
414 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBa 46370 

RELATION ENTRE STRUCTURE, COMPOSITION ET FRACTIONNEMENT 

PAR LE TRITON X-ioo DE LA LAMELLE CHLOROPLASTIQUE DE LA 

SOUCHE SAUVAGE ET DE D E U X  MUTANTS NON PHOTOSYNTHETIQUES 

DE CHLAMYDOMONAS REINH.4RDT[ 

A L A I N  P I C A U I )  

Laboratoire de Photosynth~se, C.N.R.S., 91-Gif-sur- Yvette (France) 

(Re~u le 3 mai,  i972) 

SUMMARY 

Relationship of structure, composition and Triton X-zoo fractionation of chloroplas 
lamellae in wild type and two non-photosynthetic mutant strains of Chlamydomonas 
reinhardti 

In order to provide information on the link between the two photosystems 
studies on the inode of action of Triton X-Ioo has been carried out on mutants,  
strains ac 21, P"l 15 and wild type of Chlamydomonas reinhardti. Experiments show 
that  the release of Photosystem I particles from mutant  chloroplast fragments needs 
less Triton X-Ioo than wild type does and that,  compared to wild type, the chloroplast 
fragments of mutants  appear to be deficient in carotenoids (ac 21) or in lipids (Fl 15). 
I t  is possible, therefore, to correlate the easier splitting of the mutant  membrane by 
detergent with a decrease in the amount of these compounds (carotenoids and lipids) 
in mutant  strains. 

The following interpretation is proposed: (a) some of the carotenoids could be 
part  of the hydrophobic sites on Photosystem I subchloroplast particles; (b) some 
polar lipids could be linked to these sites; (c) Triton X-Ioo could, in a competitive way, 
replace the membrane lipids linked to the hydrophobic sites of subchloroplast par- 
ticles. I t  seems probable that  anomalies in the mutant  behaviour in regard to the 
Triton X-Ioo action are related to membrane structural defects in these mutants.  

INTRODUCTION 

L'6tude de la structure et du fonctionnement de l 'appareil photosynth6tique 
a 6t6 men6e selon diverses voies; deux sont concern6es dans ce travail: 

(I) L'obtention, /~ partir  des lamelles chloroplastiques, de particules enrichies 
en activit6s sp~cifiques de type Syst~me I I  ou de type Syst6me I. Par  Faction des 
d6tergents, au moins deux types diff6rents de complexes ehromoprot6iques ont pu 
ainsi 6tre isol6s (voir revues 1, 2). 

(2) L'6tude de mutants  non photosynth6tiques d'algues unicellulaires 3. Parmi 
celles-ci, Chlamydomonas reinhardti, dont de nombreux mutants  ont 6t6 caract6ris6s, 
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constitue un excellent mat6riel. L'exalnen compar6 de plusieurs mutants,  bloqu6s 
divers niveaux de la chalne des transporteurs d'61ectrons, perlnet de pr~ciser l'agen- 
cement de cette chalne ainsi que les ph~notypes respectifs de ces mutants  a. 

Le rapprochement de ces deux In~thodes d'~tude dolt, 6ventuellelnent, faire 
apparaitre des relations entre la modification du lien structural entre particules de 
type Photosyst~ine I e t  de type Photosyst~ine I I  d'une part,  et les anolnalies qui 
caract(~risent les ph~notypes des mutants,  d 'autre part.  

Dans ce but, nous avons ~tudi6 les conditions d'action du Triton X-Ioo sur des 
fragments de chloroplastes provenant de la souche sauvage et de deux mutants  non 
photosynth6tiques de C. reinhardti ae 21 et Fl 15. 

Ces deu× mutants  ont 6t~ choisis parce que tous deux pr6sentent des anomalies 
de natures diff~rentes dans la chalne des transporteurs d'61ectrons. En effet, chez le 
mutant  ac 21, les transporteurs photosynth6tiques d'61ectrons apparaissent bloqu6s 
entre le cytochrolne b 559 et le cytochrolne c 553 (r6f. 5) ; le mutant  Fl 15 ne poss~de 
pas de cytochrolne c 553 sous sa forlne li~e ~ la membrane s. 

Le lien entre particules Photosyst~ine I et Photosyst~ine I I  est probablelnent 
localis6 dans cette zone de la chalne des transporteurs d'~lectrons: la rupture du lien 
entre les deux photosyst~mes, provoqu~e par l 'action des d~tergents, donne une 
r6partition diff6rente des cytochrolnes b 559 et c 553 selon le type de particule; les 
particules de type Photosyst~me I I  sont enrichies en cytochrolne b 559 et les patti-  
cules de type Photosyst~ine I enrichies en cytoehrolne c 553 (r~fs 7 et 8). 

Outre les anomalies portant  sur la chalne des transporteurs d'61ectrons, les 
ph6notypes des mutants  out les caract~ristiques suivantes: 

Le mutant  ac 21, ~tudi~ par Levine et collaborateurs, est norlnalelnent chloro~ 
phyllien; sa Inorphologie observ~e en Inicroscopie 61ectronique est semblable ~ celle 
de la souche sauvage 9,1°. I1 est appauvri  en carot~no~des 11 et en plastoquinones TM. 
I1 ne photor~duit pas le NADP + ~ part ir  de l'eau, mais poss~de des Photosyst&mes I I  
et I fonctionnels 13. 

Le mutant  Fl 15 est norlnalelnent chlorophyllien. I1 ne pr6sente pas de jet 
d'oxyg~ne ~ l'illulnination, ni de d~gagelnent d'oxyg~ne en conditions de photo- 
synth~se stationnaires14; toutefois les Photosyst~ines I I  et I sont fonctionnels isol6- 
Inent ~5. Horlnis le cytochrolne c 553 ii6 X la membrane qui est absent, le contenu 
en divers transporteurs (cytochrolne b 559, plastocyanine, ferr6doxine) et enpigments 
(chlorophylles, carot~no~des, plastoquinones) est normal chez ce mutant  s. 

Dans ce travail  nous avons observ6 : (i) que, les fragments chloroplastiques des 
mutants  pr~sentent une sensibilit~ plus grande ~ Faction du Triton X-Ioo que ceux 
de la souche sauvage; (2) que les fragments chloroplastiques de la souche ac 21 sont 
appauvris ell carot~no~des et que ceux de la souche Fl 15 sont d6ficients en lipides 
Inelnbranaires. 

Les r6sultats de ces observations sont rapproch6s et discut6s; un m6canislne 
expliquant le mode d'action du Triton X-Ioo est propos6. 

MATERIEL ET METHODES 

Organisme et conditions de culture 
La souche sauvage et le mutant  ac 21 de Chlamydomonas reinhardti ont 6t6 
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416 A. PICAUD 

fourni par le Prof. R. P. Levine (Harvard). Le mutant Fl 15 a 6t6 sdlectionnd au 
Laboratoire par J. Garnier. 

Les algues sont cultivfies ~ 25 °C et A la lumi~re (4500 lux), dans des conditions 
ax~niques, sur milieu contenant de l'acdtate (milieu Tris, ac~tate, phosphate 16 ou 
milieu minimum additionn6 de 0.2 % d'acfitate de sodiuml~). 

Dans ces conditions, on obtient les courbes de croissance repr6sent6es sur la 
Fig. I. La courbe de croissance du mutant ac 21 (h6t6rotrophe) est monophasique; 

A56ol ll~ 11~ 

0 . 5  • ~ • 

, . , l / , /  i/i/If & 

0.01 >. 

0 5'0 iO0 Heures 
Fig. I. Courbes de croissance des souches ac 2i et sauvage de C'. reinhardti. 0 ,  souche sauvage 
cultiv~e sur nlilien min imum additionn6 d'ac~tate de sodium (0.2°/0); [],  souche sauvage cultiv6e 
sur milieu min imum en pr6sence d'air enrichi en CO 2 (4o/0); ~k, m u t a n t  ac 21 cultiv6 sur  nlilieu 
min imum additionn6 d'ac6tate de sodium (o.2~o). Les fl~ches ~, indiquent  le moment  o/l les 
r6coltes sont effectu6es. En  ordonn6e: turbidit6 de la suspension mesur6e ~ 560 nm. Conditions 
de culture: t ~ 25 °C ~2 0. 5 °C, 6clairage par  tubes fluorescents Philips type lumi~re du jour  
4500 lux. Les cultures sont  continuellement a6r6es et agit6es. 

celle du sauvage, cultiv6 sur milieu sans ac6tate de sodium (en phototrophie) pr6sente 
une phase de croissance exponentielle suivie d'une phase lin6aire ou la lumi6re devient 
le facteur limitant la photosynth6se. Enfin, la courbe de croissance de la souche 
sauvage, cultiv6e en pr4sence d'ac6tate, a un caract6re biphasique dfi ~ la mixotrophie 
impos6e par les conditions de culture. 

Les algues sont r6coltfes en fin de phase exponentielle de croissance. 

Pr@aration des fragments chloroplastiques 
Apr6s r4colte, les algues sont lav6es dans le tampon Tris-maldate o.05 M, KCI 

o.oi M, MgCI 2 5" IO-n M, pH 7.0. Elles sont cass~es par action des ultrasons (Branson 
sonifier, 20 kHz) dans des conditions standards (80 W, 60 s pour une concentration en 
Inat6riel de 0.8 nag de chlorophylle a plus b par ml de suspension). Le cassage, ainsi 
que les pr6parations ult4rieures sont effectuOs ~ 4 °C. Le sonicat est centrifug6 ~t 
400 × g pendant 5 rain, pour 61inainer dans ]e culot les algues non bris4es, puis le 
surnageant est centrifug6 A 2000 × g pendant 30 rain. C'est sur le culot C2000xg, 
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dont le contenu pigmentaire est indiqu6 dans le Tableau I (pour la souche sauvage), 
que seront effectu6s les dosages des lipides et des carot6noides ainsi que l'ineubation 
en pr6sence du Triton X-Ioo. 

T A B L E A U  I 

C O M P O S I T I O N  P I G M E N T A I R E  D E S  A L G U E S  E N T I I ~ R E S  E T  D E S  F R A G M E N T S  C H L O R O P L A S T I Q U E S  C 2 o o o  g, 

O B T E N U S  A P A R T I R  D E  LA S O U C H E  S A U V A G E  D E  Clamydomonas reinhardti 

Les va leurs  indiqu6es co r responden t  aux  m o y e n n e s  de qua t r e  s6ries de mesures .  C2oo0Xa: frag- 
m e n t s  ch loroplas t iques  ob tenus ,  apr6s cassage des algues, pa r  cen t r i fuga t ion  ~ 2000 × g; con t i en t  
de 5 ° 5. 70% des chlorophyl le  a + b du mat6r ie l  chloroplas t ique  de ddpart .  

Chlorophylle a/b Chlorophylle a + b 
(l~moles/mg de 
substance s~che) 

Carotenes + xanthophylles 
(t~moles/mg de 
substance sOche) 

Algues  enti6res 2.58 ~: o.o 5 46 ± 2 4.8 ± o.6 
C200oXg 2.57 ~_ o.o5 85 -4- 4 13-8 - -  1.4 

Dosages des carot~noides, des lipides et des chlorophylles 
Les carot4noides sont extraits selon la technique d4crite par Krinsky et Levine ix: 

les fragments chloroplastiques (C~ooo ×g) sont directement trait6s par la potasse ~ 6 % 
dans le m6thanol; apr6s saponification des lipides, la fraction insaponifiable est 
extraite par l'6ther 6thylique. 

Les carot6nes et xanthophylles sont s4par4s par chromatographie sur colonne 
de silice, dans les syst6mes d'61uants 6ther de p4trole-6ther 6thylique (9o:1o, v/v), 
6ther 6thylique-m6thanol (90: IO, v/v) et m6thanol put. Les carot6noides contenus 
dans les 61uats sont dos6s par spectrophotom6trie, en utilisant les coefficients d'ab- 
sorption donn4s par Davies TM. 

Les lipides totaux sont extraits des fragments chloroplastiques (C20oo ×g) par le 
chloroforme-m6thanol (2 : I, v/v) selon la m6thode de Folch, eit6e par Allen et Good TM. 

Les extraits sont chromatographi6s sur plaque de gel de silice dans le syst6me 
de solvants hexane-6ther 6thylique-acide ac6tique (70:30: I, v/v/v) pour ddvelopper 
les lipides neutres et dans le syst6me de solvants chloroforme-m6thanol-acide ac6tique 
(65 : 25:8, v/v/v) pour les lipides polaires 2°. 

Les chlorophylles a et b sont extraites par l'ac6tone ~ 80 % et dos4es spectro- 
photom6triquement selon Mackinney 2~ et Arnon 22. 

Dosage des centres photoehimiques PToo. 
Les centres PToo sont dos6s spectl:ophotom6triquement ~ 7oo nm par diff6rence : 

forme r6duite par l'hydrosulfite de sodium (Na2S204) moins forme oxyd6e par le 
ferricyanure de potassium (K~Fe(CN)n), ~ l'aide du dispositif de mesure des 4chan- 
tillons diffusants du Cary 14. 

Conditions d'action du Triton X-zoo 
Une 6tude pr61iminaire utilisant la technique d4crite par Huzisige et al. ~a a 

permis d'isoler par l'action de la digitonine et du Triton X-Ioo, combin6e h des 
centrifugations diff6rentielles, deux types extremes de particules. Par cette technique 
on obtient ~t 12000 × g, 30 rain, un culot enrichi en chlorophylle b (chlorophylle 
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a/b = 2.2) capable de photor6duire le 2,6-dichlorophdnol indophdnol ~ par t i r  de l 'eau 
(14/,moles 2,6-dichloroph6nol indoph6nol r~duites par  mg de chlorophylle a + b  et 
par h) et ~ 14oooo × g, 2 h, un  culot enrichi en chlorophylle a (chlorophylle a/b 4.2), 
plus part iculi~rement en holochrome a 69o nm, ne pr~sentant  plus qu 'une  tr~s faible 
activitd de photor~duction du 2,6-dichloroph6nol indophdnol (I.5 ~moles 2,6-dichloro- 
phdnol indoph~nol rdduites par mg de chlorophylle a + b e t  par h). Ces rdsultats,  
comparables ~ ceux obtenus sur les v6g6taux supdrieurs, mont ren t  qu 'une  s6paration 
physique des deux syst~mes photochimiques peut 6tre obtenue sur C. reinhardti h 
l 'a ide des d~tergents. 

Dans  le prdsent travail ,  nous nous sommes limitds ~ faire l 'dtude comparde de 
l ' ac t ion  du Tr i ton X-Ioo seul sur les fragments  chloroplastiques de la souche sauvage 
et des mu tan t s  ac 21 et FI 15: sur les fragments chloroplastiques (C2000×g) on fait 
agir le Tr i ton X-Ioo, ~ 4 °C pendan t  3 ° min  h des concentrat ions variables, comprises 
entre o et 15 molecules de Tri ton X-Ioo (masse mol. 5o6) pour une molecule de 
chlorophylle a + b. Apr~s incubat ion,  la suspension est centrifugde h I2ooo x g 
pendan t  3o min. On suit alors dans le surnageant  la r6part i t ion des chlorophylles 
a e t b .  

RESULTATS 

Action du Triton X-zoo  sur les fragments chloroplastiques de la souche sauvagc 
Sur la Fig. 2, on eonstate que la courbe reprdsentat ive des variat ions du rapport  

chlorophylle a/b dans S2o0o×g croit jusqu '~  un  m a x i m u m  puis ddcroit et tend 
asympto t iquement  vers la valeur du rapport  chlorophylle a/b mesur6 sur les frag- 
ments  chloroplastiques in i t i aux  C~0ooxg (voir Tableau I). On y eonstate aussi un 
paral161isme entre les variat ions du rapport  chlorophylle a/b et les variat ions de la 
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Fig. 2. Variation du rapport chlorophylle a/b et du contenu en centre photochimique PT00, dans 
le surnageant $12000 x g, en fonction de la concentration en Triton X-zoo appliqu6e anx fragments 
chloroplastiques de la souche sauvage de C. reinhardti. En ordonn6e: 0 - - 0 ,  chlorophylle a/b; 
A - - A ,  concentration cn centres photochimiques Pv00" Le PT00 est mesur6 par la diff6rence d'ab- 
sorption t~ 7oo nm entre un lot r4duit par le Na.2S~O 4 moins un lot oxyd6 par le KaFe(CN)6. 
Cette diff6rence d'absorption est rapport6e k la densit6 optique au maximum rouge de la chloro- 
phyllc dans l'6chantillon; les valeurs normalis6es port6es en ordonn4 sont celles des rapports 
absorbance P~00 (red.--ox.)/absorbance max. rouge X IO a. En abscisse: concentration relative en 
Triton X-ioo (moles de Triton X-1oo par mole de chlorophylle a @ b). 
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teneur en centres photochimiques PTo0- L 'augmenta t ion  du rapport  chlorophylle 
a/b est due ~ un enrichissement des surnageants 12000 × g en particules subchloro- 
plastiques enriehies en chlorophylle a et en centre PT00- Pour des concentrations plus 
grandes en Tri ton X-Ioo,  il y a liberation dans S12ooo×g de particules subchloro- 
plastiques enrichies en chlorophylle b; ceci se t radui t  par une diminution du rapport  
chlorophylle a/b qui tend vers la valeur de ce rapport  mesur6 sur les fragments chloro- 
plastiques ini t iaux (C~0o0 × g). 

Cet effet de s6paration pr6f6rentielle de particules de type Photosyst6me I par 
le Triton X- Ioo  a 6t6 d~erit par Briantais s pour ]es v~g6taux sup6rieurs (mais). 

Action eompar~e du Triton X- Ioo  sur les fragments chloroplastiques du sauvage et des 
mutants 

On constate, sur la Fig. 3, que les courbes repr~sentants la variat ion du rapport  

~hl i 5. 
Chl 

3.0 

2.5, 

2.0 
0 5 10 15 20 T 

Fig. 3. Variation du rappor t  chlorophylle a/b dans le surnageant  S12~o 0 xf~, en fonction de la 
concentrat ion relative en Triton X-zoo pour  la souche sauvage et les mu tan t s  ac 21 et Fl 15 de 
C. reinhardti. En ordonn6e: rappor t  chlorophylle a/b dans S12000xg (Q,  sauvage; ~k, ac 2I;  
~ ,  Fl ~5). En abscisse: concentration en Triton X- loo  (moles de Tri ton X-Ioo  par  mole de chloro- 
phylle a --  b). 

chlorophylle a/b ont ]a m&me allure g6nSrale, pour les mutan t s  ac 21 et Fl 15 et pour 
le sauvage. Par  contre, les concentrations en Tri ton X-Ioo,  n~cessaires pour obtenir 
par centrifugation ~ 12 ooo × g u n  surnageant pr6sentant  l 'enrichissement maximum 
en chlorophylle a, sont plus faibles pour les mutan t s  ac 21 et Fl 15 que pour le sauvage. 

L 'abaissement  de la concentrat ion en Tri ton X-Ioo,  n~cessaire pour obtenir le 
max imum du rapport  chlorophylle a/b peut correspondre ~ un affaiblissement du lien 
entre les particules subchloroplastiques enrichies en chlorophylle a, lib~r~es dans 
$12oo0×g par l 'action du d~tergent, et le reste de la membrane. Pour tester cette 
hypoth6se, nous avons cherch6 h relier cette diff6rence de comportement  vis ~t vis 
du Tri ton X- Ioo  ~t une modification de la composition des fragments chloroplastiques. 
L 'examen des donn~es bibliographiques, rappel~es dans l'introductionS,6,12, concer- 
nant  ]a composition en divers pigments des souches ac 2I et Fl 15, nous a conduit  ~t 
analyser la composition en lipides et en carot6no~des des fragments chloroplastiques 
C2ooo ×~. Les rgsultats de ces analyses sont r~sum~s dans le Tableau II .  Les fragments 
chloroplastiqnes du mutan t  ac 21, compares ~t ceux du sauvage, ont un contenu en 
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TABLEAU II 

E T U D E  COMPARING, P O U R  L E  S A U V A G E  E T  L E S  M U T A N T S  a C  2 I  E T  FI 15, D E  LA C O M P O S I T I O N  EN 

P I G M E N T S  E T  E N  L I P I D E S  D E S  F R A G M E N T S  C H L O R O P L A S T I Q U E S  C 2 0 0 0 x g  E T  D E  LA C O N C E N T R A T I O N  

E N  T R I T O N  X - I O O  N E C E S S A I R E  P O U R  O B T E N I R  U N  R A P P O R T  C H L O R O P H Y L L E  a/b M A X I r ~ I : M  DAN'S 

L E  S U R N A G E A N T  S12000 Xg 

Souche ac 2r F I r  5 
sauvage 

Chl a/Chl b dins C2000×g 2.54 2.5r 2.35 

Chl a/Chl b naaximuna dans $12000×g 3.45 3.45 2.95 

Tm (moles de Triton X-Ioo par mole Chl a + b) 9.5 i 0.5 5-5 ~ o.5 5.5 ~ 0.5 

C + X  
Chl a + Chl b (/tmoles/mmole) 122 88 138 

C -- X (itmoles/g de substance s6che) I2.5 7 .8 ~3 

C/X (nlole/mole) o 1 6  O. 1 5 O. 1 5 

Chl a -- Chl b (/tmoles/g de substance s6che) 96.4 83.4 88.0 
Chl a - -  Chlb 

(rag pour lOO mg) ~9 21 30 
L 

C + X  
(mg pour ioo mg) 1.3o o.77 2-75 

L 
L (mg/mg de substance s6che) o.48 o.54 0.25 

Abr~viations: Chl a, chlorophylle a; Chl b, chlorophylle b; C, carotbnes; X, xanthophylles; 
L, lipides totaux; Tin, concentration en Triton X-loo n6cessaire pour obtenir un rapport chloro- 
phylle a/b maximum dans le surnageant Si2000xg (cf. Fig. 3 et Mat6riel et M~thodes). 

lipides normal,  mais ont une teneur  en carot6noides plus faible. Cette d£'ficience est 
en accord avec les rfisultats des dosages de Kr insky et LevinO 1 sur les algues enti~res. 
Par  contre, les fragments chloroplastiques du m u t a n t  F l  I5 cont iennent  la m~me 
quantitO de earot~noides mais moiti6 moins de lipides que les fragments provenant  
de la souche sauvage, que les teneurs soient exprimdes par rapport  aux chlorophylles 
a et b ou par rapport/~ la masse de substance s+che. En  plus de la d iminu t ion  quan t i t a -  
t ive en lipides totaux,  on observe, sur les ehronlatogrammes de la Fig. 4, des differen- 
ces qual i ta t ives  dans la r@ar t i t ion  de ees lipides : il y a plus de lipides neutres - p r o b a -  
b lement  des diglycSrides connus comme intermddiaires mdtaboliques dans la bio- 
synth+se des lipides polaires 24 et eorrdlat ivement moins de lipides polaires (galacto- 
lipides, sulfolipides et phospholipides). 

Par ailleurs, les coupes cytologiques de la Fig. 5 dues h Giraud, Hauswir th  et 
Garnier  (non publi6) mont ren t  la pr6sence de nombreux globules lipidiques dans le 
cytoplasme du m u t a n t  F l  15. Des comptages effectu~s sur ces coupes indiquent  une 
frfiquence de ces inclusions cinq lois plus Olevde chez ce m u t a n t  que chez le sauvage 
(voir Tableau III) .  Cette accumulat ion d i n s  le cytoplasme peut expliquer le ddficit en 
lipides polaires qui est observ6 dans la membrane  chloroplastique de F l  15. 

Le rapprochement  entre les observations mon t ran t  l 'affaiblissement du lien 
physique rompu par le Tr i ton  X-Ioo et les modifications ph ino typ iques  des m u t a n t s  
6tudids, sugg+re qu ' in t e rv iennen t  dans la liaison entre particules subchloroplastiques 
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lipides neutres iipides polaires 
Fig. 4. Chromatogrammes,  sur plaque de gel de silice, des lipides des f ragments  C~000xg p rovenan t  
de la souche sauvage et  du m u t a n t  Fl 1 5. (A) Chronlatographie  des lipides neutres (hexane -~ the r  
~ thy l ique -ac ide  ac6tique, 7o:3o:1,  v/v/v).  Les lipides sont  r6v~16s aux vapeurs  d'iode. D'apr~s 
les chronla togrammes  de Nichols 2°, les taches peuvent  ~tre identifi6es comme 6rant:  I, carotenes;  
2, st6rols et triglyc6rides; 3, diglyc6rides; 4, st6rols; 5, xanthophyl les  et ph~ophyt ines;  6, chloro- 
phylles et  lipides polaires. (B) Chromatographie  des lipides polaires ( ch lo ro fo rme-m6thano l - ac ide  
ac~tique, 6 5:2 5:8, v/v/v).  Les lipides sont  r~v~16s k l 'acide sulfurique; les galactolipides et  sulfo- 
lipides par  l 'orcinol, i, p igments  et lipides neutres ;  2, Inonogalactosyldiglyc~rides; 3, digalactosyl- 
diglyc6rides; 4, sulfolipides; 5, phospholipides.  

Photosyst6me I e t  membrane:  (I) les carot6noides ou une fraction d 'entre  eux; 
(2) les lipides polaires const i tuants  de la membrane : galactolipides et phospholipides. 

DISCUSSION 

R6le structural des carotdnoides et des lipides, mode fac t ion  du Triton X-zoo  
Les rSsultats concernant ac 2z, qui montrent  un "affaiblissement" de la liaison 

entre particules et membrane,  corr61ativement ~ une teneur plus faible en carot6- 
noides, sont ~ rapprocher des observations de Vernon et al.25; ces auteurs ont constat6 
qu 'une  extraction pr6alable des carot6noides par l 'hexane facilite l 'extraction ult~- 
rieure par le Tri ton X-zoo des centres photochimiques PToo. A la suite de ces t ravaux,  
les mfimes auteurs en cul t ivant  Anabaena variabilis en pr6sence de diph6nylamine, 
inhibiteur connu de la carot~nogen~se, ont  pu pr@arer, sans extraction pr6alable des 
carot6noides par l 'hexane, des particules ("HPToo") enrichies en centres photochimi- 
ques PT00 (rdfs 26 et 27). Le r61e structural  du fl-carot+ne dans le lien rompu par le 
Triton X- Ioo  a 6t~ discut~ r~cemment ~s. Le fl-carot~ne est ~troitement associ~ au 
Photosyst~me I :  il est dtabli que les particules subchloroplastiques Photosyst~me I 
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T A B L E A U  I I I  

CONTENU EN GLOBULES LIPIDIQUES DE LA SOUCHE SAUVAGE ET DU MUTANT Fl ~5 

Les globules l ip idiques  donnen t  la mdme colorat ion h l ' o smium que ies s t igmas.  Ceux-ci sont  
pris  comme rdfdrence pour  une dva lua t ion  q u a n t i t a t i v e  des globules l ip idiques  contenus  dans  le 
cy top las lne  de la souche sauvage  et  du m u t a n t  Fl 15. Les comptages  sont  effectuds h pa r t i r  des 
coupes cyto logiques  de la Fig. 5. 

Nombre decellules Nombre destigmas Nombre deglobzdes 
examindes lipidiques 

Sauvage  135 23 I I  
F I I  5 Io8 26 58 

sont enrichies en fl-carotdne et appauvries en xanthophyllesT, 2* et que l'efficacit6 du 
transfert d'dnergie du d-carotene aux chlorophylles du Photosystdme I e s t  61evde 29. 

Un type de complexe pigments-protdines, proche des particules Photosystdme I 
a 6t6 isolfi par Thornber a°. L'analyse biochimique de ces complexes, montrant  la 
richesse des protdines en rfisidus d'acides aminds apolaires, suggdre que les complexes 
chlorophylles-protdines pourraient in vivo ~tre lids au reste de la membrane par des 
liaisons de type hydrophobes; les carotdnoides prdsents dans ces complexes pourraient 
intervenir dans la liaison 3°. 

Les rdsultats portant  sur le mutant  Fl  15 montrent un "affaiblissement" de la 
liaison entre les particules subchloroplastiques Photosyst~me I e t  la membrane en 
mfime temps qu'une diminution de la teneur en lipides. Ces observations sont 
rapprocher de celles faites par Vernon et al. 27. Les rdsultats des dosages des lipides et 
du Triton X-zoo, fix6 sur les diverses particules obtenues par ces auteurs (TSFI, TSFII, 
HPT00), et leur comparaison avec la composition de la membrane, permettent d'en- 
visager un mdcanisme de substitution des lipides par le Triton X-Ioo. 

Un tel mdcanisme peut ~tre envisagd ~ part ir  des 6tudes de Ji et Benson al sur 
des systdmes moddles. Ces auteurs ont montr6 que les monogalactosyldigly@rides, 
lids aux protdines dans une membrane artificielle, peuvent fitre substituds par des 
agents compdtiteurs tels que phytol, sulfate de phytol, acide palmitique etc . . . .  et 
que la nature de la partie polaire de ces agents intervenait peu dans leur efficacit6. 
On peut concevoir que des agents chimiques de structure analogue aux galactosyldi- 
glycdrides (ex Triton X-Ioo) puissent ainsi rompre lelien entre membrane et particules 
subchloroplastiques. 

Les rdsultats, prdsentds et discutds dans ce travail, eonduisent ~ proposer le 
schdma d'action suivant pour le Triton X-Ioo:  

(I) Le Triton X-Ioo agirait comme un agent compfititeur des lipides; il se sub- 
stituerait  aux lipides en interaction avec les particules subchloroplastiques de type 
systdme I ; expdrimentalement on constate qu'/t la diminution de la teneur en lipides 
correspond une concentration plus faible en Triton X-Ioo ndcessaire pour provoquer 
la sdparation des particules (mutant F l  15). 

(2) Les carotdnoides, ou une fraction d'entre eux, constitueraient un des types 
de sites hydrophobes des particules subchloroplastiques Photosystdme I. Cette 
hypothdse rend compte des rdsultats expdrimentaux montrant  qu'~ une teneur plus 
faible en carotdnoides correspond une concentration plus faible en ddtergent ndcessaire 
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pour provoquer la rupture du lien physique entre les particules subchloroplastiques 
Photosyst~me I et Photosyst~me I I  (mutant  ac 21). 

Interpretation du cas des mutants  ac 21 gt F l  ~g 
Levine et Gorman s ont interpr6tt  la mutat ion qui affecte la souche ac 21 comme 

une mutat ion portant  sur un transporteur d%lectrons inconnu M si tut  entre les 
cytochromes b 559 et c 553 (dans l 'hypoth6se adoptte d'une formulation en strie de la 
stquenee des cytochromes). Cette interprdtation rend compte des donntes suivantes: 
(I) chaque photosyst~me est fonctionnel mais le mutant  ac 21 est incapable de trans- 
ftrer les 61ectrons du Syst6me II  au Syst6me I. (2) L'oxydo-rtduction des cytochromes 
b 559 et c 553 n'est pas soumise/~ l 'antagonisme photochimique entre les Syst6mes I 
et II .  

Si l 'on tient compte des r6sultats exposts dans ce travail, il est possible que la 
membrane chloroplastique du mutant  ac 21 soit affectte d 'nn dtfaut  de structure mis 
en 6vidence par Faction du Triton X-Ioo; ce dtfaut  de structure, dans lequel serait 
impliqute la dtficience en carottnoides (ouen une partie d'entre eux), emp6cherait que 
s ' t tablisse le lien physiologique entre Photosyst6me II  et Photosyst~me I. 

Dans le cas du mutant  F l  15, un dtfaut  de structure semble aussi probable: 
cette souche synthtt ise le cytochrome c 553 sous sa forme soluble mais ne poss6de pas 
de cytochrome c 553 lit ~ la membrane 6. L'absence de cytochrome c 553 lit dans la 
membrane de F l  15 pourrait 6tre relite ~t la diminution de la teneur en lipides polaires, 
constituants de la membrane, observ~e dans le pr6sent travail. 

I1 semble donc que le mutant  F l  15 soit atteint  d'une anomalie relative au 
m6tabolisme lipidique, qui se traduit  par une diminution de la quant i t t  de lipides 
polaires, principaux constituants de la ]amelle chloroplastique, et par l 'accumulation 
dans le cytoplasme de lipides, qui pourraient ~tre des interm6diaires dans la bio- 
synth~se des lipides polaires. 

En conclusion, cette t tude a montr6 qu'interviennent dans le lien entre parti- 
cules subchloroplastiques Photosyst6me I e t  Photosyst~me II ,  obtenues par l 'action du 
Triton X-ioo, (I) les carottno~des (ou une fraction d'entre eux), (2) les lipides polaires 
ou une fraction d'entre eux. 

Une interprt tat ion de ces r tsul tats  est proposde: le Triton X-Ioo romprait  la 
liaison entre certains sites hydrophobes des particules subchloroplastiques (carot6- 
noides) et des lipides de la membrane. Le Triton X-Ioo agirait comme agent comptt i-  
teur vis ~t vis des lipides. 

Les anomalies, mises en ~vidence par l 'action du Triton X-loo, rendent probable 
l 'hypoth~se d'un d~faut de structure de la membrane. Toutefois, la nature exacte des 
relations entre les diverses anomalies qui affectent l 'appareil photosynthtt ique de 
chaque mutant  reste inconnue pour le moment.  

RESUME 

L' t tude  du mode d'action du Triton X-Ioo dans l 'extraction de particules 
subchloroplastiques enrichies en Syst~me I ou en Syst~me II  a ~tt effectute avec la 
souche sauvage et deux mutants  non photosynth6tiques (ac 21 et F l  15) de Chlamy-  
domonas reinhardti: on constate d'une part,  que la l ibtration de particules de type 
Photosyst~me I n6cessite moins de dttergent chez les mutants  que chez le sauvage; 
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d'autre part, que les fragments chloroplastiques des mutants  compar6s ~ ceux du 
sauvage contiennent moins de lipides et de pigments. 

I1 est ainsi possible d'~tablir, pour les mutants,  une relation entre une plus 
grande facilit6 de s6paration, par le d6tergent, de particules subchloroplastiques et 
une diminution du contenu de la membrane en deux classes de cons t i tuant s - l e s  
carotdnoides d'une part (mutant ac 2 1 ) - l e s  lipides, autres que les pigments, d'autre 
part (mutant Fl  15). 

L'interpr~tation proposde pour ces r6sultats est la suivante : (I) les carot~noides, 
ou une fraction d'entre-eux, constitueraient un des types de sites hydrophobes des 
particules subchloroplastiques; (2) les lipides polaires, ou une fraction d'entre eux, 
seraient li~s par interaction avec les sites pr~cfidents. (3) le Triton X-Ioo entrerait 
en comp~tition avec les lipides polaires, et romprait les liaisons entre les lipides de la 
membrane et les particules subchloroplastiques. 

I1 est probable que les anomalies constat6es dans le mode d'action du Triton 
X-Ioo,  sur les fragments de chloroplaste des souches ac 21 et Fl  15, t6moignent d'un 
ddaut  de structure de la membrane chloroplastique chez ces mutants.  
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