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SUMMARY 

Studies of the C 02 exchanges of whole cells and of the photochemical activities of chloroplast 
fragments, with three non-photosynthetic mutants of C hlamydomonas reinhardti 

Investigations were performed in order to determine the different kinds of 
electron transport, which are carried out by three non-photosynthetic mutants (Fl 5, 
Fl 9, Fl 15) of Chlamydomonas reinhardti. These mutants had been previously selected 
for their fluorescence and 02 evolution anomalies, which indicate a blocking of the 
internal electron transport chain close to Photoreaction II. 

Aerobic and anaerobic (with H 2 or N2) CO s exchanges of whole cells were 
measured with a pCO~ electrode. Photochemical activities of chloroplast fragments 
with various exogenous electron carriers were measured spectrophotometrically. 

The three mutants were unable to fix CO s in the light, in air and in the presence 
of H 2 with 3-p-chlorophenyl-I,I-dimethylurea (CMU) only; in addition, they could 
not perform photoreduction of NADP + with water. However, Fl 9 and Fl 15 were 
able to carry out photoreduction of NADP + with 2,6-dichlorophenolindophenol 
(DCIP)-ascorbate, photooxidation of exogenous cytochrome c, and COs fixation in 
the light in the presence of H~, CMU and phenazine methosulfate. Fl 5 did not 
perform any of these reactions. 

With DCIP and plastocyanin the Hill activities of the three mutants were very 
weak, compared to those of the wild type ;wi th  K3Fe(CN)~ , the activities were rela- 
tively more important, particularly for Fl 5. 

These results indicate a non-functioning of System I in Fl 5, on the one hand, 
and a blocking of the electron transport chain between the two photoreactions (both 
of which are functional) in Fl 9 and in Fl 15, on the other. An interpretation is 
attempted, taking into consideration the analytical results obtained elsewhere (lack 
of P7oo for Fl 5, deficiencies in bound cytochromes e-553 and b-563 for Fl 9 and 
Fl 15). Some points, concerning the nature of the defect(s) in each mutant,  the 

Abr6viations: CMU, 3-p-chloroph6nyl-I,I-dim6thylur6e; DCIP, 2,6-dichloroph6nol indo- 
ph6nol; PMS, ph6nazine m6thosulfate; P7oo, chlorophylle a holochrome, pigment effecteur de 
la Photor6action I. 

* Une partie des rdsultats pr6sent6s ici a fait l 'objet d'une courte communication au II  
International Congress on Photosynthesis Research, Stresa, 1971. 
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reaction sites of the various cytochromes, and the possibility of different pathways 
for the photosynthetic electron transports, in vivo and in vitro, are discussed. 

INTRODUCTION 

L'6tude comparative de divers mutants non photosynth6tiques d'algues vertes 
unicellulaires est un moyen d'investigation fructueux fr~quemment utilis~ pour 
l 'analyse du m6canisme de la photosynth~se. En particulier, l 'examen des propri~tds 
de diff6rents mutants de Chlamydomonas et de Scenedesmus a d6j~ permis d'apporter 
de nombreux renseignements sur la chaine de transporteurs d'61ectrons li6e aux 
r~actions photochimiques et sur son fonctionnement (voir revuesl-~). En effet, si 
l ' intervention dans la photosynth~se de diff6rents transporteurs, dont plusieurs 
cytochromes, est 6tablie, le r61e exact et le site d'action precis de beaucoup d'entre 
eux ne sont pas encore bien 61ucid6s (voir revue*). 

Trois mutants non photosynth6tiques de Chlamydomonas reinhardti (souches 
Fl 5, F1 9 et Fl 15) ont 6t~ pr6c6demment isol6s dans notre laboratoire et ont 6t6 
s61ectionn~s en raison du niveau ~lev~ de la fluorescence de leurs coloniesS, s. Les 
6tudes physiologiques effectu6es ant~rieurement ont permis de mettre en 6vidence, 
pour chacun des mutants, les principales anomalies suivantes: (I) absence de jet 
d 'O,  ~ l'illumination, absence de d~gagement d'O2 en conditions de photosynth~se 
normale, mais faible r~action de Hill en presence de p-benzoquinone; (2) variation 
photoinduite d'absorption ~ 519 nm de faible amplitude, qui d~crolt ensuite tr~s 
lentement ~ l'obscurit6; (3) niveau 61ev6 de la fluorescence en phase stationnaire. 
Ces anomalies ont ~t6 interpr~t6es comme t~moignant d'un blocage du transport 
d'61ectrons entre les deux r6actions photochimiques, ~ un niveau proche de la Photo- 
r6action 115,7. Par ailleurs, des recherches biochimiques et spectrophotom6triques 
ont montr6 que chacun des mutants poss~de les transporteurs d'~lectrons suivants: 
plastoquinone A, cytochrome c-553 soluble, plastocyanine, ferr~doxine, ferr6doxine- 
NADP+-r6ductase et cytochrome b-559. Mais les mutants Fl 9 et Fl 15 sont prati- 
quement d@ourvus de la forme insoluble, li6e, du cytochrome c-553, qui est pr6sente 
chez Fl 5 et chez la souche sauvage 8. Enfin, les r~sultats de r6centes analyses spectro- 
photom6triques de particules chloroplastiques, obtenues ~ l'aide de d~tergent, in- 
diquent que, d'une part, les mutants Fl 9 et Fl 15 sont d6ficients en cytochrome 
b-5639,* et que, d 'autre part, la souche Fl 5 ne poss~de pas l'holochrome chloro- 
phyllien P7oo*. 

Le but du pr6sent travail est de compl6ter l '6tude des transports photosyn- 
th~tiques d'61ectrons chez chacun des mutants, en examinant en particulier deux 
points qui n'avaient pas 6t6 abord6s au cours des recherches pr6c~dentes: la fixation 
de CO 2 et le fonctionnement de la Photor6action I. C'est pourquoi deux types d'ex- 
p~riences ont 6t6 effectu6es avec chacune des souches: d'une part, l '6tude des 6changes 
de CO 2 r6alis6s A la lumi~re par des algues enti~res, soit en a6robiose (photosynth~se 
normale), soit en ana6robiose apr~s adaptation ~ I'H 2 (photor~duction), et, d 'autre 
part, la mesure de diff6rentes activit6s photochimiques avec des fragments de chloro- 
plastes plac6s, in vitro, en pr6sence de divers transporteurs d'61ectrons exog~nes. Les 
r6sultats met tent  en 6vidence une absence totale d'activit6 de type Syst~me I chez 

" J. Maroc et J. Garnier, r6sultats  non publi~s. 
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Fl 5 et confirment l'existence d'un blocage du transport d'~lectrons entre les deux 
photor6actions chez Fl 9 et chez Fl 15 ; ils sont discut6s en fonction des renseignements 
d'ordre analytique, obtenus par ailleurs pour ces mutants. Quelques hypotheses con- 
cernant dift6rentes voies possibles pour les transferts d'61ectrons, in vivo et in vitro, 
sont proposSes. 

MATERIEL ET MI~TttODES 

Organismes, conditions de culture, dosage des chlorophylles 
Les trois mutants  Fl 5, Fl 9 et Fl 15, isol6s au laboratoire, et la souche sauvage 

de C. reinhardti, qui font l 'objet de ces recherches, ont d6j~ 6t6 d~crits pr~c6dem- 
ment~, s. 

Les algues sont cultiv~es en conditions ax~niques sur un milieu contenant de 
l'ac~tate (milieu Tris-ac~tate-phosphatel°), k 25 °C, ~ la lumi~re (~clairement faible 
d'environ 800 lux), les suspensions ~tant continuellement agit~es et a~r~es. Elles sont 
r~colt~es ]orsque les cultures parviennent ~ la fin de la phase de croissance exponen- 
tielle. 

Daus le cas des algues enti~res comme dans celui des fragments de chloroplastes, 
les chlorophylles sont extraites par l'ac~tone ~ 80 % dans l'eau et dos~es spectro- 
photom~triquement selon MacKinney 11 et Arnon 12. 

Mesure des dchanges de C02 d'algues enti~res 
Les mesures d'~changes de CO2 sont r6alis6es au moyen d'une ~lectrode ~ CO s 

(Beckman), qui est adapt6e sur un montage construit au laboratoire (voir sch6ma, 
Fig. I). La cuve de mesure est constitu6e d'un tube (I) en polym6tacrylate transparent 
muni d'une ramification lat6rale (2), dans laquelle est plac6e l'61ectrode (7); ce tube 
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Fig. I. Sch6ma de la cuve  utilis~e pou r  la mesu re  des 6changes  de CO v i e t  2, t u b e  en poly-  
m6tac ry la t e  t r a n s p a r e n t ;  3, bott ler  en  po lyv iny le  noir;  4, t u y a u x  d 'a r r iv6e  e t  de sort ie  d ' e au  
thermor6gular i s6e  (Th) ;  5, toupie  magn6 t i que  d ' ag i t a t i on ;  6, suspens ion  d ' a lgues ;  7, 61ectrode 

CO 2 B e c k m a n ;  8, jo in t  to r ique  d '~ tanch6i t6 ;  9, bouchon  en poly t6 t ra f luoro6thyl~ne;  lO, bague  
de blocage du  bouchon ;  I i ,  t u y a u  d 'a r r iv6e  de gaz, coul i ssan t  dans  le bouchon ;  12, t u y a u  de sort ie  
de gaz. L '6cla i rage  de la suspens ion  d ' a lgues  es t  assur6 pa r  deux  fa i sceaux  l u m i n e u x  perpendi -  
culaires  au  p lan  du  sch6ma.  
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est entour6 d 'un boltier en chlorure de polyvinyle noir (3), ~ l 'int6rieur duquel une 
circulation d'eau thermor6gularis6e est entretenue; deux fen6tres en verre, plac6es 
sur les c6t~s du boitier, permettent  l'~clairage des algues. 

La cuve de mesure revolt un volume utile de 5 ml de suspension d'algues; celle-ci 
est agit6e au moyen d'une toupie en polym6tacrylate (5) entrain6e magn6tiquement. 
A sa partie sup6rieure, le tube I est ferm~ par un bouchon (9), dont la position est 
r6gl~e au moyen d'une hague (IO). Ce bouchon est travers6 par un tuyau d'arriv6e de 
gaz (II) ,  coulissant et de faible diam~tre, et par un tuyau de sortie de gaz (I2), fixe 
et de plus g-cos diam~tre: en position de barbotage, le tuyau I I  est enfonc6 au fond 
du tube I e t  le bouchon est maintenu en position haute; pour les mesures, le tuyau 
I I  est remont6 dans le bouchon et celui-ci est enfonc6 jusqu'au contact avec la sus- 
pension. Grace ~ ce dispositif, il est possible: d'une part,  de laisser l'61ectrode en place 
(et de faire des mesures, 6ventuellement) pendant le barbotage gazeux et, d 'autre 
part ,  d ' interrompre ce dernier et de fermer le tube I en cours d'exp6rience, sans 
risque d'introduction d'air  ambiant.  

Le boltier contenant la cuve de mesure est pos6 sur un agitateur magn6tique, 
entre deux lampes de microscope (6 V, 5 A) ~quip6es de filtres anticaloriques (filtres 
Balzers "calflex, B1KI" ). L'intensit6 lumineuse peut ~tre r~gl~e par modification du 
voltage d 'al imentat ion des lampes ou par adjonction de filtres neutres. Les tuyaux 
d'arriv~e et de sortie de gaz, reli6s ~ la cuve de mesure, sont mont6s en d6rivation 
d'une canalisation principale: durant les mesures, le barbotage dans la cuve est 
interrompu, mais une circulation de gaz est entretenue dans le tuyau principal; ce 
qui permet d'~liminer les risques de p6n6tration d'air ambiant  dans la cuve, sans 
obturer le tuyau de sortie de celle-ci qui peut ainsi jouer le r61e de trop-ptein, le cas 
6ch6ant. 

L'61ectrode k CO 2 est raccord6e k un amplificateur ("physiological gaz analyzer",  
Beckman), qui est lui-m~me reli6 A un enregistreur potentiom6trique (W + W elec- 
tronic). L'ensemble est ~talonn6 ~ l 'aide de m61anges gazeux renfermant diff~rentes 
quantit~s de CO2 et un abaque, permet tant  de d6terminer facilement les concentra- 
tions en CO, dissous, ~ part ir  des enregistrements potentiom~triques, est trac6. 
Pour la r~alisation des m61anges gazeux de compositions d6finies, les d6bits sont 
mesur~s ~ l 'aide de d~bitm6tres ~t flotteurs (Houdec) et ils sont ajust~s au moyen de 
manod6tendeurs k double d6tente. 

Pour les mesures, les algues sont raises en suspension dans un milieu mineral 
de pH 4,9 (milieu minimum 13, dans lequel le tampon phosphate est remplac6 par une 
solution de KH2PO 4 de m6me concentration finale 6.5" IO -3 M). Ce p H e s t  suffisam- 
ment  bas pour emp~cher la formation de bicarbonate A part ir  du CO, dissous; ce 
qui pertuberait  le dosage de ce dernier. La suspension d'algues est ensuite plac6e, 

l'obscurit6, k 25 °C, darts la cuve de mesure oil elle est agit6e et soumise ft. un bar- 
botage d'air, d 'N ,  ou d'H~, selon les lots, pendant trente minutes;  cette dur~e est 
suffisante pour permettre  l 'adaptat ion des algues, dans le cas de l'ana~robiose en 
pr6sence d 'H, .  A la fin de cette p6riode d 'adaptat ion,  du CO2 (3 % en vol.) est ajout6 
au gaz que l 'on fait barboter  et, le cas ~ch~ant, du 3-p-chloroph~nyl-I,i-dim~thylur~e 
(CMU) ou du CMU et du ph6uazine m6thosulfate (PMS) sont introduits dans la cuve. 
Lorsque la concentration en CO~ du milieu a at teint  l'6quilibre avec celle du m~lange 
gazeux, le barbotage est interrompu et le bouchon de la cuve est enfonc6. Les mesures 
d'~changes de CO s sont alors effectu6es, les algues 6taut soumises successivement 
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des p6riodes d'obscurit6 et de lumi~re. Le temps de r6ponse de l'~lectrode 6tant rela- 
t ivement long (2 k 3 min), ces p6riodes sont g6n6ralement d'au moins IO rain. Pour le 
calcul des vitesses d'absorption photosynth6tique de CO~, les valeurs mesur~es ~ la 
lumi~re sont corrig~es de celles obtenues/~ l'obscurit6 (respiration dans les cas d'a~ro- 
biose, 6ventuellement 16g~re d6rive dans les autres cas). 

Mesure des activitds photochimiques de fragments de chloroplastes 
Pour la pr6paration des fragments de chloroplastes, un culot humide d'algues 

centrifug~es est broy~ doucement avec du sable, dans un mortier, ~ 4 °C. Le broyat 
est ensuite repris dans du tampon phosphate o.oi M, pH 7.5; il est centrifng6 
480 × g pendant 6 min, pour 61iminer les d6bris cellulaires, puis A 20 ooo × g pendant 
15 rain. Le culot final, qui contient les fragments de chloroplastes, est mis en suspen- 
sion dans du tampon phosphate; sa teneur en chlorophylles a + best d~termin~e. 

Les diff6rentes activit~s de photor~duction de transporteurs d'61ectrons exo- 
g~nes sont mesur6es spectrophotom6triquement ~ 600 nm (2,6-dichloroph6nol indo- 
ph6nol (DCIP)), ~ 597 nm (plastocyanine), ~ 420 nm (K~Fe(CN)6) et ~ 340 nm 
(NADP+), en utilisant la m6thode de Levine et Smillie 14. La lumi~re actinique est 
fournie par la source infrarouge du spectrophotom&tre 15, l'6clairement utile ~tant 
de l'ordre de I . lO 6 ergs.cm-~.s -1. Dans le cas des r~actions de photor6duction de 
NADP+, il est n~cessaire d'ajouter aux m~langes r~actionnels de la plastocyanine, de 
la ferr6doxine et de la ferr6doxine-NADP+-r~ductase en exc~s, afin de compenser 
les pertes en ces transporteurs endog~nes solubles, qui se produisent au cours de la 
pr6paration des fragments de chloroplastes. 

Les mesures des activit~s de photooxydation de cytochrome c r~duit sont 
r~alis~es selon la m~thode de Plesni~ar et BendalP 6, les fragments de chloroplastes 
6tant plac6s en presence de digitonine et des transporteurs d'61ectrons suivants: 
cytochrome c de coeur de cheval (Calbiochem) r6duit, benzylviolog~ne (Mann Research 
Laboratories) et plastocyanine. Une lampe de projecteur, qui est install6e sur le 
c6t6 du compartiment du spectrophotom~tre et devant laquelle sont plac6s un filtre 
anticalorique (filtre Balzers "calfiex, B1KI" ) et un filtre color6 (filtre Corning CS 2-59) 
ne laissant passer que les radiations de longueurs d'onde sup6rieures ~t 620 nm, 
permet d'envoyer sur la cuve de mesure un 6clairement actinique rouge de 4" lO5 
ergs.cm-2.s -~. L'oxydation du cytochrome c est suivie par mesure de la densit6 
optique ~ 551 nm, un filtre interf6rentiel/~ bande passante 6troite (filtre M.T.O. 22-41 ) 
6tant plac~ ~t la sortie du compartiment de mesure du spectrophotom&tre, pour em- 
p6cher la lumi~re actinique rouge d'atteindre le photomultiplicateur. 

La ferr~doxine, la ferr6doxine-NADP+-r6ductase et la plastocyanine, utilis~es 
pour les diverses r6actions, sont extraites de feuilles d'6pinard. Elles sont pr6par6es 
et purifi6es par chromatographie sur DEAE-cellulose, selon B6ger et a l Y  et Nelson 
et Neumann ~s pour la ferr6doxine, selon Shin et al. ~9 pour la ferr6doxine-NADP+- 
r6ductase, selon Katoh et al. 2° pour la plastocyanine. Les diff6rents coefficients d'ex- 
tinction utilis~s pour les mesures sont les suivants: pour le DCIP: 19.6 cm~.#mole -1 

600 nm~l; pour la plastocyanine: 9.8 cm2./zmole -~ ~ 597 nm22; pour le K~Fe(CN)6: 
0.97 cm~'#mole -~ ~ 420 nm~l; pour le NADPH: 6.22 cm~./~mole -~ ~ 340 nm~; pour 
le cytochrome c: 21.1 cm~-/zmole -1 /~ 550 nm z~. Toutes les mesures d'absorbance 
sont r6alis6es au moyen d'un spectrophotom~tre enregistreur Cary 14. 
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R~SULTATS 

Fixation de C02 par les algues enti~res 
Les courbes de la Fig. 2 illustrent les variations de la vitesse de fixation de CO v 

en fonction de l '6clairement et de la composition de l 'atmosph~re, pour la souche 
sauvage. On voit qu'en presence d 'N s + CO s, l 'activit6 photosynth~tique est environ 
deux fois plus faible qu'en a6robiose, quel que soit l '6clairement. Cet effet inhibiteur 
de l 'ana6robiose sur la photosynth~se d'algues vertes a d~j~ 6t~ observ6 et d~crit, 
depuis longtemps, par divers auteursSS, 28. Plus r6cemment, Urbach et Fork 27 ont 
montr6, au moyen de mesures de variations d 'absorption photoinduites in vivo 
diff~rentes longueurs d'onde, que l 'absence d'O s p e u t  inhiber certains transports 
photosynth6tiques d'~lectrons chez Chlorella. On constate aussi que, dans le cas de la 
photor6duction en pr6sence d ' H ,  et de CMU, la saturation lumineuse est prat iquement 
at teinte ~ tous les  ~clairements employ6s et que, pour les plus forts d 'entre ceux-ci, 
la vitesse de fixation de CO2 est beaucoup plus faible qlle dans le cas de la photosyn- 
th&se, mSme quand cette derni~re est r~alis6e ell ana~robiose en presence d 'N s. 

Diff6rentes s6ries de mesures ont ~galement ~t6 effectu~es avec les mutan ts  
Fl 5, Fl 9 et Fl 15, ~t divers 6clairements, en pr6sence de diff6rents m61anges gazeux, 
avec ou sans addition de CMU ou de CMU + PMS. Les r~sultats des mesures cor- 
respondant ~ l '6clairement de 1.2. lO 6 ergs-cm-~-s -1, ainsi qu'~ celui de 7.6" lO s 
ergs. cm -s. s -~ dans le cas de la photor6duction en pr6sence de PMS, sont rassembl6s 
dans le Tableau I. Par  ailleurs, la Fig. 3 montre un exemple d'enregistrements obtenus 
avec les souches F1 9 et sauvage plac6es en atmosphere d ' H  s. I1 apparatt  tr~s llette- 
ment  que, contrairement ~ la souche sauvage, aucull des mutants  n 'est  capable de 
fixer le CO2 ni en conditions de photosynth~se ni ell atmosphere d ' H  2 en presence de 
CMU seul. Mais, darts ces derni~res conditions de photor6duction, l 'addition de 
PMS provoque chez Fl 9 et chez Fl 15 une photoabsorption de CO s, quant i ta t ivement  
comparable A celle de la souche sauvage ou l~g~rement plus importante.  I1 semble 

~ E 

E 
= 

A i r + C O  2 / J  
1.5 ! ° * 

4 / N2 + CO 2 

1.0 ~ 

0.5 ~ H 2 + CO 2 + CMU 

Eclairement (ergs-cm 2 s t) 

Fig. 2. Variations, en fonction de l '6clairement, des vitesses de fixation de CO 2 par  des cellules 
de la souche sauvage de C. reinhardti, en a6robiose, en a tmosphere  d 'N 2 et en a tmosphere  d ' H  2. 
Algues en suspension dans un  milieu min6ral de p H  4.9, a u n e  concentrat ion cor respondant  
k 80/zg de chlorophylles a+b/ml; 25 °C; lumi~re blanche;  dans le cas de H 2 + CO S + CMU: 
CMU I .  zo -4 M. Adapta t ion  aux diff6rents gaz k l ' obscur i t6 :3  ° min avan t  le d6but  des mesures,  
3 % d e  CO 2 (en vol.). Dans  le cas de l'a6robiose, les valeurs sont  corrig6es de celles cor respondant  

la respirat ion k l 'obseurit6. 
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T A B L E A U  I 

FIXATION DE C O  2 A LA LUMI~RE PAR DES CELLULES ENTII~RES DE LA SOUCH]~ SAUVAG]~ ]~T DES 
MUTANTS Fl 5, F1 9, Fl  15 DE C. reinhardti, EN A]~ROBIOSE, EN ATMOSPH~R]~ D ' N  2 ]~T ]~N ATMO- 
SPHERE D ' H  2 

F i x a t i o n  d e  C O s :  r ~ s u l t a t s  e x p r i m ~ s  e n  # m o l e s  d e  C O  2 a b s o r b ~ / m i n  p a r  m g  d e  c h l o r o p h y l l e s  a +  b. 
A l g u e s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  u n  m i l i e u  m i n 6 r a l  d e  p H  4.9 ,  k u n e  c o n c e n t r a t i o n  c o r r e s p o n d a n t  k 8 0 / * g  
d e  c h l o r o p h y l l e s  a + b / m l ,  ~ 25 °C. A d a p t a t i o n  a u x  d i f f ~ r e n t s  g a z  k l ' o b s c u r i t 6 : 3  ° r a i n  a v a n t  
le d 6 b u t  d e s  m e s u r e s ,  3 %  d e  C O  s (en  vo l . ) .  C o n c e n t r a t i o n s  f ina l e s  d e s  s u b s t a n c e s  a j o u t 6 e s :  
C M U  I -  lO -4 M, P M S  I .  lO -5 M. L u m i ~ r e  b l a n c h e :  1 .2 .  lO 6 e r g s . c m - 2 . s  -1, e x c e p t 6  p o u r  l a  d e r n i b r e  
l igne .  L e s  v a l e u r s  r e l a t i v e s  a u x  c o n d i t i o n s  d ' a 6 r o b i o s e  s o n t  c o r r i g 6 e s  d e  ce l les  c o r r e s p o n d a n t  k l a  
r e s p i r a t i o n  k l ' o b s c u r i t 6 .  

Gaz Additions Fixation de CO 2 

Souche Mutants 
sauvage 

Fl  5 Fl  9 Fl  z5 

A i r  + C O  s N 6 a n t  1 .99 o o o 
+ C M U  o o o o 

N 2 + C O  2 N 6 a n t  1.o 7 o o o 
+ C M U  o o o o 
+ C M U  + P M S  o o o o 

H2 + CO2 + C M U  o.31 o o o 
+ C M U  + P M S  0 .33  o o .41 0 .42  
+ C M U  + P M S *  0 .32  o 0 .28  0 .33  

* E c l a i r e m e n t  d e  7 .6 .  lO 5 e r g s .  c m  - ~ . s  -1,  a u t r e  s6 r ie  d e  m e s u r e s  e f f e c t u 6 e s  a v e c  d e s  r 6 c o l t e s  
d ' a l g u e s  d i f f 6 r e n t e s .  

1 . 4 -  

1 . 2 -  

1 . 0 -  

o ' :  0 . 6 -  

- -  0 . 4 -  

0 .2  

. . . . . . . . . . . .  • - . . . . . . . . . . . . . . . .  ! . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ! . . . .  9 

"~'.. FI 9 
~ + PMS 

,5 ~n, - , . ~ . ~  

Sauvage 
F i g .  3. F i x a t i o n  d e  C O  2 e n  a t m o s p h e r e  d ' H  i, p a r  d e s  ce l lu les  d e  l a  s o u c h e  s a u v a g e  e t  d u  m u t a n t  
F l  9 d e  C. reinhardti. E n r e g i s t r e m e n t s  p o t e n t i o m 6 t r i q u e s  o b t e n u s  a u  c o u r s  d e  m e s u r e s  r6a l i s~es  
~t l ' a i d e  d ' u n e  6 l e c t r o d e  k C O  2 ( v o i r  M d t h o d e s  e t  F i g s  i ,  2). A l g u e s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  u n  m i l i e u  
m i n 6 r a l  d e  p H  4-9,  a d d i t i o n n 6  d e  C M U  i .  lO -4  M,  k u n e  c o n c e n t r a t i o n  c o r r e s p o n d a n t  k 8 0 / * g  
d e  c h l o r o p h y l l e s  a +  b / m l ;  25 °C;  d a n s  le c a s  d e  Fl  9 + P M S  : P M S  I -  IO - s  M. P r 6 t r a i t e m e n t  a v a n t  
le d 6 b u t  d e s  m e s u r e s :  b a r b o t a g e  d ' H  2 p n i s  d ' H  2 + 3 %  d e  C O  s (en vol . ) ,  k l ' o b s c u r i t 6 ,  p e n d a n t  
3 ° m i n .  ~L : o b s c u r i t 6 ;  ~ : l u m i ~ r e  b l a n c h e  (f l~ches e n  t r a i t s  f ins :  6 c l a i r e m e n t  d e  1 .2 .  lO 6 e r g s .  
c m  -~.  s -1 ; f l~ches  e n  t r a i t s  6 p a i s  : d c l a i r e m e n t  d e  1 .7 .  lOS e r g s .  c m  -2 .  s-X). A t i t r e  i n d i c a t i f  : l ' 6 c h e l l e  
d ' o r d o n n 6 e  c o m p r i s e  e n t r e  0 .9  e t  I m M  c o r r e s p o n d  k u n e  d i f f 6 r e n c e  d e  p o t e n t i e l  d e  5 m V .  
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ACTIVITIES DE MUTANTS DE Chlamydomonas I o  7 

m 6 m e  q u ' a v e c  ces m u t a n t s ,  l a  s a t u r a t i o n  l u m i n e u s e  ne  so i t  a t t e i n t e  qu 'A des  6claire-  

m e n t s  un  p e u  p lus  for t s  q u e  dans  le cas  de  la  souche  sauvage .  Ce f a i t  es t  p e u t - 6 t r e  df i  

u n e  a u g m e n t a t i o n  de  l a  q u a n t i t 6  d ' 6ne rg ie  l u m i n e u s e  p e r d u e  p a r  d i f fus ion;  en  effet ,  

p o u r  une  m S m e  c o n c e n t r a t i o n  en  ch lo rophy l l e s  a + b, les suspens ions  de  F l  9 e t  de  
F l  15 o n t  des  dens i t6s  ce l lu la i res  p lus  g r andes  que  cel les  des  suspens ions  de  souche  

s auvage .  Le  m u t a n t  F l  5, p a r  con t re ,  d e m e u r e  i n c a p a b l e  de  f ixer  le  CO2, m S m e  en 
p re sence  d ' H ~  e t  de  PMS.  

Ces r6su l t a t s  o n t  6t6 v~rifi~s q u a l i t a t i v e m e n t  A p lus ieurs  repr i ses ,  au  cours  de  

mesu re s  effectu6es avec  des  a lgues  p r o v e n a n t  de  r6col tes  d i f f6rentes ,  plac~es d a n s  

d ive r ses  cond i t i ons  de c o n c e n t r a t i o n  e t  d ' 6 c l a i r e m e n t .  I l s  p e u v e n t  8tre  r app roch6s  

des  o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  p a r  L e v i n e  ~ a v e c  des  m u t a n t s  de  C. reinhardti: ac-2o6, d ' u n e  

pa r t ,  qu i  es t  d 6 p o u r v u  de  c y t o c h r o m e  c-553 e t  chez  l e q u e l  le  P M S  r e s t a u r e  u n e  

p h o t o r 6 d u c t i o n  en a t m o s p h e r e  d ' H 2 ;  F - I ,  d ' a u t r e  pa r t ,  qu i  es t  d 6 p o u r v u  de  P 7 o o  

e t  es t  i n c a p a b l e  de  t o u t e  f i xa t i on  de  CO~. 

Activi tds  photochimiques des f ragments  de chloroplastes 

Le T a b l e a u  I I  i n d i q u e  les d i f f6rentes  v i t e s ses  de  r6ac t ions  de  Hi l l ,  de  p h o t o -  

r~duc t ion  de  N A D P  + e t  de  p h o t o o x y d a t i o n  de  c y t o c h r o m e  c, q u i  o n t  6t6 mesur6es  

TABLEAU II  

A C T I V I T ~ S  P H O T O C H I M I Q U E S  D E S  F R A G M E N T S  D E  C H L O R O P L A S T E S  D E  L A  S O U C H E  S A U V A G E  E T  D E S  

MUTANTS Fl 5, Fl 9, Fl 15 DE C. reinhardti 

Activit6s: #,moles de r6actif photor6duit ou photooxyd6]min par mg de chlorophylles a + b. Pour 
les r6actions de Hill et les photor~ductions de NADP +, les fragments de chloroplastes ( i o / , g  de 
chlorophylles a +  b/ml) sont mis en suspension darts le milieu: tampon phosphate o.oi M, pH 7.5, 
KC1 o.o2 M e t  MgC12 2. 5. lO -3 M. De plus, sont ajout6s aux suspensions, selon les cas: (a) DCIP 
4-7" lO-5 M; (b) plastocyanine oxyd6e 1.2- Io -5 M; (c) K3Fe(CN)e 3.3" lO-4 M; (d) NADP + 2. IO - i  M 
et un exc~s de plastocyanine, de ferr6doxine et de ferr6doxine-NADP+-r6ductase; (e) comme 
pour (d) avec en plus DCIP 4.7" lO-5 M, ascorbate de sodium 6. 5- lO -3 M et CMU i .  lO -5 M. 
Eelairement actinique: source infrarouge du spectrophotom~tre, environ I-lO 6 ergs.cm-~.s -1. 
Pour la photooxydation de cytochrome c (f), les fragments de chloroplastes (5/*g de chlorophylles 
a +  b/ml) sont mis en suspension dans le milieu r6actionnel suivant: tampon phosphate 3.3" 1o-3 M, 
pH 7.5, MgC12 3.3 "Io-4M, NaC1 3.3-Io-3M, digitonine (o.13 mg/ml), KCN i . i o - 3 M ,  CMU 
i .  lO -5 M, benzylviolog~ne 4.1-io -3 M, plastocyanine 4.7.1o-~M et cytochrome c de coeur de 
cheval r6duit 2.7. IO-S M. Eclairement actinique: lampe de projecteur + filtre rouge (~ > 620 nm), 
4" los ergs. cm -2. s -1. Except6 pour (f), les valeurs sont des moyennes correspondant k deux s6ries 
de mesures, effectu6es avec des r6coltes d'algues diff6rentes. 

Rdactions A ¢tivitds photochimiques 

Souche Mutants 
sauvage 

Fl 5 Fl 9 Fl 15 

Rdactions de Hill avec : 
DCIP (a) I. 5 
Plastocyanine (b) 2.3 
KsFe(CN)6 (c) 5.8 

Photordductions de NADP+ avec: 
Eau (d) 2.4 
DCIP + ascorbate (e) 2. 3 

Photooxydation de cytochrome c (f) 1.9 

0.20 o.14 0.25 
o.18 o.o6 o.25 
4.1 2.6 2.o 

O O o 

o o.75 I.I  

o 1.4 1.7 
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avec des fragments de chloroplastes de la souche sauvage et des mutants  Fl  5, Fl  9, 
Fl  15. 

Les trois mutants  ne pr6sentent que des activit6s de Hill tr~s faibles (moins de 
17 % de ceUes de la souche sauvage), lorsque les accepteurs d'61ectrons sont le DCIP 
et la plastocyanine. Ces r6sultats sont comparables ~ ceux obtenus par Gorman et 
Levine 1° avec des fragments de chloroplastes des mutants  de C. reinhardti ac-2o6 
et ac-2o8, qui manquent  respectivement de cytochrome c-553 ou de plastocyanine, 
et par Pra t t  et Bishop 29 et Bishop et Wong *° avec des fragments de chloroplastes de 
plusieurs mutants  de Scenedesmus, bloqu~s entre les deux r~actions photochimiques 
ou au voisinage de la Photor~action II .  

Par contre, les mutants  Fl  5, Fl  9 et Fl  15 sont capables de r6duire le K3Fe(CN)e 
la lumi~re de fagon non n6gligeable: leurs activit6s repr6sentent environ 7 ° % 

(Fl 5), 45 % (Fl 9) et 34 % (Fl 15) de celle de la souche sauvage. De semblables 
activit~s de photor6duction du K3Fe(CN)6, relativement 61ev6es mais moins impor- 
tantes que celles des souches sauvages, ont d~j~ 6t~ observ6es avec des mutants  
apparemment  d6pourvus d'activit6 de type Syst~me I:  mutan t  ac-8o a de C. rein- 
hardti31,32, mutan t  8 de Scenedesmus 29. Cependant, il faut noter que, dans le cas de 
ces derni~res souches, les activit6s de photor6duction de DCIP sont comparat ivement 
moins faibles, que clans le cas des mutants  Fl  5, Fl  9 et Fl  15. 

Les trois mutants  sont incapables de r6duire le NADP + avec l 'eau comme 
donneur d'~lectrons. Mais, si les ~lectrons sont fournis par le couple DCIP-ascorbate,  
les fragments de chloroplastes de Fl  9 et de Fl 15 effectuent alors une photor6duction 
de NADP ÷ appr6ciable. On peut m6me pr6ciser que de tr~s faibles activit6s de photo- 
r6duction de NADP ÷ avec DCIP-ascorbate  ont 6t6 observ6es avec des fragments de 
chloroplastes de Fl  9 et de Fl 15, au cours de quelques essais pour lesquels aucune 
plastocyanine exog~ne n 'avai t  6t6 ajout~e aux milieux r6actionnels. Ces r6sultats 
sont comparables k ceux obtenus avec diff~rents mutants  de Scenedesmus (II ,  26, 4 o, 
50, a') 20 et de C. reinhardti (ac-II5, ac-I4I,  ac-2I, ac-2o6)1°, 3s, bloqu~s soit au niveau 
de la Photor~action II ,  soit ~ celui de transporteurs d'61ectrons qui interviennent 
entre les deux r6actions photochimiques. En outre, les fragments de chloroplastes 
des m~mes deux mutants  Fl  9 et Fl  15 sont capables, comme ceux de la souche 
sauvage, de r6aliser la photooxydation de cytochrome c exog~ne, en pr6sence de 
digitonine, de plastocyanine et de benzylviolog&ne. Cette r~action constitue un test  
d'activit6 du Syst6me 134. 

Au contraire, les fragments de chloroplastes du mutant  Fl 5 ne sont capables 
d'effectuer ni photooxydation de cytochrome c exog~ne ni photor6duction de NADP +, 
mSme en pr6sence de DCIP-ascorbate.  Une inactivit6 comparable a 6t~ observ6e 
avec les mutants  ac-8o a de C. reinhardti ~ et 8 de Scenedesmus 29, qui sont d6pourvus 
d'activit6 de type Syst~me I et ne pr~sentent pas certaines variations photoinduites 
d 'absorption caract6ristiques de l'holochrome P7oo. 

DISCUSSION 

Les r6sultats pr~sent~s ici, relatifs aux 6changes de C02 de cellules enti~res 
et aux activit6s photochimiques de fragments de chloroplastes, confirment et com- 
pl~tent ceux qui ont 6tfi obtenus prficfidemment au moyen de mesures d'~changes 
d'02, de rendements de fluorescence et de variations photoinduites d'absorption /~ 
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519 nm,  avec des algues enti~resS,6,;, ~. Le sch6ma de la Fig. 4 indique  comment  on 
peut  interpreter ,  en ce qui  concerne le m6canisme de la photosynth~se,  l ' ensemble  des 
renseignements  recueillis jusqu'A pr6sent pour chacune des souches. 

I ! 
i nac t i v i tes  FI 9, FI 15 

I I 

FI 5 

. - - /0c,P.  Pc/ . . . .  . 
/ PR 1T : # ~' PR I , H2 

0,2 )L : : )L ' / t 
H 2 0 . . ~ .  ox.-r~d.(O) . ' ' , . ¢ __~. o x . - r ~ d . ~ . . ! O ~  _NAOP+_.. _ C O  2 

(ATP)~ '~(ADP+ p) 

\ \ 

d~ficiences : FI9, FI15 F/5 

Fig, 4. Schema simplif i6 de la photosynth~se. Au centre, schema repr~sentant l ' in tervent ion en 
s~rie de deux r~actions photochimiques et les divers transports d'61ectrons qui leur sont lids. 
Les fl~ches en traits pleins indiquent des transferts d'~lectrons probables in vivo ou, pour O2, 
H~ et CO 2, des dchanges gazeux. Les fl~ches en traits discontinus repr6sentent diff6rentes voies 
possibles pour les transferts d'61ectrons in vitro. Un seul site a ~t6 repr6sent6 pour la photo- 
r6duction du K3Fe(CN)e; les autres sites possibles, vraisemblablement moins importants, sont 
analogues 5. ceux indiqu6s pour le DC[P et la PC. Dans la partie sup~rieure, les segments de 
droite indiquent les fractions de la chatne de transport d'61ectrons, qui apparaissent non fonction- 
nelles chez les mutants. Dans la partie inf6rieure, entre parentheses: s6quence d'intervention 
probable des diff6rents transporteurs d'61ectrons mis en 6vidence chez C. reinhardti (les traits 
obliques et les accolades indiquent les d6ficiences, qui ont 6t6 constat6es pour les mutants /:l 5, 
F1 9 et Fl 15). Abr6viations: PR, photor6action; ox., oxydant; r6d., r6ducteur; Q, premier ac- 
cepteur d'61ectrons de la photor~actiou I[ (dont la r6duction se traduit par un accroissement 
de la fluorescence chlorophyllienne) ; Cyt., cytochrome; PC, plastocyanine; FD, ferr6doxine. 

Les activit~s de Hil l  non nulles qui  ont  ~t6 observ~es, n o t a m m e n t  avec le 
K3Fe(CN)e, ainsi  que l '6mission d 'une  fluorescence variable au d6but  de l ' i l lumina t ion ,  
qui  avai t  ~t6 constat~e ant~rieurementS, 7, ind iquen t  que la Photor~action I I  fonc- 
t ionne  chez chacun des m u t a n t s  Fl  5, F l  9 et Fl  15. Mais les faibles activit~s de Hill  
pr6sent~es par  ces trois m u t a n t s ,  avec le DCIP et la  p las tocyanine ,  d ' une  par t , a ins i  
que leur incapacit6 d'effectuer la photor~duction de NADP + avec l 'eau et de fixer 
le COs A la lumi~re en a~robiose, d ' au t re  part ,  confirment  que, chez eux, les t ranspor t s  
d'61ectrons sont  bloqu~s apr~s la Photor6act ion n .  I1 semble, el1 outre, que le blocage 
(ou l ' un  des blocages) ait  l ieu ~ un  n iveau  proche du Syst~me n ,  probablement  entre  
le premier accepteur d'61ectrons de la Photor~action I I  (Q) et le (ou les) t ransporteur(s)  
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qui re~oivent les 61ectrons provenant de Q r6duit (transporteurs souvent d6sign6s 
"substances A"5,~, s e t  identifi~s, par certains anteurs ~, avec des plastoquinones). En 
effet, les trois mutants n '6mettent pas de jet d'O~ ~ l'iUuminationS, 7. De plus, des 
mesures de cin6tiques de variations de fluorescence, rSalis~es par de Kouchkovsky 7, 3s, 
ont montr6 que, dans le cas de chacun des mutants,  durant la p6riode d'induction: (I) 
la phase de mont~e (O-P) est plus simple et plus lente que dans le cas de la souche 
sauvage et (2) on n'observe pas, ensuite, de phase de d~croissance (P-S). 

Si les trois mutan t s / ; l  5, Fl 9, F1 15 ne pr6sentent que de tr~s faibles activit6s 
de Hill avec le DCIP ou la plastocyanine, il n'en est pas de m~me lorsque l 'accepteur 
d'~lectrons est le K3Fe(CN)e: les activit6s ne sont alors pas n6gligeables et celle de la 
souche Fl 5 est m6me relativement importante. Ces faits am~nent k faire une hypo- 
th~se, selon laquelle la photor6duction du KsFe(CN)6 par le Syst~me II ne se ferait 
pas par la m~me vole que celle de la photor6duction d'autres accepteurs d'61ectrons 
colmlle le DCIP. La vole du K3Fe(CN)6 pourrait ~tre en parall~le et serait peu affect~e 
par les anomalies des mutants (blocage responsable de l'absence de jet d'O 2, d6fi- 
ciences ell cytochromes c-553 et b-563, absence d'activit6 du Syst~me I). Une hypo- 
th~se comparable a 6t6 propos~e par Pra t t  et Bishop ~9 pour expliquer le fait que 
l'activit~ de Hill du mutant  8 de Scenedesmus est relativement plus forte avec le 
K3Fe(CN)6 qu'avec le DCIP. En outre, la vole du K3Fe(CN)6 pourrait peut-6tre 
impliquer une intervention du cytochrome b-559, qui est pr6sent chez les trois mu- 
tants  (en plus faibles quantit~s chez Fl 9 et chez Fl 15, que chez Fl 5s). En effet, les 
r~sultats obtenus par diff6rents auteurs, avec des algues 37 et avec des plantes sup6- 
rieures m, 39, indiquent que le cytochrome b-559 n'intervient vraisemblablement pas 
directement dans la chalne principale de transfert d'~lectrons entre les deux photo- 
r~actions. Une telle hypoth~se, d'une vole lat6rale importante pour la photor~duction 
du K3Fe(CN)6 par le Syst~me II,  n'exclut d'ailleurs pas la possibilit6 qu'il y ait 
d'autres sites de r6duction du K3Fe(CN)6, en particulier apr~s la Photor6action I 
comme l 'ont montr6 des exp6riences r6alis6es avec les souches ac-8o a et sauvage de 
C. reinhardti ~ et avec des fragments de chloroplastes de plantes sup~rieures 4°. 

Les mutants  Fl 9 et Fl 15 sont capables de fixer le CO2 ~ la lumi~re en pr6sence 
d 'H 2 et de PMS, de photor6duire le NADP + avec le couple DCIP-ascorbate et de 
photooxyder le cytochrome c exog~ne r6duit; ce qui indique que la Photor~action I 
fonctionne chez ces deux mutants. Par ailleurs, les analyses, qui ont ~t6 effectu6es, 
ont montr5 que les deux souches Fl 9 et Fl 15 sont pratiquement d6pourvues de la 
forme li~e, insoluble, du cytochrome c-553 et qu'elles sont aussi d~ficientes en cyto- 
chrome b-563, dont elles ne renferment que de tr~s faibles quantit6s s, 9. On salt que le 
cytochrome c-553 intervient vraisemblablement directement dans les transports 
d'6lectrons entre les deux r6actions photochimiques, tandis que le cytochrome b-563 
pourrait participer ~ un circuit cyclique d'~lectrons li6 ~t la Photor6action I (voir re- 
vues~, 4). I1 apparalt donc que n i l e  cytochrome c-553 ni le cytochrome b-563 ne sont 
n~cessaires pour le transfert au Syst~me I des 61ectrons fournis par des donneurs 
exog~nes comme le couple DCIP-ascorbate ou le cytochrome c r~duit, puisqu'un 
tel transfert a lieu chez Fl 9 et chez Fl 15. Cette interpretation est en accord avec les 
r~sultats de Gorman et Levine x°, qui ont constat6 que le mutant  ac-2o6 de C. reinhardti, 
d6pourvu de cytochrome c-553, est capable de photor6duire le NADP + avec le couple 
DCIP-ascorbate, tandis que le mutant  ac-2o8, d~pourvu de plastocyanine, en est 
incapable. 
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Chez les algues adapt6es ~ I 'H 2, la photor6duction, qui se t raduit  par  une ab- 
sorption d ' H  2 et de CO 2, ne fait intervenir que la Photor6action I. Elle implique un 
transport  cyclique d'61ectrons entre la ferr6doxine r6duite par  l 'H2 (qui est activ6 
par  une hydrog6nase) et le c6t6 Syst~me I I  de la Photor6action I, transport  cyclique 
probablement coupl6 ~ une photophosphorylation 41. Or, lorsque les mutants  Fl  9 
et F l  15 sont places en conditions de photor~duction (H, + CO s + CMU), il ne se 
produit de photofixation de CO s qu'en pr6sence de PMS. I1 r6sulte de ce fait que le 
transport  cyclique d'~lectrons li6 au Syst~me I ne suit probablement pas la mSme 
voie in  vitro (avec PMS) et in vivo (voir sch6ma, Fig.4). Une interpr6tation similaire 
a 6t6 avanc~e par Pra t t  et Bishop 29 ~ propos des mutants  26 et 50 de Scenedesmus, 
capables de photophosphorylation cyclique avec PMS, mais incapables de photo- 
r6duction en pr6sence d'H~ et de CO22~, 3°. En outre, n i l e  cytochrome c-553 ni le 
cytochrome b-563, en lesquels les mutants  Fl  9 et Fl  15 sont d6ficients, ne paraissent 
intervenir obligatoirement dans la vole avec PMS. Mais ces cytochromes sont sus- 
ceptibles de participer normalement in  vivo au transport  cyclique d'61ectrons, leur 
absence (ou celle de l 'un d'entre eux seulement) pouvant  alors expliquer l 'incapacit6 
des mutants  Fl  9 et Fl  15 de r6aliser la photor6duction sans PMS. I1 faut remarquer, 
toutefois, que Levine 2s a observ6 une faible variation photoinduite d 'absorption ~t 
564 nm (attribu6e ~ l 'oxydation du cytochrome b-563), lorsque le mutant  ac-2o6 de 
C. reinharclti, d~pourvu de cytochrome c-553, 6tait 6clair6 en presence d 'H  2 et de PMS. 
I1 semble donc que le transfert cyclique d'61ectrons avec PMS puisse entrainer des 
variations de l '6tat  d'oxydor6duction du cytochrome b-563, sans pour autant  ~tre 
interrompu par une d6ficience en ce cytochrome. 

Le mutant  F1 5, lui, poss~de les deux cytochromes c-553 et b-5638, 9, mais il 
n 'est  capable de r6aliser ni photor6duction de NADP+ ni photofixation de CO s, m~me 
en pr6sence de transporteurs d'~lectrons exog~nes; de plus, il n'effectue pas la r6action 
de photooxydation de cytochrome c r6duit. Ce mutant  ne pr~sente donc aucune acti- 
vit6 de type Syst~me I;  il se comporte comme les mutants  8 de Scenedesmus ~9, so et 
ac-8o a et F- I  de C. reinhardti 2s, 31, bloqu6s au niveau de l 'holochrome chlorophyllien 
P7oo. Pour cette raison, une recherche compar6e de l 'holochrome P7oo dans des 
particules chloroplastiques, pr~par~es ~ part ir  des diff6rentes souches, a 6t6 effectu6e 
trSs r~cemment (J. Maroc et J. Gamier,  r6sultats non publi~s) ; elle a montr6 que le 
mutant  Fl  5 ne pr6sente aucune des caract6ristiques spectroscopiques de cet holo- 
chrome du Syst~me I. 

En ce qui concerne les souches F l  9 et Fl  15, il r6sulte de l 'ensemble des obser- 
vations effectu~es jusqu'~, pr6sent que, chez ces deux mutants ,  les syst~mes photo- 
chimiques I e t  I I  sont fonctionnels. Mais le transport  d'61ectrons est interrompu entre 
les deux photor6actions et deux types de blocage peuvent 8tre distingu~s: le premier, 
r6v~16 par l 'absence de jet d'O2 ~ l ' i llumination et par  des anomalies de fluorescence, 
peut 8tre localis6 tr~s pros du Syst~me II; le second, dont t6moigne l 'incapacit6 de 
r6aliser la photor6duction en presence d 'H2 et de CO2 seuls, concerne plut6t le c6t6 
Syst~me I de la chaine de transfert  d'~lectrons. Si l 'absence de cytochrome c-553 li6 
et la d6ficience en cytochrome b-563 peuvent expliquer les anomalies relatives ~ la 
photor~duction en atmosph&re d'H2, il n 'en est pas de mSme pour celles qui se rappor- 
tent  au jet d'O~ et ~ la fluorescence (voir r6f. 8). En outre, les mutan ts  ont un 6quipe- 
ment  en plastoquinone A comparable ~t celui de la souche sauvage et ils poss~dent du 
cytochrome b-559 s. I1 semble donc que l 'absence de jet d'O2 soit tr~s probablement 
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due ~ un d~fant de structure de la membrane chloroplastique, emp6chant la connec- 
tion entre Q et les accepteurs A. Ce d6faut de structure pourrait 6tre le m~me que 
celui qui est vraisemblablement responsable de l'absence de cytochrome c-553 lid et 
de la d6ficience en cytochrome b-563, du c6t6 du Syst~me I auquel ces deux cyto- 
chromes sont associ6s. De m~me, selon une interpr6tation analogue, un d6faut de 
structure pourrait ~tre responsable ~ la fois de l'absence de P7oo et d'une interruption 
du transport d'61ectrons pros de la Photor6action II, chez le mutant  Fl 5. Ces hypo- 
theses ont ~t6 discut6es par ailleurs (r6fs 8, 9). Elles sont ~tay~es, darts le cas du 
mutant  Fl 15: d'une part, par les r6sultats obtenus rdcemment par Picaud 42, qui 
indiquent que les fragments de chloroplastes de ce mutant  pr6sentent une importante 
d6ficience en lipides polaires et une sensibilit~ accrue ~ l'action du Triton X-IOO, et, 
d 'autre part, par des observations en microscopie ~lectronique, effectu6es par G. 
Giraud, N. Hauswirth et J. Gamier (r6sultats non publi~s), qui ont mis en ~vidence 
une accumulation anormale de globules lipidiques dans le cytoplasme des cellules de 
Fl 15. Toutefois, la possibilit~ que chacun des mutants ait subi plusieurs mutations 
distinctes ne peut pas 6tre 61imin~e ~ priori, en at tendant  les r6sultats d'analyses 
g6n~tiques qui vont ~tre entreprises. 

En conclusion, ce travail a permis de pr~ciser certaines des anomalies de 
fonctionnement de l'appareil photosynth6tique, qui affectent chacune des souches 
Fl 5, Fl 9 et Fl 15. De plus, l'6tude des propri6t6s de ces mutants a permis de d~gager 
quelques renseignements d'ordre plus g6n~ral, concernant les transferts d'61ectrons 
non cyclique et cyclique, in vivo et in vitro, et le r61e des cytochromes b-563 et c-553. 
Quelques-unes des observations et des hypotheses, qui ont 6t~ faites, m6ritent des 
6tudes plus approfondies. Des recherches vont 6tre poursuivies dans ce sens. 

Une ~tude est effectu6e, afin de d6terminer les diff~rents types de transports 
d'61ectrons que peuvent r6aliser trois mutants non photosynth6tiques (Fl 5, Fl 9, 
Fl 15) de Chlamydomonas reinhardti. Ces mutants ont ~t~ pr6c6demment s~lectionn~s 
en raison de leurs anomalies relatives ~ la fluorescence chlorophyllienne et all d~gage- 
ment d'Os, qui indiquent un blocage du transfert interne d'61ectrons au voisinage de 
la Photor~action II. 

Les ~changes de COs de cellules enti~res, plac~es soit en a~robiose, soit en 
atmosphere d 'H sou d'N s, ~ la lumi~re, sont mesur6s au moyen d'un dispositif 6quip6 
d'une 61ectrode ~ CO2, d'une part. Les activit6s photochimiques pr6sent~es par des 
fragments de chloroplastes, in vitro en pr6sence de divers transporteurs d'61ectrons 
exog~nes, sont d6termin~s spectrophotom6triquement, d 'autre part. 

Les trois mutants sont incapables de fixer le CO s A la lumi~re en a6robiose, 
ainsi qu'en presence d 'H s e t  de 3-p-chloroph~nyl-I,I-dim6thylur~e (CMU) seuls; en 
outre, ils ne r~alisent pas de photor~duction de NADP + avec l'eau. Mats F1 9 et 
F1 15 peuvent effectuer une photor~duction de NADP+ avec le couple 2,6-dichloro- 
phenol indoph6nol (DCIP)-ascorbate, une r~action de photooxydation de cytochrome 
c exog~ne r6duit, une fixation de COs k la lumi~re en presence d'H~, de CMU et de 
ph6nazine m~thosulfate. Par contre, Fl 5 n'est capable de r6aliser aucune de ces 
r~actions. 

Avec le DCIP et avec la plastocyanine comme accepteurs, les activit6s de Hill 
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des trois mutants sont tr&s faibles, par rapport ~ celles de la souche sauvage; elles sont 
relativement plus importantes avec le K~Fe(CN)e, notamment pour Fl 5. 

Ces r6sultats t6moignent, d'une part, d'une absence de fonctionnement du 
Syst~me I chez Fl 5 et, d 'autre part, d 'un blocage du transport d'61ectrons entre les 
deux photor6actions, qui sont fonctionnelles, chez Fl 9 et chez Fl 15. Ils sont inter- 
pr6t~s en fonction des renseignements d'ordre analytique obtenus par ailleurs (absence 
de l'holochrome P7oo chez Fl 5, d6ficience des souches Fl 9 et Fl 15 en cytochrome 
c-553 li6 et en cytochrome b-563). Plusieurs hypoth&ses, concernant la nature du ou 
des d6faut(s) affectant chaque mutant,  les sites d'intervention des divers cytochromes 
et la possibilit6 de voies diff~rentes, in vivo et in vitro, pour les transports photo- 
synth6tiques d'61ectrons, sont propos6es et discut6es. 
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