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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION ET REVUE DE LITTÉRATURE 

1.1 Introduction et problématique générale 

En milieu naturel, les plantes sont souvent soumises aux stress environnementaux, 

c.-à-d. des conditions défavorables de l'environnement diminuant leur croissance et leur 

fitness . Ces stress sont causés par divers facteurs abiotiques et biotiques tels que l'excès 

de lumière, la sécheresse, les températures extrêmes, les métaux lourds, les pathogènes 

et les herbivores, etc. Malgré la diversité de ces facteurs de stress, leurs effets négatifs 

chez les végétaux résultent généralement d'un même désordre physiologique: le stress 

oxydatif. Ce dernier se caractérise par une production excessive dans la plante de 

radicaux libres, c.-à-d. des molécules hautement réactives dues à la présence d'un 

électron non apparié sur leur orbitale externe (Halliwell et Gutteridge, 2007). Ces 

radicaux libres interagissent avec les composantes cellulaires telles que les enzymes, les 

membranes, les protéines et l'ADN causant ainsi des dommages importants au niveau 

des cellules et de l'organisme (Dalle-bonne et al., 2006; Dhalla et Temsah, 2000). 

L'un des principaux sites de la production des radicaux libres (RL) chez les 

plantes est le chloroplaste, l'organite où se déroulent les diverses réactions de la 

photosynthèse. Ceci s'explique d'une part, par les forts potentiels d'oxydo-réduction 

générés par le transport photo synthétique d'électrons et d'autre part, par l'augmentation 

de la concentration d'oxygène généré au niveau du photo système II (PSII) (Valko et al., 

2006). Plus spécifiquement, la formation des RL se réalise surtout au niveau du 

photosystème 1 lors de la réaction de Mehler. 

Le chloroplaste étant le principal site de production des RL, les effets toxiques de 

ces derniers affecteront en premier lieu la photosynthèse qui est particulièrement 

sensible à leurs effets toxiques. La photosynthèse peut être décomposée en deux phases 
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complémentaires se produisant simultanément dans le chloroplaste, les phases 

photochimiques et biochimiques. La première se produit principalement dans les 

thylacoïdes, et se caractérise par un transport d' électrons ayant l 'eau comme donneur 

primaire d'électrons au niveau du PSII et le NADP+ comme accepteur terminal 

d'électrons au niveau du PSI. En plus ~e générer de 1'02 et le NADPH, ce transport 

d'électrons permet l 'établissement d'un gradient de protons, dont l'énergie sera utilisée 

lors de la photophosphorylation pour la production d'ATP. Les molécules de NADPH 

et d'ATP doivent être produites dans une proportion bien déterminée (1 ,5 ATP pour 

1 NADPH) pour assurer le bon fonctionnement du cycle de Calvin ayant lieu dans le 

stroma des chloroplastes. Tandis que de nombreuses études ont montré les effets des 

stress environnementaux sur le transport photo synthétique d'électrons, il est surprenant 

de constater qu'aucune étude à notre connaissance ne s'est intéressée à démontrer les 

effets négatifs des stress environnementaux sur la formation du gradient de pH, pourtant 

il est aussi indispensable pour le bon fonctionnement de la phase biochimique de la 

photosynthèse. 

La formation du gradient de pH à travers la membrane des thylakoïdes est donc un 

paramètre fondamental de la photosynthèse, qui elle dépend non seulement du degré 

d'intégrité du transport d'électrons, mais aussi de ce potentiel électrochimique. En effet, 

la dissipation du gradient de protons fournit l'énergie nécessaire à la formation d'A TP 

(Taiz et Zeiger, 2002; Nobel, 1999). De plus, l'acidification du lumen augmente la 

concentration en Mg2+ ainsi que l'augmentation du pH dans le stroma. Ces deux 

conditions (pH alcalin et enrichissement en Mg2+ dans le stroma) sont essentielles à 

l'activation de l'enzyme Rubisco (ribulose-l,5-diphosphate carboxylase/oxygénase), 

enzyme clé dans le cycle de Calvin (Lorimer et al., 1976; Portis, 1992). Il est donc 

intéressant de vérifier dans mon projet de maîtrise les effets inhibiteurs du stress 

oxydatif et de l'acide salicylique sur la photosynthèse. De plus, il s'avère intéressant de 

démontrer l' effet des RL générés par 2,2'-Azobis 2-amidinopropane dihydrochloride 

(AAPH), un composé chimique soluble dans l' eau qui est largement utilisé en tant que 

générateur de radicaux libres, sur l'efficacité des réactions photochimiques primaires du 

(PSII) et de vérifier la sensibilité du gradient de proton transmembranaire aux RL. 
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Face aux conditions adverses de l' environnement, les plantes ne restent pas 

passives et tentent de s 'acclimater. Dans la majorité des cas, cette acclimatation est 

initiée par des molécules signal (phytohormones) telles que les acides abscissique, 

jasmonique et salicylique. Parmi ces phytohormones, l'acide salicylique (AS) est 

particulièrement intéressant en raison de ses applications pratiques. En effet, plusieurs 

études ont démontré que l'application exogène de l'AS atténue les effets inhibiteurs de 

différents stress environnementaux tels que les métaux lourds, la salinité, les UV s, la 

sécheresse, l'ozone, etc.) (revue par Hayat et al., 2010). Ces effets protecteurs peuvent 

être corrélés à la stimulation par l'AS de la capacité antioxydante des végétaux en 

conditions de stress, impliquant soit des stimulations du complexe enzymatique, ainsi 

que l'augmentation de la concentration des composés phénoliques dans les plantes 

(Bechtold et al., 2005). 

Malgré ses effets bénéfiques, l'AS a un effet néfaste à des concentrations élevées 

menant à une inhibition de croissance des végétaux (Hayat, 2010). Un examen de la 

littérature me permet d' émettre l'hypothèse que cet effet inhibiteur de l'AS résulterait en 

partie du moins de son effet découpleur inhibant la formation du gradient de pH et ainsi, 

la production d 'ATP essentielle à rassimilation de CO2. En effet, Gordon et al. (2004) 

ont révélé que l'AS induit une inhibition de la phosphorylation oxydative en favorisant 

la thermogenèse dans des racines de blé. De plus, Norman et al. (2004) ont montré que 

l'application exogène de cette molécule-signal dans les mitochondries de tabac peut agir 

comme découpleur, et à des concentrations élevées comme inhibiteur de transport 

respiratoire d' électrons. Il est étonnant de constater que notre revue de littérature n'a 

identifié aucune étude ayant démontré l'effet découpleur de l'AS dans les chloroplastes. 

Considérant d'une part l ' importance vitale de la formation du gradient de protons 

pour la photosynthèse, et d'autre part l'absence de connaissance quant à la susceptibilité 

du gradient de protons vis-à-vis le stress oxydatif généré par différents facteurs 

environnementaux ainsi que l'AS est principalement impliqué dans l'acclimatation des 

végétaux face à des conditions de stress oxydatifs, je propose donc dans ce mémoire de 

caractériser les effets inhibiteurs des radicaux libres et de l'acide salicylique sur le 
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gradient transmembranaire de protons ainsi qUt: sur le transport photo synthétique 

d'électrons. Pour atteindre ces objectifs, ce projet de maîtrise a utilisé une approche 

originale. Tout d'abord, pour caractériser les effets des RL, j'ai testé pour la première 

fois sur les thylacoïdes les effets inhibiteurs du 2,2'-Azobis 2-amidinopropane 

dihydrochloride (AAPH). Ce composé chimique soluble dans l'eau est largement utilisé 

en tant que générateur de radicaux libres, notamment dans les méthodes d'estimations de 

la capacité antioxydante (tests ORAC). L'AAPH produit un radical libre péroxyle 

(RaO.) en se décomposant à un taux constant en fonction de la chaleur (Crichton et al. 

2002). Autre aspect original de ma maitrise, nous avons appliqué pour la première fois à 

notre connaissance la méthode introduite par Evron et McCarty (2000) combinant 

l' indicateur de ~pH 9-aminoacridine et l'accepteur d'électrons ferricyanure (FeCN) pour 

mesurer les effets inhibiteurs (AAPH ou AS) simultanément sur le gradient de protons et 

sur le transport photo synthétique d'électrons. Mes résultats démontrent que la formation 

du gradient de protons est nettement plus sensible que le transport d'électrons dans les 

thylacoïdes vis-à-vis les radicaux libres générés par l' AAPH et vis-à-vis l'AS. 

1.2 Stress oxydatif chez les plantes 

Partout où elles se développent, les plantes sont soumises à différentes contraintes 

résultant en une inhibition de croissance. Ces stress sont causés par divers facteurs 

biotiques (insectes, bactéries, virus) et abiotiques (sécheresse, forte lumière, les 

températures extrêmes, métaux lourds). Malgré la diversité de ces facteurs de stress, 

leurs effets négatifs chez les plantes résultent généralement d'un même désordre 

métabolique: le stress oxydatif. Ce dernier est dû à la teneur élevée des radicaux libres 

qui sont depuis longtemps reconnus pour leur importance dans la réponse des plantes 

aux contraintes environnementales. Il existe deux types de radicaux libres, les radicaux 

dérivés d'oxygène (ROS) et les radicaux dérivés d'azote (RNS). Les RL représentent la 

classe la plus importante d'espèces radicalaires générées dans les systèmes vivants 

(Valko et al., 2004). Ce sont des espèces chimiques (atomes ou molécules) possédant un 

électron non apparié sur leurs orbitales externes (Halliwell et Gutteridge, 1999). Ces RL . 

peuvent provoquer des dommages importants dans la structure et le métabolisme 
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cellulaire en dégradant les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Cadenas et 

Davies, 2000, Paincemail et al. , 1999). 

1.3 Sites de formation des radicaux libres durant un stress 

Dans la plupart du temps, la plante peut produire les RL en faible quantité dus, par 

exemple, à l' augmentation du taux de sucre (glucose), de la respiration ou un excès du 

transport d'électrons. Lors d'un stress oxydatif, l'accumulation phytotoxique de ces 

différents radicaux oxygénés peut causer plusieurs dommages, conduisant à la perte de 

l'intégrité membranaire, la sénescence, la destruction de la chlorophylle et à la 

diminution de la photosynthèse chez les cellules végétales (Vichnevetskaia et Roy, 

1999). 

Chez les plantes, il existe plusieurs sources de production de RL : chloroplaste, 

mitochondrie, cytoplasme, la photorespiration dans les peroxysomes et la membrane 

plasmique (Mittler, 2002; Parent et al., 2008) (Figure 1.1). De nombreuses situations de 

stress peuvent induire une inhibition du transport d'électrons photo synthétiques dans le 

chloroplaste, altérant ainsi les réactions photochimiques aux centres réactionnels des 

PSII et PSI. 

Figure 1.1 Sites de production des radicaux libres dans la cellule végétale (Parent 
et al. , 2008). 
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Dans la plupart des stress environnementaux, le PSI et le PSU représentent 

une source importante de production des RL (Nishiyama et al. , 2006). D 'une part, au 

niveau du PSI, il est déjà connu que les électrons provenant de la photolyse d'eau 

réagissent avec l'oxygène (02), la réduction de 1'0 2 aboutit à la formation de superoxyde 

(02) (réaction de Mehler), qui sera ensuite transformé en H20 2 par une réaction de 

dismutation (Valko et al. , 2004) en présence de l'enzyme SOD (superoxyde dismutase) 

qui accélère cette réaction dans les systèmes biologiques (Michiels et al. , 1994) 

(Figure 1.2). D'autre part, la production d'oxygène singulet par le PSU se forme le plus 

souvent à de fortes intensités lumineuses, ou lors d'une inhibition du transport 

d'électrons par différents polluants. La formation des RL par le PSU se produit 

habituellement pendant la photolyse de l'eau (Niyogi, 1999). 

::ISO--. 

Figure 1.2 Production du superoxyde (02-) par le PSI (réaction de Mehler) suivie de 
sa dismutation en H202. . 

1.4 Détoxification des radicaux libres 

À l'état physiologique normal, il existe un équilibre entre la production des 

radicaux libres et les antioxydants. Cependant, lors d'un stress oxydatif la génération des 

radicaux libres dépasse celle des antioxydants, ce qui peut entrainer à de fortes doses la 

mort cellulaire. La plante dispose des systèmes de protection qui lui permettent de lutter 

contre ces espèces radicalaires qui reposent en majeure partie sur le cycle Halliwell-
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Asada (Badenhorst et al., 1998). Cette défense s'effectue dans les chloroplastes, 

directement au site de production des radicaux libres. Le cycle Halliwell-Asada est une 

série de réactions d'oxydoréduction : le superoxyde dismutase (SOD) transforme l'ion 

superoxyde 0 2- en peroxyde d'hydrogène (H20 2) , molécule moins toxique pour la 

cellule. Par la suite, l'ascorbate peroxydase pourra décomposer le H20 2 en eau et en 

oxygène. L' ascorbate oxydé sera régénéré par une série de réactions utilisant le 

glutathion et NADPH (Davey et al. , 2000) (Figure 1.3). 

GSSG NADPH 

( HP2 \! ~CORBAT\?\( y 
superonde ascorbate monodehydro glutathione 
. dehydro 

. dismutase peroxidase ascorbate reductase 

\ )\ ~:'~mPHJ\ A 
o - DHA 2 GSH NADP 

2 H20 

Figure 1.3 Cycle de détoxification du superoxyde et du peroxyde d'hydrogène par le 
cycle Halliwell Asada (Davey et al. , 2000). 

1.5 Appareil photosynthétique 

1.5.1 Aperçu de la photosynthèse 

La photosynthèse est le processus par lequel les végétaux capturent l'énergie de la 

lumière solaire pour synthétiser des glucides (C6H120 6) à partir du CO2 et de l'eau. Ce 

processus est rendu possible grâce à l'ensemble des réactions produisant le pouvoir 

réducteur (NADPH) et une source d'énergie (ATP) issue, à la base, de la photolyse de 

l'eau (Figure 1.4). La photosynthèse se résume généralement par l'équation suivante 

(Whitmarsh et Govindjee, 1999). 
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Dans cette équation globale, les 24 électrons retirés lors de la photolyse de l'eau sont 

utilisés pour réduire 6 CO2 en une molécule d'hexose. 

H~ (ADP + PiL NAD 

~y 
-'\Iv-+ Chlorc;»Phyli 

A 
02 

IJght reactlons 

Figure 1.4 Interaction entre les phases photochimiques et biochimiques de la 
photosynthèse (Taiz et Zeiger, 2006). 

1.5.2 La localisation de la photosynthèse dans les plantes 

1.5.2.1 Les chloroplastes 

Les phases photochimiques et biochimiques de la photosynthèse se déroulent dans 

le chloroplaste (Figure 1.5) qui est délimité du cytoplasme par une enveloppe formée 

d'une double membrane. La structure interne du chloroplaste est le système 

membranaire connue sous le nom membranes thylacoïdales, plus brièvement 

thylacoïdes, qui comprend des complexes de pigments-protéines effectuant les réactions 

photochimiques de la photosynthèse (Dekk:er et Boekema, 2005). Les thylacoïdes sont 

constitués d'un ensemble de vésicules aplaties (les lamelles) qui sont empilées pour 

former les granas. Les granas sont ensuite reliés entre eux par des thylacoïdes simples 

non empilés, désignés par lamelles stromatiques (Mustardy et Garab, 2003). L'espace 

présent à l'intérieur du thylacoïde est désigné par lumen. On distingue dans les 

membranes du thylacoïde différents complexes de pigments-protéines qui participent 

aux réactions photochimiques et au transport des électrons photosynthétiques (Malkin et 

Niyogi, 2000, Dekk:er et Boekema, 2005) : (i) Les antennes collectrices de lumière 

(Light Harvesting Complexes : LHCII et LHCI) formées de pigments photo synthétiques 
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liés à des protéines membranaires. (ii) Les centres réactionnels du PSU et du PSI, vers 

lesquels l'énergie lumineuse (absorbée par les LHCU et LHCI) est transférée pour 

effectuer les réactions photochimiques primaires. (iii) Une chaîne de transporteurs 

d'électrons situés entre le PSU et PSI, composés de plastoquinones (PQ), du complexe 

cytochrome b6f et de plastocyanines (PC). (iv) Le système enzymatique d'ATP 

synthétase qui catalyse la synthèse de l'ATP à partir de l'ADP et du phosphate 

inorganique en utilisant l'én~rgie libérée lors de la dissipation du gradient 

transmembranaire de protons. Ces complexes de pigments-protéines ne sont pas 

distribués uniformément dans les membranes des thylacoïdes. En effet, les complexes du 

PSU et leurs antennes collectrices de lumière se situent en majorité dans le grana, tandis 

que, les PSI, leurs antennes collectrices de lumière et l'A TP synthétase se situent dans 

les lamelles stromatiques et les régions marginales des granas (Allen et Forsberg, 2001). 

Globule 
lipidique 

Thylakoïde 

Membrane 
externe--"""~"" 

,ADN 

Intérieur d'un 
thylakolde 

Granum 

interne 

Figure 1.5 Coupe longitudinale d'un chloroplaste (http://www.vscht.cz). 
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1.5.3 Phases de la photosynthèse 

1.5.3.1 Les réactions photochimiques et le transport d'électrons 

La lumière est vitale aux végétaux puisque sa transformation en énergie 

photochimique permet de générer le transport d'électrons et de protons qui résulteront en 

la synthèse de molécules énergétiques (ATP et NADPH) permettant de réduire le 

dioxyde de carbone (C02) en carbone organique (glucide) lors de la phase biochimique 

de la photosynthèse. Tout d'abord, les photons sont absorbés par les pigments 

photo synthétiques (chlorophylles et caroténoïdes chez les algues vertes et les plantes 

supérieures) présents dans les antennes collectrices (Figure 1.6). La majeure partie de 

l'énergie lumineuse absorbée sera transférée sous forme d'excitons aux centres 

réactionnels des PSI et PSII pour être utilisée dans les réactions photochimiques 

primaires. Au cours de son transfert vers les centres réactionnels, une fraction de 

l'énergie d'excitation sera perdue et réémise sous forme de chaleur ou de fluorescence. 

Dans les antennes du PSII, l'énergie d'excitation est canalisée vers la chlorophylle a 

spéciale dénotée P680 au niveau du centre réactionnel. Son excitation provoque une 

réaction photochimique primaire, c.-à-d. la photooxydation de P680 en P680+, et la 

réduction de l'accepteur primaire d'électron, la phéophytine (Phéo). Cette séparation de 

charges (p680+Phéo) initie un transfert d'électrons par lequel P680+ regagne un électron 

en oxydant (photolyse) une molécule d'eau via la tyrozine Z au niveau du complexe de 

dégagement d'oxygène. Pendant ce temps, la Phéo- cèdera son électron aux accepteurs 

plastoquinones QA et QB. La QB, après avoir accepté deux électrons et pris deux protons 

du stroma, se détache de son site et migre dans les membranes internes des chloroplastes 

(les thylacoïdes) vers les complexes du cytochrome b6f où elle sera oxydée. L'électron 

est ensuite transféré via la plastocyanine vers le centre réactionnel du PSI. Grâce à cet 

électron et à un photon provenant de l'antenne du PSI, un électron du centre réactionnel 

du PSI chemine jusqu'à la ferrédoxine, une protéine présente dans le stroma qui réduira 

le NADP+ en NADPH à l'aide d'une enzyme. En plus de produire le NADPH, le 

transport photo synthétique d'électrons génère un gradient de protons (~pH) qui 

s'accumulent dans le lumen des thylacoïdes suite à la photolyse de l'eau (en W et O2) et 

lors de l'oxydation des plastoquinones au niveau du cytochrome b6f. L'éner"gie de ce 
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ôpH est dissipée par le facteur de couplage (F-ATPase ou ATP synthase) pour produire 

des molécules d'ATP. Les molécules de NADPH et d'ATP sont ensuite utilisées comme 

source d'énergie par le cycle de Calvin afin de réduire le CO2 en glucides lors de la 

phase biochimique de la photosynthèse (Melis, 1999). Ainsi, la phase biochimique de la 

photosynthèse est dépendante de la phase photochimique qui lui fournit les molécules de 

NADPH et d'ATP, tandis que la phase photochimique est dépendante de la phase 

biochimique qui régénère le NADP+, l'ADP et le phosphate inorganique, essentiels au 

maintien du transport photosynthétique d'électrons (Chen et al., 1992). 

STROMA 
2NADPH 

2 (NADP+ + H+) • 

Complexe PSU LUMEN 
, 

Complexe PSI 

Figure 1.6 Processus de la photosynthèse (Horton et al., 1994). 

a) Le photosystème II (PSII) 

Le PSU est un complexe multiprotéiques, qui utilise l'énergie lumineuse pour 

oxyder l'eau et réduire les plastoquinones (PQ). Les deux réactions ont lieu dans le 

lumen et le stroma. Lorsque l'énergie d'excitation atteint le centre réactionnel du PSU, il 

peut se produire une séparation de charge où la chlorophylle spéciale P680 éjecte un 

électron qui passe à une phéophytine, qui le transfère à une plastoquinone (PQ) fixe 

(QA). Cette dernière cède son électron à une autre quinone QB (côté accepteur). Après 

avoir accepté deux électrons et deux protons, la plastoquinole (PQH2) se libère et migre 

vers le complexe Cyt b6fpour être oxydée. (Nield, 1997). 
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b) Le cytochrome b6f 

Le cytochrome b6f est un complexe trimérique (Whitelegge et al. 2002). 

Globalement, il agit comme une plastoquinone-plastocyanine oxydoréductase. Il assure 

le transfert d'électrons entre les deux photo systèmes (PSU et PSI), en acceptant les 

électrons des plastoquinones (en provenance des PSU) et en réduisant les plastocyanines 

(en route vers le PSI). L'oxydation des plastoquinones permet de larguer les protons W 

dans le lumen des chloroplastes à travers les thylacoïdes pour produire l'ATP (Kurisu 

et al., 2003). Le transport cyclique « Q-cycle » au sein du complexe Cyt b6f permet de 

transporter plus de protons vers le lumen et ainsi aider à produire plus d'ATP. 

c) Le photosystème 1 (PSI) 

En plus du PSU, le PSI est le site où s'effectue l'autre réaction photochimique 

primaire (Figure 1.7). Globalement, il agit comme une plastocyanine ferrédoxine 

oxydoréductase dans les membranes des thylacoïdes. Les complexes collecteurs de 

lumière de l'antenne interne du PSI absorbent les photons et transfèrent l'énergie 

d'excitation à P700, le donneur d'électrons primaires. La séparation de charges 

ultérieures et le transport des électrons conduisent à la réduction de la ferrédoxine via 

différentes composantes redox (complexe Fe-S, vit K, A, B). Les protéines du PSI sont 

responsables de l'arrangement précis des cofacteurs et de déterminer les propriétés redox 

des centres de transfert d'électrons. 

NADP+ 

Figure 1.7 Fonctionnement du PSI dans la membrane thylacoïdale 
(www.snv.jussieu.fr). 
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d) Transport cyclique des électrons autour du PSI 

Selon la disponibilité de NADP+ et les besoins métaboliques des cellules, la 

ferrédoxine peut réduire les molécules de PQ au niveau du complexe Cyt b6f pour 

former le transport cyclique d'électrons. Un tel transport permet de pomper plus de 

protons dans le lumen des thylacoïdes et ainsi former plus d'ATP. Le transport cyclique 

d'électrons augmente donc la proportion d'ATP par rapport au NADPH (Taiz et Zeiger, 

2002). 

e) Gradient de protons transmembranaire et photophosphorylation 

Le transport d'électrons généré par les réactions photochimiques au sein des PSI! 

et PSI induit la formation d'un gradient transmembranaire de protons entre le stroma et 

le lumen du thylacoïde via la plastoquinone et le cytochrome b6f. La réaction de 

photolyse de l'eau catalysée par le complexe de dégagement d'oxygène du PSI! contribue 

également au gradient transmembranaire de protons. La dissipation de l'énergie 

contenue dans ce gradient de protons au niveau de l'A TP synthétase induit la synthèse 

d'ATP lors du processus de photophosphorylation (Taiz et Zeiger, 2002). 

1.5.3.2 Phase biochimique de la photosynthèse 

Le cycle de Calvin constitue une série de réactions biochimiques pouvant 

être décomposée en trois phases : carboxylation, réduction et régénération (Malkin et 

Niyogi, 2000). Durant la phase de carboxylation, le CO2 et l'eau sont combinés 

enzymatiquement, par le RUBISCO, à un sucre à 5 carbones qui est le ribulose-I-5-

biphosphate (RuBP) , pour former 2 molécules de 3 carbones, le 3-phosphoglycérate 

(3-PGA). Au cours de la phase de réduction, le 3-PGA est réduit en triose-phosphate 

(glycéraldéhyde 3-phosphate) par le NADPH et l' ATP (Figure 1.8). A la [m et durant la 

phase de régénération, la majeure partie des trioses-P (5/6) est utilisée à la resynthèse du 

RuBP à l'aide de l'ATP permettant de recommencer le cycle, l'autre partie (116) allant à 

la synthèse d'amidon et/ou de saccharose (sucrose) (Taiz et Zeiger, 2006). 



Rlbulose- 1,5-
blsphosphate 

c:arIiMIn Input 

Start of cycle 

3-Phosphog Iycerate 

Glyceraldehyde-3-....... _~ _ _ .,--' 
phosphate .. 

! 
Triose phosphates 

! 
Sucrose, starch Lc..rbon~~~~~~ 

Figure 1.8 Cycle de Calvin (Taiz et Zeiger, 2006). 

1.6 La fluorescence chlorophyllienne 
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La lumière absorbée par l'appareil photo synthétique n'est pas totalement 

transformée en énergie chimique. Une partie est perdue sous forme de chaleur et de 

fluorescence. À température ordinaire, l'émission de la fluorescence chlorophyllienne 

provient essentiellement de l'antenne collectrice du PSU. L'émission de la fluorescence 

par le PSI est faible comparativement et ne représente au plus que 10 à 20 % de 

l'émission totale. De plus, l'émission de fluorescence venant du PSU est variable tandis 

que celle qui vient du PSI ne l'est pas (Krause et Weis, 1984; Maxwell et Johnson, 

2000). Chez une feuille adaptée à l'obscurité lorsque QA est oxydé dans tous les PSU, 

c.-à-d. que tous les centres réactionnels sont ouverts, l'efficacité photochimique est 

maximale et l'intensité de la fluorescence est minimale et est dénotée Fo (seulement 1 % 

de l'énergie perdue en fluorescence). Si l'on applique un flash lumineux saturant de 1 s, 

tous les QA sont momentanément réduits (centres réactionnels fermés), l'efficacité 

photochimique est minimale et donc la fluorescence est maximale (Fm). Chez une feuille 

exposée à une intensité lumineuse quelconque, le QA est réduit dans une fraction des 

PSU d'où une augmentation de l'intensité de la fluorescence (F ou Fs). En même temps, 

le transport d'électrons dans les thylacoïdes cause la formation d'un ôpH, qui lui entraîne 
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l'accumulation de zéaxanthine. Ce dernier entraine une plus grande dissipation de 

l'énergie sous forme de chaleur. C'est pourquoi lorsqu'on applique un flash lumineux 

saturant causant la fermeture momentanée de tous les centres réactionnels, la 

fluorescence maximale (Fm') pour ces conditions est inférieure à Fm (à cause de la plus 

grande dissipation de l'énergie sous forme de chaleur en présence de zéaxanthine) 

(Genty et al., 1989). 

1.7 Rôle de l'acide salicylique dans l'acclimatation des plantes vis-à-vis les stress 
environnementaux et oxydatifs 

Les conditions environnementales dans lesquelles les plantes se développent 

varient de façon constante durant la journée, les saisons ou selon le climat. Ces 

variations de l'environnement sont causées par divers facteurs abiotiques et biotiques 

tels que l'excès de lumière, la sécheresse, les températures extrêmes, les métaux lourds, 

les pathogènes et les herbivores, etc. Leurs effets négatifs chez les plantes résultent 

généralement d'un même désordre physiologique : le stress oxydatif. Ce dernier peut 

toucher la photosynthèse. Cependant, les plantes réagissent de façon appropriée selon la 

nature et l'intensité de ces stress en mettant en jeu des réponses spécifiques qui leur 

permettent de s'acclimater. Dans la majorité des cas, l'acclimatation des plantes repose 

sur des molécules signal (phytohormones) telles que les acides abscissique, jasmonique 

et salicylique (AS). Il a été trouvé que l'AS est particulièrement intéressant en raison de 

ses applications potentielles. En effet, plusieurs études ont démontré que l'application 

exogène de l'AS atténue les effets inhibiteurs de différents stress environnementaux tels 

que les métaux lourds, la salinité, les UV s, la sécheresse, l'ozone, etc. (revue par Hayat 

et al., 2010). Une autre étude a révélé que l'addition d'AS a réduit l'excès de la toxicité 

causé par le manganèse et a stimulé la croissance chez des plantes de concombre (Shi et 

Zhu, 2007). L'application exogène de l'AS augmente la concentration des composés 

phénoliques dans les plantes (Bechtold et al. , 2005) et stimule le complexe antioxydant 

acide ascorbique GSH (Chao et al., 2010). Aussi, l'AS améliore les activités des 

enzymes antioxydantes, la peroxydase (POX) et le superoxyde dismutase (SOD) (revue 

Hayat et al., 2010). 
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Cependant, l'AS peut avoir des effets néfastes à des concentrations élevées menant 

à une inhibition de croissance des végétaux (Shakirova, 2007; Hayat, 2010). Sahu et al. 

(2002) ont cultivé des plantes de blé (Triticum aestivum) avec trois différentes 

concentrations d'acide salicylique (50, 500 et 1000 JlM) pendant sept jours. Les résultats 

ont montré que l'AS à de faibles concentrations favorise l' activité photo synthétique et 

stimule le transport d'électrons tandis qu 'à de fortes concentrations il induit une 

atténuation drastique de l'activité photosynthétique. Aussi, Janda et al. (2012) ont 

montré que l'AS inhibe également la photosynthèse chez des feuilles de tabac 

(Nicotiana tabacum) via la fermeture des stomates et en ralentissant également le 

transport d'électrons du PS II. De plus Gordon et al. (2004), ont démontré que l'AS 

induit une inhibition de la phosphorylation oxydative en favorisant la thermogenèse dans 

des racines de blé. D'autres études ont confirmé que l'AS s'est avéré inhibiteur du taux 

de transport d'électrons à des concentrations croissantes (poor et al., 2010, Norman 

et al. , 2004; Xie et Chen, 1999; Hayat, 2010). 

1.8 Objectifs 

Considérant l'importance vitale du transport d'électron et la formation du gradient 

de protons pour la photosynthèse, je propose dans ce mémoire de caractériser les effets 

inhibiteurs des radicaux libres et de l' acide salicylique sur le gradient transmembranaire 

de protons ainsi que sur le transport photo synthétique d'électrons sur des thylacoïdes 

isolés à partir des feuilles d'épinard. 

1.9 Approche expérimentale 

Le transport d'électrons et le gradient de protons à travers la membrane des 

thylacoïdes sont deux paramètres fondamentaux de la photosynthèse. Dans ce mémoire 

de maitrise, nous avons voulu caractériser et comparer les effets inhibiteurs et 

découpleurs causés par les radicaux libres générés par l'AAPH et ceux causés par l'acide 

salicylique. Nous avons donc mesuré les effets de ces composés sur les fonctions des 

thylacoïdes, spécifiquement, sur le transport photo synthétique d'électrons et le gradient 

transmembranaire de protons. 
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Tel que mentionné précédemment, un aspect original de ce mémoire est 

l'application pour la première fois à notre connaissance de la méthode Evron et McCarty 

(2000) pour mesurer simultanément les effets inhibiteurs et découpleurs causés par 

l'AAPH et l'acide salicylique. Cette méthode repose sur l'utilisation combinée de 

l'indicateur de ApH 9-aminoacridine (9-AA) et de l'accepteur d'électrons ferricyanure 

(FeCN). Tel que présenté à la figure 1.10, le spectre d'absorbance du FeCN (maximum 

d'absorbance à 420 nm) chevauche significativement celui du 9-AA (maximum 

d'absorbance à 399 nm). La perte d'absorbance du FeCN lors de sa photoréduction au 

niveau du PSI cause donc une hausse de l'excitation du 9-AA et par conséquent une 

augmentation de la fluorescence du 9-AA (F9-AA). L'augmentation de la F9-AA durant 

l'illumination dénotée ~FL dans la figure 1.9 peut être reliée à la quantité de FeCN 

photoréduit durant l'illumination en mesurant la baisse de F9-AA suite à l'addition 

d'une quantité connue de FeCN (~Fs dans la figure 1.9). 
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Figure 1.9 Cinétique de la fluorescence du 9-aminoacridine (9-AA) permettant 
d'estimer simultanément le gradient de protons (ApH) et le taux de 
transport photosynthétique d'électrons selon la méthode de Evron et 
McCarty (2000). 
La fluorescence du 9-AA diminue rapidement au début de la période 
d'illumination (large flèche blanche) du à la formation du ~pH. 

L'augmentation graduelle de la fluorescence du 9-AA (période entre les 
larges flèches blanche et noire) est attribuable à la photoréduction de 
l'accepteur d'électrons FeCN. La quantité de FeCN photoréduit peut être 
estimée par la baisse de la fluorescence ~s lors de l'addition d'une 
quantité connue (0,1 flM) de FeCN. 
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Figure 1.10 Spectres d'excitation (ext) et d'émission (ems) du 9-aminoacridine et 
spectre d'absorbance du ferricyanure de potassium (FeCN ou ici dénoté 
FeCy) (Evron et McCarty, 2000). 



CHAPTREII 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.1 Isolation des thylacoïdes 

Les expériences ont été réalisées avec des thylacoïdes isolés de bébé feuilles 

d'épinard (Spinacea oleracea L) achetées de l'épicerie locale (Trois-Rivières). Pour 

répondre à nos objectifs, des mesures de l'efficacité photochimique, du gradient de 

protons et du taux de transport photo synthétique d'électrons ont été effectuées chez des 

thylacoïdes traitées ou non avec l'AAPH (générateur de radicaux libres) ou l'AS. 

Toutes les étapes de l'isolation se sont déroulées sous lumière verte, à 4 oC selon 

la méthode de Whitmarsh et Ort (1984). Cinquante grammes (g) de jeunes feuilles 

d'épinard ont été lavés à l'eau distillée après que la nervure centrale ait été enlevée. 

Ensuite, les feuilles ont été broyées (3 brèves pulsations de 2-3 secondes) à l'aide d'un 

mélangeur domestique refroidi. La solution de broyage (250 ml) utilisée consistait en 

0,3 M NaCI, 30 mM Tricine-NaOH (pH de 7,8),3 mM MgCh et 0,5 mM N(4-EDTA. 

L'homogénat obtenu a été filtré à travers une épaisseur de Mirac1oth, puis centrifugé à 

4130 rpm pendant 2 min à 4 oC. Le surnageant a été ensuite éliminé, puis le culot a été 

délicatement resuspendu à l'aide d'un pinceau à poils doux dans une solution (de 0,2 M 

sorbitol, 5 mM HEPES-NaOH (pH 7,5), 2 mM MgCh et 0,5 mg mL-1 BSA. Une 

seconde centrifugation d'une durée de 20 s (4130 rpm, 4 OC) suivait. Le surnageant était 

filtré à travers un tissu Kimwipe pour en retirer les débris. Le filtrat recueilli était de 

nouveau centrifugé (4130 rpm, 3 min, 4 OC). Le surnageant obtenu était éliminé, les 

culots obtenus dans chaque tube étaient combinés et resuspendus au pinceau dans 2 ml 

de solution de resuspension contenant de 0,2 M sorbitol, 0,05M P04-NaOH (pH 7,5), 

2 mM MgCh et 0,5 mg mL-1 BSA. 
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Pour déterminer la concentration finale en chlorophylles (a+b) de chaque 

échantillon, 50 J1L de suspension a été ajouté à 10 mL d'acétone 80 % et filtré. 

L'absorbance était ensuite lue à 647 nm, 664 nm et 750 nm. La concentration en 

chlorophylles totales était calculée en flg ChIs mL-1 selon l'équation de Porra et al. 

(1989): Chla+b = 17,76*(A647-A750) +7,34*(A664-A750). 

2.2 Traitements 

Les thylacoïdes ont été soumis à deux différents traitements: 

2.2.1 Traitement AAPH 

L 'AAPH est un composé soluble dans l'eau qui subit une décomposition thermique 

au cours du temps pour produire des radicaux libres. Il est généralement utilisé à 37 oc. 

Dans notre cas, des expériences préliminaires ont été réalisées afin de déterminer la 

température optimale pour préserver l ' intégrité des thylacoïdes, c.-à-d. leur capacité de 

formation du ~pH et leur activité photochimique. Ces expériences préliminaires ont 

montré qu'une température de 33 oC était optimale pour à la fois assurer l ' intégrité des 

thylacoïdes et la génération de radicaux libres par l'AAPH (résultats non-présentés). 

Par conséquent, les thylacoïdes ont été incubés dans un bain-marie à 33 oC pendant 

20 min avec différentes concentrations d'AAPH: 0; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 et 10 mM pour les 

mesures de ~pH. Considérant de larges différences de sensibilité du ~pH et de l 'activité 

photochimique dans les thylacoïdes (voir section 3.2), les concentrations de 0, 20, 

50, 100, 150, 200, et 300 mM mit été utilisées pour les mesures du rendement 

photochimique maximal du PSU (Fv/Fm) et opérationnel (~F/Fm'). Nos expériences ont 

été répétées trois fois de façon aléatoire avec trois préparations distinctes de thylacoïdes. 

2.2.2 Traitement AS 

Les thylacoïdes ont été traités avec l 'AS à des concentrations définies à partir 

d' expériences préliminaires, soit: 0; 0,03 ; 0,1; 0,3; 1; 3 et 10 mM à température 
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ambiante (23 OC) pendant 15 rmn pour les mesures du rendement photochimique 

maximal du PSU (FvlFm) et opérationnel (~FlFm' ) ainsi que pour le ~pH. Nos 

expériences ont été répétées trois fois de façon aléatoire avec trois préparations 

distinctes de thylacoïdes (n = 3). 

2.3 Estimatiol\s de l'efficacité photochimique par la fluorescence de la ChI a 

Les mesures du rendement quantique maximum à l'obscurité (FvlFm) et du 

rendement quantique opérationnel (~FlFm') du PSU chez les thylacoïdes ont été 

enregistrées à l ' aide de l'appareil XE-PAM (Walz, Allemagne). Chaque échantillon 

contenant une suspension de thylacoïdes (volume final : 2 mL) a été placé dans une 

cuvette en plastique avec agitation durant les mesures. D'abord, le niveau minimal de la 

fluorescence (Fo) a été enregistré. Fo représente la dissipation d'énergie réémise sous 

forme de fluorescence par les antennes collectrices de lumière lorsque le P680 est à l'état 

oxydé. Ensuite, un flash saturant a été appliqué pour induire le ruveau maximal de 

fluorescence (Fm) au moment où tous les centres réactionnels étaient fermés . Les 

données ont été enregistrées à l'aide d'un logiciel (Wincontrol, Walz). Les valeurs Fo 

et Fm ont été utilisées pour calculer le rendement photosynthétique maximal (FvlFm, où 

Fv=Fm-Fo) comme défini par (Genty et al. , 1996). Ensuite, 1,5 mM de ferricyanure de 

potassium FeCN (accepteur d'électrons) a été ajouté dans le même échantillon. 

L'échantillon était ensuite illuminé par une lumière rouge de 300 !lmol m-2 
S-1 pendant 

3 min et le Fs (niveau stationnaire) a été enregistré. Ensuite, trois flashes saturants ont 

été donnés à chaque minute pour pouvoir enregistrer le Fm' . Le but de ces mesures était 

d'évaluer l'activité photochimique des thylacoïdes suite à un stress oxydatif (AAPH) 

ou/et un découpleur (AS) par la fluorescence chlorophyllienne. 

2.4 Estimations du gradient de protons et du taux de transport photosynthétique 
d'électrons par la fluorescence du 9-aminoacridine 

Les mesures des taux de transport d'électrons et du gradient de pH ont été 

effectuées à partir de suspensions de thylacoïdes selon la méthode d'Evron et McCarty 
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(2000) légèrement modifiée. Tout d'abord, la fluorescence du 9-aminoacridine (F9-AA) 

a été mesurée à l'aide d'un fluorimètre XE-PAM (Walz, Effeltrich, Allemagne). Les 

filtres utilisés à l'excitation (UV-NB) et à l'émission (bleu-vert) étaient respectivement 

BG18 + UGll et KV418 + BGI8. Chaque échantillon (volume final : 2 mL) était placé 

dans une cuvette de quartz. La source d'excitation UV et le détecteur de la fluorescence 

étaient à 90° dans la cellule du XE-PAM. Une courbe représentative de la F9-AA avec 

les différents niveaux de fluorescence est présentée à la figure 2.1. Le Fo a été d'abord 

établi à partir de la fluorescence émise par l'échantillon contenant l'aliquot de 

thylacoïdes (30 f.!g Chis mL-1
) , 0,3 mM FeCN (pour supporter le transport d'électrons) et 

le milieu d'essai. Le 9-AA (2 f.!M) était ajouté et l'émission de la fluorescence de 

l'échantillon à l'obscurité était enregistrée jusqu'à l ' atteinte d'un niveau stationnaire 

(FI obscurité). L'échantillon était ensuite illuminé durant 120 secondes par une lumière 

rouge de 300 mmol m-2 S-I acheminée par une fibre optique positionnée en-dessous de la 

cuvette (à 90° de l'excitation et la détection de la fluorescence). Cette illumination 

induisait une atténuation (quenching) de la F9-AA. Le niveau de la F9-AA à la fm de 

cette illumination était noté (niveau F2, Figure 2.1). À la fm de l'illumination rouge, 

la F9-AA augmentait rapidement pour atteindre graduellement le niveau F3 après 

équilibre. Le quenching de la F9-AA était fmalement déterminé comme suit Q9-AA = 

(F3-F21F3-Fo) puis exprimé en pourcentage (Figure 2.1). 

À la fm de l'expérience, 50 f.!mole de FeCN ont été ajoutés causant une diminution 

de la fluorescence à un niveau F4 (F3-F4) permettant d'exprimer la hausse de la 

fluorescence durant l'illumination (F3-Fl) en quantité d'électrons par unité de temps et 

de chlorophylles (Figure 2.2). Sçlon Evron et McCarty (2000), l'augmentation de la 

F9-AA durant illumination (F3-F 1) normalisée par la baisse de fluorescence induite par 

une concentration connue de FeCN (F3-F4) permet d'estimer le taux de transport 

d'électrons (TE) (Figure 2.1) comme suit : 
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Cinétique de la fluorescence du 9-aminoacridine (F9-AA) permettant 
d'estimer simultanément le gradient de protons (ApH) et le taux de 
transport photosynthétique d'électrons (TE) selon la méthode 
d'Evron et McCarty (2000). 
Voir texte pour détails additionnels. 



CHAPITREill 

RÉSULTATS 

3.1 Effet inhibiteur du DCMU et du découpleur NH4CI sur la fluorescence 
du 9-aminoacridine 

Dans une première partie, des expériences ont été réalisées afin de vérifier 

l'effet inhibiteur du DCMU et du découpleur ~CI sur le transport d'électrons 

des thylacoïdes. La concentration [male du DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-I,I­

dimethylurea) a été fixée à 15 J.lM. La figure 3.1 montre des cinétiques représentatives 

de fluorescence du 9-AA (F9-AA) mesurées chez des thylacoïdes contrôles et traités en 

présence du DCMU ou du ~Cl. Chez des thylacoïdes contrôles, l'illumination induit 

une baisse (quenching) rapide de la F9-AA causée par l'acidification du lumen 

(formation de ~pH). Cette baisse rapide est suivie d'une lente augmentation de la F9-AA 

attribuable à la photoréduction du FeCN (Evron et McCarty, 2000). Chez des 

thylacoïdes traités en présence de 0,3 mM ~CI (Figure 3.1b), nous observons par 

rapport aux thylacoïdes contrôles une diminution du quenching de la F9-AA. Cependant, 

le ~CI (0,3 mM) n'a aucun effet apparent sur le taux de transport d'électrons 

(photoréduction du FeCN), c.-à-d. sur l'augmentation de la F9-AA durant l'illumination. 

Quant aux thylacoïdes traités en présence de DCMU (Figure 3.1 c), il Y avait une 

inhibition complète du transport d'électrons photosynthétiques, et conséquemment une 

inhibition du gradient de proton transmembranaire (~pH). La méthode d'Evron et 

McCarty (2000) permet donc de démontrer à la fois les effets découpleur et inhibiteur du 

transport d'électrons. 

L'utilisation du chlorure d'ammonium ~CI) à des concentrations croissantes a 

atténué exponentiellement la formation du gradient de protons à travers la membrane des 

thylacoïdes. La figure 3.2 montre qu'une concentration de 0,3 mM était suffisante pour 

diminuer de moitié (lCso ~ 0,3 mM) le quenching de la F9-AA (Q9AA). Par contre, la 
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figure 3.3 montre que cet effet inhibiteur du ~CI sur le ~pH (estimé par le Q9AA) 

n'était pas accompagné par une stimulation telle qu'attendue du taux transport 

d'électrons. 

Enfm, pour mieux démontrer l'effet découpleur du ~CI, il importe de démontrer 

que son effet inhibiteur sur le ~pH est effectivement causé par une plus grande 

perméabilité des thylacoïdes vis-à-vis les protons plutôt que par une inhibition du 

transport d'électrons (comme pour le DCMU). Les cinétiques des courbes de relaxation 

du quenching de la F9-AA à la fin de la période d'illumination ont donc été analysées 

pour des contrôles où la formation du ~pH était importante, et pour une concentration de 

0,3 mM où le découpleur NH4CI a inhibé le ~pH de moitié (lCso ::::: 0,3 mM). Nos 

résultats montrent que ~CI a accéléré la relaxation du quenching de la F9-AA: la 

moyenne de la constante de régression lib des relaxations exponentielles du Q9-AA des 

thylacoïdes traités avec 0,3 mM ~CI était ::::: 23,6 s tandis que cette constante de 

relaxation pour les thylacoïdes contrôles était de ::::: 30,6 s (Figure 3.4). Un test de t 

indique que cette différence est statistiquement significative (p:S 0.05). Donc une 

diminution du quenching du 9-AA induit à la lumière accompagnée d'une accélération 

de la relaxation du Q9-AA après illumination sont deux observations qui démontrent 

bien que l'effet inhibiteur d'une substance sur le ~pH résulte de son effet découpleur et 

non pas de son effet inhibiteur sur le transport d'électrons. 
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3.2 Effets des radicaux libres (AAPH) sur le transport d'électrons et le gradient 
de protons 

Notre deuxième partie expérimentale visait à démontrer les effets inhibiteurs des 

radicaux libres générés par AAPH sur la chaîne de transport d'électrons et la formation 

du gradient de pH transmembranaire sur des thylacoïdes photochimiquement actifs. 

Pour déterminer le fonctionnement du PSU de la chaîne de transport d'électrons, les 

http://www.rapport-gratuit.com/
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rendements quantiques maximum (FvlFm) et opérationnel (ôFlFm' ) du PSU ont été 

mesurés après 20 min de traitement à différentes concentrations d'AAPH qui variaient 

de 0, 20, 50, 100, 150, 200, et 300 mM (avec un nombre de répétitions n = 4). 

Les résultats obtenus montrent tel qu'attendu que FvlFm et ôFlFm' diminuent avec 

l'augmentation des concentrations d'AAPH. Les valeurs de la concentration inhibitrice à 

50 % (ICso) étaient de ;::: 130 mM pour les mesures de FvlFm et de ;::: 80mM pour les 

mesures de ôFlFm' (Figure 3.5). 

Nos résultats ont montré que les RL générés par l 'AAPH ont inhibé non seulement 

le transport d'électrons générés par le PSU (ôPlFm' ) et les réactions photochimiques du 

PSU (FvlFm) mais aussi la formation du gradient de protons trans~embranaire (ÔpH). 

Les Figures 3.6 et 3.7 montrènt que l'AAPH a fortement inhibé le gradient de protons 

transmembranaire des thylacoïdes (ICso ;::: 1 mM). À 10 mM AAPH, le ÔpH était 

pratiquement aboli. Ainsi, l'AAPH a un effet plus nettement prononcé sur le ÔpH que 

sur les réactions photochimiques du PSU (ICso ;::: 80 et 130 mM pour ôFlFm' et FvlFm 

respectivement). Cette grande différence de sensibilité explique pourquoi l 'effet 

inhibiteur du AAPH sur le ÔpH n'a pu être observé simultanément avec l'effet inhibiteur 

du AAPH sur le transport d'électrons estimé selon la Evron et McCarty (2000) (voir 

sections 1.9 et 2.4). En effet, pour des concentrations d'AAPH variant de 0 et 10 mM, 

suffisantes pour inhiber la formation du ÔpH, aucun effet significatif de l ' AAPH sur le 

taux de transport d'électrons n ' a pu être détecté (Figure 3.8). Un taux moyen de 

transport d'électrons de 62,7 Ileq-mg chr1h1 a été estimé pour les thylacoïdes contrôles 

(sans ajout de l'AAPH). De plus, les résultats n'indiquent aucune stimulation du taux de 

transport d'électrons en présence de faibles concentrations d'AAPH (Figure 3.9), tel 

qu'observé pour le découpleur ~Cl (Figure 3.3). 

Pour s'assurer que l'abolition du ÔpH par l'AAPH est vraiment causée par un effet 

découpleur, les constantes des courbes de relaxation du quenching de la F9-AA 

. (Q9-AA) à la fin de la période d'illumination ont été mesurées chez des thylacoïdes 

contrôles et traités (Figure 3.9). Cette constante de relaxation chez les thylacoïdes 

contrôles après incubation à 33 OC pendant 20 min était de 25 s. tandis qu'à une 
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concentration inhibitrice de 50 % (ICso ::::: ImM AAPH), cette constante était de 22 s. Un 

test de t indique que cette différence, quoique faible, est statistiquement significative 

(p ~ 0.05). 
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Figure 3.7 Inhibition du quenching de la fluorescence du 9-aminoacridine (Q9-AA) 
chez des thylacoïdes d'épinard traités avec différentes concentrations 
d'AAPH. 
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3.3 Effets de l'acide salicylique sur le transport d'électrons et le gradient de 
protons 

Notre dernière partie cherchait à mettre en évidence les effets inhibiteur ou/et 

découpleur de l'acide salicylique sur la chaine de transport d'électrons et le gradient de 

protons transmembranaire des thylacoïdes d'épinard. Nos résultats (obtenus après une 

incubation de 15 min à 23 0 à différentes concentrations d'AS qui variaient de 0 à 

10 mM) indiquent que l'AS agît à la fois en tant que découpleur . et inhibiteur de la 

chaine de transport d'électrons. 

De manière générale, pour des concentrations inférieures à 1 mM, l'AS n'affecte 

pas significativement le rendement photochimique maximum (FvlFm) et opérationnel 

(~FlFm'). Par contre à des concentrations plus élevées, l'activité de transport d'électrons 

a été considérablement inhibée (Figure 3.10). 
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Figure 3.10 Valeurs moyennes du rendement photochimique maximal du PSII 
(FvlFm) et du rendement photochimique opérationnel (~FlFm') des 
thylacoïdes en fonction de [AS]. 
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Pour notre témoin (sans ajout de l'AS), des moyennes de 0,80 ± 0,01 et 

0,5415 ± 0,01 ont été enregistrées pour les mesures de FvlFm et ~!Fm' respectivement. 

Des baisses de 50 % ont été observées pour des concentrations de 2,9 mM et 2,0 mM 

pour les paramètres FvlFm pour ~!Fm' respectivement (Figure 3.10). 

Comme pour l ' AAPH, l'AS affecte aussi la formation du b.pH estimé par le 

quenching de la F9-AA (Q9AA). La valeur moyenne de Q9AA du contrôle s' élevait 

à 17,37± 1,5 (Figure 3.12). Cette valeur diminuait avec l ' augmentation de la 

concentration d'AS, avec une valeur de IC50 ::::: 0,3 mM. Comme pour l'AAPH, l'AS 

affecte donc davantage la formation du gradient de protons que le transport d'électrons 

(IC50 ::::: 0,3 mM versus IC50 ::::: 2-3 mM) (Figures 3.12 et 3.13). 

Cependant, il est intéressant de noter qu'en plus de son effet inhibiteur, l'AS à des 

concentrations inférieures à 1 mM a causé une augmentation d'environ 50 % du taux de 

transport d'électrons tel qu'estimé par la méthode de Evron et McCarty (2000). Cette 

stimulation étant significative à 0,3 mM. 

Comme pour l'AAPH, les résultats obtenus avec l'AS montrent que le temps de 

relaxation du quenching de la F9-AA diminue avec l'augmentation des concentrations 

de l'AS. Chez les thylacoïdes contrôles incubés à température ambiante pendant 15 min, 

le temps de relaxation était de 26 s tandis qu'à une concentration inhibitrice à 50 % 

(IC50 ::::: 0,3 mM), le temps de relaxation a baissé à 22 s (Figure 3.14). Un test de t 

indique que cette différence, quoique faible, est statistiquement significative (p ~ 0.05). 
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Figure 3.11 Cinétique de la fluorescence du 9-AA chez des thylacoïdes d'épinard à 23 oC 
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CHAPITRE IV 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

La converSiOn photo synthétique du CO2 atmosphérique en glucides grâce à 

l'énergie lumineuse est d'une importance vitale non seulement pour les végétaux, mais 

pour tous les organismes vivants. Cependant, la complexité des réact{ons 

photochimiques et biochimiques impliquées rend la photosynthèse particulièrement 

sensible aux conditions défavorables de l'environnement. Malgré la diversité des « stress 

environnementaux» (polluants, températures extrêmes, UV, pathogènes, etc.), ceux-ci 

provoquent tous à différents degrés la production d'un excès de molécules réactives 

d'oxygène (radicaux libres, RL) pouvant causer de nombreux dommages cellulaires et 

désordres physiologiques à l'échelle de la plante. 

Les effets néfastes des RL engendrés par les différents facteurs environnementaux 

sur l'assimilation de CO2 et le transport photo synthétique d'électrons sont relativement ' 

bien documentés. Par contre, trop peu d'études ont examiné la susceptibilité relative 

de la formation d'un gradient de pH vis-à-vis les RL. Par exemple, une plus grande 

inhibition de la formation du tlpH par rapport au transport d'électrons diminuerait la 

proportion des quantités d'ATP produits par rapport à celles du NADPH. Or, ces 

deux molécules énergétiques sont requises dans une proportion bien déterminée de 

1,5 ATPINADPH lors de la réduction du CO2 en glucides dans le cycle de Calvin (Taiz 

et Zeiger, 2006). 

Face aux conditions adverses de l'environnement, les végétaux sont heureusement 

capables de s'acclimater. Cette acclimatation est souvent initiée par des phytohormones, 

dont l'acide salicylique (AS). L'application AS exogène permet d'atténuer les effets 

néfastes de plusieurs stress environnementaux tels que les métaux lourds et la salinité 

(Hayat 2010). Cependant, à fortes concentrations, l'AS peut aussi diminuer la croissance 
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des plantes (Shakirova 2007, Xie et Chen, 1999, Hayat, 2010). Cet effet néfaste de l'AS 

pourrait être relié à un effet découpleur et inhibiteur du transport d'électrons, tel que déjà 

observé dans les mitochondries. À notre connaissance, ces effets n'ont jamais été 

examinés dans les chloroplastes. 

Considérant les rôles fondamentaux et complémentaires du gradient de protons et 

du transport d'électrons pour la photosynthèse, ce projet de maîtrise a donc été entrepris 

afin de démontrer les effets découpleurs et inhibiteurs des radicaux libres et de l'AS sur 

le gradient de protons ainsi que sur le transport d'électrons dans les chloroplastes. 

4.1 Effet inhibiteur du DeMU et du découpleur NH4CI démontrés par leurs effets 
sur la fluorescence du 9-aminoacridine 

Dans une partie préliminaire de ce projet, des mesures de fluorescence du 

9-aminoacridine (F9-AA) ont été réalisées afm de démontrer l'efficacité de la principale 

méthode utilisée, soit celle de Evron et McCarty (2000), pour 1) estimer simultanément 

le taux de transport d'électrons et le gradient de pH transmembranaire (ôpH) , ainsi que 

2) déterminer si l'inhibition de la formation du ôpH résulte a) d'une inhibition du 

transport d'électrons ou b) d'une plus grande perméabilité des thylacoïdes aux protons. 

Tout d'abord, l'utilisation du DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-1 ,1-dimethylurée) a 

permis de démontrer simplement que l'inhibition du transport photo synthétique 

d'électrons empêche l' accumulation de Ir dans le lumen et donc la formation du ôpH. 

En effet, en se fixant au site QB du photo système II, le DCMU bloque le transfert 

d'électrons au-delà de la plastoquinone primaire QA. Ceci empêche la photolyse de l'eau 

en 0 2 et Ir dans le lumen ainsi que le transfert de Ir du stroma vers le lumen lors de la 

réduction et l'oxydation des molécules de plastoquinones. 

Ensuite, l'utilisation du ~CI à différentes concentrations visait à démontrer que 

l'abolition du ôpH peut être causée par un effet purement découpleur plutôt que par une 

inhibition du transport d'électron. En effet, il est bien connu que le ~CI agit en 
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traversant les membranes des thylacoïdes sous la forme neutre NH3, puis une fois en 

milieu acide dans le lumen, se lie à un ft pour former NH/. Ceci abaisse donc la 

concentration de ft dans le lumen, y augmentant le pH et donc diminuant le ~pH 

(Slovacek et Hind, 1980). En plus d'être bien documentée, j'ai pu démontrer 

expérimentalement l'effet découpleur du NH4CI de deux façons . Premièrement, le 

~CI n'inhibe pas le transport d'électrons. En effet, la fluorescence du 9-AA (F9-AA) 

augmente graduellement lors de l'illumination chez des thylacoïdes traités avec le 

~Cl. Tel que démontré par Evron et McCarty (2000), cette augmentation de la F9-AA 

est causée par la photoréduction du FeCN qui agit comme accepteur d'électrons. Cette 

photoréduction du FeCN diminue son absorbance, qui chevauche celle du 9-AA. Par 

conséquent, une plus faible absorbance du FeCN suite à sa photoréduction augmente la 

quantité de lumière pouvant être absorbée par la 9-AA, et donc augmente son émission 

de fluorescence. 

La deuxième évidence expérimentale supportant l'effet découpleur du ~CI est 

l'accélération de la relaxation du quenching (atténuation) de la F9-AA (ou Q9-AA) à la 

fin de l'illumination. Cette relaxation du Q9-AA est causée par les fuites des ft du 

lumen vers le stroma. Les constantes (lib) de régression [f=a*(I-exp(-b*x))] des 

relaxations exponentielles de Q9-AA mesurées chez des thylacoïdes contrôle et traités 

(0,3 mM ~CI) sont de 30,6 s et 23,6 s respectivement (p = 0.001). Donc, une 

diminution du Q9-AA induit à la lumière ainsi qu'une accélération de la relaxation du 

Q9-AA suivant la période d'illumination sont deux observations démontrant clairement 

que l'effet inhibiteur d'une substance sur le ~pH résulte vraiment de son effet 

découpleur et non pas de son effet inhibiteur sur le transport d'électrons. 

Enfm, il est important de noter que sous nos conditions expérimentales, l'effet 

découpleur du NH4CI n'a eu aucun effet stimulateur sur le taux de transport d'électrons. 

En fait, cette stimulation du taux de transport d'électrons par le ~CI (ou autre 

découpleur) dépend fortement de l'intensité lumineuse (Dean et Miskiewicz, 2003). À 

de fortes intensités, l'acidification du lumen est responsable de deux restrictions limitant 

le taux de transport d'électrons : a) l'oxydation des plastoquinols (PQH2) par le 
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cytochrome f et b) l'interaction entre la plastocyanine et son site de liaison avec le côté 

lumenal (oxydant) du photosystème 1. Par contre, à des intensités lumineuses faibles à 

modérées comme lors de nos expériences (300 ~moles photons m-2 
S-1), le taux de 

transport d'électrons est insuffisant pour être limité par ces deux sites de restrictions : il 

est donc le même pour des thylacoïdes couplés et découplés (Dean et Miskiewicz, 2003). 

4.2 Effets des radicaux libres (AAPH) sur le transport d'électrons et le gradient 
de protons 

Malgré l'importance des radicaux libres (RL) dans l'inhibition de la photosynthèse 

lors des divers stress environnementaux, leur effet sur l'intégrité des thylacoïdes et donc 

sur leur capacité à maintenir un gradient de pH nécessaire à la synthèse de l' ATP est peu 

documenté. J'ai utilisé dans mes expériences l'AAPH (2,2'-azobis amidinopropane 

2 dichlorhydrate) comme générateur de RL. Ce composé, avec sa double liaison N=N, se . 

décompose en milieu aqueux pour générer à un taux constant (qui est fonction de la 

température) des radicaux libres. L'AAPH est notamment utilisé dans les tests de type 

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) pour estimer la capacité antioxydante de 

différents composés (Prior et al., 2005). 

Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent que les RL générés par 

l'AAPH ont inhibé les différentes fonctions des thylacoïdes, soit la formation du 

~pH, le transport d'électrons générés par le PSU (~FlFm') ainsi que les réactions 

photochimiques au sein du PSU (FvlFm). Si ces effets inhibiteurs étaient prévisibles, il a 

été cependant surprenant de constater que les RL générés par l'AAPH ont un effet 

nettement plus prononcé sur la formation du ~pH (ICso :::::: 1 mM) que sur les réactions 

photochimiques du PSU (ICso :::::: 80 et 130 mM pour ~FlFm' et FvlFm respectivement). 

De plus, le fait que les cinétiques de relaxation du Q-9AA suivant la période 

d'illumination des thylacoïdes traités à l' AAPH étaient significativement plus rapides 

que celles des thylacoïdes contrôles supportent bien l'effet découpleur des RL générés 

par l ' AAPH. Selon les valeurs des ICso, la formation du ~pH serait environ 100 fois plus 

sensible que les réactions photochimiques et celles du transport d'électrons aux RL 
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générés par l'AAPH. Puisqu'il existe une grande différence de sensibilités du f..pH et du 

. transport d'électrons, la méthode d'Evron et McCarty (2000) n'a donc pas pu démontrer 

simultanément les inhibitions de ces deux réactions. 

Pour expliquer une telle différence de sensibilités du f..pH et du transport 

d'électrons vis-à-vis les RL générés par l'AAPH, il faut noter que ces derniers sont de 

nature hydrophile (Mino et al., 1988). On peut donc assumer que ces RL ne pénètrent 

pas la membrane des thylacoïdes, mais qu' ils attaquent les lipides membranaires de la 

mono couche externe. Ainsi, l'intégrité des thylacoïdes serait affectée, augmentant la 

perméabilité membranaire des Ir et donc inhibant la formation du f..pH. L'effet plutôt 

superficiel des RL générés par l' AAPH expliquerait pourquoi les protéines intrinsèques 

composant les centres réactionnels des photosystèmes 1 et II et Gelles du complexe Cyt 

b6f seraient moins exposées aux effets toxiques des RL produits par l ' AAPH. 

Il est intéressant de mentionner que dans l'étude de Mino et al. (1988), les RL 

générés par l'AAPH causaient l 'hémolyse de 50 % des globules rouges (érythrocytes) 

pour une concentration d'environ 37 mM d'AAPH après une heure à 37 oC, ce qui est 

bien supérieur à la sensibilité du f..pH observé dans ce mémoire (ICso ::::: 1 mM). De plus, 

des gels d'électrophorèse présentés dans l'étude de Mino et al. (1988) indiquait que les 

RL générés par l'AAPH causaient une polymérisation lipides-protéines, ce qui pourrait 

expliquer l'inhibition des réactions photochimiques du PSII et du transport d'électrons. 

Enfin, il importe de mentionner que toujours dans cette étude de Mino et al., les RL 

générés par le système xanthine-xanthine oxydase étaient plus efficaces à causer 

l'hémolyse des érythrocytes prononcés que ceux produits par l'AAPH. Aussi, les RL 

provenant du système xanthine- xanthine oxydase causait la diminution (dégradation) 

des lipides membranaires (surtout la phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine), 

contrairement aux RL produits par l'AAPH. Ainsi, il faut prendre note que les RL sont 

de natures variées et qu'ils peuvent donc avoir des effets différents sur les systèmes 

biologiques. 
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Bien que mes résultats avec l'AAPH aient été obtenus dans des conditions in vitro, 

il est important de discuter des conséquences physiologiques d'une plus grande 

sensibilité du ~pH que le transport d'électrons vis-à-vis les RL. Tout d'abord, il est 

évident qu'une inhibition du ~pH empêcherait la synthèse de l'ATP, et conséquemment, 

la réduction du C02 en trioses-P lors du cycle de Calvin. En effet, une molécule d'ATP 

(et une de NADPH) est requise pour la réduction de 3-phosphoglycérate en 

3-glycéraldéhyde lors de la phase de la réduction du cycle de Calvin. Une autre molécule 

d'ATP est requise lors de la phase de régénération du 1,5-rubilose-biphosphate (Taiz et 

Zeiger, 2006). Une conséquence pratique de cette plus grande sensibilité du ~pH serait 

que les mesures du taux de transport d'électrons ou de l'efficacité photochimique 

effective du PSU (M'lFm') pourraient sous-estimer l'inhibition de la photosynthèse 

(taux d'assimilation de C02) causée par les stress environnementaux. 

Une autre conséquence de l'inhibition du ~pH par les radicaux libres serait la perte 

d'efficacité de carboxylation de la RUBISCO. En effet, cette enzyme est sous une forme 

inactive à l'obscurité et doit être activée à la lumière. Son activation requiert la 

formation du ~pH, qui provoque : a) l'alcalinisation du stroma et b) une sortie des ions 

Mg2
+ du lumen vers le stroma. Or, un pH alcalin et les ions Mg2

+, en association avec 

l'enzyme RUBISCO activase, sont essentiels à l'activation de la RUBISCO (Lorimer 

et al. , 1976; Portis, 1992; Taiz et Zeiger, 2006). Donc en plus de limiter les phases de 

réduction et de régénération du Cycle de Calvin, la phase de carboxylation serait aussi 

affectée par les RL. 

Enfin, il faut aussi mentionner que l'inhibition du ~pH par les RL affecterait la 

régulation de l'énergie absorbée. Lorsque l'énergie absorbée excède la capacité 

d'assimilation de la photosynthèse, l'acidification du lumen est nécessaire pour activer 

l'enzyme violaxanthine dé-époxydase, qui à l'aide de l'ascorbate, transforme la 

violaxanthine en zéaxanthine. Cette dernière, en interaction avec la protéine psbS, 

augmente la dissipation non-photochimique (c.-à-d. sous forme de chaleur) de l'excès 

d'énergie absorbée au niveau des antennes pigments-protéines collectrices de lumière. 

Ceci a pour conséquence importante d'éviter la sur-réduction des transporteurs 
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d'électrons et la fermeture des centres réactionnels des PSII (Demmig-Adams et 

Adams III, 2006). Il est bien démontré que ces réactions ont un rôle photoprotecteur. 

Donc, on peut suggérer qu'une inhibition du ~pH par les RL diminuerait la dissipation 

non-photochimique de l'excès d'énergie absorbée et augmenterait ainsi la susceptibilité 

de l'appareil photosynthétique à la photoinhibition. 

Si l'extrapolation des résultats obtenus in vitro avec l' AAPH à un nIveau 

physiologique dans le chloroplaste reste à vérifier, de nombreuses observations 

rapportées dans la littérature semblent supporter l'idée que la formation du ~pH est 

particulièrement sensible aux différentes conditions environnementales favorisant le 

stress oxydatif. Tout d'abord, il a été rapporté que l'un des premiers effets d'un 

traitement modéré des thylacoïdes à la chaleur (35-45 OC) était un découplage des 

thylacoïdes (inhibition de la photophosphorylation) due à la désorganisation des 

membranes, ce qui entraînait un changement dans l'état rédox des donneurs d'électrons 

du PSII (Bukhov et Mohanty, 1993). Ceci est cohérent avec nos observations 

préliminaires indiquant que l'un des premiers effets du vieillissement de nos thylacoïdes 

d'épinard était la diminution du ~pH, un effet notable bien avant celui de la baisse de 

M'lFm' (résultats non-présentés). 

En plus de la chaleur, il a été observé chez des protoplastes et des chloroplastes 

isolés de feuilles Valerianella locusta L. acclimatées ou non au froid, que la 

photophosphorylation était plus sensible au gel que le transport d'électrons (Rumich­

Bayer et Krause, 1986). Cependant, il semble dans ce cas que le facteur de couplage 

(ATPsynthase) était plus affecté que l'intégrité membranaire. Des observations 

comparables ont aussi été rapportées chez des thylacoïdes isolés à partir de feuilles de 

concombres (Cucumis sativus L.) exposées à 5 oC sous lumière modérée: un tel 

traitement causait le découplage de ces thylacoïdes sans changement significatif de la 

capacité de transport d'électrons. 

En plus des températures extrêmes, il a été rapporté que la photophosphorylation 

était plus sensible que le transport d'électrons chez des feuilles de Dimorcarpus 
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longana Lour traitées aux pluies acides simulées (Qiu, et Liu, 2002). Enfin, mentionnons 

que chez des aiguilles d'épinette de Norvège exposées au perchloroéthylène, ce polluant 

atmosphérique était converti en acide trichloroacétique qui lui inhibait la photosynthèse 

principalement à cause de son effet découpleur (Weissflog et al., 2007). 

Ces quelques études montrent directement que plusieurs stress environnementaux 

peuvent avoir un effet découpleur plus important qu'un effet inhibiteur du transport 

photo synthétique d'électrons. Tel que mentionné plus haut, une des conséquences de cet 

effet découpleur est l'inhibition de la dissipation non-photochimique de l'énergie 

absorbée (quenching non-photochimique, qNP), entrainant une baisse prononcée du 

quenching photochimique (qP), c.-à-d. une hausse de la fermeture des centres 

réactionnels du PSU (l-qP). Un examen de la littérature indique plusieurs stress 

oxydatifs affectent préférentiellement qP par rapport à qNP. En effet, Pâdua et al. (2010) 

ont observé que le cuivre (5 ~M) chez des chloroplastes d'épinards provoquait une 

baisse marquée non seulement de qP mais aussi de qNP. De plus, chez des plants de 

tournesol, le cuivre (75 ~M) présent dans la solution nutritive causait une inhibition plus 

marquée de l'assimilation de CO2 que du paramètre ~FlFm' (Yaakoubi et al., 2010) : 

une telle divergence suggère que le cuivre peut avoir un effet découpleur affectant 

l'assimilation de C02 plus marqué qu'un effet inhibiteur du transport d'électrons. 

Par ailleurs, l'étude de Calatayud et al. (2002) a montré que l'exposition de 

trois variétés de choux à différentes concentrations d'ozone pendant un mois a causé 

des dommages oxydatifs (peroxydation lipidique, perte de liquide cellulaire) 

accompagnés d'une inhibition de la photosynthèse. Fait intéressant, l'altération de 

l'intégrité membranaire diminuait la capacité des cultivars sensibles à développer le 

quenching non-photochimique (qNP) pendant que la fermeture des centres réactionnels 

du PSU (l-qP) augmentait. Une autre étude a démontré qu'en présence de stress 

hydrique, l'ozone provoquait chez des plants de blé une baisse du quenching 

photochimique qP tandis que qNP demeurait inchangé (XU et al., 2007). 
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Enfm, nous pouvons mentionner que l'aluminium causait chez des feuilles de 

semis de tangerine (Citrus reshni Hort. ex Tanaka) un effet nettement plus marqué sur le 

quenching photochimique qP (diminution) que sur qNP (Chen et al., 2005). Enfin, 

des observations similaires ont été rapportées par Tezara et al. (2003) chez l'arbuste 

Lycium nodosum soumis à une combinaison de stress hydrique et salin. 

4.3 Effets de l'acide salicylique sur le transport d'électrons et le gradient de 
protons 

Notre dernière partie nous a penrus de démontrer les effets découpleur et 

inhibiteur de l'AS sur la chaîne de transport d'électrons de thylacoïdes d'épinard. Après 

une incubation de 15 min à 23 oC, nos résultats obtenus indiquent que l'AS agît à la fois 

en tant que découpleur et inhibiteur de la chaine de transport d'électrons. De plus, 

comme pour l'AAPH, l'AS affecte davantage la formation du ~pH (IC50;::: 0,3 mM) que 

le transport d'électrons (IC50;::: 2-3 mM). Et pour les concentrations inférieures à 1 mM, 

l'AS semble même stimuler le transport d'électrons photosynthétique tel qu'estimé par 

la méthode de Evron et McCarty (2000), cette stimulation étant significative à 0,3 mM. 

Il importe de mentionner que ces effets ont observé à des concentrations d'AS 

supérieures à celles retrouvées dans les chloroplastes, mais à des temps d'exposition plus 

courts que dans des conditions physiologiques. Il s'agit donc d'un traitement aigu 

(in vitro) plutôt que d'un traitement chronique (in vivo). Même si nos observations 

réalisées in vitro restent à être validées pour des conditions physiologiques, elles 

apportent un nouvel élément qui pourrait permettre éventuellement le mode d'action de 

l'AS en tant que phytohormone. 

L'AS est une phytohormone impliquée dans diverses réponses métaboliques et 

physiologiques affectant la croissance et le développement des plantes. L'AS joue un 

rôle clé notamment dans la réponse des plantes contre l'attaque des pathogènes et est 

reconnue comme activateur de l'acclimatation des plantes aux stress oxydatifs. De plus, 

de nombreuses études ont démontré que l'application d'AS exogène à des concentrations 

optimales stimulait l'efficacité antioxydante des plantes et favorisait ainsi la résistance 
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des plantes à diverses conditions de stress environnementaux tels que la salinité, les 

métaux lourds, l'ozone, etc. (Rayat et al., 2010). 

Quoique l'AS joue un rôle essentiellement bénéfique pour la plante, ses effets 

découpleurs et inhibiteurs présentés dans ce mémoire sont cohérents avec ceux de la 

littérature. Dans notre cas les valeurs des concentrations d'AS qui allait jusqu'à 10 mM 

n'était pas chronique pour nos thylacoïdes, on s'est référé à l'étude de Norman (2004) 

qui démontre l'effet découpleur et inhibiteur de l'AS sur la chaîne de transport 

d'électrons mitochondriale chez le tabac. Notre étude nous a permis pour la première fois 

à notre connaissance de démontrer l'effet découpleur de l'AS dans des thylacoïdes. Cet 

effet sur la formation du ~pH ne peut être causé par son effet inhibiteur du transport 

photo synthétique d'électrons pour deux raisons : 1) l'AS accélère significativement 

la relaxation du quenching du 9-aminoacridine (q9AA) à la fin de la période 

d'illumination, indiquant une diffusion plus rapide des Ir à travers les thylacoïdes, et 

2) l'effet de l'AS sur la formation du ~pH est observé à des concentrations environ 

10 fois inférieures à celles requises pour inhiber le transport d'électrons. 

Ainsi, l'effet découpleur de l'AS démontré pour la première fois dans les 

thylacoïdes est cohérent avec ceux observés dans de nombreux systèmes. En effet, 

l'effet découpleur de l'AS avait déjà été démontré dans des mitochondries (Norman 

et al., 2004; Xie et Chen 1999). Aussi, il a été démontré que l'AS dissipait le gradient de 

pH au niveau de la membrane plasmique de cellules de racines de blé (Gordon et al., 

2004). Un effet similaire sur le ~pH de cellules de la muqueuse gastrique a aussi été 

rapporté (Olender et al., 1986). Selon Balasubramanian et al. (1997) ayant caractérisé 

les effets de l'AS sur les propriétés physiques de membranes naturelles et artificielles, 

l'effet découpleur de l'AS découle de son effet fluidifiant des doubles-couches 

lipidiques suite à son incorporation à l'interface des régions hydrophobes et hydrophiles 

des biomembranes. 

Quant à l'effet inhibiteur de l'AS sur le transport d'électrons, il avait déjà été 

observé dans des mitochondries (Norman et al. , 2004). Comme dans les thylacoïdes, cet 
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effet inhibiteur est observé à des concentrations supérieures à celles reqUIses pour 

diminuer le ~pH. Contrairement à son effet découpleur, l'effet inhibiteur de l'AS avait 

déjà été rapporté dans des thylacoïdes de tabac (Janda et al., 2012). Cependant, les effets 

de l'AS étaient plus prononcés sur les feuilles entières traitées à l'AS que sur des 

thylacoïdes isolés, suggérant un effet surtout indirect de l'AS sur le transport 

d'électrons. 

Enfm, dans une autre étude (Saeedi et al., 2013) portant sur les réponses de 

l'appareil photosynthétique chez des feuilles de blé traitées à différentes concentrations 

d'AS, il a été observé que l'AS stimulait le transport d'électrons catalysé par le PSII 

à toutes les concentrations testées. Cependant, les plus fortes concentrations d'AS 

induisaient un effet découpleur ainsi qu'une inhibition du transport d'électrons au niveau 

du cytochrome f De plus, comme dans l' étude de Janda et al. (2012) l'incubation des 

thylacoïdes isolés avec l'AS n'a produit aucun effet inhibiteur, indiquant un effet plutôt 

indirect de l'AS sur le transport d' électrons. 

Dans ce mémoire, nous avons observé un effet inhibiteur direct sur le transport 

d'électrons par l'AS à des concentrations supérieures à 3 mM. Fait intéressant, l'AS 

à de faibles concentrations (0,3 mM) causait une stimulation significative du taux de 

transport d'électrons tel que mesuré par la méthode de Evron et McCarty (2000). Cet 

effet stimulateur peut difficilement être attribué à l'effet découpleur de l'AS levant une 

possible restriction du transport d'électrons causée par l'acidification du lumen des 

thylacoïdes. Un tel effet est improbable puisque l'effet découpleur du ~Cl n'était pas 

accompagné d'une stimulation du taux de transport d'électrons tel que discuté à la 

section 4.1. Une possible explication de la stimulation du transport d'électrons induite 

par l'AS à de faibles concentrations pourrait être une augmentation de la fluidité 

membranaire tel que démontré par Balasubramanian et al. (1997): une plus grande 

fluidité favoriserait la diffusion des molécules de plastoquinones entre les PSII et les 

complexes Cyt b6f. 
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4.4 Possible rôle physiologique du découplage des thylacoïdes par les radicaux 
libres et l'acide salicylique 

Les radicaux libres sont considérés principalement comme des molécules 

cytotoxiques que les plantes ont intérêt à minimiser, voire éliminer. Pourtant, le rôle 

bénéfique des radicaux libres est de plus en plus accepté en tant que messagers 

secondaires impliqués dans les mécanismes d'acclimatation des végétaux en réponse aux 

stress environnementaux (Foyer et Noctor 2009). Un tel rôle bénéfique des radicaux 

libres est similaire à celui de l'AS stimulant l'acclimatation des plantes aux stress. En 

fait, il a été démontré que la protection induite par l'AS contre le cadmium dépendait du 

H20 2 généré par une NADPH oxidase située au niveau de la membrane plasmique (Chao 

et al., 2010). Puisque les radicaux libres ainsi que l'AS 1) agissent comme des molécules 

signal menant à l'acclimatation des plantes aux stress, et 2) ont un effet découpleur dans 

les thylacoïdes, il est permis de poser la question suivante: est-ce que le découplage des 

thylacoïdes pourrait avoir un effet positif menant à l'acclimatation des végétaux contre 

les stress environnementaux? 

Tel que mentionné plus haut, une des conséquences du découplage des thylacoïdes 

est l'inhibition de la dissipation non-photochimique de l'énergie absorbée. Un plus 

grand flux d'énergie dans les centres réactionnels provoque plus de réactions 

photochimiques menant à une plus grande réduction des transporteurs de la chaine 

d'électron. Or il a été démontré qu'une plus grande réduction des molécules de 

plastoquinones favorise l'activation des enzymes antioxydants (Robert et al., 2009) ainsi 

que l'accumulation de polyphénols, des molécules s'accumulant sous conditions de 

stress et ayant un fort potentiel antioxydant (Robert et al., 2009). 

Il est raisonnable de suggérer que le découplage des thylacoïdes ne représente pas 

qu'un phénomène néfaste pour l'appareil photo synthétique, mais permet plutôt d'induire 

différents mécanismes de régulations. En effet, il est bien connu que l'efficacité de la 

phosphorylation oxydative dans les mitochondries est fortement régulée selon les 

conditions physiologiques et environnementales par une oxydase alternative (Rasmusson 

et al., 2009) ainsi que par des protéines découpleurs (Sweetlove et al., 2006). Une telle 
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régulation permet notamment de maintenir l'équilibre entre le pouvoir réducteur de la 

photosynthèse et la capacité oxydative de la respiration. De plus, l'état rédox des 

molécules de plastoquinones qui deviennent plus réduites dans des thylacoïdes 

découplés constitue un signal rédox significatif dans les mécanismes de régulation 

(Foyer et Noctor 2009). 

Notre projet de maitrise nous a permis de mieux comprendre les effets inhibiteurs 

des radicaux libres et de l'acide salicylique sur les fonctions des thylacoïdes, 

spécifiquement, sur le transport photosynthétique d'électrons et le gradient 

transmembranaire de protons. La formation du gradient de pH semble plus sensible que 

le transport photo synthétique d'électrons aux stress environnementaux. 
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