ADP) et de phosphate inorganique (Pi) [4, 29]. Le NADPH et
I’ATP formés lors de transfert d’électrons constituent le pouvoir réducteur nécessaire
pour incorporer le gaz carbonique (CO,) de I’air a la voie de synthése des hexoses, cycle

de Calvin, selon la réaction suivante :
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Figure 1.14 Schéma du transport linéaire des électrons dans les membranes des
thylacoides et production du pouvoir réducteur (NADPH et ATP).
L’oxydation de I’eau par le PSII libére des électrons (é) qui vont transiter
a travers la plastoquinone, le cytochrome bgf et la plastocyanine pour
atteindre le PSI qui réduit la NADP" par I’intermédiaire de la ferrédoxine
et la ferrédoxine NADP réductase (FNR). Les protons libérés dans le
lumen forment un gradient de potentiel électrochimique qui sera dissipé
par I’ATP synthase pour former I’ATP [29].

L’assimilation du CO, dans le cycle de Calvin nécessite l'apport d'énergie

biochimique dans un ratio 3:2 pour 'ATP et le NADPH. Cette stoechiométrie ne peut pas
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étre atteinte par le TLE seul et nécessite donc un apport supplémentaire d’ATP.
Effectivement, il est bien connu qu’il existe des voies de transport cyclique d’électrons

(TCE) qui participent activement a la photosynthese [30].

1.7.4 Transport cyclique des électrons

Le TCE effectué¢ autour du PSI joue un réle important chez les plantes sous
conditions de croissance standards. Cette voie alternative de transfert d’électrons, qui
implique le PSI en synergie avec le Cyt bef, assure la production d’ATP sans réduire le
NADP*. En effet, le TCE redirige les électrons du c¢6té accepteur du PSI vers la PQ,
pour la réduire selon deux voies impliquant soit la Fd réduite, soit le NADPH. Ces deux
voies sont catalysées par les enzymes FNR (voie dépendante PGRS) et NADPH
déshydrogénase (NDH) respectivement (Figure 1.15), et peuvent étre menées en

parallele [31-33].

Figure 1.15 Schéma du transport cyclique des électrons autour du
photosystéme L.
La figure montre les voies du transport cyclique des électrons dans la
membrane des thylacoides des plantes: une voie dépendante de la
NADPH déshydrogénase (NDH), une autre dépendante de la protéine
Ragporﬁymfa#wm@ PGRS (attribuée probablement & la FNR). PGRS: protein growth
LE NUMERD | MONDIAL DU MEMOIRES regulation 5; Cyt bef: cytochrome bgf; Fd : ferrédoxine; FNR: ferrédoxine
NADP réductase; PC: plastocyanine; PQ: plastoquinone [31].
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L

La chaine de transport cyclique fonctionne dans des supercomplexes comprenant
le PSI, le Cyt bef, la PC et la Fd [34]. Elle permet le retour des électrons de la PQH, au
PSI a travers le Cyt bgf & la maniére du transport linéaire d’électrons. Ce retour est
accompagné de la translocation des protons vers le lumen ce qui augmente le gradient de
pH a travers la membrane thylacoidale et active I’ATPase. Cette action assure un apport
supplémentaire d’ATP nécessaire pour la fixation du CO,, mais aussi pour le

déroulement de plusieurs autres réactions au niveau du chloroplaste.

Dans les conditions de croissance optimale, le transport d’électrons linéaire est
favorisé par rapport au transport cyclique qui ne représente que pres de 3 % de la totalité
des électrons transférés [35]. Cette derniére intervient généralement durant la période de
I’induction des processus photosynthétiques par la lumiére. En effet, chez les plantes
adaptées a 1’obscurité, la totalité des électrons induits par I’excitation lumineuse, qui
atteignent le coté accepteur du PSI, est redirigée vers le transport cyclique (100 % des
PSI sont impliqués). Ce n’est qu’au fur et a mesure de I’illumination que les électrons

seront acheminés vers le NADP", et I’équilibre est établi [36].

1.7.5 Voies de dissipation de I’énergie lumineuse

Lorsque les Chls au niveau des antennes LHCs absorbent |’énergie lumineuse,
elles passent d’un état fondamental stable a un état excité (niveau d’énergie plus élevé).
Pour qu’elles retournent & leur état stable, les Chls libérent cette énergie qui emprunte
trois voies majeures (Figure 1.16). Dans les conditions de croissance optimale, une
fraction de 78-80 % de 1’énergie absorbée est destinée a la photochimie au niveau des
photosystémes (conversion de 1’excitation en transport d’électrons). Une autre fraction
de 20-22 % va étre perdue sous forme de chaleur (quenching non photochimique : NPQ)
ou émise comme fluorescence chlorophyllienne [37]. Toutefois, une fine proportion de
Chls reste excitée plus longtemps pour se transformer en Chls excitées a I’état triplet
(*Chl*). Ces Chls interagissent avec 1’0, pour former I’oxygéne singulet ('O,") qui est
une espéce oxygénée, généralement, éliminée par les caroténoides pour préserver le

fonctionnement du PSII.
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Figure 1.16 Voies de dissipation de I’énergie d’excitation au niveau d’une
molécule de chlorophylle.
Etats d’excitation de la chlorophylle : Chl (fondamental), 'Chl* (excité
singulet), *Chl*(excité triplet) et voies de dissipation de I’énergie sous
forme de fluorescence, photochimie (qP), chaleur (NPQ) ou formation
d’oxygéne singulet ('0,) [37].

1.7.6 Perturbation de la dissipation de I’énergie lumineuse

La proportion de ’énergie utilisée pour la photochimie peut étre affectée par
plusieurs facteurs environnementaux, dont 1’excés d’irradiation. En effet, I’intensité
lumineuse sursaturante, comme celui du plein soleil du midi, peut réduire I’efficacité
photosynthétique chez les plantes. Cette perturbation est due a 1’augmentation de la
fraction de I’énergie perdue par les voies non photochimiques (chaleur et fluorescence).
Elle peut étre aussi due aux dommages induits par la génération des especes oxygénées
réactives (ROSs). En effet, lorsque ’excés d’irradiation dépasse la capacité d’utilisation
I’énergie lumineuse par les photosystémes, la proportion des Chls qui demeureront
excitées plus longtemps deviennent plus importantes, augmentant ainsi la probabilité de
formation de '0;". De plus, sous I’effet de la pression de réduction des accepteurs finaux
du PSI (FA et FB), une fuite des électrons vers 1’0, se produit générant ainsi la
production d’autres ROSs [38]. L’accumulation de ces especes nocives induit des
dommages pour les deux photosystémes et la perturbation de leur fonctionnement. Ce
phénomene appelé photoinhibition peut étre aggravé lorsque le stress lumineux est

associ¢ a d’autres facteurs climatiques tels que la sécheresse, le stress thermique, etc.
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1.8 La photoinhibition du photosystéme I

Le PSI est plus stable que le PSII face aux conditions de stress in vivo a
température ambiante, plus particulierement pour ce qui est de la photoinhibition. Ce
n’est qu’a partir de 1994 que I’inhibition du PSI a été rapportée par Terashima et ses
collaborateurs [39]. Depuis cette découverte, de nombreux travaux de recherche se sont
intéressés a énumérer les conditions de photoinhibition du PSI et de comprendre les

mécanismes de son endommagement.

1.8.1 Conditions de la photoinhibition

Actuellement, il est bien clair que la photoinhibition du PSI survient dans des
conditions de croissance particulieres, combinant des basses températures et des
intensités de lumiére variées (faible, modéré ou forte). Des conditions typiques de
I’hiver et du printemps des régions tempérées. Aussi, cette photoinhibition n’affecte que
certaines espéces sensibles aux basses températures telles que le concombre, 1’orge, la
patate, etc. [39-42]. Cependant, la photoinhibition du PSI & température ambiante n’est
observée que dans des expériences in vifro sur des extraits de membranes thylacoidales
ou des fractions membranaires enrichies en PSI [43,44]. Ceci montre que le mécanisme
de résistance des PSI dans les conditions ambiantes est perdu avec 1’isolation du matériel

photosynthétique de son environnement naturel.

1.8.2 Origine de la photoinhibition

Lorsque les plantes sensibles aux basses températures sont exposées a la lumiere,
les électrons en provenance du PSII et 1’0, constituent des facteurs indispensables a la
photoinhibition du PSI [39]. En effet, sous une forte pression de réduction du PSI, il se
produit une fuite des électrons de la Fd vers IO, (Figure 1.17), au lieu de I’accepteur
NADP". Ceci aboutit & la formation de 1’ion superoxyde (O,) qui se transforme en
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) [38]. Le H,O, peut interagir avec les centres [4Fe4S]
réduits, au niveau des protéines Fx, Fa et Fg, pour produire le radical hydroxyle (OH)

[45], une espéce oxygénée hautement réactive et nocive pour les molécules biologiques
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[46]. L’accumulation excessive des ROSs induit la génération d’un état de stress

oxydatif, dans le matériel photosynthétique, qui cause la photoinhibition au niveau de

PSI.
Lumiére el
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Figure 1.17 Génération des espéces oxygénées réactives au niveau du
photosystéme I lors de sa photoinhibition.
L’excés de lumiére induit une réduction prolongée des accepteurs
d’électrons finaux a centres FeS (A et B), ce qui produit une fuite des
électrons (€) de la ferrédoxine (Fd) a I’oxygéne moléculaire (O;) pour
générer I’ion superoxyde (O;) et ses dérivés le peroxyde d’hydrogéne
(H,0,) et le radical hydroxyle (OHY). PSI: photosysteme I avec ses
cofacteurs, LHCIs: antennes photo-collectrices de lumiére, Cyt bef:
cytochrome bgf et PC : plastocyanine [47].

Cette accumulation des ROSs est due a I’inefficacité des mécanismes de protection
situés a plusieurs niveaux dans la plante (feuille et cellule). Plus particuliérement, le
systtme antioxydant enzymatique situé dans le stroma ou dans la membrane des
thylacoides [48,49]. D’ailleurs, il a été rapporté que certaines enzymes antioxydantes de
ce systtme de défense telles que la superoxyde dismutase (SOD) et 1’ascorbate

peroxydase (APX) sont inhibées sous les conditions d’exces de lumiére [45].
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1.8.3 Sites et mécanisme de la photoinhibition du photosystéme I

1.8.3.1 Sites de inhibition du photosystéme I

Lorsque les ROSs générés pres du PSI restent libres dans leur milieu de formation,
ils vont entamer des réactions d’oxydation au niveau des lipides, des pigments et des
protéines de leur microenvironnement. L’étude de I’inhibition du PSI, sous condition de
stress lumineux montre que les premiéres cibles du stress oxydatif sont les antennes
LHCI et les centres [4Fe4S] au niveau des accepteurs finaux Fx, Fa et Fg [43,50].
L’oxydation des centres [4FedS] est suivie d’un détachement des polypeptides
stromatiques PsaC, PsaD et PsaE qui peut se faire méme a une faible intensité de
lumiére. Ensuite, il se produit la désactivation de la Chl P700 et des accepteurs Ag et A
qui nécessite une intensité de lumicre plus élevée. Finalement, le stress oxydatif
endommage les protéines du centre réactionnel la PsaA et la PsaB. La destruction d’au

moins un des constituants du PSI induit une inhibition de son fonctionnement [51].

1.8.3.2 Mécanisme de dégradation de la protéine PsaB

L’inhibition du fonctionnement de PSI (525 kDa) est généralement accompagnée
de la dégradation des sous-unités du centre réactionnel PsaA et PsaB (65-68 kDa) ainsi
que d’autres petites sous-unités [40,50,52]. L’étude du mécanisme de dégradation de la
protéine PsaB montre que le stress oxydatif génére la production de plusieurs fragments
protéiques de masse moléculaire 51, 45 et 18 kDa détectés par western blot, en utilisant
des anticorps anti-PsaB et anti-Ala234-GIn248 (séquence d’acides aminés situés sur la
protéine PsaB). Le mécanisme proposé¢ pour la formation du fragment de 51 kDa,
consiste en une destruction du centre [4Fe4S] au niveau du transporteur d’électron Fx
par le radical OH, ce qui perturbe la conformation structurale de la protéine PsaB. Cette
perturbation rend la protéine susceptible aux protéases qui vont fragmenter sa partie
exposée au stroma. Le site de clivage est probablement situé entre les hélices 8 et 9 de la

protéine, prés du site de fixation du Fx (Figure 1.18).
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En ce qui concerne la formation des fragments 45 et 18 kDa, le clivage des liaisons
peptidiques se produit entre les résidus Ala’® et Val*”! du coté luminal de la protéine par
un processus enzymatique. Probablement par des protéases dans le lumen ou bien

associées au c6té luminal de la membrane thylacoidale [40].
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Figure 1.18 Sites de dégradation de la protéine PsaB au niveau du photosystéme I
par les protéases.
La figure montre les polypeptides de la protéine PsaB et les sites de
dégradation par les protéases: du coté du stroma prés de 1’accepteur
d’électron Fx et du c6té du lumen entre les acides aminés alanine 500 et
valine 501 [40].

1.8.4 Recouvrement de la photoinhibition

Apres la photoinhibition a basse température, la réparation des PSI endommaggés,
dans des conditions de croissance optimales, devient un processus trés long qui peut
prendre sept jours sans étre complet [53]. Dans d’autres cas, la photoinhibition du PSI
est completement irréversible. La lenteur de la réparation des protéines dégradées, dans
le centre réactionnel du PSI (PsaA et PsaB), est probablement due au trés faible taux de
régénération de ces protéines [54]. D’ailleurs, le mécanisme de réparation de ces
protéines n’est pas encore connu, contrairement a celui de la protéine D1 dans le centre
réactionnel du PSII. Par conséquent, la photoinhibition du PSI induit une diminution du
contenu en PSI fonctionnel dans I’appareil photosynthétique et affecte sérieusement

I’activité de fixation du CO, réduisant ainsi la productivité des plantes. C’est pour cela
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que la photoinhibition du PSI est considérée plus néfaste pour la plante que celle du

PSII.

1.9 La photoprotection du photosystéme I

Dans le but d’identifier le mécanisme de tolérance du PSI face a la photoinhibition
a température ambiante et d’expliquer les causes de la sensibilité de certaines plantes a
basse température, plusieurs stratégies de défense ont été suggérées. Le mécanisme de
base proposé implique 1I’empéchement de la formation des ROSs et leur élimination

lorsqu’ils sont déja générés.

1.9.1 Mécanismes préventifs

Les premicéres stratégies pour éviter ’excés de radiation lumineuse chez les plantes
concernent le changement de I’orientation des feuilles et de la disposition des
chloroplastes dans la cellule pour qu’ils soient moins exposés a la lumiére (Figure 1.19 a

et b) [55,56].
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Figure 1.19 Mécanismes de photoprotection préventifs.
(a et b) Mouvement des feuilles et des chloroplastes pour éviter
I’exposition a une forte intensité de lumiére, (c) accumulation des
composés phénoliques dans les cellules épidermiques des feuilles pour
absorber I’excés des radiations [56].

L’accumulation des composés phénoliques comme les flavonoides, les acides

phénoliques et les anthocyanines au niveau des cellules épidermiques (Figure 1.19c¢)
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peut aussi piéger les radiations UV avant d’atteindre les cellules du mésophylle, si¢ge de
la photosynthése [56]. Lorsque ces mécanismes sont insuffisants pour protéger le
fonctionnement de D’appareil photosynthétique, d’autres stratégies sont déployées a

I’échelle moléculaire.

1.9.2 Meécanismes de régulation

1.9.2.1 Dissipation de I’exces d’énergie

Au niveau des membranes de thylacoides, 1’excés de I’énergie lumineuse,
absorbée par les Chls, sera dissipé via le processus de quenching non photochimique
(NPQ). La dissipation thermique d’énergie (qE) est une composante de ce processus,
effectué par le cycle des xanthophylles qui se déroule au niveau des antennes collectrices
de lumiére (LHCs). Ce mécanisme a été largement étudié¢ dans le cas du PSII, et son
efficacité a été prouvée [57,58]. Cependant, malgré la présence des xanthophylles dans
les antennes LHCIs du PSI, les connaissances concernant leur implication dans la

photoprotection du PSI sont presque inexistantes (Figure 1.20) [56,59].
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Figure 1.20 Voies de dissipation de I’excés d’énergie absorbée.
La dissipation thermique d’énergie (qE) au niveau du photosystéme I n’a
pas encore €té prouvée contrairement au photosysteme II. Alors que la
recombinaison de charge entre 1’accepteur primaire Ao™ et la chlorophylle
spéciale P700 ou entre I’accepteur secondaire Al'et le P700 diminue la
pression d’excitation du coté accepteur [56].
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A la différence des xanthophylles, les B-caroténes associés aux antennes LHCI ont
la capacité de dissiper une fraction de I’énergie lumineuse excédentaire. En effet, leurs

propriétés leur permettent de quencher efficacement les Chls excitées a 1’état singulet

('Chl) ou triplet CChl’) [8,60].

D’autre part, la recombinaison de charge entre les accepteurs Ao et A1 réduits et le
P700 oxydé a été considérée comme une voie de dissipation de la pression d’excitation
au niveau du PSI [61,62]. En effet, lorsque 1’état de réduction des accepteurs finaux Fx,
Fa et Fp se prolonge, le transfert d’électrons au niveau de ’accepteur A1 est bloqué. Ce
qui induit I’accumulation des entités A" et Ao favorisant ainsi la recombinaison de
charge a partir de ces accepteurs vers le P700" pour produire le P700 a 1’état singulet ou
triplet (Figure 1.20).

1.9.2.2 Inhibition du photosysteme II

L’inhibition du transport d’électron dans la membrane des thylacoides, sous
condition de lumiére, est considérée comme un moyen de protection pour |’appareil
photosynthétique, plus particuliérement pour le PSI. En effet, en inhibant le transport
d’électron au niveau du PSII ou au niveau du Cyt bef, par des inhibiteurs artificiels
(DCMU et DNP-INT), le fonctionnement du PSI et de toute la membrane est préservé
contre la photoinhibition. La diminution du flux d’électrons vers le PSI réduit la
génération des ROSs, et par conséquent leurs dommages a la machinerie
photosynthétique [63]. Par analogie, les chercheurs ont considéré la photoinhibition du
PSII, dans les conditions naturelles, comme une stratégie de régulation plus t6t qu’un
endommagement pour le PSII [64]. Cette forme d’autorégulation ne semble pas
bénéfique pour le développement immédiat de la plante, mais lui permet de survivre

pendant un stress prolongé.
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1.9.2.3 Transport cyclique des électrons

Le TCE est connu par son fonctionnement transitoire, dans les conditions de
croissance standards, pour ajuster la steechiométrie d’ATP. Toutefois, sous conditions de
stress, le fonctionnement du TCE devient permanent pour aider la plante a s’acclimater a
son environnement [65]. A la différence de la recombinaison de charge, le TCE agit
pour diminuer la réduction prolongée des accepteurs Fx, Fa et FB. En effet, lorsque la
pression des électrons sur ces accepteurs dépasse la capacité de la Fd a réduire le
NADP", I’activation du TCE permet de rediriger I’excés d’électrons vers la PQ et
diminuer la pression sur le c6té accepteur du PSI [53,65]. De plus, le fonctionnement de
TCE permet de combler le déficit d’ATP suite a I’inactivation du PSII, et ce grice au
gradient de proton membranaire qu’il crée. Dans certains cas, il fonctionne a un taux
proche de celui du transport linéaire (la photosynthése optimale). La régulation du TCE
dans les conditions de stress est contrdlée par la concentration d’ATP dans les
chloroplastes [34]. La déficience en TCE, par I'inactivation de la voie FNR (par
mutation), augmente la photoinhibition du PSI [66]. Malgré la multitude de mécanismes
de régulation et de dissipation d’énergie, suggérés pour la photoprotection du PSI dans

les travaux de recherche effectués, leur efficacité reste relative.

1.9.3 Mécanisme antioxydant

Lorsque les mécanismes de prévention et de régulation de transfert de I’énergie
cités auparavant sont dépassés par I’ampleur du stress, I’accumulation des ROSs
augmente. Leur élimination est attribuée au systéme antioxydant décrit par Asada [38].
Ce systeme est composé d’une série de réactions de détoxification du O, et du HyO,,

impliquant plusieurs composantes enzymatiques et non enzymatiques (Figure 1.21).
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Figure 1.21 Mécanisme antioxydant enzymatique au niveau des chloroplastes.
Photoréduction de 1’0, dans les membranes des thylacoides et formation
de I’ion superoxyde (O7) et du peroxyde d’hydrogéne (H,0,).
Compartimentation des enzymes antioxydantes impliquées dans la
détoxification du O, et du H,O, (systémes thylacoidales et autres
Rggporﬁgrﬂfa/f.com@ stromatiques). CuZn-superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase
B i (APX), ascorbate (AsA), ferrédoxine (Fd), dehydroascorbate réductase
(DHAR), glutathionne réductase (GR), monodehydroascorbate (MDA) et
dehydroascorbate (DHA), facteur stromatique (SF) [38].

Les réactions de détoxification sont déclenchées par les enzymes SOD et I’APX.
Ces deux enzymes existent sous deux formes : thylacoidale associé¢ & la membrane et
stromatique. Mais dans les deux cas, les systémes antioxydants d’origine thylacoidale et
stromatique assurent la conversion du O, en H,0,, puis du H,O; en eau par la SOD et

I’ APX respectivement.

Le systéme antioxydant est considéré comme la plus importante ligne de défense
contre le stress oxydatif généré au niveau du chloroplaste. L’étude de I’effet protecteur
de ce mécanisme, sous des conditions de photoinhibition & basse température, révele
qu’il n’est pas aussi efficace qu’il pourrait I’étre dans d’autres conditions [45,67]. Par
conséquent, il a été suggéré que le pouvoir protecteur du systéme antioxydant pourrait
étre affecté par les conditions de basse température [67], sans toutefois élucider le
maillon sensible a la température ni son mode d’action. Malgré que les mécanismes de

protection du PSI cités auparavant soient de nature variée (physique, physiologique et
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biochimique), leur efficacité limitée ne refléte pas la tolérance du PSI a la

photoinhibition in vivo.

1.9.4 Roles des protecteurs osmotiques

Dans le but de mieux comprendre le mécanisme de résistance du PSI a la
photoinhibition, des études in vitro ont rapporté 1’effet protecteur de certains composés
osmotiques ou des scavengeurs artificiels de ROSs. Le role protecteur de ces composés
tels que le saccharose, glycine betaine, histidine et le n-propylgalate, contre le stress
lumineux, a été prouvé sur des extraits membranaires enrichis en PSI [51,68], ce qui
suggére que le mécanisme de tolérance du PSI in vivo pourrait étre de type'antioxydant.
D’autre part, des études récentes rapportent que les plantes sont capables d’induire
I’augmentation de 1’accumulation des polyamines (PAs) en réponse a différentes
conditions de stress [69]. Cette augmentation des contenus en PAs pourrait étre
impliquée dans leur réponse de tolérance aux stress. Plus précisément, I’accumulation
des PAs dans les chloroplastes suggére qu’elle joue un role important dans la protection
de l'appareil photosynthétique contre les stress abiotiques [70]. Toutefois, la
compréhension des effets et du mode d’action des PAs au niveau de la machinerie

hotosynthétique nécessite encore beaucoup d’investigations.
p g

1.10 Les polyamines biogéniques

Les PAs biogéniques sont des composés organiques formés de chaines carbonées
aliphatiques possédant au moins deux groupements amines (Figure 1.22). Les PAs les
plus répandues sont la spermine (Spm), la spermidine (Spd) et la putrescine (Put). La
Spm qui porte quatre groupes amines sur sa chaine carbonée est appelée aussi
tetraamine. Alors que la Spd et la Put portant trois et deux amines sont appelées triamine
et diamine respectivement. Ces PAs sont synthétisées dans les cellules eucaryotes
végétales et chez les algues vertes [71,72]. A pH physiologique, les PAs existent 4 1’état
protoné et sont associées avec plusieurs macromolécules dans les cellules. Cette

interaction permet de réguler la fonction de ces molécules et de contrdler, par
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conséquent, plusieurs processus physiologiques tels que la division cellulaire [73], la
stabilisation des acides nucléiques et des membranes [74], la sénescence [75] et la

réponse aux stress [69].

Putrescine

*H3N
W\N}{;

Spermidine
HATUAN
NN\ 5
Spermine

e RN
, \/\/ NH; NH;

Figure 1.22  Structure des polyamines biogéniques.

1.10.1 Métabolisme des polyamines
1.10.1.1 Biosyntheése

La synthése de la Spd et de 1a Spm dépend de la disponibilité de la Put (diamine),
qui elle-méme dérive de deux précurseurs différents, menant chacun a une voie de
synthése indépendante. La premiére voie consiste a une simple décarboxylation du
L-ornithine par ’enzyme ornithine décarboxylase (ODC). La deuxiéme voie permet de
synthétiser la Put a partir du I’arginine en utilisant I’enzyme arginine décarboxylase
(ADC) qui produit I’agmatine. Ce dernier va étre métabolisé par les enzymes agmatine
iminohydrolase (AIH) et N-carbamoylputrescine amidohydrolase (CPA) successivement
pour produire la Put (Figure 1.23). Ensuite, les deux autres PAs, Spd (triamine) et Spm
(tetraamine), dérivent de la Put par fixation d’un et deux groupes aminopropyles
respectivement. Ces réactions sont catalysées par des enzymes appelées spermidine

(SPDS) et spermine synthase (SPMS).
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Figure 1.23 Voies de biosynthése des polyamines biogéniques chez les plantes.
Enzymes de biosynthése: ADC: arginine décarboxylase, ODC :
ornithine décarboxylase, SPDS : spermidine synthase, SPMS : spermine
synthase et SAMDC : S-adénosyl-méthionine décarboxylase, dcSAM :
S-adénosyl-methionine decarboxylé [76].

Le groupement aminopropyle provient de la décarboxylation de S-adénosyl-
méthionine (SAM) catalysée par I’enzyme S-adénosyl-méthionine décarboxylase
(SAMDC) [76]. En plus de leur présence dans le cytosol, toutes les enzymes impliquées
dans la biosynthése de PAs (ADC, ODC et SAMDC) ont été mises en évidence dans les
chloroplastes de cellules végétales. Ce qui révele I’importance du métabolisme des PAs

dans le déroulement des processus photosynthétiques [77,72].

1.10.1.2 Conjugaison

Le contenu cellulaire en PAs peut aller de 1’ordre du micro-molaire a I’ordre du
milli-molaire. Il est régulé par les processus métaboliques : synthése, catabolisme et
transport entre les différents compartiments de la cellule. Le niveau des PAs est aussi

modulé par le processus de conjugaison aux macromolécules biologiques [78]. En effet,
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les PAs peuvent se trouver dans les cellules vivantes a ’état libre comme cation ou
conjuguées avec des molécules biologiques telles que ’ADN, ARN, phospholipides et
protéines. La concentration de PAs libres est régulée au niveau de la traduction et de la
transcription [79]. La conjugaison entre les PAs et les protéines des membranes
thylacoidales (LHC et Rubisco) via des liaisons covalentes, est assurée par 1’enzyme
transglutaminase (TGase) [80]. L’activité de la TGase est finement controlée par la
Kinetine pour ne pas induire la sénescence des feuilles [81]. De plus, I’incorporation des

PAs sur ces protéines est contrdlée par I’intensité de lumiére et le contenu en Ca®* [82].

En comparant quatre espéces végétales, Mappeli [83] montre que les pourcentages
des PAs libres et conjuguées solubles ou insolubles différent entre les feuilles et les
racines d’une méme plante dans des conditions standards. Aussi, les proportions des
trois PAs (Spm, Spd et Put) varient d’une plante & I’autre en réponse a différentes

intensités de lumiére UV-B.

1.10.1.3 Catabolisme

La dégradation des PAs chez les cellules végétales est réalisée grace aux enzymes
diamine oxydase (DAO) et polyamine oxydase (PAO). La DAO est une enzyme, dont
’activité est catalysée par un ion de cuivre. Elle oxyde préférentiellement la Put pour
produire I’ammoniaque, le HyO, et la pyrroline qui est directement métabolisée en acide
4-aminobutirique. Alors que la PAO est une enzyme a flavine qui oxyde les
groupements amines secondaires de la Spd et de la Spm, la dégradation de Spd et de
Spm par les PAO produit, en plus du 1,3-diaminopropane, I’acide 4-aminobutirique et
1-(3-aminopropyl)-pyrroline, respectivement pour les deux PAs [84]. La production du
H,0; est une caractéristique commune pour 1’oxydation de toutes les PAs biogéniques
(Figure 1.24). Le H,0, est considéré comme une molécule de signalisation en réponse

au stress oxydatif dans la cellule [85].



36

Putrescine 4-aminobutanal
Far ey | —_— NN
T 1 + 0, + HO _; NH CHO + NH, + R,
| DAO (diamine oxidase) |
Spermidine ‘.IMM 1,3-dramine propane
m,/v\?m * 0+ RO T M, GO N NS, + HY
| PAO (polyamine oxidase) J'
oA Sl I AN NN
NWAANH + 0, + HO T, KH GHO + - NH, S,  +  HY,
Spermine N-(3-aminopropyl) 1.3-diamine propane
4-aminobutanad

Figure 1.24 Voies de dégradation des ‘polyamines. Enzymes et produits de
dégradation [84].

1.10.1.4 Régulation du métabolisme des polyamines

Les niveaux d’accumulation des PAs chez les plantes dépendent de plusieurs
facteurs tels que I’espéce végétale, le stade de développement, I’intensité du stress et sa
durée [84]. Les variations des niveaux de PAs sont contrdlées par 1’activité des enzymes
de biosynthése (ADC, ODC et SAMDC) ainsi que par les enzymes de dégradation
(DAO et PAO). Les activités de ces enzymes sont régulées par la lumiére et fortement
dépendantes de la disponibilité de I’ATP [72,86]. Chez I’algue verte Chlamydomonas
reinhardtii, ’activité de I’ODC est autorégulée par le contenu intracellulaire en PAs
elles-mémes [73]. Aussi, les faibles concentrations de Spm et de Spd peuvent affecter

négativement la traduction de I’enzyme ODC [87].

1.10.2 Polyamines et stress environnementaux

Actuellement, il est connu que plusieurs espéces végétales peuvent stimuler leur
métabolisme de PAs sous conditions de stress et manifester une meilleure tolérance alors
que les plantes incapables d’augmenter leurs contenus en PAs se révelent plus sensibles
aux dommages causés par ces stress. Ceci suggére que la résistance des plantes nécessite
I’accumulation des PAs a des niveaux plus élevés que le niveau constitutif dans leurs
tissus. Pour cela, la modulation de la biosynthése de ces amines par différentes méthodes

constitue une alternative pour aider les plantes & augmenter leur tolérance.
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1.10.2.1 Application exogéne

L’application de PAs exogénes, a des concentrations physiologiques (1 mM) [88],
sur des plantes stressées a induit une augmentation de leur accumulation interne en ces
polycations. Cette accumulation a été accompagnée d’une amélioration de la réponse de

résistance des plantes comparativement aux plantes non traitées aux PAs. L’efficacité de
protection des PAs ajoutées a été observée contre différents types de stress tels que la
sécheresse, la salinité, les basses températures, le stress osmotique, les métaux lourds, et
les radiations ultra violettes [89-90]. En effet, ’ajout de PAs exogénes a permis de
réduire les symptdmes de la sensibilité chez les plantes, notamment, une diminution
ou une disparition compléte des dommages cellulaires et des chloroses. Aussi,
I’accroissement des PAs endogénes a pu stimuler I’activité photosynthétique et réduire
I’état du stress oxydatif. Certes, I’efficacité de la réponse de résistance dépend de

I’espéce végétale, de la nature du stress et de la nature de la PA appliquée [77,94-96].

Toutefois, si I’ajout de PAs exogénes protége la plante contre un stress a la fois, la
transformation génétique de plantes, qui permet de sur-exprimer des génes codant des
enzymes de biosynthése de PAs, pourrait améliorer leur tolérance & plusieurs stress.
Cette tolérance multiple est d’une importance majeure pour la plante transgénique,
surtout que dans la nature elle peut souffrir de plusieurs stress durant son cycle de vie

[97].

1.10.2.2 Stimulation de I’expression des génes

Sur le plan moléculaire, il a été rapporté que plusieurs stress environnementaux
peuvent induire un changement dans les niveaux d’expression des génes correspondants
aux enzymes de biosynthése de PAs [98-100]. En effet, ’accumulation de I’ARN
messager des génes codant pour les enzymes ADC, ODC et SAMDC a été stimulée sur
des disques foliaires en réponse au stress salin, a I’acidité ou a 1’application de H,O,
[99]. Ceci prouve bien I’activation du métabolisme des PAs en réponse aux variations
des conditions de croissance de la plante. Toutefois, le niveau d’expression des genes

dépend de plusieurs facteurs tels que I’espéce végétale et sa sensibilité au stress [70].
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La variabilit¢ des réponses est probablement modulée par différents facteurs, qui

induisent les genes, tel que I’acide absicique [101].

Des études récentes ont exploité certaines approches de la biologie moléculaire tel
que le génie génétique pour produire des plantes transgéniques capables de produire plus
de PAs que le génotype sauvage correspondant. Ainsi, il existe des plantes de riz, tabac
et tomate transgéniques capables de sur-exprimer les génes de I’ADC, I’ODC et du
SAMDC. Parallélement, a I’augmentation des niveaux d’accumulation de Spm, Spd et
Put, ces plantes présentaient un accroissement de leur pouvoir a tolérer différents stress
tels que la salinité, la sécheresse et le stress thermique, comparativement a leurs

homologues non transformés [93,102,103].

1.10.3 Polyamines et aspects de la réponse aux stress
1:.10.3.1 Protection de la croissance et de la photosynthése

L’importance physiologique des PAs dans la réponse des plantes aux stress suscite
beaucoup d’intérét dans la communauté scientifique depuis qu’il a été¢ démontré que ces
polycations disposent d’un pouvoir protecteur. En effet, les premiéres constatations
rapportent que I’augmentation des contenus endogénes en PAs chez les plantes stressées
induit une réduction de I’inhibition de la croissance et une augmentation de la biomasse
[99,104-106]. Cette réponse est accompagnée d’une amélioration des performances
photosynthétiques des plantes prétraitées a la Spm, Spd ou Put. Toutefois, le role de ces
PAs sur la photosynthése parait plus compliqué que sur les autres processus
physiologiques de la plante, car ils affectent différemment les multiples aspects de la
photosynthése. En effet, la Put se montre plus efficace que la Spm et la Spd dans
I’activation de la bioénergétique des membranes de thylacoides. Cette PA stimule la
production d’ATP suite & I’augmentation de I’utilisation d’énergie dans les complexes
photosynthétiques [107]. Alors que la Spm et la Spd stimulent mieux le processus du
NPQ et augmentent 1’efficacité de dissipation d’énergie au niveau du PSII. De plus, le
ratio Put/Spm associé aux antennes LHCIIs joue un réle important dans I’ajustement de

la taille de ces antennes et par conséquent leur fonctionnement. La diminution de ce ratio
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induit une augmentation de la taille des LHCIIs favorisant ainsi une dissipation efficace
de ’excés d’énergie lumineuse. Alors que dans le cas de I’augmentation du ratio
Put/Spm, la modification de la structure de 1’appareil photosynthétique induit une

meilleure utilisation de [’énergie [108,109].

D’autre part, il a été rapporté que la déficience en sels (Mg”", Cl et K¥) affecte
négativement [’activité photochimique du PSII dans les thylacoides suite a la
désorganisation de leur structure. Cependant 1’ajout de Spm, de Spd ou de Put restaure
I’empilement des thylacoides et par conséquent le fonctionnement du PSII. L’efficacité
d’action de ces PAs est relative a leur caractére polycationique. En effet, il a été révélé
que la Spm est plus efficace que la Spd, elle-méme plus efficace que la Put dans la
stimulation de I’efficience photochimique du PSII [110]. Ces résultats ont été confirmés,
récemment, par des études de microscopie électronique, qui ont montré que 1’ajout de
Spd ou de Spm empéche la perturbation de la structure des lamelles stromatiques au
niveau des thylacoides lors de stress salin. Ainsi, la structure des chloroplastes est
préservée et |’efficacité photosynthétique est améliorée, la productivité des plantes est

rétablie [89,106].

1.10.3.2 Roéle antioxydant

La majorité des stress abiotiques sont caractérisés par ’augmentation de I’état de
stress oxydatif dans les cellules. Par conséquent, la résistance des plantes aux stress est
généralement associée a leur capacité de réduire le stress oxydatif et de limiter ses
dommages. Dans ce contexte, il a été rapporté que I’application exogene de PAs est
accompagnée par une diminution de 1’accumulation des plusieurs ROSs générés par
différents stress [99,111]. Ceci peut étre expliqué par la réduction de !’inhibition de
Iactivité des enzymes antioxydantes (SOD, APX, GPX et CAT) comme il a été
démontré en présence de Put et de Spd [112]. Aussi, I’ajout de PAs exogenes a pu
inverser I’accumulation du malondialdehyde, produits de peroxydation des lipides, chez
des plantes de concombre exposées aux basses températures. Cette réponse de résistance

contre les symptomes du stress oxydatif est encore meilleure chez les plantes
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transgéniques sur-exprimant 1’enzyme SAMDC [93]. L’accumulation des PAs dans les
tissus végétaux permet donc de controler la génération des ROSs, ce qui empéche la

peroxydation des lipides et la dénaturation des molécules biologiques.

1.10.3.3 Stabilisation des membranes

La réduction de I’état du stress oxydatif chez les plantes stressées a pour
répercussion de stabiliser la structure des membranes photosynthétiques [75,99].
D’ailleurs, il a été démontré que la diminution de la peroxydation des lipides en présence
de PAs est accompagnée de la préservation de plusieurs protéines photosynthétiques,
telles que la protéine D1, D2, la protéine stabilisante du centre manganése du PSII, la
Cyt f et la PC [113,114]. En plus de leur réle dans la réduction des effets du stress
oxydatif, les PAs pourraient interagir directement avec les protéines de la membrane
thylacoidale grace a I’effet de leurs charges positives. En effet, I’interaction de ces
derniéres avec les charges négatives de certains constituants membranaires permet la
stabilisation de leur conformation [115]. De méme, il a ét€¢ démontré que la Spm est tres
efficace dans I’inhibition de 1’activité des protéases dans les extraits de feuilles. Cette
inhibition est due & un changement dans la conformation de ces enzymes suite a
I’interaction directe avec la tetraamine. Il en résulte une réduction de la dégradation des

protéines cellulaires dans I’extrait foliaire [116].

D’autre part, la préservation des protéines membranaires peut €tre expliquée par le
role que jouent ces PAs dans la modulation de leur synthése. En effet, une étude récente
a montré que I’application exogéne du Spd a atténué la diminution de I’ARN messager
des génes psbA et psbD observée sous conditions de sécheresse et de stress osmotique.
Aussi, cette PA a pu retarder la perte de leurs protéines correspondantes D1 et D2,
composantes essentielles du ceeur du PSII [104]. Ceci montre que les PAs agissent aussi
au niveau de la transcription des genes pour réguler le contenu en protéines

membranaires.
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L’aspect multifonctionnel de ces PAs dans la stabilisation de la composition
moléculaire de la membrane thylacoidale a incité certains chercheurs a approfondir
I’investigation concernant leur mode d’interaction avec le complexe du PSII. Cela
permettra de mieux comprendre le mode d’action exact de ces PAs dans la préservation

de I’intégrité membranaire.

1.10.4 Interaction des polyamines avec les protéines photosynthétiques
1.10.4.1 Site d’interaction

L’association des PAs avec les composantes de la membrane thylacoidale, telles
que les antennes LHCII et les protéines du cceur de PSII, montre leur implication dans la
régulation du fonctionnement de 1’appareil photosynthétique [117]. Des études récentes
ont approfondi leur recherche sur le mode et le site d’interaction de la Spm, la Spd et
la Put avec les protéines du complexe PSII, dans des expériences in vitro [118]. En effet,
des extraits membranaires enrichis en PSII ont ét€¢ exposés directement a des
concentrations variables (physiologiques et non physiologiques) de ces trois PAs. La
mesure du fonctionnement du PSII a été réalisée dans les conditions standards. Les
résultats obtenus révelent que I’application exogéne de ces PAs est suivie de leur
interaction avec les protéines du c6té luminal du PSII. Pour les concentrations
physiologiques, I’interaction des PAs avec les protéines du PSII ne semble pas affecter
le fonctionnement du complexe protéique. Par contre, lorsque les PAs sont ajoutées a de
fortes concentrations, elles inhibent 1’activité du transport d’électron dans le PSII. Cette
perturbation fonctionnelle a été attribuée a la perturbation conformationnel, voire méme,
au détachement de certains polypeptides du PSII tels que les protéines de masse
moléculaire 17, 23 et 33 kDa [119]. Toutefois, dans les conditions de photoinhibition,
seules les faibles concentrations de Spm se révelent bénéfiques pour la protection de
Iactivité du PSII. En effet, cette PA peut se fixer sur les parties hydrophobes des
protéines extrinséques du CDO, sensibles aux dommages oxydatifs, pour les stabiliser
[120]. Dans les mémes conditions, la Spm et la Put interagissent de fagon similaire avec

les antennes LHCIIs et empéchent leur détachement suite a 1’attaque des ROSs [121].
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1.10.4.2 Mode d’interaction

Le mode de fixation des PAs aux polypeptides du PSII a été étudié grace a la
technique spectroscopique du transformée de Fourier a infrarouge (FTIR). Cette
technique permet d’élucider les variations structurales des protéines du PSII et de son
complexe avec la polyamine. Les résultats obtenus montrent que 1’ajout de faibles
concentrations de PAs sur les PSII n’induit pas de perturbations structurales notables.
Alors que les fortes concentrations de PAs induisent un changement structural
remarquable, reflétant la désorganisation des différentes structures constituant les
protéines telles que les hélices «, les feuillets B et les coudes. Ce changement
conformationnel est dii a I’interaction électrostatique des PAs avec les polypeptides du
PSII via des liaisons hydrogéne (H) au niveau des groupes polypeptidiques C=0, C-N et
N-H [119,122].

1.11 Problématique

Il est bien établi que le PSI joue un rdle important dans le déroulement des
processus photosynthétiques. En effet, ce photosystéme assure la production du NADPH
nécessaire pour la fixation du CO, et dirige aussi le transport cyclique des électrons.
Bien que le PSI s’est avéré résistant & de nombreux stress environnementaux, dont la
photoinhibition ir vivo a tempérante ambiante, il devient sensible a basse température.
Les connaissances concernant les causes de sa sensibilité restent limitées, mais les
études effectuées suggerent I’inefficacité des mécanismes de sa photoprotection.
Toutefois, la tolérance du PSI dans les conditions ambiantes est attribuée a un

mécanisme qui n’est pas encore identifié.

D’autre part, I’augmentation de I’accumulation des PAs chez des plantes exposées
a différents stress abiotiques constitue une évidence de leur implication dans la réponse
de résistance a ces stress. Toutefois, beaucoup de considérations ont été accordées a
I’étude du réle joué par les PAs dans la protection du PSII [108,121], alors que peu

d'informations sont connues concernant leurs effets sur le complexe de PSI. De plus, des
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recherches approfondies ont été concentrées sur le mode d'interaction de ces PAs avec
les polypeptides du complexe PSII [119,123]. Néanmoins, il n'y a pas eu de rapport sur
le mode de liaison de PAs avec le complexe de PSI et I'effet de ces interactions sur sa
structure et son fonctionnement. Par conséquent, I'étude de l'interaction des PAs avec le
PSI est d'une grande importance. Elle permettra de comprendre le mécanisme d'action de
ces polycations et leur implication potentielle dans I'amélioration de la résistance du PSI,

contre le stress sous conditions physiologiques.

I1 est donc pertinent de se questionner sur la nature du mécanisme de résistance du
PSI in vivo et sur la relation qu’il pourrait y avoir avec ’accumulation de la Spm (et
autres PAs) chez les plantes. A quel niveau de la membrane photosynthétique agissent
les PAs et comment? Quelles sont les propriétés intrinséques qui déterminent leur role

protecteur?

1.12 Hypothése

Notre hypothése stipule que la Spm, et la Spd a moindre degré, interagissent
directement avec certaines composantes du PSI, probablement prés du site de génération
des ROSs au niveau du coté accepteur. Cette interaction permet de réduire 1’état de
stress oxydatif, induit par la photoinhibition, grace au caractere antioxydant de la Spm.
Mais aussi, la Spm pourrait stabiliser les protéines extrinséques du PSI grace a des

interactions électrostatiques.

1.13 Objectifs spécifiques

- Mise en évidence de la protection de 1’activité du PSI par la Spm contre la

photoinhibition.

- Détermination des mécanismes impliqués dans la protection et leurs modes

d’action.
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- Détermination du site d’interaction de la Spm avec les polypeptides du PSI ainsi
que la nature de I’interaction et son impact sur I’efficacité de protection contre la

photoinhibition.

1.14 Plan de travail

Pour confirmer notre hypothése, une partie de notre travail a été réalisée sur des
extraits de membranes thylacoidales de plants d’épinards (Spinacea oleracea L.)
photoinhibés in vitro a température ambiante, en |’absence et en présence de
concentrations variables de Spm. Des analyses biochimiques et spectroscopiques ont été
réalisées afin d’évaluer 1’activité du PSI et 1’état de stress oxydatif. L effet de la Spm a
été comparé a celui d’autres PAs biogéniques a savoir la Spd et la Put (différentes
propriétés physicochimiques). Et pour voir I’effet de la charge positive sur I’efficacité de
protection, I’effet de la Spm a été comparé a celui de la diaminodecane (Dd) et la
decylamine (Da) : deux PAs artificielles qui ont la méme taille que la Spm et différent

par leur nombre de charges positives.

Dans une deuxie¢me partie du travail, on a étudié I’effet protecteur de la Spm sur
des extraits de membranes enrichies en PSI afin de confirmer ou infirmer I’effet
protecteur observé. Ce systéme simple a été utilisé pour l'analyse de la variation de la
structure secondaire des protéines du PSI en présence de Spm grace a 1’absorption en
infrarouge par transformée de Fourier. Alors que la localisation du meilleur site de
fixation de la Spm dans le complexe du PSI est réalisée grace a la modélisation

moléculaire.
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CHAPITRE 11

PROTECTIVE ACTION OF SPERMINE AND SPERMIDINE
AGAINST PHOTOINHIBITION OF PHOTOSYSTEM 1
IN ISOLATED THYLAKOID MEMBRANES

Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’une publication en anglais dans

la revue PLOS ONE, 2014, 9(11).

2.1 Résumé

Le but spécifique de ce chapitre est d’étudier [’action protectrice de
deux polyamines biogéniques qui sont la spermine (Spm) et la spermidine (Spd), et de
déterminer Jleurs mécanismes d’action potentiels dans la photo-stabilit¢ du
photosysteme I (PSI). Pour cette raison, l'activité de PSI a été mesurée dans des
membranes des thylakoides isolées puis exposées a de fortes intensités de lumiére, en
I’absence et en présence de différentes concentrations de Spm et de Spd. Nos résultats
montrent que le prétraitement des membranes de thylacoides avec Spm et Spd réduit
considérablement l'inhibition de la consommation d'oxygéne, les taux de photo-
oxydation de P700 et l'accumulation des ions superoxydes (O;) induits par le stress
lumineux. La Spm semble étre plus efficace que la Spd dans la préservation de la photo-
stabilité du PSI. La corrélation entre les niveaux de la protection du PSI, I’inhibition du
photosystéeme II (PSII) et I’inhibition de la génération des O,  a révélé que la photo-
protection du PSI est assurée par deux mécanismes qui dépendent de la concentration de
la polyamine ajoutée. Compte tenu de leur caractére antioxydant, ces polyamines
peuvent éliminer directement les O, générés dans la solution de membranes
thylacoidales. Le role antioxydant a été observé & une concentration physiologique
(1 mM). Cependant, pour les concentrations d’ordre non physiologique la capacité des
polyamines a protéger le PSI est due a leur effet inhibiteur sur le transfert des électrons

au niveau du PSII.
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ABSTRACT

The photo-stability of photosystem I (PSI) is of high importance for the
photosynthetic processes. For this reason, We studied the protective action of two
biogenic polyamines (PAs) spermine (Spm) and spermidine (Spd) on PSI activity in
isolated thylakoid membranes subjected to photoinhibition. Our results show that pre-
loading thylakoid membranes with Spm and Spd reduced considerably the inhibition of
O, uptake rates, P700 photooxidation and the accumulation of superoxide anions (O;)
induced by light stress. Spm seems to be more effective than Spd in preserving PSI
photo-stability. The correlation of the extent of PSI protection, photosystem II (PSII)
inhibition and O  generation with increasing Spm doses revealed that PSI photo-
protection is assumed by two mechanisms depending on the PAs concentration. Given
their antioxidant character, PAs scavenge directly the O, generated in thylakoid
membranes at physiological concentration (1 mM). However, for non-physiological
concentration, the ability of PAs to protect PSI is due to their inhibitory effect on PSII

electron transfer.
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INTRODUCTION

Plant productivity is highly dependent on the integrity of the photosynthetic
apparatus. In the thylakoid membranes, the apparatus is composed mainly of 4 supra-
molecular protein complexes: photosystem II (PSII), photosystem I (PSI), cytochrome
be/f (Cyt be/f) and ATP synthase. These complexes are responsible for the
photochemical transformation of light energy into chemical energy resulting into the
production of NADPH and ATP possessing high reducing power. Excitation of PSII
with light produces electrons, protons and oxygen via water oxidation. The electrons are
transferred to PSI through the transporters of the thylakoid membranes to reduce
NADP". In addition, the protons are used by ATP synthase for adenosine triphosphate
(ATP) formation [1]. NADPH and ATP are then used to assimilate CO, for sugar

production via Calvin-Benson cycle.

However, excess light may affect photosynthetic processes such as the rate of
electron-transport, oxygen evolution, and ATP production [2-6]. The damaging effect of
light on photosynthetic activity is known as the photoinhibition process (PI). It is well
established that the two photosystems may be targets for PI in vivo and in vitro under
various environmental conditions. It was reported that PSI is more resistant at ambient
temperature; the mechanism of this resistance is not yet well understood [7-13].
Although PSII is known to be more sensitive than PSI, it has been demonstrated that the
inhibition of PSI is more deleterious to plants. This is not only due to the slow rate of its
recovery but also due to its involvement in PSII repair as PSI is thought to provide the

proton gradient required for ATP synthesis [14-16].

To avoid the strong damaging effects of light on photosynthetic membranes, plants
have developed several protective mechanisms involving physical (alteration of leaf
blade orientation), physiological (non-photochemical quenching) and biochemical
changes (e.g, accumulation of enzymatic and non-enzymatic antioxidants) [5,17-21].
Therefore, understanding these survival mechanisms presents a broad bearing on many
fields including the development of photo-resistant plants. Nowadays, it is well known

that oxidative stress constitutes the most important factor of the PI [22-24]. During this
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process, light, oxygen and electron transport induce the production of reactive oxygen

species (ROSs) such as singlet oxygen ('0,), superoxide anion (O,), hydrogen peroxide
(H203) and hydroxyl radical (OH’). These species are mainly generated in PSI, but their

damaging effects were observed even at the PSII level [15]. The oxidative stress may
induce functional and/or structural modification of thylakoid membrane proteins to
engender their damage [15,22,25,26]. The most important line of defense against the
oxidative stress implicates the enzymatic antioxidant system called water-watér cycle
[27]. This cycle is composed of several reactions which scavenge O,  and H;O,. It
involves the enzymes superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX), two
enzymes located in the stroma and in the acceptor side of PSI [28,29].

Recently, it has been observed that plants significantly increase the amount of
various polyamines (PAs), such as spermine (Spm), spermidine (Spd) and putrescine
(Put), under stress conditions [30-33]. For example, chilling temperatures can stimulate
the S-adenosylmethionine decarboxylase, an enzyme implicated in PAs synthesis. The
enhancement of PAs levels under stressful conditions may decrease plant susceptibility
to photoinhibition [34]. Biogenic PAs are produced in the chloroplast and occur under
free or conjugated forms [35,36]. The conjugation of PAs is catalyzed by an enzyme
named transglutaminase. This enzyr:rle catalyses the incorporation of PAs into thylakoid
and stromal proteins such as the light harvesting complex (LHC) and the large subunit of
Rubisco [27,38,39]. Recently, Hamdani et al. [40] have investigated the beneficial role
of some amines (Spm, Put and methylamine) as photo-protectors of PSII in vitro. It was
found that only Spm showed photo-protective effect. This finding is considered
important in understanding the mechanism of plant photo-adaptation in the presence of
Spm. As PSI is also susceptible to photoinhibition under some conditions, it is
reasonable to assume that PAs such as Spm could also exert a protective function against
PSI photoinhibition. It is, therefore, of interest to determine the specific effect and to

elucidate the photo-protective mechanism of these PAs.

The protective action of PAs against various stresses such as salt stress, UV-B

radiation, ozone, heavy metal, or osmotic stress, is largely reported in the literature
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[41-45]. Most of these studies suggested that PAs protected plant cells via a direct
interaction with their components or indirectly via its antioxidant role. However, the
mechanism of their action is not yet fully understood. We provide here an insight on the
mode of action of these PAs in protecting PSI activity in isolated thylakoid membranes.
The measurements of electron transport, P700 photooxidation, and O, accumulation
have been carried out to assess the effect of two PAs, with different positive charges and
carbon chain, namely Spm and Spd on thylakoid membranes subjected to high light
intensities. The structure of the two PAs is presented below:

"HsN - (CHz)3- NH2" - (CHz)sa - NH3’

Spermidine

*HsN - (CH2)3 - NH3" - (CH2)4 - NH3* - (CHz)3 - NH3"

Spermine

The results of this study showed that the activity of electron transport in PSI was
significantly protected by the addition of these PAs even below 1 mM. The photo-
protective effect increased with PAs concentration to reach a maximum at 7 mM. We
also observed that the generation of O, in thylakoid membrane preparations was

considerably reduced in the presence of the two PAs.

MATERIALS AND METHODS
Thylakoid membranes isolation

Thylakoid membranes were isolated from fresh market spinach (Spinacia
oleracea L.). Dark-adapted leaves were homogenized in a Tricine-NaOH buffer (50 mM
pH 7.6) containing 400 mM sorbitol, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl; and 0.1% ascorbic
acid. The suspension was filtered with miracloth tissue and centrifuged at 2550 g for

7 min. The pellet was then suspended in a same homogenization medium but without
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sorbitol. Then the pellet was washed with MES-NaOH solution (20 mM, pH 6.2)
containing 15 mM NaCl, 10 mM MgCl,, and centrifuged for 7 min at 2550 g and 4°C.
Finally, the pellet was resuspended in Hepes-NaOH buffer (20 mM, pH 7.6) containing
400 mM sucrose, 10 mM NaCl, 2 mM MgCl; and 20 mM KCI [46]. The final thylakoid
membranes preparation was kept in the dark, and chlorophyll (Chl) concentration was

calculated following the procedure outlined in Porra et al. [47].

Photoinhibitory treatment and polyamines addition

The samples of thylakoid membranes, at 500 pg Chl mL™, were suspended in an
assay medium containing 20 mM Hepes-NaOH (pH 7.6), 20 mM KCIl, 10 mM NaCl and
2 mM MgCl,. Then, Spm or Spd solution was added at different concentrations. After
few minutes, the samples were illuminated by an intense white light (2000 umol of
photons m™ s™") from a 150 W quartz-halégen projector lamp for 30 min with continuous
stirring at 24°C controlled by water-bath.

Oxygen uptake rates

The PSI activity was estimated by the measure of oxygen uptake rates in thylakoid
membranes using an Oxylab system (Hansatech Instruments, Norfolk, England) at 24°C
as described by Carpentier et al. [48]. The electrode chamber contained two
compartments separated by a cellophane membrane. The activity of PSI was measured
with DCPIPH,; (2,6-dichlorophenol indophenol) as electron donor and methyl viologen
(MV) as a final electron acceptor. The assay medium was composed of the samples of
thylakoid membranes pre- or un-illuminated, at a final Chl concentration of 10 pg mL ™",
20 mM Tricine-KOH (pH 7.8), 10 mM KCl, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 50 uM 3-(3,4-
dichlofophenyl)—l,l-dimethylurea (DCMU), 500 pM MV, 1 mM NaN; 1 mM Na-
ascorbate and 100 uM DCPIP. The reaction mixture was constantly stirred with a
magnetic stirrer. After 1-min incubation, the reaction mixture was illuminated using a

150 W quartz-halogen projector lamp (500 pmol of photons m? s7). The PSI activity
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was expressed in terms of pmol of oxygen consumed per mg Chl per hour

(mg Chl-'h-").

Oxygen evolvement rates

Oxygen evolution by PSII in thylakoid membranes was measured using an Oxylab
system at 22°C. The samples were prepared in a buffer containing 20 mM MES-NaOH
(pH 6.3), 1 mM NaCl, 0.5 mM MgCl,, 0.35 mM 2,6-dichlorobenzoquinone as a PSII
electron acceptor. Thylakoid membranes pre-incubated or not with Spm or Spd were
added to the buffer at the concentrations of 25 pg Chl mL™". The reaction mixture was
illuminated with saturating light and the rates of oxygen evolved were measured. The

results were expressed as the percentage of PSII inhibition.

P700 photooxidation

P700 photooxidation was monitored in thylakoid membranes as light-induced
absorbance changes at 820 nm at room temperature using the dual wavelength emitter
detector ED-P700DW connected via a PAM-101 fluorometer (Walz). The ED-P700DW
unit detects strictly the differential absorbance changes between 810 and 860 nm
peaking at 820 nm ascribed to the P700" radical absorption and removes the
plastocyanin absorbance changes. Far-red light (78 pmol m? s, that preferentially
excites PSI was obtained by passing the beam from a Fiber-Lite light source
(Microview, Thornhill, ON, Canada) through a RG-9 filter (Schott, Mainz, Germany).
The assay medium contained 20 mM Hepes-NaOH (pH 7.6), 20 mM KCl, 10 mM NacCl,
2 mM MgCl; and 500 pg Chi mL™'. The measurements were performed in the presence
of 100 uM DCMU and 50 pM MV to avoid reduction of P700 by linear electron flow
coming from PSII during measurements and to prevent charge recombination between

P700" and reduced acceptor side, respectively.
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Superoxide anions generation

The generation of superoxide anions was estimated by the reduction of nitro blue
tetrazolium (NBT) according to Beauchamp and Fridovich [49]. The NBT photo-
reduction assay was modified for use with photosynthetic membranes. Samples of
thylakoid membranes pre-incubated or not with different Spm and Spd concentrations in
Hepes-NaOH buffer (pH 7.6, containing 20 mM KCI, 10 mM NaCl and 2 mM MgCl,),
were mixed with 0.5 mM NBT solution. Upon illumination of the mixture at 24°C the
thylakoids generated the O, that reduces the NBT. The reduction of the yellow NBT
resulted in its transformation into the purple formazan. This reaction is called O, -
dependent NBT reduction. An aliquot of the un-illuminated or illuminated preparation
was diluted with the Hepes-NaOH buffer and the changes in optical density (OD) were
followed at 560 nm. The increase in the rates of NBT photo-reduction reflected the

accumulation of O, generated in the mixture.

RESULTS
Protective effect of polyamines on photo-damage of photosystem I
Effect of Spm and Spd on oxygen uptake rates

To investigate the effect of intense white light and two PAs on PSI activity, the
oxygen uptake rates were measured in isolated thylakoid membranes exposed to strong
illumination in the absence or presence of Spm or Spd. Reduced DCPIP was used as an
artificial electron donor and MV as an electron acceptor. As shown in Fig. 1A (curve
Ctrl), the initial oxygen uptake rate measured in control thylakoid membranes was
estimated to 525 pumol oxygen consumed mg Chl™' h". The rates of O, uptake gradually
decreased during the period of illumination. The loss of PSI activity was observed from
the first minutes of irradiance and was reduced by 61% after 15 min of illumination and
by 76% after 30 min. This inhibition of O, uptake indicated the perturbation of electron
transport through the thylakoid membranes and the dysfunction of PSI complexes
[11,50,51]. Fig. 1A also shows the measured O uptake rates in thylakoid membranes
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preloaded with normal and supra-physiological concentrations of Spm (1 and 2 mM) and
subjected to photoinhibition. The presence of Spm, a tetra-amine with four positive
charges, reduced the inhibition of O, uptake rates compared to photoinhibited control.
After 30 minutes of illumination, the photoinhibition of PSI declined from 76% to 67%
with 1 mM and to 60% with 2 mM (Fig. 1A, inset). The photo-protection was greater
with 2 mM Spm than for 1 mM. It is clear that the addition of exogenous Spm in
thylakoid membranes provided a protection to PSI against photoinhibition in vitro. This

result prompted us to investigate the response of PSI activity to increasing Spm doses.

To determine the concentration dependence of Spm that protected PSI activity, O,
uptake rates were measured in samples photoinhibited in the presence of increasing
doses of Spm. Surprisingly, the rates of O, uptake remaining after photoinhibition
greatly increased with Spm concentration (Fig. 1B). The maximal protective effect of
Spm was reached at a non-physiological concentration, i.e, 7 mM. Above that dose, the

rates of O, uptake decreased (data not shown). Rapport gmfa/f.com@

The comparison of the effect of Spm to that of Spd, a tri-amine with three positive
charges (Fig. 1B), showed that Spd also protected the O, uptake rates in a dose
dependent manner (Fig. 1B). However, the protective action of Spd was not as strong as
for Spm. The photo-protection of O, uptake rates at 7 mM by Spm and Spd was near
70% and 50%, respectively.

It is interesting to note that the addition of Spm exerted a slight stimulatory effect
on PSI activity in control samples even in dark (data not shown). This stimulation is
generally significant for Spm concentrations above 3 mM and reached 16% at 7 mM
Spm. Given that PSI activity is dependent on pH variation and the optimal activity is
reached at about pH 9 [52,53], the rise of pH in the thylakoid solution due to the
presence of high doses of PAs increased PSI activity in control sample. Nevertheless,
this Spm-induced stimulatory effect stayed much weaker compared to the photo-

protective effect (Fig. S1).
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Action of Spm and Spd on P700 photooxidation

To gain more information on the effect of strong white light and PAs (Spm and
Spd) on PSI reaction centers, we analyzed the P700 photooxidation. The oxidation
kinetics of P700 was measured in thylakoid membranes exposed to photoinhibition in
the absence or presence of different concentrations of the two PAs (Fig. 2). The kinetics
of the control sample (Fig. 2A, curve Ctrl) showed a fast initial photooxidation phase,
which occurred within 0.65 s, leading to a prolonged steady-state phase. This curve
represents the maximum photooxidizable P700 population obtained in the presence of
DCMU and MV. When compared to the control, the photoinhibited samples (Fig. 2A,
curve PI) showed a slower initial phase of photooxidation kinetics and the P700
oxidation reached its maximum after 3.7 s. The addition of 1 mM Spm increased
significantly the rate of P700 photooxidation observed after photoinhibition (Fig. 2A,
curve PI+Spm). The effect of Spd was less significant than that of Spm (Fig. 2A, curve
PI+Spd).

Fig. 2B illustrates the amount of active P700 (AA 820 nm): the fraction that can be
photooxidized. It shows a strong decrease of active P700 in photoinhibited samples
(Fig. 2B, PI+0) compared to the control. It should be mentioned that photooxidizable
P700 (%) in both PI+0 samples is supposed to be same, but the observed small variation
is due to the use of different extracts of thylakoid membranes. However, increasing the
doses of both Spm and Spd reduced the loss of active P700 compared to photoinhibited
samples. Strikingly, at 7 mM Spm, almost whole population of photooxidizable P700
was preserved against the strong illumination (Fig. 2B, PI+7). In contrast, the protective
effect of Spd on the level of P700" cation radical increased slowly compared to Spm in
the range between 1-3 mM. A strong protective effect was observed above 5 mM. As
observed with the O, uptake rates, Spm was more effective than Spd in protecting PSI

reaction center under photoinhibitory treatment.
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Inhibition of O, generation by Spm and Spd

The possible decrease in the generation of O, (the first precursor for the
generation of H,O, and OH') at the PSI acceptor side in the presence of PAs was

investigated using NBT as an O, chemical sensor. The measurements of NBT reduction,
monitored as changes in optical density at 560 nm, were carried out for control or PAs-
pretreated thylakoid membranes. It should be mentioned that a slight NBT reduction
(OD 560 nm = 0.010-0.015) was observed in the dark upon NBT addition to the
thylakoid membranes incubated or not with PAs. The increase of OD 560 nm in the dark
may be explained by a direct reduction of NBT by thylakoid membrane components via
an O-independent pathway. This process is usually observed with biological
membranes that contain some electron-transferring components that reduce NBT directly
[49]. However, under illumination, the O, -dependent NBT reduction strongly
dominates. To determine the O, -dependent NBT reduction, the values measured in the
dark were subtracted from the values of the corresponding illuminated sample. The
kinetics of NBT photo-reduction in thylakoid membranes photoinhibited either without
(Ctrl) or with PAs (Spm and Spd) are presented in Fig. 3. Our results showed an
enhancement of the NBT photo-reduction in the photoinhibited sample (Ctrl) with
increasing irradiation time, indicating the generation of the superoxide anions. In the
control sample, the superoxide anions are formed at an initial rate of 9.44 x 10”2 min™.
The rapid O,  generation explained the loss of PSI activity in the thylakoid membranes
under photoinhibition. However, when exogenous Spm (1 mM) was added to the
thylakoid solution, the rate of O, generation was reduced from 9.44 x 102 to 6.99 x
10? min™ (26%). Under the same conditions, 1 mM of Spd reduced the NBT photo-
reduction rate by 13.5% (8.17 x 102 min™). The inhibition of the NBT photo-reduction
by PAs revealed their O, scavenging character. This result also indicates that Spm is

more effective in reducing the O, accumulation than Spd.
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Correlation between PSI photo-protection, PSII inhibition and O, generation by
Spm and Spd

Given that Spm and Spd affect negatively PSII electron transfer in PSII sub-
membrane fractions [54], their effect on PSII activity in thylakoid membranes and their
consequences on PSI photo-protection were also studied. To estimate the effect of Spm
on PSII activity, thylakoid membranes were incubated with different PAs concentrations
in the dark and the inhibition of PSII activity is shown in Fig. 4A. The response of PSII
shows that the normal Spm dose (1 mM) did not exert a negative effect on the PSII
photochemical activity but, in the contrary, it slightly increased the PSII activity (=5%).
However, when the added Spm exceeded 1.5 mM, PSII inhibition progressively
increased and the total inhibition was observed at about 6-7 mM.

The correlation of PSII inhibition and PSI protection as expressed in terms of P700
photooxidation and O, uptake with Spm is illustrated in Fig. 4A. The results allowed us
to differentiate two phases with regard to inhibition of PSII activity. The first one is
observed for doses below 1.5 mM where the PSII activity is not greatly affected while
the PSI photo-protection readily increases. This effect of Spm on PSI activity may be
ascribed to the O, scavenging action as observed by the decrease of the rate of O,
production (Fig. 3). The second phase is observed for the concentrations higher than
1.5 M Spm and may be divided into two parts: (i) for doses between 1.5-3 mM, the loss
of PSII activity and the protection of P700 photooxidation increased, but the latter
stayed more prominent than the PSII inactivation, (ii) for Spm doses higher than 3 mM,
the inhibition of PSII electron transport and the protection of P700 photooxidation were
closely similar. On the other hand, the protection of PSI activity measured as O, uptake
rates also increased with the Spm added doses, but not to the same extent as P700
oxidation. These results suggest that Spm, depending on its concentration, can protect
PSI against PI by two different mechanisms: scavenging O, and by regulating PSII

electron transfer.

To better estimate the Spm concentration range for these mechanisms, we

measured NBT photo-reduction to determine the O, generated in the presence of
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different Spm doses (Fig. 4B). The results show that the initial rate of O, production
displayed a complex response depending on the concentration of Spm. When the doses
of Spm were below 1 mM, a significant decrease in the rate of NBT reduction was
observed. After that, the addition of 1.5-2 mM Spm to the thylakoid preparation
increased the rate of NBT reduction, but it did not surpass the control rate. Surprisingly,
at Spm doses higher than 3 mM, the rate of NBT reduction decreased sharply and
correlated well with PSII inhibition in dark (Fig. 4A). This indicates that at these Spm
concentrations the decrease of NBT reduction rate is due to the inhibition of electron
transfer from PSII to PSI by Spm. It is likely, that the concentration of Spm in the range
of 1.5-2 mM constitutes a transient phase between its roles as antioxidant and as a

regulator of PSII electron transfer.

To confirm the implication of decreasing PSII electron transfer in PSI photo-
protection, we measured the O; uptake rates in DCMU treated thylakoid membranes.
Our results (Fig. 5) demonstrate that, the total inhibition of electron transfer from PSII
to PSI by DCMU fully preserved PSI activity (O, uptake rates) during the first hour
of exposure to strong light. The decrease of the O, uptake was observed only after
prolonged period of illumination (120-180 minutes). The comparison of this result
with the loss of PSI activity in the absence of DCMU (Fig. 1A, curve Ctrl) clearly
demonstrates that the flux of electrons from PSII constitutes a prerequisite condition for

PSI inhibition.

In the case of thylakoid membranes treated with Spd, the inhibition of PSII activity
(Fig. 6A, curve PSII inhibition) showed a generally comparable response to that of Spm
(Fig. 4A, curve PSII inhibition). Up to 2.5 mM, Spd induced a greater stimulation of
PSII activity (20%) than Spm. It is known that PAs are associated with the components
of the thylakoid membranes and are considered as regulators of the photosynthetic
processes [43]. The activation of PSII electron transfer with addition of low PAs
concentrations to thylakoid membranes (Fig.4A and 6A) showed that the
microenvironment was changed. One plausible explanation for this stimulation is the

interaction of added PAs with photosynthetic membranes lacking their associated PAs as
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by the extraction procedure. This interaction could allow the restoration of the
appropriate protein structural organization for electron transfer. At 2.5 mM, the
protection of P700 oxidation and O, uptake did not exceed 12% and 7% respectively.
The inhibition of the electron transfer in PSII was observed only above 2.5 mM,
and increased rapidly to reach maximum (95%) at 7 mM. However, the protection of
P700 oxidation increased progressively with Spd concentration (85% at 7 mM). The
response of the O, uptake rates to increasing Spd concentrations was less important than
that of P700 oxidation (Fig. 6A) as for Spm. This is probably due to the sensitivity of
some membrane-bound electron carriers to the higher dose of polyamines. On the other
hand, the rate of NBT reduction decreased slowly at first between 0.5-3 mM Spd, but
then rapidly decreased for doses higher than 3 mM (Fig. 6B). Our results demonstrate
that the mechanisms of the photo-protection of PSI activity in thylakoid membranes are

similar for both Spm and Spd, and that they depend on the PAs concentration.

DISCUSSION

In the present work, we provide some evidence of the protective action of Spm and
Spd on the PSI activity in thylakoid membranes under photoinhibitory conditions. This
protection was observed when Spm and Spd were added at known physiological
concentration (1 mM) and also at higher doses of PAs. The potential mechanisms

implicated in the photo-protection of PSI activity are discussed below.

In this study we have shown that high light intensity affected rapidly the activity of
electron transfer in PSI under in vitro conditions as measured by the decrease of O,
uptake rates (Fig. 1A). The alteration of PSI activity by PI includes the decrease of the
electron transfer from the donor side of PSI (Cyt be¢/f and PC) to its acceptor side
[11,12,55,56]. In photoinhibited PSI sub-membrane fractions, Hui et al. [12] associated
the initial fast PSI inhibition to the detachment of the LHCI antenna. They considered
the loss of the peripheral LHClgg antenna as a photo-protective mechanism that
decreased excess energy transfer to PSI core. The important decline of PSI activity was

observed at the end of treatment (Fig. 1A at 30 min). At this stage, the inhibition of O,
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uptake is associated to a slow rate of P700 photooxidation and the loss of its active
forms as observed in Fig. 2. This latter perturbation reflects the breakdown of the PSI
reaction center (P700) that constitutes a common feature of PSI photoinhibition
[11,12,57]. Moreover, the investigation of the mechanisms of PSI photo-inactivation
relates its dysfunction to the degradation of the subunits of the acceptor side mainly the
PsaC, PsaD, and PsaE and/or the reaction center proteins (PsaA and PsaB)
[8,15,24,50,51].

The above functional and structural perturbations of the PSI complex are known to
be part of a photo-oxidative process [8,57]. Our results support the above idea as we
indeed demonstrated that O, generation (Fig. 3) was concomitant with the loss of PSI
activity (Fig. 1A, curve PI). However, the presence of Spm and Spd in the thylakoid
preparation provided a scavenging effect against O,  (Fig. 3). We suggest that exogenous
Spm and Spd can improve the antioxidant defense system reducing thereby PSI

inhibition (Fig. 1 and 2).

It is known that exogenous PAs can prevent the lipid peroxidation in
photosynthetic membranes and stabilize their proteins like cytochrome f, plastocyanin,
PSII manganese-stabilizing protein and D1/D2 proteins against different stress conditions
[32,45]. Generally, the generation of photo-oxidative stress in the photosynthetic
membranes under strong illumination follows the dysfunction of the antioxidant defense
system. Indeed, the antioxidant enzymes located near or at the PSI acceptor side (SOD
and APX) are deactivated and/or degraded by excess light [8]. Thus, if the ROSs
generation can be inhibited or the formed species can be scavenged before they attack
the polypeptides, the integrity of PSI will be preserved. In this context, it has been
reported that the improvement of the antioxidant system during in vifro experiments by
ROSs scavengers (SOD, catalase and n-popyl gallate) can preserve the PSI structure and
maintain its function against PI [15,24]. It was reported that PAs can contribute to the
improvement of the Hallywell-Asada pathway in vivo [58]. As mentioned above, it is
shown here that PAs exert a scavenging effect against O, (Fig. 3). Also, it is possible
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that PAs can protect the antioxidant enzymes located in the PSI stromal side against

photo-degradation, thus preserving their function.

Contrary to the artificial scavengers like n-propyl gallate, we may hypothesize that
the biogenic PAs can contribute to a natural strategy to enhance the antioxidant defense
system. Our results provide evidence for the O, scavenging by Spm and Spd in
photosynthetic membranes. Indeed, we observed that the PAs-O," scavenging action is
present and exclusively ascribed to antioxidant character of these PAs at concentration

of 1 mM. These results are consistent with several works which reported that PAs can
directly scavenge O, and OH’, and quench chemically-generated 'O, under in vitro

conditions [59,60]. Based on electron paramagnetic resonance, nuclear magnetic
resonance and mass spectroscopy studies, Ha et al. [59] demonstrated that OH

scavenging occurred in reactions of Spm oxidation.

Recent study reported that over-expression of PAs in thylakoid membranes
stimulates the thermal dissipation of absorbed light energy in LHCII of tobacco plants
[39]. The quenching of Chl fluorescence may decrease the accumulation of singlet
excited state of Chl (Chls*), resulting in a drop of triplet excited states (*Chls*) reducing
thereby the pathway for the generation of 'O,. On the other hand, Khan et al [60]
showed that Spm quenches 'O, via a charge-transfer process to protect DNA. The rate
constant for the formation '0,-Spm is higher than that of '0,-DNA. Similar processes

may be implicated in the protection of PSI against PI.

To better assume these roles, Spm and Spd must be in a very close proximity to
the sites of their action. The interaction of PAs with thylakoid membranes is likely
ensured by their polycationic nature. Despite that the two PAs presented a similar
pattern in protecting PSI against PI, we observed that Spm is more effective than Spd.
The little difference observed between the two PAs may be attributed to the difference in
their chemical properties such as the number of their positive charges (four for Spm and
three for Spd). This feature allows them to interact with the negatively charged stromal
side of thylakoid membranes [61]. The most positively charged PAs bind more strongly



72

to protein carboxylic groups compared to the least ones [62]. This electrostatic
interaction can stabilize the protein structure, leading to the preservation of thylakoid
membrane integrity and function [61,63]. Furthermore, the electrovalent attachment of
PAs to thylakoid membranes may concur to their close proximity of the sites of ROSs

generation to better assume their antioxidant role.

The strong inhibition of PSII activity by PAs is shown in Fig. 4A and 6A. The
inhibition of electron transfer at Cyt be/f protects the photosynthetic membranes against
photo-oxidative stress [64]. Similarly, when PAs fully inhibit PSII activity (7 mM), the
O, scavenging is solely due to a decrease of electron flow towards the acceptor side of
PSI. In the range of concentration between 1.5 and 7 mM a clear distinction between PSI
protection against PI due to the above inhibition of superoxide formation and direct
scavenging of O, by PAs cannot be performed. However, the greatest part of the
protective action can still be attributed to PSII inhibition by the PAs. The inhibition of
PSII activity observed with non-physiological doses of Spm or Spd (Fig. 4A and 6A)
was considered harmful when the activity of PSII was studied separately in isolated
thylakoids or PSII sub-membrane fractions [65]. But, in vivo, when PSII pumps
electrons to the PSI complex under stress conditions, the importance of PSII deactivation
must be taken into account. Especially, when the PSII repair and PAs biosynthesis are
finely controlled and require PSI activity to fulfill the need for ATP. This point of view
is important in the understanding of the importance of PSI resistance to photoinhibition

in vivo.

CONCLUSION

We report in this study that exogenous application of Spm or Spd on thylakoid
membranes resulted in the preservation of PSI activity against PI under in vitro
conditions. The mechanisms of PSI photo-protection minimized the PI-induced
oxidative stress. This is clearly due to a direct O, scavenging by PAs at physiological
concentration and/or due to the inhibition of electron transfer from PSII towards PSI at

higher doses.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Changes in the O, uptake rates in thylakoid membranes during 30 min of
photoinhibition (A) in the absence (Ctrl) or presence of 1 or 2 mM Spm. Inset:
percentage of photoinhibition in presence of 1 and 2 mM of Spm in thylakoid

membranes, from the experiment of Fig. 1A.

(B) Comparison of the effect of increasing the Spm and Spd concentration on O, uptake
rates in thylakoid membranes after 30 min of illumination. Control rate in the dark

(Fig. 1A) was 525 pmol O; mg Chl h'", and the results are a mean of 9 assays.

Figure 2. P700 photooxidation in thylakeid membranes after 30 min of
photoinhibition (A) Original traces of the Far-Red light-induced P700 photooxidation
monitored as absorbance changes at 820 nm in the samples of thylakoid membranes
either control (Ctrl) or photoinhibited for 30 min (PI) in the absence of PAs. PI+Spm
and PI+Spd curves represent respectively, the absorbance changes at 820 nm in
thylakoid membranes photoinhibited in presence of 1 mM Spm or Spd. The arrow
indicates the switching on of Far-Red light (78 pmol m™ s™"). Each trace is the average
of six measurements.

(B) Variation of the amount of photooxidizable P700 (AA 820 nm) in the thylakoid
membranes either control (Ctrl) or photoinhibited for 30 min (PI+0) in the absence of
PAs. PI+1, PI+2, PI+3, PI+5 and PI+7 represent the percentage of photooxidizable P700
in photoinhibited samples in presence of varying concentrations (1-7 mM) of Spm and

Spd. Each value is the average of six measurements.

Figure 3. NBT photo-reduction in the absence or in presence of Spm and Spd. The
changes in the optical density at 560 nm following NBT photo-reduction in thylakoid
membranes preparation subjected to photoinhibition in the absence or presence of 1| mM
Spm or Spd as a function of time (during 15 min). Each value is the average of six

measurements.
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Figure 4. Correlation of the PSI protection, PSII inhibition and NBT-photo-
reduction in the presence of Spm. (A) Effect of increasing Spm doses on (i) inhibition
of PSII in control thylakoid membranes (in dark) and (ii) protection of PSI activity after
30 min photoinhibition, expressed as percentage of P700 photooxidation and O, uptake
obtained from the experiments of Fig. 1B and Fig. 2B and calculated using the following

formula:
((PI +Spm) - PI)*100/ (Ctrl - PI)

Were PI + Spm is the photoinhibited sample in presence of Spm, PI is the photoinhibited
samples and Ctrl is the control.

(B) The variation of the initial rate of NBT photo-reduction in thylakoid membrane
preparations subjected to photoinhibition in the absence or presence of increasing Spm

doses. The rates were obtained as described in Fig. 3.

Figure S. Photo-protection of PSI activity by DCMU. The measurement of O, uptake
rates in thylakoid membranes treated with 1 mM DCMU and exposed to photoinhibition
for 180 minutes. The results are expressed as normalized values of O, uptake rates. Each

value is the average of six measurements.

Figure 6. Correlation of the PSI protection, PSII inhibition and NBT photo-
reduction in presence of Spd (A) Effect of increasing Spd doses on (i) inhibition of
PSII in control thylakoid membranes (in dark) and (ii) protection of PSI activity after
30 min photoinhibition, expressed as percentage of P700 photooxidation and O, uptake
obtained from the experiments of Fig. 1B and Fig. 2B, and calculated using the

following formula:
((PI+Spd)—PI)*100/ (Ctrl - PI)

Were PI + Spd is the photoinhibited sample in presence of Spd, PI is the photoinhibited

samples and Ctrl is the control.
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(B) The variation of the initial rate of NBT photo-reduction in thylakoid membrane
preparations subjected to photoinhibition in the absence or presence of increasing Spd

doses. The rates were obtained as described in Fig. 3.
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SUPPORTING INFORMATION LEGEND

Figure S1. Comparison of the variation of O, uptake rates in control (Ctrl) and
photoinhibited (PI) samples preloaded or not with 7 mM Spm. Ctrl: control, Ctrl+7 mM
Spm: control loaded with 7 mM Spm, PI: photoinhibited, PI +7 mM Spm:
photoinhibited in the presence of 7 mM Spm. Each value is the average of six

measurements.
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CHAPITRE 111

EFFECT OF BIOGENIC POLYAMINE SPERMINE ON THE STRUCTURE
AND FUNCTION OF PHOTOSYSTEM 1

Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’une publication en anglais dans la revue :

Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology (2014), 141: 76-83.

Rapport- gratuit.com @
3.1 Résumé

Le but spécifique de ce chapitre est de localiser les sites de liaison de la spermine
(Spm) avec les protéines de fragments membranaires enrichis en PSI et d’étudier
I'impact de cette interaction sur la photoprotection de ce complexe protéique. Pour cela,
l'activité du PSI et la modification des structures secondaires de ses protéines ont été

étudiées en utilisant des méthodes spectroscopiques et de modélisation moléculaire.

Nos résultats ont montré qu’a forte concentration, la Spm est capable d’interagir
avec les polypeptides des membranes enrichies en PSI (via des ponts hydrogeéne) et
induit des changements conformationels majeurs dans les structures des protéines. On a
observé une réduction des hélices-a de 52 % a 42 % et une augmentation des feuillets-3
de 26 % a 29 %. Cependant, la polyamine ne modifie pas de maniére significative la
photooxydation du P700 dans l'échantillon du contrdle, et protége considérablement
l'activité photochimique du PSI contre ’excés de lumiere. Par ailleurs, les changements
de conformation des protéines coincident avec une inhibition importante des taux de
consommation d'oxygéne par la Spm, en présence du donneur artificiel d’électron :
TMPD réduit. Ce qui révéle que la plastocyanine, protéine du c6té donneur du PSI,
constitue une cible principale pour l'inhibition par cette polyamine. La photoprotection
de l'activité photochimique du PSI peut étre alors expliquée par la stabilisation des
polypeptides stromatiques du PSI par la Spm. En effet, les résultats de la modélisation

moléculaire montrent que la Spm est capable de se fixer a des acides aminés de
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caractéres hydrophile et hydrophobe au niveau des polypeptides du coté accepteur du
PSI. Aussi, la présence de plusieurs liaisons de type hydrogene joue un role important

dans la stabilisation du complexe Spm-PSI.
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3.2 Deuxiéme article scientifque

Effect of biogenic polyamine spermine on the structure and

function of photosystem I

Hnia Yaakoubi, Imed Hasni, Heidar-Ali Tajmir-Riahi* and Robert Carpentier*

Groupe de Recherche en Biologie-Végétale, Université du Québec a Trois-Riviéres,

Trois-Riviéres, Qc, G9A 5H7, Canada

Keywords: PSI sub-membranes fractions, spermine, photoinhibition, FTIR,

spectroscopy, modeling

Abbreviations: Spm, spermine; PSI, photosystem I; NADPH, nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate; A0, primary acceptor chlorophyll; A1, phylloquinone; Fx, iron
sulfur cluster; FNR, ferredoxin NADP reductase; LHCI, PSI light harvesting complexes;
PSII, photosystem II; Cyt bg/f, cytochrome be/f complex; PC, plastocyanin; SOD,
superoxide dismutase; APX, ascorbate peroxidase; Chl, chlorophyll, DCMU, 3-(3,4-
dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea; TMPD, “N,N,N,N’ -tetramethylphenylenediamine; As,
ascorbate; MV, methyl viologen; FTIR, Fourier Transform Infra Red.
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ABSTRACT

We located the binding sites of spermine (Spm) to PSI sub-membrane proteins and
the impact of this interaction on the photoprotection of PSI activity, using spectroscopic
methods and molecular modeling. Our results showed that at high Spm content the
polyamine binds PSI polypeptides through H-bonding and induces major protein
conformational changes with the reduction of a-helix from 52 to 42% and an increase of
the p-sheet from 26to 29%. However, polyamine did not affect significantly the
photooxidizable P700 in control sample and considerably protects it against strong
illumination. On the contrary, protein conformational changes coincide with an
important inhibition of O, uptake rates by polyamine, which revealed that the protein of
the PSI donor side plastocyanin is a main target for Spm inhibition. The photoprotection
of PSI photochemical activity may be due to the stabilization of the PSI stromal
polypeptides by Spm as shown by the docking results. Spm binds to different amino
acids with hydrophilic and hydrophobic characters, while the presence of several

H-bondings stabilizes Spm-PSI complexation.

INTRODUCTION

Spermine (Spm) is a biogenic polyamine implicated in numerous physiological
processes including in photosynthesis [1]. Its association with the thylakoid membranes
revealed its importance in the regulation of the activity of their components including
probably PSI. The PSI super-complex is an essential constituent, defined as a
plastocyanin-ferredoxin oxidoreductase responsible for NADPH synthesis [2]. The
structural analysis of this photosystem revealed the existence of numerous polypeptides
such as PsaA to PsaN. The largest polypeptides called PsaA and PsaB constitute the PSI
core proteins. They bind the chlorophyll of PSI reaction center (P700) and other electron
carriers (A0, Al and Fx). The final electron acceptors Fa and Fg are located in the PsaC
polypeptide on the stromal side of the thylakoid membrane. The PsaC is linked, in one
hand to PsaD that fixes ferredoxin, and on the other hand to PsaE that fixes ferredoxin
and PC. The other polypeptides are not directly implicated in the electron transfer
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through PSI, but they play cofactor roles. In the periphery of the PSI core, the LHCI
antenna captures the light and transfers it to P700, where charge separation occurs [3-5].
After charge separation in the PSI reaction center, the electrons produced by water
oxidation in PSII reduce P700 chlorophylls via Cyt be/f complex and PC. Besides its
importance in driving the linear electron transfer as described above, the PSI is
implicated in the driving of cyclic electron transport [6-7]. This latter process is
generally stimulated under stress conditions; it oxidizes the acceptor side of PSI and
reduces its donor side [6-9]. Moreover, the cyclic electron transport is able to provide
ATP to thylakoid membranes under limited conditions. The ATP synthesised by the

cyclic pathway may be involved in numerous process as reported [10].

Generally, PSI is not considered sensitive to environmental stress [11-12] and very
little is known about the mechanism of its resistance under ambient conditions.
Nevertheless, some studies demonstrated that PSI may be a target for light stress under
specific conditions, like chilling-temperature and in isolated photosynthetic materials
[13-15]. Furthermore, since the discovery of PSI sensitivity in plants, the mechanism of
PSI inactivation ir vivo and in vitro has received large consideration [16-18]. It is known
that the oxidative stress constitutes the main origin of PSI photodamage. Indeed, ROSs
generated in the PSI acceptor side, affected firstly the PSI acceptor proteins, then the
chlorophylls and the proteins of PSI reaction center [18-20]. The investigation of the
mechanism of PSI repair under photoinhibitory conditions revealed that the recovery-
rate of photo-damaged PSI is very slow, and in some cases the damage is irreversible
[21-23]. For this reason, the photoinhibition of PSI could have serious consequences for

the photosynthetic efficiency [24].

The investigation of the PSI-protective mechanisms, under light stress, revealed
that the cyclic electron transfer may decrease the over-reduction of PSI acceptor side
reducing the excitation pressure [8,25,26]. On the other hand, the studies undertaken on
the enzymatic antioxidant systems (SOD and APX) are not in full agreement with its
effectiveness in protecting PSI [27-30]. Furthermore, little is known about the
implication of the non-photochemical quenching of the LHCI-antenna in PSI-
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photoprotection [31-32]. All these strategies do not explain the effectiveness of its
resistance in vivo at ambient conditions. In recent years, attention was focused on the
importance of the role played by polyamines in the protection of PSII against stress
[33-35], but little information is known regarding polyamine effect on the PSI complex.
On the other hand, extensive research has been concentrated on the interaction mode of
polyamines with the PSII complex and its polypeptides such as LHCII and 33 kDa
proteins [36-39]. Nevertheless, there has been no report on the binding mode of
polyamines with the PSI complex and the effect of such interaction on PSI structure and
function. Therefore, the investigation on the interaction of polyamines with PSI is of a
major importance to understand the mechanism of action of these polycations and their
potential implication in the improvement of the PSI resistance to stress under

physiological conditions.

We report the multiple spectroscopic results and docking study of the interaction
of spermine with isolated PSI sub-membrane fractions in order to determine its binding
mode and the impact of its interaction on the PSI activity under standard and
photoinhibitory conditions. In addition, the effects of polyamine-PSI complexation on

the protein stability and conformation are reported here.

MATERIALS AND METHODS
Isolation of PSI sub-membrane fractions

PSI sub-membrane fractions were isolated from fresh market spinach (Spinacia
oleracea L.) according to the procedure of Harnois et al. [40]. Dark-adapted leaves
were homogenized in a Tricine-KOH buffer (pH 7.8). After several successive
centrifugations, the final pellet was suspended in Tricine-KOH buffer (20 mM, pH 7.8)
containing, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl, and 10 mM KCI. The stromal lamella obtained
contains all the components of PSI complex with 260 Chl/reaction center, besides to the
Cyt bg/f complex and PC. PSI sub-membrane fractions were kept in the dark and Chl

concentration was calculated following the procedure outlined in Porra et al. [41]. We
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chose to use PSI sub-membrane particles as a simple functional system to get a better

insight into the action of Spm on the PSI complex.

Spermine application and photoinhibitory treatment

Samples of PSI sub-membrane fractions diluted at 200 pg Chl mL’' were
suspended in an assay medium containing Tricine-KOH buffer (20 mM, pH 7.8). Then,
spermine solution was added at different concentrations (0, 1, 3, 5 and 10 mM) and
incubated for few minutes. After that, samples were illuminated by an intense white
light (2000 pmol m? s generated by quartz-halogen projector lamp (150 W) with
continuous stirring at 24°C. The illuminated samples were used for the measurement of

PSI photochemical activity.

O, uptake rates measurement

O, uptake rates in PSI sub-membrane fractions were determined using an Oxylab
system (Hansatech Instruments, Norfolk, England) at 24°C as described by Carpentier
et al. [42]. The PSI activity was measured with TMPD/Asc as an artificial electron
donor system and MV as a final electron acceptor. The assay medium was composed of
PSI un- or illuminated samples at various period of time, at a final Chl concentration of
10 pg mL™*, 20 mM Tricine-KOH (pH 7.8), 10 mM KCl, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
10 uM DCMU, 500 uM MV, 1 mM NaNj3, 5 mM Na-ascorbate and 100 uM TMPD. The
reaction’ mixture was illuminated using a 150 W quartz-halogen projector lamp

(500 umol m? s1). The O, uptake rates were expressed as the percentage of control.

Measurement of P700 photooxidation

P700 photooxidation was monitored as light-induced absorbance changes at
820 nm (AAgy) at room temperature using the dual wavelehgth emitter detector
ED-P700DW connected via a PAM-101 fluorometer (Walz). The ED-P700DW unit
detects strictly the differential absorbance changes between 810 and 860 nm peaking at
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820 nm ascribed to the P700" radical absorption and removes the plastocyanin
absorbance changes. Far-red light (78 pumol m™ s, that preferentially excites PSI was
obtained by passing the beam from a Filtre-Lite light source (Microview, Thornhill, ON,
Canada) through a RG-9 filter (Schott, Mainz, Germany). During the measurement of
absorbance changes, the sample was used at a concentration of 75 pg Chl mL™ in an
assay medium contained Tricine-KOH buffer (20 mM, pH 7.8). The measurements were
performed in the presence of 3 mM MV to prevent charge recombination between P700"

and reduced acceptor side.

Analysis of protein conformation

Analysis of the secondary structure of PSI proteins and its Spm complexes was
carried out on the basis of the procedure previously reported [43]. The protein secondary
structure is determined from the shape of the amide I band, located around
1650-1660 cm™. The FTIR spectra were smoothed and their baselines were corrected
automatically using Grams Al software. Thus the root-mean square (rms) noise of every
spectrum was calculated. By means of the second derivative in the spectral region
1700-1600 cm™ five major peaks for PSI protein and complexes were resolved. The
above spectral region was deconvoluted by the curve-fitting method with the Levenberg-
Marquadt algorithm and the peaks corresponding to a-helix (1658-1650 cm™), B-sheet
(1640-1613 cm™), turn (1678-1663 cm™), random coil (1648-1641 cm™) and
[-antiparallel (1685-1679 cm™) were adjusted and the areas were measured with the
Gaussian function. The areas of all the component bands assigned to a given
conformation were then summed up and divided by the total area [38, 44]. The curve-
fitting analysis was performed using the GRAMS/AI Version 7.01 software of the
Galactic Industries Corporation.

Molecular modeling

The docking studies were performed with ArgusLab 4.0.1 software (Planaria
Software LLC; http://www.arguslab.com). The structure of plant PSI was drawn from
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the reported coordinates [45] (PDB entry: 3BZ1) and the Spm three-dimensional
structures were generated from PM3 semi-empirical calculations using Chem3D Ultra
6.0. The docking runs were performed on the ArgusDock docking engine using high
precision with a maximum of 150 candidate poses. The conformations were ranked
using the Ascore scoring function, which estimates the free binding energy. Upon
docking of Spm to PSI, the current configurations were optimized using a steepest
descent algorithm until convergence, within 40 iterations, and amino acids residues

within a distance of 3.5 A relative to Spm were involved in the complexation.

RESULTS
Effect of Spm on the absorbance changes at 820 nm in PSI sub-membrane fractions

Before studying the protective action of Spm on the photochemical activity of PSI
sub-membrane fractions against photoinhibition, the response of P700 photooxidation to
exogenous application of the tetra-amine was analysed. P700 photooxidation is known
to estimate the relative photochemical activity of PSI and is measured by the changes of
absorbance at 820 nm [8]. This assay is chosen to determine whether Spm affects the
PSI function independently from the photoinhibitory treatment. Fig. 1 shows the original
traces of far-red light-induced (78 pmole m™ s'l) increase in absorbance changes at
820 nm measured in PSI preparations, in the absence of additive (trace Ctrl) or in the
presence of various doses of Spm (traces 1, 3 and 5 mM). The traces of the Ctrl
presented a positive change in the absorbance at 820 nm reflecting the rate of P700
photooxidation of the sample. The addition of exogenous Spm to the PSI sub-membrane
fractions slightly decreased the rate of P700 photooxidation similarly for all the applied
doses (1, 3 and 5 mM). The total amount of the photooxidizable P700 was not
significantly altered by the presence of the tetra-amine. Above 5 mM, we observed a
weak stimulation of the photooxidizable P700 probably due to an increase of pH due to
Spm [46].

—
W,
S
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Effect of Spm on O; uptake rates in photoinhibited PSI sub-membrane fractions

In order to study a potential protective action of Spm on PSI electron transfer
under photoinhibition, we measured the oxygen uptake rates in isolated PSI sub-
membranes fractions pre-treated or not with increasing Spm doses and subjected to high
light intensities. We first measured the effect of prolonged illumination on the O, uptake
rates in control samples (Fig. 2A), using the electron donor system TMPD/Asc which
provides electron to PC. Fig. 2A shows that the O, uptake rates decreased rapidly for the
first few minutes of illumination (5 minutes). This may be due to the detachment of
some LHCI antenna as reported [15]. Then, the loss of PSI activity slowly declined until
40 minutes. After that, the drop of the O, uptake rates increased and almost 45% of the
initial activity was lost after 90 minutes of irradiation. This indicated the impairment of

electron transport through PSI due to the alteration of its constituent proteins [15,18].

The effect of pre-loading the PSI sub-membrane fractions with increasing Spm
concentrations on the activity of 60 min-photoinhibited samples in shown in Fig. 2B.
The O, uptake rates were reduced by about 25-30% after 60 min of illumination in the
absence of Spm. However, with 0.5 mM Spm the activity was reduced by only 10%. At
concentrations above 1 mM, Spm did not exert a significant protective action on the O,
uptake rates in the photoinhibited samples. In contrasts, Spm above 1 mM increased the
inhibition of the O, uptake rates under excess light. With 5 mM Spm, the drop of PSI
activity was about 85% compared to the control. These results indicate that Spm can
preserve the PSI activity measured as O, uptake against photoinhibition only at low
concentration in the PSI sub-membrane fractions but some sites sensitive to Spm are

present in the electron transfer chain.

Effect of Spm on absorbance changes at 820 nm in photoinhibited PSI sub-
membrane fractions

To gain more information on the effect of Spm on photoinhibited PSI we analysed
the P700 photooxidation kinetics. The kinetics were measured in the absence or presence

of 5 mM Spm, a dose that coincided with a strong inhibition of the O, uptake rates in
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photoinhibited samples (Fig. 2B). Fig. 3A (Ctrl) shows a fast initial photooxidation
phase, leading to a prolonged steady-state phase. This trace represents the maximum
oxidized P700 population obtained in the presence of MV. As observed in Fig. 1, the
presence of S mM Spm in PSI sub-membrane fractions did not significantly alter the
amount of active P700 (Fig. 3A, Ctrl +Spm). However, the exposure of PSI sub-
membrane fractions to strong white light (2000 pmole m™ s'l) reduced considerably the
rate of P700 photooxidation (Fig. 3A, PI) compared to the untreated control (Ctrl).
These results are in agreement with previous studies that reported the sensitivity of the
PSI reaction center to high light stress [8,13,14]. Indeed, the decline of these absorbance
changes under photoinhibition coincided with the alteration of the P700 reaction center
complex and/or the PSI electron acceptors such as Ao, Al, FA, FB and Fx [14]. The
addition of 5 mM Spm before photoinhibitory treatment greatly suppressed the loss of
the rate of P700 photooxidation (from 35% to 6% after 50 min of irradiation) (Fig. 3A,
PI+Spm) compared to samples photoinhibited without Spm. We noted also that with
Spm the photoxidizable P700 continued to increase during the illumination with far-red

flash.

In order to assess the stability of this protection over the treatment of
photoinhibition, we measured the amount of active P700 in the presence of 5 mM at
various intervals of time. Our results (Fig. 3B) revealed that, in absence of Spm, the
photoxidizable P700 continued to decrease over the time of illumination to reach 45%
after 90 minutes. However, preloading the PSI sub-membrane fractions with 5 mM Spm
preserved significantly the photoxidizable P700 until the end of the treatment. The
decline of active P700 population did not exceed 10%. The photoprotection of the PSI
reaction center by Spm reflect also the stability of the proteins of the acceptor side and

consequently the PSI complex against the photodamaging stress.

FTIR spectra of Spm-PSI sub-membrane fractions complexes

The infrared spectra of the free PSI sub-membrane fractions and their Spm
complexes are shown in Fig. 4. The amide I bands at 1656 (mainly C=O stretch) and
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amide II bands at 1545 cm™ (C-N stretching coupled with N-H bending modes)
[38,43,44,47], are sensitive to the protein complexation and changes in the secondary
structure and widely used for studying protein conformation. The changes of the protein
amide I and II bands in the presence of Spm cation indicate major polyamine-protein
interaction. Similarly, the infrared self-deconvolution with second derivative resolution
enhancement and curve-fitting procedures [43] were used to determine the protein

secondary structures in the presence of polyamine (Fig. 4 and Table 1).

Upon addition of Spm, protein amide I at 1656 showed shifting towards lower
frequencies (Fig. 4). In addition major intensity increases were observed for amide I
band as the spermine concentration increased from 1 to 5 mM (Fig. 4). The spectral
changes observed are due to Spm cation binding to protein C=0, C-N and NH groups
(hydrophilic interaction). However the spectra changes observed for the amide I band
are also coming from alterations of protein conformation upon Spm interaction. A
quantitative analysis of the PSI protein secondary structure and its Spm complexes has
been carried out and the results are shown in Fig. 4 and Table 1. The protein
conformation in PSI sub-membrane fractions includes 52% a-helix (1654 cm™),
26% f-sheet (1623 cm™), 9% turn structure (1665 cm™) and 13% [-antiparallel.
(1681 cm™) as previously reported [48]. Upon Spm cation interaction (10 mM), a major
decrease of the a-helix from 52 % (free PSI) to 40%, coinciding with an increase of
[-sheet from 26% to 28%, turn from 9% to 14%, and S-anti from 13% to 18% were
observed (Fig. 4 and Table 1). The major decrease of a-helix can be attributed to a

partial protein unfolding upon Spm complexation.
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To predict the binding site of Spm in PSI, we used the docking experiment in
which the preferred spermine binding sites are located. The docking results showed Spm
binding to different amino acids with both hydrophobic and hydrophilic characters
(Fig. 5 and Table 2). The presence of several H-bondings between Spm and amino acids
stabilizes the Spm-PSI complexation. The free binding energy of Spm-PSI complex
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(- 6.68 kcal/mol) shows spermine-protein interaction is spontaneous at room temperature
(Table 2). The Spm bindings to PSI proteins are rather different from those of Spm-PSII

complexes [35].

DISCUSSION

The objective of this study is to investigate the binding mode of Spm to the PSI
sub-membrane fractions and to evaluate its action on the photo-protection of PSI
activity. To our knowledge, this is the first study that reports the modification of the
secondary structure of the PSI sub-membrane fractions by the biogenic polyamine
spermine. Our results demonstrate that Spm can interact with PSI sub-membrane
fractions and protect the PSI photochemical activity against photoinhibition. To explain
these results, it should be noted that the PSI sub-membrane fractions contain the Cyt bg/f

complex and PC proteins in its donor side.

The decrease of the a-helix content and the increase of the other protein structural
components indicate significant conformational changes induced by Spm in whole or
part of the PSI sub-membrane fractions polypeptides. Our results show that Spm can
interact with PSI polypeptides (H binding) through C=0O groups. The structural changes
did not profoundly affect P700 photooxidation that presented only a slight retardation of
the rate of P700 oxidation without decreasing the amount of active P700 (Fig. 1). The
little decrease of the rate of P700 oxidation may be explained by the increase of the
intermolecular distance between some polypeptides in PSI complexes [48] due to Spm
interaction. This is confirmed by the docking analysis that demonstrated the preferred
site of Spm interaction is located between the PSI core proteins (PsaA, PsaB and
cofactors) and the proteins of the stromal acceptor side (PsaC, PsaD and PsaE).
Moreover, the unchanged photooxidizable P700 suggested that high doses of Spm did
not inhibit the proteins in the acceptor side of PSI under standard conditions. However,
this interaction was found to be beneficial for the protection of the PSI reaction center
(P700) under high light stress (Fig. 3) and consequently to the PSI electron acceptor
chain, usually affected by photoinhibition [14,15]. This photoprotection observed in the
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presence of Spm may be related to a direct stabilization of the PSI polypeptides.
Generally, it is known that PAs regulated the function of biological membranes [49].
Also, they can preserve the thylakoid membranes integrity and function under stress
condition [50]. On the other hand, this stabilization may be due to the antioxidant
character of Spm [51-53]. Indeed, the presence of the tetra-amine at or near the site of
ROSs generation (FA and FB located on PsaC) likely favoured the ROSs scavenging
before they damage the PSI polypeptides. Thus, the interaction of Spm with the PSI
acceptor side was not harmful for the function of the PSI complex and requires slight

conformational changes.

To explain the major modifications of protein structure induced by Spm in the PSI
sub-membrane fractions, we suggest that the polyamine may interact with other sites, in
the PSI donor side. The measured O, uptake rates using the TMPD/Asc (PC electron
donor) showed that 5 mM of Spm accentuate the inhibition of electron transfer
compared to the photoinhibited control (Fig. 2B), while the P700 is preserved. This
indicates clearly that PC protein constitutes a sensitive binding site for Spm, especially
in PSI sub-membrane fractions where this luminal protein is directly exposed to the
polyamine. The strong inhibition of the O, uptake rates by Spm (Fig. 2B) with
TMPD/Asc as artificial electron donor to PC is consistent with the major conformational
changes of the structure of the PSI sub-membrane fractions (Fig. 4). In fact, PC is
known as a mobile protein located in the lumen side of the thylakoid membranes and
transfers electron from Cyt be/f to P700 [54]. Further, the function of PC may be
influenced by the physicochemical variation of its micro-environment [55] such as
induced by the presence of Spm. On the other hand, given the importance of
conformational change induced by Spm, we cannot exclude the possibility of Spm

interaction with the Cyt bg/f complex as well.

CONCLUSION

The results of the present study revealed that the interaction of Spm with PSI sub-

membrane fractions can induce major conformational changes without altering the PSI
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photochemical activity (P700 photooxidation). Docking results showed that Spm binds
to different amino acids with hydrophilic and hydrophobic characters and the presence
of several H-bondings stabilizes Spm-PSI complexes. Moreover, this interaction can
provide a protection for the PSI under high light stress. The major structural
modifications observed by FTIR analysis were likely related to proteins of the PSI
electron donor side. The measure of the O, uptake rates showed the sensitivity of PC to
the high doses of the polyamine. The generated information is helpful in understanding

the mechanism of PSI resistance to light stress at ambient conditions.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Original traces of light-induced increase in absorbance at 820 nm measured in
isolated PSI sub-membrane fractions in the absence of Spm (Ctrl) or in the presence of
1, 3 and 5 mM Spm. Samples were preloaded with 3 mM methyl viologen to prevent
recombination between P700" and reduced PSI acceptors. The results are mean of

6 assays.

Figure 2. (A) Changes in the rates of O, uptake in PSI sub-membrane fractions during
90 min of intense illumination. The measurements were made with TMPD/Asc system
as an artificial electron donor. (B) Effect of increasing the Spm concentrations on the O,
uptake rates in PSI sub-membrane fractions subjected to strong illumination for

60 minutes. The results are mean of 6 assays.

Figure 3. (A) original traces of light-induced increase in absorbance at 820 nm
measured in isolated PSI sub-membrane fractions in the absence of Spm (Ctrl) and
photoinhibited samples (PI) or in the presence of 5 mM Spm (Ctrl+Spm) and
photoinhibited samples (PI+Spm). (B) Variation of the amount of photooxidizable P700
according to the time of photoinhibition in the absence (PI) or in the presence of 5 mM

Spm (PI+Spm). The results are mean of 6 assays.

Figure 4. Curve-fitted amide I band in the region (1700-1600 cm™) and the secondary
structure of free PSI sub-membrane fractions and their Spm complexes (Spm added at 1,
3,5 and 10 mM).

Figure 5. Best conformation for spermine docked to the PSI structure (PDB entry
3BZ1). '
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Tablel. Secondary structure analysis (FTIR) of PSI sub-membrane fractions and their

Spm complexes at different polyamine concentrations

Conformation (%)

Amide I
Components Conformation Spermine (mM)

(em™) 0 1 3 5 10
1679-1685  B-Antiparallel 13 15 15 18 18
1663-1678  Turn 9 10 10 11 14
1650-1658  a-Helix 52 46 46 42 40
1641-1648  Random 0 0 0 0 0

1613-1640  B-Sheet 26 29 29 29 28
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Table 2. Amino acid residues involved in spermine—PSI interaction with the free

binding energy for the best selected docking positions

AG binding
Complexes Residues involved in the interaction
(kcal/mol)
GIn-721, Glu-705, Glu-1141%, Glu-1144,
. *
Spm— PSI His-1142, Leu-11407, Lys-1143, Lys-1273, 668

Asn-1698, Lys-1721, Phe-1696, Trp-1695,
Tyr-1694*, Val-1722

* Hydrogen bonding reported with this residue
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Figure4
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Figure 5
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CHAPITRE IV

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

4.1 Conclusion générale

Le contexte général de cette étude concerne la compréhension des mécanismes de
protection de 1’appareil photosynthétique, lequel constitue une cible pour de nombreux
stress environnementaux. Notre étude s’est penchée plus particuliérement sur
I’implication des PAs biogéniques qui sont connues pour leurs réles biologiques variés
dans la croissance des plantes (division cellulaire, développement, sénescence, etc.). Une
stimulation de 1’accumulation des PAs a été observée chez plusieurs espéces végétales
soumises a des conditions de stress. Leur association a la réponse de tolérance des
plantes a donc été suggérée. Par conséquent, I’investigation de leur réle potentiel dans la
régulation de I’activité photochimique des plantes suscite beaucoup d’intérét. D’ailleurs,
la protection de plusieurs aspects photosynthétiques tels que 1’assimilation de CO,, le
contenu en pigments chlorophylliens et I’ultrastructure des chloroplastes a été rapportée.
Malgré que ces polycations induisent une réponse positive sur tous ces phénomeénes, les

connaissances concernant leurs mécanismes d’action précis sont limitées.

L’objectif principal de cette thése est d’examiner I’implication possible des PAs au
cceur des mécanismes qui protégent naturellement le PSI contre la photodégradation a
température ambiante. Les résultats obtenus ont permis de caractériser 1’action
protectrice de la Spm sur I’activité photochimique du PSI sous conditions de stress
lumineux et d’élucider les modes d’action impliqués dans sa photoprotection. Nos
résultats ont permis aussi de déterminer le site d’action de cette polyamine ainsi que la
nature de son interaction avec les constituants du complexe PSI. On peut dire que
I’ensemble des résultats obtenus confirme !’atteinte de nos objectifs spécifiques, et
montre 1’importance de I’action des PAs dans la protection de I’activité photochimique

du PSI contre les effets de photoinhibition.
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4.1.1 Investigation de I’action protectrice de la Spm sur le PSI sous conditions de
photoinhibition

4.1.1.1 Investigation de I’action protectrice de la Spm et de la Spd

Le chapitre II traite 1’étude de I’action protectrice de la Spm et de la Spd sur
’activité photochimique du PSI dans des membranes de thylacoides. Tout d’abord, nous
avons évalué I’impact de ’application d’une forte intensité de lumieére sur I’activité
du PSI dans des extraits de membranes thylacoidales in vitro. L’activité générale de
transport des électrons & travers le PSI a été déterminée par mesure de la consommation
d’0O; en utilisant le donneur artificiel d’électrons: 2,6-dichlorophenol indophenol
(DCPIPH;) au niveau du Cyt f. Puis, ’activité spécifique du PSI a été estimée par
la mesure du changement d’absorbance a 820 nm suite a la photooxydation de la
chlorophylle spéciale P700 par un flash de lumiére rouge lointain. Nos résultats
montrent que [’application d’une forte intensité de lumiére sur des extraits de
membranes thylacoidales durant 30 minutes induit une diminution importante de la
consommation d’Oy qui atteint 75 % a la fin du traitement (Figure 1A, chapitre II).
Parallélement, le taux de photooxydation de P700 ainsi que la quantit¢ de P700
photooxydable ont été clairement réduits (Figures 2A et 2B, chapitre II). Cette réduction
de P’activité photochimique du PSI est une caractéristique de la perturbation du
fonctionnement générale du PSI sous I’effet de la photoinhibition [1].

L’analyse de I’état du stress oxydatif dans I’échantillon photoinhibé révéle que
I’inactivation du PSI est accompagnée d’une accumulation excessive de plusieurs
ROSs tels que le O,,, H,O, et OH mesurés par la photoréduction du nitro-bleu de
tétrazolium et la fluorescence du dichlorofluoréscine (Figure 3, chapitre II et Figure 4.1).
L’inhibition de I’activité du PSI est donc expliquée par I’oxydation de ses polypeptides,
notamment les protéines du c6té accepteur (PsaC, PsaD, PsaE) et les cofacteurs
d’oxydoréduction (P700, Ao, Al, Fx, FA et FB) par ces ROSs. Dans les conditions de
stress extréme, survient alors la dégradation des protéines du coeur (PsaA et PsaB)

aboutissant & un endommagement total du PSI [2,3]. Nos résultats constituent une
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preuve directe de ’implication des ROSs dans I’inactivation de PSI et confirment donc

les données de la littérature.
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Figure 4.1  Accumulation du peroxyde d’hydrogéne (H,0O;) et du radical hydroxyle
(OHY) durant la photoinhibition des membranes des thylacoides, mesuré
par fluorescence du dichlorofluoréscine.

Avant d’aborder I’investigation de ’effet photoprotecteur de la Spm sur le PSI,
nous avons examiné la réponse de ce photosystéme a des concentrations croissantes de
cette PA dans les conditions standards (& 1’obscurité). Il est intéressant de mentionner
que les résultats obtenus révélent que I’ajout de fortes concentrations (5-7 mM) de Spm,
a la solution des thylacoides, n’affecte pas négativement le fonctionnement du PSI
(Figure S1, chapitre II). Ces résultats different de ce qui a été rapporté avec I’étude de
I’impact de ces mémes doses de PA sur le complexe du PSII. On en déduit que le PSI est

plus résistant aux variations des niveaux de PAs dans le chloroplaste que le PSII.

Ensuite, nous avons étudié I’influence de 1’ajout d’une dose physiologique (I mM)
et non-physiologique (2 mM) de Spm sur des échantillons de membranes de thylacoides

exposés a une forte lumiére pendant 30 minutes. Les résultats obtenus montrent que le
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prétraitement des échantillons avec la Spm réduit I’inhibition de la consommation d’O,
(Figure 1A, chapitre II) et de la photooxydation du P700 (Figure 2A, chapitre II). Elle
induit aussi une diminution des taux de génération de 1’0, dans les thylacoides
photoinhibés (Figure 3, chapitre II), ce qui révéle que la présence de Spm dans la
solution des thylacoides a pu préserver le fonctionnement d’une fraction des PSI suite &
la stabilisation de leurs constituants contre les dommages de la photoinhibition. Ceci
concorde bien avec la tendance générale de I’implication des PAs dans la protection de

’appareil photosynthétique [4,5].

Vu le manque de connaissances dans la littérature concernant I’effet des PAs sur le
PSI, nous avons cherché 2 identifier la concentration optimale de Spm qui fournirait une
protection maximale de son activité. Pour cela, nous avons évalué la réponse du PSI
dans des échantillons de membranes thylacoidales incubés avec des concentrations
croissantes de Spm, puis exposés a une forte illumination dans les mémes conditions.
Les résultats obtenus montrent que la protection de la consommation d’O, (Figure 1B,
chapitre II) et de la photooxydation du P700 (Figure 2B, chapitre II) s’accroit au fur et a
mesure que la dose de Spm ajoutée a 1’échantillon augmente. La protection de I’activité
du PSI atteint un maximum a une concentration de 7 mM Spm. Cette réponse est
associée a une diminution considérable de 1’accumulation de O, (Figure 4B, chapitre II)
et par conséquent des ROSs qui en dérivent (H,0, et OH’). Ainsi, la protection du PSI
peut étre expliquée par la stabilisation de ses protéines suite & la réduction des
dommages induits par le stress oxydatif. Toutefois les résultats rapportés dans cette
étude montrent clairement que les degrés de photoprotection du PSI induits par la Spm
sont de loin supérieurs a ceux observés pour le PSII photoinhibé dans des conditions
similaires [5]. Il en est de méme pour les niveaux de concentration appliqués sur

I’échantillon et qui dépassent les limites physiologiques.

D’autre part, pour voir si cette réponse est spécifique a la Spm ou elle constitue
une caractéristique générale aux PAs biogéniques, nous avons comparé |’effet protecteur
de la Spm a celui de la Spd et de la Put sur le PSI dans des thylacoides photoinhibés. Il

s’est avéré que I’ajout de Spd aux mémes doses que la Spm induit une réponse
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comparable, mais d’une moindre importance (Figures 1B et 2B, chapitre II). La
protection du fonctionnement du PSI en présence de Spd est aussi due a la réduction des
effets du stress oxydatif (Figure 6B, chapitre II). Cependant, I’addition de Put aux
membranes de thylacoides n’induit pas d’effet protecteur significatif pour toute la
gamme de concentrations testée (Figure 4.2). Ainsi, on peut considérer la Spm comme la
meilleure pour la protection du fonctionnement du PSI. D’ailleurs, & 7 mM, seule la Spm
a pu préserver totalement 1’activité de photooxydation du P700. Ceci laisse suggérer que
la différence dans 1’action de ces PAs peut étre reliée a certaines de leurs propriétés

physicochimiques (qui seront détaillées dans une section ultérieure).
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Figure 4.2 Comparaison de Deffet protecteur de la spermine (Spm), la
spermidine (Spd) et de la putrescine (Put).
La figure montre les taux de consommation d’oxygéne mesurés dans les
membranes de thylacoides photoinhibées en présence de concentrations
croissantes de ces trois polyamines.

En conclusion a cette partie, nos résultats rapportent pour la premiére fois une
protection spectaculaire de 1’activité du PSI contre la photoinhibition in vitro, avec des

concentrations non physiologiques de Spm et de Spd. L’importance de la réponse de



123

protection du PSI dans des membranes de thylacoides nous a incités a investiguer
davantage les mécanismes de protection de ces PAs et de comprendre le réle de la
concentration. Cela permettra de savoir si la protection a forte concentration résulte de

I’effet d’un seul mécanisme ou si elle en implique plusieurs.

4.1.1.2 Caractérisation des mécanismes d’action de la Spm et de la Spd dans la
photoprotection du PSI

La protection de I’activité du PSI dans les membranes de thylacoides par la Spm et
la Spd est accompagnée par une réduction de ’accumulation des ROSs générés par
I’exces de lumiére au niveau du PSI. Plus précisément, ’ajout de dose physiologique
(1 mM) de Spm ou de Spd a réduit la génération de O, (Figure 3, chapitre II) qui
constitue le précurseur de formation d’autres espéces telles que H,O, et OH'. Ce résultat
montre que 1’action protectrice de ces PAs est due & une amélioration du systéme de
défense antioxydant. Cette amélioration est, probablement, attribuée au caractére
antioxydant des PAs comme il est rapporté dans la littérature [6]. Par ailleurs, on
n’exclut pas la possibilité que la réduction des ROSs pourrait étre due a la protection,
par les PAs, de ’activité des enzymes antioxydantes associées aux PSI (SOD et APX).
En effet, ces enzymes sont souvent désactivées par ’excés de lumiére, et constituent la

cause de 1’augmentation du stress oxydatif dans le matériel photosynthétique [7].

La préservation du fonctionnement du PSI en présence de doses non
physiologiques de Spm et de Spd est aussi associée a une réduction importante de 1’état
du stress oxydatif dans I’échantillon photoinhibé (Figure 4B et 6B, chapitre II).
Toutefois, la réduction de ’accumulation d’O;” implique un autre mécanisme différent
du précédent, dont le degré de participation dépend de la dose de PA ajouté. Ce
mécanisme consiste a inhiber le transport d’électrons du PSII vers le PSI par les PAs, ce
qui diminue la source de génération d’O;". Cette constatation a été fondée sur le fait de
I’implication du PSII dans le fonctionnement du PSI (grace aux électrons qu’il lui
fournit) mais aussi, sur la sensibilité du PSII aux fortes concentrations de Spm et de Spd
observée dans des membranes enrichies en PSII [8]. Cette suggestion est confirmée aussi

par 'analyse de la corrélation des résultats de I’inhibition du PSII par les deux PAs
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(mesurée dans des membranes de thylacoides a 1’obscurité) avec la protection du PSI
(exprimée en photooxydation du P700 et en consommation d’O,) et I’inhibition de
I’accumulation du O, (Figures 4 et 6, chapitre II). Cette analyse a été réalisée pour
une méme gamme de concentration (1-7 mM). La corrélation a permis de distinguer
deux phases correspondantes aux mécanismes suggérés dans la protection du PSI:
antioxydant direct (& concentration physiologique =1 mM) et inhibiteur de PSII (a
concentration non physiologique > 1,5 mM). Toutefois, pour les concentrations d’ordre
non physiologique, on n’exclut pas le fait que le mécanisme antioxydant soit aussi
impliqué dans la protection du PSI, en plus de I’inhibition du PSII (a I’exception de la
dose 7 mM Spm). En ce qui concerne les résultats de I’accumulation de O, les
deux phases sont séparées par une zone intermédiaire ol on a noté une augmentation
de la génération de O, & des concentrations aux alentours de 2 mM Spm. Cette
augmentation semble étre une perturbation due au chevauchement des deux mécanismes

suggérés.

L’implication de I’inhibition du PSII dans la protection du PSI contre les effets de
la photoinhibition a ¢été confirmée par I’utilisation du 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea (DCMU) comme inhibiteur artificiel du transport d’électron au niveau
du PSII. En effet, le prétraitement des thylacoides avec 1 mM DCMU a induit la
préservation totale de I’activité du PSI pendant une période d’illumination de 30 minutes
(Figure 5, chapitre II). Ces mesures ont permis de déduire que la protection de la
photooxydation du P700 a 7 mM Spm est due & I’inhibition totale du transport
d’électrons en provenance du PSII (Figure 4A, chapitre II). L’effet indirect de la Spm
dans la protection du PSI peut étre considéré comme une forme de régulation de

transfert d’électrons entre les deux photosystémes.

4.1.1.3 Importance du nombre de charges positives dans la photoprotection du PSI

La différence dans ’efficacité de protection entre les trois PAs (Spm, Spd et Put)
est probablement reliée & la différence de leurs propriétés intrinséques a savoir le

nombre de charges positives, comme il a été rapporté par Hamdani et ses collaborateurs
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[5]. Ces auteurs ont suggéré que plus le nombre de charges positives de la PA est élevé,
plus sa liaison avec les protéines est forte et, par conséquent, sa réactivité est importante.
Par analogie, on rapporte que la Spm avec quatre charges positives (4+) est plus efficace

que la Spd a trois charges (3+) et la Put & deux charges (2+).

Pour confirmer I’influence de la charge positive sur la protection du PSI, nous
avons comparé |’effet protecteur de la Spm a celui de deux PA artificielles qui sont la
Dd et la Da. En effet, ces trois PAs sont des analogues de taille (10 carbones) qui
different seulement par le nombre de charges positives : 4+, 2+, et 1+ respectivement
pour la Spm, la Dd et la Da. Les échantillons membranaires ont été prétraités par une
concentration physiologique de 1 mM pour les trois PAs, puis photoinhibés dans les
mémes conditions. Les résultats obtenus montrent que la Dd ne présente pas d’effet
protecteur intéressant contre la photoinhibition (=5 %), alors que I’effet de la Da est
completement nul. On en déduit que le pouvoir protecteur de la PA, dans cette étude,
peut étre relié au nombre de charges positives. Plus précisément, on suggére que lz
distribution spatiale de la charge sur la PA constitue un facteur déterminant pour
I’efficacité de protection. Car, malgré la présence de deux charges positives sur la Put et
la Dd, les deux PAs se révélent inefficaces. En effet, la répartition de la charge sur
I’amine peut renforcer son interaction avec des sites spécifiques dans la membrane
thylacoidale, y compris les protéines du PSI, et facilite ainsi ’exécution de son réle
antioxydant ou stabilisateur de protéines. Rapport- gr i @

De méme, pour les concentrations d’ordre non physiologique (>1.5 mM), il semble
que la charge positive joue un rdle important dans les niveaux d’inhibition du PSII
(Figures 4A et 6A, chapitre II). En effet, des études effectuées au sein de notre équipe de
recherche révelent que le degré d’inhibition de ce photosystéme est proportionnel au
nombre de charges positives de I’amine utilisée [9]. Ainsi, il a été rapporté que la Spm
(4+) est plus efficace que la Put (2+), elle-méme plus efficace que la méthylamine (1+)

dans la réduction de ’activité du PSII.
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D’autre part, pour confirmer que la variation de la taille de ’amine n’a pas
d’influence sur I’inhibition du PSII, des expériences comparant ’effet de PAs ayant le
méme nombre de charges positives, mais des tailles différentes ont ét€ réalisées. Les
trois PAs testées sont la diaminopropane, la Put et la cadaverine formées de 3, 4, et
5 carbones respectivement et portant toutes 2+ [10]. Les résultats obtenus montrent que
la variation de la taille des amines n’affecte pas le degré d’inhibition de ’activité du
PSII. Ce qui confirme bien que c¢’est le nombre de charges positives qui est a 1’origine de
cet effet. Ainsi, on peut conclure que dans tous les cas, la réactivité de la Spm et de la
Spd est en étroite relation avec leur caractére polycationique, et que la Spm avec ses 4+

est la meilleure candidate pour la protection du PSI parmi toutes les PAs testées.

4.1.2 Action protectrice de la Spm sur des membranes enrichies en PSI

Puisqu’une importante fraction de la protection observée sur le PSI dans les
membranes de thylacoides est attribuée a I’inhibition du transport d’électron au niveau
du PSII, nous avons trouvé intéressant de vérifier si la Spm est capable de protéger
directement le PSI, indépendamment de son effet sur le PSII. Pour confirmer le role
protecteur de la Spm sur le complexe du PSI, nous avons testé I’impact de
I’augmentation de sa concentration sur des membranes enrichies en PSI. Ce matériel
photosynthétique est formé de fractions de membranes thylacoidales comportant le

complexe PSI, le Cyt bgf et 1a PC, et dépourvu des complexes du PSII.

L’étude de I’effet de la photoinhibition sur I’activité du PSI, avant 1’ajout de Spm
montre que la cinétique d’inhibition de I’activité du PSI dans les membranes enrichies
différe de celle dans les membranes thylacoidales étudiées au début (Figure 2A,
chapitre Il et Figure 1A, chapitre II). De plus, pour une méme période d’illumination
(30 minutes), I’activité du PSI est moins affectée dans les membranes enrichies (27 %)
que dans les thylacoides (75 %). Ceci confirme bien I’influence de la présence du PSII
sur le fonctionnement du PSI et sur son inhibition. En effet, le PSII fournit la principale
fraction des électrons qui traversent le PSI et qui constituent 1’origine de la formation

des ROSs. De plus, I’inactivation du PSII dans les membranes de thylacoides (lors de
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I’inhibition du PSI) induit une réduction prolongée de I’accepteur QB, qui constitue une
autre source de génération d’O, dans le milieu. Cette augmentation de la quantité des
ROSs accumulés amplifie le niveau du stress oxydatif dans les membranes de

thylaco'i'des et affecte davantage 1’activité du PSI [5].

En ce qui concerne I’étude de I’impact de la Spm sur 1’activité du PSI dans des
membranes enrichies en PSI exposées a la photoinhibition, le fonctionnement du PSI a
été estimé par la consommation d’O; et la photooxydation du P700. La mesure de la
consommation d’0O, a été réalisée en présence du donneur d’électron N,N,N',N'-
tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD réduit). Nos résultats montrent une légére
protection de la consommation d’O; pour des faibles concentrations (aux alentours de
0,5 mM). Cependant, I’augmentation des concentrations ajoutées aux échantillons
n’induit pas seulement la perte de l'effet positif observé a 0,5 mM, mais aussi
I’aggravation de I’inhibition du transport d’électrons a travers le PSI (Figure 2B,
chapitre III). Ces résultats vont & I’encontre de ceux observés avec les membranes de
thylacoides ou une protection importante de la consommation d’O, a été rapportée
(Figure 1B, chapitre II). Pour mieux vérifier I'action de la Spm sur [’activité
photochimique du complexe PSI, dans les mémes conditions, 1’oxydation du P700 a été
mesurée aprés prétraitement de I’échantillon par 5 mM Spm. Les résultats obtenus
montrent que cette concentration (non physiologique) réduit clairement I’effet inhibiteur
de la photoinhibition sur I’activité photochimique du PSI (Figure 3A, chapitre III). Cet
effet protecteur de la Spm concorde avec les résultats des membranes thylacoidales. La
protection du fonctionnement de PSI par la Spm est cette fois-ci directe; sans I’influence
de I’inhibition du PSII. Aussi, elle est supérieure a celle observée sur les membranes de
thylacoides en présence d’une concentration physiologique. On en déduit que la Spm
peut jouer un rdle important dans la préservation de I’intégrité des constituants du

complexe protéique du PSI contre I’effet du stress oxydatif.
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4.1.3 Détermination du site d’action de la Spm dans le complexe PSI

Dans le but de déterminer le site d’action de la Spm lors la protection du PSI, nous
avons étudié !’influence de cette PA sur la composition des protéines en structures
secondaires. Pour cela, des échantillons de membranes enrichies en PSI prétraités ou non
avec la Spm ont été analysés grace a la technique de FTIR. Les résultats de FTIR
montrent que [’ajout de 1 mM de Spm est suivi d’une modification de la structure des
protéines dans la préparation membranaire (Tableau 1, chapitre III). Ce changement
conformationnel révéle [linteraction de la Spm avec certains polypeptides de
I’échantillon analysé. Toutefois, I’augmentation de la concentration de Spm ajouté (5 et
10 mM) induit une perturbation importante de la structure secondaire des protéines
(Figure 4, chapitre III). Cette perturbation majeure est reflétée par la diminution des
hélices a et I’augmentation des feuillets B et des coudes suite aux dépliements de
certaines structures protéiques. Dans les meémes conditions expérimentales, ces
concentrations n’affectent pas I’activité photochimique du PSI mesuré par Ia
photooxydation du P700 (Figure 1, chapitre III). Ce qui révéle que la perturbation
structurale observée par la FTIR, ne semble pas due a la dénaturation des protéines du
complexe du PSI aprés interaction avec la Spm. Plus t6t, elle devrait résulter de la

sensibilité d’un ou de plusieurs transporteurs d’électrons du c6té¢ donneur du PSI.

Puisque I’inhibition de la consommation d’O, en présence de Spm a été réalisée en
présence du TMPD réduit qui donne ses électrons a la PC (Figure 2B, chapitre III), on
conclut que la PC est une cible certaine pour la Spm, sans toutefois exclure la possibilité
de I’inhibition du complexe Cyt bef. Le degré d’inhibition de I’activité de transport
d’électron a partir de la PC (3 5 mM Spm) concorde bien avec le changement
conformationnel majeur induit par I’interaction de la Spm avec les membranes enrichies
en PSI (Figure 4, chapitre III). Ceci explique mieux les contradictions observées et qui
se rapportent & la perturbation structurale des protéines d’une part et la préservation de
I’activité photochimique du PSI d’autre part.

Fait intéressant, c’est que la mesure de la consommation d’O, dans les membranes
de thylacoides ne révéle pas d’inhibition méme a fortes doses de Spm et de Spd, bien
:-\, .
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que cette mesure ait été réalisée en utilisant la DCPIPH, (Figure 1B, chapitre II). Il est
connu que ce dernier donne ses électrons au Cyt f qui les transférent ensuite au PSI a
travers la PC. De plus, dans les conditions standards, la consommation d’O; n’a pas été
inhibée, au contraire, elle a été Iégérement stimulée (Figure S1, chapitre II). Ceci prouve
que la préservation du fonctionnement de la PC dans ces conditions est, probablement,
attribuée a la conservation de [I’architecture des thylacoides comparativement
aux membranes enrichies. En effet, [’organisation des thylacoides permet la
compartimentation efficace de différentes protéines membranaires, dont la PC qui se
trouve dans le lumen. Toutefois, la sensibilité de la PC augmente lorsque celle-ci est
exposée directement & de fortes concentrations de Spm, tel est le cas dans les fragments
membranaires enrichis en PSI. D’ailleurs, il a ét¢ montré que 1’activité de la PC peut étre

affectée par les variations physicochimiques de son microenvironnement [11].

Pour déterminer d’éventuel site de fixation de la Spm sur le complexe PSI, on a
poussé l’investigation en utilisant 1’expérience de modélisation moléculaire. Cette
technique nous a permis de localiser I’interaction de Spm sur la structure cristalline de
PSI de plante supérieure (Figure 5A, chapitre III). L’analyse des résultats montre que le
site préférentiel de fixation de la Spm sur le PSI est situé entre les protéines stromatiques
hydrophiles (PsaC, PsaD et PsaFE), porteuses des accepteurs finaux d’électrons, et les
protéines du cceur du PSI. La Spm interagit avec les polypeptides du PSI via des liaisons
hydrogénes avec une énergie libre de liaison (AG) de -6,68 kcal/mol, ce qui montre que
cette interaction est spontanée. Aussi, I’interaction de la Spm se fait avec des acides
aminés de nature hydrophile et hydrophobe a trois sites différents Glu-1141; Leu-1140;
Tyr-1694 (Figure 5B et Tableau 2, chapitre III). Ce qui augmente la stabilité des
polypeptides du coté accepteur du PSI. Toutefois, cette interaction n’est pas sensée
induire une modification structurale majeure (telle qu’observé par FTIR a 5 mM Spm)
puisqu’elle n’inhibe pas 1’activité du PSI & I’obscurité (Figure 1, chapitre III). Au
contraire, elle s’est avérée bénéfique pour la protection de I’activité photochimique du

PSI sous condition de photoinhibition (Figure 3A, chapitre III).
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On rapporte aussi que la position de fixation de la Spm sur le complexe du PSI
déterminée par modélisation (Figure 4.3) est située a proximité du site de génération des
ROSs proposé dans la littérature [12]. Ce qui facilite, probablement, 1’élimination de ces
espéces par la Spm, comme il a été¢ démontré par les résultats dans la figure 3 du
chapitre II. De plus, la localisation de I’interaction de la Spm a ce niveau-la (avec les
protéines stromatiques) permet d’envisager une autre possibilité pour son mode d’action.
C’est que, par cette interaction, la Spm peut constituer un bouclier masquant les sites
d’oxydation du radical OH" sur les accepteurs d’électron finaux (Fx, Fa et FB). Ce qui
réduit les dommages oxydatifs dans les structures protéiques du complexe, empéchant

ainsi ’acces des protéases qui dégradent les protéines du ceeur.
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Figure 4.3  Meilleure conformation pour la complexation de la spermine avec la
structure cristalline du photosysteme I, réalisée par modélisation
moléculaire. La spermine interagit avec les acides aminés a distance de

3.5A.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats confirme bien I’interaction directe
de la Spm avec les polypeptides du coté accepteur du PSI. Par analogie au site de
fixation de la Spm observé sur la structure cristalline du PSI (Figure 4.3), le schéma de
la figure 4.4 montre I’interaction de cette PA avec les polypeptides correspondants et ses

conséquences sur le PSI en condition de stress lumineux. En effet, cette interaction a pu
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limiter les dommages causés par la photoinhibition suite a I’augmentation de la stabilité
des protéines stromatiques, grace a |’influence des liaisons hydrogénes. Mais aussi, a la
réduction de la génération des ROSs source de I’oxydation des lipides et des protéines
au niveau de la membrane thylacoidale. Le role protecteur de la Spm sur I’appareil
photosynthétique est favorisé par sa propriété d’antioxydant et par sa nature

polycationique.
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Figure 4.4  Schéma du modéle proposé pour ’action de la spermine au niveau du
complexe du photosystéme I.
La figure montre le site d’interaction de la spermine avec les protéines
stromatiques porteuses des accepteurs finaux d’électrons (FA et FB) ainsi
que Fx, et les mécanismes de protection proposés sous conditions de
photoinhibition: stabilisation des protéines stromatiques et inhibition de la
génération des espéces oxygénées réactives.

4.2 Synthése sur le phénoméne de la photoprotection du PSI par la Spm

Les résultats obtenus au cours de cette thése montrent que la Spm peut agir, au
moins, a trois niveaux dans la membrane des thylacoides : le PSI, le PSII et 1a PC.

L’impact de ces interactions sur le fonctionnement de la membrane dépend de la dose de
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Spm appliquée sur le matériel photosynthétique. En effet, pour des concentrations
physiologiques (1 mM), I’ajout de Spm s’avére bénéfique pour la protection de I’activité
des deux photosystémes (PSI et PSIT) comme il a été prouvé dans cette étude et celle de
Hamdani et ses collaborateurs [5]. Pour des fortes doses (non physiologiques), la Spm
continue de protéger le PSI tout de méme, mais elle induit des effets inhibiteurs sur le
fonctionnement du PSII et de la PC. La sensibilit¢ du PSII logé majoritairement a
’intérieur de ’empilement granaire des thylacoides, et de la PC logé dans le lumen
(Figure 4.5), est probablement due a I’application aléatoire de la Spm (dans les
conditions expérimentales de cette étude). Pour cela, la régulation des niveaux
d’accumulation des PAs dans les différents compartiments du chloroplaste semble

primordiale pour la préservation du fonctionnement du PSII et de la PC.

Cependant, le PSI n’est pas affecté par les niveaux élevés de Spm dans les
conditions standards, et il est protégé contre les dommages dans des conditions de
photoinhibition. Ceci coincide avec la présence de ce photosystéme sur les membranes
externes des granas et des thylacoides inter-granaires (Figure 4.5) naturellement exposés
au stroma : milieu de biosynthése et d’accumulation des PAs. Ces résultats prouvent que
’organisation structurale des thylacoides, basée sur la séparation de ses constituants
entre le lumen et le stroma, joue un rdle important dans la préservation de certaines
composantes sensibles. La protection de ces composantes contre I’exces de PAs dans la
cellule est, probablement, régulée au niveau de la biosynthése et du transport des PAs
entre les deux milieux. Pour cela, I’accumulation de la Spm dans le stroma et I’action
protectrice qu’elle induit sur le PSI, dans les conditions in vitro, peuvent étre considérées
comme une stratégie naturelle de défense contre la photoinhibition in vivo. Une stratégie
dont le PSI se prive lorsqu’il est extrait des chloroplastes, ce qui le rend sensible a la
photoinhibition méme s’il est isolé d’une plante tolérante. Ce mécanisme de protection
de l’appareil photosynthétique (PSI) pourrait expliquer la résistance du PSI chez les

plantes tolérantes contre les différentes conditions de stress dans la nature.
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Figure 4.5

Schéma récapitulatif expliquant la position du photosystéme I par
rapport au site d’accumulation de la spermine dans le chloroplaste.
La figure montre la répartition des différents constituants de la membrane
des thylacoides (LHCII, PSI, PSII, Cyt b¢f, ATPase et PC) dans la
structure des chloroplastes. Le photosystéeme I (PSI) est situé sur les
membranes extémes des thylacoides exposées au stroma; lieu de
biosynthése des polyamines.

4.3 Contributions a I’avancement des connaissances

Les résultats obtenus dans cette thése ont permis de déterminer pour la premiére

fois le site d’interaction de la Spm avec le complexe du PSI et apportent une évidence

directe de I’implication de cette PA dans 1’augmentation de la stabilité du PSI contre les

dommages du stress lumineux. Ces données constituent une base pour 1’avancement des

connaissances concernant les mécanismes de protection contre différents stress

environnementaux chez les plantes et I’amélioration de leur tolérance.

Par ailleurs, les propriétés photoprotectrices de la Spm mises en évidence dans

cette thése pourraient étre explorées dans d’autres secteurs d’activités qui tentent
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d’utiliser les pigments et les complexes photosynthétiques comme photosensibilisateurs
pour [D’élaboration des cellules solaires organiques [13,14], des diodes
électroluminescentes organiques [15] et des nanodispositifs pour la bioproduction

d’hydrogene [16].

4.4 Perspectives

L’originalité des résultats obtenus dans cette étude ouvre certaines perspectives
pour mieux comprendre les modes d’action de la Spm dans la photoprotection du PSI
chez les plantes tolérantes. Cela pourra aider a optimiser les systémes de défense contre

les stress chez les plantes sensibles.

4.4.1 Détermination du mode d’action antioxydant de l1a Spm

Les résultats de recherche de cette thése ont permis de montrer que la Spm est
capable de protéger considérablement 1’activité du PSI contre les effets du stress
oxydatif induits par la photoinhibition. L explication des mécanismes de protection du
PSI est basée sur I’importance du role antioxydant que peut jouer la Spm. Cependant le
mode d’action exacte de cette PA dans la diminution de I’accumulation d’O; reste
incompris. Dans le but d’éclaircir ce point, il serait intéressant, dans la prolongation des
travaux de recherche, d’approfondir I’investigation sur le mode d’interaction entre la
Spm et I’O;". Cette étude pourrait se compléter en déterminant les produits d’oxydation
de la Spm suite & son interaction avec 1’0 grace a la teéhnique de spectroscopie de

masse.

Une autre alternative prometteuse pourra étre examinée, celle de I’implication de
la Spm dans la chélation des atomes de fer dans les centres [4Fe4S] au niveau du PSI.
Ce mode d’action a été proposé dans les granulocytes humains ou la Spm forme un
complexe non réactif avec le fer empéchant ainsi la réaction de génération du radical

OH: nocif pour les cellules [17].
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4.4.2 Influence de la température sur I’efficacité du réle protecteur de la Spm

Comme il est connu que le PSI est sensible a la photoinhibition chez certaines
espéces végétales dans des conditions de basses températures [18], il est important de
vérifier ’influence de la variation des températures sur I’action protectrice de la Spm,
dans les conditions in vitro. Ce qui permettra probablement de comprendre les causes de
la sensibilité de ces plantes. Deux possibilités sont envisagées : (i) la basse température
pourrait affecter le métabolisme des PAs, ce qui inhibe I’augmentation des niveaux de
PAs intracellulaires sous conditions de stress; (ii) la diminution de la fluidité des
membranes thylacoidales par les basses températures [19] pourrait limiter 1’accés des

PAs vers leurs sites d’action au niveau du PSIL.

4.4.3 VUtiliser la Spm comme supplément pour améliorer la croissance des plantes
en condition de photoinhibition

Puisque les plantes sont capables d’absorber les PAs et de les métaboliser [20],
il est intéressant de tester I’impact d’un apport supplémentaire de ces polycations, sur la
croissance des plantes sensibles, exposées a de fortes intensités de lumiére dans les
conditions de basses températures. L’ajout de PAs peut se faire soit dans le milieu
nutritif soit par pulvérisation sur les parties aériennes de la plante. I’amélioration des
performances photosynthétiques dans des conditions pareilles refléte 1’efficacité réelle
de I'utilisation de la Spm pour augmenter la tolérance des plantes a la photoinhibition a

basse température.
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ANNEXE A

MATERIELS ET METHODES EXPERIMENTALES

A.1 Extraction du matériel végétal

Le matériel végétal a €té obtenu| a partir de feuilles d’épinards (Spinacea

oleracea L.) achetées commercialement et utilisées pour l’isolation des matériels
photosynthétiques (Figure A.1). Les membranes de thylacoides ont été purifiées selon la
procédure de Joly et al. [1] et détaillée dans la méthodologie du chapitre II. Alors que les

membranes enrichies en PSI ont été purifiées selon la méthode définie par Harnois et al.

[2] et détaillée dans la méthodologie du chapitre II1.

Feuilles d’épimard

Broyat

Extrait de matériels
photosynthétiques

1l
LN

Membranes enrichies en PSI

Membranes de thylacoldes

Figure A.1  Représentation schématique des étapes d’extraction

de matériels
photosynthétiques.
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Les membranes des thylacoides contiennent toutes les composantes de la chaine de
transport d’électrons : PSII, PQ, Cyt bef, PC, PSI et ATPase alors que les membranes
enrichies contiennent juste : Cyt bef, PC et PSI, et sont dépourvus des restes des

composantes.

A.2 Traitement de photoinhibition

Pour simuler des conditions artificielles de la photoinhibition, une forte intensité
de lumidre (2000 umolin’s) a été appliguée sur des échantillons d’extraits
membranaires incubés ou non en présence de différentes concentrations de Pas
(Spm, Spd, Put, Dd et Da). Le prétraitement des échantillons avec les PAs a été réalisé
pendant 3 minutes avant I’illumination (a I’obscurité totale). Durant I’illumination, la
température de I’échantillon est maintenue constante grace a un thermorégulateur. Le
milieu est mélangé en permanence par un agitateur magnétique afin d’homogénéiser la

solution (Figure A.2).

Source lumineuse Thermorégulateur

halogene

Matériels
photosynthétiques

Figure A.2  Représentation schématique du dispositif utilisé¢ pour la photoinhibition.
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A3 Structure des polyamines

Les polyamines biogéniques: Put, Spd et Spm ainsi que les polyamines
artificielles Dd et Da (analogues de taille de la Spm) sont achetées de la compagnie

Sigma Aldrich et utilisées sans purification supplémentaire.

*HN— (CH,), — NH,*

Putrescine

+
*HyN— (CH,); — NH, — (CH,), — NH,*

Spermidine

+ + ) .
*HN— (CH,); — NH,— (CH,), — NH,— (CH,), — NH,*

Spermine

)y ;\;/\/\/\/\/\/NHZ+
Ha :

Diaminodécane

+
"A\"’WNHz
Décylamine

Figure A.3  Structure des polyamines biogéniques et artificiélles.

A.4 Mesure de la consommation d’oxygéne

Les taux de consommation d’O, ont été mesurés a ’aide d’une électrode a
oxygene type Clarck (Hansatech Instruments, Norfolk, England) branché a un ordinateur
(Figure A.4a). La cellule de I’électrode contient deux compartiments qui sont la chambre
de I’échantillon et I’électrode en dessous. Les deux parties sont séparées par une

membrane de téflon perméable uniquement a 1’0, (Figure A.4b).

L'électrode est formée d'une cathode de platine et d'une anode d'argent entre
lesquelles on maintient une différence de potentiel de 0.7 V. Lors du montage du

systéme, 1’électrode est imbibée d’une solution de KCI. Sous l'influence du potentiel
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rédox, 1'0, dissous dans cette solution est ionisé en hydroxyle au contact de la cathode

suivant la réaction :

0;,+2H,0+4¢ wmp 4 OH

Les électrons utilisés pour la consommation d’0O,, dans la réaction précédente,

proviennent d’une autre réaction au niveau de l'anode

ACI +4Ag wmmp 4AgCl+4de

Il en résulte un courant trés faible, proportionnel a la concentration en O, du milieu
dans lequel baigne I'électrode. C'est ce courant qui est amplifié et mesuré. Toutefois, la
concentration mesurée dépend de la vitesse de renouvellement de 1’0, sous la

membrane, et qui provient de 1’échantillon testg.

_,ﬂ

Incubation Chamber

Eloctrode Base

Figure A.4 (a) Image de I’électrode a oxygéne, type Clark et (b) représentation
schématique de ses composantes.

A.5 Localisation des sites de fixation des donneurs et accepteur artificiels
d’électrons

Afin de déterminer d’éventuels sites d’action des PAs au niveau de la membrane
thylacoidale, la consommation d’O, a été mesurée en utilisant divers composés comme

donneurs d’électrons artificiels au PSI. Notamment la DCPIPH, qui donne ses électrons
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au niveau du Cyt f, et le TMPD réduit qui donne ses électrons a la PC. Le schéma de la
figure A.5 montre les sites des différents donneurs artificiels au niveau de la chaine des
transporteurs d’électrons dans la membrane thylacoidale. Le DCMU sert pour inhiber le
flux d’électrons en provenance du PSII et délimite la fraction de la membrane étudiée.
Alors que le methyl viologen (MV) fixé au niveau du coté accepteur du PSI, sert

d’accepteur final pour les électrons en provenance du donneur artificiel.

PIP
DCMU DCPIPH_ MV

¢

P680 |—» QA_x Qg —»PQ —»- Cytbg / Cytf —e PC—»| P700 [— FeS,/FeS,

\ 1 ¢ \ J
I 1
PSII PSI

TMPD réduit

Figure A.5 Chaine des transporteurs d’électrons dans les membranes des thylacoides
et sites de fixation de l’inhibiteur du PSII, des donneurs et accepteur
artificiels d’électrons.

A.6 Photooxydation de P700

La mesure de la photooxydation de P700 a été effectuée a 1’aide d’une unité
ED-P700DW connectée au fluorimetre PAM-101 (Pulse Amplitude Modulated Chl
Fluorimeter de Walz) (Figure A.6a). Le principe de la technique consiste a placer le
matériel photosynthétique, contenant le PSI, dans une porte-échantillon, puis a ’exciter
avec un flash de lumiere rouge lointain (FR light). Suite a I’excitation de I’échantillon, la
chlorophylle spéciale du PSI (P700) passe a un état d’énergie plus élevé (P700*) qui lui

permet de libérer un électron (Figure A.6b).
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Excited b
£700% | NADP

" AfRon

Figure A.6 (a) Image du fluorimétre PAM 101, (b) représentation schématique de
I’excitation du P700 et du transfert d’électrons dans le PSI, et (¢) le
spectre typique de la photooxydation du P700.

Ensuite, 1’électron va étre transféré a travers les cofacteurs d’oxydoréductions du
PSI (A0, Al, Fx, FA, FB) pour réduire la Fd et puis ’accepteur final. Le NADP" est
I’accepteur naturel des électrons, alors que dans nos expériences I’accepteur artificiel

utilisé est le MV.

Ce transfert d’électron induit la formation de I’entité P700" dont les changements
d'intensité d'absorption ont été mesurés en utilisant le systéme d'acquisition de données
DA 100 de Walz. Le spectre typique de la variation d’absorbance (Figure A.6¢) présente
une phase rapide dite d’oxydation (1), une phase stationnaire (2) correspond a la quantité
du P700 photooxydable et une phase de relaxation (3) qui correspond a la réduction du

P700".
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A.7 Estimation du stress oxydatif

A.7.1 Mesure du O, par absorbance du nitre-bleu de tétrazolium

La génération du O, a été estimée par la réduction du nitro-bleu de tétrazolium
(NBT) selon la procédure de Beauchamp et Fridovich [3]. Le NBT est un produit
incolore qui se transforme en formazane, de couleur bleu foncée, aprées réaction avec Oy
(Figure A.7). L’accumulation du O,", générés dans la solution de thylacoides illuminée,
est mesurée par absorbance 4 560 nm a I’aide d’un spectrométre (Perkin-Elmer lambda
40). La variation des taux de la photo-réduction du NBT refléte l'augmentation de la

formation de cette espéce oxygénée dans la solution.

gmz ow@ QNO: ow@
"

+4 F ormazane

Figure A.7  Structure chimique du nitro-bleu de tétrazolium et du formazane.

A.7.2 Mesure de H2O , et OH' par la fluorescence du dichlorofluoréscine

L’accumulation du H,0, et du OH" a été détecté par la mesure du changement de la
fluorescence d’une sonde de ROSs appelée dichlorofluoréscine (DCFH) selon le
protocole de Lebel et al. [4]. Le DCFH est un composé non ou trés peu fluorescent a
I’état standard. Lorsqu’il interagit avec le H,O; et le OH, il produit le DCF hautement
fluorescent (Figure A.8a). L’excitation du DCF a une longueur d’onde de 490 nm
induit I’émission d’une fluorescence détectée & 530 nm par un spectrofluorimétre
(Perkin-Elmer LS55). La variation des niveaux de la fluorescence est proportionnelle a
la quantit¢ des espéces oxygénées générées dans la préparation membranaire

(Figure A.8b).
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Figure A.8 (a) Structure chimique du DCFH et du DCF et (b) augmentation de la
fluorescence du DCF apres excitation a 490 nm.

A.8 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier Rggpor‘f—ymfmfmm@
L'analyse de la structure secondaire des protéines des membranes enrichies en PSI
et de leur complexe avec la Spm par FTIR a été réalisée selon la procédure
précédemment décrite [5]. Selon cette méthode, 1’interaction entre une protéine et une
molécule peut étre identifiée a partir de la déformation de la bande de I’amide I situé
autour de 1650-1660 cm™. En effet, la bande de I’amide I est trés susceptible aux
variations chimiques de l’environnement dans lequel est située la protéine. C’est
pourquoti on se sert de ce changement pour étudier les interactions entre les protéines et
les petites molécules. Pour cela, la résolution du spectre de I’amide I a été augmentée
dans la région du 1700-1600 cm™ par auto-déconvolution et augmentation de la dérivée
seconde. Ce qui a permis de révéler les différentes composantes de la bande de 1’amide 1
et de les quantifier. Les structures secondaires sont déterminées selon la fréquence de
leur maximum : feuillet-B antiparalléle : 1679-1685, coude: 1663—-1678, hélice-a. :
1650-1658, structure désordonnée : 16411648 et feuillet-B parallele : 1613-1640.
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