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(Requ le 31 juillet, 1972) 

S U M M A R Y  

Studies of cytochrome b-563 and P 700 in three non-photosynthetic mutants of Chlamy- 
domonas reinhardti 

An investigation into the presence of  cytochrome b-563 and of  P700 in three 
non-photosynthetic mutants (FI 5, FI 9, FI 15) of  Chlamydornonas reinhardti was 
carried out. These three mutants exhibit several functional anomalies (described 
elsewhere), which indicate that the electron transport chain between the two photo- 
reactions is blocked. In addition, FI 5 is unable to carry out any reaction related to 
System I. 

Mutants FI 9 and FI 15 had less than 19~ of  the cytochrome b-563 content 
found in the wild type (which was about 0.27 mole per 100 moles chlorophyll); 
mutant FI 5 had more than 80~o of  this content. The deficiencies (only traces) in 
bound cytochrome c-553, previously observed with mutants FI 9 and FI 15, but not 
FI 5, were confirmed (in the wild type, there is about 0.20 mole bound cytochrome 
per 100 moles chlorophyll). 

Photosystem ! particles, prepared from wild type and mutants FI 9 and FI 15 
chloroplast fragments, had about 2 (FI 9, FI 15) and 3 (wild type) moles P700 per 
100 moles chlorophyll. Mutant FI 5 particles showed neither P700 spectroscopic 
characteristics nor photooxidation activity; their chlorophyll a/b ratio was lower 
by a factor of 2 and protein/chlorophyll ratio about 8 times higher than in the wild 
type particles. This mutant appears to lack P700. 

I N T R O D U C T I O N  

Dans une rdcente publication 1, un certain nombre d'anomalies de fonctionne- 
ment, raises en 6vidence chez trois mutants non photosynth6tiques de Chlamydomonas 
reinhardti (souches FI 5, FI 9 et FI 15), ont 6t6 6tudi6es en d6tail. Ces mutants, qui 
ont 6t6 isol6s et s61ectionn6s dans notre laboratoire en raison de leur fluorescence 
anormale 2'3, ne peuvent effectuer ni photosynth6se en a6robiose, ni photor6duction 
en ana6robiose en pr6sence d 'H 2. Chez FI 5, la r6action photochimique II fonctionne, 
mais le transport d'61ectrons apparalt bloqu6 apr~s cette photor6action et probable- 
ment pr6s d'elle2'4; en outre, ce mutant ne pr~sente aucune activit6 de type Syst6me 
11'5. Chez FI 9 et FI 15, les deux syst~mes photochimiques sont fonctionnels, mais 
le transport d'61ectrons est interrompu entre les deux photor6actions 1,2,'~,5. Les 
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analyses biochimiques et spectroscopiques, qui ont 6t6 effectu6es pr6c6demment, ont 
montr6 que chacun des mutants poss6de les transporteurs d'61ectrons suivants: 
plastoquinone A, cytochrome c-553 soluble, plastocyanine, ferr6doxine, ferr6doxine- 
NADP'+-r6ductase et cytochrome b-559. Mais les mutants FI 9 et FI 15 sont pratique- 
ment d6pourvus de la forme insoluble, li6e, du cytochrome c-553, qui est pr6sente 
chez FI 5 et chez la souche sauvage 6. 

Le pr6sent travail a pour but de compl6ter l'6tude de l'appareil photosynth6tique 
de chacun des mutants FI 5, FI 9, F115, en recherchant deux constituants qui n'avaient 
pas pu ~tre examin6s jusqu'a pr6sent: le cytochrome b-563, d'une part, et l'holochrome 
chlorophyllien P700, d'autre part. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Organisrnes et conditions de culture, techniques gOnOrales 
Les souches de C. reinhardti qui font l'objet du pr6sent travail, mutants FI 5, 

FI 9 et FI 15, isol6s au laboratoire, et souche sauvage dont ils d6rivent, ont d6jh 
6t6 d6crites auparavant 1'3'6. Les algues de chacune de ces souches sont cultiv6es ~t 
la lumi6re, sur milieu Tris-ac6tate-phosphate 7, comme indiqu6 pr6c~demment x,6. 

Les fragments de chloroplastes sont pr6par6s, apr6s traitement des algues dans 
un oscillateur ultrasonique, selon la m6thode de Levine et Gorman 8. 

Les chlorophylles a et b sont dos6es spectrophotom6triquement selon Mac- 
Kinney 9 et Arnon I°. Les prot6ines sont dos6es selon Lowry et al. ~. Pour toutes les 
mesures d'absorption, un spectrophotom~tre enregistreur Cary 14 est utilis6. 

Recherche des cytochromes dans les fragments de chloroplastes 
Les cytochromes b-563 et c-553, pr6sents dans les fragments de chloroplastes, 

sont solubilis6s ~t l'aide de Triton X-100 et sont mis en 6vidence selon la m6thode 
indiqu6e par Hind et Nakatani 12. 

Pour les calculs de concentrations en cytochrome b-563, les hauteurs des pics 
h 563 nm sont mesur6es, sur les spectres: r6duit (par le Na2S204) moins r6duit (par 
l'ascorbate), par rapport ~ une ligne de base moyenne passant par les points situ6s ~ 
575-580, 553, 540 et 527 nm, qui correspondent aux points isobestiques du cyto- 
chrome b-563 dans cette r6gion 12'~3. Pour le cytochrome c-553, les hauteurs des pics 
~t 553,5 nm sont mesur6es, sur les spectres: r6duit (par l'hydroquinone) moins oxyd6 
(par le K3Fe(CN)o), par rapport h une ligne joignant les points isobestiques situ6s 
~ 542 et 561 nm ~z'~4. Les coefficients d'extinction utilis6s sont de 20 cm~.#mole -1 
pour |es cytochromes bet  de 25 cm~./zmole -1 pour le cytochrome c ~5. 

Preparation et analyse de particules enrichies en P700 
La m6thode employ6e pour pr6parer des particules enrichies en PT00, h partir 

de fragments de chloroplastes de C. reinhardti, s'inspire pour l'essentiel du proc6d6 
classique utilis6 et d6crit par Vernon et al. 16, pour la pr6paration de particules de 
type Syst~me I d'6pinard. Les fragments de chloroplastes, en suspension dans du 
tampon phosphate 0.01 M (pH 7.5), sont soumis h l'action de Triton X-100 (5% 
en poids) pendant 15 min, ~t la temp6rature de la pi6ce. Une premi6re centrifugation 
h 30000×g pendant 15 min, ~t 4 °C, permet d'61iminer un faible culot contenant 
de l'amidon; le surnageant est ensuite centrifug6 pendant 5 h a 220000 × g; le culot 
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recueilli est alors extrait avec du tampon neuf pendant une nuit, puis il est centrifug6 
h 30000 x g pendant 15 min. Le surnageant finalement obtenu constitue la fraction 
enrichie en P700. 

L'holochrome chlorophyllien P700 est identifi6 et dos6 au moyen de deux 
types de spectres de diff6rence: lumi~re moins obscurit6 et oxyd6 (par le K3Fe(CN)o) 
moins r6duit (par le Na2S204); le coefficient d'extinction utilis6 est de 60 cm 2 "#mole -1 
a 698 nm 17. 

Les carot6noides sont extraits par l'6ther 6thylique, apr6s saponification des 
particules dans un m61ange m6thanol-ac6tone-eau (2:2:1, v/v/v) renfermant 2.4°/o 
de KOH (en poids), ~ 40 °C, pendant 15 min. Le fl-carot~ne (plus traces d'~-carot~ne), 
d'une part, et l'ensemble des xanthophylles, d'autre part, sont s6par6s par chromato- 
graphie sur colonne d'AI20318 et dos6s spectrophotom6triquement 18'19 

Les cytochromes sont identifi6s comme indiqu6 plus haut pour les fragments 
de chloroplastes. Les h~mes a et b sont extraits par l'ac6tone acide et sont identifi6s 
sous forme d'h6mochromog6nes pyridiniques 2°. 

Les activit6s de photooxydation de cytochrome c r6duit sont mesur6es selon 
Plesni~ar et Bendal121, les particules enrichies en P700 6rant plac6es en pr6sence de 
cytochrome c de coeur de cheval (Calbiochem) r6duit et, suivant les lots, de benzyl- 
violog6ne (Mann Research Laboratories) et de plastocyanine. L'oxydation du cyto- 
chrome c est suivie par mesure de l'absorbance ~t 551 nm; le coefficient d'extinction 
utilis6 est de 21.1 cm2./~mole -1 (r6f. 22). La plastocyanine est pr6par~e, ~ partir 
de feuilles d'6pinard, et purifi6e, par chromatographie sur DEAE-cellulose, selon 
Katoh et al. 23. 

RI~SULTATS 

Cytochromes des fragments de chloroplastes 
Sur la Fig. 1 sont repr6sent6s les divers spectres de diff6rence d'un surnageant 

$3oooo et d 'un culot C3oooo, obtenus apr~s centrifugation & 30000 x g, pendant 1 h, 
de fragments de chloroplastes de la souche sauvage trait6s par du Triton X-100 (1 
~t 2~). La Fig. 2 montre les spectres: r6duit (par le Na2S20,~) moins r6duit (par 
l'ascorbate), de culots C22oooo recueillis apr~s centrifugation ~t 220000 ×g, pendant 
8 h, de surnageants $3ooo e provenant de la souche sauvage et des mutants FI 5, FI 9 
et FI 15. Ces spectres sont comparables ~t ceux qui ont 6t6 publi6s par Hind et Naka- 
tani 12, pour des fractions analogues pr6par6es h partir de chloroplastes d'6pinard. 
Ils permettent de mettre en 6vidence, s6par6ment, le cytochrome b-563 caract6ris6 
par ses maximums ~t 563 et ~ 533 nm 12'13, le cytochrome b-559, qui pr6sente un 
maximum ~t 559-560 mn 6'12, et le cytochrome c-553 dont le pic est ~ 553.5 nm 6'12. 

On voit (Fig. 1) que le surnageant $3ooo o contient pratiquement tout le cyto- 
chrome b-563 et tout le cytochrome c-553 initialement pr6sents dans les fragments 
de chloroplastes. On retrouve, par contre, du cytochrome b-559 ~t la fois dans le 
surnageant $3ooo oet  dans le culot C3oooo. Les culots C22oooo constituent des fractions 
tr6s purifi6es et leurs spectres (Fig. 2) indiquent nettement la pr6sence de cytochrome 
b-563 dans les fragments de chloroplastes des quatre souches 6tudi6es, en plus faible 
concentration, apparemment, pour FI 9 et pour FI 15 que pour FI 5 et pour la souche 
sauvage. Les teneurs globales de chaque souche en cytochrome b-563 et en cytochrome 
c-553 ont 6t6 calcul6es approximativement ~t partir des spectres des surnageants 
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Fig. 1. Spectres de diff6rence d'un surnageant $30000 et d'un culot C30000, obtenus ~ partir de 
fragments de chloroplastes de la souche sauvage de C. reinhardti. H - A "  r6duit (par le NazS2Oa) 
moins r6duit (par l'ascorbate); A -  HQ: r6duit (par l'ascorbate) rnoins r6duit (par l'hydroquinone); 
H Q -  F: r6duit (par l'hydroquinone) moins oxyd6 (par le K3Fe(CN)6). $30000 et C30000: surnageant 
et culot obtenus apr6s centrifugation h 30000xg, pendant 1 h, de fragments de chloroplastes 
trait6s par du Triton X-100 ~t 1-2~;  le culot est en suspension dans du tampon phosphate 0.01 
M (pH 7.5); la concentration du $300o0 correspond ~t 200 et celle du C30000 gt 98 pg de chlorophylles 
a + b/ml. Pour la mesure de ces spectres, des lames de verre opalin sont accol6es aux cuves du 
spectrophotom+tre, selon Shibata et al.34. Maximums ~t 533 et 563 nm: cytochrome b-563, ~ 
559-560: cytochrome b-559, ~t 553.5 nm: cytochrome c-553. 

$3o ooo. I1 n ' a  pas 6t6 possible, par  contre, de doser de faqon satisfaisante le cy tochrome 
b-559, en majeure partie contenu dans les culots C3oooo tr~s riches en pigments. 

Les r6sultats des dosages concernant  les cytochromes b-563 et c-553 sont in- 
diqu~s dans le Tableau I. On  voit  que le mutan t  FI 5 a une teneur en cy tochrome 
b-563 voisine de celle de la souche sauvage, quoique 16g~rement plus faible; il n 'en  
est pas de m~me pour  les mutants  FI 9 et FI 15 qui apparaissent  tr6s appauvris  en ce 
cytochrome,  leurs teneurs ne repr6sentant, en effet, que moins de 19% (FI 9) et 
moins de 8% (FI 15) de celle de la souch¢ sauvage. En ce qui concerne le cy tochrome 
c-553, les teneurs obtenues ici, avec les surnageants $3o ooo, contirment nettement celles 
qui avaient 6t6 d6termin6es pr6c6demment pour  le cy tochrome c-553 insoluble, avec 
des cellules extraites par  de l 'ac6tone puis par  un t ampon  phosphate  6. I1 est donc 
v6rifi6 que les mutants  FI 9 et FI 15 sont d6ficients en~ cy tochrome c-553 li~, dont  
ils ne pr6sentent que des traces non  mesurables. 

La teneur en cy tochrome b-563 de la souche sauvage est plus faible que celle 
(0.63 nmole/100 nmoles de chlorophylles a + b), qui a 6t6 mesur6e ~t part ir  de poudres  
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Fig. 2. Spectres de difference de culots C220000, obtenus ~t partir de fragments de chloroplastes de 
C. reinhardti (souche sauvage et mutants FI 5, F1 9, F1 15): r6duit (par le Na2S204) moins r6duit 
(par l'ascorbate). C2200oo: culots r6sultant de la centrifugation h 220000 ×g,  pendant 8 h, des 
surnageants $30000 obtenus apr~s traitement de fragments de chloroplastes par du Triton X-100 
/t 1 - 2 ~ .  Les culots sont en suspension dans du tampon phosphate 0.01 M (pkI 7.5) ~t des concen- 
trations correspondant ~ 203 (Sauvage), 147 (FI 5), 125 (FI 9) et 116 (FI 15)~tg de chlorophylles 
a + b/ml. Pour la mesure de ces spectres, des lames de verre opalin sont accol6es aux cuves du 
spectrophotom6tre, selon Shibata et al. 34. Maximums ~t 533 et 563 rim: cytochrome b-563. 

TABLEAU I 

T E N E U R S  EN CYTOCHROMES b-563 ET c-553 DES F R A G M E N T S  DE CHLOROPLASTES 
DE LA SOUCHE SAUVAGE ET DES MUTANTS F15, Fl9, Fl 15 DE C. REINH.4RDTI  

Les teneurs sont exprim6es en: nmoles/100 nmoles de chlorophylles a + b. Les valeurs indiqu6es 
sur les deux premieres lignes soat calcul6es/t partir des spectres de diff6rence d'absorption des 
surnageants $3oo0o, obtenus apr~s centrifugation ~ 30000 × g, pendant 1 h, de fragments de chloro- 
plastes trait6s par du Triton X-100/t 1 - 2 ~  (voir M6thodes et r6f. 12); elles sont des moyennes 
correspondant h deux s6ries de mesures, effectu6es ~t partir de r6coltes d'algues diff6rentes. Derni~re 
ligne, entre parentheses: rappel des valeurs obtenues ant6rieurement pour le cytochrome c-553 
insoluble, avec des eellules extraites par de l'ac6tone puis par un tampon phosphate6. 

Souche Mutants 
sauvage 

FI5  F19 FI I 5 

Cytochrome b-563 0.27 0.22 0.05 0.02 
Cytochrome c-553 0.21 0.14 Traces Traces 
(Cytochrome c-553 insoluble~)~ (0.20) (0.12) (Traces) (Traces) 
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ac6toniques d'algues, par  Levine et Armstrong 2'~. Cependant, les rapports:  teneur en 
cytochrome b-563/teneur en cytochrome c-553, de 1.3 dans le cas de la souche sauvage 
et de 1.6 dans celui de Fl 5, sont sensiblement du m~me ordre de grandeur que ceux, 
variant entre 1.3 et 2.1, qui ont 6t6 mesur6s par diff6rents auteurs pour des chloro- 
plastes de plantes sup6rieures ou pour diverses fractions subchloroplastiques de type 
S y s t ~ m e  [12,17,25,26 

Composition pigmentaire des particules enrichies en P700 
La Fig. 3 montre les spectres d 'absorpt ion respectifs de fragments de chloro- 

plastes de la souche sauvage, d'une part,  et de particules enrichies en P700 obtenues 
/t partir  de ces fragments de chloroplastes, apr6s action de Triton X-100, d 'autre 
part: les 6paulements situ~s vers 470 nm et vers 650 nm, nettement prononc6s sur 
le spectre des fragments de chloroplastes, sont h peine visibles sur le spectre des 
particules enrichies en P700. Ceci t6moigne d 'un appauvrissement relatif des particules 
en chlorophylle b e t  en carot6noides. 

A 
0.61 ;" 

0.5 '~ 

0.4 

O.3- 
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O,I- 

' ,  . . . .  
O _  

' ,~o ' 5;o ' 6~o ' z~o 

Longueurs d'onde (nm) 

Fig. 3. Spectres d'absorption de fragments de chloroplastes (- ) et de particules enrichies 
en P700 ( . . . . . . .  ), pr~par6es ~ partir de la souche sauvage de C. reinhardti. Les fragments de 
chloroplastes et les particules sont en suspension dans du tampon phosphate 0.01 M (pH 7.5), 
a des concentrations correspondant ~ 6.5 ~g de chlorophylles a+b/ml. On peut noter que, sur 
le spectre des particules enrichies en P7~, les 6paulements situ6s vers 470 et 650 rim, caract6ristiques 
de la chlorophylle b, sont extrSmement r6duits. 

Les spectres de diff6rence: oxyd6 (par le K3Fe(CN)6 ) moins r6duit (par le 
NazSaO,~), des particules pr6par6es ~t part ir  des diff6rentes souches FI 5, FI 9, FI 15 
et sauvage, sont reproduits sur la Fig. 4. Les spectres obtenus pour les mutants FI 9 
et FI 15 et pour la souche sauvage sont analogues: tousles  trois pr6sentent nettement 
un pic n6gatif principal/~ 695 nm et un petit pic n6gatif/~ 675-680 rim, caract6ristiques 
de l 'holochrome P70017'27-29. Des pics similaires ont aussi 6t6 obtenus, de mani6re 
r6versible, sur des spectres: lumi~re moins obscurit6. Par contre, ces pics ~ 695 et 
675-680 nm sont inexistants sur le spectre des particutes de FI 5, qui ne pr6sente 
qu 'un large minimum vers 670-675 nm dfl aux chlorophylles collectrices 27'3°. 

Les r6sultats des dosages de pigments et de prot6ines, effectu6s pour les frag- 
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Fig. 4. Spectres de difference de particules enrichies en PT00 de C. reinhardti (souche sauvage et 
mutants FI 5, FI 9, FI 15): oxyd6 (par le K3Fe(CN)6) moins r6duit (par le Na2S204). Les particules 
sont en suspension dans du tampon phosphate 0.01 M (pH 7.5), ~t des concentrations correspon- 
dant/t 13 (Sauvage), 23 (FI 5), 14.4 (FI 9) et 17.5 (FI 15) #g de chlorophylles a+b/ml. Sauvage, 
FI 9 et FI 15 : le pic n6gatif principal ~t 695 nm et le pic n6gatif secondaire vers 675-680 nm corres- 
pondent ~ l'holochrome P700; FI 5: le large pic n6gatif vers 670-675 nm correspond h l'ensemble 
des mol6cules de chlorophylles collectrices. 

ments de chloroplastes et pour les particules enrichies en P700 des diff6rentes souches, 
sont rassembl6s dans le Tableau II. On voit que, par rapport ~ la composition des 
fragments de chloroplastes dont elles proviennent, les particules obtenues ~ partir 
des souches sauvage, FI 9 et FI 15 pr6sentent les caract6ristiques suivantes: (1) rapport 
chlorophylle a/chlorophylle b environ deux fois plus 61ev6; (2) teneurs en fl-carot~ne 
plus faibles et teneurs en xanthophylles fortement diminu6es, d'o~ des rapports 
fl-carot~ne/xanthophylles de deux (FI 9, FI 15) ~t trois (sauvage) lois plus 61ev6s; (3) 
teneurs en prot6ines, par rapport aux chlorophylles, trois ~t quatre fois plus grandes. 
Les trois souches ont des teneurs en P700 voisines, quoiqu'un peu plus faibles pour 
les mutants FI 9 et FI 15 que pour la souche sauvage. On peut aussi noter que les 
compositions de ces particules de C. reinhardti sont interm6diaires entre celles des 
particules TSF 1 et HP700 pr6par6es, sans ou avec extraction pr6alable des caro- 
t6noides par l'hexane, 5. partir de chloroplastes d'6pinard, par Vernon et al. 31 et 
par Yamamoto et Vernord 7 (voir Tableau II);  la teneur en P700 des partieules de 
souche sauvage est comparable ~ celle des particules HP700. Par contre, les r6sultats 
sont diff6rents pour les particules du mutant FI 5, dans lesquelles il n 'a pas 6t6 possible 
de d6celer spectroscopiquement du P700, dont le rapport chlorophylle a/chlorophylle 
b et la teneur en fl-carot~ne sont sensiblement les m~mes que ceux des fragments de 
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TABLEAU III 

PHOTOOXYDATION DE CYTOCHROME c EXOGI~NE PAR LES FRAGMENTS DE 
CHLOROPLASTES DE LA SOUCHE SAUVAGE ET PAR LES PARTICULES ENRICHIES 
EN P700 DE LA SOUCHE SAUVAGE ET DES MUTANTS F15, F19, Fl15 DE C. REINHARDT! 

Les r6sultats sont exprim6s en: #moles de cytochrome c photooxyd6/min par mg de chlorophylles 
a ÷ b. Les fragments de chloroplastes ainsi que les particules enrichies en P700 sont mis en suspen- 
sion, ~t une concentration correspondant ~ 5 #g de chlorophylles a + b/ml, dans le milieu suivant: 
tampon phosphate 3.3.10 -3 M (pH 7.5), MgCI2 3.3" 10 -4 M, NaCI 3.3" 10 -4 M, KCN 1.10 -3 M, 
cytochrome c de coeur de cheval r~duit 2.7.10 -5 M. En outre, dans le cas des fragments de chloro- 
plastes uniquement, de la digitonine (0.13 mg/ml) est ajout6e au m~lange r6actionnel. Lumi6re 
actinique rouge (2> 610 nm): 4.7.103 ergs.cm-Z.s-1). 

Additions Fragments de Particules enriehies en P700 
chloroplastes 
Souehe Souehe Mutants 

sauvage sauvage Fl 5 Fl 9 Fl l5 

N6ant 0 
+ plastocyanine (4.7.10 -7 M) 0.1 
+ benzylviolog6ne (4.1.10 -6 M) 0 
+ benzylviolog6ne (4.1-10 -6 M) + 

plastocyanine (4.7.10-7 M) 0.7 

1.0 0 0.6 0.8 
1.1 0 0.7 0.8 
2.2 0 2.0 2.4 

2.3 0 2.1 2.3 

ch loroplas tes ,  et qui  sont  re la t ivement  moins  appauvr ies  en xan thophyl les  que dans  
le cas des aut res  souches. En outre ,  pou r  une mSme quant i t6  de ch lorophyl les ,  ces 
par t icu les  de Fl 5 renferment  sept  ~t hui t  fois plus de protdines  que les par t icules  des 
au t res  souches;  ce qui indique  qu 'e l les  sont  re la t ivement  tr~s peu pigment6es.  

ActivitO photochimique des partieules enriehies en P700 

Les r6sultats  des divers  essais d 'ac t iv i t6  de p h o t o o x y d a t i o n  de cy tochrome  c 
exog6ne,  effectu6s avec des f ragments  de ch lorop las tes  de souche sauvage et avec 
des  par t icu les  enrichies en P700 de chacune des quat re  souches,  sont  indiqu6s dans  
le Tab leau  I [ I .  Avec  les f ragments  de ch loroplas tes  de souche sauvage,  t rai t6s  pa r  de 
la d ig i ton ine  dans  le m61ange r6act ionnel  lui-mSme, la r6act ion n ' a  l ieu que si de la 
p las tocyan ine  exog6ne est a jout6e au mi l ieu ;  de plus, elle ne devient  impor t an te  qu ' en  
presence de benzylviolog~ne.  Par  contre ,  avec les par t icu les  enrichies en P700 de la 
m~me souche sauvage,  la r6ac t ion  a l ieu en l ' absence  de p las tocyanine  exog6ne et  
de benzylviolog6ne avec une vitesse impor t an te .  Si l ' on  a jou te  du benzylviolog6ne,  
la r6ac t ion  devient  envi ron  deux fois p lus  r ap ide ;  mais  l ' a d d i t i o n  de p las tocyan ine  
n 'es t  plus n6cessaire et ne change r ien au d6roulement  de la r6action.  I1 semble  que 
le f r ac t ionnement  des lamel les  ch lo rop las t iques  pa r  le T r i ton  X-100 rende possible ,  
d ' une  par t ,  un t ransfer t  d i rec t  des 61ectrons du  cy tochrome  e au P700, l ' i n t e rven t ion  
.d'un pon t  de p las tocyan ine  exog6ne devenant  a lors  inut i le ,  et faei l i te ,  d ' a u t r e  pa r t ,  
une r6act ion di rec te  entre  1'O2 de l ' a i r  et  le r~ducteur  du  Syst~me [ (voir  r6f. 32), 
sans in t e rven t ion  du  benzylviolog6ne.  

L ' e x a m e n  du Tab l eau  I H  mon t r e  que les par t icu les  des mutan t s  FI 9 et  Fl 15 
s o n t  capables  de p h o t o o x y d e r  le ey toch rome  e exog6ne comme les par t ieu les  de 
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A 

,̧ - 

~ I * I ' I ' I ' I ' ; ' I ' 

5 2 0  5 3 0  5 4 0  5 5 0  5 6 0  5 7 0  5 8 0  

ii 

FI5 
-A 

~s~.s I Isis 
• I " ~ " I " I " I " r ' I • 

5 2 0  5 3 0  5 4 0  5 5 0  5 6 0  5 7 0  5 8 0  

Longueurs d'onde(nm) 

B 

A-F  

FI 9 ,.,i[ F115 
- -  I I  ~ 

I ' I " I ' " ' '  ' " ,1~ ' ,~ ' ; ' , ' I " ' , ' , ' I ' I ' 
5 2 0  5 3 0  5 0 5 0 5 0 5 7 0  5 8 0  5 2 0  5 3 0  5 4 0  5 5 0  5 6 0  5 7 0  5 8 0  

Longueurs d onde (rim) 
Fig. 5. Spectres de diff6rence de particules enrichies en P700 de C. reinhardti (souche sauvage et 
mutants  FI 5, FI 9, FI 15). A -  F: r~duit (par l 'ascorbate) moins oxyd~ (par le K3Fe(CN) ~); H -  A: 
r6duit (par le Na2SzO4) moins r6duit (par l 'ascorbate).  Les particules sont en suspension dans du 
tampon phosphate  0.01 M (pH 7.5), ~1 des concentrat ions correspondant  ~t 121 (Sauvage), 56 (FI 
5), 115 (FI 9) et 175 (FI 15)/~g de chlorophylles a+b/ml.  Maximums ~t 553.5 nm: cytochrome 
c-553, ~t 563 nm:  cytochrome b-563, ~t 559-560 rim: cytochrome de type b. 
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souche sauvage, malgr6 l'absence des cytochromes b-563 et c-553 chez les mutants: 
les vitesses sont comparables pour les trois souches. Mais l 'on constate qu'au contraire, 
les particules obtenues h partir  du mutant FI 5 sont totalement incapables de r6aliser 
une photooxydation de cytochrome c exog~ne, m~me en pr6sence de plastocyanine 
et de benzylviolog6ne. Une telle incapacit6 avait d6j~ 6t6 observ6e pr6c6demment avec 
des fragments de chloroplastes de FI 51"5. 

Cytochromes des particules enrichies en P700 
Les Figs. 5A et 5B montrent des spectres de diff6rence obtenus avec des parti- 

cules enrichies en P700 de chacune des souches 6tudi6es. 
Pour la souche sauvage et le mutant F1 5 (Fig. 5A), les spectres indiquent 

nettement la pr6sence dans les particules de cytochrome c-553 [maximums ~ 553.5 
nm, sur les spectres: r6duit (par l'ascorbate) moins oxyd6 (par le KaFe(CN)6)] et 
de cytochrome b-563 [maximums h 563 nm, sur les spectres: r6duit (par le Na2S204) 
moins r6duit (par l'ascorbate)]. Mais pour les mutants FI 9 et FI 15 (Fig. 5B), les 
deux sortes de spectres ne montrent que des maximums situ6s vers 559-560 nm. 

Par ailleurs, l 'extraction des h~mes et leur identification sous forme d'h6mo- 
chromog6nes pyridiniques ont permis de mettre en 6vidence la pr6sence de h6me 
a et de h6me b dans les particules de chacune des souches: la Fig. 6 montre, ~ titre 
d'exemple, le spectre de diff6rence d'une solution d'h6mochromog6nes pyridiniques 
pr6par6e ~ partir de particules de FI 9. I1 a, en outre, 6t6 constat6 que les particules 
des quatre souches pr6sentent ~t l'obscurit6 une nette activit6 cytochrome-oxydasique, 
qui est inhib6e par le KCN;  ce qui confirme la pr6sence de cytochrome a d'origine 
mitochondriale. 

,I I i  

i , i , i , i , i , , i , i , i , i ,  

510 5 2 0  5 3 0  5 4 0  5 5 0  5 6 0  5 7 0  5 8 0  5 9 0  6 0 0  

Longueurs donde (nm) 

Fig. 6. Spectre de diff6rence d 'une solution d'h~mochromogEnes pyridiniques, pr6par6e ~ part i r  
de  particules enrichies en P700 du mutant  FI 9 de C. reinhardti: r6duit (par le Na2S204) moins 
.oxyd6 (par le K3Fe(CN)6). Les h6mochromog6nes contenus dans un ml de solution correspondent 
aux h~mes extraits, par  de l 'ac6tone acide, ~t part i r  d 'une quanti t6 de particules enrichies en P700 
renfermant  187/~g de chlorophylles a+b.  Ce spectre t6moigne de la pr6sence de cytochrome b 
(maximums vers 526 et 557 nm20,26) et de cytochrome a (maximum vers 587 nm20,35) dans la 
pr6paration de particules initiale. 

La pr6sence de h~me b dans les particules montre que les maximums ~ 559-560 
nm observds sur les spectres de particules de FI 9 et de FI 15 (Fig. 5B), de hauteurs 
nettement diffdrentes selon que le r6ducteur est l 'ascorbate ou le Na2S204, corres- 
pondent h deux cytochromes de type b, ou ~t deux formes d'un m~me cytochrome, 



488 J. MAROC, J. GARNIER 

de potentiels d'oxydo-r6duction diff6rents. I1 est possible qu'une fraction importante 
du cytochrome b-559 chloroplastique, qui peut pr6senter in vitro une forme r6ductible 
par l 'ascorbate et une farme r6ductible uniquement par le Na2S20412'25, soit solubi- 
lis6e par le Triton X-100 ~ 5Yo. I1 est aussi possible que le cytochrome b absorbant 
h 559-560 nm provienne, en partie ou en totalit6, des mitochondries. Dans un cas 
comme dans l'autre, la bande d'absorption de ces cytochromes, /~ 559-560 nm, 
pourrait 8tre masqu6e par celles des cytochromes c-553 et b-563, h 553.5 et 563 nm, 
sur les spectres de la Fig. 5A. Probablement en partie pour cette raison, il n'a pas 
6t6 possible de r6aliser des dosages significatifs des diff6rents cytochromes pr6sents 
dans les particules de chacune des souches examin6es. 

DISCUSSION 

Les renseignements obtenus au cours de ce travail compl6tent les donn6es 
d 'ordre analytique, que l 'on poss+de sur les souches FI 5, FI 9 et FI 15. 

Les r6sultats concernant l'analyse des fragments de chloroplastes, ainsi que 
celle des particules enrichies en P700, indiquent tr~s nettement que les mutants FI 9 
et FI 15 sont fortement d6ficients en cytochrome b-563; ils confirment, en outre, 
l'absence de cyt0chrome c-553 li6 chez ces souches, qui avait 6t6 observ6e ant6rieure- 
ment 6. I1 est 6galement confirm6 que ces deux cytochromes, b-563 et c-553, ne sont 
pas indispensables au d6roulement de certaines r6actions caract6ristiques de l'activit6 
du syst~me photochimique I in vitro, telles que la photooxydation de cytochrome c 
exog6ne. 

Les particules pr6par6es ~ partir  du mutant FI 5, contrairement h celles obtenues 
h partir des autres souches, ne pr6sentent aucune des caract6ristiques spectroscopiques 
et fonctionnelles du P700; de plus, ces particules apparaissent tr~s pauvres en pigments 
chlorophylliens et ont un rapport chlorophylle a/chlorophylle b semblable ~ celui 
des fragments de chloroplastes. Ces faits, ainsi que les r6sultats obtenus auparavant 
qui montrent que la souche F1 5 est incapable de toute r6action de type Syst~me 1 l, 5, 
indiquent tr6s nettement que le mutant FI 5 ne poss6de pas de P700, holochrome 
chlorophyllien effecteur de la r6action photochimique I. On peut remarquer, h ce 
sujet, que FI 5 diff6re totalement du mutant 8 de Scenedesmus, chez lequel une culture 
prolong6e ~ la lumi6re r6tablit les activit6s photosynth6tiques li6es a u  P70033: en 
effet, la souche FI 5 a toujours 6t6 cultiv6e h la lumi6re depuis son isolement (r6alis6 
en 1967). 

Les relations possibles entre les d6ficiences, d'une part, et les anomalies de 
fonctionnement, d'autre part, qui sont pr6sent6es par chacun des mutants, ont 6t6 
6tudi6es et discut6es par ailleursl '6: dans chaque cas, l'existence d'un d6faut de 
structure, affectant la membrane chloroplastique, paraSt l'explication la plus probable. 
Les 6tudes, qui ont d6ja 6t6 effectu6es avec les mutants FI 5, FI 9 et FI 15, ont permis 
de d6gager des renseignements concernant le m6canisme de la photosynth6se et de 
faire quelques hypoth6ses de travail susceptibles de d6veloppements. Dans la m~me 
voie, des recherches sont encore n6cessaires et vont ~tre poursuivies. 

RI~SUMI~ 

Des analyses sont effectu6es, afin de rechercher la presence de cytochrome 
b-563 et de P700 chez trois mutants non photosynth6tiques (Fl 5, Fl 9, FI 15) de 
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Chlamydomonas reinhardti. Ces trois mutants pr6sentent un certain nombre d'ano- 
malies fonctionnelles (6tudi6es par ailleurs), qui indiquent que la chalne de transport 
d'61ectrons est bloqu6e entre les deux r6actions photochimiques. En outre, FI 5 n'est 
capable de r6aliser aucune r6action de type Syst~me I. 

Les mutants FI 9 et FI 15 ont des teneurs en cytochrome b-563 tr~s faibles 
(moins de 19%) par rapport h celle de la souche sauvage (environ 0.27 mole/100 
moles de chlorophylles a + b); la teneur du mutant FI 5, par contre, est voisine (plus 
de 80%) de celle de la souche sauvage. De plus, les d6ficiences des mutants FI 9 

et FI 15 en cytochrome c-553 lid (dont ils ne pr6sentent que des traces), d6ja consta- 
t6es ant6rieurement, sont confirm6es; la teneur du mutant FI 5 en ce cytochrome 
repr6sente environ les deux tiers de celle de la souche sauvage (0.20 mole/100 moles 
de chlorophylles a + b). 

Des particules chlorop~/astiques, de type enrichies en syst~me photochimique 
I, sont pr6par6es h partir d6s quatre souches et sont 6tudi6es. Celles d6s mutants 
FI 9 et FI 15 renferment environ 2 et celles de la souche sauvage environ 3 moles 
de P700/100 moles de chlorophylles a + b. Mais, par ailleurs, les particules du mutant 
FI 5 ne pr6sentent aucune des caract6ristiques spectroscopiques du P700, ni aucune 
activit6 de photooxydation de cytochrome c; leur rapport chlorophylle a/chlorophylle 
bes t  deux fois plus faible et leur rapport prot6ines globales/chlorophylles a + b  est 
environ 8 fois plus 61ev6, que dans le cas des particules de souche sauvage. Ce mutant 
FI 5 est donc vraisemblablement d6pourvu de P700. 
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