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SUMMARY

Studies on the induction of fluorescence in green algae and chlovoplasts under intense
lumination

1. Green algae or isolated chloroplasts, when subjected to intense illumination
after a long dark period, emit a fluorescence whose intensity rises from a minimum
to a maximum level. A method for very rapid recording of the fluorescence permits
the observation of two phases during this rise; the first phase is photochemical whilst
the second is thermal.

2. The photochemical phase corresponds to the destruction of a quencher Q
which is the primary reactant of the photoreaction II in photosynthesis (associated
with O, emission). This reaction involves energy transfers between chlorophyll mole-
cules and photochemical centres. A mathematical analysis of fluorescence-time curves
is followed by a discussion on the nature and efficiency of these transfers.

3. The thermal phase corresponds to the destruction of a quencher R. The
effect of inhibitors of O, emission on the fluorescence yield suggests that this quencher
1s associated with a pool of oxidant located between the two photochemical systems.

INTRODUCTION

L’étude de la fluorescence chlorophyllienne in vivo est trés utile dans les re-
cherches sur les mécanismes physiques de la photosynthése, aussi les travaux sur
ce sujet sont-ils nombreux. La fluorescence rouge des végétaux chlorophylliens est
émise en majorité par une chlorophylle particuliére (chlorophylle a,)'?, directement
impliquée dans la réaction photochimique d’oxydation de l'eau (réaction photo-
chimique II, accompagnée d'un dégagement d’O,). L’intensité de la fluorescence est
en relation étroite avec la vitesse de cette réaction3-?, non seulement a 'état station-
naire, mais aussi pendant la période transitoire consécutive a toute variation de
lumiére. L’intérét de cette induction de fluorescence est qu’elle permet de suivre a
chaque instant ’évolution des centres actifs responsables de la réaction photochi-
mique. Cependant, I'induction de fluorescence est un phénomeéne complexe en relation

Abréviations: CMU, 3(4-chlorophényl)-1,1-diméthylurée; DCMU, 3(3,4-dichlorophényl)-
1,1-diméthylurée.
* Ce travail fait partie de la préparation d’une thése de Doctorat-és-Sciences qui sera présentée
a la Faculté des Sciences de Paris.
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INDUCTION DE FLUORESCENCE EN LUMIERE INTENSE 109

avec plusieurs réactions, les unes photochimiques, les autres thermiques. Lorsqu’on
illumine une suspension d’algues vertes unicellulaires ou de chloroplastes isolés, aprées
une longue période d’obscurité, on observe d’abord une montée de fluorescence, qui
est elle-méme un phénomeéne composite, et dont ’analyse cinétique n’est pas simple5—7.
MorIN? 2 montré que sous illumination trés intense cette montée initiale se décompose
en deux phases: une phase photochimique suivie d'une phase thermique; la séparation
de ces deux phases est bien marquée si la vitesse de réaction photochimique est trés
grande devant les vitesses de réactions thermiques, comme c’est le cas en Jumiére
excitatrice trés intense. L’objet du présent article est une étude plus approfondie de
ces deux phases de montée de la fluorescence.

METHODES

La Fig. 1 est un schéma de l'appareil mis au point pour l'enregistrement de la
fluorescence d’une suspension d’algues microscopiques ou de chloroplastes pendant
le début d’une illumination trés intense. Cet appareil est inspiré de celui de MoRrIN?,
dont la principale originalité est un systéme d’ouverture trés rapide du faisceau
lumineux: il faut en effet que le temps d’ouverture soit négligeable devant la durée
du phénoméne le plus rapide que 'on veut observer. MORIN a enregistré des courbes
de fluorescence dont le temps de demi-montée était de 0.2 msec, 'ouverture du faisceau
étant réalisée en 30 usec environ. L'intérét des résultats obtenus justifiait une amé-
lioration de cette technique. Le temps d’ouverture actuellement réalisé est de 5 usec
(Fig. 2), et l'on peut étudier convenablement une courbe de fluorescence dont le
temps de demi-montée atteint 50 usec (Fig. 3). On a obtenu ce résultat au moyen
du dispositif suivant (Fig. 1). La source lumineuse S est une lampe a arc au xénon
(Osram XBO, puissance électrique 1 kW). Un doublet achromatique convergent
L, donne de cet arc une petite image S,. Dans le plan de cette image, on place un
petit écran métallique E normal & I'axe optique. Cet écran peut étre expulsé a
grande vitesse par une balle de carabine (Anschutz 22 long rifle, cartouches 22 double

L

Axe de tir

Fig. 1. Dispositif d’étude de l'induction de fluorescence au début d’'une illumination intense.
S, lampe a arc; L;,L,, lentilles; S,,S,, images de I’arc; E, écran éjectable; ff, filtres bleus; IV, fente;
G, guide de lumiére; C, collecteur de fluorescence; r, filtres rouges; PM, photomultiplicateur;
M, miroir; Ce, cellule d’expérience; C,,C,, canaux de remplissage de la cellule. L’éclairement maxi-
mum sur la face d’entrée de la cellule est voisin de 5 W/cm?.
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110 R. DELOSME

culot (bosquettes)) (I’axe de tir étant perpendiculaire a I'axe optique). Un second
doublet achromatique L, donne de S, une image S, que 'on diaphragme au moyen
d'une fente F. Le temps d’ouverture du faisceau est déterminé par la largeur de la
fente F et par la vitesse de la balle. Il est donc d’autant plus court que la section des
images S, et S, est plus petite. C’est pourquoi on a cherché a réduire les aberrations
du systéme optique {doublets achromatiques).

bt
10usec 100usec

Fig. 2. Ouverture du faisceau lumineux (enregistrement oscillographique). Cellule d’expérience vide.

Fig. 3. Variation initiale de la fluorescence chez Chlorella, en présence de 0.5 mM orthophénan-
throline (enregistrement oscillographique}. Flux lumineux absorbé: 1.5-107% Einstein/sec-g de
poids sec, soit 0.3 Einstein/sec- g de chlorophylle.

Avant d’atteindre la cellule d’expérience, la lumiére est homogénéisée par
réflexions successives dans un guide de lumiére G, dont le diamétre (4 mm) est celui
de la face d’entrée de la cellule. La lumiére excitatrice comprend une large bande de
I’émission de l'arc (de 400 & 600 mpu environ), condition indispensable d’une illumi-
nation suffisamment intense. Des filtres bleus a bande large (Schott BG 38), fi,
¢liminent les radiations rouges et infrarouges. Au-dela de la face de sortie de la cellule
est placé un miroir plan M, qui réfléchit vers 'arriére toute la lumiére transmise par
la suspension. La lumiére fluorescente émise latéralement est au contraire dirigée, par
réflexion totale sur les parois polies du collecteur de fluorescence C, vers la cathode
d’un photomultiplicateur (Radiotechnique 150 CVP, alimentation haute tension sta-
bilisée Fontaine H 1510) sensible aux radiations rouges et infrarouges. Une série
de filtres rouges (Schott RG 8 + Wratten g7) élimine, juste avant I'entrée du photo-
multiplicateur, la lumiére incidente diffusée. On donne au courant de sortie du photo-
multiplicateur une intensité voisine du maximum admissible, afin de diminuer I'im-
portance relative du bruit créé par les photoélectrons.

La tension de sortie du photomultiplicateur, proportionnelle a I'intensité de
la fluorescence, est appliquée a I'entrée d'un oscillographe cathodique (Oscilloscope
Ribet-Desjardins 251 A, tiroir TD1, temps de montée << 0.4 psec, enregistreur 1000 A ;
dos photographique Polaroid).

La Fig. 2 montre comment varie I'éclairement de la cellule de mesure au moment
de l'ouverture du faisceau lumineux. L’éclairement atteint en 5 usec une valeur
stationnaire.

Toutes les expériences décrites ici ont eu lieu dans les conditions suivantes: un
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barbotage d’air comprimé dans le réservoir contenant la suspension d’algues ou
de chloroplastes en assure I'aération; le séjour de I’échantillon dans la cellule d’expé-
rience est suffisamment court, et la concentration suffisamment faible (25-100 pug de
chlorophylle par ml) pour que l'appauvrissement en O, soit négligeable en cours
d’expérience. Les phénoménes seraient sensiblement différents pour une suspension
de Chlorella maintenue en anaérobiose.

Enregistrement des courbes de fluorescence

MorIN? a montré qu’aux fortes intensités lumineuses, la montée de fluorescence
débute toujours par une phase photochimique (temps de demi-montée: 0.2 msec pour
4-107?% Einstein absorbé par g-sec), suivie généralement d'une phase thermique beau-
coup plus lente (temps de montée: 0.2-0.5 sec). Pour étudier avec précision ’ensemble
de ces phénomeénes, dont la durée totale est de l'ordre de la seconde, on a eu recours
a deux types d’enregistrement:

(1) la base de temps étant fournie par 'oscilloscope, chaque expérience donne
lieu & plusieurs enregistrements successifs sur des échelles de temps différentes
(Fig. 4a). Cela suppose d’assez nombreuses répétitions de chaque expérience, pour
une quantité d’information chaque fois trés fragmentaire. En outre, certains facteurs
peuvent varier d'un enregistrement a l'autre;
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Fig. 4. Les deux phases de montée de la fluorescence chez Chlorella sans inhibiteur. Flux lumincux:
0.3 Einstein/sec-g de chlorophylle. (a) Courbes fluorescence~temps pour deux vitesses de
balayage. (b) Courbes de fluorescence en fonction d'une tension de balayage v(f) = V e-#/RiCi
V,e-t8:C: avec R,C; = 2 msec, et R,C, = 0.4 sec.

(2) il est souvent plus rationnel de remplacer la base de temps de 'oscilloscope
par une fonction du temps v{¢), dont la variation est analogue a celle du phénomeéne
étudié. Dans de nombreuses expériences, on a choisi comme tension de balayage une
tension continue de la forme:

. —t/R.C . ~t/R,C
vty =Vie P11 4 pg e MRe%

fournie par la décharge de deux condensateurs de capacités C; et C, dans deux
résistances R; et R,, les constantes de temps R,C, et R,C, étant proportionnelles
aux temps de montée des deux phases d’évolution de la fluorescence.
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La tension »(f) étant appliquée en déviation horizontale, et la tension de sortie
du photomuitiplicateur (proportionnelle a4 l'intensité de fluorescence) en déviation
verticale, on obtient sur I'’écran de I'oscillographe une courbe qui se rapproche d’autant
plus d'un segment de droite que la fonction »(f) est une meilleure approximation
du phénomeéne f{t). Une telle courbe se trouve représentée sur la Fig. 4b. Comme on
connalit la fonction v(f), une transformation simple permet de rétablir les courbes
de fluorescence en fonction du temps.

PRINCIPAUX RESULTATS

Les deux phases de croissance

Dans la suite, les niveaux de fluorescence remarquables seront désignés par
des lettres, conformément & la nomenclature proposée par LAVOREL?®: O, niveau
de fluorescence au temps zéro de l'illumination; P, niveau de fluorescence maximum;
I, niveau de fluorescence intermédiaire entre la phase photochimique (OI) et la
phase thermique (IP).
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Fig. 5. Effet de l'intensité d’illumination sur les deux phases de croissance. I = 1 correspond
4 0.3 Einstein absorbé par g de chlorophylle et par sec. (a) Rendement de fluorescence en fonction
du temps, pour trois valeurs du flux lumineux. Courbes inférieures: phase photochimique. Courbes
supérieures: phase thermique. (b} Rendement de fluorescence en fonction d’une tension de balayage
v{t) = V,e-tIRC: + V,e-t/RCy; les valeurs de R.C, et R,C, sont données par le Tableau I. Au-
dela de 1 sec d’illumination, on observe chez Chlorella un déclin de fluorescence d’autant plus
rapide que l'illumination est plus intense, d’ot1 la divergence des courbes au-dela de 1 sec.

Par définition, au cours de la phase photochimique, le rendement de fluorescence
4 un instant ¢ est entiérement déterminé par le nombre de photons déja absorbés par
le systéme, soit I-¢ (I, nombre de photons absorbés par unité de temps). Au cours
de la phase thermique, au contraire, le rendement de fluorescence ne dépend plus
du nombre de photons absorbés. Ces propriétés sont mises en évidence par I'expérience
de la Fig. 5, dans laquelle on a donné au flux lumineux trois valeurs différentes. On
a utilisé dans le diagramme de droite le balayage “‘analogique” décrit plus haut. Pour
les trois valeurs du flux lumineux, ona appliqué trois tensions de balayage différentes,
dont la variation en deux phases est déterminée par les constantes de temps électriques
données par le Tableau I.
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TABLEAU I

Iy R,C, (sec)  R,C, (sec)
I 1-107% 0.4

1/10 1-1073 0.4

1/20 2-1073 0.4

Ainsi, en choisissant la premiére constante de temps inversement proportionnelle
au flux lumineux, tandis que la seconde constante de temps est maintenue invariable,
on obtient trois courbes identiques (Fig. 5b). Il est donc clair que la premiére partie
de ces courbes correspond 4 un phénoméne photochimique, tandis que la seconde
correspond 4 un phénoméne thermique (indépendant du flux lumineux).

En lumiére trés intense, une faible diminution de fluorescence apparait souvent
entre les deux phases de croissance (Fig. 6). Cette “oscillation” rappelle un phénomeéne
analogue décrit par KauTsky, APPEL ET AMANNY chez Chlorella en anaérobiose
(cf. aussi réf. 4). Mais le phénomeéne décrit ici est observé en aérobiose, comme tous
ceux dont il est question dans le présent travail.

Fluorescence

/
;
/

!

] Temps
0 005 0r  sec

Fig. 6. Effet de I'intensité d’illumination sur la séparation des deux phases de croissance. Aux
trés fortes intensités, on observe une oscillation caractéristique. Pour la clarté de la figure, on
a décalé les différentes courbes parallelement & ’axe des ordonnées. En réalité, le niveau de
fluorescence correspondant a la séparation des deux phases (niveau I dans le texte) est le méme
pour les quatre intensités les plus fortes (I = 12, I = 1/4, I = 1/10 et I = 1/20). Pour I = 1/40,
le niveau de séparation est nettement plus bas, et la seconde phase est plus développée.

Un des résultats les plus frappants de l'expérience de la Fig. 5 est le niveau
invariable I de la séparation entre les deux phases de montée de la fluorescence: dans
I'intervalle de flux lumineux considéré, les amplitudes respectives des deux phases
sont indépendantes du flux lumineux. Il importe donc de bien distinguer 1’évolution
de fluorescence en forte lumiére et I’évolution observée par d’autres auteursé en faible
lumiére (existence d’une phase photochimique et d’une phase thermique, mais niveau
de séparation d’autant plus élevé que l'illumination est plus intense).
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L’amplitude relative de la phase thermique est variable suivant les préparations.
Elle peut étre aussi importante que celle de la phase photochimique (chloroplastes
d’Epinard, certaines cultures de Chlorella pyrenoidosa), ou au contraire a peine visible.

Effet d'inhibiteurs de la photosynthése sur I'évolution de la fluovescence (Figs. 7 et 8)

Certaines substances connues pour inhiber I'émission d’O, (réaction II), telles
que lorthophénanthroline ou certaines urées substituées (CMU, DCMU), ont la
propriété de supprimer la phase thermique, et d’augmenter la phase photochimique.
Ce phénomeéne a été signalé par MoriN? dans le cas de l'orthophénanthroline. Il
avait été observé par KAuTsKY, APPEL ET AMANN!® dans des conditions expérimentales
différentes (illumination moins intense), ou la séparation des deux phases n’était pas
totale.

Fluorescence

+ Orthaphenanthroline 5.10-4n (\

Algoes nermales

Fluprescence

a + Orthophenanthroline 5. 10-4m

A@m normales

temps temps
[t} 0.2 0:4 msec 0 D.VOS ‘0'.1
TFig. 7. Effet de l'orthophénanthroline (0.5 mM) sur la montée de fluorescence chez Chlorella.
(a) Effet sur la phase photochimique. (b) Effet sur la phase thermique. L’effet du CMU (ou du
DCMU) est identique a celui de 'orthophénanthroline.

sec

On observe d’autre part une augmentation significative du niveau initial de
fluorescence (niveau O) en présence de ces substances®. Autrement dit, la courbe
de fluorescence en présence d’inhibiteur est située au-dessus de la courbe de fluo-
rescence normale. Comme cet effet sur le niveau initial O est important pour 'inter-
prétation des résultats, on I'a étudié en détail, afin d’éliminer I'éventualité d’une
erreur expérimentale. En effet, puisque la présence d'un inhibiteur accéleére la réaction
photochimique, une faible pré-illumination accidentelle pourrait élever le niveau
initial de fluorescence d'une fagon plus sensible que la méme pré-illumination en
absence d’inhibiteur. On a cherché a éliminer cette éventualité par deux sortes
d’expériences:

(a) en lumiére trés faible il est possible de supprimer toute pré-ilumination
parasite. Dans ces conditions, I’élévation du niveau initial de fluorescence en pré-
sence d’inhibiteur subsiste;

(b) les variations de température (entre 2° et 20°) n’ont aucun effet sur le
niveau initial de fluorescence en présence d'inhibiteur. Il devrait en étre autrement
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INDUCTION DE FLUORESCENCE EN LUMIERE INTENSE 115

si ce niveau initial était déterminé par la concurrence entre une réaction photo-
chimique (due a une faible pré-illumination parasite) et la réaction obscure inverse.

L’élévation du niveau initial de fluorescence O sous l'effet des inhibiteurs est
plus ou moins grande suivant les préparations, et semble en corrélation avec 'am-
plitude de la phase thermique IP. La variation du niveau O atteint généralement une
valeur comprise entre 109% et 209 de la fluorescence initiale normale, pour les
cultures de Chiorella pyrenoidosa utilisées dans ce travail, en présence d’orthophénan-
throline ou de CMU o.1 mM.

L’hydroxylamine, qui est un autre inhibiteur connu de I'émission d’O,, a sur
la fluorescence un effet trés différent de celui qu’'on vient de décrire pour 'ortho-
phénanthroline ou le CMU. Tandis que ces inhibiteurs ont la propriété de supprimer
la phase thermique, ’hydroxylamine a un premier effet qui est de supprimer la phase
photochimique (un second effet se manifeste, a concentration d’inhibiteur plus élevée,
sur la phase thermique). Ainsi I'effet sur la fluorescence permet de confirmer que,
comme le pensent différents auteurs, le mécanisme d’inhibition de la réaction photo-
chimique II n’est pas le méme pour I'hydroxylamine et pour les autres inhibiteurs
déja cités. Les seuls inhibiteurs dont il sera question dans la suite sont ’orthophénan-
throline et le CMU.

Fflyorescence
Fluorescence

Chiorella +o-phénanthroline

Temps 9
D | T T - —— T T T T T T
0 7 4 3 8 0 msec 04 0.6 0.8 msec

Fig. 8. Influence de la concentration d’orthophénanthroline sur la phase photochimique.

Fig. 9. Effet d'une pré-illumination de faible intensité sur la montée de fluorescence chez Chlorella
en présence d’orthophénanthroline 0.5 mM. Pré-illumination de 30 sec a raison de 3- 1075 Einstein
absorbé par g de chlorophylle et par sec.

Effet d'une pré-illumination sur la montée de fluorescence

Les phénomeénes décrits plus haut étaient observés aprés une longue période
d’obscurité. La montée de fluorescence est sensiblement modifiée si 1’échantillon
a subi une illumination préalable.

Pré-illumination de faible intensité (durée de 30 sec a plusieurs minutes) (Fig. g):
Le niveau initial est plus élevé, et la forme de la courbe est modifiée (¢f. MORINY):

(a) en présence d’inhibiteur, la courbe de fluorescence aprés pré-illumination
de faible intensité est identique & la partie supérieure de la courbe de fluorescence
aprés obscurité (elles coincident par translation parallé¢le & I'axe des temps). Il s’agit
d’'un cas particuliérement simple, ol intervient seulement une réaction photochi-
mique. La courbe observée correspond a la fin de cette réaction;

(b) en I’absence d’inhibiteur, les deux phases de croissance sont moins nettement
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séparées aprés pré-illumination qu’aprés une longue période d’obscurité: on n’ob-
serve plus aucune oscillation entre ces deux phases.

Pré<illumination intense (durée 0.5-10 sec) suivie d'une courte obscurité (1-5
sec): leffet sur les courbes de fluorescence est identique a celui des inhibiteurs: sup-
pression de la phase thermique, augmentation de la phase photochimique, élévation
du niveau initial (Fig. 10).

Pré-illumination par un flash électronique (durée 10~ sec, énergie totale émise
10 J): les courbes de fluorescence sont trés peu modifiées. Pourtant, la phase photo-
chimique de croissance s'est déja entiérement développée sous I'action de la lumiére
intense du flash. Il se produit donc une réaction obscure rapide entre la fin du flash
et le début de l'illumination continue; elle s’accompagne d'un retour du rendement
de fluorescence a sa valeur minimale O.

Fluc-escece

——aores obstunite
----- 3pres préflumination intense

Fluorescence

Temps Temps
T v T

g
0 1 2 msec X} 02 sec

Fig. 10. Effet d’une pré-illumination de forte intensité sur la montée de fluorescence chez Chlorella
sans inhibiteur. Pré-illumination de 1 sec a raison de 3- 102 Einstein par g de chlorophylle et par
sec, suivie de 3 sec d’obscurité.

DISCUSSION

Inierprétation de la montée de fluorescence en présence d’'inhibiteur (phase photochimique)

En présence d'un inhibiteur en concentration convenable, on observe unique-
ment la phase photochimique. Dans tout ce chapitre, on suppose cette condition
réalisée. La montée de fluorescence traduit la destruction photochimique d'une sub-
stance Q capable d’éteindre la fluorescence de la chlorophylle (“quencher” de fluo-
rescence, ou ‘‘piége’’t}:

hy
—— (1)

(piege) (non piége)
La courbe de variation de la fluorescence en fonction du temps d’illumination (Fig. 3)
présente deux particularités que n’explique pas 'Eqn. 1:

(1) au début de l'illumination, la fluorescence n’est pas nulle: le rendement de
fluorescence initial (niveau O) est égal au tiers du rendement maximum (niveau P);

(2) la forme de la courbe n’est pas exponentielle; elle présente une inflexion
caractéristique. JOoLIOT ET JOLIOT, puis MORIN? avaient déja observé cette forme
chez Chlorella traitée par 'orthophénanthroline, et en avaient cherché la signification.
Dans des expériences antérieures sur Chlorella traitée par le phényluréthane, KAuT-
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SKY, APPEL ET AMANN'® avaient obtenu des courbes analogues, mais avaient négligé
cette particularité. Elle est restée assez longtemps sans explication satisfaisante,
I'Eqn. 1 étant considérée comme représentant un réaction monomoléculaire d’ordre 1.
JoiroT ET JoL1oT!? ont proposé une interprétation qui explique trés bien la forme
infléchie. L’appareil chlorophyllien étant constitué d'unités photosynthétiques, dont
chacune contient un centre photochimique associé¢ a une centaine de molécules de
chlorophylle, I'énergie d’excitation électronique non convertie par le centre photo-
chimique d’une unité peut €tre transférée au centre photochimique d'une unité
voisine. Autrement dit, 'énergie d’excitation électronique peut circuler entre les
différentes unités. DUYsSENS!® a récemment émis une hypothe¢se analogue a propos
des centres photochimiques des bactéries pourpres. Deux conséquences importantes
résultent de cette possibilité de transfert entre unités:

{a) la réaction photochimique (1) n’est pas d’ordre 1 (en d’autres termes, sa
vitesse n’'est pas proportionnelle & la concentration des centres photochimiques
intacts);

(b) I'intensité de fluorescence n’est pas une fonction linéaire de la concentration
des centres photochimiques transformés. En calculant les lois de variation de la
vitesse de réaction et de l'intensité de fluorescence en fonction de la concentration
des piéges photochimiques, JoL10OT ET JOLIOT!? ont donné une représentation tres
satisfaisante des courbes expérimentales qu’ils obtenalent d'une part en dosant 1'O,
d’origine photochimique, d’autre part en mesurant I'intensité de fluorescence.

Pour la discussion du présent travail, il a paru utile d’introduire I’hypothése
précédente dans un raisonnement plus général, ol intervient non seulement la partie
OP des courbes de fluorescence, mais aussi la partie initiale wO (croissance pratique-
ment instantanée d’une intensité de fluorescence nulle 4 une intensité £,).

Dans cette discussion, on considérera que la chlorophylle a, est seule capable
d’émettre de la fluorescence. En effet, on peut admettre que la fluorescence de la
chlorophylle b in vivo est négligeable, les transferts d’énergie d’excitation de la chloro-
phylle & vers la chlorophylle a, étant extrémement efficaces et pratiquement irré-
versibles!:2,

Signification de la fluovescence “‘inittale” (niveaun O)

Dans leur calcul, JoLioT ET JoL10T!? ont considéré uniquement la circulation
de l'énergie entre les différentes unités photosynthétiques (ou, si l'on veut, entre les
différents centres photochimiques). En effet, cette notion est nécessaire et suffisante
pour expliquer la partie OI des courbes de fluorescence. Bien entendu, il existe aussi
des transferts d’énergie 4 l'intérieur de chaque unité, I'énergie d'un photon subissant
en moyenne une centaine de transferts successifs entre molécules de chlorophylle,
avant d’atteindre le centre photochimique. Méme si les transferts entre molécules
de chlorophylle ont une efficacité excellente, il se produit inévitablement des pertes
au cours de ces transferts, avec ou sans émission de fluorescence. L’intensité de
fluorescence initiale est proportionnelle a la quantité d’énergie ainsi dissipée avant
qu’aucun centre photochimique n’ait été excité. Il est facile de calculer cette quantité
en fonction de la concentration initiale des piéges photochimiques.

Soit ) le rapport de la concentration initiale des piéges 4 la concentration de
chlorophylle a,. Toute excitation électronique survenant au temps zéro de l'illumi-
nation affecte soit un centre photochimique ChlQ (piége), soit une molécule de Chla,
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ordinaire (non piége). La probabilité du premier événement est Q, celle du second est
1 — (). Dans le premier cas (excitation immédiate d’'un piége), I'énergie d’excitation
n'a plus aucune possibilité d’étre ré-émise par fluorescence. Dans le second cas
{excitation d'une molécule non piége), il existe une probabilité a que l'excitation
soit transférée 4 une deuxiéme molécule, et une probabilité 1 —a que 1'énergi
correspondante soit immédiatement convertie en chaleur ou ré-émise par fluorescence.
La probabilité composée de cet événement (dissipation aussitdt aprés la premiére
excitation) est (1 — Q) {1 — a).

Dans le cas du transfert a une deuxieéme molécule, se présentent a nouveau les
deux éventualités: excitation d’une molécule piége, excitation d'une molécule non
piege; la probabilité composée de ce dernier événement est (1 — Q) a (1 — () ; lorsqu’il
s’est produit, il existe une probabilité de dissipation thermique ou fluorescence (apres
excitation successive de deux molécules), qui est (1 —Q) a (1 —Q) (1 —a).

On calcule ainsi que la probabilité de ré-émission aprés excitation successive
de % molécules est proportionnelle a:

(1—a) (1 —Q)am1(1 —Q)»1

La probabilité totale de ré-émission du quantum par fluorescence est donc propor-
tionnelle a:

(@) (1= Q[ +alt = Q) + @1 —QR + - +art— Q) | -]

c’est a dire &

Si le systéme recoit I'énergie de I photons par unité de temps, il doit donc émettre une
intensité de fluorescence initiale

fo = kI (1—a(1—9

1—a(1—Q)

Le coefficient & (k<€ 1) représente la proportion d’énergie dissipée qui est émise par
fluorescence. On sait que cette proportion est trés faible i# vivo (quelques centiémes),
I'énergie dissipée étant en grande majorité convertie en chaleur. Dans la suite, on
considérera cette proportion comme invariable: on supposera que la fluorescence
constitue une fraction constante de l'énergie dissipée.

Ala fin de la réaction photochimique, lorsque tous les piéges ont été transformés,
toute 1'énergie d’excitation est évidemment dissipée, et I'intensité de fluorescence
atteint une valeur maximale:

F =il
On a donc:
_(1—a)(1—0Q)
= S

La valeur expérimentale du rapport fluorescence initiale: fluorescence maximale est
toujours voisine de 0.3 (valeur moyenne: 0.32 £ 0.02). Si 'on suppose qu’il existe
un centre photochimique pour 100 molécules de chlorophylle a,, on en déduit une
efficacité de transfert 4 = 0.995.

Evidemment, le calcul que I'on vient de faire pour la fluorescence initiale reste
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valable quelle que soit la structure de 1'ensemble de molécules considéré, c’est a dire
qu’il soit divisé ou non en unités photosynthétiques, puisque a l'instant zéro de
I'illumination, il n’existe aucun centre sous la forme transformée ChlQ’.

11 faut remarquer que l'existence d’une relation hyperbolique entre l'intensité
de fluorescence et la concentration des pieges est classiquel*~8. La formule utilisée
par DUYsENs!S:

B=—"_ (3)

1+ nf
(E, rendement du transfert d’énergie de la chlorophylle aux piéges; f, rapport de
la concentration des piéges 4 la concentration de chlorophylle; #, nombre moyen
de transferts subis par un quantum) est équivalente a celle que I'on obtient en cal-
culant, par la méthode exposée plus haut, la probabilité du transfert Chl* — ChlQ,
soit:

aQ
Ee—wo = _
1—a(1—Q) (4)
En effet, les deux expressions (3) et (4) sont équivalentes si
a
n=—-
I—a

relation que I'on démontre aisément: s’il se produit en moyenne a transferts pour
I —a pertes, cela signifie que chaque quantum absorbé subit en moyenne 4/(1 — a)
transferts avant d’étre dissipé.

Analyse de la phase photochimique. Transferts d’énergie entre les centres photochimiques

Au début de I'illumination, aucun piége n’étant encore détruit, le niveau de
fluorescence O est déterminé par la concentration des piéges et par I'efficacité moyenne
des transferts d’énergie dans le systéme II, 1'énergie d’excitation étant transférée
uniquement par des molécules de Chla, ordinaires. Ensuite, a mesure que la réaction
photochimique détruit les piéges ChlQ, apparaissent des centres ChlQ}’ qui ne sont
plus des piéges. L’énergie d’excitation de ces centres ChlQ’ est soit convertie en
chaleur, soit ré-émise par fluorescence, soit transférée 4 une molécule voisine!2. L’hypo-
thése la plus simple consiste a admettre que les centres ChlQ’ se comportent comme
des molécules de chlorophylle a, ordinaire.

(a) Premiére hypothése: apreés excitation, le centre photochimique revient & I'état
de molécule de Chla, ordinaive. Dans ce cas, on est ramené au probléme traité plus
haut, d’un ensemble de molécules Chla, (transporteuses d’énergie) et de piéges ChlQ.
Pour calculer l'intensité de fluorescence A l'instant ¢, il suffit de remplacer, dans
I'Eqn. 2, la proportion initiale de piéges (soit Q) par la proportion de piéges a I'instant
¢ (soit ¢). On trouve ainsi:

HF =~k (5)

Remarquons que cette quantité peut s'écrire aussi:

q

===y

(6)
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et que la vitesse de la réaction photochimique, qui est proportionnelle 4 la probabilité
de capture de I'énergie d’excitation, est:

v = Kl—ﬁi
1—al(r —gq)

En présence d’un inhibiteur, la seule réaction qui intervient est la destruction photo-
chimique des pieges. Donc:

—dgjdt = KT —— 1 _
1—a(l —¢q)
et I'on peut, en intégrant cette équation, connaitre la loi de variation de ¢ en fonction

du temps:

a(Q—¢q)—(1—a)Ing/Q = KIt (7)
La loi de variation de l'intensité de fluorescence en fonction du temps est donnée
par les Eqns. 6 et 7. Pour certaines valeurs de a, la courbe représentative (Fig. 11)
présente un point d’inflexion dont on peut calculer la position exacte. En effet, la
dérivée seconde de f par rapport au temps s’annule pour
1—a
q=—

2a
et le niveau de fluorescence correspondant est:
fi !

I

F T 3a

la position de ce point d’inflexion est déterminée entiérement par l'efficacité moyenne
des transferts de molécule a molécule.

Sil'on compare la famille de courbes théoriques (Fig. 11) aux courbes expéri-
mentales, on constate que I'hypothése précédente n’est pas satisfaisante. En effet,
pour qu’il y ait coincidence, il faudrait donner a Q une valeur voisine de 0.4, c’est
a dire admettre qu’il existe en moyenne un centre photochimique pour 2 ou 3 molécules
de chlorophylle a,. Ceci est en contradiction absolue avec ce qu’on sait de 'appareil
photosynthétique. Il est vraisemblable en effet que les centres photochimiques sont
environ 8o fois moins concentrés que la chlorophylle a, (réf. 17).

£/F] &
1.

0,31 03 / —— courbe expérimentale

0 Temps

Fig. 11. Courbes théoriques de variation de la fluorescence en fonction du temps, en présence
d’inhibiteurs de 1'émission d’O,, dans I’hypothése ol tout centre photochimique désactivé se
comporte comme une molécule de chlorophylle a, quelconque. Les diverses courbes correspondent
a différentes valeurs de l'efficacité moyenne de transfert a. (a) On se donne le niveau initial
folF = 0.3 (valeur conforme & Vexpérience). (b) On se donne la concentration @ = 1/Too (un
centre photochimique pour 100 molécules de chlorophylle a,). La courbe expérimentale est
représentée en trait fort.

0
U
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(6) Deuxiéme hypothése. D’aprés ce qui précéde, on ne peut admettre que la
transmission de I'énergie d'un centre ChlQ}" 4 un autre centre se fait par une suite de
transferts tous identiques, du type Chla, — Chla,, comme dans un ensemble homo-
géne de molécules de chlorophylle a,. D’autres transferts, dont l'efficacité est dif-
férente, doivent intervenir dans la transmission d’énergie entre les centres. On peut
envisager plusieurs possibilités qui seront discutées plus loin, mais pour l'instant
peuvent étre incluses dans une méme analyse mathématique. Il suffit de considérer
maintenant non pas une, mais deux efficacités de transfert:

(1) L’efficacité moyenne a des transferts entre les molécules de chlorophylle a,.
Clest elle qui détermine l'intensité de la fluorescence initiale, déja calculée (Eqn. 2):

(2) L’efficacité moyenne p des transferts entre les centres photochimiques.
Elle détermine la cinétique de la montée de fluorescence pendant la phase photo-
chimique. On attribue aux centres photochimiques les propriétés suivantes:

{i) tout centre qui n’a pas encore été excité est un piége pour l'énergie d’exci-
tation (forme ChlQ);

(ii) tout centre qui a déja été excité (forme ChlQ’) n’est plus piége; s’il recoit
une nouvelle excitation, il peut la retransmettre a un autre centre, avec une efficacité
moyenne p.

Un calcul trés analogue & celui de la fluorescence initiale, mais dans lequel
on considére les centres photochimiques (et non plus les molécules de chlorophylle
ordinaire) et l'efficacité moyenne p des transferts entre centres (et non plus l'efficacité
moyenne a des transferts entre molécules Chla,), montre que la variation de fluo-
rescence pendant la phase photochimique est proportionnelle a

(1t —p)g'/Q

(¢'/Q, proportion de centres photochimiques déja transformés). On retrouve exacte-
ment le calcul fait antérieurement par JOLIOT ET JOLIOT!Z.
Finalement 'intensité totale de fluorescence a l'instant ¢ est donnée par:

(1—2p)q'/Q
= f/F = g0 + (1 —go) " 8
¢ =F =qo+( L (8)
avec 4 l'instant zéro:
Q
=f)F =1 ———
L )
Quant a la vitesse de la réaction photochimique, elle est proportionnelle a
I —¢ = (I —go) 49
r—pq'fQ

(¢/Q, proportion de centres photochimiques non transformés). On en déduit, par
intégration de I'équation —dg/dt = KI (1 — ¢):
KIt

g~ M0 — (=) g0 ©)
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Pour certaines valeurs de $, la courbe de variation de la fluorescence en fonction du
temps, définie par les Eqns. 8 et 9 (Fig. 12), présente un point d’inflexion auquel
correspond und niveau de fluorescence

g1 = @o + (T —@o) (1 — 1/3p)
Pour la moyenne des courbes expérimentales ¢, = 0.32 et @i = 0.50. On en déduit:

P =045
Pour cette valeur, la courbe théorique coincide effectivement de fagon satisfaisante
avec les courbes expérimentales (Fig. 14, courbes supérieures). Cette évaluation de
P est conforme a celle de JoLioT ET JoLIOT. Quant aux paramétres a et Q, ils sont
liés par la relation:

@o=1— —~—Q——f— = 0.32
I—a(T1 — Q)

Ainsi, & une concentration = 1/100 correspond une efficacité de transfert a =
0.995; a4 une concentration Q = 1/50 correspond une efficacité de transfert a = 0.9go.

£/F
14

temps

Iig. 12. Courbes théoriques de fluorescence, en présence d’inhibiteur, dans I’hypothese ou tout
centre désactivé qui regoit une nouvelle excitation peut la transférer & un autre centre avec une
efficacité moyenne p. Les diverses courbes correspondent a différentes valeurs de p. On se donne
Q = 1/100 et f,/F = 0.3. La courbe expérimentale est représentée en trait fort.

{¢) Conclusions. On vient de donner une représentation formelle satisfaisante
des courbes de fluorescence en présence d’inhibiteur. Il convient de s’interroger sur
la signification réelle de l'efficacité moyenne p des transferts entre les centres photo-
chimiques (efficacité proche de 0.5):

(1) p peut représenter I'efficacité réelle de transferts par résonance entre centres
voisins: de tels transferts ne sont possibles que si les centres sont juxtaposés, et non
pas dispersés dans un environnement de chlorophylle. Une telle disposition semble
a priori plus propice au fonctionnement de la réaction photochimique: celle-ci serait
localisée dans un assemblage de molécules Chla, particuliéres associées 4 un enzyme
photochimique;

(2) cependant, le calcul précédent ne postule pas 'existence de tels transferts
directs par résonance d’une centre photochimique a un centre voisin. On peut aussi
supposer que la transmission d’énergie d’'un centre a un autre se fait de proche en
proche, par lintermédiaire des molécules de chlorophylle a,. L’efficacité moyenne
P = 0.5 peut alors s’expliquer par la présence, dans la chaine de transferts entre
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deux centres, d'un transfert par résonance moins probable que les autres. On peut
envisager plusieurs possibilités:

(i) hétérogénéité due a la structure: I'appareil chlorophyllien est cloisonné en
unités photosynthétiques; 'énergie d’excitation électronique peut franchir la distance
entre deux unités voisines (si par exemple celle-ci est assez faible pour permettre des
transferts par résonance), mais le transfert d’'une unité a l’autre est moins probable
que le transfert entre molécules d’'une méme unité. Dans cette hypothése, les molécules
qui transférent I'énergie sont toutes semblables, mais une raison de structure dif-
férencie les probabilités de transfert;

(i1) hétérogénéité due a la nature des molécules: les centres ChlQ’ se distinguent
des molécules de chlorophylle 4, environnantes par une modification spectroscopique
ou géométrique; celle-ci intervient dans l'efficacité des transferts d’énergie a partir
des centres ChlQ’. Ainsi, si un centre ChlQ’ excité transfére son énergie d’excitation
4 une molécule Chla, voisine (avec une efficacité moyenne a'), et que cette énergie
circule ensuite par transferts successifs entre molécules Chla, (efficacité moyenne a),
la probabilité p qu’elle atteigne un centre est:

’

)

p s’interpréte alors comme une probabilité composée. Si p = 0.45, Q = 1/100 et

a4 = 0.995, on trouve &’ = 0.66. En résumé, les efficacités moyennes des différents
transferts seraient:

Chlag —> Chlas : 4 = 0.995

ChlQ — Chlas : zéro

ChlQ)’ ~—— Chlag : @’ = 0.66

ChiQ)’ — ChlQ ou ChlQ’: p = o0.45 (transfert indirect)

S'il existe une différence entre le spectre de fluorescence des centres photo-
chimiques ChlQ’ et celui des molécules de chlorophylle 4, environnantes, cette dif-
férence doit se manifester entre le spectre d’émission de la fluorescence initiale et
celui de la fluorescence aprés illumination, puisque la premiére est émise exclusivement
par la chlorophylle a, ordinaire, tandis que la seconde est émise simultanément par
les deux sortes de molécules, Chla, et ChlQ’. Dans les spectres de fluorescence publiés
par LAvOREL, il apparait effectivement un léger décalage de la bande principale, le
maximum d’émission de la fluorescence initiale (O) étant situé a plus faible longueur
d’onde que le maximum d’émission de la fluorescence “‘variable” (P — O) chez Chlo-
rella (Fig. 5 de la référence citée). Ce décalage d’environ 2z my est particuliérement
visible sur le “‘spectre de rapport” des deux spectres précédents (P — O/O, partie A).
Il pourrait constituer un argument en faveur de la derniére hypothése proposée
{(hétérogénéité due a la nature des molécules).

I1 convient de remarquer que dans cette méme hypotheése, il n’est pas certain
que la fluorescence constitue une fraction invariable de ’énergie dissipée, comme
on l'a supposé plus haut. Si au contraire cette fraction est notablement différente
suivant la nature des molécules impliquées dans les transferts, le calcul des différentes
efficacités de transfert n’est plus valable.
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Interprétation de la montée de fluorescence en I’ absence &’ inhibiteur

En Pabsence d’inhibiteur, la montée de fluorescence se présente différemment
suivant l'intensité de l'illumination®®. La succession d’une phase photochimique et
d'une phase thermique y est en général reconnaissable, la séparation de ces deux
phases étant plus ou moins nette. En lumiére trés faible, on observe seulement la
premiére phase, que JoLIOT a identifiée avec la réaction d’activation du complexe
photochimique. Une illumination plus forte fait apparaitre une seconde phase, ther-
mique, qui correspond au jet d’O, (réf. 6). Dans ce domaine d’intensités faibles ou
moyennes, la signification de la montée de fluorescence est donc assez bien connue,
grace aux mesures simultanées de fluorescence et d’émission d’O, (réfs. 4, 6). Plus
I'illumination est intense, plus 'amplitude de la phase photochimique devient grande
devant celle de la phase thermique®?®. Enfin, aux trés fortes intensités, les deux
phases atteignent une amplitude pratiquement invariable (¢f. Fig. 5).

(1) La phase photochimique existe A la fois en présence et en l'absence d’in-
hibiteur. Elle correspond & la réduction d'un accepteur primaire Q (réf. 1):

hy

Q— Q (1)

(2) La phase thermique, qui est visible seulement en l'absence d’inhibiteur,
semble liée 4 la réoxydation de Q~ par une réserve d’oxydant A:

O+ A-— Q+ A- (10)
En effet:

(a) La phase thermique révéle certainement une réaction qui se produit au
voisinage de la chlorophylle a,. Des expériences faites en lumiére excitant de fagon
préférentielle soit le systéme photochimique I (520 my), soit le systéme photochimique
IT (480 mp), n’'ont révélé aucune différence qui puisse faire supposer une intervention
du systéme I dans la phase thermique. D’autre part, en collaboration avec BRIANTAIS,
nous avons observé une phase thermique remarquablement développée sur des pré-
parations de chloroplastes de mais dont il avait éliminé la majorité du systéme I
(le systéme II restant parfaitement fonctionnel)2°.

(b) La phase thermique n’est plus visible en présence de substances telles que
I'orthophénanthroline ou le CMU, dont on pense qu’elles suppriment le transfert
d’électrons entre le complexe photochimique Q et son accepteur normal A (réf. g).

(c) En trés forte lumiére, la cinétique de la phase thermique est analogue a la
cinétique de destruction de A, étudiée par JoL10T' au moyen d’un dosage de 'O,
libéré (Fig. 5 de la référence citée).

(d) Si, quelques secondes avant I'expérience, on a soumis 1’échantillon a une
pré-illumination intense de quelques secondes, la phase thermique n’est plus visible
(Fig. 10). Or les travaux de JoLior ont montré que, dans ces conditions, 'oxydant
A se trouve entiérement réduit ; aprés la pré-illumination intense, une courte obscurité
suffit & réoxyder O~ en Q (réaction inverse de V'activation), mais non a réoxyder A.
Aussi observe-t-on uniquement la phase photochimique.

(e) Si la phase thermique de montée de la fluorescence que l'on observe en
faible lumiére correspond effectivement a la Réaction 10 (réf. 6), il est normal de
supposer que la phase thermique observée en forte lumiére a la méme signification.

On est donc tenté d’interpréter la montée de fluorescence en forte lumiére par
I'effet combiné sur Q des deux Réactions 1 et 10. Il est difficile de calculer la loi de
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variation de la concentration de Q (ou de ()7) sous l'effet de ces deux réactions. On
peut cependant prévoir que, lorsqu’on augmente l'intensité d’illumination, I'am-
plitude de la phase photochimique doit nécessairement augmenter par rapport a
I'amplitude de la phase thermique. C’est bien ce qui a été observé en faible lumiére8.®,
mais ce n'est plus vrai en trés forte lumiére, ol les amplitudes des deux phases sont
au contraire remarquablement indépendantes de l'intensité d’illumination (Fig. 5).

Il faut alors admettre qu’a la fin de la phase photochimique (niveau I), tout
I'enzyme photochimique est déja sous la forme Q—. Puisque la fluorescence n’a pas
encore atteint son intensité maximale, il doit intervenir un phénoméne supplémen-
taire d’extinction de fluorescence. La substance responsable de cette extinction de
fluorescence disparait ensuite progressivement au course de la phase thermique IP.
En présence d’inhibiteur, cette substance n’a plus aucun effet sur la fluorescence.
On voit sur la Fig. 7 que la fluorescence des algues ou chloroplastes normaux est
constamment inférieure a celle des algues ou chloroplastes inhibés: I'extinction de
fluorescence se manifeste dés le début de l'illumination, et pendant toute la phase
photochimique. On peut expliquer ce phénoméne par la présence, chez les algues
ou chloroplastes normaux, d'une substance piége R qui n’est pas détruite par la
réaction photochimique, mais par une réaction thermique consécutive a la réaction
photochimique.

(1) Phase photochimigue (OI). Examinons en effet ce que deviennent les Eqns. 8
et g si l'on fait intervenir une nouvelle espéce de piéges R dont la concentration est
constante pendant toute la phase photochimique. On obtient:

(1= + R

Pt (e T (11)

(R = rapport de la concentration initiale des piéges R & la concentration de chloro-
phylle a,) avec, a I'instant zéro:
Q+R

AT Ry

et d’autre part:
Kl =p A 9 )ln 4 (12)

1 —~a(t —Q —R) "Q+R Q+Rr/Q

La courbe de variation de la fluorescence en fonction du temps, définie par
les Fiqns. 11 et 12, a été tracée sur la Fig. 13 pour différentes valeurs de la concentration
des piéges R. La courbe correspondant & R = 0.004 (c’est-a-dire 1/250éme de la
concentration de chlorophylle a,) est une bonne approximation de la courbe expéri-
mentale de la Fig. 14, qui représente la phase photochimique d’algues normales
(courbe inférieure). Sur la méme Fig. 14 ont été représentées la courbe expérimentale
et la courbe théorique pour les mémes algues traitées par l'orthophénanthroline
(courbes supérieures). On voit sur cette figure qu'une substance piége dont la concen-
tration ne varie pas provoque une extinction croissante a mesure que la fluorescence
augmente: l'effet des piéges R augmente lorsque la concentration des piéges Q
diminue.

La famille de courbes théoriques de la Fig. 13 est & comparer avec la famille
de courbes expérimentales de la Fig. 8. La similitude de ces deux familles est en
faveur de I’hypothése proposée: il existe dans le chloroplaste normal un piége R qui

(r—r
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n'est pas détruit par la réaction photochimique; lintroduction d'un inhibiteur tel
que le CMU ou l'orthophénanthroline diminue ’effet de ce piége, et le supprime totale-
ment pour une concentration d’inhibiteur voisine de 0.5 mM.

On peut obtenir un effet inverse de celui des inhibiteurs, en augmentant artifi-
ciellement la concentration de piéges photochimiquement inactifs: par exemple, la
Fig. 15 représente l'effet d’'une addition d’anthraquinone sur la phase photochimique
chez Chlorella.

IJ e — R= . nénantnrolire 10-4Mm (R:0)
B V[ -
T Re0002
e s s
R & gues rarmates (R0
e - = R=0.008 Sl
B = R=0.010
0 | expbrimentales
' . ——— t/m'wu/yes/ap_-:af/y;?p
H p=ad7
"
tempL. G- ' T - —r———

0

Fig. 13. Courbes théoriques de fluorescence (phase photochimique) en présence d’un extincteur de
fluorescence R. On se donne Q = 1/100, @ = 0.995 et p = 0.47. Les différentes courbes correspon-
dent a diverses concentrations de R.

Fig. 14. Courbes expérimentales (en trait continu) et courbes théoriques (en trait interrompu),
en présence d’inhibiteur (courbes supérieures) et en l'absence d’inhibiteur (courbes inférieures).
Seule la phasc photochimique est représentée. Q = 1/100, @ = 0.995, p = 0.47, ¢t K = 0.004.

Flugrescence

T
1] 1 2 3 4 msec

Fig. 15. Effet d'une addition d’anthraquinone (environ 10 gM) sur la phase photochimique chez
Chlorella. Courbe supérieure: algues non traitées; courbe inférieure: algues traitées.

(2) Phase thermique (IP). Signification des préges R. Les piéges R sont détruits
au cours de la phase thermique, par une réaction certainement associée a la réoxy-
dation du complexe photochimique:

Q- + A Q + A"
On pourrait supposer que R et A sont une seule et méme substance. Il existe

cependant un argument contre cette identification: les inhibiteurs qui suppriment
I’extinction de fluorescence par R ne semblent pas détruire 'oxydant A (réf. 19).
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Ils opérent plut6t une coupure du transfert d’électrons entre Q et A. Cet argument
n’est pas absolument décisif contre l'identification de R avec A: on peut en effet
supposer que les molécules de A ne sont en contact avec la chlorophylle a,, donc ne
peuvent éteindre la fluorescence, que si elles sont fixées & des centres photochimiques.
Ainsi,

(a) ces molécules n'ont plus d’effet sur la fluorescence si le contact entre A
et Q est supprimé par un inhibiteur (CMU);

(b) les molécules de A capables d’éteindre la fluorescence sont au maximum
a la concentration de Q. Il n’est alors pas surprenant qu’on trouve une concentration
de R voisine de 1/200éme de la concentration de chlorophylle a,, soit une petite
fraction seulement de la concentration totale de A.

CONCLUSIONS

I’étude de I'induction initiale de fluorescence en lumiére excitatrice de forte
intensité apporte d’utiles renseignements sur I'appareil photochimique du chloro-
plaste, dans la mesure ou elle compléte les résultats d’autres méthodes (fluorescence
en faible lumiére, émission d’O,, spectroscopie s vivo). Dans1’évolution de fluorescence
représentée par la Fig. 4 on distingue successivement:

(1) une émission instantanée par rapport au temps de réponse de la mesure: wO;

(ii) une phase de croissance photochimique OI;

(i11) une phase de croissance thermique IP;

(iv) une phase de décroissance, qui dépend de I'intensité lumineuse et de la
température. Elle n’existe pas dans le chloroplaste isolé (et disparait en présence de
CMU chez Chlorella).

La phase photochimique OT est trés analogue a celle que I’'on observe en faible
lumiére et en présence de CMU; or dans ces derniéres conditions, il est possible
d’étudier simultanément la fluorescence et I'émission d’O,. On peut ainsi relier la
phase photochimique OI a I'évolution des centres photochimiques du systéme II.
L’analyse de cette phase photochimique est relativement simple, d’une part parceque
la fluorescence est un indicateur direct de la réaction photochimique, et d’autre
part parceque 'on peut isoler cette phase en agissant sur les vitesses de réaction (soit
en rendant la réaction photochimique extrémement rapide par une illumination trés
intense, soit en freinant par des inhibiteurs les réactions associées). On a proposé une
représentation mathématique de la partie wOI de la courbe de fluorescence. On peut
admettre que I’émission “instantanée” wO et I’émission qui se développe pendant la
phase photochimique OI proviennent en majorité du méme pigment (chlorophyile a,),
mais qu’en outre apparalt progressivement, au cours de la phase OI, la fluorescence
des centres photochimiques désactivés.

La signification du petit accident qui apparait entre la phase photochimique
et la phase thermique (Fig. 6) n'est pas encore parfaitement claire. Cet accident
disparait si les algues ou chloroplastes ont été pré-illuminés, ce qui laisse supposer
qu’il est 1lié a la réaction d’activation!”.

Quant a la seconde phase de montée de la fluorescence (IP), on a pu voir qu’elle
est sous la dépendance du systéme photochimique II, et qu’elle reflete I'évolution
d'un oxydant A, substrat du complexe photochimique Q. On a montré qu’il existe
un phénoméne d’extinction de fluorescence lié 4 la présence de ’oxydant A au contact
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du complexe photochimique. Le mécanisme de cette extinction reste a préciser. Il
serait nécessaire d’analyser de maniére approfondie la structure et le fonctionnement
de 'ensemble formé par la chlorophylle a,, les centres photochimiques ) et I'accepteur
A dans 'appareil photosynthétique.

RESUME

I. Aprés une longue période d’obscurité, la fluorescence d’algues vertes ou de
chloroplastes isolés soumis & une illumination intense augmente d’'un niveau minimum
(O) & un niveau maximum (P). Une méthode d’enregistrement trés rapide de l'in-
tensité de fluorescence a permis d’observer deux phases dans cette évolution; la
premiére phase est photochimique, la seconde thermique.

2. La phase photochimique correspond 4 la destruction d’'un piége Q, qui est
le réactif primaire de la réaction photochimique II de la photosynthése (réaction
associée a I'émission d’O,). Cette réaction fait intervenir des transferts d’énergie entre
molécules de chlorophylle et centres photochimiques. Une analyse mathématique des
courbes de fluorescence conduit & discuter la nature et lefficacité de ces transferts.

3. La phase thermique représente la destruction d’un extincteur de fluorescence
R. L’effet produit sur la fluorescence par certains inhibiteurs de ’émission d’O,
conduit a associer l'extincteur de fluorescence R a une réserve d’oxydant située entre
les deux systémes photochimiques.
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