
108 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBA 45549 

t~TUDE DE L ' INDUCTION DE FLUORESCENCE DES ALGUES VERTES ET 

DES CHLOROPLASTES AU Dt~BUT D 'UNE ILLUMINATION INTENSE* 

RENI~ D E L O S M E  

Institut de Biologie Physico-chimique, Paris (France) 

(Re~u le 17 novembre ,  1966) 

SUMMARY 

Studies on the induction of fluorescence in green algae and chloroplasts under intense 
illumination 

I. 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 I I  in photosynthesis (associated 
with 0 2 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 0 2 emission on the fluorescence yield suggests that  this quencher 
is associated with a pool of oxidant located between the two photochemical systems. 

INTRODUCTION 

L'6tude de la fluorescence chlorophyllienne in vivo est tr+s utile dans les re- 
cherches sur les m6canismes physiques de la photosynthbse, aussi les t ravaux sur 
ce sujet sont-ils nombreux. La fluorescence rouge des v6g6taux chlorophylliens est 
6mise en majorit6 par une chlorophylle particuli~re (chlorophylle a2)1, 2, directement 
impliqude dans la rdaction photochimique d 'oxydation de l 'eau (rdaction photo- 
chimique II, accompagn6e d'un ddgagement d'O2). L'intensit6 de la fluorescence est 
en relation ~troite avec la vitesse de cette r~action ~,4, non seulement ~ l '~tat station- 
naire, mais aussi pendant la p~riode transitoire cons&utive ~ toute variation de 
lumi~re. L'int6r6t de cette induction de fluorescence est qu'elle permet de suivre 
chaque instant l'6volution des centres actifs responsables de la r6action photochi- 
mique. Cependant, l 'induction de fluorescence est un ph~nom~ne complexe en relation 

Abr6via t ions :  CMU, 3(4-ch lorophdnyl ) - l , I -d im6thy lurde ;  DCMU, 3(3,4-dichloroph6nyl)-  
1, I -d im6thylur6e .  

* Ce t rava i l  fai t  par t ie  de la p r6para t ion  d ' une  th~se de Doctorat-bs-Sciences  qui  sera  pr6sent6e 
5. la Facu l t6  des Sciences de Paris.  
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avec plusieurs r6actions, les unes photochimiques, les autres thermiques. Lorsqu'on 
illumine une suspension d'algues vertes unicellulaires ou de chloroplastes isol~s, apr~s 
une longue p6riode d'obscurit6, on observe d 'abord une mont6e de fluorescence, qui 
est elle-m6me un ph6nom~ne composite, et dont l 'analyse cin6tique n'est pas simple 5-7. 
MORIN 7 a montrd que sous illumination trfis intense cette mont6e initiale se ddcompose 
en deux phases : une phase photochimique suivie d'une phase thermique; la s6paration 
de ces deux phases est bien marqu6e si la vitesse de r6action photochimique est tr~s 
grande devant les vitesses de r6actions thermiques, comme c'est le cas en lumi~re 
excitatrice tr~s intense. L'objet  du pr6sent article est une ~tude plus approfondie de 
ces deux phases de mont6e de la fluorescence. 

METHODES 

La Fig. I e s t  un schema de l 'appareil mis au point pour l 'enregistrement de la 
fluorescence d'une suspension d'algues microscopiques ou de chloroplastes pendant 
le d6but d'une illumination tr~s intense. Cet appareil est inspir6 de celui de MORIN 7, 
dont la principale originalit6 est un syst~me d'ouverture tr~s rapide du faisceau 
lumineux : il faut en effet que le temps d'ouverture soit nfigligeable devant la dur6e 
du ph6nom~ne le plus rapide que l'on veut observer. MORIN a enregistr6 des courbes 
de fluorescence dont le temps de demi-mont6e 6tait de 0.2 msec, l 'ouverture du faisceau 
6tant r6alis6e en 30/~sec environ. L'int6r~t des r6sultats obtenus justifiait une am6- 
lioration de cette technique. Le temps d'ouverture actuellement rfalis6 est de 5/~sec 
(Fig. 2), et l 'on peut 6tudier convenablement une courbe de fluorescence dont le 
temps de demi-mont~e atteint 50 ~sec (Fig. 3). On a obtenu ce r6sultat an moyen 
du dispositif suivant (Fig. I). La source lumineuse S est une lampe ~ arc au xdnon 
(Osram XBO, puissance ~lectrique I kW). Un doublet achromatique convergent 
L 1 donne de cet arc une petite image S1. Dans le plan de cette image, on place un 
petit dcran m6tallique E normal A l 'axe optique. Cet dcran peut ~tre expuls6 
grande vitesse par une halle de carabine (Anschutz 22 long rifle, cartouches 22 double 
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Fig. i .  Disposi t i f  d '6 tude  de l ' i nduc t ion  de f luorescence au  d6but  d ' u n e  i l lumina t ion  intense.  
S, l ampe  5, arc; L1,L2, lentilles; S1,S 2, images  de l 'arc;  E, 6cran 6jectable;  ff, filtres bleus;  F, fente ;  
G, guide  de lumi~re;  C, col leeteur  de f luorescence;  r, filtres rouges ;  PM, pho tomul t i p l i ca t eu r ;  
M, miroir ;  Ce, cellule d 'exp6r ience;  C1,C 2, c a n a u x  de rempl issage  de la cellule. L '6c la i rement  max i -  
m u m  sur  la face d ' en t r~e  de la cellule es t  voisin de 5 W/cm2. 
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culot (bosquettes)) (l'axe de tir 4tant perpendiculaire ~ l 'axe optique). Un second 
doublet achromatique L 2 donne de S~ une image S 2 que l'on diaphragme au moyen 
d'une fente F. Le temps d'ouverture du faisceau est d6termin4 par la largeur de la 
fente F et par la vitesse de la balle. I1 est donc d 'autant  plus court que la section des 
images S, et S 2 est plus petite. C'est pourquoi on a cherch4 ~ r4duire les aberrations 
du syst~me optique (doublets achromatiques). 

/ 
/ 

Fig. 2. Ouver ture  du faisceau lumineux (enregistrement oscillographique). Cellule d'exp4rience vide. 

Fig. 3. Variation initiale de la fluorescence chez Chlorella, en pr4sence de o. 5 mM or thoph4nan-  
throline (enregistrement oscillographique). Flux lurnineux absorb4: 1. 5. lO .2 Einstein/sec-g de 
poids sec, soit o. 3 Einstein/sec.g  de chlorophylle. 

Avant d'atteindre la cellule d'exp4rience, la lumi~re est homog6n4is6e par 
r4flexions successives dans un guide de lumi~re G, dont le diam~tre (4 mm) est celui 
de la face d'entr6e de la cellule. La lumi~re excitatrice comprend une large bande de 
l'4mission de l'arc (de 4oo/~ 6oo m/, environ), condition indispensable d'une illumi- 
nation suffisamment intense. Des filtres bleus ~ bande large (Schott BG 38), if, 
61iminent les radiations rouges et infrarouges. Au-del~ de la face de sortie de la cellule 
est plac4 un miroir plan M, qui rdfl6chit vers l'arri~re toute la lumi~re transmise par 
la suspension. La lumi~re fluorescente 4mise lat6ralement est au contraire dirig6e, par 
r4flexion totale sur les parois polies du collecteur de fluorescence C, vers la cathode 
d'un photomultiplicateur (Radiotechnique 15o CVP, alimentation haute tension sta- 
bilis4e Fontaine H 151o) sensible aux radiations rouges et infrarouges. Une s6rie 
de filtres rouges (Schott RG 8 + Wratten 97) 41imine, juste avant  l'entr4e du photo- 
multiplicateur, la lumi~re incidente diffus4e. On donne au courant de sortie du photo- 
multiplicateur une intensit4 voisine du maximum admissible, afin de diminuer l ' im- 
portance relative du bruit  cr44 par les photo41ectrons. 

La tension de sortie du photomultiplicateur, proportionnelle ~ l'intensit4 de 
la fluorescence, est appliqu4e ~ l'entr4e d'un oscillographe cathodique (Oscilloscope 
Ribet-Desjardins 251 A, t i ro i rTDI,  temps de mont4e < o.4 ~sec, enregistreur IOOO A; 
dos photographique Polaroid). 

La Fig. 2 montre comment varie l'6clairement de la cellule de mesure au moment  
de l 'ouverture du faisceau lumineux. L'6clairement atteint en 5/~sec une valeur 
stationnaire. 

Toutes les exp6riences d4crites ici ont eu lieu dans les conditions suivantes: un 
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barbotage d'air  comprim6 dans le r6servoir contenant la suspension d'algues ou 
de chloroplastes en assure l 'a6ration; le s6jour de l'6chantillon dans la cellule d'exp6- 
rience est suffisamment court, et la concentration suffisamment faible (25-1oo/~g de 
chlorophylle par ml) pour que l 'appauvrissement en O 3 soit n~gligeable en cours 
d'exp6rience. Les ph6nom~nes seraient sensiblement diffdrents pour une suspension 
de Chlorella maintenue en ana6robiose. 

Enregistrement des courbes de fluorescence 
MORIN ~ a montr6 qu 'aux fortes intensit6s lumineuses, la mont~e de fluorescence 

d6bute toujours par une phase photochimique (temps de demi-mont6e: 0.2 msec pour 
4" lO-3 Einstein absorb6 par g. sec), suivie g6n6ralement d'une phase thermique beau- 
coup plus lente (temps de mont6e: 0.2-0.5 sec). Pour 6tudier avec pr6cision l'ensemble 
de ces ph6nom~nes, dont la dur6e totale est de l'ordre de la seconde, on a eu recours 

deux types d'enregistrement: 
(I) la base de temps 6tant fournie par l'oscilloscope, chaque exp6rience donne 

lieu ~ plusieurs enregistrements successifs sur des ~chelles de temps diff6rentes 
(Fig. 4a). Cela suppose d'assez nombreuses r6p6titions de chaque exp6rience, pour 
une quantit6 d'information ehaque fois tr~s fragmentaire. En outre, certains facteurs 
peuvent varier d 'un enregistrement ~ l 'autre; 
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Fig .  4- Les  d e u x  p h a s e s  de m o n t 6 e  de  la  f luo rescence  chez  C h l o r e l l a  s ans  i n h i b i t e u r .  F l u x  l u m i n c u x :  
0. 3 E i n s t e i n / s e c - g  de  c h l o r o p h y l l e .  (a) Cou rbes  f l u o r e s c e n c e - t e m p s  p o u r  d e u x  v i t e s s e s  de  
b a l a y a g e .  (b) C o u r b e s  de  f luo rescence  en  f o n c t i o n  d ' u n e  t e n s i o n  de  b a l a y a g e  v(l) = Vie  t/Rlcl + 
V,ze t//¢oc2, a v e c  R1C 1 = 2 msec ,  e t  RtC., " --  0. 4 sec. 

(2) il est souvent plus rationnel de remplacer la base de temps de l'oscilloscope 
par une fonction du temps v(t), dont la variation est analogue ~ celle du ph6nom6ne 
6tudi6. Dans de nombreuses expdriences, on a choisi comme tension de balayage une 
tension continue de la forme: 

Z~(l) = V1 e -t/R1C1 @ V2 e -t /R2c2 

fournie par la d6charge de deux condensateurs de capacit6s C 1 et C 2 dans deux 
r~sistances R,  et R~, les constantes de temps R1C 1 et R2C 2 6tant proportionnelles 
aux temps de mont~e des deux phases d'6volution de la fluorescence. 
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La tension v(t) 6tant appliqu6e en d6viation horizontale, et la tension de sortie 
du photomultiplicateur (proportionnelle k l'intensit6 de fluorescence) en d6viation 
verticale, on obtient sur l'6cran de l'oscillographe une courbe qui se rapproche d 'autant  
plus d'un segment de droite que la fonction v(t) est une meilleure approximation 
dn ph6nom~ne f(t). Une telle courbe se trouve repr6sent6e sur la Fig. 4 b. Comme on 
connait la fonction v(t), une transformation simple permet de r6tablir les courbes 
de fluorescence en fonction du temps. 

PRINCIPAUX RI~SULTATS 

Les deux phases de croissance 
Dans la suite, les niveaux de fluorescence remarquables seront ddsignds par 

des lettres, conformdment $ la nomenclature proposde par LAVORELS,9: O, niveau 
de fluorescence au temps zdro de l 'illumination; P, niveau de fluorescence maximum; 
I, niveau de fluorescence interm6diaire entre la phase photochimique (OI) et la 
phase thermique (IP). 

0.5sec lseC 

?" ~ ~ v 111o 
i l l  

I 
I 

temps" o.oi ~3 ~.~ g i i~,~ 
Fig.  5. Effet  de l ' in tens i t~  d ' i l l u m i n a t i o n  sur les deux  phases  de croissance. I = I correspond 

o. 3 E ins te in  absorb6 pa r  g de chlorophyl le  e t  pa r  sec. (a) R e n d e m e n t  de fluorescence en fonct ion 
du temps,  pour  t ro is  va leurs  du flux lumineux .  Courbes inf6rieures : phase  pho toch imique .  Courbes 
sup6rieures : phase  thermique .  (b) R e n d e m e n t  de fluorescence en fonct ion d ' une  tens ion de ba l ayage  
v(t) = Vze-tlR~Cl + V2e-tlR~C~; les va leurs  de R1C 1 et R2C 2 sont  donndes pa r  le Tab leau  I. Au- 
del~ de I sec d ' i l l umina t ion ,  on observe chez Chlorel la  un ddclin de fluorescence d ' a u t a n t  plus  
rap ide  que l ' i l l umina t i on  est  p lus  intense,  d'ofl la  d ivergence  des courbes au-delS, de I sec. 

Par ddfinition, au cours de la phase photochimique, le rendement de fluorescence 
/~ un instant ¢ est enti6rement d6termin6 par le nombre de photons d6jA absorb4s par 
le syst6me, soit I . t  (I, nombre de photons absorb6s par unit6 de temps). Au cours 
de la phase thermique, au contraire, le rendement de fluorescence ne d6pend plus 
du nombre de photons absorb6s. Ces propri6t6s sont mises en 6vidence par l'exp6rience 
de la Fig. 5, dans laquelle on a donn6 au flux lumineux trois valeurs diff6rentes. On 
a utilis4 dans le diagramme de droite le balayage "analogique" d6crit plus haut. Pour 
les trois valeurs du flux lumineux, on a appliqu6 trois tensions de balayage diff6rentes, 
dont la variation en deux phases est d6termin6e par les constantes de temps 61ectriques 
donn6es par le Tableau I. 
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T A B L E A U  I 

Irez R1C 1 (see) R2C 2 (see) 

I I -  I O  - 4  0 .  4 

I / I O  I"  IO - 3  0,  4 

1 / 2 0  2" IO - 3  0 .  4 

Ainsi, en choisissant la premiere 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). I1 est donc clair que la premiere partie 
de ces courbes correspond ~t un ph6nom~ne photochimique, tandis que la seconde 
correspond ~ un pMnom~ne thermique (ind@endant du flux lumineux). 

En lumi~re tr~s intense, une faible diminution de fluorescence apparalt  souvent 
entre les deux phases de croissance (Fig. 6). Cette "oscillation" rappelle un ph~nom~ne 
analogue d6crit par KAUTSKY, APPEL ET AMANN 1° chez Chlorella en ana6robiose 
(cf. aussi r6f. 4). Mais le phdnom~ne d6crit ic ies t  observ6 en a6robiose, comme tous 
ceux dont il est question dans le pr6sent travail. 

e~ 

Temps 
olos (1 sec 

Fig. 6. Effet de l ' intensit6 d ' i l lumination sur  la s6paration des deux phases de croissance. Aux 
tr~s fortes intensit6s, on observe une oscillation caract6ristique. Pour  !a clart6 de la figure, on 
a d~cal6 les diff6rentes courbes parall~lement k l 'axe des ordonn~es. En r6alit6, le niveau de 
fluorescence cor respondant  k la s6paration des deux phases (niveau I dans le texte) est le m6me 
pour  les quat re  intensit6s les plus fortes (I = I[2, I = I/4, I = I/IO et I = I/2O). Pour  I = i[4o, 
le niveau de s6paration est ne t tement  plus bas, et la seconde phase est plus d6velopp6e. 

Un des r6sultats les plus frappants de l'exp6rience de la Fig. 5 est le niveau 
invariable I de la s@aration entre les deux phases de mont6e de la fluorescence: dans 
l 'intervalle de flux lumineux consid6r6, les amplitudes respectives des deux phases 
sont ind@endantes du flux lumineux. I1 importe donc de bien distinguer l'6volution 
de fluorescence en forte lumifire et l'6volution observ6e par d 'autres auteurs 6 en faible 
lumi~re (existence d'une phase photochimique et d'une phase thermique, mais niveau 
de s@aration d 'autant  plus 61ev6 que l'illumination est plus intense). 
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L'amplitude relative de la phase thermique est variable suivant les pr@arations. 
Elle peut ~tre aussi importante que celle de la phase photochimique (chloroplastes 
d't~pinard, certaines cultures de Chlorella pyrenoidosa), ou au contraire/~ peine visible. 

Effet d'inhibiteurs de la fihotosynth~se sur l'dvolution de la fluorescence (Figs. 7 et 8) 
Certaines substances connues pour inhiber l'6mission d'O 2 (r6action II), telles 

que l'orthoph6nanthroline ou certaines ur6es substitu6es (CMU, DCMU), ont la 
propri6t6 de supprimer la phase thermique, et d'augmenter la phase photochimique. 
Ce ph~nom~ne a ~t6 signal6 par MORIN 7 dans le cas de l'orthoph6nanthroline. I1 
avait 6t6 observ6 par KAUTSKY, APPEL ET AMANN 1° clans des conditions exp6rimentales 
diff6rentes (illumination moins intense), oh la s@aration des deux phases n'6tait pas 
totale. 

Fluorescence Fluorescence 
a + Orthopl1~dnant,~rM/ne 5.lO'.*tvt 

+ Orthophinanthrohne Sfo'~M ~a?ales 
Aleuet nore~ale,~ 

b 

I , , temps ~ temps 

0 O.'Z 0.4 ~,~e~ oiO~ o'.4 sec 

Fig. 7- Effet  de l 'o r thoph~nanthrol ine  (o. 5 mM) sur la nlont~e de fluorescence chez Chlorella. 
(a) Effet  sur la phase photochimique.  (b) Effet  sur la phase thermique.  L'effet  du CMU (ou du 
DCMU) est ident ique ~ celui de l 'o r thoph6nanthrol ine .  

On observe d'autre part une augmentation significative du niveau initial de 
fluorescence (niveau O) en pr6sence de ces substances 6. Autrement dit, la courbe 
de fluorescence en pr6sence d'inhibiteur est situ6e au-dessus de la courbe de fluo- 
rescence normale. Comme cet effet sur le niveau initial O est important pour l'inter- 
pr6tation des r6sultats, on l'a ~tudi6 en d6tail, afln d'~liminer l'6ventualit6 d'une 
erreur exp6rimentale. En effet, puisque la pr6sence d'un inhibiteur acc6l~re la r6action 
photochimique, une faible pr6-illumination accidentelle pourrait 6lever le niveau 
initial de fluorescence d'une fa~on plus sensible que la mame pr6-illumination en 
absence d'inhibiteur. On a cherch6 5. 61iminer cette 6ventualit6 par deux sortes 
d'exp6riences: 

(a) en lumigre tr~s faible il est possible de supprimer toute pr6-illumination 
parasite. Dans ces conditions, l'616vation du niveau initial de fluorescence en pr6- 
sence d'inhibiteur subsiste; 

(b) les variations de temp6rature (entre 2 ° et 2o °) n 'ont aucun effet sur le 
niveau initial de fluorescence en pr6sence d'inhibiteur. I1 devrait en ~tre autrement 
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si ce niveau initial 6tait d6termin6 par la concurrence entre une r6action photo- 
chimique (due ~ une faible pr6-illumination parasite) et la r6action obscure inverse. 

L'~16vation du niveau initial de fluorescence O sous l'effet des inhibiteurs est 
plus ou moins grande suivant les pr@arations, et semble en correlation avec l 'am- 
plitude de la phase thermique IP. La variation du niveau O atteint g6n6ralement une 
valeur comprise entre IO % et 2o % de la fluorescence initiale normale, pour les 
cultures de Chlorella 2byrenoidosa utilis6es dans ce travail, en pr6sence d'orthoph6nan- 
throline ou de CMU o.I mM. 

L'hydroxylamine, qui est un autre inhibiteur connu de l'6mission d'O~, a sur 
la fluorescence un effet tr+s diff6rent de celui qu'on vient de d6crire pour l 'ortho- 
phfinanthroline ou le CMU. Tandis que ces inhibiteurs ont la propri6t6 de supprimer 
la phase thermique, l 'hydroxylamine a un premier effet qui est de supprimer la phase 
photochimique (un second effet se manifeste, ~t concentration d'inhibiteur plus 6lev6e, 
sur la phase thermique). Ainsi l'effet sur la fluorescence permet de confirmer que, 
comme le pensent diff~rents auteurs, le m6canisme d'inhibition de la r6action photo- 
chimique I I  n'est pas le m~me pour l 'hydroxylamine et pour les autres inhibiteurs 
d6j~ cit6s. Les seuls inhibiteurs dont il sera question dans la suite sont l 'orthoph6nan- 
throline et le CMU. 

0 
ms~c 0 2 4 6 8 10 msec 

/ /  

f ts 

: Ila ~ -ph~nanthrol ine  

o o.z o.+ o:6 o18 

Fig. 8. Influence de la concentrat ion d 'or thoph6nanthrol ine  sur  la phase photochimique.  

Fig. 9. Effet d 'une  pr6-illumination de faible intensit6 sur  la mont6e de fluorescence chez Chlorella 
en pr6sence d 'or thoph6nanthro l ine  o. 5 mM. Pr6-illumination de 3 ° sec ~ raison de 3' lO-5 Einstein 
absorb6 par  g de chlorophylle et par  sec. 

Effet d'une ihrd-illumination sur la montde de fluorescence 
Les ph6nom~nes d6crits plus haut 6talent observ6s apr+s une longue p~riode 

d'obscurit6. La mont6e de fluorescence est sensiblement modifi6e si l%chantillon 
a subi une illumination pr6alable. 

PrLillumination defaible intensitd (dur6e de 30 sec 5. plusieurs minutes) (Fig. 9) : 
Le niveau initial est plus 61ev~, et la forme de la courbe est inodifi6e (cf. MORINT): 

(a) en pr6sence d'inhibiteur, la courbe de fluorescence apr&s pr6-illumination 
de faible intensit6 est identique ~ la partie sup~rieure de la courbe de fluorescence 
apr~s obscurit6 (elles coincident par translation parall+le/t l 'axe des temps), n s'agit 
d 'un cas particuli~rement simple, off intervient seulement une r6action photochi- 
mique. La courbe observ6e correspond ~ la fin de cette r6action; 

(b) en l 'absence d'inhibiteur, les deux phases de croissance sont moins nettement 
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sdpardes apr~s prd-illumination qu'apr6s une longue p6riode d'obscurit6: on n'ob- 
serve plus aucune oscillation entre ces deux phases. 

Prd-illumination intense (durde o.5-1o sec) suivie d'une courte obscurit6 (1-5 
sec): l'effet sur les courbes de fluorescence est identique ~ celui des inhibiteurs : sup- 
pression de la phase thermique, augmentation de la phase photochimique, 61dvation 
du niveau initial (Fig. IO). 

Prd-illumination par un flash dlectronique (dur~e IO -~ sec, dnergie totale dmise 
IO J) : les courbes de fluorescence sont tr~s peu modifides. Pourtant,  la phase photo- 
chimique de croissance s'est ddj~ enti6rement ddveloppde sous l 'action de la lumi6re 
intense du flash. I1 se produit donc une rdaction obscure rapide entre la fin du flash 
et le ddbut de l 'illumination continue; elle s 'accompagne d'un retour du rendement 
de fluorescence ~ sa valeur minimale O. 

l O . ~- . . . . . . . . . . .  

." ~ , . . . . .  8pros prdillummaOon tatena¢ 

0 Temps 
0 I 2 msec 011 0'.2 sec 

Fig. IO. Effet  d 'une  pr~- i l luminat ion  de forte in tensi t~  sur la montde de fluorescence chez Chlorel la  
sans inhib i teur .  P r6- i l lumina t ion  de I sec k ra ison de 3' io  2 E ins te in  par  g de chlorophyl le  e t  pa r  
sec, suivie  de 3 sec d 'obscuri t6 .  

DISCUSSION 

Interprdtation de la montde de fluorescence en prdsence d'inhibiteur (phase photochimique) 
En prdsence d'un inhibiteur en concentration convenable, on observe unique- 

ment la phase photochimique. Dans tout ce chapitre, on suppose cette condition 
rdalisde. La mont6e de fluorescence traduit  la destruction photochimique d'une sub- 
stance Q capable d'dteindre la fluorescence de la chlorophylle ("quencher" de fluo- 
rescence, ou "pi~ge"m) : 

hv Q------+ Q' (i) 
(pi4ge) (non pi4ge) 

La courbe de variation de la fluorescence en fonction du temps d'illumination (Fig. 3) 
prdsente deux particularitds que n'explique pas l't~qn. I :  

(I) au d6but de l 'illumination, la fluorescence n'est pas nulle: le rendement de 
fluorescence initial (niveau O) est 6gal au tiers du rendement maximum (niveau P); 

(2) la forme de la courbe n'est pas exponentielle; elle prdsente une inflexion 
c a r a c t 6 r i s t i q u e .  JOLJOT ET JOLIOT, puis MORIN 7 avaient d6j~ observ6 cette forme 
chez Chlorella traitde par l 'orthophdnanthroline, et en avaient cherch6 la signiftcation. 
Dans des exp6riences antdrieures sur Chlorella traitde par le phdnylurdthane, KAUT- 
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SKY, APPEL ET A~ANN 1° avaient obtenu des courbes analogues, mais avaient n6glig6 
cette particularitd. Elle est rest6e assez longtemps sans explication satisfaisante, 
l't~qn. I 6tant consid6r6e comme repr6sentant un r6action monomoldculaire d'ordre I. 
JOLIOT ET JOLIOT 12 out propos6 une interpr6tation qui explique tr6s bien la forme 
infldchie. L'appareil  chlorophyllien 6tant constitu6 d'unit6s photosynth~tiques, dont 
chacune contient un centre photochimique associ6 g une centaine de moldcules de 
chlorophylle, l'6nergie d'excitation 61ectronique non convertie par le centre photo- 
chimique d'une unit6 peut ~tre transfdr6e au centre photochimique d'une unit6 
voisine. Autrement dit, l'dnergie d'excitation 61ectronique peut circuler entre les 
diff~rentes unit~s. DUYSENS 13 a r~cemment ~mis une hypoth~se analogue ~ propos 
des centres photochimiques des bact6ries pourpres. Deux cons6quences importantes 
rdsultent de cette possibilit6 de transfert entre unitds: 

(a) la r6action photochimique (I) n'est pas d'ordre i (en d'autres termes, sa 
vitesse n'est pas proportionnelle ~ la concentration des centres photochimiques 
intacts) ; 

(b) l'intensit6 de fluorescence n'est pas une fonction lin6aire de la concentration 
des centres photochimiques transform6s. En calculant les lois de variation de la 
vitesse de rdaction et de l'intensitd de fluorescence en fonction de la concentration 
des pibges photochimiques, JOLIOT ET JOLIOT 12 out donn6 une representation tr~s 
satisfaisante des courbes exp6rimentales qu'ils obtenaient d'une part  en dosant 1'O 2 
d'origine photochimique, d 'autre part  en mesurant l'intensit6 de fluorescence. 

Pour la discussion du pr6sent travail, il a paru utile d'introduire l 'hypoth~se 
pr~c6dente dans un raisonnement plus g6ndral, off intervient non seulement la partie 
OP des courbes de fluorescence, mais aussi la partie initiale ~oO (croissance pratique- 
ment instantan6e d'une intensit6 de fluorescence nulle A une intensit6 fo). 

Darts cette discussion, on considdrera que la chlorophylle a~ est seule capable 
d 'dmettre de la fluorescence. En effet, on peut admettre que la fluorescence de la 
chlorophylle b in vivo est n6gligeable, les transferts d'6nergie d'excitation de la chloro- 
phylle b vers la chlorophylle a 2 6tant extr~mement efficaces et pratiquement irr6- 
versibles 1,2. 

Signification de la fluorescence "initiale" (niveau O) 
Dans leur calcul, JOLIOT ET JOLIOT 12 out consid6r6 uniquement la circulation 

de l'6nergie entre les diff6rentes unit6s photosynth6tiques (ou, si l 'on veut, entre les 
diff6rents centres photochimiques). En effet, cette notion est n~cessaire et suffisante 
pour expliquer la partie OI des courbes de fluorescence. Bien entendu, il existe aussi 
des transferts d'6nergie A l'int6rieur de chaque unit~, l'6nergie d'un photon subissant 
en moyenne une centaine de transferts successifs entre mol6cules de chlorophylle, 
avant  d'atteindre le centre photochimique. M~me si les transferts entre mol6cules 
de chlorophylle out une efficacit6 excellente, il se produit in6vitablement des pertes 
au cours de ces transferts, avec ou sans 6mission de fluorescence. L'intensit6 de 
fluorescence initiale est proportionnelle A la quantit6 d%nergie ainsi dissip6e avant  
qu'aucun centre photochimique n 'ai t  6t6 excit6. I1 est facile de calculer cette quantit6 
en fonction de la concentration initiale des pi~ges photochimiques. 

Soit Q le rapport  de la concentration initiale des pibges A la concentration de 
chlorophylle a 2. Toute excitation 61ectronique survenant au temps z6ro de l'illumi- 
nation affecte soit un centre photochimique ChlQ (pi~ge), soit une mol6cule de Chla2 
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ordinaire (non pi6ge). La probabilit6 du premier 6v6nement est Q, celle du second est 
I Q. Dans le premier cas (excitation imm6diate d'un pi6ge), l'6nergie d'excitation 
n 'a  plus aucune possibilit6 d'etre rd-6mise par fluorescence. Dans le second cas 
(excitation d'une mol6cule non pi~ge), il existe une probabilit6 a que l 'excitation 
soit transf6r6e ~ une deuxi~me mol6cule, et une probabilit6 I -  a que l'6nergie 
correspondante soit imm6diatement convertie en chaleur ou r6-6mise par fluorescence. 
La probabilit6 compos6e de cet 6v6nement (dissipation aussit6t apr6s la premi&e 
excitation) est ( i -  Q) ( I -  a). 

Dans le cas du transfert ~ une deuxi~me mol6cule, se pr6sentent ~ nouveau les 
deux 6ventualit6s: excitation d'une mol6cule pi6ge, excitation d'une mol6cule non 
pi~ge; la probabilit6 compos6e de ce dernier 4v6nement est (I - -  Q) a (I - -  Q); lorsqu'il 
s'est produit, il existe une probabilit6 de dissipation thermique ou fluorescence (apr6s 
excitation successive de deux mol6cules), qui est (i - -Q)  a (i - Q )  (i - a ) .  

On calcule ainsi que la probabilit6 de r6-6mission apr6s excitation successive 
de n mol6cules est proportionnelle ~,: 

(i --  a) (: - -  Q)an-l(i - -  Q),,-1 

La probabilit6 totale de r6-6mission du quantum par fluorescence est donc propor- 
tionnelle ~: 

( i - - a )  ( I - -Q)  [: + a ( i - -  Q) + a2(i--Q)2 + ... + a ~ ( : - Q ) , ,  + -..] 

c'est ~ dire 

(I - -a)( I  --Q) 
I - - a ( I  - - Q )  

Si le syst6me re~oit l'6nergie de I photons par unit6 de temps, il doit donc 6mettre une 
intensit4 de fluorescence initiale 

(I - -a)( I  --Q) 
Io  = kI  

: - a(: - Q )  

Le coefficient k (k ~ I) repr6sente la proportion d'6nergie dissip6e qui est 6raise par 
fluorescence. On sait que cette proportion est tr+s faible in vivo (quelques centi+mes), 
l'6nergie dissip6e 6tant en grande majorit6 convertie en chaleur. Dans la suite, on 
consid6rera cette proportion comme invariable: on supposera que la fluorescence 
constitue une fraction constante de l'6nergie dissip6e. 

A la fin de la r6action photochimique, lorsque tousles pi6ges ont 6t6 transform6s, 
route l'6nergie d'excitation est 6videmment dissip6e, et l'intensit6 de fluorescence 
atteint une valeur maximale: 

F =  kI  

On a donc: 

( i - - a )  ( I - - Q )  
[o/F --  (2) 

i -a(i --Q) 

La valeur exp6rimentale du rapport fluorescence initiale:fluorescence maximale est 
toujours voisine de o.3 (valeur moyenne: o.32 -+- 0.o2). Si l'on suppose qu'il existe 
un centre photochimique pour IOO mol6cules de chlorophylle a2, on en d6duit une 
efficacit6 de transfert a ---- o.995. 

t~videmment, le calcul que l 'on vient de faire pour la fluorescence initiale reste 
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valable quelle que soit la structure de l 'ensemble de mol6cules consid6r6, c'est/~ dire 
qu'il soit divis4 ou non en unit6s photosynth6tiques, puisque ~ l ' instant z6ro de 
l 'illumination, il n'existe aucun centre sous la forme transform6e ChlQ'. 

I1 faut remarquer que l'existence d'une relation hyperbolique entre l'intensit6 
de fluorescence et la concentration des pi6ges est classique 14 ~6. La formule utilis6e 
p a r  DUYSENS15 :  

E -- (3) 
I -t- V/,[ 

(E, rendement du transfert d'6nergie de la chlorophylle aux pi6ges; f, rapport  de 
la concentration des pi6ges ~ la concentration de chlorophylle; n, nombre moyen 
de transferts subis par un quantum) est 6quivalente/t  celle que l 'on obtient en cal- 
culant, par la m6thode expos6e plus haut, la probabilit6 du transfert Chl* ~ ChlQ, 
soit : 

~Q 
E - -  (4) 

I - -  a ( I  - -  Q )  

En effet, les deux expressions (3) et (4) sont 6quivalentes si 

a 
f / , - -  

i - - a  

relation que l'on d6montre ais6ment: s'il se produit en moyenne a transferts pour 
I - -  a pertes, cela signifie que chaque quantum absorb6 subit en moyenne a/(i - -  a) 
transferts avant  d'6tre dissip6. 

Analyse de la 2bhase photochimique. Transferts d'dnergie entre les centres ~bhotochimiques 
Au d6but de l 'illumination, aucun pi~ge n '6tant  encore d6truit, le niveau de 

fluorescence O est d6termin6 par la concentration des pi6ges et par l'efficacit6 moyenne 
des transferts d'6nergie dans le syst6me II ,  l'6nergie d'excitation 6tant transf6r6e 
uniquement par des mol6cules de Chla 2 ordinaires. EnsuRe, ~ mesure que la r6action 
photochimique d6truit les pi~ges ChlQ, apparaissent des centres ChlQ' qui ne sont 
plus des pi&ges. L'6nergie d'excitation de ces centres ChlQ' est soit convertie en 
chaleur, soit r6-6mise par fluorescence, soit transf6r6e ~t une mol6cule voisine 12. L'hypo- 
th6se la plus simple consiste ~ admettre que les centres ChlQ' se comportent comme 
des molecules de chlorophylle a 2 ordinaire. 

(a) Premiere hyfioth~se: a25r~s excitation, le centre 2~hotochimique revient ?~ l'dtat 
de moldcule de Chla 2 ordinaire. Dans ce cas, on est ramen6 au probl6me trait6 plus 
haut, d 'un ensemble de mol6cules Chla 2 (transporteuses d'6nergie) et de pi6ges ChlQ. 
Pour calculer l'intensit6 de fluorescence ~ l ' instant t, il suffit de remplacer, clans 
l'l~qn. 2, la proportion initiale de pi6ges (soit Q) par la proportion de pi~ges ~ l ' instant 
t (soit q). On trouve ainsi: 

( i  - -  a )  ( i  - -  q)  
/ / F  - -  (5) 

i - - a ( I  - - q )  

Remarquons que cette quantit6 peut s'6crire aussi: 

q 
/ /F = I (6) 

I - -  (1,(1 - -  q) 
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et que la vitesse de la r6action photochimique, qui est proportionnelle ~ la probabilit~ 
de capture de l'6nergie d'excitation, est: 

q 
v = K I - - - - - -  

I - - a ( I  - - q )  

En pr6sence d'un inhibiteur, la seule r6action qui intervient est la destruction photo- 
chimique des pi~ges. Donc: 

q 
- - d q / d t  = K I  

I - -  g ( I  - -  q )  

et l'on peut, en int6grant cette dquation, connaltre la loi de variation de q en fonction 
du temps : 

a(O -- q) --  (i - -  a) In q/Q ~ K i t  (7) 

La loi de variation de l'intensit6 de fluorescence en fonction du temps est donnde 
par les I~qns. 6 et 7- Pour certaines valeurs de a,  la courbe repr6sentative (Fig. II)  
prdsente un point d'inflexion dont on peut calculer la position exacte. En effet, la 
d6riv~e seconde de f par rapport au temps s'annule pour 

I - - ¢ ¢  q- -  
2 a  

et le niveau de fluorescence correspondant est: 

/ i  i 

F 3a 

la position de ce point d'inflexion est ddtermin6e enti~rement par l'efficacit6 moyenne 
des transferts de mol6cule ~ mol~cule. 

Si l'on compare la famille de courbes th6oriques (Fig. II) aux courbes exp6ri- 
mentales, on constate que l'hypoth~se prfc6dente n'est pas satisfaisante. En effet, 
pour qu'il y ait coincidence, il faudrait donner/~ Q une valeur voisine de o.4, c'est 

dire admettre qu'il existe en moyenne un centre photochimique pour 2 ou 3 mol6cules 
de chlorophylle a 2. Ceci est en contradiction absolue avec ce qu'on sait de l'appareil 
photosynthdtique. I1 est vraisemblable en effet que les centres photochimiques sont 
environ 8o lois moins concentr~s que la chlorophylle a 2 (r~f. 17). 

£/F 

0,3 

' a f / F  

/ / /  . . . .  a :  0.71 O, 0.40 ~,5 
/,// - a:oq.o.o.70 

" - -  ceurbe exp~rimentzte 0,3 

l Temps O 

b 

/ / /  / ---- tt = 0.999 ~timerft{le ~ / / /  - -  couroe exp 

Temps 
Fig. I I .  Courbes th6or iques  de va r i a t i on  de la  fluorescence en fonct ion  du temps,  en pr6sence 
d ' i nh ib i t eu r s  de l 'dmiss ion d 'O 2, dans  l 'hypoth~se  ot~ t o u t  centre  pho toch imique  d6sact iv6 se 
compor te  comme une moI6cule de chlorophyl le  a 2 quelconque.  Les diverses  courbes cor respondent  
k diff6rentes va leurs  de l 'efficacit6 moyenne  de t r ans fe r t  a. (a) On se donne le n iveau  in i t ia l  
/o /F --  o. 3 (valeur  conforme ~ l 'expdrience).  (b) On se donne la  concen t ra t ion  Q = I/IOO (un 
centre  pho toch imique  pour  ioo  moldcules de chlorophyl le  a2). La  courbe exp6r imen ta l e  es t  
repr6sent6e ell t r a i t  fort. 
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(b) D e u x i g m e  h y f l o t h g s e .  D'apr~s ce qui pr6c~de, on ne peut admettre  que la 
transmission de l'6nergie d 'un centre ChlQ' ~t un autre centre se fait par une suite de 
transferts tous identiques, du type Chla~ --+ Chla 2, comme dans un ensemble homo- 
g~ne de mol&ules de chlorophylle a 2. D'autres transferts, dont l'efficacit6 est dif- 
f6rente, doivent intervenir dans la transmission d'6nergie entre les centres. On peut 
envisager plusieurs possibilit6s qui seront discutdes plus loin, mais pour l ' instant 
peuvent ~tre incluses dans une m~me analyse mathdmatique. I1 suffit de considdrer 
maintenant  non pas une, mais deux efficacitds de transfert: 

(I) L'efficacitd moyenne a des transferts entre les mol&ules de chlorophylle a 2. 
C'est elle qui ddtermine l'intensit6 de la fluorescence initiale, ddjA calcul6e (l~qn. 2) : 

(1  - -  a )  ( I  - -  (2) 
/ o / F  = 

I - -  a (1  - -  Q) 

(2) L'efficacit6 moyenne p des transferts entre les centres photochimiques. 
Elle d6termine la cin6tique de la mont6e de fluorescence pendant la phase photo- 
chimique. On attribue aux centres photochimiques les propri6t6s suivantes: 

(i) tout centre qui n 'a  pas encore 6t6 excitd est un pi~ge pour l'6nergie d'exci- 
tation (forme ChlQ); 

(ii) tout centre qui a ddj~t dt6 excit6 (forme ChlQ') n'est plus pi~ge; s'il regoit 
une nouvelle excitation, il peut la retransmettre ~ un autre centre, avec une efficacit6 
moyenne p. 

Un calcul tr~s analogue ~ celui de la fluorescence initiale, mais dans lequel 
on consid~re les centres photochimiques (et non plus les mol&ules de chlorophylle 
ordinaire) et l'efficacit6 moyenne p des transferts entre centres (et non plus l'efficacit6 
moyenne a des transferts entre mol&ules Chla2), montre que la variation de fluo- 
rescence pendant la phase photoehimique est proportionnelle/t 

(i --  p ) q ' / Q  

1 - -  pq t /O 

(q ' /Q ,  proportion de centres photochimiques d~j~ transform~s). On retrouve exacte- 
ment le calcul fait ant~rieurement par JOLIOT ET JOLIOT 12. 

Finalement l'intensitfi totale de fluorescence 8 l ' instant t e s t  donnde par: 

= / / F  = ~o + ( i  --~oo) 
( I  - -  p ) q ' / Q  

i - p q ' / Q  
{8) 

avec ~t l ' instant zdro: 

0 
90 = [o /F  = I 

I - -  a ( I  - -  Q) 

Quant ~t la vitesse de la r6action photochimique, elle est proportionnelle 5. 

q /Q 
i - - q )  = ( i - - q ) o )  

i - -  p q ' / Q  

(q /Q,  proportion de centres photochimiques non transformds). On en d6duit, par 
int6gration de l '6quation - - d q / d t  = K I  (I - -  9o): 

K I t  
= p q ' / Q  - -  (i - -p )  In q /Q  (9) 

I - - a ( I  - - Q )  
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Pour certaines valeurs de p,  la courbe de variat ion de la fluorescence en fonction du 
temps, d6finie par les t~qns. 8 et 9 (Fig. 12), pr6sente un point  d'inflexion auquel 
correspond und niveau de fluorescence 

~ 90 + ( i - - 9 o )  (i - -  ~I3P) 

Pour la moyenne des courbes exp~rimentales ~00 = 0.32 et 9t ~--- 0.50. On en d6duit:  

P = 0.45 

Pour  cette valeur, la courbe th6orique coincide effectivement de fa~on satisfaisante 
avec les courbes exp6rimentales (Fig. 14, courbes sup6rieures). Cette 6valuation de 
p est conforme A celle de JOLIOT ET JOLIOT. Quant  aux param6tres a et Q, ils sont 
lifs par la relation: 

Q 
90  = I - -  0 . 3 2  

I - - g ( I  - - ( 2 )  

Ainsi, A une concentrat ion Q = I/IOO correspond une efficacit~ de transfert  a = 
0.995 ; ~ une concentrat ion Q = 1/5o correspond une efficacit6 de transfert  a = 0.990. 

1 

O~ 

/ 7 / /  
/ / / / /~  . . . . .  P- 0 

/ I /  . . . .  ~ :  o.s 
/ / /  P= 0.8 

//"" exp~rimental~ 

temps 

Fig. 12. Courbes th6or iques  de fluorescence, en pr6sence d ' inh ib i teur ,  dans  l ' hypo th6se  off t ou t  
centre  d6sact iv6 qui  re~oit une nouvel le  exc i t a t i on  peu t  la t ransf6rer  k un au t re  centre  avec une 
efficacit6 moyenne  p. Les diverses  courbes cor respondent  5. diff4rentes va leurs  de p. On se donne 
Q - -  I / I O O  et fo/F = o. 3. La  courbe exp6r imenta le  est  repr6sent4e en t r a i t  fort. 

(c) Conclusions. On vient de donner une repr6sentation formelle satisfaisante 
des courbes de fluorescence en pr6sence d'inhibiteur.  I1 convient de s ' interroger sur 
la signification r6elle de l'efficacit6 moyenne ~ des transferts entre les centres photo- 
ehimiques (efficacit6 proche de 0.5): 

(I) ~ pent repr6senter l'efficacit6 r6elle de transferts par rfsonance entre centres 
voisins: de tels transferts ne sont possibles que si les eentres sont juxtapos6s, et non 
pas dispers6s dans un environnement  de chlorophylle. Une telle disposition semble 
a 2briori plus propice au fonctionnement de la r6action photochimique : celle-ci serait 
localis6e dans un assemblage de mol6cules Chla 2 particuli~res associ~es ~ un enzyme 
photochimique ; 

(2) cependant,  le calcul prfc6dent ne postule pas l 'existence de tels transferts 
directs par r6sonance d 'une centre photochimique A un centre voisin. On peut aussi 
supposer que la transmission d'6nergie d 'un  centre ~ un autre se fait de proche en 
proche, par l ' interm6diaire des mo16cules de chlorophylle a 2. L'efficacit6 moyenne 
fl----- 0.5 peut alors s 'expliquer par la pr6sence, dans la chaine de transferts entre 
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deux centres, d'un transfert par rdsonance moins probable que les autres. On peut 
envisager plusieurs possibilitds: 

(i) hdtdrogdndit6 due ~ la structure: l'appareil chlorophyllien est cloisonn6 en 
unitds photosynthdtiques; l'6nergie d'excitation 61ectronique peut franchir la distance 
entre deux unit6s voisines (si par exemple celle-ci est assez faible pour permettre des 
transferts par rdsonance), mais le transfert d'une unitd ~ l'autre est moins probable 
que le transfert entre moldcules d'une m~me unit& Dans cette hypoth6se, les mol6cules 
qui transf~rent l'dnergie sont toutes semblables, mais une raison de structure dif- 
fdrencie les probabilitds de transfert; 

(ii) hdtdrog6nditd due ~ la nature des moldcules: les centres ChlQ' se distinguent 
des moldcules de chlorophylle a 2 environnantes par une modification spectroscopique 
ou g6omdtrique; celle-ci intervient dans l'efficacitd des transferts d'dnergie ~ partir 
des centres ChlQ'. Ainsi, si un centre ChlQ' excitd transf6re son 6nergie d'excitation 

une moldcule Chla 2 voisine (avec une efficacit6 moyenne a'), et que cette dnergie 
circule ensuite par transferts successifs entre moldcules Chla2 (efficacitd moyenne a), 
la probabilitd/5 qu'elle atteigne un centre est: 

a'O p -  
I - -a(I  --Q) 

p s'interpr6te alors comme une probabilitd composde. S i p  ~- o.45, Q = I/IOO et 
a ~ o.995, on trouve a ' =  o.66. En rdsum6, les efficaeitds moyennes des diffdrents 
transferts seraient : 

Chla2 ~ Chla2 : a = o.995 

ChlQ --+ Chla2 : z6ro 

Ch lQ ' - ~  Chla2 : a" = o.66 

ChlQ' --+ ChlQ ou ChlQ' : p = 0.45 (transfert indirect) 

S'il existe une diffdrence entre le spectre de fluorescence des centres photo- 
chimiques ChlQ' et celui des mol6cules de chlorophylle a 2 environnantes, cette dif- 
fdrence doit se manifester entre le spectre d'dmission de la fluorescence initiale et 
celui de la fluorescence aprbs illumination, puisque la premiere est dmise exclusivement 
par la chlorophylle a 2 ordinaire, tandis que la seconde est dmise simultandment par 
les deux sortes de moldcules, Chla 2 et ChlQ'. Dans les spectres de fluorescence publids 
par  LAVOREL 18, il apparait effectivement un ldger ddcalage de la bande principale, le 
maximum d'6mission de la fluorescence initiale (O) dtant situd ~ plus faible longueur 
d'onde que le maximum d'dmission de la fluorescence "variable" (P - -  O) chez Chlo- 
rella (Fig. 5 de la rdfdrence citde). Ce ddcalage d'environ 2 mr, est particuli6rement 
visible sur le "spectre de rapport" des deux spectres prdcddents ( P - -  O/O, partie A). 
I1 pourrait constituer un argument en favenr de la dernibre hypoth6se proposde 
(h6t6rog6n6itd due ~ la nature des mol6cules). 

I1 convient de remarquer que dans cette m~me hypoth6se, il n'est pas certain 
que la fluorescence constitue une fraction invariable de l'6nergie dissip6e, comme 
on l'a suppos6 plus haut. Si au contraire cette fraction est notablement diffdrente 
suivant la nature des moldcules impliqu6es dans les transferts, le calcul des diff6rentes 
efficacit6s de transfert n'est plus valable. 
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Interprdtation de la montde de fluorescence en l'absence d'inhibiteur 
En l'absence d'inhibiteur, la mont6e de fluorescence se pr6sente diff6remment 

suivant l'intensit6 de l'illumination 6-9. La succession d'une phase photochimique et 
d'une phase thermique y est en g6n6ral reconnaissable, la s6paration de ces deux 
phases 6tant plus ou moins nette. En lumi6re tr6s faible, on observe seulement la 
premi6re phase, que JOLIOT a identifi6e avec la r6action d'activation du complexe 
photochimique. Une illumination plus forte fait apparaitre une seconde phase, ther- 
mique, qui correspond au jet d'O 2 (r6f. 6). Dans ee domaine d'intensit6s faibles ou 
moyennes, la signification de la mont6e de fluorescence est donc assez bien connue, 
grSce aux mesures simultandes de fluorescence et d'6mission d'O2 (r6fs. 4, 6). Plus 
l 'illumination est intense, plus l 'amplitude de la phase photochimique devient grande 
devant celle de la phase thermique 6,7,9. Enfin, aux tr6s fortes intensit4s, les deux 
phases atteignent une amplitude prat iquement invariable (cf. Fig. 5). 

(I) La phase photochimique existe 5 la fois en pr6sence et en l'absence d'in- 
hibiteur. Elle correspond ~ la r6duction d'un accepteur primaire Q (r6f. i): 

kv 
(2 ~ Q- (t) 

(2) La phase thermique, qui est visible seulement en l'absence d'inhibiteur, 
semble li6e 8 la r6oxydation de Q-  par une %serve d 'oxydant  A: 

Q -  + A - - .  Q + A -  (IO) 

En effet : 
(a) La phase thermique r4v61e certainement une rdaction qui se produit au 

voisinage de la chlorophylle a 2. Des expdriences faites en lumi6re excitant de fagon 
pr6f6rentielle soit le syst6ine photochimique I (520 m~), soit le syst6me photochimique 
I I  (480 m/~), n 'ont r4v616 aucune diffdrence qui puisse faire supposer une intervention 
du syst6me I dans la phase thermique. D'autre part, en collaboration avec BRIAXTAIS, 
nous avons observ6 une phase thermique remarquablement d6velopp4e sur des prd- 
parations de chloroplastes de mais dont il avait  61imind la majorit4 du syst6nle I 
(le syst6me I I  restant parfaitement fonctionnel) 2°. 

(b) La phase thermique n'est plus visible en prdsence de substances telles que 
l 'orthophdnanthroline ou le CMU, dont on pense qu'elles suppriment le transfert 
d'61ectrons entre le complexe photochimique Q et son accepteur normal A (r6f. 9). 

(c) En tr6s forte lulni6re, la cin6tique de la phase thermique est analogue h la 
cin4tique de destruction de A, 6tudi6e par JOLIOT 17 a u  moyen d'un dosage de 1'O, a 
lib6r6 (Fig. 5 de la r6ffrence cit6e). 

(d) Si, quelques secondes avant l'expdrience, on a soumis l'6chantillon & une 
pr6-illumination intense de quelques secondes, la phase thermique n'est plus visible 
(Fig. IO). Or les t ravaux de JOLIOT ont montr6 que, dans ces conditions, l 'oxydant  
A se trouve enti6rement r6duit ; apr6s la prf-illumination intense, une courte obscurit6 
suffit & r4oxyder Q-  en Q (r6action inverse de l 'activation), mais non ~ rdoxyder A. 
Aussi observe-t-on uniquement la phase photochimique. 

(e) Si la phase thermique de montde de la fluorescence que l'on observe en 
faible lumi6re correspond effectivement ~ la R6action IO (r6f. 6), il est normal de 
supposer que la phase thermique observ4e en forte lumihre a la m~me signification. 

On est donc tent6 d'interprdter la montde de fluorescence en forte lumi6re par 
l'effet combin6 sur Q des deux R6actions I e t  IO. I1 est difficile de calculer la loi de 
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variation de la concentration de Q (ou de Q-) sous l'effet de ces deux rdactions. On 
peut cependant pr~voir que, lorsqu'on augmente l'intensit6 d'illumination, l 'am- 
plitude de la phase photochimique dolt n6cessairement augmenter par rapport  /t 
l 'amplitude de la phase thermique. C'est bien ce qui a 6t6 observ6 en faible lumi~re~, 9, 
mais ce n'est plus vrai en tr~s forte lumi~re, oh les amplitudes des deux phases sont 
au contraire remarquablement indfpendantes de l'intensitfi d'illumination (Fig. 5)- 

I1 faut alors admettre qu'~ la fin de la phase photoehimique (niveau I), tout 
l 'enzyme photoehimique est d6j~ sous la forme Q-. Puisque la fluorescence n 'a  pas 
encore atteint son intensit6 maximale, il dolt intervenir un phdnom~ne suppl~men- 
taire d'extinction de fluorescence. La substance responsable de cette extinction de 
fluorescence disparalt ensuite progressivement au course de la phase thermique IP. 
En pr6sence 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 inf6rieure ~ celle des algues ou chloroplastes inhibds: l 'extinction de 
fluorescence se manifeste d~s le d~but de l 'illumination, et pendant toute la phase 
photochimique. On peut expliquer ce ph6nom~ne par la pr6sence, chez les algues 
ou chloroplastes normaux, d'une substance pi~ge R qui n'est pas d6truite par la 
r6action photochimique, mais par une r~action thermique consdcutive /t la r6action 
photochimique. 

(i) Phase photochimique (0I) .  Examinons en effet ce que deviennent les ~2qns. 8 
et 9 si l 'on fait intervenir une nouvelle esp~ce de pi~ges R dont la concentration est 
constante pendant toute la phase photochimique. On obtient: 

(i --p)q' /Q + R 
9 = 90 + ( i--~0) (ii) 

1 - -pq ' /Q + R 

(R = rapport  de la concentration initiale des pi~ges R k la concentration de chloro- 
phylle a2) avec, ~ l ' instant  zdro: 

Q + R  
~00= I - -  

I - - a ( I  - - Q - - R )  

et d 'autre  part :  

Ki t  q" ( i - - p  Q ~ ) l n  q (i2) 

La courbe de variation de la fluorescence en fonction du temps, d6finie par 
les Eqns. I I  et 12, a 6t6 trac6e sur la Fig. 13 pour diff6rentes valeurs de la concentration 
des pi~ges R. La courbe correspondant ~ R--~ o.oo4 (c'est-~-dire 1/25o+me de la 
concentration de chlorophylle a2) est une bonne approximation de la courbe exp6ri- 
mentale de la Fig. 14, qui repr6sente la phase photochimique d'algues normales 
(courbe inf6rieure). Sur la m~me Fig. 14 ont 6t6 reprdsent6es la courbe exp6rimentale 
et la courbe th6orique pour les m~mes algues trait6es par l 'orthoph6nanthroline 
(courbes sup6rieures). On voit sur cette figure qu'une substance pi+ge dont la concen- 
tration ne varie pas provoque une extinction croissante ~ mesure que la fluorescence 
augmente: l'effet des pi+ges R augmente lorsque la concentration des pi+ges Q 
diminue. 

La famille de courbes th~oriques de la Fig. 13 est ~ comparer a v e c l a  famille 
de courbes exp6rimentales de la Fig. 8. La similitude de ces deux familles est en 
faveur de l 'hypoth~se propos~e: il existe dans le chloroplaste normal un pi~ge R qui 

Biochim. Biophys. Acta, I43 (1967) lO8-128 



126 R. DELOSME 

n'est pas d6truit par la r6action photochimique; l'introduction d'un inhibiteur tel 
que le CMU ou l'orthoph6nanthroline diminue l'effet de ce pi~ge, et le supprime totale- 
ment pour une concentration d'inhibiteur voisine de o.5 mM. 

On peut obtenir un effet inverse de celui des inhibiteurs, en augmentant artifi- 
ciellement la concentration de pi~ges photochimiquement inactifs: par exemple, la 
Fig. 15 repr6sente l'effet d'une addition d'anthraquinone sur la phase photochimique 
chez Chlorella. 

O- Q~" ' 
.5 t 

R =0  

/ - B : 0 . oo l  j 

/ / /  
/ /  . -  R:O.O0~ 

/ 
_ . . . .  II : 0 . 006  

//) - - -  -" _ - - R :0 ,010  

I " J /  . . . .  te~s . 

o ~t~6oonthroliee 10-4M (1~:0) 

" / ~ ~ a s  ( R: a.O04) 

( p  _ 0 . 4 7  

4 

Fig. 13. Courbes  th6or iques  de fluorescence (phase photochimique)  en prdsence d ' u n  e x t i n c t e u r  de 
f luorescence R. On se donne  Q = I/IOO, a = 0.995 et p = 0.47. Les diff6rentes courbes  correspon- 
den t  & diverses  concen t ra t ions  de R. 

Fig. 14. Courbes  exp6r imeuta les  (en t ra i t  cont inu)  et  courbcs  th6or iques  (en t r a i t  in te r rompu) ,  
en pr6sence d ' i nh ib i t eu r  (courbes sup6rieures)  et en l ' absence  d ' i nh ib i t eu r  (courbes inf6rieures).  
Seule la phase  pho toch imique  est  repr6sent6e.  Q = i / ioo ,  a ~ 0.995, p = 0.47, et R = 0.o04 . 

Fig. 15. Effet  d ' u n e  addi t ion  d ' a n t h r a q u i n o n e  (environ IO #M) sur  la phase  p h o t o c h i m i q u e  chez 
Chlorella. Courbe sup~rieure:  a tgues  non  t ra i tdes ;  courbe inf~rieure:  a lgues  trai t6es.  

(2) Phase thermique (IP). Signification des pi@es R. Les pi~ges R sont dfitruits 
au cours de la phase thermique, par une r6action certainement associ6e ~ la r6oxy- 
dation du complexe photochimique: 

Q -  + A - - +  Q + A -  

O n  p o u r r a i t  s u p p o s e r  q u e  R e t  A s o n t  u n e  s e u l e  e t  m ~ m e  s u b s t a n c e .  I1 e x i s t e  

c e p e n d a n t  u n  a r g u m e n t  c o n t r e  c e t t e  i d e n t i f i c a t i o n :  les  i n h i b i t e u r s  q u i  s u p p r i m e n t  

l ' e x t i n c t i o n  d e  f l u o r e s c e n c e  p a r  R n e  s e m b l e n t  p a s  d f t r u i r e  l ' o x y d a n t  A ( r f f .  19).  
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Ils op6rent plut6t une coupure du transfert d'61ectrons entre Q et A. Cet argument 
n'est pas absolument d6cisif contre l'identification de R avec A: on peut en effet 
supposer que les mol6cules de A ne sont en contact avec la chlorophylle a2, donc ne 
peuvent 6teindre la fluorescence, que si elles sont fix4es A des centres photochimiques. 
Ainsi, 

(a) ces mol6cules n 'ont plus d'effet sur la fluorescence si le contact entre A 
et Q est supprim6 par un inhibiteur (CMU) ; 

(b) les mol6cules de A capables d'6teindre la fluorescence sont au maximum 
5. la concentration de Q. I1 n'est alors pas surprenant qu'on trouve une concentration 
de R voisine de i/2oo6me de la concentration de chlorophylle a2, soit une petite 
fraction seulement de la concentration totale de A. 

CONCLUSIONS 

L'6tude de l 'induction initiale de fluorescence en lumi6re excitatrice de forte 
intensit6 apporte d'utiles renseignements sur l 'appareil photochimique du chloro- 
plaste, dans la mesure oh elle compl6te les r6sultats d 'autres m6thodes (fluorescence 
en faible lumi4re, 6mission d'O2, spectroscopic in vivo). Dans l'6volution de fluorescence 
repr6sent6e par la Fig. 4 on distingue successivement: 

(i) une 6mission instantan6e par rapport au temps de r6ponse de la mesure : coO ; 
(ii) une phase de croissance photochimique OI; 
(iii) une phase de cloissance thermique IP;  
(iv) une phase de d6croissance, qui d6pend de l'intensit6 lumineuse et de la 

temp6rature. Elle n'existe pas dans le chloroplaste isol6 (et disparalt en pr6sence de 
CMU chez Chlorella). 

La phase photochimique Of est tr6s analogue 5. celle que l'on observe en faible 
lumi6re et en pr6sence de CMU; or dans ces derni6res conditions, il est possible 
d'6tudier simultan6ment la fluorescence et l'6mission d'O 2. On peut ainsi relier la 
phase photochimique OI 5. l'6volution des centres photochimiques du syst6me II .  
L'analyse de cette phase photochimique est relativement simple, d'une part  parceque 
la fluorescence est un indicateur direct de la r6action photochimique, et d 'autre 
part  parceque l'on peut isoler cette phase en agissant sur les vftesses de rfaction (soit 
en rendant la r6action photochimique extr4mement rapide par une illumination tr6s 
intense, soit en freinant par des inhibiteurs les r6actions associ6es). On a propos6 une 
repr6sentation math6matique de la partie oJOI de la courbe de fluorescence. On peut 
admettre que l'6mission "instantan6e" ~oO et l'6mission qui se dfveloppe pendant la 
phase photochimique OI proviennent en majorit6 du m~me pigment (chlorophylle a2), 
mais qu'en outre apparalt  progressivement, au cours de la phase OI, la fluorescence 
des centres photochimiques d6sactiv6s. 

La signification du petit  accident qui apparalt  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 6t6 pr6-illumin6s, ce qui laisse supposer 
qu'il est li6 5. la r6action d'activationlL 

Quant 5. la seconde phase de mont6e de la fluorescence (IP), on a pu voir qu'elle 
est sous la d6pendance du syst6me photochimique I1, et qu'elle refl6te l'6volution 
d 'un oxydant A, substrat du complexe photochimique Q. On a montr6 qu'il  existe 
un ph6nom6ne d'extinction de fluorescence li6 5. la pr6sence de l 'oxydant  A au contact 
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du complexe photochimique. Le m6canisme de cette extinction reste ~ pr6ciser. I1 
serait n6cessaire d'analyser de mani6re approfondie la structure et le fonctionnement 
de l'ensemble form6 par la chlorophylle a2, les centres photochimiques Q et l'aecepteur 
A dans l'appareil photosynth6tique. 

R~SUM~ 

I. Apr6s une longue p6riode d'obscuritG la fluorescence d'algues vertes ou de 
chloroplastes isol6s soumis ~ une illumination intense augmente d'un niveau minimum 
(0) A un niveau maximum (P). Une m6thode d'enregistrement tr~s rapide de l'in- 
tensit6 de fluorescence a permis d'observer deux phases dans eette 6volution; la 
premi6re phase est photochimique, la seconde thermique. 

2. La phase photochimique correspond 5~ la destruction d'un pi~ge Q, qui est 
le r6actif primaire de la r6action photochimique II de la photosynth6se (r6action 
associ6e ~ l'6mission d'02). Cette r6action fait intervenir des transferts d'6nergie entre 
molfcules de chlorophylle et centres photochimiques. Une analyse math6matique des 
courbes de fluorescence conduit ~ discuter la nature et l'efficacit6 de ces transferts. 

3. La phase thermique reprfsente la destruction d'un extincteur de fluorescence 
R. L'effet produit sur la fluorescence par certains inhibiteurs de l'6mission d'O 2 

conduit ~ associer l'extincteur de fluorescence R A une r6serve d'oxydant situ6e entre 
les deux syst6mes photochimiques. 
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