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S U M M A R Y  

Lifetime and yield of  chlorophyll fluorescence in vivo: Their relationship in different 
models of photosynthetic units 

We have used phase fluorimetry to measure the relation between fluorescence 
lifetime (z) and yield (q)) of  chlorophyll during the induction phase of photosynthesis 
in isolated chloroplasts and in vivo. This relationship is usually non-linear, curving 
slightly toward negative values of  z, and does not extrapolate to zero. In the discussion 
we examine the conditions which might give rise to curvature and a non-zero inter- 
cept. A model of  connected photosynthetic units, characterized by an intersystem 
frequency of energy exchange, T, can account for the concavity of the experimental 
curves when 0.6 ~< T ~< 1 ns-1. 

Two hypotheses are suggested to account for the non-zero intercept: the occur- 
rence of sensitized fluorescence emission, or the existence in the initial fluorescence 
of a constant fraction independent of  System II. 

R E S U M E  

On mesure par fluorim6trie de phase la relation entre la dur6e de vie (Q et le 
rendement (q~) de la fluorescence de la chlorophylle in vivo, pendant la phase d'induc- 
tion. Cette relation s'6carte le plus souvent de la stricte lin6arit6 et on peut la caract6ri- 
set par la non-extrapolation ~. z6ro et l'existence d'une 16g~re incurvation tourn6e 
vers les z n6gatifs. On examine dans la discussion les situations qui procurent une or- 
donn6e positive et la signification de l'incurvation. Un module d'unit6s connect6es, 
que l 'on caract6rise par le param6tre T d'6change d'6nergie entre les unit6s, fournit 
une bonne approximation de la concavit6 des courbes exp6rimentales pour 0.6 ~< T ~< 
1 ns -1. Deux types d'explications sont avanc6es pour rendre compte de l 'ordonn6e 
l'origine: l 'intervention d'une 6mission de fluorescence sensibilis6e ou l'existence 
darts la fluorescence initiale d'une fraction constante sans rapport  avec le Syst6me II. 

Abr6viat ion:  D C M U :  3-(3,4-dichloroph6nol)- l , l -dim6thylur6e.  
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INTRODUCTION 

La structure remarquable de l'appareil pigmentaire des algues et des v6g6taux 
sup6rieurs est ~t l'origine de leur excellente efficacit6 de collection lumineuse et de leur 
rendement quantique 61ev6:300 mol6cules de chlorophylle environ coop~rent ~t la 
collection des quanta de lumi~re pour alimenter une mol6cule de chlorophylle particu- 
li~re (le centre photochimique) oh s'effectue la conversion d'6nergie. 

L'unit6 photosynth6tique correspond-elle ~ une entit6 morphologique ou 
n"a-t-elle qu'une signification statistique? Aucune r6ponse d6finitive n'a pu ~tre don- 
n6e 5. ce jour; cependant des faits exp6rimentaux bien 6tablis montrent qu'en tout 
6tat de cause, l'6nergie d'excitation peut ~tre transf~r6e entre les unit6s. 

Les premi6res mesures simultandes de la dur6e de vie et du rendement de fluores- 
cence ont 6t6 faites par Tumerman et al. [1, 2] ~t l'aide d'un fluorim&re de phase 
modulant h 13.5 MHz. Ils concluaient fi la constance du rapport z/~b ~ quelques pour 
cent prbs. Cette propri6t6 correspond ~t une situation de "quenching dynamique" 
qui s'interpr~te ais6ment dans le cas d'unit6s du type statistique. La m~me conclusion 
est reprise par Briantais et al. [3, 4], qui ont r6p6t6 le m~me genre d'exp6riences ~t 
l'aide d'une source laser He-Ne modul6e ~ la frdquence de 102.207 MHz. Leurs 
r6sultats conduisent aussi ~ une proportionnalit6 de z et de • avec une incertitude 
d'environ 0.1 ns. 

Cette r6ponse simple ne manquait pas de poser quelques probl6mes, car la 
connaissance que nous avons de l'appareil photosynth6tique sugg6re de nombreuses 
h~t6rog6n6it6s parmi lesquelles on peut citer: (1) l'existence de deux syst~mes photo- 
synth6tiques, dont le Syst~me I certainement trSs peu fluorescent, (2) l'existence d'une 
fluorescence variable et d'une fluorescence constante; une partie de cette derniSre 
6tant peut-Stre attribuable h une fraction chlorophyllienne sans r61e actif ou au 
Syst~me I, (3) l'existence, dans la fluorescence variable d'une phase photochimique 
suivie d'une phase thermique, (4) les diff6rences spectrales, faibles mais d6celables, 
entre fluorescence constante et variable, Lavorel, [5], (5) l'existence de plusieurs 
types de pigments parmi lesquels les carot6noides et la chlorophylle b sensibilisent la 
chlorophylle a, etc. 

I1 ~tait donc pr6visible que ces h6t6rog~n6it6s apparaissent d'une fa~on ou 
d'une autre dans la relation entre la dur6e de vie de fluorescence et son rendement, 
pourvu que l 'on ait une sensibilit6 suffisante pour les r6v61er. Un fluorim~tre de phase 
a 6t6 construit dans cette intention. La souplesse d'emploi de la m6thode permet de 
suivre l'6volution simultan6e des deux param&res ~et  cb lorsqu'elle est suffisamment 
lente, mais les r6sultats ne sont ais6ment interpr&ables que lorsqu'on est en pr6sence 
d'une seule composante de la fluorescence. La dur6e de vie apparente est une moyenne 
d~s qu'il s'agit de plusieurs 6missions et la signification des mesures est fortement 
tributaire des hypoth6ses de fonctionnement que l 'on fait sur le syst6me 6tudi6. I1 
est donc n6cessaire d'examiner lors de la discussion des r6sultats quelques cas simples 
parmi les hypoth6ses que l 'on peut faire. 

MATERIEL ET METHODES 

FluorimOtrie de phase 
Cette m6thode, qui repose sur l'examen simultan6 de l'amplitude et du d6pha- 
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sage ~ de la fluorescence lorsqu'elle est excit6e par une source lumineuse modul6e, 
a 6t6 d6crite par Tumerman [6]. Rappelons que si la fr6quence de modulation est ~, 
on doit avoir: 

tg ~ = 2nvr 

cos ~ = (1 +(27rw)2) -~ 

cos ~0 est le facteur d'amortissement de la fluorescence. Pour que ~ soit accessible ~t la 
mesure il est n4cessaire que T = ~-1 soit du m~me ordre de grandeur que ~. 
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Fig. 1. Sch4ma synoptique du montage. 

La Fig. ! montre le sch6ma synoptique du montage. Une lampe ~t arc dans le 
x6non (Osram, type XBO-900 W) est la source lumineuse. Deux lentilles LI et L2 et un 
diaphragme D forment le faisceau lumineux traversant l'unit6 de modulation M; 
cette derni~re est une cellule ~ effet Pockels (Baird-Atomic, type JX-1). L'ensemble 
est contenu dans un boitier m6tallique qui limite le rayonnement parasite et qui per- 
met d'ajuster la position du cristal par rapport  au faisceau lumineux. Le filtre optique 
F 3 (Corning 4.96) d6termine la bande d'excitation. La curve de mesures est de section 
carr6e (2 m m × 2  mm) et deux guides optiques (Sovis, d = 6 mm, L = 15 cm) 
permettent l 'observation sym6trique de la fluorescence sous un grand angle solide. 
Entre le photomultiplicateur et les guides un charriot mobile permet d'interposer 
soit le filtre Ff d'observation de la fluorescence (Corning 20.30 C.S. 2-64) soit le 
filtre F d identique h F 3 pour observer la diffusion. F d et Ff sont choisis pour que super- 
pos6s ils r6alisent une extinction totale, lls n 'ont  pas de fluorescence propre d6celable. 
Une commande pneumatique d6place le charriot mobile h la fr6quence voulue pour 
observer alternativement et darts les m~mes conditions les signaux de fluorescence 
ou de diffusion. Le mouvement des filtres neutres Fx et F2 est coupl6 avec celui de Ff 
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et F d pour que les intensit6s de fluorescence ou de diffusion soient toujours compara- 
bles. Le photomultiplicateur employ6 (La Radiotechnique, type 56 TVP) est mont6 
cathode ~t la masse; le c~blage du pont diviseur est inspir6 de la notice du constructeur 
pour un usage en forts courants et les derniers 6tages sont stabilis6s par des diodes 
Zener. La source de frdquence Emest un radio-6metteur (Baird-Atomic, type Valiant 
II). L'alimentation du modulateur se fait au moyen d'un transformateur 616vateur 
de tension dont le blindage a 6t6 particuli~rement soign6 en vue d'~liminer le fort 
rayonnement 616ctromagn6tique que la haute tension occasionne. Un signal de r6f6- 
rence R e s t  pr61ev6 par couplage capacitif au voisinage du transformateur et sert ~. la 
comparaison des phases des signaux Fr de fluorescence et Fa de diffusion de sorte que: 

= ~b(Ff, R ) - f f ( F d ,  R) 

Un phasem~tre-voltm&re (Hewlett-Packard, type 8405A) effectue cette comparaison 
et mesure au m~me temps l'intensit6 de la composante alternative. L'ensemble des 
exp6riences que nous d6crivons ont 6t6 r6alis6es ~. la fr6quence fixe de 7.25 MHz 
pour laquelle rangle ~b correspondant h 1 ns est 2.6 degr6s, par cons6quent, tant que 
z < 4 ns la lin6arit6 de la r6ponse est assur6e et ramort issement n6gligeable. 

Signalons enfin deux types d'erreurs syst6matiques. La premiere provient du 
non-achromatisme du photomultiplicateur et d6pend de la diff6rence de longueurs 
d'ondes e n t r e  Ff et Fa; on restime h 0.17 ns dans nos conditions exp6rimentales en 
mesurant le d6phasage entre les bandes transmises par Ff et Fo lorsqu'on observe 
un mSme faisceau de lumi~re blanche. La seconde provient de rensemble du circuit 
61ectronique, dont la phase mesur6e d6pend de l 'amplitude du signal. L'artefact n'est 
jamais sup6rieur ~i 0.09 ns et on en tient compte en apportant  une correction propor- 
tionnelle/l (Ff--Fd). 

FluorimOtrie d' Ocoulement 
La technique d6crite par Lavorel [7], permet d'utiliser un faisceau lumineux 

d'intensit6 importante tout en lui conservant un caract~re analytique. Cette possibilit6 
est d 'un pr6cieux secours car des signaux d'amplitude importante sont n6cessaires 
pour une bonne d6termination de la phase. Les diff6rents niveaux de rendement de 
fluorescence sont obtenus en faisant varier rintensit6 de la pr6illumination actinique 
suivant le protocole suivant: 

I I I I ) t 
1111111111 IIII111111 II1111t111 

A B C D 

A-B: zone de pr6illumination actinique, 10 ms; B-C: zone d'obscurit6, 1 ms; C-D:  
zone de mesure, 1 ms. 

La vitesse de r6coulement est constante (10 mils). En absence d'inhibiteur, le rende- 
ment de fluorescence atteint au point B e s t  voisin du maximum, pendant BC il 
diminue nettement de sorte que le niveau analys6 en CD est M ,~ 0,75 P* (Fig. 2A). 
L'intensit6 du faisceau analytique doit &re au moins 6gale 5. une valeur minimum 

* On adopte ici la terminologie de Lavorel [7]. O, Pet S d6signent respectivement les niveaux 
de rendement de fluorescence initial (apr~s adaptation ~t robscurit~), le maximum atteint au cours de 
la phase d'induction et le niveau stationnaire obtenu apr~s quelques minutes d'exposition ~. la lumi6re. 
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au-dessous de laquelle les mesures deft sont trop impr6cises; mais la vitesse d'6coulement 
est alors insuffasante et le faisceau d'analyse produit un 16ger effet actinique. Le niveau 
initial d6tect6 est alors, en l'absence de pr6illumination, O' ~ 1 . 2 0  (cas des Figs 2A 
et 2D). Nos mesures sont donc int6gr6es sur un intervalle Aq~ de rendement - mais ce 
fait demeure sans cons6quences si la caract6ristique T f(q0 est bien approch6e par 
une droite dans cet intervalle, et si Acb n'est pas trop grand - ce qui est toujours le 
cas m6me en pr6sence de 3-(3,4-dichlorophenyl)-l,l-dim6thylur6e (DCMU).  

Materiel biolo#ique 
Chlorella pyrenoidosa Chick souche Emerson. Cultiv6e en milieu Tamiya 

modif6e, pH 5.4 ~t 23 °C. L'intensit6 lumineuse des cultures est de 6000 lux. Les 
algues sont r6colt6es journellement et sont utilis6es dans leur milieu, dilu6es ~. des 
concentrations de chlorophylle allant de 20 b. 50/~g/ml. 

Chloroplastes d'Opinards. Les chloroplastes sont pr6par6s suivant la m6thode 
d'Avron [8] et conserv6s congel6s h 50 ~o de glyc6rol, 50 % de milieu Tris-mal6ate- 
saccharose, ft. la temp6rature de l'azote liquide (77 °K). D6congel6s, ils sont centri- 
fug6s d'abord 2 min h 2 0 0 × 9  pour 61iminer les plus gros d6bris puis ~t 2 0 0 0 × 9  
pendant 10 min. lls sont utilis6s ~. des concentrations de chlorophylle variables allant 
de 20 ~ 50/~g/ml. 

R E S U L T A T S  

Ils sont pr6sent6s sous forme de diagramme sur la Fig. 2, o~ les abscisses r6pr6- 

o • 
o 

° 

o 
o 

o °  

6 ~ . 

o o  

o °  

o 

6, 

o 

o /.. o° .o~ 
o 

o 

o 

o .  o ~  
oo 

o 

o ° °  
° ~ ~q 

° . M  
? • 

o. 

ooP D 

u i i i - - -  
2 n 4 • ,6, 

Fig. 2. Relat ion r = f(q~). Les diff6rentes courbes (A),  (B), (C) et (D)  ont 6t6 d6cal6es parall61ement 
~t l'axe des 7, pour plus de clart6. O ,  phase O - P  sans inhibiteur; IS], phase P - S  sans inhibiteur; O ,  
phase O - P e n  pr6sence de D C M U  2 • 10 - s  M. (A), (B) chlorelles. (C) et (D)  chloroplastes d'6pinard. 
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sentent les rendements de fluorescence exprim6s par rapport ~t l'6tat 0 de r6f6rence 
pris comme unit6; les ordonn6es repr6sentent la dur6e de vie en ns. 

Algues normales et chloroplastes 
Ces deux types de mat6riel ne pr6sentent pas de diff6rences sensibles dans le 

cadre de nos mesures et sont par cons6quent d6crits ensemble. Plusieurs remarques 
peuvent ~tre faites: De O' ~t M la courbe est monotone et croissante; une faible in- 
curvation dirig6e vers les z n6gatifs apparak le plus souvent et jamais la courbure inverse 
n'est observ6e. Si on assimile les courbes ~. des droites celles-ci pr6sentent une ordonn6e 
~. l'origine positive variant suivant le cas de 0 ~t 0.25 ns. Avec des chloroplastes de 
laitue 6tiol6s ou avec du mat6riel en cours de verdissement l'ordonn6e ~ l'origine peut 
atteindre 0.7 ns; les r6sultats concernant ce mat6riel seront d6crits dans une prochaine 
publication. On essaiera donc dans la discussion de rendre compte de cette ordonn6e 

l'origine. Enfin la phase P - S  a 6t6 observ6e dans un cas o~t son amplitude 6tait 
importante (Fig. 2B) et la portion du plan (-~, ~ )  d6crite semble ~tre la mfime que 
celle obtenue pendant la phase O-P. 

Alyues et chloroplastes inhibds par le DCMU 2" 10 -5 M 
Le DCMU bloque la r6oxydation de Q-  en emp~chant le transfert d'61ectrons 

entre Q et A; dans ces conditions la pr6illumination permet d'atteindre P e t  d'analyser 
ce m6me niveau apr~s la milliseconde d'obscurit6, comme on le voit dans la Fig. 2. 
On remarque que l'aspect g6n6ral des courbes est comparable h celui du t6moin 
(m~me type d'incurvation). I1 est important de remarquer que dans la plupart des 
cas les deux courbes sont distinctes; la courbe obtenue en pr6sence de DCMU se 
situe syst6matiquement au-dessus de celle du t6moin. 11 s'agit donc d'une modifica- 
tion autre que celle bloquant simplement la r6oxydation de Q. 

DISCUSSION 

Nous nous restreignons dans cette partie h discuter deux points qui nous parais- 
sent essentiels: L'incurvation de la caract6ristique z = f(~)  et la signification d'une 
ordonn6e b. l'origine positive. Dans ce qui suit nous employons le terme d'exciton 
pour d6signer des excitons localis6s, bien qu'aucune preuve d6cisive n'existe contre 
l'hypoth~se d'excitons d61ocalis6s. 

UnitOs statistiques et quenching dynamique 
Rappelons que pour le module statistique, les excitons migrent dans la masse 

de chlorophylle collectrice et disparaisent d'une part par r~actions "monomol6cu- 
laires" (fluorescence, conversion interne), d'autre part par r6action "bimol6culaires" 
(capture de l'exciton par un centre ouvert). Les centres fonctionnent par "tout  ou 
rien": ouverts ils sont pi6ges; ferm6s ils se comportent comme des mol6cules de chloro- 
phylle normales. Cette 6criture suppose le caract6re non limitant de la diffusion des 
excitons et n6glige l'effet "ilots" qui doit d6couler de la fixit6 des pi6ges, d 'un pi6geage 
efficace et du transfert d'excitation au premier voisin [9]. La forme de la courbe 
d'induction correspondant/t  un tel syst6me est sigmoide et d6coule de la loi "bimol6- 
culaire" d'interaction exciton pi6ge [10]. 

Apr6s un flash faible et tr~s court, la vitesse de disparition des excitons ob6it 
~t l'6quation: 
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e, concentrat ion des excitons ~t l ' instant t; z ' - 1 ,  somme des vitesses de d6sactivation 
monomol6culaires;  a ---- constante de vitesse de la r6action "bimol6culaire";  Q = con- 
centration des centres ouverts (tr~s faible par rapport  ~. la chlorophylle). 

L'intensit6 de fluorescence s'6crit: 

F(t)  = ~o e-t/~ 
TO 

ro = dur6e de vie naturelle 

e o = concentra t ion des excitons au temps t = 0 

T'  

z - - dur~e de vie 
(1 + aT'Q) 

Le rendement de fluorescence a pour  expression: 

"C 
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C'est  exactement le sch6ma d 'un  quenching dynamique.  La caract6ristique 
T --  T o • 4~ est une droite passant par l'origine. Toute modification des propri6t6s de 
quenching se traduit  de faqon homogbne s u r r  et sur cb, sans changement  de pente. 

Pour  rendre compte des deux premiers r6sultats: concavit6 n6gative et non 
extrapolation h zero, il nous faut faire des hypothbses suppl6mentaires. L 'ambiguit6 
de nos mesures provient du fait que tout  le spectre de fluorescence est pris en compte.  
lnd6pendamment  de ce fair, une h6t6rog6n6it6 des 6metteurs de fluorescence est tr6s 
probable.  Lavorel  [11 ] appliquant  h la marche des excitons dans le cont inuum chloro- 
phyllien le sch6ma de la diffusion montrai t  que dans ce cas le d6clin de fluorescence 
cesse d'fitre exponentiel. Ce m~me auteur, simulant par la m&hode  de Monte Carlo, 
un mod6le d'unit6s photosynth6tiques connect6es [12] obtient des courbes de d6clin 
essentiellement biphasiques. Nous  pouvons donc fitre en pr6sence d 'un  m61ange 
d'6missions, soit de part  le manque de r6solution spectrale de notre analyse, soit 
inh6rent fi la structure mfime de l 'appareil photosynth6tique. 

Le m61ange de deux 6missions ind6pendantes [1 ] correspondant  ~ une loi de 
d6clin de la forme: 

F(t)  = F1 e -t/~' + F2 e-t/~2 

conduit,  en fluorim6trie de phase, / l  un signal d 'ampli tude:  

cb = f , + f 2 ,  fl  = F i T i  ( i  = 1,2)  (1) 

et dont  la phase correspond ~. une dur6e de vie apparente:  

f l T l + f 2 r 2  - (2) 
f ~ + / 2  
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Diff6rents cas peuvent  &re envisag6s; nous nous sommes b o r n &  h t ra i ter  
ceux don t  la difficult6 d 'express ion  math6mat ique  6tait  la moins  grande.  

Unitks s~parOes 
Dans  ce mod61e on suppose  qu ' i l  n 'y  a pas d '6change d 'dnergie  entre les diff6- 

rentes unit6s photosynth6t iques .  Suivant  l '&at  d ' oxydor6duc t ion  du centre photoch imi-  
que on peut  d6finir deux 6tats de rendement :  (1) centre couver t :  6mission caract6ris6e 
par  ( f l ,  z~), (Eta t  1 ) ( 2 ) c e n t r e  ferm6: 6mission caract6ris6e par  (f2, z2), (Etat  2). Si c~ 
ddsigne la p ropo r t i on  d 'unit6s dans l 'E ta t  1, nous ob tenons  au moyen  des Rela t ions  
l e t 2 :  

f2 172 - f l  zl  fl  f2(T2--'Cl) 
¢ = ~ f l + ( 1 - ~ ) f z  et z -  

f 2 - - f ,  ( f 2 - -  f l )  q~ 

C'est  une branche  d 'hype rbo le  6quilat~re don t  l ' incurva t ion  est bien n6gative (Fig. 3, 
cas T = 0) mais beaucoup  plus marqu6e que celle sont  on voulai t  rendre compte.  
Ce module condui t  sur  le p lan  cin&ique ~t une induct ion  de fluorescence dont  la forme 
n 'est  pas sigmoide,  mais exponentielle*.  

C 

T=O 

0.! 

Fig. 3. Courbes th6oriques obtenues pour rl ~ 0.4 ns, r2 = 1.6 ns. Effet d'une variation de T. 

UnitOs connectOes 
Entre  les deux cas extr6mes des uni t& stat is t iques et des uni t& s6par6es on 

peut  d6finir un mod61e interm6diaire  dans  lequel l ' exci ton peut  visiter plusieurs unit6s 
dist inctes pendan t  sa dur6e de vie. Une fa~on simple de tenir  compte  de cette possibil i-  
t6 est de d6finir pour  une unit6 dans un 6tat donn6, une fr6quence Ti caract6risant  la 

* De nombreux auteurs [13] ont interpr6t6 la forme sigmoide de l'induction de fluorescence 
comme une preuve de l'6change d'6nergie entre les unit6s photosynth6tiques. Une induction de forme 
exponentielle devrait ~tre associ6e ~. des unit6s compl~tement s6par6es et par cons6quent la relation 
z = f(~) correspondante devrait avoir la forme d'hyperbole 6quilat~re d6crite dans ce paragraphe. 
Des exp6riences pr61iminaires avec un mat6riel pr6sentant une induction exponentielle ne montrent 
pas cependant un tel type de relation entre r et q~. 
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vitesse de disparition des excitons par transfert aux autres unit6s. L'evolution du 
systbme aprbs un flash faible et tr6s court se traduit par les 6quations suivantes: 

1 
8, = - -- e, - T 1 el + [ctTl e, + (I - :t)T 2 e2] T 1 

1 
82 - -  - - -  e2 - T2 e2 + [ a T ,  e ,  + (1 - ~)T2 e2] (4) T 2 
e =[~e,  + ( l - ~ ) e z ] N  

el, concentration d'excitons dans une unit6 de type i (i = 1 ou 2); N, nombre d'unit6s 
total du systame; Ti, constante de vitesse de fuite pour une unit6 de type i. Si le trans- 
fert d'6nergie ne fait intervenir que les propri6t6s des mol6cules de chlorophylle 
collectrice, on peut supposer T 1 ~ T z ~ T, par contre T 1 et T 2 pourront 8tre diff6- 
rents si le centre photochimique intervient dans les transferts. Dans l'Expression 4 
le terme [ T l ~ e l  +Tz(1--~)e2] d6signe le hombre moyen d'excitons rentrant dans une 
unit6 quelconque ~ l'instant t. Cette 6criture suppose une r6partition homog~ne des 
excitons transfar6s de toutes les unit6s et n6glige par cons6quent l'effet ilots [12]. 
L'Annexe 1 d6taille le calcul permettant d'obtenir ~t partir de l'Expression 4 la loi de 
d6clin de la fluorescence du syst~me consid6r6. La Fig. 3 montre les courbes obtenues 
pour diff6rentes valeurs de T (nous avons pris, pour simplifier, T1 T z = T) lorsqu' 
on fixe l'6tat initial z~ 0.4 ns et l'6tat final z 2 = 1.6 ns. La propri6t6 remarquable 
du syst~me d6crit est de fournir toutes les courbures interm6diaires entre l'hyperbole 
6quilatSre (T = 0) et la droite (T >> 1). La Fig. 4 reprend les points exparimentaux 
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T -  0.9(n s) 1 

/ /  , 

i" ° 6 V  j ~ ~ 

T -  0 . 8  

o q~ 
1 2 3 A 

Fig. 4. Ajustement des courbes th~oriques aux points exp~rimentaux pour les courbes (A), (B) et 
(C) de la Fig. 2. 
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de la Fig. 3 (Courbes A, B e t  C en pr6sence de DCMU) et montre la faqon dont on 
peut les approcher par un choix convenable de T. I1 est n6cessaire de signaler que 
l 'approximation doit ~tre moins bonne au voisinage de • ~ 1 (Niveau 0); en effet le 
module thdorique implique des couples (1, Zm~,) et (¢ ...... rm~x) situds sur une droite 
passant par z6ro, ce qui n'est certainement pas toujours le cas. Ce point sera discut6 
plus loin (addition d'une composante constante). 

Ordonn~e ~ l'origine et fluorescence sensibilisOe 
L'existence de pigments accessoires (carotenoides et chlorophylle b sensibili- 

sant la chlorophylle a n6cessite l'examen de la relation r = f(q~) dans le cas de la 
participation de fluorescence sensibilis6e. Lorsque deux pigments (esp~ce A et esp6ce B) 
peuvent 6changer par transfert d'excitation leur 6nergie 61ectromagn6tique, on peut 
6crire les relations suivantes: 

a A + hVk ~ A* absorption de A 

b A* --* A + hV'A fluorescence de A 

c A * + B  ~ B * + A  transfert h6t6rog~ne 

d B + hva --* B* absorption de B 

e B* ~ B+hv'a fluorescence de B 

D'apr~s les Stapes suivies avant d'etre r66mis par fluorescence, on peut classer les 
excitons en trois families: ceux qui proviennent de a + b ,  de d + e  et de aq-c+e .  
Pour ces derniers, il est n6cessaire de calculer leur dur6e de vie apparente et leur 
rendement mesur6s par fluorim6trie de phase. L'Annexe II d6veloppe le calcul qui 
aboutit ~t %tT)=_ .CA_~._ZB" ,.CA et z s sont les temps de s6jour moyens de l'excitation 
respectivement sur les pigments A ou B. 

Supposons que le quenching photochimique ait lieu sur le pigment B, par 
example, et, pour simplifier, que le pigment A ne fluoresce pas (ce peut ~tre le cas 
des carot6noides transf6rant leur 6nergie 5_ la chlorophylle du Syst6me If); la fluores- 
cence totale peut alors ~tre consid6r6e comme la superposition de deux 6missions 
caract6ris6es par: (ea o ~B, ZB), absorption directe et fluorescence de B, e t  (/36 0 t~Tt~B ' ,t- A -2_ 
ZB), transfert A --. B, puis fluorescence de B. SA ° et e8 ° sont les concentrations initiales 
d'excitons respectivement sur les pigments A et B. I1 est facile de voir, comme le 
montre l'Annexe II, que la superposition de ces deux 6missions conduit/t une caract6- 
ristique z = f(4~) qui se d6duit de zB ~ f(~)  par une translation parall~le/t l'axe des r, 
dans le sens des z positifs et d'une valeur %" A eA 0 t~T/(SA 0 t~T-I-/~B0 ). 

On aurait pu obtenir un r6sultat du m~me type en supposant que le quenching 
photochimique a lieu sur le pigment A et que le pigment B a une absorption propre 
ndgligeable (ce pourrait ~tre le cas d'un pigment minoritaire dans le Sn, recevant 
l'6nergie d'excitation de la chlorophylle collectrice et donc en comp6tition avec les 
centres photochimiques). 

Dans les deux situations d6crites ci-dessus, l 'ordonn6e/t l'origine de la relation 
= f(q~) peut s'expliquer ind6pendamment de la signification de l'incurvation et 

serait li6e au temps de s6jour de l'excitation sur un pigment accessoire. On devrait donc 
avoir une d6pendance de l'ordonn6e /t l'origine par rapport /t la longueur d'onde 
d'excitation dans un cas, par rapport /~ la longueur d'onde d'analyse dans l'autre. 
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Les essais pr61iminaires que nous avons effectu6s ne font pas apparaitre de telles 
d6pendances. Le cas g6n6ral o~t les r6actions a, b, c, d, et e auraient toutes lieu se 
d6duit des cas trait6s par l 'addition d'une composante constante dont l'effet peut 
~tre diff6rent suivant l'6mission ~ laquelle il se superpose. 

Addition d'une composante constante 
Lorsqu'on se propose de d6composer la fluorescence en plusieurs 6missions 

distinctes, une hypoth6se naturelle est de supposer qu'une partie de la fluorescence 
constante provient de pigments non fonctionnels ou du Syst~me 1, de sorte que le 
z6ro r661 de la fluorescence du Syst6me II soit voisin du niveau 0; la compl6mentarit6 
des variations de la fluorescence et de la photochimie serait ainsi mieux satisfaite. 

Si l 'on envisage de superposer ~t une composante qui suit la loi du quenching 
dynamique (relation "L" 2 = f(qb2) lin6aire) une composante constante (q~j, r l) ,  
les Relations 1 et 2 nous conduisent fi: 

= r o ~ - 2 r o ' / ' l  + ~ -  (rl +ro¢ '1)  

La concavit6 de la courbe d6finie par cette relation est positive puisque d2r/d~ 2 ~> 0, 
ce qui n'est jamais observ6 exp6rimentalement. 

11 est par contre possible, lorsque la courbe exp6rimentale pr6sente une ordon- 
n6e ~i l'origine non nulle -ce qui est le plus souvent le cas- de la d6composer en une 
6mission v6rifiant le Syst~me 4 et en une fluorescence "mor te"  d'amplitude fro. A 
chaque valeur de fro on peut associer une valeur de z met de T telles que la superposi- 
tion des deux 6missions corresponde fi la courbe exp6rimentale. Lorsquefm augmente, 
T diminue, de sorte que la relation, z = f(4~) correspondant au seul Syst6me I!  pour- 
rait &re moins lin6aire qu'il n 'apparait ,  lorsqu'elle se superpose fi une fluorescence 
constante. 

Nous retenons donc cette possibilit6, associ6e au Syst~me 4 pour expliquer les 
caract6ristiques z = f (~)  dans le cas oh les points correspondant fi Q r6duit ou Q 
oxyd6 ne sont pas sur une droite passant par z6ro. Dans le cas du mat6riel en cours 
de verdissement 6voqu6 dans un paragraphe pr6c6dent, il faudrait supposer que la 
plus part  de la fluorescence initiale est de la fluorescence constante 6trang~re au Sys- 
t6me II, pour que la courbe z f (~)  qui lui corresponde pr6sente une incurvation 
maximum. La faible valeur de T qui en r6sulte est alors en bon accord avec la forme 
des cin6tiques d'induction. 

D'une faqon g6n6rale, la corr61ation des relations ~ = f(~b) et de la cin6tique, 
d'induction de fluorescence devrait permettre de calculer fro, Zm et T, sous les hypo- 
th6ses du Syst6me 4 et de l'existence d'une fluorescence constante ind6pendante du 
SIl . 

CONCLUSION 

Nous avons montr6 que l 'incurvation observ6e pour la relation z ~ f(q~) 
pouvait signifier une restriction ~ la libre circulation de l'excitation entre les unit6s 
photosynth6tiques. G. Paillotin (r6sultats non publi6) confirme nos r6sultats en 
6tablissant l'expression suivante sous des hypotheses trbs g6n6rales: 
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z = Zo#( l+,9(p)) ;  8(p) = \ \ ~ p ~ - ]  / (7) 

Cette &riture suppose la division de l 'appareil photosynth~tique en domaines identi- 
ques poss6dant n'&ats distincts de rendement de fluorescence <p> = valeur moyenne 
d e p  = #. 

La Relation 7 a l 'avantage de relier explicitement l ' incurvation de la relation 
1- = f(4,) ~ la variance~9(p) du syst~me qui est nulle en O et Pe t  maximum pour une valeur 
interm~diaire. L'applatissement des courbes que nous constatons lorsqu'on introduit 
le param&re T d'~change d'6nergie entre les unit& s'interpr&e ais6ment clans cette 
optique: il signifie la r6percussion sur tout le syst~me des variations locales des pro- 
pri6t6s, ce qui correspond bien h une diminution de la variance. 

En ce qui concerne l'ordonn6e/~ l'origine, la correlation des cin&iques d'induc- 
tion de fluorescence et de la relation 1- = f(q0 devrait nous permettre de choisir entre 
les hypotheses avanc&s. 

A N N E X E I  

1 
41 = - -  - -  e l  - -  T1 e l  -4 - ( t~Tl  81 +(1 -~)T2e2)  

"C 1 

1 

T2 

e = N( e, 

posons 

(4) 

A t = 
1 

B t = e o ( l - A t )  

e 

~0 

= N(Eo~A 1 + (1 - -  :t)A2Je -`/~' + [~B t + (1 - ~x)B2]e-tlv:) 

1 ! 

l" 1 l" 2 

le Syst~me 4 a pour solution g6n6rale: 

"~i ~ A i e - t / V t  + B i  e - t / v 2  

( 'i ( ' )  At "'-71 Bt 
A 2 = - ; B 2  - 

(1 - a ) T 2  (1 - a ) T  2 

Les l[vi sont les racines du polynome caract6ristiques de l 'Expression 4. Les conditions 
initiales sont: t = 0, el = eo d 'oh l 'on tire 
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La loi de d6clin 
sent alors z et ~b. 

de la fluorescence est: F e/to. Les Relations 1 et 2 fournis- 

A N N E X E  1I 

(1) Si eA et eB sont respect ivement les concentrat ions des excitons sur les pig- 
ments  A et B, la vitesse de dispari t ion sur B des excitons transf6r6s de A s'6crit: 

1 
eB = -- - -  eB + TeA (5) 

"c B 

e ,  eA°e -t/~*. eA °, concentra t ion initiale d 'excitons sur A; 1/ZA, somme des con- 
stantes de vitesses de dispari t ion des excitons sur A. L' int6gration de la Relat ion 5 en 
prenant  eB(0) = 0 h t = 0 fournit  

eO ZA ~'B T 
e B - -  [ e - t I , A _ e - t / r a ]  

~'A --  27B 

d'ofa la loi de d6clin de la fluorescence sensibilis6e. 

FB -- e° ZA T ~B[e - ' / ' n  -- e - ' / ' " ]  (6) 
T A --  T B 

~B, rendement  quant ique de la fluorescence de B. L 'ampl i tude  du signal d6tect6 par  
fluorim6trie de phasefR se d6duit appl iquant  "5. la Relat ion 6 les Relations 1 et 2. 

f i  T) = e ° ZA T~B = e ° ¢bT q~B 

tPT, rendement  quant ique du transfert.  La dur6e de vie apparan te  d6tect6e par  fluori- 
m6trie de phase est: 

T(T) = T A + ~ B  

(2) Si ~t l '6mission d6finie parfB (T), 27B(T) , o n  lui superpose une 6mission ddfinie 
par  (fB = enO~bB, ZB) on obtient  d 'apr~s les Relations 1 et 2: 

A zB + f(~T'Z (T) e O q)v 
"CB --  - -  TB-{-TA 

f . +  f (T)  eo c x + e O  

= + T  + 

B I B L I O G R A P H I E  

l T u m e r m a n ,  L. A. et Sorokin, E. (1967) Mol. Biol. 1, 628-638 
2 Sorokin,  E. M.  et T u m e r m a n ,  L. A. (1971) Mol. Biol. 5, 753-765 
3 Briantais,  J. M., Merkelo,  H. et Govindjee (1972) Photosynthet ica  6, 133-141 
4 Mar ,  T., Govindjee,  Singhal, G. S. et Merkelo,  H. (1972) Biophys. J. 12, 797-808 
5 Lavorel,  J. (1962) Biochim. Biophys.  Acta  60, 510-523 



227 

6 Tumerman, L. A. (1951) J. Phys. 4, t51-166 
7 Lavorel, J. (1959) Plant Physiol. 34, 204-211 
8 Avron, M. (1960) Biochim. Biophys. Acta 40, 257-270 
9 Lavorel, J. et Joliot, P. (1972) Biophys. J. 12, 815-831 

10 Lavergne, J. et Lavorel, J. (1972) J. Chim. Phys. 6, 972-975 
11 Lavorel, J. (1967) J. Chem. Phys. 47, 2235-2240 
12 Lavorel, J. (1973) Physiol. Vgg. 11,681-720 
13 Delosme, R. (1967) Biochim. Biophys. Acta 143, 108-128 


