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SUMMARY 

Heterogeneity of  photoinduced spectral changes near 700 nm observed with chloro- 
phyllous membranes and chlorophyll-protein complexes isolated from different photo- 
synthesizing organisms 

A heterogeneity of photoinduced spectral variations near 700 nm is observed at 
-- 196 °C, by comparison of difference spectra obtained from several materials (two 
blue-green algae, Spirulina and Fremyella; a red alga Porphyridium and a higher plant, 
Nicotiana tabacum). The maximum of complexity is seen with Spirulina chlorophyllous 
membranes where three bands are detected at 718, 705 and 695 nm. These bands are 
recovered in relatively different amounts in two chlorophyll-protein complexes prepar- 
ed after sodium dodecyl sulfate electrophoresis of Spirulina membranes. 

The photoinduced changes near 700 nm with Spirulina membranes are reversi- 
ble and seem to be synchronous and related to the bleaching of  three different pig- 
ments. This spectral diversity for photosensizable pigments is comparable with the 
spectral heterogeneity of the major forms of  the bulk chlorophyll. It is assumed that 
these pigments may play the same functional role. This assumption may be related to a 
possible heterogeneity of  Photosystem I centres recently detected by Breton using 
linear dichroism method (Breton, J. (1977) Biochim. Biophys. Acts 459, 66-70). 

INTRODUCTION" 

Les spectres de diff6rence de l 'absorbance obtenus b. --196 °C, sous l'effet 
d'agents d'oxydo-r6duction ou sous l'effet de la lumi~re sur des fragments de chloro- 
plastes, montrent,  dans la r~gion de la bande rouge de la chlorophylle a differents 

Abr6viations: Asc, acide ascorbique; CP I, complexe chlorophylle-proteine I = "P-700- 
chlorophyll a-protein'; CP II, complexe chlorophylle-prot6ine II = "Light-harvesting chlorophyll 
a/b protein"; FeCy, ferricyanure de potassium; I~E, r6sonance paramagn6tique ~lectronique; SDS, 
dod6cyle sulfate de sodium. 
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signaux. Leur interpr6tation, en termes de changements d'6tat redox de centres photo- 
chimiques, est rendue difficile par la pr6sence de deux types d'artefacts. 

(1) Des variations de rendement de fluorescence de la chlorophylle a, sous 
l'effet des traitements pr6c6dents, se manifestent nettement/t  --196 °C et g~nent les 
mesures de l'absorbance au voisinage du maximum du spectre d'absorption [1 ]. 

(2) Des d6placements de bandes d'absorption peuvent se produire dans la 
chlorophylle antenne [2] et 6tre dus/t  un effet 61ectrochromique [3, 4] provoqu6 par 
une activit6 photochimique. 

I1 existe cependant un fait spectrophotom6trique qui semble incontestable, 
c'est le blanchiement se produisant vers 700 nm sous l'action de la lumi6re ou celle du 
ferricyanure. Ce blanchiement est consid6r6 depuis sa mise en 6vidence et son &ude 
par Kok [5] comme une manifestation de l 'oxydation d'un pigment particulier, le 
/'-700, centre actif du Photosyst6me I. Cette opinion devenue classique a 6t6 renforc6e 
par les r6sultats obtenus en RPE oh un signal, ayant pour param6tres caract6ristiques 
0 = 2.0023 et AH : 7.5 G, est d6tect6 avec des extraits chloroplastiques d'Epinard. 
Ce signal a un potentiel redox de demi-variation comparable/L celui du blanchiement 
optique se produisant vers 700 nm [6]. Katz [7] estime que ce signal de r6sonance 
attribu6 au radical P+-700 peut provenir d'un complexe chlorophylle-HzO-chloro- 
phylle qui n'est viable qu'en milieu fortement hydrophobe. Dans cette hypoth~se, ce 
complexe devrait avoir, in vivo, une caract6ristique spectrale assez pr6cise, peu d6pen- 
dante du mat6riel v6g6tal 6tudi6. Nous avons pens6 qu'une 6tude spectrophoto- 
m6trique pr6cise/t --196 °C de la photooxydation du P-700 6tait n6cessaire pour 
retenir ou non cette hypoth6se. Cette &ude a 6t6 men6e: (1) d'une part sur des mem- 
branes chlorophylliennes extraites d'organismes diff6rents: Deux cyanoschizophytes: 
Spirulina platensis (NORDST) Geitler fournie par l'Institut Franqais du P6trole et 
Fremyella diplosiphon souche no. 7601 de l'algoth6que de l'Institut Pasteur de Paris; 
une Bangiale: Porphyridium sp. Lewin souche No. 637 de l'algoth~que de rUniversit6 
d'Indiana; une plante sup6rieure: Nicotiana tabacum L. var. Wisconsin. (2) d'autre 
part, sur des complexes chlorophylle-prot6ines, isol6s de deux de ces organismes: 
S. platensis et N. tabacum. 

MATERIEL ET METPIODES 

(A) Preparation des extraits membranaires et des complexes chlorophylle- 
protdines. Les extraits membranaires de Porphyridium et de Fremyella sont constitu6s 
par les surnageants 3000 ×0 de suspensions de cellules pr6alablement 6clat6es par 
passage/i la presse de French (1400 bars). Le milieu est, suivant le cas, un tampon 
phosphate de sodium 0.25 M (pH 7) ou un tampon Tris 0.1 M (pH 8.2). Les mem- 
branes chlorophylliennes de Spirulina et de Nicotiana sont isol6es dans un tampon 
Tris 0.1 M (pH 8.2). Elles sont purifi6es sur un gradient de saccharose en vue de 
l'isolement des complexes chlorophylle-prot6ines par 61ectrophor6se sur gel de poly- 
acrylamide en pr6sence de dod6cyle sulfate de sodium [8, 9]. Cette technique permet 
de s6parer, dans le cas des plantes sup6rieures, plusieurs bandes pigment6es dont deux 
complexes chlorophylle-prot6ines le CP I e t  le CP II qui ont respectivement des 
masses mol6culaires de l'ordre de 130 000 et 30 000 [9, 10]. Dans le cas de Spirulina, 

j i ,  

l'electrophor6se sur gel r6v61e 3 bandes de type CP I d6sign6es A, Bet  C dans la Fig. 5. 
(B) Mesures spectrophotomdtriques et irradiation lumineuse. Les mesures de 
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l 'absorbance ~ --196 °C sont faites 5̀  l'aide d'un speetrophotom6tre d~js` d&rit  [10]. 
L'absorbance de l'6chantillon est de 0.6 environ, sous 0.6 mm d'~paisseur, au maxi- 
mum d'absorption. Des contr61es avec une lampe 5̀  tales au Neon assurent une repro- 
ductibilit6 de position en longueur d 'onde de l 'ordre de 0.07 A entre deux spectres 
successifs: Ce point est tr6s important dans le cas de la technique monofaisceau. 

L'irradiation des 6chantillons est r6alis6e de deux mani6res: (1) soit ~ -- 196 °C 
dans la chambre de mesure spectrophotom6trique, sous vide par un tube ~ d6charges 
dans le Xenon. Par 6clair, l'6nergie revue par l'6chantillon est 6gale 5̀  0.42 mJ. La 
dur6e d 'un 6clair est de l 'ordre de 10 -3 s. Dans le cas off la saturation de l'effet 
spectrophotom6Lrique exige des r6p~titions d'6clairs, ces derniers sont donn6s par 
s6ries 5̀  l'int6rieur desquelles leur nombre augmente suivant une progression g6om6tri- 
que. Les temps, entre chaque s6rie, sont de 8 m i n e t  entre deux 6clairs 5̀  l'int6rieur 
d 'une s6rie, de 1 s. (2) soit 5̀  l'ext6rieur de la chambre de mesure, pendant la cong61a- 
tion de l'6chantillon en lumi6re blanche continue et sous atmosph6re normale. La 
lumi6re provient d'une lampe 5̀  arc Philips de type CS I de 450 W, d~livrant au niveau 
de l'6chantillon une 6nergie lumineuse de 20 5  ̀30 mW/cm z. La dur~e de la cong~lation 
est de 1 min environ. 

Un spectre de difference complet est calcul6 de 730 nm 5̀  660 nm entre un 
t6moin 5̀  l'obscurit6 et l'~chantillon irradi~ ou trait~ chimiquement. 

(C) Mesures de RPE. Elles sont r6alis6es 5  ̀20 °C avec un spectrophotom6tre 
Varian. L'irradiation lumineuse de l'~chantillon dans la cavit~ est faite au moyen 
d'une lampe au Xenon X BO de 150 W. L'6nergie revue au niveau de l'6chantillon est 
de 5 mW/cm 2 environ. 

RESULTATS 

(A) Caractdrisation du P-700 dans le complexe CP I de Nicotiana par la spectrophoto- 
m$trie et la RPE 

L~t pr6sence de P-700, avec un coefficient d'enrichissement de 10 environ par 
r6f6rence aux lamelles intactes, a d6js` 6t6 signal6e dans le CP I de v6g6taux vari6s [11 ]. 
Une activit6 photochimique de type Photosyst6me I y a 6t6 aussi mise en 6vidence [12]. 
La Fig. 1 courbe A, repr6sente le spectre de diff6rence 5̀  --196 °C: CP I + A s c  3 mM 
--CP I. Elle indique que le P-700, dont la bande d'absorption est centr6e sur 698 nm, 
se trouve en partie oxyd6 dans le CP I. l_~s spectres de diff6rence CP I + A s c  3 mM 
--CP I + F e C y  2.5 mM obtenus 5̀  20 °C et 5. -- 196 °C sont qualitativement semblables 
(Fig. 1 courbes B eL C). On doit noter que ramplitude de la variation 5̀  698 nm due au 
P-700 est multipli6e par 3 5  ̀-- 196 °C par rapport  5  ̀sa valeur 5  ̀20 °C. I_~ FeCy 2.5 mM 
oxyde compl6tement le P-700 et induit une augmentation relative de l 'absorbance vers 
687 nm (Fig. 1 courbe D). L'oxydation du P-700 par FeCy est bien r6vers6¢ par addi- 
tion d' acide ascorbique. 

La mesure RPE ~ 20 °C confirme nettement l'existence d 'un P-700 partiellement 
oxyd6 dans le CP 1 5  ̀l'obseurit6 (Fig. 2 courbe A 1). Elle r6v61e aussi un signal photo- 
induit, ayant les m~mes caract6ristiques spectrales que celui observ6 5̀  l'obscufit6 (Fig. 
2 courbe A 2). Ce signal r6verse lentement 5̀  l'obscurit6 en l'absence de donneurs 
d'61ectrons (Fig. 2 courbes B2 L et O). Le FeCy induit 5̀  l'obscurit6 un signal de mSme 
amplitude (Fig. 2 courbe A 3) que celui observ6 sans aucune addition 5̀  la lumi6re 
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Fig. 1. Spectres de diff6rence optique obtenus avec le CP I de Nicotiana. Courbe A: (CP I + A s c  
3 m M ) - C P  I ( - 1 9 6  °(2). Courbe B: (CP I + A s c  3 m M ) - ( C P I + F e C y  2,5 raM) (--196 °(2). 
Courbe C: (CP I + Asc 3 raM) -- (CP I + FeCy 2,5 m M) (20 °C). Courbe D: diff&ence entre courbe'oB 
et courbe A. 

Fig. 2. Spectres RPE obtenus h 20 °C avec le CP I de Nicotiana. Les s&ies A e t  B repr6sentent deux 
extraits diff6rents de CP I. S6rie A, 180/*g chlorophylle/ml. S6rie B, 220/*g chlorophylle/ml. Courbe 
A 1 : CP I / t  l 'obscurit6 montrant  un signal de largeur 7,5 G dO h la chlorophylle. Courbe A 2: Echan- 
tillon p r~6den t  illumin6 en lumi~re blanche (E = 5- 10- 3 W/cruZ). Courbe A 3: CP I + FeCy 2,5 mM 
h l 'obscurit6 (O). Courbe A 4: CP I illumin6 en presence de FeCy 2,5 m M  (L). Courbe B 1 : CP I ~t 
l'obscurit6. Courbes B 2: CP I ~t la lumi~:re (L) - -CP I ~t l 'obscurit6 2 rain apr~s la lumi~re (O). 
Courbe B 3: CP I + A s c  1 mM h l'obscurit6 2 min apr/~s la lumi6re (O) montrant  essentiellement an 
signal 6troit 4 G, dO h l'acide ascorbique. Courbes B 4: CP I + A s c  ~t la lumi~re (L) et remis ensuite ~t 
l 'obscurit6 (O). Le signal dft/~ l'acide ascorbique d6crolt lentement, t6moignant d'une consommation 
du r~ducteur dans le milieu. Courbe B 5: l'acide ascorbique est totalement consomm6 (O). Le signal 
r6siduel photoinduit  de largeur 7.5 G est dfl h la chlorophylle. 
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(Fig. 2 courbe A 2). Par ailleurs, le signal observ6 h l'obscurit6 en pr6sence de FeCy 
n'est pas stimul6 par la lumi6re (comparer les courbes A 3 et A 4). 

L'addition d'acide ascorbique seul au milieu fait disparattre le signal P-700 
l'obscurit6 (Fig. 2 courbe B 3). Ce dernier r6apparait h la lumi~re et son amplitude est 
alors environ 1/3 de celle clue r o n  obtient en absence de r6ducteur (Fig. 2 courbe B 
5(L) compar6e ~t B 2 (L)). 

( B) Etude de la photoo xydation par dclairs ?l -- 196 °C du 1)- 700 dans le CP I de Nicotiana 
La Fig. 3 A montre la s6rie des spectres de diff6rence (obscurit6-1umi6re) 

obtenus par l'effet cumulatif des 6clairs sur un 6chantillon pr6alablement r6duit par 
l'acide ascorbique. Un blanchiement progressif se manifeste vers 698 nm et il a un 
caract6re nettement limit6 indiquant la pr6sence de pigments photoactifs en quantit6 
finie. La bande d'absorption est dissym&rique. I1 a 6t6 v6rifi6 que l'amplitude des 
diff6rences d'absorption est stable sur une dur6e de 2 h au moins. Le P-700 photooxyd6 
dans ces conditions correspond ~t la partie irr6versible signal6e par d'autres auteurs 
(voir Ke et al. [13]). La photooxydation du P-700 se produit  d 'une mani6re similaire, 
lorsqu'on remplace l'acide ascorbique par l'hydrosulfite ou lorsqu'on rajoute du 
methylviolog6ne ~t la concentration de 5" 1 0 - 4 M  au milieu. On doit noter que 
l'amplitude de la photooxydation par 6clairs est d'environ 1/3 de celle de la chimioxy- 
dation en pr6sence de FeCy 2.5 mM. La photooxydation totale n'est obtenue qu'en 
irradiant fortement l'6chantillon, ~t rext6rieur de la chambre de mesure, en l'absence 
d'acide ascorbique, pendant la cong61ation. L'irradiation par 6clairs du CP II, sous 
vide, ne donne naissance h aucune variation de l 'absorbance (Fig. 3 courbe B). 
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Fig. 3. Courbe A: spectre de diff6rence optique obtenus ~t --196 °C sur le CP I de Nicotiana, entre 
t~noin obscurit6 (Asc 3 mM) et un 6chantiilon semblable irradi6 par 6clairs. Le nombre d'6clairs 
re¢us est indiqu6 sur chaque courbe. Courbe B: spectre de diff6rence optique obtenu ~t --196 °C sur le 
CP II de Nicotiana entre t6moin obscurit6 (Asc 3 raM) et un 6chantiilon ayant re~u 40 6clairs. Courbe 
C: spectre d'absorption du CP I ~t --196 °C. 
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(C) Comparaison des variations ~ 700 nm photoinduites sur des extraits mem- 
branaires de divers or#anismes chlorophylliens 

L ' i r r ad i a t i on  p a r  (~clairs d ' ex t ra i t s  ch loroplas t iques  de Nicotiana et d ' ex t ra i t s  
membrana i r e s ,  d ' a lgue  et de cyanosch izophytes  mon t r e  une tr~s net te  h~t~rog(~n(~it6 
spect ra le  du  b lanch iement  se p r o d u i s a n t  aux  environs  de 700 n m  (Fig.  4). Les maxi-  
mums  d ' a b s o r p t i o n  se si tuent  h 703 n m  p o u r  Nicotiana (courbe  D) ,  705 n m  p o u r  
Porphyridium (courbe  C) et Spirulina (courbe  B), 708 n m  p o u r  Fremyella (courbe  A) .  
A lo r s  qu ' une  seule bande ,  d ' a spec t  dissym6trique,  est visible ne t tement  sur  Porphyri- 
dium et Nicotiana, on en d is t ingue trois  avec Fremyella et Spirulina. Dans  le cas de 
Spirulina leurs pos i t ions  spectrales  sont  718, 705 et  695 nm. La  c o m p a r a i s o n  des maxi-  
mums  d ' a b s o r p t i o n  du  P-700 du  CP I e t  du  P-700 des membranes  ch loroplas t iques  de 
Nicotiana ind ique  un (~cart de 4 h 5 n m  (Fig.  3 A,  Fig. 4 D) .  
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Fig. 4: Spectres de diff6rence optique b. --196 °C entre t~moin obscurit6 et un 6chantillon ayant re~;u 
un ~clair. Courbe A: membranes chloroph~,lliennes de Fremyella dans un tampon phosphate 0,25 M 
(pH 7)+Asc 3 mM. La d6riv~¢ premiere du spectre d'absorption, incluant un d6placement de 0.5 A 
vers les grandes longueurs d'onde, a 6t6 superpos~e (courbe en croix) au spectre de diff6rence vers 
702 nm. Courbe B: membranes de Spirulina dans un tampon Tris 0.1 M (pI-[ 8.5)+Asc 3 mM. 
Courbe C: membranes de Porphyridium dans un tampon Tris 0,1 M (pI-[ 8.5) +Asc 3 raM. Courbe D: 
membranes de Nicotiana dans un tampon Tris 0,1 M (pH 8.5)+Ase 3 raM. Courbe E: membranes de 
Spirulina dans un tampon Tris 0,1 M (pH 8,5) +FeCy 2.5 raM. Les ,valeurs mum6riques indiq~es 
droite sont donn6es en 10-4 de l'absorbance et repr~entent l'amplitude maximum des variations. 
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Fig. 5. Profils densitom6triques de fractions s6par6es sur gel de polyacrylamide en pr6sence de SDS et 
obtenues/t partir de lamelles de S. platensis. A, Be t  C sont des complexes chlorophylle-prot6ines de 
masse mol6culaire > 100 000; D est une bande migrant en front d'61ectrophor6se tr6s riche en caro- 
t6noides, ainsi qu'en t6moignent les spectres d'absorption h 20 °C r6alis6s in situ sur les gels. 
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Fig. 6. Comparaison des variations photoinduites/l - -196 °C obtenues sur les lamelles de Spirulina et 
les fractions 61ectrophor6tiques A, Be t  C mentionn6es darts la Fig. 5. Courbe T: spectre d'absorption 
/l --196 °C des lamelles. Courbe AB: spectre d'absorption/~ --196 °C des fractions A et B r6unics. 
Courbe t: spectre de diff6rence lamelles, Asc 3 mM --lamvlles irradi6cs par 1 6clair. Courbe ab: 
spectre de diff6rence fraction AB, Asc 3 mM --fraction AB irradi6e par 40 6clairs. Courbe c: spectre 
de diff6rence fraction C, Asc 3 mM --fraction C irradi6¢ par 40 6clairs. Les valeurs num6riques 
indiqu~es/L droite sent donn6es en 10-4 de l'absorbanc¢ et repr6sentent l'amplitude maximum des 
variations. 
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(1)) Sdparation par Oleetrophor~se de fractions chlorophylle-protdine de Spirulina 
Modification des proportions relatives des variations de l'absorbance photo- 

induites ~ 718, 705 et 695 nm. 
Trois bandes A, Be t  C, repr6sentant des complexes chlorophylle-prot6ines de 

masse mol6culaire 61ev6e (t> 100 000) analogues au CP I de plantes sup&ieures sont 
s6par6es sur gel de polyacrylamide, par 61ectrophor6se en pr6sence de SDS (Fig. 5). 
Les spectres d'absorption r6alis6s h 20 °C in situ sur le gel montrent que ces trois 
complexes chlorophylle-prot6ine ne semblent pas pr6senter de diff6rences spectrales 
fondamentales. La bande D, de couleur jaune, migrant en front d'61ectrophor6se est 
essentiellement constitu6e de carot6noides avec des traces de chlorophylle. Les deux 
premi6res bandes tr6s rapproch6es ont 6t6 r6unies lors de l'61ution hors du gel; par 
contre la bande C a ~t~ 61u~e s~par~ment. Les spectres d'absorption h --196 °C, dans 
le rouge, des fractions 61u6es A + B  d'une part et C d'autre part, sont assez similaires 
(sur la Fig. 6, seul le spectre de A + B  est pr6sent6). De la similitude des spectres on 
peut d6duire une composition voisine en formes majeures de chlorophylle a (Fig. 6 
courbe A B). En ce qui concerne les variations photoinduites une diff6rence notable 
entre les deux fractions est observ6e. La fraction A + B  donne un spectre b. large bande 
oil les trois composantes spectrales h 718, 705 et 695 nm ont la m~me importance 
quantitative (Fig. 6 courbe AB). Pour la fraction C, la composante ~ 718 nm est 
pratiquement absente (Fig. 6 courbe C). 

DISCUSSION 

Effieacit~ de la lumi~re lors de la photooxydation du P-700 
La d~termination des niveaux de saturation lumineuse de la photooxydation 

du/ -700 montre une tr6s nette diff6rence d'efficacit6 de la lumi6re h l'6gard des mem- 
branes chlorophylliennes d'une part et des complexes chlorophylle-prot6ine pr6par6s 
par 61ectrophor6se en pr6sence de SDS d'autre part. Dans le cas du CP I de Nicotiana, 
la recherche du mod61e math6matique d6crivant la r6action de photooxydation a 
conduit b. retenir une hypoth6se diff6rente de celle de Satoh et al. [14]. La r6action de 
photooxydation serait la r6sultante de plusieurs reactions d'ordre 1. 

d(Yt -q-Y2 . . . . . . .  Y,) 
dN = Zkl(YM,--Yx),  kz(YM2--Y2) . . . . .  , k.(YM,--Y.). 

Oh YM ~ ~ ' Y M n  = quantit6 maximale de P-700; Zy,, Y2"" "Y~, quantit6 de/ ' -700 
photooxyd6 au point N; N, nombre d'6clairs; k,, k2 • • .k,, repr6sentent des con- 
stantes distinctes li~s chacune au rendement quantique d'une des r6actions. Le 
probl6me a 6t6 trait6 simplement en supposant que k, le coefficient global, varie en 
fonction inverse de y, ce qui implique que les r6actions ~t k 61ev6 imposent leur vitesse 
au d6but de l'irradiation. On aboutit h l'6quation diff6rentielle dy/dN = k/y (YM--Y) 
qui apr6s int6gration donne 

N 
\ YM- Y/ 

Ce mod61e (Fig. 7 courbe A) traduit bien la pente pratiquement infinie de la courbe 
exp6rimentale au voisinage de 0 et ensuite son aplatissement rapide. I1 permet de 
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Fig. 7. Courbe A: module throrique d'ordre 1 bas~ sur l'~quation 

1 

obtenue par integration de l'c~:luation 

dy _ k (YM--y), 
dN y 

appliqu6 hun ~hantillon infiniment mince. Les barres verticales de part et d'autre de la ligne pointil- 
1re B reprrsentent les ~arts absolus entre les points observes et calcul~,s. 

calculer avec une precision suffisante YM et k ~t partir des points exp~rimentaux. On 
peut ainsi d&erminer dans diffrrentes conditions d'extraction de pigments, l'efl~cacit6 
moyenne des 6clairs et apprrcier ainsi la qualit6 des transferts d'~nergie des complexes 
collecteurs de photons aux centres photochimiques. La valeur ici drterminre, pour un 
6chantillon de CP I dont l 'absorbance de chlorophylle a est ~gale ~t 0.6 ~t 680 nm, est de 
10 ~t 15 ~clairs de 420 #J/cm 2 pour  photooxyder la moiti6 du P-700. Cette valeur 
correspond ~t une exigence tr~s forte par rapport  aux membranes chlorophylliennes 
ofa le niveau apparent de photooxydation du P-700 est obtenue avec une quantit6 
de lumi~re infrrieure h cell d 'un seul gclair. Ikegami [15] signale aussi une faible 
e~cacit6 photochimique darts des particules tr~s enrichies en P-700 pr~par~es par 
une autre m&h~:ie. I1 est important de noter que le module retenu implique une 
variation d'efficacit~ de la lumi~re le long de la courbe exprrimentale. Cette variation 
traduit une h&~rogrn~it6 de relation dans le couplage ~nerg&ique entre pigments 
collecteurs et pigments actifs. On peut admettre que certains complexes mol~ulaires 
P-700 sont bien couplrs suivant le schrma de Katz [7], ~. une chaine de chlorophylle 
dim~re type (dale)n, longue, formant une bonne section de capture de l'rnergie. 
D'autres complexes P-700, au contraire, seraient pratiquement isolrs; tous les cas 
intermrdiaires reprrsent~s par des antennes plus ou moins longues seraient rralisrs. 

Une autre hypoth~se implique une limitation de la photooxydation par la 
comp&ition entre la stabilisation des charges et une rraction inverse importante. A 
- - 1 9 6  °Cune  rraction inverse existe bien dans des lamelles chloroplastiques intactes 
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[13]. Mais dans notre cas il faudrait de plus supposer que cette r6action inverse subit 
une r6duction progressive de son amplitude, ce qui conduirait ~t la stabilisation 
graduelle ~ l'&at oxyd6 de tout le P-700 photooxydable. 

On doit par ailleurs souligner que la quantit6 YM de P-700 photooxydable 
d6termin6e par le calcul est notablement inf6rieure ~t la valeur maximale obtenue en 
pr6sence de FeCy ou par irradiation forte pendant la cong61ation en l'absence de 
r6ducteur. L'amplitude du blanchiement optique obtenue dans ces deux derni6res 
conditions exp6rimentales doit ~tre corr616e aux maximums de variation de signal 
RPE ~t 20 °C de3 Figs. 2 A2 et 2 A3. Par contre, l'amplitude du blanchiement optique 
obtenue par 6clairs sous vide, devrait ~tre corr616e au signal RPE b. 20 °C obtenu en 
pr6sence d'acide ascorbique (Figs. 2, B 5L). Selon Evans et al. [16] sur la base de 
mesures RPE ~t 18 °K une diff6rence de comportement, du point de vue de la photo- 
oxydation, de la chlorophylle antenne, est observ6e lorsque le potentiel redox du 
milieu varie de +200 mV b. +500 mV. Ces valeurs correspondent ~t nos conditions 
exp6rimentales respectivement en pr6sence d'acide ascorbique et de FeCy. Ces 
auteurs signalent, en effet, l 'apparition pour un potentiel redox 61ev6 du milieu (>  
475 mV) d'un tr6s fort signal RPE photoinduit ne provenant pas, selon eux, du/'-700. 
Le signal RPE chimioinduit ~. E/> +500 mV serait 100 lois plus ~lev~ que le signal dfi 
au centre r6actionnel P-700 dont Em ~ pH 8 serait 6gal ~t +360 mV. Un artefact de 
cette importance ne peut 8tre retenu, ~propos de nos exp6riences, car le rapport de la 
variation maximum de l'absorbance en pr6sence d'acide ascorbique (Fig. 3A) n'est 
que de 2 ~. 3. De plus, la variation obtenue en pr6sence de FeCy est parfaitement 
r6versible. 

L'hypoth6se de Malkin et al. [17] d'une d6connexion de P-700 de son accepteur 
primaire dans le CP I pr6par6 par le SDS explique facilement la faiblesse relative des 
variations optiques ou paramagn6fiques en pr6sence d'acide ascorbique. I1 y aurait 
deux types d'accepteurs, l 'un serait 1' "iron sulfur protein" [17] l'autre serait l'oxyg6ne 
susceptible dans nos exp6riences de r6agir avec le P-700 en l'absence d'acide ascorbi- 
que. 

Probl~me des variations d'absorption synchrones de l'activit~ du P-700 
On observe nettement, avec le CP I de Nicotiana une augmentation relative de 

l'absorbance vers 687 nm (Fig. 3A). Amesz et De Grooth [3] signalent, au cours de 
mesures cin6tiques ~. --40 °C sur des chloroplastes d'Epinard, que les changements 
d'absorption ~t 702 nm pr6sentent deux phases: une phase rapide qui se produit d6s 
rinstallation de la lumi6re, correspondant au blanchiement du/ '-700, suivie d'une 
phase lente de plusieurs secondes correspondant b. une augmentation de l'absorbance. 
La phase lente, serait la cons6quence, selon ces auteurs, d 'un effet dectrochromique se 
traduisant par un 16ger d6placement vers les grandes longueurs d'onde du spectre 
d'absorption. Ce d6placement n'int6resserait s61ectivement qu'une ou plusieurs 
formes de chlorophylle a dont les maximums d'absorption se situent au delft de 680 
nm. En tenant compte de l'observation d'Amesz et De Grooth [3] faite sur des 
lamelles chloroplastiques intactes d'6pinard on peut admettre que, dans le CP I se 
produisent des effets de champs localis6s cr66s par la s6paration de charges P+-700 
A - .  En se basant sur les donn6es de la d6riv6e premi6re, on peut estimer que la 
variation ~t 687 nm correspond ~t un d~placement du spectre d~absorption de 1 Avers 
les grandes longueurs d'onde. Aucune variation d'absorbance n'est d6cel6e, dans les 
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m~mes conditions exp6rimentales, avec la fraction chlorophylle-prot6ine a/b CP II 
[9, 11 ] (Fig. 3B) oil aucune activit~ photochimique n'a encore ~t6 signal6e. L'hypo- 
th~se du champ local compl&e celle propos6e par Lozier et Butler [1 ] et reprise par Ke 
et al. [13] concernant une forme de chlorophylle a situ~e 5̀  690 nm, sensible 5̀  l'&at 
redox du P-700. Elle implique que cette forme de chlorophylle a doit &re proche des 
centres P-700 et poss~der une orientation pr~f&entielle dans la structure membranaire 
[4]. Dans le CP I une telle orientation pr6f&entielle doit aussi exister pour quelques 
formes de chlorophylle a grande longueur d'onde. Avec les fragments membranaires, 
un d6placement faible du spectre d'absorption au delh de 680 nm a 6t~ d&ect6 dans 
tousles cas d'irradiation 5̀  --196 °C. Avec Fremyella on observe nettement une varia- 
tion de l'absorbance photoinduite 5̀  702 nm correspondant 5̀  un d6placement de 0.5 A 
vers les grandes longueurs d'onde de la bande d'absorption d'une chlorophylle non 
photochimique situ6e 5̀  702 nm (Fig. 4A). 

Hdt~rog$n~it$ des variations photoinduites vers 700 nm 
L'h&&og6n6it6 des "variations vers 700 nm" photoinduites pose le probl6me 

de la d6finition exacte du P-700. En g6n6ral les spectres de diff6rence r6v61ant l'existen- 
ce du P-700 montrent un certain nombre de variations synchrones qui ont conduit 
certains auteurs b~ admettre clue l'oxydation du pigment photosensible ne correspond 
pas 5̀  un simple blanchiement 5̀  700 nm comme l'admet Kok [5]. Murata et Takamiya 
[18] consid6rent que le blanchiement 5̀  682 nm observ6 sur Anacystis nidulans 5̀  20 °C 
r6v61e 5. cette longueur d'onde une bande satellite du P-700. Cette hypoth&e est 
reprise par Van Gorkom et al. [19] qui de plus font intervenir le d6placement spectral 
d'une bande d'absorption centr6e 5̀  690 nm. Ce d6placement est en accord avec 
l'existence d'une variation positive de l'absorbance d6cal6e vers le bleu par rapport 5̀  
la variation n6gative vers 700 nm. Cette interpr&ation se complique du fait que l'on ne 
peut faire spectroscopiquement la diff&ence entre le faible d6placement d'une grande 
bande d'absorption et le fort d6placement d'une petite bande d'absorption. En ce qui 
nous concerne, nous avons opt6 pour l'hypoth6se simple de Kok [5] en admettant que 
certaines variations peuvent &re une cons6quence de l'activit6 P-700. D'apr6s nos 
r6sultats, il ressort qu'on ne peut attribuer au P-700, une longueur d'onde d6finie 
correspondant 5̀  une bande spectrale pr6cise. On peut penser que l'6cart important de 
4 5̀  5 nm observ6 entre les membranes chlorophylliennes et le CP I de Nicotiana est la 
cons6quence de l'effet combin6 du SDS et de l'61ectrophor6se. II est maintenant bien 
6tabli que les d&ergents provoquent un d6calage vers le bleu du maximum du spectre 
d'absorption de fragments de chloroplastes [20]. Ce d6calage s'explique par une 
interconversion de formes majeures de chlorophylle a. Les formes grandes longueurs 
d'onde se d6gradent au profit des formes courtes longueurs d'onde qui ont une 
structure probablement moins complexe. Cette explication pourrait &re reprise 5. 
propos des complexes chlorophylliens photosensibles. En fait la band~ d'absorption du 
P-700 dans le CP I de Nicotiana apparait dissym&rique (Fig. 3A). Cette dissym&rie 
signifie probablement que deux formes y coexistent (/'-705 et P-695). L'hypoth6se de 
l'existence de plusieurs complexes chlorophylliens photosensibles est renforc6e par la 
comparaison de membranes chlorophylliennes d'origines diff6rentes (Fig. 4). Dans le 
cas le plus complexe, repr&ent6e par Spirulina, trois bandes sont visibles correspon- 
dant soit 5̀  trois esp~ces mol6culaires differentes, soit 5̀  trois environnements diff~rents 
pour une m~me esp6ce chimique du type propos6 par Katz. [7] L'individualit6 des 
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trois formes pigmentaires apparai t  fond6e dans la mesure oh l '61ectrophor6se en 
pr6sence de SDS fait apparai tre  des complexes prot6iques pigment6s poss6dant des 
propor t ions  diff6rentes des trois pigments photosensibles (Fig. 6). I1 faut  signaler que, 
dans les membranes  chlorophylliennes, le photo-blanchiement  des trois formes 
semble synchrone.  Le rendement  quant ique  est ben  car  un seul 6clair est largement 
saturant.  Le Ferr icyanure supprime totalement toute  variat ion photoindui te  (Fig. 4E) 
et l 'acide ascorbique r6verse parfai tement  son action. Nous  pouvons  admettre  que les 
trois formes sent  photooxydables  r6versiblement. Une  t i tration redox pr6cise serait 
n6cessaire pour  6tablir si les niveaux redox des trois formes sent  identiques. A titre 
d 'hypoth6se,  on  peut  donc  consid6rer qu'il  s 'agit  de centres ayant  des fonctions 
voisines mais qui pr6sentent une pluralit6 spectrale analogue /t celle des formes 
majeures de chlorophylle  a de l 'antenne.  Cette h6t6rog6n6it6 spectrale est, en accord 
avec l 'hypoth6se d 'une  h6terog6n6it6 de populat ions  de centres Photosyst6me I, 
6mise tr6s r6cemment  par  Breton [21] sur la base de mesure de dichroisme lin6aire 
effectu6es entre 730 nm et 700 nm. 
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