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summary 

We studied the chlorophyll a forms and the pattern of protein-pigment complexes by electrophoresis from chloroplastic 

membranes isolated from a mutant strain of C. reinhardtii without photosystem I activity. 
It is possible, therefore, to correlate the absence of photosystem I activity with the lack of protein-pigment complex I 

(mol. wt = 70 000) and, also, with the lack of Chl a690 form. 

1. Introduction 

L’emploi de mutants de l’algue verte Chlamy- 
domonas reinhardtii a CtC largement developpe dans 
divers laboratoires pour Studier la structure et le 
fonctionnement de l’appareil photosynthetique. 

Le mutant Fls , qui a 6te selectionne pour son 

haut niveau de fluorescence [l] , a CtC caracterise 
comme ne presentant pas d’activite like au fonction- 
nement du photosysteme I ni de changements 
d’absorption lies a l’oxydation du P,ee, induits 
chimiquement ou par illumination; par contre le 
photosysteme II est fonctionnel chez ce mutant 
[2-41. 

Dans cette note, sont present& les resultats d’une 
etude spectroscopique in vivo des formes chlorophyl- 
liennes, ainsi que les resultats de l’analyse, par 
Clectrophortse sur gel de polyacrylamide, des proteines 
membranaires de ce mutant. 

2. MatCriel et mkthodes 

Les algues (souche sauvage et mutant non photo- 
synthetique n,) sont cultivees a la lumiere darts un 
milieu contenant de l’acetate selon les conditions 
precedemment d&rites [5]. 
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2.1. Prkparation des membranes 
Les algues sont recoltees par centrifugation, puis 

mises en suspension (10 ml) dans le milieu tampon& 
suivant: Sorbito10.3 M, KC1 20 mM, NaCl20 mM, 
MgClz 2 mM, MnClz 1 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7.3. 
Elles sont ensuite cassees par deux passages successifs 
dans une presse de French (Yeda press) a la pression 
de 130- 150 kg . cm-‘. La suspension de debris 

cellulaires est placee dans un pot de centrifugeuse 
contenant des couches superpodes de solutions de 
saccharose (1.0 M, 1.5 M, 2.0 M), puis elle est 
centrifugee a 90 000 g pendant 1 hr. On recueille 

les membranes chloroplastiques aux interfaces 
1.0-1.5 Met 1.5-2.0 M. 

2.2. Spectroscopic d’absorption et ClectrophorQe 
LB spectres d’absorption, a 77’K, des holochromes 

chlorophylliens sont effect&s selon la technique d&rite 
par Briantais [6]. Les conditions experimentales pour 
les Clectrophoreses en presence de SDS sont celles 
indiquees par Guignery et al. [7 ] . 

3. Rbultats 

Sur la fig. 1, sont portes les resultats de l’etude 
comparee de l’action du Triton X-100 sur des 
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Fig.1. Variation du rapport ChJ a/Chl b dansle surnageant S12 000 g en fonction de la concentration relative en Triton X-100 
pour la souche sauvage et le mutant FZ,. En ordonnee: rapport Chl a/CN b dans S12 OOOg, (n-o-n) sauvage, (n-e-=) FZ,. 
En abscisse: concentration en Triton X-100 (T: mole de Triton X-100 par mole de chlorophyllea + 21). Pour le protocole 
experimental, voir le texte. 
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Fig.2. Electrophorese sur gel de polyacrylamide des protiines membranaires. ProfiJ densitometrique des els i 600 nm apres 
coloration des proteines par le Bleu de Coomassie. a) Des proteines non detipidees, 0 souche sauvage, Q 2 mutant FI, . b) 
Des protdines delipidees. Avant incubation par le SDS, les membranes sont delipidees par plusieurs extractions par le melange 
acetone-eau 80/20, ensuite par le melange chloroforme-methanol(2/1), puis de nouveau par Pa&tone a 80%. Souche sauvage 
@ , mutant Fl, @ . Les chiffres indiquent les masses moliculaires (X 10 ‘. Dalton) des principales proteines. 
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fragments chloroplastiques de la souche sauvage et 
du mutant Fl, . Cette etude est faite selon le 
protocole suivant: on fait agir, a 4’C pendant 30 I% 
le Triton k- 100 a des concentrations variables 

comprises entre 0 et 20 molecules de Triton pour 
une molecule de chlorophylle. Aprh incubation, les 

suspensions membranaires sont centrifugees a 
12 000 g pendant 30 min; on suit dans les surnageants 
la repartition des chlorophylles n et b. On constate 
sur cette figure que pour le sauvage, la courbe repr6 

sentative des variations du rapport chlorophylle a / 
chlorophylle b croit jusqu’a un maximum puis 
decroit; il n’en est pas de meme pour le mutant f%. 
I1 a BtC montre precedemment [5] que l’augmentation 
du rapport chlorophylle a / chlorophylle b est dO a un 

enrichissement des surnageants S, 2 ooo g en particules 
subchloroplastiques riches en chlorophylle a et en 
centres P7oo. Done, au manque d’activite photo- 
systeme I constate auparavant chez le mutant FZa , 
correspond l’absence dun ensemble pigmentaire 
lie au photosysteme I. 

La separation des proteines membranaires par 
Clectrophorese sur gel de polyacrylamide met bien 
en evidence l’absence chez le mutant l?ls d’un 
complexe proteine-pigment de masse moleculaire 
70 000 (fig.2a). Ce complexe peut &tre identitie 
au complexe proteine-pigment de Kung et Thornber 
[8] qui est attribue au photosysteme I. Un pit 
proteique de masse 70 000 a Cte aussi observe sur les 
Blectrophoregrammes de preparations membranaires 
de C: rein/w&i par Levine et al. [9]. Par contre, sur 
les echantillons d&lipid& (fig.2b), on ne constate pas 
de difference significative, entre le sauvage et le 
mutant, dans la distribution des proteines membran- 
aires sur les gels d’electrophorese. 

Le spectre de difference d’absorption, a 77”K, 
entre les membranes du sauvage et de la souche t;ls 

(fig.3) montre que les membranes chloroplastiques 
du F1a sont deficientes en une forme chlorophyl- 

liene absorbant a 690 nm (Chl me). Cette forme 
represente environ 4 a 5% de l’ensemble des holo- 
chromes de la chlorophylle a, estimation qui est en 
accord avec les valeurs du mdme ordre obtenues par 
French et al. [lo]. L’holochrome Chl &,9e est bien 
distinct de la forme Chl &a5 dont la presence est 
mise en evidence, chez le mutant comme chez le 
sauvage, en utilisant la propriete particuliere de 
Pholochrome Chl &a5 qui est d’etre transform6 par 
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Fig.3. Spectre de diffkrence d’absorption h 77” K: membranes 
‘sauvage’ moins membrane ‘FI,‘. Les spectres sont normali& 
B 677 nm. Les fragments des membranes chloroplastiques 
sont deposes par filtration sur une membrane Millipore qui 
sert de support et d&ran diffusant. 
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Fig.4. Action du Triton X-100 sur des membranes chloro- 
plastiques provenant de la souche sauvage et du mutant FI,. 
En ordonnee LU,,~/A~,~‘: variation de densitd optique 
mesuree h 685 nm par spectroscopic de difference ‘chloro- 
plastes moins chloroplastes + Triton’ et normalike par rapport 
h la den&k optique a 677 nm qui reste constante quelque 
soit la concentration en Triton X-100. En abscisse : concen- 
tration en Triton X-100 (T: mole de Triton X-100 par mole 
de chlorophylle a + b), b-c- q sauvage; l - n - l F?,. 
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Fig.5. Spectre d’emission de fluorescence i 77’K des 

membranes chloroplastiques provenant de la souche sauvage 

et du mutant FZ1,. Longueur d’onde d’excitation 480 nm. 

Les inter&& de fluorescence F (u.a.) sont exprimees en 

unites arbitraires. 0 Sauvage (ordonnke X 2,5); @ Fl, , 

le Triton X-100 en une forme absorbant a 670 nm 

(confers fig.4 et ref. [l 11). En outre, on observe un 
peu plus de chlorophylle b chez le mutant que chez 
le sauvage; cette difference s’observe vers 650 nm sur 

le spectre de la fig.3. 
L’emission de fluorescence a 695 nm, a 77”K, est 

exaltee dans les preparations membranaires du F/s 
par rapport a celles du sauvage (fig.5). On peut 
attribuer cette exaltation au fait que les holochromes 
Chl a685 ne peuvent pas transferer leurs excitons aux 
formes Chl a690 et au P700, puisque le complexe 
proteine-pigment est absent chez le mutant. 

4. Discussion 

La comparaison des resultats obtenus avec le 
mutant F1s et avec le sauvage indique une correlation 
entre l’absence d’activite du photosysteme I et 
l’absence du complexe 70 000. Cette correlation 
est en faveur de l’appartenance du complexe chromo- 
proteique de masse 70 000 au photosysteme I, 
appartenance dont divers types de preuves experi- 
mentales ont deja CtC apportes: isolement de particules 
enrichies en photosysteme I p&par&es a partir de 
vegetaux sup&ieurs [12,13] ou a partir de C. rein- 
hardtii [9] et analyse par Clectrophorese de ces 
particules; apparition simultanee d’une activite 

photosysteme I et du complexe 70 000 au tours du 
verdissement de plantules de Canavalia ensiformis 
(L) [ 141. Enfin citons l’etude du mutant 8 de 
Scenedesmus, qui a permis a Gregory et al. [ 151, 
A Raps [ 161 d’etablir une correlation entre le manque 

d’activite du photosysteme I et l’absence du complexe 
chromoproteique de masse 70 000. D’apres Raps 
[ 161 le signal I de RPE et le complexe proteique 
manquant apparaissent simultanement lors de la 
reversion du mutant 8. 

Si l’origine photosysteme I du complexe 70 000 ne 
fait guere de doute, son role structural et fonctionnel 

nest pas completement Ctabli; il est tentant d’identifier 
le complexe 70 000 avec le complexe HP7oo du centre 
reactionnel (Vernon et al. [ 171) a cause de l’analogie 
entre les deux structures (similitudes des masses mole- 
culaires et des compositions en chlorophylle a). 

On sait qu’il existe in vivo plusieurs types d’holo- 
chromes chlorophylliens qui traduisent probablement 

differentes formes d’association de la chlorophylle 
a avec les composants membranaires [lo] . Mais il est 
souvent difficile d’assigner une localisation precise 
aux holochromes chlorophylliens Q cause, notamment, 
des effets dinaturants des detergents utilises pour 
obtenir des preparations subchloroplastiques. Notre 
etude, grace a l’utilisation dun mutant non photo- 
synthetique, decrit un cas favorable oh la correlation 

entre l’absence de l’holochrome Chla690 d’une part 
et l’absence du complexe 70 000 d’autre part, 
apparait nettement. 

Nos resultats suggerent done que la forme Chl a690 
qui represente 4 a 5% des holochromes chlorophyl- 
liens, soit une vingtaine de molecules de chlorophylle 

a pour un PToO, est associee in vivo au complexe chromo- 
proteique systeme I de masse 70 000. Ce complexe 
reunirait ainsi dans une m&me structure proteique les 
chlorophylles Chl a690 sensibilisatrices directes du 
P 700. 

Bibliographic 

[l] Gamier, J., de Kouchkovsky, Y. et Lavorel, J. (1968) 

C. R. Sot. Biol. 162, 365-368. 

[2] Maroc, J. et Gamier, J. (1973) Biochim. Biophys. 

Acta 292, 477-490. 
[ 31 Gamier, J. et Maroc, J. (1972) Biochim. Biophys. Acta 

283, 100-114. 
[4] Picaud, A. (1974) C. R. Acad. SC. Paris 278, 1773-1776. 

16 



Volume 54, number 1 FEBSLETTERS June 1975 

[S] Picaud, A. (1972) Biochim. Biophys. Acta 275, 414-426. 
[6] Briantais, J. M. (1967) Photochem. PhotobioL 6, 

155-162. 
[ 71 Guignery, G., Luzzati, A. et Duranton, J. (1974) Planta 

115,227-243. 
[8] Kung, S. D. et Thornber, J. P. (1971) Biochim. Biophys. 

Acta 253, 285-289. 
[9] Levine, R. P., Burton, W. G. et Duram, H. A. (1972) 

Nature, 237, 176-177. 
[lo] French, C. S., Brown, J. S. et Lawrence, M. C. (1972) 

Plant Physiol. 49,421-429. 
[ 1 l] Picaud, A. (1972) These de 3e Cycle, Universite de Paris. 

[ 121 Remy, R. (1974) These de Doctorat, Universite de 
Paris. 

[13] Shiozawa, J. A., Alberte, R. S. et Thornber, J. P. (1974) 
Arch. Biochem. Biophys. 165, 383-397. 

[14] Alberte, R. S., Thornber, J. P. et Naylor, A. W. (1972) 
J. Expr. Bot 23, 1060-1069. 

[15] Gregory, R., Raps, S. et Bertsch, W. (1971) Biochim. 
Biophys. Acta 234, 330-334. 

[ 161 Raps, S. (1973) Biochim. Biophys. Acta 305, 384-389. 
[ 171 Vernon, L. P., Shaw, E. R., Ogawa, T. et Raveed, D. 

(1971) Photochem. Photobiol. 14, 342-357. 

17 


