
386 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBA 46174 

E F F E T  DE LA LONGUEUR D 'ONDE DE PRI~ILLUMINATION SUR LA 

DI~SACTIVATION DES FORMES OXYDI~ES DU DONNEUR D't~LECTRONS 

DU PHOTOSYSTI);ME I I  

C. LEMASSON* ET G. BARBIERI  

Institut de Biologie Physico-Chimique, x3, rue Pierre et Marie Curie, Paris 5~me (France) 

(ReQu le 5 avril, 1971) 

SUMMARY 

Effect of preillumination wavdength on the deactivation of oxidized forms of the Photo- 
system I I  electron donor 

Deactivation was studied using chlorella cells or spinach chloroplasts after an 
illumination of different wavelengths (light I - -  71o nm, light I I  = 650 or 480 nm). 
The measurements concerned mainly the third oxidized state S 3 of the System I I  
electron donor, according to the scheme proposed by  I3. KOK, 13. FORBUSI~ A~D 
M. MCGLOIN, (Photochem. Photobiol., I I  (197o)457). The time course of deactivation 
was followed during the dark after each preillumination. Different results were ob- 
tained with algae in state I or state 2 as defined by C. BONAVENTURA AND J .  MYERS, 

(Biochim. Biophys. Acta, 189 (1969) 366). In state i the deactivation of S 3 is faster 
after light I I  than after light I ;  in state 2, except at the beginning of the decay, the 
deactivation of $3 is almost the same after the two kinds of preillumination. With 
chloroplasts the deactivation is slower, but always faster after light I I  than after light 
I, no transition between state I and state 2 was observed. The results are discussed 
with reference to the possible reducing substrates of the reaction. 

INTRODUCTION 

Les mesures d'fmission d'oxyg~ne par les organismes photosynth6tiques 
montrent  que le fonctionnement des centres photochimiques directement responsables 
de cette 6mission (Photosyst~me II) est complexe. Plusieurs modules ont 6t6 propos6s 
pour dfcrire et expliquer, au moins partiellement, ce fonctionnement 1-3. Tous reposent 
sur une notion de base que les mesures d'6mission d'oxyg~ne rendent indiscutable: il 
y a accumulation de charges positives au niveau du donneur primaire Z des centres 
photochimiques du Syst~me II .  L'ensemble des r6sultats concernant l'6mission d 'oxy- 
g6ne a conduit au mod+le propos6 par KOK et al) qui traduit  le mieux le fonctionne- 
ment  du Photosyst~me I I ;  ce mod61e peut se r6sumer ainsi: 

hv hv hv h v So 02 So h_>v S1 + -> S22+ -> $33+ -+ $44+ + 

* Laboratoire de Photosynth~se, C.N.R.S., 91, Gif-sur-Yvette, France. 
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Les 6tats S o et $1+ sont stables k l'obscurit6 et l '6tape $44+-+ S o + 0 2 est une r6action 
sombre dont l e t  V2 est voisin de I msec. Rappelons qu'apr~s une longue p6riode 
d'obscurit6, un 6clair saturant  de courte dur6e ne produit pas d'oxyg~ne4: cela signifie 
que la concentration de la forme $3 qui pr6c~de d'une seule 6tape photochimique 
l'6mission d'oxyg&ne, est alors nulle; tous les  6tats $3 se sont d6sactiv6s pendant la 
p6riode d'obscurit~ qui a pr~c6d~ l'~clair. 

Cette disparition ~ robscurit6 des charges positives accumul6es au cours d'une 
illumination (d6sactivation) .i~,~t n6cessiter l ' intervention de r6ducteurs. Les mesures 
d'oxyg~ne dont cet article rend compte ont pour but de pr6ciser le processus de d6s- 
activation d 'au moins une des formes oxyd6es du donneur Z, la forme $3. 

La disparition de l '6tat S 3 ~t l'obscurit6 a d~j~t ~t~ 6tudi~e par d 'autres auteursl-S; 
pour suivre la d6sactivation, la concentration S(t) de S 3 est mesur6e au cours du temps 
d'obscurit6 suivant un pr6traitement donn6. Dans notre cas un faisceau de pr6illumi- 
nation continu place un certain nombre de centres photochimiques du Syst~me I I  dans 
la forme S 3. 

Nous d6signerons par S(o) la concentration de S 3 atteinte k la fin de la pr6- 
illumination, S(o) d6pend de l'intensit6, de la dur6e et de la longueur d'onde de pr6- 
illumination. Cette pr6illumination modifie 6galement l '6tat des transporteurs de la 
chalne de transfert d'61ectrons qui pourraient 6tre des partenaires des r6actions de 
d6sactivation. Des exp6riences ant6rieures sur la cin6tique de d6sactivation en fonc- 
tion de la nature de la pr6illumination avaient conduit ~ des r~sultats controvers~s 2,s; 
ainsi la d6sactivation pouvait  8tre plus rapide apr~s 650 nm qu'apr&s 700 nm ou 
inversement. Nous avons repris cette 6tude dans de meilleures conditions pour tenter 
de pr6ciser ies m6canismes de disparition de l '6tat $3. 

MATERIEL ET METHODES 

(I) Les exp6riences d6crites dans cet article ont 6t6 effectu6es sur des algues uni- 
cellulaires Chlorella pyrenoidosa ou sur des chloroplastes isol6s d'Epinard. Les algues, 
cultiv6es en milieu de Knop avec les oligo616ments A~ et B 6 d'Arnon, sont plac6es 
dans un tampon phosphate 0.05 M (pH 6.4), KC1 o.I M pendant les mesures. Les 
chloroplastes, pr6par6s par une technique voisine de celle d~crite par AVRON 9, sont 
utilis6s imm6diatement apr~s l 'extraction, dans un tampon Tris-HC1 0.05 M (pH 7.8), 
saecharose 0.4 M, KC1 o.I M, NaC1 o.oi M, s6rumalbumine ~ 9 g/1. Ils peuvent ~tre 
conserv6s quelques jours ~ forte concentration de chlorophylle dans le glyc6rol 
(50 %, v/v) ~ - -20 ° (r6f. io). Les chloroplastes sont utilis6s ~t 500 #g de chlorophylle 
par ml, en pr6sence de NADP + (2. lO -4 M). Suivant les exp6riences, on a ajout~ du 
NH4C1 ~ la concentration finale de lO -3 M, ce d6couplant donne une meilleure stabilit6 
des mesures en acc616rant la r6action limitante. Toutes les mesures sont faites ~ 20 °. 

(2) La pr6illumination est faite en lumi~re monochromatique continue de type 
Syst~me I ou Syst~me II .  Ce faisceau P e s t  fourni par une lampe quartz-iode OSRAM 
650 W e t  des filtres interf6rentiels (Baird-Atomic ou SEAVOM, maximum de trans- 
mission ~ 481 nm ou 652 nm pour le Syst~me II ,  708 nm pour le Syst~me I, bandes 
passantes ~t demi-transmission 6 ~t 7 nm). L'intensit6 de la lumi~re est ajust6e pour 
obtenir le m~me temps d 'activation ~ chaque longueur d'onde, c'est-~-dire que la 
constante de vitesse de la Photor6action I I  reste la mSme n. On choisit une intensit6 
suffisante pour que la d6sactivation ne soit pas pr6pond6rante. Pour les algues, le 
temps d'activation est de 0.5 sec; pour les ehloroplastes off la d6sactivation est plus 
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lente, ce temps est de I sec. Pour ce r6glage d'intensit6, le faisceau P e s t  modul6 
(25 cycles/sec) en synchronisation avec l 'avance d'adresse de l 'analyseur multicanaux 
CAT (T.M.C.) qui enregistre le signal amp6rom6trique. En d6tectant le signal modul6 
produit par ce faisceau apr~s une longue p6riode d'obscurit6, on obtient la cin6tique 
d 'activation dont les caract6ristiques sont photochimiques 3,11 

(3) La concentration S(t) de l '6tat S~ est suivie par deux modes de d6tection 
diff6rents qui utilisent la m6thode polarographique mise au point et d6crite par 
JOLIOX ET JOLIOT 12 pour mesurer l'6mission d'oxyg6ne. 

Mode A : On dispose pour 6clairer la cuve de mesure d'un tube ~t d6charge Verre et 
Quartz VQX, CAD 22 (6nergie 61ectrique = I joule, dur6e: I /~sec k mi-hauteur et 
5/ ,sec k IO % de la hauteur). Le d6clenchement du flash est synchronis6 avec l 'avance 
d'adresse du multicanaux CAT, ce qui assure une parfaite reproductibilit6 de la 
mesure du signal amp6rom6trique 6mis sous l'effet de l'6clair. A la fin de la pr6illumina- 
tion, l'6clair saturant  de courte dur6e est d6clench6 k diff6rents temps d'obscurit6. La 
quantit6 d'oxyg~ne d6gag6 est proportionnelle ~ $3. Le temps t d'obscurit6 qui s'6coule 
entre l 'obturation du faisceau P de pr6illumination et le d6clenchement de l'6clair 
peut 6tre mesur6 k l'oscilloscope. Chaque exp6rience ne permet de d6terminer qu'un 
point de la courbe de d6sactivation. Dans certaines exp6riences deux 6clairs sont 6mis en 
s6rie, le premier ~ l ' instant t, le second k l ' instant t + At, la quantit6 d'oxyg~ne 6mise 
par le premier ~clair est proportionnelle ~ S(t); la quantit6 d'oxyg~ne 6mise par le 
second est proportionnelle ~ la concentration de l '~tat S 2 ~t condition de n~gliger l'effet 
de la d~sactivation pendant l 'intervalle At. Tel est le principe de la technique de 
d6tection par une s6rie d'6clairs utilis~e par JOLIOT et al. ~ et KOK et al. 3 dans leur 6tude 
du fonctionnement du Syst~me II.  On a pris en g6n6ral At = I6O msec. 

Mode B: Quand on utilise un 6clairement modul~ de faible intensit6 i, la vitesse 
modul6e d'6mission d'oxyg~ne est proportionnelle ~t chaque instant ~ la concentration 
des centres ~ l '6tat $3 soit v(O2) = k i S(t). A la fin de la pr6illumination, on peut donc 
suivre de fa¢on continue la fonction S(t) ; cependant ceci n'est possible que si l'intensit6 
du faisceau modul6 d6tecteur est suffisamment faible pour ne produire qu'une quantit~ 
de Sa n6gligeable devant  S(t). Cette condition n 'est  remplie que pendant un temps 
limit6 apr~s la pr6illumination. Le faisceau modul6 d~tecteur (faisceau D, 25 cycles/sec) 
est fourni par une lampe X6non OSRAM 900 W e t  un monochromateur ~t r6seau H U E T  
M 25 r~gl~ sur 515 nm pour exciter de fa~on 6quilibr6e les deux photosyst~mes 11. Au 
cours des mesures, l'intensit6 de dftection (faisceau D modul~) est 20 fois plus faible 
que l'intensit6 de pr6illumination. L 'obturat ion du faisceau P peut ~tre synchronisfe 
avec le d~part de l 'enregistrement du signal modul6 produit par le faisceau D; le temps 
de fermeture de l 'obturateur  est voisin de 2 msec, mais le signal est perturb6 par un 
artefact pendant environ 4 ° msec, ce qui d6termine le temps de r6ponse de la m6thode. 
La valeur initiale de la vitesse d'fimission d'oxygSne, proportionnelle ~t S(o), est 
mesur~e ~ la fin de la pr6illumination pendant laquelle les deux faisceaux P e t  D sont 
ouverts, le faisceau D ayant alors un effet actinique n6gligeable tout comme au cours 
de la p6riode qui suit imm~diatement l 'obturation du faisceau P. 

Rt~SULTATS 

E~et  de la prdillumination sur l'dtat S(o). 
Rappelons que l '6tat  "initial" S(o) est celui qui est atteint ~t la fin de la pr~- 

illumination (temps z6ro avant  la d6sactivation ~t l'obscurit6). Les vitesses initiales 
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d'6mission d'oxyg~ne 6tant les m~mes (m6me temps d'activation), on constate que la 
concentration S(o, I) atteinte avec la lumi~re Syst6me I (71o nm) est plus 61ev6e que 
la concentration S(o, II)  atteinte avec la lumi~re Syst~me I I  (480 ou 650 rim). Cet 
effet a 6t6 observ6 par de nombreux auteurs, entre autres par JOLIOT 11 et GINGRAS ET 
LEMASSON s, il confirme l'existence de deux syst~mes photochimiques fonctionnant en 
s6rielS, l~; le rapport  S(o, I)/S(o, II) sera pris dans la suite comme une mesure de 
'Teffet  Emerson". Les mesures de fluorescencelS, TM ont montr6 que la fluorescence 
correspondant ~t l '6tat S(o, I) est plus 61ev6e que celle correspondant ~ l '6tat S(o, I), 
c'est-~t-dire que la concentration du quencher de fluorescence Q (accepteur primaire 
du Photosyst~me II) varie en fonction de la longueur d'onde d'illumination. Souli- 
gnons que, si on admet une r~partition uniforme de l 'accepteur tant  sous la forme oxy- 
d6e que sous la forme r6duite, c'est-~-dire une r6partition des Q et Q-  ind6pendante 
de l '6tat du donneur Z, il existe des centres (S3Q-) qui ne seront pas photochimique- 
ment  actifs; le terme S~ utilis6 dans ce travail ne ddsigne que les centres sous la forme 
(S~Q). 

Nous avons pu d~terminer, rant sur les algues que sur les chloroplastes, un effet 
Emerson (mesur6 par la valeur e du rapport  S(o, I)/S(o, II)) voisin de 2. Mais cet effet 
6volue au cours de l'exp6rience; ceci est particuli~rement net chez les algues oh le 
rapport  e peut atteindre I. Chez les algues, l'effet Emerson diminue sous l 'action de la 
lumi~re de type Syst6me I I  et il est au moins partiellement r6tabli par l 'action de la 
lumi~re de type Syst6me I. Ainsi, au cours de l 'illumination k 650 nm, on observe une 
augmentation importante du rendement de l'6clair qui mesure S(o, II)  alors que S(o, I) 
n'~volue pas sensiblement pendant l 'illumination ~ 71o nm. Ces changements lents 
induits par une illumination prolong6e ont 6t~ ~tudi6s par BONAVENTURA ET MYERS 17 
qui les interpr~tent comme des transitions d6finissant deux cas limites, l '6tat I (atteint 
~t l'obscurit6 ou en lumibre Syst~me I) et l '6tat 2 (atteint en lumi~re Syst~me II), la 
r6partition des photons absorb6s par  les deux photosyst~mes 6rant diff6rente selon 
chaque 6tat. Les mesures de DELRIEU ET DE KOUCHKOVSKY TM montrent  qu'une m6me 
variation de cette r6partition s 'accompagne d'une variation beaucoup plus importante 
de la concentration stationnaire des centres du Syst~me I I  ~ 650 nm qu'~ 71o nm; 
c'est-k-dire que dans l '6tat  I le rapport  e est plus 61ev~ que dans l '6tat 2. 

L 'ampli tude de ces changements lents d6pend des algues utilis6es: pour 61iminer 
cette 6volution au cours des cin6tiques de d6sactivation, nous avons choisi un protocole 
qui assure une valeur constante ~t e pendant chaque exp6rience. Pour maintenir les 
algues dans l '6tat I (rapport e 61ev6), on intercale un 6clairement de I ~ 2 min ~ 71o nm 
entre chaque pr6illumination de type Syst~me I I  dont la dur6e est courte (30 sec). 
Pour maintenir les algues dans l '6tat 2 (rapport e faible, voisin de I), l '6tude de la 
d6sactivation est pr6c6d6e d 'un long trai tement ~ 65 ° n m  (3 ° rain environ), les pr6- 
illuminations ~t 650 nm (I min) et ~t 71o nm (3 ° sec) 6tant ensuite altern6es. 

Dans le cas des chloroplastes, nous n 'avons pas observ~ de changements induits 
par une longue illumination et nous avons couramment obtenu un rapport  e 61ev6 et 
stable. I1 semble donc que ces effets lents soient lids ~ l'int6grit6 de structures fragiles 
dans les chloroplastes (membranes par exemple). Les r6sultats r6cents de VREDEN- 
BERG 19 e n  fluorescence sont en accord avec nos observations. Pour ]imiter la perte 
d'activit6 des cbloroplastes au cours de l'exp6rience, nous avons choisi des pr6illumi- 
nations de courte dur6e avec alternance des 6clairements ~t 71o nm et 650 nm. 
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Etude des cindtiques de ddsactivation 
Nous allons consid6rer les fonctions S(t) obtenues apr6s les pr6illuminations de 

type Syst~me I et de type Syst~me II en les d6signant respectivement par S(t, I) et 
S(t, II). Les courbes repr6sentant ces deux fonctions mesur6es par le mode de d6tection 
A sont port6es sur chacune des Figs. Ia, 2a, 3a qui correspondent & trois cas diff6rents: 

S~t 
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Fig. I. S(t) repr6sente la concentra t ion de Sa en fonction du temps  d 'obscurit~ qui suit la pr~- 
i l lumination de type  Syst~me I ou Syst~me I I .  Mode de d6tection A (voir MAT]~RIEL ET M]~THODES). 
L'effet Emerson  (e) est  donn6 par  le r appo r t  des concentrat ions  mesur~es au temps  z6ro. Les 
Courbes b sont  une repr6sentat ion semi-logari thmique des Courbes a. Algues maintenues  dans  
l '6tat  i, effet Emerson  61ev6 e = 1.9. O,  pr~illumination & 71o nm;  ©, pr6il lumination k 48o nm. 

Fig. 2. Voir Mgende Fig. i. Algues main tenues  dans l '6tat  2, effet Emerson  e = I . I .  0 ,  pr~- 
i l lumination & 71o rim; ©, pr6il lumination k 480 nm. 

st. 
E=1.8 
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Fig. 3. Voir 16gende Fig. i. Chloroplastes en pr6sence de NADP+ et ferredoxine. Effet Emerson  
e = 1.8. 0 ,  pr~il lumination k 71o nm;  ©, pr6illumination ~ 650 nm. 
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(I) Sur les Figs. Ia  et 2a il s 'agit d'algues oh l'effet Emerson a 6t6 maintenu 
respectivement k une valeur 61ev6e (e = 1. 9, Fig. Ia) et ~t une valeur faible (e = I . I ,  
Fig. 2a). 

(2) Sur la Fig. 3 a il s 'agit d'une exp6rience avec des chloroplastes et l 'effet 
Emerson 6tait voisin de 1.8. 

(3) Les Figs. Ib, 2b, 3b sont une repr6sentation semi-logarithmique des cin6ti- 
ques pr6c6dentes. 

La d6sactivation de l '6tat S~ est termin6e en 30 sec chez les algues, mais demande 
plusieurs minutes chez les chloroplastes; c'est un r6sultat d6jk obtenu par d 'autres 
auteurs~, s. On peut globalement caract6riser chaque cin6tique par son tv2; nous 
r6sumons dans le Tableau I les valeurs de t Vo. correspondant aux courbes pr6sent6es. 

Ces r6sultats montrent  clairement que, lorsque l'effet Emerson est 61ev6, la 
d6sactivation de S~ est plus rapide apr~s la pr6illumination I I  qu'apr~s la pr~illumina- 
tion I. Lorsque l'effet Emerson est faible, la dur6e totale de la d6sactivation des 6tats 
S, est au contraire 16g~rement plus courte apr~s la pr6illumination I qu'apr~s la pr6- 
illumination I I  (Fig. 2a) comme l 'avait  d6j& constat6 LEMASSON s. La divergence ap- 
parue entre les t ravaux ant6rieurs de JOLIOT et al? et de LEMASSON s nous parait  ainsi 

T A B L E A U  I 

f~/2 CALCUL1~ D'APR]~S LES CIN~TIQUES DE DI~SACTIVAT1ON PRI~SENTl~ES SUR LES F I G S .  1-- 3 

e = effet Emerson.  

t~ (see) 

A lgues  A l gues  C h l o r o p l a s t e s  
e = 1. 9 e ~ I . I  8 ~ 1 . 8  

Prdil lumination 480 ou 650 n m  1.6 3.8 26 
Prdil lumination 71o nm 4 .8 4 .2 55 

v'°2 15S5<.. + z7o :. 

515~ ,,- 

i #s°i 

-~ooi 

i 515 

I, 

I, 

too '11 

, . , ,  , 

Fig. 4- Vitesse modulde d 'dmission d 'oxyg~ne d~tectde 5. 515 nm en pr6sence ou en l 'absence d ' un  
faisceau cont inu de type Syst~me I (7io nm) on Syst~me I I  (48o nm on 650 nm). Mode de d~- 
tection B (voir MATERIEL ET M~THODES). Au temps  zdro le faisceau de pr~il lumination cont inue 
est  coup& Chaque poin t  repr~sente la valeur de la vitesse intdgr~e sur  ioo msec. Les r6sul tats  
cor respondent  5. la sommat ion  de IO experiences semblables.  Algues 5. effet Emerson  ~lev6 qui 
se t radui t  pa r  les vitesses diffdrentes en pr6sence du faisceau eontinu.  Amplification 2. IO a. 
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essentiellement due ~t la diff6rence d '6tat  des algues qui pr6sentaient un effet Emerson 
61ev6 pour les premiers et faible pour le second (1. 3 ~. 1.15). 

Les courbes S(t) obtenues par le mode A sont assez impr6cises dans les temps 
tr~s courts (t < 0. 5 sec). Sur les Figs. 4 et 5, nous avons port6 les courbes obtenues 
directement par le mode de d6tection B dans le cas d'algues ~t effet Emerson 61ev~ et de 
chloroplastes. Bien que ces courbes ne repr~sentent pas exactement les fonctions S(t), 
nous observons une diff6rence de vitesse tr~s nette d~s l 'arr6t de la pr6illumination 
(t = o); il suffit de comparer les pentes initiales: la d6sactivation apparait  tout de 
suite plus rapide apr~s la lumi~re I I  qu'apres la lumi~re I. 

Afin de pr6ciser l'effet de la longueur d'onde de pr6illumination sur la cin6tique 
apparemment  complexe de la d6sactivation, nous avons calcul6 les d6riv6es logarith- 
miques des fonctions S(t). Les fonctions 

i dS 
v(t) - 

S(t) dt 

repr~sentent une ~valuation relative de la vitesse de d~sactivation et nous les d~signe- 
rons par la suite par "vitesse de d~sactivation", soit v(t, I) et v(t, II) selon le type de 
pr~illumination. Les courbes de la Fig. 6 sont obtenues ~ partir des r~sultats pr~sent~s 
sur les Figs. i, 2, 3- Par  suite de la d~finition adopt~e pour v(t), les courbes corres- 
pondant ~ diff~rentes experiences sont comparables entre elles en valeur absolue. Le 
calcul des vitesses v(t) n'est possible que dans un intervalle de temps limit~ par l'in- 
certitude sur les mesures de la quantit~ d'oxyg~ne ~mise sous l'effet de l'~clair ~ la fin 
de la d~sactivation; pour les algues le calcul est limit6 ~ l 'intervalle o.5-15 sec, pour les 
chloroplastes ~ o.5-6o sec. Ces donn~es font apparaltre une similitude entre les deux 
types d'algues (effet Emerson ~lev~ ou faible) qui se distinguent ainsi des chloroplastes. 
En effet, 1'allure g~n~rale des fonctions v(t) est la m~me chez les algues quelle que soit 
la valeur de e. On constate que: 

(I) la vitesse de d~sactivation v(t, II)  d~crolt constamment au cours du temps 
d'obscurit~ suivant la lumi~re I I ;  (2) la vitesse de d~sactivation apr+s la lumi6re I, 
v(t, I) pr~sente une phase de croissance dans les premi+res secondes, le maximum ~tant 
atteint pour t ~ IO sec, puis d~crolt pour rejoindre v(t, II) vers 2o sec. 

v~O21 

2000- 

1500- 

1000. 

5ool 
i 

i 

515~ ÷ 710 '"" 

515~  + 650  . . _  

i' 

515~ 

Fig. 5. Voir 16gende Fig. 4- Chloroplastes en pr6sence de NADP+ et ferredoxine. L'effet Emerson  
se t radui t  pa r  les vitesses diff~rentes en presence du faisceau continu.  Amplification lO 4. 
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L'ensemble de nos observations sur la d6sactivation de l '6tat Sa chez les algues 
se r6sume ainsi: 

(I) Lorsque l'effet Emerson est 61ev6, la d~sactivation est sensible ~. la nature de 
la pr6illumination; elle est plus rapide apr~s la lumi~re I I  qu'apr~s la lumi~re I. 

v,t, 

I\ £,. 1.9 
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, , , ,  2"-,,_~ z _  
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".'.-.:.. l 
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2 
sec 
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0 lb  2 0  sec ' 2'0 ' 4r0 ' Sb  sec 

Fig. 6. v (t) repr~sente  la v i tesse  l oga r i t hmi que  soi t  - -  I/S(t) dS/dt  calcul6e ~ pa r t i r  des  r~su l t a t s  
des  Figs.  1 -  3. Ce calcul n ' e ~  v.Alable que  dans  un  in te rva l le  de t e m p s  l imitd au  delX duque l  la  
courbe  es t  en  pointilM. I, p r6 i l lumina t ion  5, 71o n m ;  II ,  p rd i l lumina t ion  k 48o ou 65 ° nm.  (a) 
Courbes  calculdes 5, pa r t i r  de la Fig. i .  Algues  ~ effet E m e r s o n  61evd. (b) Courbes  calcuMes A par t i r  
de la Fig. 2. Algues ~, effet E m e r s o n  faible. (c) Courbes  cMeuldes ~ pa r t i r  de la Fig. 3. Chloroplastes .  

(2) Lorsque l'effet Emerson est faible, les cin6tiques de d6sactivation appa- 
raissent assez semblables, sans grande influence de la qualit6 de la lumi~re de fond. En 
fait il subsiste clairement, dans les temps courts (t < 3 sec), un faible effet de m6me 
sens que celui des algues avec effet Emerson ; v(t, II) est sup6rieure ~ v(t, I). Ensuite on 
observe un croisement des courbes S(t, II)  et S(t, I) qui traduit  une acc~16ration 
transitoire de la d6sactivation apras la lumi~re I;  ce fait a 6t6 mis en 6vidence pr6c6- 
demment  par LEMASSON 6. 

(3) Apr~s 71o nm, que les algues soient maintenues dans l '6tat I (e 61ev6) ou dans 
l '6tat 2 (e faible), la cin6tique de d6sactivation ne semble gu~re affect6e, v(t,I) ne pr6- 
sente que des diff6rences mineures lorsque l'effet Emerson varie. Apr~s 650 nm, le 
passage de l '6tat I k l '6tat 2 modifie grandement S(o, II) et v(t, II). Ainsi k t = 0. 5 sec 
(notre limite de r~solution initiale de vitesse), v(t, II)  est deux fois et demi plus grand 
pour e = 1. 9 que pour e = I . i .  

En ce qui concerne les chloroplastes, la d6sactivation des ~tats Sa est plus lente 
que chez les algues; ce ralentissement est probablement en relation avec l '6tat des 
chloroplastes apr~s leur pr@aration. On constate que les deux cin6tiques S(t, II)  et 
S(t, I) sont environ IO fois plus lentes que leurs homologues dans le cas des algues. 
Cependant la d6sactivation est, dans tout l 'intervalle de temps off nous avons pu 
l'6tudier avec pr6eision, plus rapide apr~s la pr6illumination I I  qu'apr~s la prfillumi- 
nation I. 

Si l 'on se reporte k la Fig. 6c, on voit que la fonction v(t) est diff6rente chez les 
chloroplastes: apr~s la pr6illumination I I  comme apr~s la pr6illumination I, la vitesse 
de d6sactivation commence par eroitre pour d6croitre ensuite; le maximum est atteint 
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entre 2 et 5 sec, au delk de 60 sec les deux courbes v(t) se confondent. I1 est probable 
que deux effets se produisent simultan6ment et cette phase initiale rapide oh S(t) sur- 
passe S(o) (Fig. 3a) pourrait  traduire la r6oxydation de l 'accepteur primaire Q. Ainsi 
des centres qui se trouvaient ~ la fin de la pr6illumination (t = o) sous la forme S3Q- 
seraient susceptibles de prendre la forme S3Q et de participer ensuite ~ la d~sactiva- 
tion. 

Au cours de nos exp6riences en mode A, nous nous sommes intfressfs aussi aux 
variations de l '6tat S~ au cours de la dfsactivation suivant chaque type de pr6illumi- 
nation. La relation entre S ~ et la quantit~ d'oxyg~ne d6gag6 par le second 6clair d@end 
de param~tres (cf. FORBUSH et al. 7) dont on ne connalt pas la valeur exacte; dans cette 
6tude prfliminaire, nous avons simplement assimil6 la quantit6 d'oxyg~ne du 2~me 
6clair k la mesure de l '6tat S 2. La Fig. 7 pr~sente la disparition de $2 k l'obscurit6 chez 
des algues ~ effet Emerson 61ev6: la disparition totale de $2 demande plus de deux 
minutes et l'effet de la nature de la pr6illumination observ6e sur Sa n 'apparai t  par 
sur S~ dont la d6sactivation semble plus rapide apr~s la lumi~re I. I1 est probable que 
les d6sactivations de S 2 et de $3 suivent des m~canismes diff6rents. 

$2 

600 

400- 

200. 

0 I'5 3'0 4'5 60 sec 

Fig. 7. Concentrat ion de S 2 mesur6e par  le second 6clair. Mode de d6tection A. En abscisse: 
t emps  d 'obscuri t6 s6parant  la fin de la pr6il lumination du d6clenchement des 6clairs (16o msec 
entre les 2 ~clairs). Algues k effet Emerson  ~lev6 (e = 1.7). A,  pr~il lumination k 71o nm;  &, 
pr6il lumination 5~ 650 nm. 

Un param~tre que nous n 'avons pas consid6r6 pr~c6demment intervient 
6galement dans la comparaison avec les t ravaux ant6rieurs d6jk cit6s: la dur6e totale 
de l'6clair qui valait  environ I msec chez LEMASSON 6, IOO /zsec chez JOLIOT et al. 2 et, 
rappelons-le, 5 /,see dans le cas prdsent. Alors qu 'un 6clair suflisamment court ne 
provoque qu'une seule r6action photochimique par centre et ne produit donc d 'oxy- 
g~ne qu'~ partir  de l '6tat Sa, un 6clair plus long peut, par absorption successive de 
plusieurs photons par centre, provoquer un certain nombre de doubles r6actions et 
produire de l'oxyg~ne ~ part ir  d 'autres 6tats du donneur Z que l '6tat Sa, en particulier 

partir  de S 2. D'apr~s l'6volution de S 2 pendant la d6sactivation on peut indiquer que 
l'utilisation d'un 6clair trop long par LEMASSON 6 fait ressortir davantage l'acc616ration 
de la d6saetivation produite par la pr6illumination I e t  masque la diff6rence que pr6- 
sente la phase initiale de la cin~tique de d6sactivation de S 8. 
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DISCUSSION 

L'analyse des r6sultats que nous venons de pr6senter nous semble prouver que 
la d6sactivation n'est  pas un processus simple, mais que la vitesse de d6sactivation est 
modul6e par l '6tat d'oxydor6duction de la chaine des transporteurs entre les deux 
photor6actions. La cin6tique n'est j amais du premier ordre; cependant, dans les temps 
longs et surtout apr6s la pr6illumination I, la courbe S(t, I) est voisine d'une exponen- 
tielle. FORBUSH et al. v proposent pour la d6sactivation un module bask sur la combi- 
naison d'une r6action du premier ordre et d'une r6action du second ordre, mais ce 
sch6ma ne s 'adapte pas parfai tement aux r6sultats obtenus par ces auteurs. 

Dans l ' interpr6tation de la d6sactivation de l '6tat S 3 on peut envisager l ' inter- 
vention de la r~action S4Q--+ S3Q; toutefois comme la dur~e de vie de l '~tat S 4 est 
d 'environ I msec l ' importance quanti tat ive de cette r6action apparalt  n6gligeable. 

Parmi les substrats possibles, on peut envisager l ' intervention de Q-  et du pool 
A. Si on admet  que Q- peut 8tre ce substrat,  il est n~cessaire de considdrer la relation 
qu'il doit y avoir entre la d6sactivation et la dur6e de vie de Q-. I1 est gdndralement 
admis que l'essentiel des Q-  est r~oxyd6, apr~s une pr6illumination quelconque, dans 
un temps tr~s court de l 'ordre de quelques msec 2°. Cependant des observations en 
fluorescence par  LAVOREL 21 et plus rdcemment par JOLIOT et al. s montrent  qu'une 
patt ie de Q-  n'est  pas r~oxyd6e rapidement par A e t  est responsable de la fluorescence 
ddtect6e jusqu'~ un temps voisin de la seconde. Cette fraction de Q-  se r~oxyderait 
par une r6action inverse avec l 'oxydant  primaire Z comme l'indiquent les mesures en 
pr6sence de 3-(3,4-dichloroph~nyl)-I,i-dim6thylurea (DCMU) faites par BENNOUN 22. 
Les r6sultats de MALKIN 23 s'interpr~tent en consid6rant qu'~ l'obscurit6 les relations 
entre Q et A sont interrompues, ce qui assurerait le maintien de Q h l '6tat oxyd6 quel 
que soit l '6tat du pool A. La dur6e de vie de Q-  n '6tant  pas sup6rieure ~ une seconde, 
Q-  ne peut pas intervenir dans la d6sactivation, sauf dans sa phase initiale et princi- 
palement apr~s la lumi~re II.  

Le pool A apparait  comme le substrat  le plus probable de la d6sactivation; sa 
proximit6 du centre photochimique du Systbme I I  et sa r60xydation lente n sont en 
faveur de cette hypoth~se. Une pr6illumination de type Syst6me I I  maintient A par- 
tiellement r6duit et sa r6oxydation par  S 3 traduirait  l'acc616ration de la d6sactivation 
que l 'on observe alors chez les algues comme chez les chloroplastes. Une lumibre de 
type Syst~me I favorise le maintien de A ~ l '~tat oxyd6 et la d6sactivation se ferait par 
un autre r6ducteur exc6dentaire (plac6 en aval de la photor6action I ou ind6pendant 
de la chaine des transporteurs) qui donnerait ~ la d6sactivation une allure presque 
exponentielle. On rejoint donc ici le sch6ma propos6 par  FORBUSH et al. 7. 

Plusieurs auteurs16,2°, 21 ont observ6 une d~croissance lente ~ l'obscurit6 du 
rendement de fluorescence dont nous pensons qu'elle peut 8tre rattach6e ~ la d6s- 
activation. La signification de cette fluorescence demeure confuse, elle n 'est  pas 
associ6e ~ Q-  dont la dur6e de vie ne dSpasse pas i sec. Chez les chloroplastes, HEATH 24 
d6compose le d6clin de fluorescence suivant une illumination actinique en trois com- 
posants exponentiels dont l es t  ½ sont 0.8, 5 et 3 ° sec t~ 12°; il interpr~te la partie la 
plus lente de cette cin6tique comme associde au c6t6 oxydant  du Photosyst&me II,  ce 
qui est en faveur d'une relation avec la d6sactivation. Les oscillations du rendement de 
fluorescence apr~s une s~quence d'6clairs observ6es rdcemment par  JOLIOT et al.  ~ 

montrent  aussi une d6pendance de la fluorescence vis-a-vis des 6tats du donneur Z. 
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Des mesures plus prdcises et plus completes de la fluorescence dans les temps longs 
permettraient  de rechercher si un mdcanisme la relie ~ la ddsactivation. 

Parmi nos rdsultats, deux points particuliers retiendront notre attention. Le 
comportement  diffdrent de Ss et de S 2 au cours de la ddsactivation apr+s chaque prd- 
illumination pourrait  indiquer une hdtdrogdnditd de structure des centres du Syst~me 
II .  L'accdldration transitoire de la ddsactivation apr~s 71o nm bien visible sur les 
algues sans effet Emerson, reste totalement inexpliqude. 

Les phdnom+nes lents induits par des illuminations Syst+me I ou Syst~me I I  
observds en oxyg&ne ou en fluorescence (effet Bonaventura) n 'ont  pas requ une 
explication satisfaisante. Comme BONAVENTURA ET MYERS 17, MURATA 25 interpr+te ses 
observations en fluorescence comme une modification du transfert  de l 'excitation 
entre les deux photosyst6mes qui se traduirait  par un ddplacement du niveau d 'oxy- 
dordduction des transporteurs entre les deux photordactions. Notre observation sur 
les algues sans effet Emerson traduit  bien un tel changement vers l 'oxydation sous 
l 'action d'une lumi~re II .  Les rdsultats rdcents de VREDENBERG 19 l 'am~nent k rap- 
procher ces effets, de changements lents dans le potentiel de membrane associds au 
transport  d'ions. I1 n 'est  pas impossible qu'un tel mdcanisme intervienne dgalement au 
cours de la ddsactivation, la rdaction pouvant  exiger le ddplacement de charges 
positives et ndgatives les unes vers les autres. 

R~SUM~ 

Les expdriences de ddsactivation ont dtd effectudes sur des algues (Chlorella 
pyrenoidosa) ou sur des chloroplastes isolds d 'Epinard.  Les mesures concernent la 
disparition k l'obscuritd du troisi+me dtat oxydd du donneur d'dlectrons du Syst~me 
I I :  la forme S~ selon le schdma proposd par B. KOK, B. FORBUSH ET M. Mc GLOIN 
(Photochem. Photobiol., I I  (197o) 457). La ddsactivation est suivie apr6s une prd- 
illumination continue de diffdrentes longueurs d'onde (lumi~re I = 71o nm; lumi6re 
I I  = 650 ou 480 nm). Des rdsultats diffdrents sont obtenus avec les algues darts l 'dtat 
I ou dans l 'dtat 2 suivant la ddfinition donnde par C. BONAVENTURE ET J .  MYERS 
(Biochim. Biophys. Acta, 189 (1969) 366). Dans l 'dtat I la ddsactivation de S 3 est plus 
rapide apr&s la lumi+re I I  qu'apr+s la lumi+re I:  dans l 'dtat 2, sauf au ddbut de la 
cindtique la ddsactivation de S 3 est assez semblable apr+s les deux types de prdillumi- 
nation. Dans le cas des chloroplastes la ddsactivation est plus lente, mais la disparition 
de S 3 est toujours plus rapide apr~s la lumi~re I I  qu'apr+s la lumi~re I, aucune 
transition entre l 'dtat I e t  l 'dtat 2 n 'a  dt6 observde. Les rdsultats sont discutds en 
recherchant les substrats rdducteurs ndcessaires /~ la rdaction de disparition des 
charges positives accumuldes au cours de l'illumination. 
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